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SUMMARY 

Quantitative fia$er and thin-layer claronaatogra~lay of cardenolide glycosides (digi- 
toxin) with USE of 2,4,2’,4’-tetranitrod~~~ae~y~ . 

A bufenolide ring specific method of quantitative paper and thin-layer chroma- 
tographic analysis of cardenolides and cardenolide glycosides using 2,4,2’,4’-tetranitro- 
diphenyl is described. According to their molar extinction coefficients, emax 22600 
(PC/digitoxin) and 21500 (TLC/digitoxin) resp., they show high detection sensibility. 

ELN’LEITUNG 

Butenolidringspezifische Nachweisrealctionen der Cardenolide und ihrer Gly- 
koside bieten gegentiber Verfahren, die direkt oder indirekt am Steroidskelett angrei- 
fen sowie solchen, die sich auf den Nachweis glykosideigner Zuckerkomponenten 
sttitzen, den Vorteil einer gezielten quantitativen Erfassung des in seiner biologischen 
Wertigkeit besonders exponierten a,@-ungesattigten y-Laktonringes. In uberein- 
stimmung mit Jonxl muss aber bei indirekten’ quantitativ-chromatographischen Ver- 
fahren im nmol-Bereich fur die herangezdgenen Farbreaktionen eine hohe Ausgangs- 
empfindlichkeit (c max) gefordert werden, da methodisch bedingte ‘Effektivitatsmin- 
derungen nur; selten ausgeschlossen werden konnen. 

Kombinationen chromatographischer und butenolidringspezifischer Methoden 
liegen ftir papierchromatographische Untersuchungen mit 3,5’Dinitrobenzoesaure213, 
Pikrins$ure4-Q und m-Dinitrobenzol’ sowie ftir dtinnschich tchromatographische Zwec- 
ke mit Pikrins5.ure*~~” und 3,s._Dinitrobenzoesaurefo vor. Die molaren Extinktionsko- 
effizienten der reinen Cardenolidreaktionen (ohne PC oder DC) betragen jedoch fur 
3,5-Dinitrobenzoesaure maximal nur IO ooo, fur Pikrinsaure 18 ooo, fur gut-Dinitroben- 
zol (in Ethanol) 14 ooo (‘Ubersicht bei Lit, II) und erfahren nach ihrer Kombination mit 
chromatographischen Methoden bei der Mehrzahl der zitierten Verfahren eine weitere 
Minderung urn 5-20 %. Die sich durch eine hohe Cardenolidempfindlichkeit aus- 
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zeichnende Reaktion mit m-Dinitrobenzol in Pyridir@ erweist sich gegeniiber chro- 
matographischen Bedingungen als sehr sttiranfallig und damit als ungeeignetla. 

Kiirzlich haben wir iiber eine butenolidringspezifische Cardenolidbestimmung 
unter Verwendung von z,4,2’,4’-Tetranitrodiphenyl (TNDP) berichtetll~l*, Die 
TNDP-Cardenolidreaktion besitzt mit molaren Extinktionskoeffizienten von Emax 
26 000-28 ooo fur Cardenolide und Cardenolidglykoside der Digitoxigenin-, ,Digo- 
xigenin-, k- und g-Strophanthidin-Reihe eine hohe Nachweisempfindlichkeit (Genine : 

0.2 - 0.3 ,ug ; Glykoside : 0.3-0.5 ,ug) und bietet damit giinstigere Voraussetzungen fur 
eine quantitativ-chromatographische Erfassung dieserverbindungen. Die im folgenden 
am Beispiel des Digitoxins dargestellten Untersuchungen zur butenolidringspezi- 
fischen, quantitativ-papier- und diinnschichtchromatographischen .Analyse der 
Cardenolide und ihrer Glykoside beweisen die Moglichkeit einer Kombination der 
TNDP-Reaktion mit chromatographischen Arbeitsverfahren und zeigen trotz der 
noch verbesserungsfghigen chromatographischen Voraussetzungen eine wesentliche 
Empfindlichkeitssteigerung gegentiber bisherigen Methoden’b. 

