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CHROM. 3486

Trennung der Herzglykosule Dlgltoxm und Dlgoxm von ihren
20,22-D|hydroder|vaten durch Mehrfach- Dunnsch|chtchromatograph|e
an Cellulose-Schichten ‘

In Verbindung mit analytischen und priparativen radiodiinnschichtchromato-
graphischen Untersuchungen an Cardenolidtridigitoxosiden! benétigten wir DC-
Systeme, die die Trennung der Glykoside Digitoxin und Digoxin von ihren entsprechen-
den zo0,22-Dihydroderivaten in einem fiir diese Zwecke erforderlichen guten Diffe-
renzierungsgrad gestatten. Angaben zur Trennung der genannten Glykoside von ihren
Dihydroglykosiden liegen bisher nicht vor. Ebenso enthalten vergleichende Unter-
suchungen zum Stoffwechsel dieser Verbindungen? keine ndheren Angaben zu ihrer
chromatographischen Trennung. Einige von uns dahingehend iiberpriifte Systeme zur
diinnschichtchromatographischen?-3 und papierchromatographischen®-? Analyse von
Herzglykosiden erbrachten, abgesehen von einer Angabe zur Digoxin-Charakteri-
sierung nach DoHERTY? (PC/AR p: Digoxin 49, Dihydrodigoxin 54), keine brauchbare
oder tiberhaupt keine Differenzierung.

- Durch Heranziehung von Systemen des Zaffarom—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 fiir diese Verbindungen extrem lipophilen mobilen Phasen,
die nur auf eine optimale Cardanolid-Cardenolid-Trennung abgestimmt waren, nicht
moglich. Als Tridger fand gesiebte Cellulose (Schleicher & Schiill Nr. 123) mit einer
Teilchengrésse von 0.04 mm Verwendung, die sich verschiedenen kommerziellen Cella-
lose-Typen zur DC, wie dem MN-Cellulosepulver 300 zur DC (Macherey, Nagel & Co,
Diiren), im Trenneffekt iiberlegen zeigte.

: Die gilinstigste Trennwirkung ergab sich durch eine dreifache Entwicklung
(MDC, # = 3) mit folgenden Systemen (Fig. 1):

(a) Digitoxin: hRp (= 3) = 25

Dihydrodigitoxin: ARp (2 = 3) = 45

stationdre Phase: Propylenglykol (PG)-Aceton, 1:4

mobile Phase: Benzol-Essigsiureithylester, go:10, PG-gesiittigt
(b) Digoxin: hRFp (12 = 3) = 55

Dihydrodigoxin: ARp (2 = 3) = 71

stationdre Phase: Formamid (Fmd)-Aceton, 1:4

mobile Phase: Chloroform-Benzol, 95:5, Fmd-gesittigt.

~ Fiir das Paar Digitoxin-Dihydrodigitoxin ergibt sich damit bei einer Lauf-
strecke von 15 cm eine Differenzierung beider Komponenten um 3 cm, ein Wert, der
auch fiir priparativ-diinnschichtchromatographische Untersuchungen ausreichend
‘erscheint. Untersuchungen zum Einfluss der stationiren Phase (PG 15-30%ig in
Aceton bei emmmutlger Imprignierungsdauer) auf die Digitoxin—-Dihydrodigitoxin-
‘Trennung zeigen, dass bei gleichgutem Trenneffekt (42Rp = 20 — 22) die Rp-Werte
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Fig. 1. Dunnschichtchromatographische Trennung der Paare Digitoxin (1)-Dihydrodigitoxin (2)
und Dlgamn (3)—D1hyc1rod1gomn (4) durch MDC (».= 3) auf Cellulose-Schichten.

beider Glykoside bei Bedarf durch Impragmerung mit 15 %1ger PG-Losung am den
Faktor 1.5 angehoben werden kénnen. Andererseits erfordert die Reproduzierbarkeit
der Rp-Werte infolge der starken Verschiebung derselben im Bereich zwischen 15 und
259, PG eine stets konstante PG-Konzentration der Imprignierungslésung. Bei der
D1goxm—D1hydrodlgoxm-Trennung wirkt sich eine Verinderung des Chloroform-
Gehaltes der mobilen Phase im Bereich zwischen 85 und 1009, nur auf die Héhe der
R;.w-Werte, jedoch kaum auf d1e ARp-Werte aus. Der Emﬁuss der MDC be1 n = I-5

TABELLE I

EINFLUSS DER MEHRFACH-D UNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE (MDC; "= 1—5) AUF DEN DIFFEREN-
ZIERUNGSGRAD DER TRENNUNG DIGITOXIN—-DIHYDRODIGITOXIN

Stat. Phase: PG-Aceton, 1:4; mob. Phase: Benzol—Essxgsaureathylester, go:10, PG- gesattlgt

MDC hRp (n = 1—5) AhRg
(n) ——

- Digitoxin Dihydro-

dzgztarm

L 9 18 o
2 16 32 16
3 2 45 20
4 33 56 23
5 41 ' 66 25
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auf die ARp-Werte des oben genannten Digitoxin—Dihydrodigitoxin-Systems resul-
tiert in einer Spreizung derselben von g (# = 1) auf 25 (# = 5) (Tab. I). Die Entwicklung
der Rp-Werte (n = 1-5) beider Ixomponenten entspricht der Beziehung 2Rp = 1—
(r — Rp)" (vergl. Lit. 10).

