
x22 b. NOTES 

CHROM. 3486 

Tr&qung,der Herzglykbside Digitoxin und Digoxin von ihren 
20,227Dihydroderivaten durch Mehrfach-Diinnschichtchromatographie 
an Cellulose-Schichten 

In Verbindung mit analytischen und praparativen radiodtinnschichtchromato- 
graphischen Untersuchungen an Cardenolidtridigitoxosideni benijtigtcn wir DC- 
Systeme, die die Trennung der Glykoside Digitoxin und Digoxin von ihren entsprechen- 
den 2o,22-Pihydroderivaten ,in einem fur diese Zwecke erforderlichen guten Diffe- 
renzierungsgrad gestatten. Angaben zur Trennung der genannten Glykoside von ihren 
Dihydroglykosiden liegen bisher nicht var. Ebenso enthalten vergleichende Unter- 
suchungen zum Stoffwechsel dieser Verbindungen2 keine naheren Angaben zu ihrer 
chromatographischen Trennung. Einige von uns dahingehend iiberpriifte Systeme zur 
dQnnschichtchron~atographischcn3-s und papierchromatographischer+~ Analyse von 
Merzglykosiden erbrachten, abgesehen von einer Angabe zur Digoxin-Charakteri- 
sierung nach DOHERTY~ (PC/kR P : Digoxin 49, Dihydrodigoxin 54)) keine brauchbare 
oder iiberhaupt keine Diff erenzierung. 

.Durch Heranziehung von Systemen des Zaffaroni-Typs und Verwendung mo- 
biler Phasen mit stark lipophilem Charakter erhielten wir nach Mehrfach-Diinn- 
schichtchromatographie (MDC) an Cellulose-Schichten gut differenzierte Trennungen 
innerhalb der Paare Digitoxin-Dihydrodigitoxin und Digoxin-Dihydrodigoxin bei 
zugleich konzentrierter Abscheidung, wie sie fiir diinnschichtchromatographische 
Verfahren charakteristisch ist. Eine gleichzeitige Analyse beider Paare mit einem 
System war infolge der fur diese Verbindungen extrem lipophilen mobilen Phasen, 
die nur auf eine optimalc Cardanolid-Cardenolid-Trennung abgestimmt waren, nicht 
mijglich. Als Trager fand gesiebte Cellulose (Schleicher & Schiill Nr. 123) mit einer 
Teilchengrijsse von 0.04 mm Verwendung, die sich verschiedenen kommerziellen Celhi- 
lose-Typen zur DC, wie den1 MN-Cellulosepulver 300 zur DC (Macherey, Nagel 6r Co, 
Dtiren), im Trenneffekt iiberlegen zeigte. 

Die giinstigste Trennwirkung ergab sic11 durch eine dreifache Entwicklung 
(MDC, 92 = 3) mit folgenden Systemen (Fig. I) : 

(a) Digitoxin : hXp (n = 3) = 25 
Dihydrodigitoxin : h&J (I2 = 3) = 45 
stationare Phase : Propylenglykol (PG)-Aceton, I :4 
mobile Phase : Benzol-Essigsaureathylester, go : IO, PG-gesattigt 

(b) Digoxin : h.Xr;l (n = 3) = 55 
Dihydrodigoxin : j%xp (92 = 3) = 71 
station&e Phase : Formamid (Fmd)-Aceton, I :4 
mobile Phase : Chloroform-Benzol, g5 : 5, Fmd-gesattigt. 

Fiir das Paar Digitoxin-Dihydrodigitoxin ergibt sich damit bei einer Lauf- 
strecke von 15 cm eine Differenzierung beider Komponenten urn 3 cm, ein Wert, der 
such fiir praparativ-dtinnschichtcl~ron~atograpl~ische Untersuchungen ausreichend 
‘erscheint. Untersuchungen zum Einfluss der stationgren Phase (PG r5-3oO/$g in 
Aceton bei einminiitiger Imprz!ignierungsdauer) auf die Digitoxin-Dihydrodigitoxin- 
-Trennung zeigen, dass bei gleichgutem Trenneffekt (,4hRp = 20 + 22) die Rp-Werte 
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Fig. I. Dtinnschichtchromatographische Trennung der Paare Digitoxin ( I)-Dihydrodigitoxin (2) 
und Digoxin (3)-Dihydrodigoxin (4) durch MDC (1.1 = 3) auf Cellulose-Schichten. 

beider Glykoside bei Bedarf durch Impragnierung mit 15%iger PG-Ldsung urn den 
Faktor r;5 angehoben werden konnen. Andererseits erfordert die Reproduzierbarkeit 
der RF-W&x infolge der starken Verschiebung derselben im Bereich zwischen r5 und 
35% PG’eine stets konstante PG-Konzentration der Impragnierungsl6sung. Bei der 
Digoxin-Dihydrodigoxin-Trennung wirkt sich eine V&inderung des Chloroform- 
Gehaltes der mobilen Phase im Bereich zwischen 85 und IOO~~ nur auf die Hohe der 
Rip-Werte,‘ jedoch kaum auf die ARp-Werte aus. Der Einfluss der MDC bei 12 = r-5 