MATERIALUNDMETWODEN 

Digitoxin (VEB Y sat, Werningerode) wurde saulenchromatographisch nach 
LuxEsc@ gereinigt ; F 263-67 O. Die Synzhese von 2,4,2’,4’-Tetranitrodiphenyl 
(TNDP) erfolgte nach Lit. II ; I? 165-67” aus Athanol; berechnet : C =43,14, H= 1.8, 
N- 16.76; gefunden: C=43.28, H= 1.92, N = 16.81. Eine 0.15 %ige !&thanolische 
TNDP-Losung ist bei Aufbewahrung unter Lichtschutz (0-30”) 3 Tage zur Ver- 
wendung geeignet. 

Die Messungen wurden in dem fur die TNDP-Reaktion aller gepriiften Carden- 
olide und Cardenolidglykosidell giiltigen Absorptionsmaximum von &ax 630 nm am 
Spektromom 201 (MOM, Budapest) vorgenommen. Die Aufnahme der .Bezugseich- 
kurven zur vergleichenden Entwicklung der molaren Extinktionskoeffizienten erfolgte 
unter den fur die Standardmethode (in Losung; Digitoxin Emox 26 800) beschriebenen 
Bedingunger~. 

Qtiantitative Pa~ierchronzatogra2412ie mit XNDP 
Zur Chromatographie dienen Systeme nach KAISERS' mit Formamid(Fmd) als 

stationare Phase, Auf 15 cm breite Chromatogrammstreifen (Schleicher I% Schtill 
2o43b) werden nach 5-miniitiger Fmd-impragnierung (Fmd-Aceton, I : 4)) Abpressen 
zwischen Filterpapier und 5-miniitiger Lufttrocknung strichf8rmig jeweils IO ~1 der zu 
untersuchenden athanolischen Digitoxinlosungen im Wechsel mit Testauftragungen 
(Leitchromatogramm) aufgebracht. Die Entwicklung erfolgt unter Kammers&ttigung 
aufsteigend mit Xylol- Methyl~thylketon (I : I) Fmd-gesgttigt. Die Laufstrecken be- 
tragen 20 cm, der Abstand Startlinie/Lijsungsmittelniveau 2.5 cm. 

Die Chromatogramme werden 15 min bei 60” und 30 min bei IIOO getrocknet 
(Luftumwalzung) und nach Anfgrbung der abgetrennten Leitchromatogramme mit 
SbCl, (15 %ig in Chloroform)’ die korrespondierenden substratfiihrenden Abschnitte 
isoliert. Zur Elution und gleichzeitigen Farbsalzbildung werden die ausgeschnittenen 
Streifen mit dem kompletten Reaktionsgemisch, bestehend aus 2 ml Ethanol; 2.5 ml 
0.15 ‘%iger Bthanolischer TNDP-L6sung und 0.5 ml wassriger 0.15 N NaOH bei 20 & IO 
unter absolutem Lichtschutz (Inaktivierungswasserbad) inkubiert. 25 min nach 

G 
. J. Clzromalog., 41 (xgf+) 96-104 



98 G. RABITZSCN, S. JiSNGLING 

NaOH-Zugabe erfolgt die Messung der vorsichtig von den Chromatogrammstreifen 
abgegossenen Farblijsung bei il 630 nm und einer Schichtdicke von d = I cm gegen 
einen entsprechend behandelten Papierleerwert. Der zur Verftigung stehende Mess- 
bereich betragt fur Digitoxin 2.5-75 nmol (Auftragungslijsungen : 0.25-7.5 x 10-3&f). 

Qzcmtitntive Dii~z?asc/ziclztchroi?zatog~a~~ie mit TNDP 
Auf IO x 20 cm grossen I~ieselgelscl~ichten (Kieselgel HR Merck) mit einer 

Schichtdicke von 200 ,umis werden auf den mittleren Bahnen je IO ,ul der athanoli- 
schen Untersuchungsliisungen (Digitoxin 0.25-5 nmol/,ul) strichftjrmig mit einer 
Kapillarpipette aufgetragen und die beiden ausseren Bahnen als Leitchromatogramme 
verwendet. Die Entwicklung der Chromatogramme (Kammersattigung) erfolgt auf- 
steigend mit Athylacetat-Methanol (g : I) oder ahnlichen Systemenlo. 

