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SOLANUM-ALKALOIDE
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SILBERNITRAT-HALTIGEN ADSORPTIONSSCHICHTEN®
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Diinnschichtchromatographische Verfahren haben sich — wie auf vidlen andenen
Gebieten — auch zur Trennung von Cg,-Steroidalkaloiden?-* und -sapogeninem®-?
sehr bewihrt. Jedoch zeigen die entsprechenden sua-gesittigten und A5-ungesittigten
Verbindungen, die hiufig gemeinsam in Pflanzenmaterial vorkommen, mahezu idemn-
tisches chromatographischesVerhalten ; lediglich die Detektion der A4%-Steroidallcaloide
z.B., mit CLARKE-Reagens!-1%, bzw, die selektive Dehydrierung der gesiititigttem 3/-
Hydroxy-Verbindungen zu den entsprechenden 3-Ketonen nach SARETT!. 1 ot mewis-
se Differenzierungsmoglichkeiten. Auch mit einer kiirzlich beschriebenen verbessertemn
Entwicklungstechnik!? liessen sich zwar einige Paare stickstoffreier Ze- umd A%-
Steroide, nicht jedoch Tomatidin und A45-Tomatidenocl, trennen. Als cine weitere
Ausnahme erwies sich die von uns frither beschriebene Trennung wvon Demissidlim (5z-
Solanidan-35-0l, 1a) und Solanidin (Solanid-5-en-38-0l, zb) am mit Silbermitrat imn-
prignierten Kieselgelschichten!; allerdings liess sich dieses Verfahren micht ohme
weiteres auch auf andere analoge Steroidalkaloidpaare iibertragen.t

Silbernitrat enthaltende Sorptionsmittell® wurden bereits mehrfach zur Tren-
nung von Verbindungen mit unterschiedlicher Zahl bzw. Stellung von Doppellin-
dungen angewendet, so bei Lipiden und Fettsiureni% 5 mehrfach ungesittigten Ole-
finen!%, Mono-1?, Di-'8 und Triterpenen!?-2* sowie schliesslich auch bei Sterimem22-90,
Hierbei wird die Komplexbildungstendenz zwischen Silberionen und Doppelbindumngen
ausgenutzt. So erschien es lohnend, die Anwendungsmoglichkeiten dieser Chromato-
graphietechnik auch auf dem Steroidalkaloid- und Steroidsapogeningebiet mochmals
systematisch zu priifen. Im folgenden berichten wir diber die hierbei erzicltem Engel-
nisse. In der Tat liessen sich durch Diinnschichtchromatographie :an mit Sillbermitrat:
imprignierten Kieselgel-bzw. Aluminiumoxydschichten mehrere su-gesittigte Sola-
nidan-, Spirosolan-, 22,26-Epimino-cholestan- und Spirestan-Derivate wvion ihnemn emnt-
sprechenden A5-Dehydroverbindungen sowohl in analytischem als auch im mikro-
prédparativem Masstab trennen.

Y LXXXII. Mitt,: E, Hou~Ne, H, RirPERGER und K. SCHREIREGR, Tetrahedrom, 23 (1g67),
im Druck.
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MIETHODIE

Hienstialllmang: dier Adisorplionsschichien

(1) 5 g Kieselgel G (Merck) wurden in 15 ml 5-9% Silbernitratlésung suspendiert,
das Gemisch auf eimer Glasplatte der Grosse 13 X 25 cm gleichmissig verteilt und
maclh Trockmem bei Raumtemperatur r Std. bei rro° aktiviert (AgNO,;-Gehalt der
Schiclt ettwa 15 9.)..

(IT) Alwmiminmoxyd zur Chromatographie, standardisiert nach BROCKMANN
(Merclk)), wird unter Zusatz von To % Gips (CaS0,-0.5 H,0) 5 Std. in der Kugelmiihle
vermalhlew. 5 g des Gemischs, in xo ml 5-9% Silbernitratlésung suspendiert, werden auf
cime Platte der Grésse 13 X 25 cm aufgetragen und, wie unter (I) beschrieben, ge-
trockmnet uwmd alktiviert (AgNO;-Gehalt der Schicht etwa 10 %).

