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UBER TRITERPENE

VII. DUNNSCHICHT- UND IONENAUSTAUSCHERPAPIER-
CHROMATOGRAPHIE VON TRITERPENOIDEN*

R. TSCHESCHE, F. LAMPERT unp G. SNATZKE""
Biochemische Abteiliung des Chemischen Staatsinstituts, Hamburg (Deutschland)

(Eingegangen den 29. Juli 1960)

I. EINLEITUNG

Wihrend die Papierchromatographie der Steroide sehr intensive Bearbeitung er-
fahren hat (vgl. z.B. die Ubersicht von NEHER?), ist {iber die Trennung von Tri-
terpenoiden bisherin der Literatur nur sehr wenig berichtet worden. N1sH10KA3 hat die
Papierchromatographie von einigen Triterpenoiden und Steroiden systematisch behan-
delt, wobei er Paraffin oder Methylstearat als stationire Phase verwendete. Als Lauf-
mittel erwiesen sich wissrige Alkohole und die leichten Phasen von Kohlenwasserstoff—
Methanol-Wasser-Gemischen als geeignet. Wir konnten die Ergebnisse NisHIOKAS
an einigen Beispielen bestitigen, es gelang uns aber nicht, Gemische von isomeren oder
verwandten Triterpenoiden zu trennen, da sich die langgezogenen Flecke iiberdeckten.

HasuiMmoro UND CHATANI? arbeiteten ebenfalls nach der ‘‘reversed phase’-
Methode, indem sie das Papier (Toyo Roshi, No. 52) mit einer Lésung von Dow
Corning Silicone No. 1107 imprignierten und als Laufmittel Alkohole, wissrige
Essigsiiure oder Toluol~-Ammoniak-Gemische (leichte Phase) verwendeten. Auch hier
gelang es uns nicht (auf Schleicher & Schiill, sowie Whatman-Papieren), Triterpenoid-
gemische in diskrete Flecke aufzulésen. TSCHESCHE UND POPPEL® erzielten mit dem
System Isooctanol-Pentanol-10 9% wissr. Pyrrolidin~-Formamid (6:2:1:4) in Ana-
logie zu der Papierchromatographie von Herzgiften® (Imprégnieren des Papiers mit
der leichten Phase, Entwickeln mit der wissrigen) eine gute Auftrennung saurer
Triterpenoide, wobei man aus dem Rp-Wert die Anzahl der O-Funktionen abschidtzen
kann, wihrend isomere Verbindungen hier gleich weit liefen. Triterpen-dicarbonsiuren
liessen sich auch sehr gut mit den Gemischen Isooctanol-Pentanol-109, wissr.
Morpholin (5:5:7) und Butanol-2 N wissr. Ammoniak trennen!, wobei in letzteren
Fillen die organische Phase als Laufmittel diente.

II. DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE

Die ausgezeichneten Erfolge, die wir bei Anwendung der Diinnschicht-Chromato-
graplne an Kieselgel G (Merck)? auf die Trxterpensauren aus Bredemeyera floribunda

*VI. Mxttezlung siche 1,
** Neue Anschrift: Bonn, Chemisches Institut der Universitit, Meckenhelmerallee 168.
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Willd.! und bei einigen Steroiden®:? erzielen konnten, veranlassten uns, dieses sehr
einfache Verfahren systematisch auf seine Brauchbarkeit zur schnellen Analyse von
Triterpenoiden zu untersuchen. Wie aus den Tabellen I und II hervorgeht, erhielten
wir unter Verwendung einfacher Lésungsmittelkombinationen sehr brauchbare
Trennungen (siehe auch Fig. 1 und 2). Durch Zusatz von Pyridin oder Didthylamin

TABELLE I

DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE DER SAUREN

Das System I war am allgemeinsten anwendbar und diente als repriasentatives Gemisch. Séuren,
die darin Schwinze gaben, wurden in den Systemen II bis V gepriift; auch die iibrigen Verbindun-
gen lassen sich darin meist trennen, wobei die Rp-Werte eine dhnliche Reihenfolge einnehmen,
wie im System I.