TABELLE I 

EINFLUSS DER MRHRFACH-DtiNNSCHICHTCHROMATOGl~AT’HIR (MDC; n = I-5) AUF DEN DIFFRREN- 
ZIERUNGSGRAD DER TRENNUNG DIGITOXIN-DIHYDRODIGIl-OXIN 

Stat. Phase : PG-Aceton, T :4 ; mob. Phase : Benzol-Essigs~ureatlTylester, go : I o, PG-geskittigt. 

lwtic ltn, (,I% - r-5) AlLR~ 
(n) - 

Digitoxh Dihvdro- 
cligik3.~i~z 

I 9 13 g 
2 I6 32 16 

3 25 20 

5 
33 4; 23 
4= GG 25 

--_ 
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auf die ARp-Werte des oben genannten Digitoxin-Dihydrodigitoxin-Systems resul- 
tiert in einer Spreizung derselben von 9 (H = I) auf 25 (+z = 5) (Tab. I). Die Entwicklung 
der Rs-Werte (n = r-5) beider Komponenten entspricht der Deziehung “RF = I- 

(I - Rp)n (vergl. Lit. IO). 

Die Verwendung der beschriebenen Methode fiir pr~parativ-diinnschichtchro- 
matographische Zwecke ist ohne Abanderung mijglich. Chromatographien auf I und 
z mm dicken Schichten (15 x 20 cm) zeigten bei unver%ndertem Differenzierungsgrad 
(ARp) lediglich eine leichte Erniedrigung der RF-Werte, wahrscheinlich hervorgerufen 
durch eine nicht vollstZnclige Abdunstung der mobilen Phase zwischen den einzelnen 
Entwicklungsstufen. Der Versuch einer Ubertragung des Standardsystems fiir Digi- 
toxin-Dihydrodigitoxin auf die Papierchromatographie ergab bei einer SLaufstrecke 
von 28 cm (aufsteigend; 3 Std.) zwar eine Trennung beider Komponenten, zeigte jedoch 
im Gegensatz zu den Dtinnschichtchromatogramn~en eine sehr gestreckte Abschei- 
dung; hRp: Digitoxin 13 (8-18), Dihydrodigitoxin 25 (20-30). 

Als Nachweisreagenzien fanden Antimontrichloridll und zur Differenzierung 
zwischen Cardanolid- und Cardenolidstruktur m-Dinitrobenzoll2 Verwendung. 

EqberimenteJles 
Die Cellulose-Schichten wurden mit gesiebter Cellulose einer Teilchengriisse von 

0.04 mm (Zellulosepulver Nr. 123 fiir die S&ulenchromatographie, Carl Schleicher & 
Schtill, Dassel) nach Momogenisieren mit der q-5-fachen Menge Wasser in iiblicher 
Weise hergestellt. Verwendung fand ein Streichgerat*, das durch Luftschlauchandruck 
an der Unterseite der Platten eine sehr gute Nivellierung der Plattenoberflachen fiir 
den Streichvorgang ermijglicht. Die Grijsse der Glasplatten (vorherige Reinigung mit 
Chromschwefelsaure erforderlich) betrug IO x 20 cm. Die Dtinnschichfplatten wurden 
nach 3o-min. Lufttrocknung 1: Std. bei IIOO getrocknet. Die Schichtdicke lag zwischen 
250. und 3op ym, Die Impragnierung der. Schichten mit der station&en Phase erfolgte 
durch einminiitiges Eintauchen der Platten in 15 oder 20 %ige PG-Aceton-Losung 
bzw.: 2q %ige -Fmd-Aceton-L&sung und anschliessende so-min. Lufttrocknung. Zur 
Auftragung, ge1,angter-r jeweils 3 ,ul (30 nn/r) der ro-a-molaren ~thanolischen Lijsungen 
d,er Cardanolid-* bzw. Cardenolidglykoside. Die danach sofort durchgeftihrte 3-fache 
Chromatographie (Kammersattigung; Temp. 20~ & 2O) benotigte pro Entwicklung 
20~30 Min. Zwischen den einzelnen, Entwicklungen wurde die mobile Phase durch 
lo-min. Lufttrocknung entfernt. Bei prgparativen Diinnschichtchromatogrammen 
mit Schichtdicken iiber I mm ist hierftir eine wesentlich langere Entltiftungsdauer 
(mindestens ,30 Min.) erforderlich. Die Laufstrecke der Chromatogramme betrug ~5 
cm, der Start lag 1.5 cm iiber dem Losungsmittelniveau. 

Die Anfarbung der getrockneten Chromatogramme erfolgte entweder durch 
Spray mit zo%iger Antimontrichlorid-Losung in Chloroform und Farbentwiclclung 
bei 120~ (Cardenolide und Cardanolide) oder durch Besprtihen mit ~o%iger Put-Dini- 
trobenzol-Ldsung in Ben’zol, kurzzeitiger Trocknung und Farbentwicklung mit NaOH 
(Na0I-I 6 g, Wasser 25 ml, Methanol 45 ml) bei Zimmertemperatur (Cardenolide). 

Fraulein S. JUNGLING gebiihrt Dank fiir die sorgfaltige .Durchftihrung der 
Untersuchungen. 

* Wir danlcen clcm VEB Berlin-Clvde bestens fUr die t)bcrlassung der l<onstruktions- 
unterlagen. 
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