Finr priparative Trennungen (vgl. Lit. 31 und 32) werden 15 g Kieselgel G
4 4z mll 5-9%, Silbernitratlésung bzw. 20 g Al,0,/CaSO ,,-Gemisch + 30 ml 5-% Silber-
mittratldsumg pro Platte gleicher Griésse verwendet; es wird 2 Std. bei 110° aktiviert
(AeNO,-Gehalt der Schiclhiten etwa 12 9% bzw. 7 %).

Eime beim limgerem Aufbewahren der Platten in diffusem Licht eintretende
leichtte Dumkelfirbung der Adsorptionsschichten hat keinen nachteiligen Einfluss auf
diie Tremneigenschaftemn..

Awftiragen der Substarnzen

Fiir amallytische Zwecke werden je Steroid 30-350 ug, in etwas Chloroform—
Methamol (1:2) gelést, aufgetragen. Die Startpunkte befinden sich 2 cm vom unteren®
bzw.. 1.5 com vom dusseren Rand entfernt und haben einen gegenseitigen Abstand von
I.2 CIm..

Fiir milsropréiparative Trennungen werden die Substanzgemische (beziiglich der
jeweils eimzusetzendem Mengen vgl. Tabelle I) in 0.5 ml Chloroform—Methanol (1:2)
gelist umd diese: Lésung mit Hilfe einer Pipette entlang einer T0 cm langen Startlinie
aufgetragem, falls erforderlich unter Zwischentrocknung mit Warmluft.

Ewttwickinmgsgenvisclie:

(&) Chloroform—Methanol (g9o:xo) (alle Angaben in v/v)

() Chloroform—Methanol (95.:5)

(C) Chiovoform—Ather—Essigsdure (97:2.5:0.5)25.

Die Emtwicklumg erfolgt aufsteigend bei 22 °. Die Laufstrecke betrigt 15 cm; sie
wiirdl vor der Chromatographie durch eine Markierung begrenzt. Zwecks Erzielung von
Kammmerséittigumg werden die Entwicklungsgemische mindestens 5§ Std. vor Beginn
der Tremmumg im die mit Fliesspapier ausgekleideten Glaskammern eingefiillt, Die
Durchlawfchromatographie (bei analytischen Trennungen Laufzeit 4 Std.) erfolgt
mach der “Abdunstmethode’ (vgl. Lit. 33 und 34) ; dabei wird die etwa 5 cm aus dem
Entwicklumgsgefiss: herausragende Platte durch zwei Abdeckscheiben 1. senkrechter
Lage gehaltien.

Naclhweisyeagenzien 4

Durch ausreichendes Besprithen mit 10-% wissr, Kaliumbromidlésung lassen
sich diie: Steroide als: weissgraue Zonen auf dunklerem Untergrund erkennen. Die so
erreichbare: Empfindlichkeit (> 5 @g) kaun nach dem Trocknen der Chromatogramme
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durch zusitzliche Anwendung von [Jodreagens (0.2g Jod 4 o4 g Kalimmijordid im
100 ml Wasser) auch bei priparativer Diimmsdhichtdhromatiographie (wgl, Lit. 335)
noch erhtht werden. Sapogenine, die mnit Jodreagens im allgemeimen leime odier mumr
sehr schwache Anfirbungen geben, sind mit einer gesiitt. Liésung wom Cer(ITWV)-sulfatt im
70-% Schwefelsiure (5-10 Min. Erhitzen :auf r1o°) gut madhweishar. Hierlbes lkommtte
eine signifikante Minderung der Nachweisempfin dli dhilseit fm Viemgletich zumr Amwemdimmg
dieses Reagens bei silberfreien Adsorbentien (wgl. Lit. 26) midht festgestellt werdem.

