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SOLANUM-ALKALOIDE

XVIII. DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON ‘
SOLANUM-STEROIDALKALOIDEN UND STEROIDSAPOGENINEN*

KLAUS SCHREIBER, OTTO AURICH unp GERHARD OSSKE

Deutsche Ahademie deyr Wissenschaftien zu Berlin,
Tustitwt fiir Kullurpflanzenforschung Galevsleben,
ICreis Aschersleben (Dewtschland)

(Eingega.ngen den 13. Februar 1963)

Im Zuge unserer Arbeiten {iber die Steroidalkaloidglykosidein Pflanzen der Gattungen
Solanum und Lycopersicon (Solanaceae)! erwies es sich als notwendig, die Aglyka
dieser Verbindungen sowie hidufig gleichzeitig vorkommende Steroidsapogenine im
Mikromasstab voneinander zu trennen und zu identifizieren. Hierfiir erschien die
Diinnschichtchromatographie besonders geeignet, eine Methode, die in den letzten
Jahren auch auf dem Steroidgebiet mit grossem Erfolg angewendet wurde2. In einer
kiirzlich erschien:nen Arbeit berichteten BENNETT UND HEFTMANN? {iber das diinn-
schichtchromatographische Verhalten einer Anzahl von Steroidsapogeninen (Spiro-
stanolen). Die im allgemeinen stédrker polaren Solanwum-Steroidalkaloide sind bisher
nur vereinzelt diinnschichtchromatographisch untersucht worden%%; eine verglei-
chende systematische Bearbeitung steht noch aus,

Im folgenden sollen die mit % natiirlich vorkommenden Solanum-Steroid-
alkaloiden (Aglyka) und 4 ihrer Derivate sowie mit 1o Steroidsapogeninen** erzielten
Ergebnisse mitgeteilt werden. Zwei weitere Steroidalkaloide (Jervin und Conessin)
sowie einige in Solanum-Arten nachgewiesene Phytosterine und Triterpene wurden in
die Untersuchungen mit einbezogen. Auch Solanum-Alkaloidglykoside lassen sich
ditnnschichtchromatographisch gut trennen, woriiber an anderer Stelle ausfiihrlich
berichtet werden soll (vgl. Zit. 5).

METHODIK

Die Chromatographie erfolgt aufsteigend bei 20° auf Platten der Grésse 13 X 25 cm.
Die Entwicklungskammer kleidete man mit Fliesspapier aus, das mit dem jeweils ver-
wendeten Lésungsmittelgemisch getrinkt wurde. Die Steroide werden in Mengen
von 10-30 ug in Athanol gelést 1.5 cm vom unteren Rand und mindestens 1.5 cm von
den Seitenrindern entfernt aufgetragen. Die Steighshe betrigt 15 cm und wird
durch eine vor Beginn der Entwicklung in die Schicht eingeritzte Trennlinie begrenzt
(Laufzeit mit den Entwicklungsgemischen A-C und E etwa 30-45 Min.). Die Tren-
nung von Solanidin und Demissidin auf mit Silbernitrat imprégnierten Kieselgel-
schichten (Entwicklungsgemisch D) erfolgt mit Hilfe der Durchlauftechnik nach
BRENNER UND NIEDERWIESERS (modifiziert, Laufzeit etwa 16 Stunden).

* XVII. Mitteilung: IX. SCHREIBER UND H. RO6NscH, Experientia, 17 (1961) 491.

bl I:[errn Dr. R. K. CaLrow, London, danken wir auch an dieser Stelle bestens fiir dic freund-
liche Uberlassung zahlreicher Steroidsapogenine.
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Herstellung der Adsoyptionsschicliten

Die nach den folgenden Vorschriften hergestellten Suspensionen werden auf die
Platten aufgegossen und durch Streichen mit einem Glasstab und Neigen der Platten
gleichmiissig verteilt. Die Verwendung eines Streichgerits erwies sich als nicht not-
wendig.

(I) 6 g Kieselgel G nach StaHL fiir die Diinnschichtchromatographie (Merck)
werden mit 16 ml Wasser angeriihrt und die gesamte Menge auf ciner Platte verteilt;
sie kann nach zwei Tagen lufttrocken verwendet werden (ca. 20 mg Adsorbens/cm?).

(II) Die Platten werden nach der gleichen Vorschrift beschichtet und Iluft-
trocken mit einer ro-9¢, Silbernitrat-Lésung bespriihit, bis die Schicht gleichmdissig
transparent erscheint. Die Trocknung erfolgt anschliessend bei 120° (30 Min.).