Die nach Trocknung der Chromatogramme mit Hilfe der Leitbahnen (SbC& 
Spray der zuvor aufgeheizten Platten nach Abdeckung der mittleren Bahnen) isolier- 
ten, durchschnittlich 6 cm2 grossen Substratflachen werden in Saulen mit jeweils 
6 x I ml Chloroform - Athanol(8 : 2) gewaschen und die vereinigten Eluate im Vakuum 

zur Trockne eingeengt. Nach L&sung des Rtickstand.es in 2 ml Ethanol und Zusatz von 
2.5 ml 0.15 O/“iger TNDP-Lasung und 0.5 ml 0.15 N NaOH wird in der beschriebenen 
Weise gegen einen Kieselgelleerwert kolorimetriert. 

ERGEBNISSE 

Uber Untersuchungen zur Reaktionskinetik der TNDP-Cardenolid-Reaktionl*, 
zum qualitativen und quantitativen Charakter des Alkalisierungsprozesses, zum Tem- 
peratur-, Wasser- und Lichteinfluss sowie tiber Korrelationen zwischen Cardenolid- 
struktur und Grad des molaren Extinktionskoeffizienten wurde bereits berichtetil. Die 
folgenden Untersuchungen zur chromatographischen Analyse des Digitoxins gehen 
von diesen Befunden aus. 

Qzlantitntive Pa~ierchromatographie 
Im Vordergrund standen Fragen der Substratelution, des Einflusses der statio- 

naren Phase und diverser Lijsungsmittelkomponenten auf die Intensitat der Farbreak- 
tion sowie eine cliff erenzierte Verlust- und Fehlereinsch8,tzung. Da Versuche einer ge- 
koppelten Detektion und Elution, d.h. einer direkten Verwendung der zuvor mit 
Antimontrichlorid schwach angefgrbten Cl~romatogrammfleclcen zur Elution und 
TNDP-Bestimmung, infolge der quantitativ nicht eindeutig reproduzierbaren Anti- 
montrichlorid-Behandlung relativ hohe Standardabweichungen aufwiesen, wurde die 
Bestimmung auf indirektem Wege unter Verwendung von Leitchromatogrammen 
vorgetiommen. Durch Zusammenfassung von Elution und Farbsalzbildung ‘zu einem 
Arbeitsgang, ohne vorherige separate Isolierung und Abtrennung der gewonnenen 
Eluate von den extrahierten Chromatogrammstreifen, konnten arbeitstechnisch be- 
dingte Effektivit%tsverluste der Methocle ausgeschaltet werden. 

In Modifizierung der Standardmethodeli musste die zur Farbreaktion ver- 
wendete NaOH -Konzentration infolge einer papierbedingten graduellen Abpufferung 
,von 0.1 N auf 0.15 N NaOH erhoht werden. Wie Tabelle I zeigt, vermindert sich da- 
durch der Effektivitatsverlust (Elution nicht Fmd-impragnierter Papierauftragun- 
gen) von 7-g y. auf 3 y. : Eine Erhdhung tiber 0.15 N oder eine Vergrijsserung’ der ver- 
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TABDLLIS I 

EINIrLUSS DER NaOH - NORMALLTWT AUF DIE DIGLTOXIN - EXTINKTION (I3 L cm) NACI-I ELTJTION 
NICNT FMD-IMPR~GNIERTER PAPIERAUPTRAGUNGEN 

Bczug : Digitoxin-Standard in Ltisung nach Lit. I I. 

Digitoxin Standard Nach Elution 
(nvraol Aluftraglg ml) (Lbsung) o = N 

.iiaON 
0.125 N 0.15 N 
NaOH NaON 

-. 