Priparative Isolievung diinnschichichromaiographisch getmenmiar Wentbimdnmgoem

Das nach Detektion der :Chromatogramme und Abkratzen der mrarlkiertiem sulb-
stanzhaltigen Zonen gewonnene Material wird durdh 2-std., Sdhiithelm mit & mll To-%,
Kaliumcyanidlésung und 2 ml 2 NV NaOH pro Platte mnd Zome wom stidmemdiem Siilllber—
verbindungen befreit. Filtrieren, mehriaches Wasdhem mit Wasser, Trodkmem bed
Raumtemperatur und erschopfende Elution mit Ather-Methamol (g:m) liefert im
75-85-% Ausbeute diinnschichtchromatographisch einheitlidve WVerlbimdumgemn, dlie
sich nach 1-2-maliger Kristallisation, z.B. :aus Methanol-Wasser, als firei wom et~
gemengten kolloidalen Adsorbentien erwiesen.

Zur Elution der Steroide aus noch silberhaltigem Trigermuatteriiall st Cllomofomm—
Methanol (8:2) erforderlich. Hierbei werden erhdbliche Mengen dmmivelgefinrbter Sill-
berverbindungen mit extrahiert. Eindampfen der Eluate i. Vialk., Sdhiiittelm dies Riicl-
standes mit 10-% Kaliumcyanidlésung und :amschliessemdle Extralktion mmit Netihylemn-
chlorid liefert aber auch in diesem Fall veine Priparate.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Alle untersuchten jo-gesitt.—A5-ungesiitt. stidkstoffhaltigen Steroidpaane kassem
sich mit8ystém I A (Diinnschichtchromatographie am KieselgelG -+ 135 ‘Y% Sillermitmat™,
Entwicklung mit Chloroform—Methanol (g: 1)) in analytisdrerm Masstal tmemmem; wor

_allem bei Anwendung der Durchlauftechnik, Im Fig. r ist die melative Lage der Ver-
bindungen auf dem Diinnschichtchromatogramm wiedengegebem;; auf die Amgabe wom
Rpyp- oder Rstandara-Werten wurde werzichtet, da diese in gewissem Umfamg wamiierem
konnen. Fiir die weniger stark polaren Basen eignet sidh modh besser dias System 115,
mit dem 4 Std. im Durchlauf chromatographiert wird. Zu dieser Gruppe gelrimem
Demissidin, 22-Isodemissidin, Soladulcidin, Tomatidim und derem AF-umpesittigte
Analoga (1a,b—4a,b), aber auch die aus Wurzeln von Salamwmm drllcamara L. isolicrtem
Nebenalkaloide 7a und b2, deren zweite r5f-stimdige Hydiroxygrmppe dmndh eime
intramolekulare Wasserstoffbriicke gebunden ist.

Auch Aluminiumoxyd -+ 10'% Silbermitrat ist @ls Adsorbems grumdsiitziicin
geeignet (vgl. Fig. 1, System IIB), weist jedodh gegeniiber Kiesdlzel-Sillermitrat elher
Nachteile als Vorteile auf. So sind die auftretenden Fledke wder Zomen iim alllsemeinem
weniger scharf abgegrenzt; :auch Neigung zur Schwamzbildumg wunde gelememtliliici
beobachtet. Das System kann jedoch fiir die priparative Trenmumg wom Soladmkeidim
(3a) und Solasodin (3b) empichlen werden.

