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l/EB Litizopone- Werk Wiinschendorf (D.D. A.) zra?d Tmiitut fiir Pflanaenchemie der TecJmiscJten 
Universitdt Dvesdeti, Tllarandt (D.D.R.) 

(Eingegangen am 13. Juli 1q5S) 

SUMMARY 

Thin-layer chzronzatogmafihy of isomer& triter$eues OH AnasiL B ami! silica geZ/AgNO, 

Application of the continuous development technique allows the separation of 
some isomeric pentacyclic triterpenes as their esters on Anasil I3 or silver nitrate 
impregnated silica gel thin layers. By chromatography on Anasil/AgNO, the most 
can be made of the advantages of both methods. 

ElNLEITUNG 

In den vergangenen Jahren wurden die chromatographischen Trcnnm6glich- 
lzeiten von Sterinen und Triterpenen systematisch untersucht. Da sich beide Substanz- 
klassen sehr ~hnlich verhalten, konnten viele bei den Steroiden gewonnene Erkennt- 
nisse direkt auf Trennprobleme der Triterpenoide iibertragen werden. So erwies sic11 
bei der Papierchromatographie der Sterine die “reversed-phase”-Technik als vorteil- 
llaftlp 2. NISHIOICA~ und HASHIMOTO UND CHATANI~ erreichten mit dieser Technik au& 
bei den Triterpenen gewisse Trennungen. Eine direkte Papierchromatographie von 
Triterpenoidsguren wurde ebenfalls beschrieben 6. Allerdings gelang es mit Weiner 
dieser Methodefi,’ Gemische von isomeren oder nahe verwandten Triterpenoiden zu 
trenneno. Systematische Untersuchungen von SNATZICE und Mitarbeitern iiber die 
Diinnschicl~tcl~ron~atographie an ICieselge1° und an mit Kieselgel oder Aluminiumoxid 
pigmentierten Papieren’ ergaben eine bessere Trennung vieler Triterpenoide. Die Auf- 
trennung von isomeren Triterpencarbonsguren gelang an IonenaustauscherpapierenU 
und an Kieselgur G 8, Isomere tetracyclische Triterpene liessen sich teilweise als 
Epoxidacetate an Kieselgel-Diinnschichten trennen 0. Ebenso wurde iiber die Trennung 
einiger tetracyclischer Triterpene an I<ieselgel/AgNO, berichtetl”s ll. Viele Autoren 
geben an, dass sich isomere pentacyclische Triterpene nicht trennen liessens~O~ 12-1s; 
lediglich die Auftrennung der epimeren 3-Hydroxy-triterpene wurde bisher be- 
schriebenl’. 

Wir fanden, dass sich die Methode von SCHREIBER et aL.i0-18 ebenfalls nicht zur 

* VEl3 Lithopone-Wcrk Wtinschenclorf, D.D.R. 
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Trennung von 4,4-Dimethylsterinen oder Triterpenen eignet : Cycloartenol und alle 
nachfolgend beschriebenen Triterpene hatten einen konstanten Platz im Chromato- 
gramm. Die RF-Werte lagen zwischen 0.25 uncl 0.34. 

Obgleich dieses Problem durch die Mtiglichkeiten der Gaschromatographie weit- 
g&end gel&t ist1°-2”, besteht weiterhin das Bediirfnis einer dtinnschichtchromato- 
graphischen Trennung solcher Substanzen. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

An&L B-Sclzichte~a* 
Ein Gemisch von I Teil Anasil B und 1.3 Teilen destilliertem Wasser 

durch IO min langes Schtitteln suspendiert und mittels eines Giessgerates 
wurde 
(VEB 

Labortechnik Ilmenau) Glasplatten 20 x 20 cm. oder IO x 20 cm ‘beschichtet. Die 
Schichtdicke betrug cn. 0.3 mm. Die Platten wurden iiber Nacht an der Luft getrock- 
net. Das Auftragen der Substanzen erfolgte aus I %-iger benzolischer Losung mittels 
Glaskapillaren. (Bei den Sterinen verursachte eine geringe ‘gberdosierung bereits einen 
weitgehenden Verlust der Trennscharfe ; dies war bei der Chromatographie der ,Tri- 
terpenester weit weniger der Fall, so dass diese Aufgabetechnik vijllig, ausreichend 
war.) Am anderen Ende wurde ein Zellstoffpolster aufgebunden, dessen Ende man’in 
die Atmosphare fiihrte. Als Entwicklergemisch wurden g7 ml Hexan mit 3 ml 
Diathylather gemischt und mit zwei Tropfen Wasser durchgeschiittelt. Mit der 
vcrsichtig abgegossenen organischen Phase wurde der Tank vor der Chromatographie 
zwei Stunden gesat tigt. 

