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DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE ISOMERER TRITERPENE AN
ANASIL B UND: KIESELGEL/AgNO;
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VEB Lithopone-Werk Wiitnschendovf (D.D.R.)) und Institut fiir Pflanzenchemie der Technischen
Universitdt Dresden, Tharandt (D.D.R.)

(Eingegangen am 12. Juli 1968)

SUMMARY

Thin-layer chromatography of isomeric triterpenes on Anasil B and silica gel/AgNO;

Application of the continuous development technique allows the separation of
some isomeric pentacyclic triterpenes as their esters on Anasil B or silver nitrate
impregnated silica gel thin layers. By chromatography on Anasil/AgNO; the most
can be made of the advantages of both methods.

EINLEITUNG

In den vergangenen Jahren wurden die chromatographischen Trennméglich-
keiten von Sterinen und Triterpenen systematisch untersucht. Da sich beide Substanz-
klassen sehr dhnlich verhalten, konnten viele bei den Steroiden gewonnene Erkennt-
nisse direkt auf Trennprobleme der Triterpenoide tibertragen werden. So erwies sich
bei der Papierchromatographie der Sterine die ‘‘reversed-phase’’-Technik als vorteil-
haft! 2, N1sa1oka® und HasHIMOTO UND CHATANI? erreichten mit dieser Technik auch
bei den Triterpenen gewisse Trennungen. Eine direkte Papierchromatographie von
Triterpenoidsduren wurde ebenfalls beschrieben’. Allerdings gelang es mit keiner
dieser Methoden, Gemische von isomeren oder nahe verwandten Triterpenoiden zu
trennen®. Systematische Untersuchungen von SNATZKE und Mitarbeitern {iber die
Diinnschichtchromatographie an Kieselgel® und an mit Kieselgel oder Aluminiumoxid
pigmentierten Papieren? ergaben eine bessere Trennung vieler Triterpenoide. Die Auf-
trennung von isomeren Triterpencarbonsiduren gelang an Ionenaustauscherpapierent
und an Kieselgur G8, Isomere tetracyclische Triterpene liessen sich teilweise als
Epoxidacetate an Kieselgel-Diinnschichten trennen®. Ebenso wurde tiber die Trennung
einiger tetracyclischer Triterpene an Kieselgel/AgNO, berichtet1?:11, Viele Autoren
geben an, dass sich isomere pentacyclische Triterpene nicht trennen liessen56,12~15;
lediglich die Auftrennung der epimeren 3-Hydroxy-triterpene wurde bisher be-
schrieben??, ' ‘ _

- Wir fanden, dass sich die Methode von SCHREIBER ¢f al.16-18 ebenfalls nicht zur
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Trennung von 4,4-Dimethylsterinen oder Triterpenen eignet: Cycloartenol und alle
nachfolgend beschriebenen Triterpene hatten einen konstanten Platz 1m Chromato-
gramm. Die Rp-Werte lagen zwischen 0.25 und 0.34. , -
Obgleich dieses Problem durch die Moglichkeiten der GaschrOmatographle weit-
gehend gelost ist19-22, besteht weiterhin das Bedlirfnis einer dunnschlchtchromato—
graphischen Tr ennung solcher Substanzen. -

EXPERIMENTELLER TEIL

Anastl B-Schichten™ :

Ein Gemisch von 1 Teil Anasil B und 1.3 Teilen destilliertem Wasser wurde
durch 10 min langes Schiitteln suspendiert und mittels eines Giessgeridtes (VEB
Labortechnik Ilmenau) Glasplatten 20 X 20 cm oder 10 X 20 cm beschichtet. Die
Schichtdicke betrug ca. 0.3 mm. Die Platten wurden iiber Nacht an der Luft getrock-
net. Das Auftragen der Substanzen erfolgte aus 1 %-iger benzolischer Lésung mittels
Glaskapillaren. (Bei den Sterinen verursachte eine geringe Uberdosierung bereits einen
weitgehenden Verlust der Trennschéirfe; dies war bei der Chromatographie der Tri-
terpenester weit weniger der Fall, so dass diese Aufgabetechnik voéllig- ausreichend
war.) Am anderen Ende wurde ein Zellstoffpolster aufgebunden, dessen Ende man in
die Atmosphire fiihrte. Als Entwicklergemisch wurden g7 ml Hexan mit 3 ml
Diidthylidther gemischt und mit zwei Tropfen Wasser durchgeschiittelt. Mit der
vcrsichtig abgegossenen orgamschen Phase wurde der Tank vor de1 Chromatographie
zwei Stunden gesatt1gt : » -