Fiir die Trennung der stickstofffreien Steroidsapogenime Tigogemim (rra) wmd

* Bisher wurden gelegentlich héhere Prozentsitze an Silbemmitmat ((bis @bwa 43 %) werwwendket:

(vgl. z.B. Lit. 25). Solche Schichten erwiesensich jedoch lbei unseren Umnthorsndhumpgen il wmgpasipmet.:
Morris (vgl. Lit. 13) empfahl cinen AgNQO,-Amnteil won 5'%%. )
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Fig.. .. Diinnschichitchromatographische Trennung von s¢-gesittigten und A%-ungesiittigten Cgy-
Steroidalkaloiden und -sapogeninen an Silbernitrat enthaltenden Adsorptionschichten in analy-
tischem Masstab. Die romischen Zahlen bezeichnen die Adsorbentien, die grossen Buchstaben die
Entwiclklungsgemische, ein Sternchen (*) die Anwendung von Durchlaufchromatographie (vgl.
Abschnitt Methodik). Die arabischen Zahlen und kleinen Buchstaben kennzeichnen die unter-
suchten Steroide und zugleich deren Strukturformeln (a = swx-gesittigte, b = AB-ungesittigte
Verbindungen): 1a = Demissidin [5¢-Solanidan-38-0l], 1b = Solanidin [Solanid-5-en-3f-0l],
2a: = 22-Isodemissidin: [5¢,22f8H-Solanidan-38-0l], 2b = 22-Isosolanidin [228H-Solanid-5-en-35-
olf, 3a = Soladulcidin: [(25R)-5¢,22¢N-Spirosolan-38-0l], 3b = Solasodin [(25)-22«¢N-Spirosol-
sren-3f3~ol], 4a = Tomatidin [(25S)-5¢,228N-Spirosolan-38-0l], 4b = Tomatidenol [(25S)-22fN-
Spiresol-5-en-3f-ol], 5a = rsa-Hydroxy-soladulcidin [(25R)-5¢,22¢N-Spirosolan-3f,15¢-diol], 5_b
= p5e-Hydroxy-solasodin [(25R)-22aN-Spirosol-5-en-38,15¢-diol], 6a = 15a-Hydroxy-tomatidin
[(259)-50,22N-Spirosolan-38, 1 5&-diol], 6b = 15¢-Hydroxy-tomatidenol [(25S)-22fN-Spirosol-5-
en-3f,v50-diol], 7a = 158-Hydroxy-soladulcidin [(25R)-5¢,22a¢N-Spirosolan-38,158-diol], 71? =
r5f3~Elydroxy-solasodin [(25R)-22aN-Spirosol-5-en-38,158-diol], 8a == (22S:25R)-22,26-Epimino-
se-cholestan-383,168-diol, 8b = (225:25[?)-22,26-Epimino-cholest-5-en-38,168-diol, oga = (22S:
2:5.5)~22,26-Epimino-5¢-cholestan-38,166-diol, gb = (22S:2 5S)-22,26-Epimino-cholest-5-en-3B,1'6/3-
diol, roa: = (22R':25S5)-22,26-Epimino-5¢-cholestan-38,168-diol, 1ob = (22R:255)-22,26-Epim1n9-
cholest-5-en-33:566-diol,, 1r1a = Tigogenin [(25R)-5¢,22¢0-Spirostan-35-0l], 11b = Diosgenin
[(25R)-22000-Spirost-5-en-38-0l], ‘i2a = Neotigogenin [(255)-5¢,220¢Q-Spirostan-38-0l], 12b =
Yamogenin [(25S5)-22¢O-Spirost-5-en-35-0l], . . ;

Diosgenin (xxb) bzw. Neotigogenin (1za) und Yamogenin (12b) bewihrte sich das
System IC (Fig. 1). '

Zur Auftrennung natiirlich vorkommender Gemische sowie zur Identifizierung
von deren Einzelkomponenten hat es sich als zweckmiissig erwiesen, zuerst eine nor-
male diinnschichtchromatographische Gruppentrennung an Kieselgel G unter Ver-
wendung von z.B. Cyclohexan-Essigester (1:1)! durchzufithren und erst dann zur
weiteren Differenzierung und endgiiltigen Identifizierung an den oben genannten
Silbernitrat-haltigen: Adsorbentien zu entwickeln, Ein Mitchromatographieren authen-
tischer Vergleichssubstanzen ist in jedem Fall unerlésslich. Auch die zweidimensionale
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TABELLE 1

PRAPARATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRWITHTR GHI THIISNSWING BB IMGTIRMNR STRRO DD IS0 TDE:

UND -SAPOGENINE ‘VON IHREN A[04UNGRSROTIIGIISN MANWIOGH AN SOBTRMNIIRGD ENWITHADTENDEN:
ADSORBENTIEN

Stevoidpaar SHydtonen Wi licoffrecieiet
(Lianvgfadition Seil)) (¢ma)
Demissidin  {Ta) B ((p) 3D
-+ ‘Solanidin ((1b)
‘Soladuilcidin /(3) I ((3) @
-+ Solasodin (3b) witer B ((§) F-om
Tomatidin  i(4a) B (®) IX©
-+ Tomatidenal (4b)
15¢-Hydroxy-soladulcidlin ((5a) I\ (G7) B»®
+ 150-Hydroxy-sdlasodin  ((Bb)
158-Hydroxy-sdladulciélin ((7a) B ((9) 3»
+ 158-Hydroxy-sdlasodin  ((7b)
Tigogenin  :(11a) KC (=) Ao
-+ Diosgenin ((zab)

' Vgl, Fig. a1 und Abschnitt Mathodik.
b Die von éiner Miinnscéhidhtplatte modh @ut wafipatnaomtie Nmgye aines w:-Gamisches:.

Yab: 22¢H Ut FR=HH
2aib: 22BH Bt FR=@HH
N -
‘Balb:25R 11Dath Mo b 2ZB®R
9ab: 258 120tk : 255
= BesStersite, th=ABteroite

Diinnschichtchromategraphie, Ibei der madh dor Erstemttwidkurng: mitt Siilvenmitnadt i
prigniert wird, hat ihier igelegenttilich gutte Diiemstte greieisttett.

Einige @urdhgefiilntte priparative Trammuongzen sindl iim Tebelle T zasammen--

gestellt, Bei .Auftragen won n:n-Sterdifigemisdhen wear eine santbere Thenmumg denr be-
treffenden go-gesittigten und ASungesétitigthen Venthimdimmgem noogliiclh . Dieim 75-85-9%,
Ausbeute isolierten Steraidle werwiiesen sidh madh r-z-maligper Kirstallisatiom im iinrem
;physikalischen Konstantten sowie madh Misdh-Sdmgp,, Imfframetispelttmom wrd! Diinm-
schichtchromatogramm ((an [Kiesdlgdl<Silbemithrait) it amthemtieiiem Wenbimduamgzem
.als vollkommen iidentisch. Die Licistungdfilhigheit diaser NMetihodie wundke: heneittis; Heii

L Cinaomaitig,, 3 (09657)) 14p-0O54
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Isolierung von vier neuen 15a-Hydroxy-spirosolan-Alkaloiden aus Wurzeln von
Solanum dulcamara L. unter Beweis gestellt.?? .

ZUSAMMENTASSUNG

Eine Anzahl sa-gesitt.—4%-ungesitt. C,,-Steroidpaare mit Solanidan-, Spiroso-
lan-, 22,26-Epimino-cholestan- und Spirostan-Grundgeriist wurde durch Diinn-
schichtchromatographie an Silbernitrat-haltigem Kieselgel G bzw. Aluminiumoxyd G
sowohl in analytischem als auch mikropriaparativem Masstab getrennt.

SUMMARY

A number of sux-saturated and AS-unsaturated C,;-steroids with solanidane,
spirosolane, 22,26-epiminocholestane and spirostane skeletons have been separated by
thin-layer chromatography using silver nitrate impregnated Silica Gel G or Alumina
G, both on an analytical and a micro-preparative scale.
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