25 0.134 0.123 0.130 0.131 
50 0.268 0.248 0.259 0.260 

--_ 

LM Fmd /&hand 
GUI /ml] 

Fig. I, Einfluss von Formamicl (Fmcl) uncl vcrschicclener zur Substratelution qualifizierter Ltkungs- 
mittellcomponentcn (LM) auf den molaren Ext;inlctionslrocffi7.icnl;en (E,,.& cler TNDP-Digitoxin- 
Rcnlction. LM-Vcrsuchc, 2.0 ml. LM, 2.5 ml Atl1ano.l. TNDP-Liisung, 0.5 ml 0.15 N NaOEI; 
IQncl-Versuche : ~1 Fmcl/ml Ethanol. Messl6sung, 

wend&en TNDP-Konzentration bewirkt keinen weiteren Extinktionsanstieg. Auf der 
Grundlage der mit 0~x5 N NaOH aufgenommenen Zeitkurve wurde der Messzeitpunkt 
mit 25 min nach erfolgter Alkalisierung festgelegt. 

Mit dem Ziel einer weiteren Verbesserung der Elution chromatographierter 
Substrate priiften wir zunachst verschiedene, hierfi_ir qualifizierte Losungsmittelkom- 
ponenten hinsichtlich ihres Einflusses auf die TNDP-Reaktion. Fig. I zeigt, dass so- 
wohl der Ersatz von &ha.nol durch eine Athanol-Chloroform-Mischung (L : I) als 
such die Verwendung von Methanol eine erhebliche Extinktionserniedrigung bewirkt . 
Der Abfall betragt, bezogen auf Ethanol, bei Methanol 53.5 y0 und bei Athanol- 
Chloroform (I : I) 17.8 %, Ahnliche Befunde liegen au& fur Cardenolid-Reaktionen 
anderer butenolidringspezifischer Reagenzien vor. Wahrend TATTJE~O~~~ sowie HARKIS 
UND RYGBY~ den negativen Einfluss des Methanols im Vergleich zu Athanol an 3,5- 
Dinitrobenzoestiure untersuchen, letztere such den des Athylenglykols (als station&ire 
Phase) und Glyzerins, weist REPICE l2 fur die gqz-Dinitrobenzol-Reaktion (in Pyridin) 
auf die farbsalzzersetzende Wirkung geringster Spuren von Chloroform hin. Fur eine 
gekoppelte Elution und Farbsalzbildung kann damit nur Ethanol herangezogen wer- 
den. Der Eh.rlicnsverb& be&%&$ 3 :4 c 

, Zur papierchromatographischen Herzglykosidanalyse bieten sich infolge ihres 
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guten Trenneffektes bevorzugt Systeme mit Fmd als station&e Phase a+‘. Da die 
hngaben zum Einfluss von Fmd auf den bier verwendeten Reaktionstyp sowie auf die 
Verlustquoten der bisher beschriebenen chromatographischen Verfahren sehr diffe- 
rieren, wurde zunachst die Fmd-Wirkung auf die TNDP-Cardenolid-Reaktion unter- 
sucht (Fig. I). Fmd zeigt einen ausgeprggt inhibitorischen Effekt, der sich bei einer 
Presens von 20 $/ml in einem Abfall des molaren Extinktionskoeffizienten der Digi- 
toxin-Reaktion von 26 800 auf 22 ooo aussert und in dem untersuchten Bereich von 
20-100 ,ul I?md/s ml Messltisung in linearer Abhangigkeit von der vorgegebenen 
Fmd-Konzentration steht. Hieraus resultiert die Porderung nach einer m8glichst 
quantitativen Eliminierung des Pormamids vor Eluierung der Substanzflecke. 

Tabelle II demonstriert den Wirkungsgrad verschiedener Trocknungsverfahren 
(Luftumwtilzung) an Fmd-impragnierten, nicht chromatographierten Chromato- 
grammstreifen (50 nmol Digitoxin ; Fmd-Irnpr&gnierung: siehe methodischer Teil) . 
Danach lasst sich der durch eine vorhergehende Fmd-Imprggnierung hervorgerufene 
Extinktionsabfall von 27 Y0 such durch intensive Umlufttrocknung der Chromato- 
gramme nur auf eine Verlustquote von g y0 senken, die in dieser Grijssenordnung in das 
Bestimmungsverfahren eingeht. 