(III) Kieselsdure, wasser{rei, rein (Riedel-de Haén) wird mit 109 Gips (CaSO,-
0.5 H,0) gemischt und durch ein Sieb von 0.25 mm Maschenweite gegeben. 25 g des
Gemisches riithrt man mit 43 ml Wasser an und verwendet davon 16 ml {iir eine
Platte; es wird an der Luft getrocknet (ca. 25 mg Adsorbens/cm?2),

(IV) Aluminiumoxid, standard., zur chromatographischen Adsorptionsanalyse
nach BROCKMANN (Merck), wird unter Zusatz von 109 Gips in einer Kugelmiihle
gemahlen und anschliessend durch ein Sieb von o.2s5 mm Maschenweite gegeben.
Hiervon werden 15 g mit 20 ml Wasser gemischt und auf eciner Glasplatte verteilt.
Die Platten kénnen nach zweistiindigem Trocknen bei 120° und Erkaltenlassen
iiber Calciumchlorid verwendet werden (45 mg Adsorbens/cm2).

Entwickliungsgemische

(A) Cyclohexan-Essigsduredthylester (1r:1) (alle Angaben in v/v)
(B) Chloroform—~Methanol (6:4)

(C) n-Hexan-Tridthylamin (x5:1)

(D) Essigsiureithylester—Cyclohexan—g6%-Athanol (50:40:5)

(E) Benzin (Sdp. S8o-9o0°)-Benzol-Essigsduredthylester (85:5:10).

Nachweisveagenzien

Cer (IV)-sulfat-Schwefelsiure. Gesattigte Lésung von Cer(IV)-sulfat in 65 9% Schwe-
felsdure. Nach dem Besprithen wird 15 Min. auf 120° erhitzt. Das Reagens lisst sich
nicht auf Al,0,-Schichten und auf mit AgNO,; imprignierten Schichten anwenden.

Jod. Eine Lésung von 5 g Jod und 2o g Kaliumjodid in 100 ml Wasser wird vor
Gebrauch 1:50 mit Wasser verdiinnt. Eine gesiittigte Lésung von Jod in #-Hexan ist
gleichfalls geeignet. Mit Silbernitrat impridgnierte Schichten miissen vor der Jod-
Detektion mit gesédttigter Kaliumbromid- bzw. Kaliumjodid-Lésung bespriiht
und anschliessend bei Raumtemperatur getrocknet werden.

Paraformaldehyd—Phosphorsiure’. 30 mg Paraformaldehyd werden in 100 ml
konz. Phosphorsidure (D = 1.7) durch Schiitteln bei Raumtemperatur gelést. Das
Reagens ist einige Wochen haltbar.

2,4-Dinitrophenylhydrazin. 0.4% Losung in 2 N HCI.

Dehydrierung mit SARETT-Reagens®

40 pl wasserfreies Pyridin werden mit 4 mg fein gepulvertem Chrom(VI)-oxid ver-
setzt, wobei sich der Pyridin-Chromsidure-Komplex als gelber Niederschlag ab-
scheidet. Zu dieser Suspension gibt man 5 mg der zu dehydrierenden Substanz in
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50 wpl wasserfreiem Pyridin und ldsst r2 Stunden bei Raumtemperatur stehen. Zur

Chromatographie werden 10 ul des Reaktionsgemisches auf den Startpunkt aufge-
tragen. :

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

TFiir eine Gruppentrennung der untersuchten Steroide ecignet sich besonders die
Kombination von Adsorbens I mit Entwicklungsgemisch A. In Fig. 1 (A I) ist die
relative Lage der getrennten Substanzen bzw. Substanzgruppen wiedergegeben; auf
die Angabe von Rp- oder Rgianaara-Werten wurde verzichtet, da diese in gewissem
Umfange variieren kénnen. In der Legende zur Abbildung sind neben den Trivial-
namen die systematischen Bezecichnungen der verwendeten Spirostan-, Spirosolan-
und Solanidan-Derivate sowie der weiterhin gepriiften Verbindungen angefiihrt.
Im einzelnen lassen sich mit Kombination A I folgende Trennungen erzielen: Die
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stirker polaren Verbindungen Solanocapsin (vgl. Fig. , Nr. 7), Jervin (Nr. 10),
Conessin (Nr. g) und Digitogenin (Nr. 20) bleiben am Startpunkt zuriick. Dann
folgen, nach ansteigenden Rp-Werten geordnet, die 45-ungesitt.—5«-gesitt. Alka-
loidpaare Solasodin-Soladulcidin (Nr. 1, 2), Tomatidenol-Tomatidin (Nr. 3, 4) und
Solanidin—-Demissidin (Nr. 5, 6). Auch Solasodin (Nr. 1) und sein Dehydratisierungs-
produkt Solasodien (Nr. 8) lassen sich gut voneinander trennen. Die Monohydroxy-
spirostan-Derivate zeigen noch héhere Rp-Werte; sic lassen sich in zwei Gruppen
auftrennen, und zwar in die Gruppe der 4%ungesittigten (Nr. 11, 13) und 5«-ge-
sdattigten (Nr. 12, 14) Verbindungen einerseits und in die der 58-gesittigten (Nr. 13,
16) andererseits. Das 38-Hydroxy-12-keto-sa-spirostan-Paar Hecogenin (Nr. 17) und
Sisalagenin (Nr. 18) liegt wenig oberhalb von Solanidin—-Demissidin. g-Dehydroheco-
genin (Nr. 1g) hat einen héheren Rp-Wert als Hecogenin (Nr. 17).