Kieselgel/AgNO,-Schichterz 
Als Kieselgel wurde mit gleichem Erfolg ,I<ieselgel D (VEB Chemiewerk Greiz- 

Dtilau). und in einer I<ugehni.ihle gemahleries Kieselgel (V,gB Laborchemie Apolda) 
benutzt. Bei letzterem wurden die.durch ein Sieb O.IG mm g’ehenden Anteile mit S % 
gebranntem Gips vermischt. Kieselgel und AgNO, wurden im Verhaltnis I : 9 gewogen 
und I Teil dieses Gemisches in 1.7 Teilen Wasser suspendiert. Die Platten wurden eben- 
falls mit einer Schichtdicke von 0.3 mm gegossen. 

Als Lijsungsmittel wurden bei der Chromatographie der Acetate Hexan-Benz01 
(2 : I) und Benzoate’ Hexan-Benz01 (4: I) gemischt und der Tank damit vorher zwei 
Stunden gesattigt. 

Astad B/AgNO,-S&i&ten 
Anasil B und AgNOe wurden im Verhaltnis 99 : I eingewogen und I Teil dieses 

Gemisches in 1.3 Teilen destilliertem Wasser suspendiert. Es wurden ebenfalls Schicht- 
dicken von 0.3 mm benutzt. 

-Detektion 
Zur Detektion wurden die Platten auf IIOO erwarmt . und heiss mit einem 

Gemisch H,PO,,-H,SO, (I : I, v/v), welches IO y. Wasser und 2 y. Molybdatophosphor- 
saure enthielt, besprtiht ‘und die.Farbentwicklung beobachtet. Danach wurde 5 min 
auf IIo” erhitzt. 

* Anash 13 ist ein grobk6rnigcs, gebrsilnten Gips enthsltendes Kieselgel 
Engineering Laboratories, Hamden, Corm., U.S.A.33. 
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DtiNNSCHICHTCHROM.4TOGRAPNIIS AN ANASIL B 

Die hohe Selektivitgt der Anasil-Schichten, die die Trennung der Acetate von 
Stigmasterin, Cholesterin und &%tosterinz3~ 24 einerseits und die Trennung der Benzo- 
ate von ,&Sitosterin, Campesterin, Cholesterin und Stigmasterinz5 andererseits ermiig- 
licht, erwies sich such bei der Chromatographie der im cubanischen Zuckerrohrwachs 
enthaltenen Triterpene als vorteilhaftzO. 

Wir benutzten die von BENNETT UND ~hFTM.4NN43~ 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 Atmosphare reichte. Beim Einsatz der Triterpenacetate 
konnte das Liisungsmittelgemisch Hexan-Di5thylather (97 : 3, v/v; wasserg&ittigt) 
verwendet werdens3, 34* z”. Wegen der grosseren Wanderungsgeschwindigkeit der Tri- 
terpenbenzoate musste man bei deren Chromatographie den polaren Anteil des Sy- 
stems weiter verringern. (Es erwies sich ein wassergesZ.ttigtes System Hexan plus I o/o 

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 /?-Sitosterin und Campesterin mijglich wurde - in der 
Regel keine qualitativ neuen Trennmoglichkeiten, so dass man sich auf die besser 
zug%nglichen Acetate beschranken kann. 

Da die Anasil-Schichten sehr schnellaufend sind, ist eine Durchlaufzeit von 
zwei bis drei Stunden ausreichend. Bekanntlich l&St sich die absolute Laufh&e 
der Substanzen bei der Anwendung der Durchflusstechnik schlecht reproduzieren, da 
man die Vielzahl der Einflussgrijssen iiber kingem. Zeitrgume nicht geniigend konstant 
halten kann. Man kisst deshalb stets einen bekannten Triterpenester mitlaufen. Zur 
zahlenmassigen Erfassung gibt man dann das Verhaltnis der auf e&er Platte gemesse- 
nen Laufstrecke zur Laufstrecke des entsprechenden &Amyrinesters an (Xs-Wert) . 
Es sei bemerkt, dass ,&Amyrinacetat und @Sitosterinbenzoat stets gleiche Laufhijhe 
eeigten, also den As-Wert 1.00 hatten (Fig. Ib). 