TABELLE II 

EXTINKTIONSVERLUSTl3 NACH VERSCHIEDlZNARTIGER TROCKNUNG FMD-IMPRiiGNIERTER CHROMA- 
TOGRAMMSTREIFEN 

Bezug : Elutionswert ohnc l?md-ImprQkxung ; Digitoxin 50 nmol. 

i!?ocknung F &I cm verlustquolc 
(50 nnaoE Auftvag/~ml) (%) 

Ohno Trocknung 0.190 26.9 
15 min/60° 0.210 19.2 

15 min/60° + I5 min/I~oO 0,235 9.6 
I5 min/60° + 30 min/r~oO 0.236 9.2 
Go min/IzoO 0.230 II.5 

Kontrolle ohnc Fmd 0.260 - 
15 min/60° + 30 min/xIoO 

’ Zur Frage der Elutionsbedingungen untersuchten wir neben der von FUCHS 
et ~1.4 vorgeschlagenen 2-stiindigen alkoholischen Elution der Chromatogrammstreifen 
mit nachfolgendem Start der Farbreaktion (+ alkalische Pikrinsaure-Lijsung) die 
Moglichkeit einer gleichzeitigen Elution und Farbsalzbildung. Tabelle III zeigt die 
Messwerte einer separaten 2-sttindigen Elution mit einem Gemisch von 2 ml Athanol 
+ 2.5 ml 5thanolischer .TNDP-Losung vor Einleitung der Farbsalzbildung im Ver- 
gleich mit einer nur 25-mintitigen Behandlung der Chromatogrammstreifen mit dem 
kompletten Reaktionsgemisch, d.h. unter sofortigem Zusatz von 0.5 ml 0.15 N NaOW. 
Signifikante Unterschiede sind in keinem der untersuchten Konzentrationsbereiche 
nachzuweisen. Die zweite Modifikation, die sich durch eine wesentlich hiihere Elu- 
tionsgeschwindigkeit auszeichnet, ist infolge der clirekten Kopplung von Elution und 
Parbsalzbildung und’der damit verbundenen zeitlichen und arbeitstechnischen Very 
einfachung des Verfahrens als methodisch vorteilhafter anzusehen. 

Die’ Eichkurve der papierchromatographischen Digitoxin-Bestimmung ist in 

J. Clwomalog., 4x (x-969) 96-104 



I?c UND DC VON CARDENOLLDGLYKOSIDEN LOI 

TABELLE III 

VERGLEICHENDE ELUTION IMD-IMPRXGNIERTER PAPIERCWROMATOGRAMME ONNE (2 STUNDEN) UND 
MIT NaOH (25 MINUTEN) 

Bezug : Digitoxin-Standard in Lijsung nach Lit. I I (K; n-5). 

Digitoxin I03.Erc* 
(nm,ol Auftragl5 ml MessZBsun~g) 

Standard PC PC 
. (in LBsung) EEution 2 h Elui%on 25 min 

ohnc NaOH mit NaOH 

5 28 2G 25 
10 55 50 51 

;z 
I34 =I3 113 
2G8 225 226 

75 398 329 326 

600 

300 

200 

100 

0 

(a) Emax 26 800 

N 22 600 (PC) 

50 75. 
Digitoxin [m/S ml] 

Fig. 2. Eichkurvc zur papiorchromatographischcn Digitoxin-Bcstimmung mit TNDI?. Erlcl&rungen 
uncl Stanclarclabwcichungen sichc Text. 

Fig. 2 wiedergegeben (c) . Vergleichsweise sind fiir den gleichen Konzentrationsbereich 
(2 3-75 nmol) die aus Papierauftragungcn (Schleicher & Schtill 2o43b : ohne FMD- 
Impr$i.gnierung) gewonnenen reinen Elutionswerte (b) sowie die der Standardaus- 
ftihrung (in Losung; (a) ) Lit. II entsprechenden Messwerte dargestellt. Das papier- 
chromatographische Verfahren zeigt in den einzelnen Konzentrationsniveaus folgende 
Entwicklung der relativen Standardabweichungen der Einzelwerte (n = 4) * : IO nmol 
h7.4 %,, 25’nmol, *4.1X, 50 nmol k2.5 %, 75 nmol 3~2.2 %. 