Im Chromatogramm ecines von uns untersuchten Digitogenin-Préiaparates,
dargestellt durch Hydrolyse von Digitonin (Riedel de Haén), liessen sich neben Digi-
togenin (Nr. 20) zwei weitere Flecken mit héheren Rp-Werten nachweisen. Bei dem
in grosseren Mengen auftretenden, im Chromatogramm wenig unterhalb von Tigo-
genin liegenden Nebenprodukt (Nr. 22) diirfte es sich um Digalogenin handeln,
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Fig. 1. Trennung von Solanwm-Steroidalkaloiden und Steroidsapogeninen. Die rémischen Zahlen
bezeichnen die Adsorbentien, die grossen Buchstaben die Entwicklungsgemische. 1 = Solasodin
[(22R:25R)-Spirosol-5-en-38-0l]. 2 = Soladulcidin [(22R:25R)-50¢-Spirosolan-38-0l]. 3 = Tomatide-
nol [(22S:25S)-Spirosol-5-en-38-0l]. 4 = Tomatidin [(22S:25S)-5a-Spirosolan-38-0l]. 5 = Solanidin
[Solanid-5-en-36-ol]. 6 = Demissidin [5«-Solanidan-38-0l]. 7 = Solanocapsin [(22RR:235:25%)-36-
Amino-22,26-imino-164,23-oxido-5&-cholestan-23-0l]. 8 = Solasodien [(22R:25R)-Spirosola-3,5-
dien]. 9 = Conessin [(20S)-3f-Dimethylamino-18,20-methylimino-pregn-5s-en]. 10 = Jervin
[(22R:235:255)-22,26-Imino-17¢,23-oxido-14(13 — 12)abeo-cholesta-5,12-dien-38-0l-11-0n]. 11 =
Diosgenin [(2277:25R)-Spirost-5-en-38-0l]. 12 ‘= Tigogenin [(22:25R)-5¢-Spirostan-38-ol].
13 = Yamogenin [(22/0:25S)-Spirost-5-en-38-0l]. 14 = Neotigogenin [(22R:25S)-5x-Spirostan-
3f-o0l]. 15 = Smilagenin [(22R:25R)-58-Spirostan-38-0l}. 16 = Sarsasapogenin [(22/2:25S5)-58-
Spirostan-36-0l]. 17 = Hecogenin [(22R:25R)-12-Keto-5x-spirostan-38-0l]. 18 = Sisalagenin
[(22R:25S)-12-Keto-ja-spirostan-36-0l]. 19 = ¢9-Dehydro-hecogenin [(22R:25R)-12-Keto-5a-
spirost-gf11)-en-34-0l}. 20 = Digitogenin [(22RR:25R)-50-Spirostan-ze,36,158-triol]. 21 = Gitoge-
nin (?)[(22R:25R)-5x-Spirostan-z¢,38-diol]. 22 = Digalogenin (?) [(22R:25R)-5¢-Spirostan-34,
15B-diol]. 23 = Cycloartenol [98,19-Cyclo-5«-lanost-24-en-3f8-0l]. 24 = 4qoe-Methyl-se-stigmasta-7,
24(28)-dien-38-0l, 25 = f-Sitosterin [Stigmast-5-en-38-0l]. 26 = sx-Solasodan-3-on [(22R:25R)-
5x-Spirosolan-3-on]. 27 = se-Tomatidan-3-on [(225:25S)-5«-Spirosolan-3-on. 28 = s5x-Solanidan-
3-on. 29 = Tigogenon [(22R:25R)-5x-Spirostan-3-on]. ,