Durch Zusammenfassung mehrerer Versuchsergebnisse, die unter unterschied- 
lichen, im Labor auftretenden Bedingungen (Temperatur, Laufzeit, Losungsmittel- 
sgttigungen usw.) erhalten wurden, kann man die Reproduzierbarkeit der Xs-Werte 
mit 0.10 bis 0.15 angeben. Die Trennsch5rfe zur Bestimmung der Einheitlichkeit von 
Triterpen-Proben ist aber weitaus grosser; eine wirksame Unterstiitzung erfjihrt diese 
Priifung durch die Unterschiedlichkeit in der Farbentwicklung, wenn man die heisse 
Platte mit dem Detektionsreagenz bespriiht. 

Diese Methode kann selbstverstandlich such zur Identifizierung benutzt werden. 
Wenn die Beschichtung der Platte geniigend homogen war, wurden stets iibereinstim- 
mende as-Werte erhalten. 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, sind mit dieser Methode Trennungen miig- 
lich, die man mit keiner der bisher in der Literatur beschriebenen Methoden erreichen 
kann. Sogar die homologen Verbindungen Granzisterin. (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 bcnutztcn das aus Saccharum o$icinarzrm isolierte Gemisch von 24-Mcthylen-lopl~cnol 
und 2q.-~thyliden-lophenol ; die Identitgit mit Grarnistcrin bzw. Citrostadienol ,(vergl. Lit. 32) war 
nicht bewiesen. 

J. Chromatog., 38 (x968), 274-28~ 
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Taraxerol (V) praktisch ebensowenig trennbar’wie die Triterpenmethykither Arundoin 
(VI) und Crusgallin (VIE). 

Die Anwendung vdn Kieselgel D statt Anasil B fiihrt zmn vollstgndigen 
der Trenmn6glichkeiten. 

b 

I 0 OSZIJl 
a1 0 0 
a2 0 0 0 OXUI 

0 030 000 
0 gg DO 

IO 

Verlust 

Fig. I. (a) Ddnnschichtchromatographie a.11 ICiesdgel/ro oh AgNC& Durchlauf: 2-3 Std. ; 
wicklung mit Hexan-Benz01 (2 : 

Ent- 
I) (Acetate) oclcr 4 : I Hesan-Benz01 (Benzoatc). (b) Diinnschicht- 

chromatographie an Anasil 13. Durchlauf * . 2-3 Std. ; Entwiclclun~ mit Hexan-DikithylOther (cj7 : 3) 
(Acetate) ocler Hexan-Dioxan (gg : I) (Benzoate). a 
oflcinarzcmz6; a1 = &Sitosterylbeneoat ; 

= Phytosterinbenzoat-Gemisch aus Sacckavum 
aa = Campesterylbenzoat ; a3 = Stigmasterylbcnzoat ; 

b = 4a-Methylsterinbenzoat-Gemisch aus Sacchavzrm oJicimwz~m20; c = Triterpenmethyllther aus 
Sacclrarzcm o@&narumzO. Ftir weitere Bezeichnun~en, siehc Tabelle T. 

DtiNNSCHICHTCMROMATOGRAPHIE AN ICIESELGEL/&N~~ 

Wir hatten bereits an’anderer Stelleo die erfolgreiche Trennung von’Gramisterin/ 
Citrostadienol und Arundoin/Crusgallin an mit Silbernitrat impragnierten Kieselgel- 
Schichten kurz erwahnt. Auch die Trennung der aus Zuckerrohrwachs’isolierten Tri- 
terpene Simiarenol (IV), Taraxerol (V) und l?ernenol,(VIII) .war moglich. 

Eine systematische Untersuchung dieser Methode unter Einbeziehung weiterer 
Triterpenester sollte, die Rage nach ihrer eventuell erweiterten:Brauchbarlceit beant- 
worten. Die Diinnschichtchromatographie an mit. Silbernitrat impr&riierten Kieselgel- 
Schichten ist in den letzten Jahren intensiv ,bearbeitet worden2?-30. Sie hat zur 
L&sung vieler’ Trennprobleme beigetragen. 

J. C~WOWZdO& 38 (1968) 274-28X 
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TABELLE I 
.- 

DtiNNSCI3ICHTCHROMATOGRAPHISCHES VERHALTEN EINIGER TRITERPENESTER (SOWIE METHYLATHBR 

UND FRIEDELIN) RELATIV ZUM ENTFPRRCHENDEN p-AMYRINESTER (A#-WERTE) 

AnasilB K’ieselgetlAgNO, 
Acetate Benzoate Acetate Benzoate 

@-Amyrin (XIV)& =1 =1 
I. 