Eine zusammenf assende Darstellung der unter den verschiedenen Versuchs- 
bedingungen erreichbaren molaren Extinktionskoeffizienten sowie eine diff erenzierte 
Einschatzung der durch Papierelution, Fmd-ImprSignierung und Papierchromatogra- 

+s= & J c (xl.-z)a 
‘n-r 
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TABBLLE IV 

Emax - WERTE, WIEDERGEWINNUNGSQUOTEN UND SThNDhRDhBWEICHUNGEN ((C) 5 X 10-O &?) DER 

TNDP - DIGITOXINl3ESTIMMUNG NACH PAPIERAUPTRAGUNG UND PAPIERCHROMATOGRAPHIE SOWIE 

UNTERSCHIEDLICHEN ELUTIONSVERFAHREN 

Bczug : Standard-Digitoxinbcstimmung in LBsungll. 

E~Z&OPZ cm&x” Wiedergewin- SWl” 

ohne NaOU naib NaOH 
nungsquote 

(2 18) (25 min) 
(%) 

Liisung (Standard) - 26 800 (100) f2*5% 
Papicrauftragung ohne Fmcl- 
ImprQnicr. 26 000 26 000 97* 1 f2.4% 
Papiernuftzragung mit Fmcl- - 23 600 88.0 - 

1mprQnier.c 
Papiercl~romstogramm~ 22 500 22 Go0 84.3 =t4+1% 

a AmtLx 630 nm (SpcltCromom 201), 

J 

r‘(Xi-iv 
bs=-& -- 

%--I 

a Trocknung : 15 min/Go” -t 30 min/I 10~. 

phie hervorgerufenen Verlustquoten gibt Tabelle IV. Sie zeigt, dass im Vergleich zur 
Standardausftihrung der TNDP-Reaktion (in Losung) die reine Substratelution und 
der chromatographische Verteilungsprozess nur mit einer Effektivitatsminderung von 
3 bzw. 4 %, die Fmd-Impragnierung dagegen mit g y0 die Wiedergewinnungsquote des 
Verfahrens belasten. Der molare Extinktionskoeffizient betragt emox 22 600 (Digito- 
xin-Standard: 26 800 (Lit. ZI)). Die Fehlerbreite der Bestimmung wird durch die ein- 
fache Papierelution der Substrate nicht beeinflusst, erhiiht sick jedoch nach ihrer 
Chromatographie urn den Faktor 2. 

Qwmtitative Diilzlzschiclztclaromatogya~~~~e 
Die Bedeutung der Dtinnschichtchromatographie der Herzglykoside liegt im 

Vergleich zu ihrer papiercliromatograpliisclien Analyse in der wesentlich einfacheren 
Technik, in einer guten Differenzierung und konzentrierten Lokalisation der Kompo- 
nenten begrtindet lo. Die Isolierung der substratfiihrenden Kieselgelabschnitte erfolgte 
im indirekten Verfahren mit Hilfe der auf den Aussenbahnen der Chromatogramme 
plazierten und mit Antimontrichlorid angefarbten Leitchromatogramme. 

Eine in Analogie zum beschriebenen papierchromatographischen Verfahren an- 
gestrebte gleichzeitige Elution und Farbsalzbildung durch Suspendierung der isolier- 
ten Kieselgelschichten in dem kompletten Reaktionsgemisch (incl. NaOH) erwies sich 
infolge des neutralisierenden Effektes des Kieselgels als nicht durchfiihrbar. Durch 
Zugabe von Kieselgel’ HR zum Reaktionsgemisch (NaOH-Endkonzentration: 0.015 

N) wird die alkalische Reaktion aufgehoben (pH 9.5 + 6.5) und damit die nur im al- 
kalischen Milieu ablaufende Farbsalzbildung unterbundenll. Untersuchungen mit 
einer stufenweise erhijhten NaOH-Konzentration des Reaktionsgemisches (0.5 ml 
0.15-0.6 N NaOH/S ml) zeigten, dass such nach 4-father Erhdhung der Normalitgt 
bei Suspendierung einer 6 cm2 grossen Kieselgelschicht (50 nmol Digitoxin) nur g4 y0 
der Effektivitat der DC-Standardmethode (siehe MATERIAL UND METNODEN) erreicht 
werden kijnnen. Die ftir einen optimalen Ablauf der Farbreaktion erforderliche 
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NaOH-Konzentration steht zudem, wie weitere Untersuchungen ergaben, in direkter 
Abhangigkeit von der vorgelegten Kiesclgelmenge. 