das von TscHESCHE und Mitarb.? u.a. auch aus Handelsdigitonin isoliert und in seiner
Konstitution aufgeklirt wurde. Dieser Befund liess sich durch das Molekiil-Massen-
spektogramm!® des Priparats bestitigen, in dem 16 Masseneinheiten unterhalb
der Digitogenin-Linie eine weitere Linie auftrat. Die zweite Begleitsubstanz (Nr. 21),
vermutlich Gitogenin?, hat einen wesentlich niedrigeren Rp-Wert und liess sich nur
in Spuren nachweisen. ' _
Am weitesten laufen die mitchromatographierten Sterine und Triterpene, und
zwar f$-Sitosterin (Nr. 25), g4a-Methyl-5a-stigmasta-7,24(28)-dien-368-0l (Nr. 24) und
Cycloartenol (Nr. 23), die gleichfalls in Solanum-Arten vorkommen kénnen!t*,
~ Die mit Kombination A I am Startpunkt verbleibenden Verbindungen Solano-
capsin, Conessin, Jervin und Digitogenin kénnen mit Entwicklungsgemisch B chro-
matographiert werden (vgl. Fig. 1, B I). Die beiden erstgenannten Steroidalkaloide
laufen auch hier zusammen und haben den niedrigsten Rp-Wert; ihre Trennung

~ * Cholesterin, 5d-Cholestan-3f3-ol, Campesterin und Stigmasterin zeigen ein gle'i;i,Iles chromato-
graphisches Verhalten wie Nr. 25, Lophenol wie Nr. 24 und das Triterpen Parkeol wie Nr. 23,
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wurde nicht weiter versucht, da ein gemeinsames Vorkommen unwahrscheinlich ist.
Jervin und Digitogenin liessen sich gut differenzieren. Die weiterhin gepriiften
Steroide befinden sich nahe der Loésungsmittelfront und werden nicht mehr gut
getrennt. Bemerkenswert ist, dass Solanidin und Demissidin mit Entwicklungsge-
misch B eine kiirzere Laufstrecke haben als die Spirosolan-Alkaloide, wihrend sie
mit System A weiter wandern.

Eine etwa gleich gute Trennung der angefithrten Steroide ist auch auf Aluminium-
oxidschichten mdglich, was am Beispiel der Solanumi-Steroidalkaloide gezeigt wird
(vgl. Fig. 1, C IV).

Fir den Nachweis der Substanzen sind mehrere Spriihreagenzien brauchbar.
Mit Cer(I1V)-sulfat—Schwefelsiure lassen sich auf Kieselgelschichten alle untersuchten
Steroide sichtbar machen: Nach dem Erhitzen briunlich- bis schwarzgraue Flecken,
die unter der U.V.-Lampe fluoreszieren. Dabei zeigen Hecogenin und Sisalagenin eine
leuchtend hell-blaue Fluoreszenz, das vermutliche Digalogenin fluoresziert gelblich
und alle anderen rétlich-violett bis weiss-violett (Empfindlichkeit etwa o.r ug). Die
d%-ungesittigten Verbindungen reagieren bereits in der Kilte. Die Alkaloide lassen
sich vorteilhaft mit Jod nachweisen, wobei gelbe bis braune Firbungen auftreten
(Nachweisgrenze ebenfalls etwa o.x ug). Steroidsapogenine, Sterine und Triterpene
reagieren mit diesem Reagens weniger empfindlich, so dass hiermit eine weitere
Differenzierungsmaoglichkeit fiir basische und neutrale Steroide gegeben ist. Dariiber
hinaus besitzt Jod als indifferentes Nachweisreagens fiir die prédparative Diinn-
schichtchromatographie grosse Vorteile!?: die hiermit erhaltenen Férbungen ver-
blassen relativ schnell, und die Substanzen lassen sich durch Elution der markierten
Zonen unveridndert zuriickgewinnen.