Ki eselgel//l gINOg-Schichten

Als K1ese1gel wurde mit glelchem Erxfolg: Kleselgel D (VEB Chemiewerk Greiz-
Délau). und in einer Kugelmiihle gemahlenes Kieselgel (VEB Laborchemie Apolda)
benutzt. Bei letzterem wurden die durch ein Sieb 0.16 mm gehenden Anteile mit 8 %
gebranntem Gips vermischt. Kieselgel und AgNO; wurden im Verhéltnis 1:9 gewogen
und 1 Teil dieses Gemisches in 1.7 Teilen Wasser suspendlert Die Platten wurden eben-
falls mit einer Schichtdicke von 0.3 mm gegossen. :

Als Losungsmittel wurden bei der Chromatographie der Acetate Hexan—Ben&ol
(2:1) und Benzoate Hexan—Benaol (4:1) gemischt und der Tank damit vorher zwe1
Stunden gesatt1gt :

Anasil B/A gINO 3-Schichten : :

-~ Anasil B und AgNO; wurden im Verhiltnis 99:1 eingewogen und 1 Teil dleses
Gemisches in 1.3 Teilen destilliertem Wasser suspendiert. Es wurden ebenfalls Schicht-
dlcl\en von 0.3 mm benutat

’Detektzon : : : :

"~ Zur Detektmn wurden dle Platten auf 110° erwidrmt und heiss mit einem
Gemisch H;PO,~H,SO, (1: 1, v/Vv), welches 10 % Wasser und 2 % Molybdatophosphor-
“stiure enthielt, bespritht und die I arbentw1ck1ung beobachtet. Danach wurde 5 min

Iauf IIO erhltzt

* Anasﬂ B ist ein grobkoérniges, gebrannten GIPS enthaltendes Kieselgel der Analytmal
Engineering Laboratories, Hamden, Conn., U.S.A .3
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DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE AN ANASIL B

Die hohe Selektivitdt der Anasil-Schichten, die die Trennung der Acetate von
Stigmasterin, Cholesterin und g-Sitosterin?3 24 einerseits und die Trennung der Benzo-
ate von g-Sitosterin, Campesterin, Cholesterin und Stigmasterin?® andererseits ermog-
licht, erwies sich auch bei der Chromatographie der im cubanischen Zuckerrohrwachs
enthaltenen Triterpene als vorteilhaft2s. :

Wir benutzten die von BENNETT UND HEFTMANN23,24 angegebene Technik, wo-
bei der Durchlaufeffekt durch ein am oberen Ende der Platte aufgebundenes Zellstoff-
polster erreicht wurde, dessen Fortsetzung aus dem weitgehend abgeschlossenen
Chromatographietank in die Atmosphére reichte. Beim Einsatz der Triterpenacetate
konnte das Lésungsmittelgemisch Hexan-Didthyldther (97:3, v/v; wassergesittigt)
verwendet werden23: 24,26, Wegen der grisseren Wanderungsgeschwindigkeit der Tri-
terpenbenzoate musste man bei deren Chromatographie den polaren Anteil des Sy-
stems weiter verringern. (Es erwies sich ein wassergesittigtes System Hexan plus 1 %
Dioxan oder Athylacetat als brauchbar.) Allerdings bietet der Einsatz der Triterpen-
benzoate — im Gegensatz zu den Sterinen, bei denen erst durch den Einsatz der
Benzoate die Trennung von f-Sitosterin und Campesterin méglich wurde — in der
Regel keine qualitativ neuen Trennmdéglichkeiten, so da.ss man sich auf die besser
zuginglichen Acetate beschrinken kann. :

~Da die Anasil-Schichten sehr schnellaufend sind, ist eine Durchlaufzeit von
zwei bis drei Stunden ausreichend. Bekanntlich lisst sich die absolute Laufhéhe
der Substanzen bei der Anwendung der Durchflusstechnik schlecht reproduzieren, da
man die Vielzahl der Einflussgrdssen tiber lingere Zeitrdume nicht gentigend konstant
‘halten kann. Man lisst deshalb stets einen bekannten Triterpenester mitlaufen. Zur
zahlenmaéssigen Erfassung gibt man dann das Verhéltnis der auf e/ner Platte gemesse-
nen Laufstrecke zur Laufstrecke des entsprechenden f-Amuyrinesters an (Rg-Wert).
Es sei bemerkt, dass 8-Amyrinacetat und §-Sitosterinbenzoat stets gle1che Laufhohe
zeigten, also den Rg-Wert 1.00 hatten (Fig. 1b).