Die Verwendung der beschriebenen Methode fiir priparativ-diinnschichtchro-
matographische Zwecke ist ohne Abidnderung maéglich. Chromatographien auf 1 und
2 mm dicken Schichten (x5 X 20 cm) zeigten bei unveridndertem Differenzierungsgrad
(ARp) lediglich eine leichte Erniedrigung der Rp-Werte, wahrscheinlich hervorgerufen
durch eine nicht vollstindige Abdunstung der mobilen Phase zwischen den einzelnen
Entwicklungsstufen. Der Versuch einer Ubertragung des Standardsystems fiir Digi-
toxin—-Dihydrodigitoxin auf die Papierchromatographie ergab bei einer Laufstrecke
von 28 cm (aufsteigend; 3 Std.) zwar eine Trennung beider Komponenten, zeigte jedoch
im Gegensatz zu den Diinnschichtchromatogrammen eine sehr gestreckte Abschei-
dung; ARp: Digitoxin 13 (8-18), Dihydrodigitoxin 25 (20-30).

- Als Nachweisreagenzien fanden Antimontrichlorid!? und zur Differenzierung
zwischen Cardanolid- und Cardenolidstruktur ms-Dinitrobenzol*? Verwendung.

Experimentelles
Die Cellulose-Schichten wurden mit gesiebter Cellulose einer Teilchengrésse von

0.04 mm (Zellulosepulver Nr. 123 fiir die Sdulenchromatographie, Carl Schleicher &
Schiill, Dassel) nach Homogenisieren mit der 4—5-fachen Menge Wasser in {iiblicher
Weise hergestellt. Verwendung fand ein Streichgeriit®, das durch Luftschlauchandruck
an der Unterseite der Platten eine sehr gute Nivellierung der Plattenoberflichen fiir
den Streichvorgang ermdéglicht. Die Grosse der Glasplatten (vorherige Reinigung mit
Chromschwefelsdure erforderlich) betrug 10 X 20 cm. Die Diinnschichtplatten wurden
nach 30-min. Lufttrocknung 1 Std. bei 110° getrocknet. Die Schichtdicke lag zwischen
250.und 300 um. Die Imprignierung der Schichten mit der stationéiren Phase erfolgte
durch einminiitiges Eintauchen der Platten in 15 oder 209%ige PG-Aceton-Losung
bzw.. 20%ige Fmd—-Aceton-Lésung und anschliessende 30-min. Lufttrocknung. Zur
Auftragung gelangten jeweils 3 ul (30 nM) der 10—2-molaren dthanolischen Lésungen
der. Cardanolid--bzw. Cardenolidglykoside. Die danach sofort durchgefiihrte 3-fache
Chromatographie (Kammersittigung;. Temp 20° 4 2°) benétigte pro Entwicklung

20-30 Min. Zwischen den einzelnen Entwicklungen wurde die mobile Phase durch
I0-min. Lufttroc]\nung entfernt. Bei priaparativen Diinnschichtchromatogrammen
mit Schichtdicken iiber 1 mm ist hierfiir eine wesentlich lingere Entliiftungsdauer
(mmdestens 30 Min.) erforderlich. Die Laufstrecke der Chromatogramme betrug 15
cm, der Start lag 1.5 cm iiber dem Loésungsmittelniveau. :

-Die Anfdarbung der getrockneten Chromatogramme erfolgte entweder durch
Spray mit 209%iger Antimontrichlorid-Lésung in Chloroform und Farbentwicklung
bei 120° (Cardenolide und Cardanolide) oder durch Bespriihen mit 10%iger m-Dini-
trobenzol-Lésung in Benzol, kurzzeitiger Trocknung und Farbentwicklung mit NaOH
(NaOI-I 6 g, Wasser 25 ml, Methanol 45 ml) be1 Zimmertemperatur (Cardenolide).

Frdulein S.: JUNGLING geblihrt Dank fiir die sorgfiltige .Durchfiihrung der
Untersuchungen.

* Wir danken dem VEB Berlin-Chemie bestens far dxe Uberlassung der lxonstruktxonq-
unterlagen
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