Wie die Chromatographie mit den Kombinationen A I, B I und A IV zeigt,
lassen sich die £I%-ungesitt.—5o-gesiitt. Steroidpaare, und zwar sowohl bei den So-
lanidanen und Spirosolanen als auch bei den Spirostanen, nicht auftrennen. Fiir den
selektiven Nachweis von 3f-Hydroxy-45-Verbindungen eignet sich Paraform-
aldehyd-Phosphorsdure. Etwa 10 Min. nach dem Besprithen erscheinen rotviolette
(Alkaloide) bzw. blaue (Sapogenine) TFlecken. Solasodien gibt eine Rotfdrbung.
Auch 36-Hydroxy-5a-Verbindungen lassen sich im Gemisch mit den entsprechenden
Ab-ungesittigten selektiv nachweisen, wenn sie vor der Chromatographie in die
jeweiligen 3-Keto-Derivate iiberfiihrt werden. Dies gelingt durch schonende Dehy-
drierung mit SARETT-Reagens®, das die 38-Hydroxy-43%-Steroide nicht angreift.
Die Reaktion wverliuft unter den gegebenen Bedingungen nicht ganz quantitativ;
es wirtd jedoch soviel Keton gebildet, dass ein Nachweis mit 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin keine Schwierigkeiten bereitet. Die Chromatographie fithrt man bei den
Alkaloidpaaren (38-Hydroxy-4%—-3-Keto-5e-Verbindung) auf Adsorbens IV mit
Entwicklungsgemisch C durch, bei Diosgenin-Tigogenon auf Adsorbens III mit
System E (vgl. Fig. 1). Die Ketone haben stets die htheren Rp-Werte. Die A5-unge-
siittigten Verbindungen weist man auf dem unteren Teil der Platte mit Paraformalde-
hyd-Phosphorsidure nach, die aus den 3«-gesidttigten Steroiden entstandenen Ketone
auf der oberen Hilfte des Chromatogramms mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin.

Eine Trennung von Solanidin und Demissidin, jedoch nicht von Solasodin und
Soladulcidin bzw. Tomatidenol und Tomatidin, gelingt auch auf mit Silbernitrat
imprignierten Kieselgelschichten mit dem Entwicklungsgemisch D (vgl. Fig. 1, D II).
Hierbei wird die Komplexbildungstendenz zwischen Doppelbindungen und Silber-
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ionen ausgenutzt, einec Methode, die kiirzlich zur chromatographischen Trennung
auch anderer Stoffgruppen mit Erfolg angewendet worden ist!3,

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass sich sowohl natiirlich
vorkommende Solanum-Steroidalkaloide (Aglyka) als auch gleichzeitig anwesende
Stermdsapogenme durch einfache adsorptive Diinnschichtchromatographie an Kiesel-
gel gruppenweise gut trennen lassen. Hierbei erfolgt bei den Spirosolan-Alkaloiden
im Gegensatz zu den Spirostan-Sapogeninen auch eine Differenzierung der an C-25
isomeren Verbindungen, Im Unterschied zu den natiirlichen Sapogeninen, die ohne
Ausnahme 22R-Konfiguration besitzen, ist bei den Spirosolan-Alkaloiden Konfigu-
rationsinderung an C-25 mit gleichzeitigem Wechsel der Konfiguration auch an C-22
verbunden, so dass vermutlich die letztere fiir das unterschiedliche diinnschicht-
chromatographische Verhalten der Alkaloide verantwortlich ist. Eine Differenzierung
der A5-ungesitt.—5a-gesitt, 348-Hydroxy-Steroidpaare lisst sich auf indirektem Wege
erreichen, wenn die gesittigten Verbindungen vor der Chromatographie selektiv
zu den entsprechenden 3-Ketonen dehydriert werden. Solanidin und Demissidin
sind ausserdem auf mit Silbernitrat imprignierten Kieselgelschichten trennbar.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Anwendung der Diinnschichtchromatographie fiir die Trennung von sieben
Solanum-Steroidalkaloiden (Solanidin, Demissidin, Tomatidenol, Tomatidin, Sola-
sodin, Soladulcidin, Solanocapsin), vier ihrer Derivate (5«-Solanidan-3-on, 5e-
Tomatidan-3-on, 5x-Solasodan-3-on, Solasodien) sowie von zehn Steroidsapogeninen
wird beschrieben. Zwei weitere Steroidalkaloide (Jervin, Conessin) und einige Phy-
tosterine und Triterpene wurden in die Untersuchungen einbezogen. Die genannten
Steroide lassen sich durch einfache adsorptive Diinnschichtchromatographie an
Kieselgel gruppenweise trennen., Méglichkeiten einer weiteren Differenzierung dieser
Gruppen werden mitgeteilt,

SUMMARY

The application of thin-layer chromatography to the separation of mixtures of seven
steroidal Solanum alkaloids (solanidine, demissidine, tomatidenol, tomatidine,
solasodine, soladulcidine, solanocapsine), four of their derivatives (5x-solanidan-3 one,
so-tomatidan-3-one, se«-solasodan-3-one, solasodiene) as well as of ten steroidal
sapogenins has been investigated. Two further steroidal alkaloids (jervine, conessine)
and some phytosterols and triterpenes have also been studied. The above-mentioned
steroids can be resolved into groups by simple adsorption chromatography on thin

layers of silica gel. Some possibilities for a further differentiation of these groups are
described.
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