In dieser und in Tabelle IT sind jeweils nur die Rp-Werte des Hauptflecks angegeben, falls
sich die Substanzen als nicht vollig rein erwiesen. Die Rp-Werte im System I sind immer auf den
der Oleanolsiure = 0.68 bezogen. S bei der Angabe der RRp-Werte bedeutet Schwanzbildung,

eingeklammertec Zahlen gelten fiir Nebenflecke.

Rp-Werte tn Gemisch™

Stbstans
I Ir 1rr v v

Oleanolséure 0.68 0.64 0.50 0.48 0.96
Ursolsidure 0.68 0.64 0.50
Betulinsdure 0.68
Sédure aus Alphitonia excelsa 0.68
Morolsdure 0.59 "
Oleanonsiure 0.68
Masticadienonsidure 0.47
Isomasticadienonsiure 0.47 .
Cochalsdure 0.18 § 0.15S 0.45 0.29 0.55 S
Bredemolsdure 0.59 S 0.62 0.82
Siaresinolsdure 0.66
Machaerinsiure 0.23 S 0.27 0.25 0.23 0.54
Guaijavolsiure 0.35
Dihydroxysiure-Gemisch aus 0.42

Cratacgus oxyacaniha L. 0.54

0.63
Acantholsiure o 0.29
Bayogenin .\:3? 0.31
Sapogenin aus Sideroxylon Pahlm.'- . 0.37 0.34 S 0.35
Chinovasdure . 0.55
Medicagensidure o.f.;g S 0.38 S 0.35 0.10 8 0.71
Acetylursolsiure ‘ 0.76 "
Acantholséiureacetat 0.66 &
Emmolsdure ~ 0.59 31
Rohe Nimbsidure Start
0.07
N + (0.37) S
' - (0.56) S
. 0.71

I1: Dnsopropylather~Aceton (5:2) mit Zusatz

* Gemische: I: Diisopropyldther—Aceton (5:2);
IV: Chlorbenzol-Eisessig

von 5% Pyridin; III: Esmgester—-Methanol—D1athylamm (14: 4: 3)
(9 I) Methylenchlorxd—Pyrxdm (7:2).
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Rp-Werte auftreten.

TABELLE II

DUNNSCHICHT-CHROMATOGRAPHIE VON NEUTRALEN TRITERPENOIDEN

Die angegebenen Rp-\\’erte stellen Mittelwerte aus mehreren Chromatogrammen dar. Die Sub-
stanzen wurden nur immer in den Systemen untersucht, in denen keine zu kleinen oder zu grossen

219

Substans

Rp~-Werte in Gemisch®

1 Vi vz VI Ix

B-Amyren 0.82
B-Amyrin o.12 0.38
pB-Amyrin-acetat 0.45
«-Amyrenon 0.31
Lanosterin 0.75 o.14 0.40
Dihydro-lanosterin-acetat 0.03 0.33
Ursolsdure-methylester-acetat 0.26 0.77
Oleanolsiure-methylester-acetat o.2 0.77
Ursonsiure-methylester 0.85 0.5
Crataegolsdure-methylester-

monoacctat 0.8o0 0.40 o.13
Crataegolsdure-methylester-

diacetat 0.92 0.72 0.37
Dehydro-crataegolsdure-

methylester-diacetat 0.69 0.39
11-Keto-crataegolsiure-

methylester-monoacctat 0.77
Acantholsdure-methylester-

monoacctat 0.73
Echinocystsiure-methylester 0.59 0.15

" Emmolsiure-dimethylester 0.73

* Gemische: VI: Diisopropylither; VII: Cyclohexan; VIII: Benzol; IX: Methylenchlorid.
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Fig. 1. Dinnschicht-Chromatographie von Triterpen-carbonsiuren im Gemisch I. (1) Nimbsiure
(roh) ; (2) Acetyl-ursolsiiure; (3) Gemisch von (1), (2), (4), (5) und (6); (4) Oleanolsiure; ( _-,) Morol-
sdnre; (6) Guaijavolsdure; (7) Gemisch von (4) und (5).
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liessen sich bei einigen Substanzen, die auch im Diinnschicht-Chromatogramm zur
Schwanzbildung neigten, diskrete Flecke erzielen.