Durch Zusammenfassung mehrerer Versuchsergebnisse, d1e unter unterschied-
lichen, im Labor auftretenden Bedingungen (Temperatur, Laufzeit, Losungsmittel-
sdttigungen usw.) erhalten wurden, kann man die Reproduzierbarkeit der Rs-Werte
‘mit 0.10 bis 0.15 angeben. Die Trennschéirfe zur Bestimmung der Einheitlichkeit von
Triterpen-Proben ist aber weitaus grosser; eine wirksame Unterstiitzung erfihrt diese
Priifung durch die Unterschiedlichkeit in der Farbentwicklung, wenn man die heisse
Platte mit dem Detektionsreagenz bespriiht.

. Diese Methode kann selbstverstédndlich auch zur Identifizierung benutzt werden
Wenn die Beschichtung der Platte gentigend homogen war, wurden stets uberemstlm-
mende Rg-Werte erhalten.

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, sind mit dieser Methode Trennungen mog-
lich, die man mit keiner der bisher in der Literatur beschriebenen Methoden erreichen
kann. Sogar die homologen Verbindungen Gramisterin. (I)* und Citrostadienol (II)*
sind. als Benzoate sicher trennbar. Andererseits.lassen sich nicht alle untersuchten -
Triterpene auftrennen. So sind die Acetate von Cycloartenol (III Simiarenol (IV) und

" Wir benutzten das aus Saccharum officinarum isolierte Gemisch von 24-Methylen—lophenol
und 24-Athyliden-lophenol; die Identitit nut Gxamlsteun bzw, Cltrosta.dlenol J(vergl. Lit, 30) war
nicht bewiesen. : ‘
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Taraxerol (V) praktisch ebensowenig trennbar wie die Triterpenmethyldther Arundoin
(VI) und Crusgallin (VII). - ‘ S R

Die Anwendung von Kieselgel D statt Anasil B fiihrt zum vollstindigen Verlust
der Trennméglichkeiten. ‘
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Fig. 1. (a) Dunnschichtchromatographie an Kieselgel/10% AgNOQ,. Durchlauf: 2—3 Std.; Ent-
wicklung mit Hexan-Benzol (2:1) (Acetate) oder 4: 1 Hexan—Benzol (Benzoate). (b) Diinnschicht-
chromatographie an Anasil B. Durchlauf: 2—-3 Std.; Entwicklung mit Hexan-Di4thylédther (97:3)
(Acetate) oder Flexan-Dioxan (99: 1) (Benzoate). a = Phytosterinbenzoat-Gemisch aus Saccharum
officinarum®; a, = f-Sitosterylbenzoat; a, = Campesterylbenzoat; a; = Stigmasterylbenzoat; .

)

b = 4«-Methylsterinbenzoat-Gemisch aus Saccharum officinarum?; c = Triterpenmethylidther aus
Saccharum officinarum?8, Fur weitere Bezeichnungen, siche Tabelle T.

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE AN KIESELGEL/AgNO,

Wir hatten bereits an anderer Stelle® die erfolgreiche Trennung von ' Gramisterin/
Citrostadienol und Arundoin/Crusgallin an mit Silbernitrat imprignierten Kieselgel-
Schichten kurz erwidhnt. Auch die Trennung der aus Zuckerrohrwachs isolierten Tri-
terpene Simiarenol (IV), Taraxerol (V) und Fernenol (VIII) war méglich. - . :