=I =I 
Gramistcrin (I) - 0.4s - 0.10 
Citrostaclicnol (II) - 0.66 - 0.36 
Cvcloartenol (III) b 0.94. I.08 0.66 0.55 
Simiarendl (IV) 0.90 I.04 0.60 0.57 
Taraxerol (V) 0.94 0.99 0.75 0.68 
Fernenol (VIII) 1.56 1.56 1.07 1.02 
Isoarborinol (IX) 0 0.78 0.89 0.7? 0.68 
Taraxasterol (XI) a 1.29 1.14 0.60 0.46 
Bauerenol (XII) d 1.39 1.33 1.00 0.91 
Lupeol (XIII)a 1.26 1.17 0.45 0.38 

Aruncloin (VI) 1.98 1.89 1.94 1.05 
Crusgallin (VII) 1.98 1.89 1.70 0.91 
Friedclin (XV) P 0.18 0.21 0.18 0.13 

a Erhalten von Dr. S. HuNscIc. 
b Erhslten von Prof. Dr. I<. SCHRBIBER. 
Q Erhalten von Miss Dr. W. H. HUI. 
d Erhalten von Prof. Dr. J. HEROUT. 

Das Prinzip beruht auf der Bildung von rr-Komplexen des Silberions mit Doppel- 
bindungen, wobei sich die Substanzen nach der Anzahl der Doppelbindungen oder 
nach der sterischen Anordnung der Umgebung dcrselben auf dem’ Chromatogramm~ 
anordnen. Sogar cis/tra+zns-Isomere sind manchmal trennba+g 31. Diese Methode wicde 
bereits mit Erfolg zur Auftrennung’ einiger tetracyclischer Triterpenelop l1 angewandt. 
Ownzo-ro3? berichtete,tiber die Chromatographie von Fernenol (VIII)/Isoarborinol, (IX) 
und deren MethylZither Arundoin (VI) und Cylindrin (LX). Bei der ‘Nacharbeitung ergab 
sich allerdings,’ dass die’ Flecken sehr nahe beieinander lagen, so dass eine Trcnnung 
nicht:immer sicher erkannt werden konnte. 

Wir zogen es deshalb vor, die Ester der Triterpene zu chromatographieren. ,Erste 
Versuche an I<ieselgel/r o %. AgNO,’ mit Hexan-Benzol-Gemischen verschiedener Zu- 
‘sammerisetzung ergaben teilweise sehr gute Trennungen. Allerdings waren die Flecken 
sehr langgezogen. Diese “Schwanze”, liessen sic11 weder durch ~.Uneinheitlichkeit der ,;: 
aufgegebenen Substanzproben erklaren, noch gelang ihre, Unterdriickung, wenn man ,: 
die aufgetragene Menge bis Zur. Grenze ihrer Nachweisbarkeit verringerte. .! ‘.. 

Eine Unterdriickung dieses Effekts konnte durch die A.nwendung der Durch- .I’ 
flus&echnikerreicht werden : Bei k&m erhohter Wanderung wurden die Flecken klein., ‘,’ 
und rund.;Beirn .Einsatz der Acetate ,und Entwicklung mit Hexan-Benz01 (2 : I) .+ 

niigten ebenfalls Durchlaufzeiten von zwei bis drei Stunden.’ Zur Chromatographie der, ‘1:: 
Bentioate wurde ,ein’ System Hex&-Benz01 (4 :.I) benut+ Aber such hier ergaben:siclh ‘1.:’ 
aus’ deni Einsatz der Triterpenbenzoate keine qualitativ.‘neuen Trennniiiglichkeiten.,~ .I’. ‘, ,. * 

In der’,Tabelle ‘. I sind die gefundenen Verhaltnisse 4, wieder, als Rs-.Werte, : 

bezogen auf ‘den jeweiligeri /3-Amyrinester 1 aufgeftihrt: ‘: .’ ., 
I.,. ” ‘%$der Anwendung van .Schichten, die’nur 3’% AgNO, enthielten, ,liess die,‘,. 

‘. .’ ,, ‘, ,y ‘. 
‘-’ ‘. .‘, .: .; 

,:Ji’,‘cJ~~vp~~~tO~.;‘l~s. (1969) .27+1’:,,~.’ .’ ” “’ ,. “, ,; :. ,.: ;$ :; :I;,,:‘;, 

.$:. 