Der Vorteil gegeniiber den bisher beschriebenen Verfahren liegt erstens darin,
dass die gesamte Zeitdauer fiir ein Chromatogramm auf 20-30 Minute:: reduziert
ist; zweitens liessen sich Verbindungen mit verschiedenem Rp-Wert auch in Viel-
komponenten-Gemischen gut trennen; drittens ist diese Methode ebenfalls auf
neutrale Triterpenoide (Ester, Alkohole, Kohlenwasserstoffe) anwendbar und viertens
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Fig. 2. Diinnschicht-Chromatogramm von Triterpencarbonsiure-estern im Gemisch IX. (1)

Crataegolsidure-methylester-monoacetat; (2) Crataegolsiure-methyvlester-diacetat; (3) Gemisch

von (1), (2), (4), (5) und (6); (4) Ursolsiure-methylester-acetat; (5) Ursonsidure-methylester;
(6) Echinocystsdure-methylester (Hauptfleck mit kleinerem Rp-Wert).

ist die Empfindlichkeit der zum Nachweis verwendeten Farbreaktion mit Chlor-
sulfonsdure® ausserordentlich gross. So ist im entwickelten Chromatogramm noch
0.02 ¢ Oleanolsdure bequem nachweisbar. Dieses Verfahren ist daher auch zur
raschen Kontrolle von Reaktionsansitzen und zur Priifung auf Reinheit sehr ge-
eignet. Die Reproduzierbarkeit der Rp-Werte ist von der jeweils verwendeten
Kieselgel-Charge und von der Dicke der Schicht abhingig. Es ist daher ratsam, eine
Standard-Substanz (z.B. Oleanolsdure) auf jeder Platte mitlaufen zu lassen und die

Rp-Werte darauf zu beziehen.

IIl. IONENAUSTAUSCHERPAPIER-CHROMATOGRAPHIE

Wie aus Tabelle I hervorgeht, sind die isomeren Verbindungen Oleanol-, Ursol- und
Betulinsdure im Diinnschicht-Chromatogramm nici -oncinander zu trennen,

wihrend die Morolsdure einen kleineren Rp-Wert ani . .ist, Da es uns nicht gelang,

durch Variation des Laufmittels (auch nicht durch Verwendung von A1,03 G (Merck)
oder durch Herstellen saurer oder basischer “Ionenaustauscher-Platten’” durch An-
teigen mit Salzsdure oder Ammoniak) hier eine Trennung zu erreichen, versuchten
wir eine solche auf Ionenaustauscherpapier zu erzielen. MYHRE UND SMITH1®
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berichteten bereits 1958 tiber die erfolgreiche Trennung verschiedener stark polarer
organischer Siuren, wie Gluconsiure, Glucuronsiure, Ascorbinsiure und ver-
schiedener Aminosiauren. Unter Verwendung der Angaben von Davies uxp OwEX},
die an Ionenaustauscher-Siulen nahe verwandte Siuren mithilfe von organischen
Losungsmittelnn trennen konnten, versuchtem wir diese Methode auf die schwach
polaren Triterpen-carbonrsiuren zu ibertragen.

Zur Verwendung gelangte das Anionenaustauscherpapier der Firma Schleicher &
Schiill. Als Laufmittel erwiesen sich nach einer Reihe von Vorproben mit gg %iger
Ameisensiure gesattigte Losungsmittel wie Cyclohexan (mit 20 bis 409% Toluol-
oder Xylol-Zusatz) und Methylcyclohexan—-Chloroform-Gemische als am besten
geeignet (siche Tabelle IIT). Es wurde dabei nach der aufsteigenden Methode ge-
arbeitet. Die Anfarbung geschah mit dem Zinntetrachlorid-Reagens?, bei damit nur
schlecht reagierenden Triterpensiuren mit SbCl;-SbCl-Gemischen. Im System X
treten allerdings diskrete Flecke erst bei mehrstiindigern Liegen nach der SnCl,-
Anfarbung hervor. Fig. 3 zeigt die Trennung von Oleanol-, Ursol- und Betulinsdure
im Gemisch XI. Zur Identifizierung diente ausser dem Rp-Wert auch noch die unter-
schiedliche Anfirbbarkeit mit SbCl;-SbCl;; die ersten beiden Sauren werden dabei
violett, Betulinsiure gelbbraun. Auf diese Weise konnte nach Anreicherung durch
mehrmaliges Umkristallisieren in der “‘Crataegussiure’” die Oleanolsdure neben der
Ursols3ure nachgewiesen werden (Gemisch X)2.