Eine systematische Untersuchung dieser Methode unter Einbeziehung weiterer
Triterpenester sollte die Frage nach ihrer eventuell erweiterten Brauchbarkeit beant-
worten. Die Diinnschichtchromatographie an mit Silbernitrat imprignierten Kieselgel-
Schichten ist in den letzten Jahren intensiv bearbeitet worden2?-2°, Siehat. zur
Lésung vieler Trennprobleme. beigetragen. o SRR S
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TABELLE I

DUNNSCHICHTCIIROMATOGRAPHISCIIES VERHALTEN EINIGER TRITERPENESTER (sown: METHYLATHER
UND I‘RIEDELIN) RI:LATIV ZUM ENTSPRECHENDEN fS-AMYRINESTER (Rs~WERTE)

Anasil B Kieselgel|AgNO,

Acetate Benzoate Acetate Benzoate
B- Amyrm (X1V)a = I = =1 =
Gramisterin (I) — . 0.48 — o.10
Citrostadienol (II) \ _— 0.66 _ 0.36
Cycloartenol (IIT)b 0.94 1.08 0.66 0.55
Simiarenol (IV) 0.90 - I1.04 0.60 0.57
Taraxerol (V) - 0.94 0.99 0.75 0.68
Fernenol (VIII) 1.56 .56 1.07 I.02
Isoarborinol (IX)e 0.78 0.89 0.72 . 0.68
Taraxasterol (XI)s 1.29 I.14 0.60 . 0.46
Bauerenol (XII)d 1.39 1.33 1.00 0.91

. Lupeol (XIII)a © 1.26 I1.17 0.45 0.38

Arundoin (VI) 1.98 1.89 1.94 1.05
Crusgallin (VII) - 1.98 1.89 1,70 0.91

. Friedelin (XV)& o0.18 0.21 0.18 0.13

& Erhalten von Dr. S. HUNECK. :

b Erhalten'von Prof. Dr. IX. SCHREIBER.
~ ¢ Erhalten von Miss Dr. W, H. Hur.

4 Erhalten von Prof. Dr. J. HEROUT,

* Das Prinzip beruht auf der Bildung von 7z-Komplexen des Silberions mit Doppel-
‘bindungen, wobei sich die Substanzen nach der Anzahl der Doppelbindungen oder
nach der sterischen Anordnung der Umgebung derselben auf dem Chromatogrammf
anordnen. Sogar c¢¢s/trans-Isomere sind manchmal trennbar30, 31, Diese Methode wurde
‘bereits mit Erfolg zur Auftrennung einiger tetracyclischer Triterpenel® 11 angewandt.
- OHMOTO%2 berichtete iiber die Chromatographie von Fernenol (VIII)/Isoarborinol (I)x) _
und deren Methyldther Arundoin (VI) und Cylindrin (}x) Bei der Nacharbeltung ergab -
- sich’ allerdmgs, dass die Flecken sehr nahe beieinander lagen, so dass eine Trennung"f
‘nicht immer sicher erkannt werden konnte.. : #
- Wir zogen es deshalb vor, die Ester der Trlterpene zu chromatographleren ]:rste .
Versuche an Kieselgel/10 %.AgNO, mit Hexan-Benzol-Gemischen verschiedener Zu-
‘"sammenset.aung ergaben teilweise sehr gute Trennungen. Allerdings waren die Flecken .
“sehr langgezogen. Diese ‘““Schwiinze”’ liessen sich weder durch Uneinheitlichkeit der:
‘ aufgegebenen Substanaproben erlxlaren noch gelang ihre Unterdruc]sung, ‘wenn nlanﬂ-”
. d1e auigetragene Menge bis zur Grenze ihrer Nachweisbarkeit verringerte. = .
- Eine Unterdriickung dieses Effekts konnte durch die Anwendung der Durch-
'_ﬁusstechml». erreicht ' werden : Bei kaum erhéhter Wanderung wurden die F lecken lxlelnj_f{f
“und rund. Beim- Einsatz der Acetate und. Entwicklung mit Hexan—BenAOI (2:1) ge=
‘niigten ebenfalls Durchlaufzelten von zwei bis drei Stunden. Zur Chroma.togl aphie der

Benzoate wurde ein System Hehan—Benzol (4:1) benutzt Aber auch hier ergaben sich’
: aus dem Einsatz der Tr1terpenbenzoate keine qualitativ’ neuen Trennmoglichkeiten.:

In ‘der:Tabelle" T sind die gefundenen Verhaltmsse — w1eder als PS-Werte :
jbezogen auf den jeweiligen 8- Amyrmester — aufgefuhrt . '
Be1 der Anwendung von Schlchten “die nur 3 % AgNOs enthlelten, hess d1e'

] Clzromatog +
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I  Gramisterinbenzoat VI  Arundoin v XI Taraxasterolester
IT Citrostadienolbenzoat VIT Crusgallin ' XII Bauerenolester
III Cycloartenolester V111 Fernenolester XIII Lupeolester

IV Simiarenolester IX Isoarborinolester XIV  f-Amyrinester

V  Taraxerolester X Cylindrin - XV  Friedelin

Trennschérfe nach: Eine Auftrennung der Acetate von - Amyun ().IV) und Tara\erol
(V) war nicht mehr moglich.

Aus dem Vergleich beider Methoden kann man elmge Erlxenntmsse ableiten:
Cycloartenol (III) und Simiarenol (IV) bilden auch hier ein kritisches Paar, von dem
sich aber jetzt das Taraxasterol (XI) nicht mehr abtrennen lisst. Ebenfalls ist die
Trennung von Fernenol (VIII) und Bauerenol! (XII) nicht mehr sicher. Besonders
gross ist die Differenz der Laufhche an den beiden Schichten bei Substanzen, die
Methylengruppen enthalten (Lupeol (XIII), Taraxasterol (XI) und Gramisterin (I))
Die Chromatographie an Anasil B und Kieselgel/AgNO, kann damit Hinweise auf
dieses Strukturelement liefern. Da die Anasil B-Schichten besonders auf den rium-
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280 F. FISCHER, R. HERTEL
lichen Bau des Gesamtmolekiils ansprechen, bei der Chromatographie an Kieselgel/
. AgNOj; dagegen geringe Polaritidtsunterschiede, die sich aus der unterschiedlichen Lage

der Doppelbindung ergeben, bestimmende IFaktoren sind, wurde versucht, durch
direkte Kombination aus der Uberlagerung beider Effekte eine Erweiterung der
Trennmoglichkeiten zu erreichen. Anasil B/10 % AgNOj; verhielt sich wie Kieselgel/
10 % AgNO,;, das heisst die Selektivitidt des Adsorbens war bereits verlorengegangen.
Wenn man dem Anasil 1 % AgNO,; beimischt und mit dem fiir Anasil angegebenen
Lossungsmittelgemisch arbeitet, kann eine gewisse Uberlagerung der oben angefiihrten
Effekte erreicht werden. Diese Uberlagerung fiihrt aber dazu, dass die Flecken von
Substanzen, deren Wanderungsgeschwindigkeit in beiden Systemen sehr unterschied-
lich ist (Taraxasterol (XI), Lupeol (XIII)) sehr langgezogen sind. Immerhin war eine
Auftrennung von Fernenol (VIII), Bauerenol (XII), g-Amyrin (XIV), Taraxerol (V)
oder Simiarenol (IV), Isoarborinol (IX), Cycloartenol (I1I) und Friedelin (XV) moglich
(siehe Fig. 2). Auch die Trennmoéglichkeit der Benzoate von -Sitosterin, Campesterin
und Stigmasterin blieb erhalten.

Es muss erwidhnt werden, dass diese Phytosterinbenzoate an Kieselgel/10 %
AgNOQ, nicht auftrennbar waren. Sie zeigten dieselbe Laufhéhe wie der entsprechende
B-Amyrinester im jeweiligen Losungsmittelsystem.

v
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Fig. 2. Dunnschichtchromatographie der Triterpenacetate und Phytosterinbenzoate an Anasil
B/1 Y% AgNOj;; Durchlauf: 3 Std.; Entwicklung mit Hexan-Diédthyldther (97:3). Bezeichnungen,
siehe Fig. 1 und Tabelle 1.
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ZUSAMMENTFASSUNG

- . Durch Anwendung der Durchflusstechnik gelingt es, eine Reihe isomerer
pentacyclischer Triterpene. als Ester an mit Anasil B bzw. mit Kieselgel/AgNO; .
beschichteten Platten zu trennen. Die Chromatographie an Anasxl/AgN O; erbrachte
eine teilweise Kombination der Vorteile beider Methoden. :
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