.,,’ , ,’ ‘., .,; ‘I . :,, .:::.‘.:‘. .’ J. ,( . . . : :, 
.I. 1.. ‘. .,: : ,, ., ,‘.. ,‘. :.‘( I ,., ; ,, ‘.j: II ;,;;i’, ,: i 
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lE P R=OH XI R = OCH3 
Xtl R = OCH3 SEIIR=Cl-l 

R$y$+&Ho& 
lx R=OH XI 
X R=OCH3 

HO 

ml 

I Grarnisterinbenzoat 
II Citrostaclicnolbcneoat 
III Cycloartcnolester 
IV Simiarenokster 

\‘I Arundoin 
YII Crusgallin ’ 
VIII Fernenolester 

V Taraserolester 
IX Isoarborinolester 

XI Tarasasterolester 
XII 13auerenolester 
XIII Lupeolester 

s 
XIV p-Amyrinester 

Cylindrin XV Friedelin 

Trennscharfe nach: Eine Auftrennung der Acetate von /?-Amyrin (XIV) und Taraserol 
(V) war nicht m&r moglich. 

Aus dcm Vergleich beider Methoden kann man einige Erlcenntnisse ableiten : 

Cycloartenol (III) und Simiarenol (IV) bilden such bier ein britisches Paar, von dern 
sic11 aber jetzt das Taraxasterol (XI) nicht mehr abtrennen l&St. Ebenfalls ist die 
Trennung von Fernenol (VIII) und Bauerenol (XII) nicht mehr sicher. Besonders 
gross ist die Differenz der Laufhijhe an den beiden Schichten bei Substanzen, die 
.Methylengruppen enthalten (L,upeol (XIII), Taraxasterol (XI) und Gramisterin (I)). 
Die Chromatographie an Anasil I3 und I<ieselgel/AgNO, lcann damit .Minweise auf 
dieses Strulcturelernent liefern. Da die Anasil BSchich’ten besonclers auf den r%.xn- 

J. CRronzaEog., 38 (1968) 274-281 
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lichen Bau des Gesan~tmolekiils ansprechen, bei der Chromatographie an Kieselgel/ 
AgN03 dagegen geringe Polaritatsuntcrschiede, die sich aus der unterschiedlichen Lage 
der Doppelbindung ergeben, bestimmende Faktoren sind, wurde versucht, durch 
direkte Kombination aus der uberlagerung beider Effekte eine Erweiterung der 
Trennmoglichkeiten zu erreichen. Anasil B/IO Y0 AgNO, verhielt sich wie Kieselgell 
IO o/O AgNO,, das heisst die Selektivitat des Adsorbens war bereits verlorengegangen. 
Wenn man dem Anasil I 'f4, AgN03 beimischt und mit dem fiir Anasil angegebenen 
Lbsungsrnittelgemisch arbeitet, kann eine gewisse ‘Oberlagerung der oben angeftihrten 
Effekte erreicht werden. Diese Oberlagerung fiihrt aber dazu, dass die Flecken von 
Substanzen, deren Wanderungsgeschwindigkeit in beiden Systemen sehr unterschied- 
lich ist (Taraxasterol (XI), Lupeol (XIII)) s&r langgezogen sind. Immerhin war eine 
Auftrennung von Fernenol (VIII), Bauerenol (XII), ,&Amyrin (XIV), Taraxerol (V) 
oder Simiarenol (IV), Isoarborinol (IX), Cycloartenol (III) und Friedelin (XV) mdglich 
(siehe Fig. 2). Auch die Trennmtiglichkeit der Benzoate von ,&Sitosterin, Campesterin 
und Stigmasterin blieb erhalten. 

Es muss erwahnt werden, dass diese Phytosterinbenzoate an Kieselgel/ro y. 
AgNO, nicht auftrennbar waren. Sie zeigten dieselbe Laufhohe wie der entsprechende 
&Amyrinester im jcweiligen Losungsmittelsystcm. 

8x11 =8 

I , . * . , . . I 

a 

Fig. 2. D’Unnschichtchromato~ra~hie der Triterpenacetate und Phytosterinbenzoate an Anasil 
B/I O/O AgNO, ; Durchlauf : 3 Std. ; Entwicklung mit Hexan-D%thylYther (97 : 3). Beeeichnun~en, 
siehe Fi’ig. 1: uncl Tabelle I. 

DANK 

Den Herren Prof. Dr. E. I-ImxmmN (Bethesda, Md.) und Prof. Dr. R. D. 
BENNETT (Pasadena, Calif.) sind wir fiir die freundliche ‘Oberlassung von Anasil B 
sehr verbunden. 

Die in der Tabelle I bezeichneten Substanzen erhielten wir von Miss Dr. W, H. 
HUI (Hongkong), Prof. Dr. J. HEROUT (Prag) , Prof. Dr. 1~. SC~REIBER (Gatersleben) 
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ZUSAMMENFASSUNG 

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