TABELLE 11X

IONENAUSTAUSCHERPAPIER-CHROMATOGRAPHIE SAURER TRITERPENOIDE

Dic angegebenen Ry-Werte beziehen sich auf die Mittelpunkte der etwas langlichen Flecke, “‘S”
bedeutet lJangere Schwanzbildung.

RE-Werte im Gemisch®
Salstanz

X Xr XIr

Oleanolsiure o.30 0.30

Ursolsiure o.12 o.13

Betulinsiure 0.45 S ©.43
Dihydroxysaure-Gemisch aus 0.28
Craiaegus oxvacauntka 1. o.40
0.51
Acantholsaure - 0.18
Bavogenin 0.30

* Gemische: X : Cyclohexan—Toluol (4:1), gesittigt mit Ameisensiure; XI: Methylcyclohexan—
Chloroform (3:1). ges3ttigt mit Amecisensaure; XII: Methyvicyclohexan—-Chloroform (1:1), ge-
sattgt mit Ameisens3ure.

Die Ionenaustauscherpapier-Chromatographie lisst sich auch zur Untersuchung
von polareren Triterpencarbonsiuren verwenden. So konnten im rohen Dihydroxy-
monocarbonsiure-Gemisch aus Crataegus oxyacantha L. im System XII drei Sub-
stanzen nachgewiesen werden, welche der Crataegolsiure, Neotaegolsiure und einer
noch unbekannten Siure zukommen miissen (vgl. Fig. 4). Von .den Trihydroxy-
monocarbonsiuren konnten aus Materialmangel nur Acantholsiure und Bayogenin
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gepriift werden. Auch diese liessen sich unter Verwendung von System XII auf-

trennen.
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Fig. 4. Stiarker hydroxylierte Triterpen-carbon-
phie. Monohydroxy-triterpen-carbonsiuren sduren im Gemisch XII. (1) Acantholsgure;
im Gemisch XI. (1) Betulinsédure; (2) Gemisch (2) Dihydroxysiure-Gemisch aus Crataegus
von (1) und (3) ; (3) Ursolsdure (U) + Oleanol- oxyacantha L.; (3) Gemisch von (1) und (2).
sdure (O). Bei Anfiarbung mit SbCl;—Sb(Cl;
erhélt man von der Ursol- und der Oleanol-
sdure rotviolette Flecke; die Betulinsiure er-
scheint gelbbraun und ist damit trotz des
Ineinanderfliessens der Flecke von Oleanol-
und Betulinsdure gut identifizierbar.

Fig. 3. Ionenaustauscherpapier-Chromatogra-

IV. EXPERIMENTELLER TEIL

(a) Diinnschichi-Chromatographie

Auf die Glasplatten wurde in der frither beschriebenen Weise® ein ‘Gemisch von
Kieselgel G ”’zur Diinnschicht-Chromatographie’ (Merck) und Wasser I:3 mit einem
breiten Spatel gleichméissig ausgestrichen und bei 130° getrocknet. Zur Anfirbung
wurde nach dem Trocknen der entwickelten Platten mit einer Lésung von Chlor-
sulfonsidure in Eisessig. (1:2) bespriiht, 5 Minuten lang bei 130° gehalten und bei
Tageslicht und unter der U.V.-Lampe betrachtet. Die Flecken waren mneist violett
bis brdunlich gefidrbt, Nimbsdure!s erschien griin. Die Anfirbung kann aber ebensogut
mit den tiblichen sauren Triterpenreagenzien ausgefiihrt werden. :
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An Tagen mit hoher Luftfeuchtigkeit konnen die Rp-Werte besonders dann,
wenn die Plattem Lingere Zeit der Luft ausgesetzt waren, unverhiltnismissig gross
werden. Denselbem Effekt kann man auch durch Einstellen der fertigen Platten
im Gefisse mit wassergesattigter Atmosphire erzielen. Um ihn auszuschliessen,
trocknet mam zweckmissigerweise vor dem FEinbringen in die Chromatographie-
gefisse 2 Minuten lang bei roo°, um das vomn Kieselgel adsorbierte Wasser zu entfernen.

(®) Zonemamnstamnscherpapier-Chromatographie

Amnionenzustanscherpapier der Firma Schleicher & Schiill wurde in Streifen von
3 ¥ 20 can geschnitten, auf die © em vom Rand entfernt bis zu 3 Flecken nebenein-
ander aufgetragen werden konnten. Die Laufmittel wurden durch kriftiges Durch-
schiitteln der angegebemem Lésungsmittelgemische mit 209, ihres Volumens an
kauflicher gg %iger Ameisensiure bereitet. Nach Abtrennung der schweren Phase im
Schiitteltrichter wurde die leichte zur Entwicklung der Chromatogramme verwendet.

Es wurde mach der aufsteigenden Methode in entsprechend grossen Reagenz-
glisern gearbeitet, anschliessend wurden die Streifen 15 Minuten langbei 100° getrock-
met. Eine vorherige Uberfithrung des Papiers in die Formiat-form brachte keine Vor-
teile. Auf absteigenden Chromatogrammen wurden sehr langgezogene Flecke erhalten.

Meist wurden die Substanzen nach TscHESCHE UND PoOPPEL® mit einer Losung
von 10 mi SnCl; in 160 ml eines Eisessig—Tetrachlorkohlenstoff-Gemisches (x:1)
sichtbar gemacht, wobei nach 5-minutiger Erwidrmung auf roo° rotviolette Ténungen
erhalten werden. Im System X scheinen dabei die einzelnen Flecke zunidchst ineinander
tiberzugehen, nach mehrstiimdigem Liegen treten aber auch hier die Hauptmaxima
deutlich hervor. Auf diese Weise nur schwer anfirbbare Verbindungen, die auch mit
SbCl, oder SbCL; allein kawm nachgewiesen werden konnten, erschienen aber deutlich
nach avfeinanderfolgender Behandlung mit SbCl; (zo0 %ige Lésung in Chloroform,
Streifen 2 Minuten lang auf T00° erhitzen) und SbCl; (40 %ige Lésung in Chloroform,
bei Zimmertemperatur emtwickeln). Stattdessen lisst sich auch ein Gemisch von
SbCl,—ShCl, (zo:1) (T0%ige Lésung in Chloroform, Streifen 1-2 Minuten lang
erhitzen auf r00”) verwendem. Auch hierbei tritt meist eine rotviolette Farbe auf,
wihrend aber z 1B. Betulimsaure gelbbraun erscheint.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es werden verschiedene Iosungsmittelsysteme angegeben, mit denen es gelingt, auf
Dimnschichtpiatten saure und neutrale Triterpenoide auch in komplexeren Mischun-
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gen zu trennen. Oleanol-, Ursel- und Betulinsimmre, die damit midht wmtteerseiheidamr

sind, k6nnen aber :an basischem [Jonenaustausdhenpapier wondinander ggetnemmtt
werden. Auch fiir andere polarere Tritenpencarbonsimmen st diieses Wenftalhmem

brauchhar.
SUMMARY

Some solvent systems :are described for the separation of adidic and menttral ti-
terpenoids on chromatoplates, even in tthe «case ©f complex muisthmmes. Oleamoikic;,
ursolic and Dbetulinic :acids, which «cannot lbe distinguished by tibis metiod], anme
separable on basic ion-exchange paper. This techmiigue is wllseo mseiul for etibear mone

polar acidic triterpenoids.
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