Die Bestimmung sieht daher zun$.chst eine separate Elution der cardenolid- 
ftihrenden Kieselgelschicht mit einer Ethanol-Chloroform-Mischung und nach Ent- 
fernung des Elutionsmittels die Losung des Rtickstandes zur Farbreaktion vor. Schwie- 
rigkeiten ergaben sich in der quantitativen Elution des Digitoxins. Variationen mit 
verschiedenen Ethanol-Chloroform-Mischungen sowie such die Verwendung von 
Methanol pur. erbrachten nur eine maximale Elutionsquote von 82 7”. Urn die Meg- 
lichkeit einer Hemmung der Farbreaktion durch im Eluat geliiste kieselgeleigne Ver- 
unreinigungen mit Sicherheit ausschliessen zu konnen, wurden Kontrollen durch nach- 
tragliche Digitoxin-Zugaben (verschiedene Konzentrationsbereiche) zu RtickstSinden 
digitoxinfreier Kieselgeleluate vorgenommen. Der erhaltene molare Extinktionskoef- 
fizient von Emax 26 800 (entspricht dem E m&x der Standardmethode) belegt, dass die 
Effektivit5tsminderung nur durch eine ungentigende Digitoxinelution hervorgerufen 
wird. 

Die fiir den Bereich von 2.5-50 nmol Auftragung/s ml Messvolumen aufge- 
stellte Eichkurve zur dtinnscl~ichtchromatographischen Digitoxinbestimmung (b) ist 
in Gegeniiberstellung sum Standard (a) in Fig. 3 wiedergegeben. Der molare Extink- 
tionskoeffizient betragt Emax 21 500. 

200 

100 

0 

Fig. 3. Eichlcurvc zur cltknnschichtchromatographischcn Digitoxin-Bcstimmung 
kl&rungen im Tact. 

mit TNDI?. Er- 

DISKUSSION 

Wie die Untersuchungen zeigen, erweist sich die TNDP-Cardenolid-Reaktion 
such in quantitativer Sicht fur eine Kombination mit chromatographisch-analytischen 
Methoden als gut geeignet. Auf der Grundlage der kiirzlich von uns mitgeteilten Er- 
gebnisse zur TNDP-Bestimmung von II Geninen und Glykosiden der Digitoxigenin-, 
Digoxigenin-, Gitoxigenin-, g- und k-Strophanthidin-Reiheri kdnnen in Verbindung 
mit den vorliegenden chromatographisch-analytischen Erfahrungen (ua. Lit. 17 und 
19) die hier am Digitoxin gewonnenen Resultate als allgemein giiltig fur die quantita- 
tiv-papier- und dtinnschichtchromatographische Erfassung der oben genannten Car: 
denolide und Cardenolidglykoside angesehen werden. 

(d’ 
Die molaren Extinktionskoeffizienten und damit die Nachweisempfindlichkelt 

= I cm) beider Methoden liegen mit ihren Digitoxin-Werten von emax 22 600 (PC) 
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bzw. 21 500 (DC) 25-60 yO tiber den einleitend genannten Ausgangsempflndlichkeiten 
(ohne Chromatographie) bisheriger butenolidringspezifischer chromatographischer 
Verfahrenz-10. Da die bei der papierchromatographischen Bestimmung auftretende 
Effektivit5itsminderung von cu. IE; yO tiberwiegend als Folge der Fmd-Impragnierung 
(g %) anzusehen ist, kann bei Verwendung formamidfreier PC-Systeme oder einer et- 
fektiveren Eliminierung des Formamids ein weiterer Empfindlichkeitsanstieg erwartet 
werden. Ehenso ist der dtinnschichtchromatographisch bedingte Abfall des Ausgangs- 
wertes (Digitoxin emax 26 800) nicht auf eine Remmung der TNDP-Cardenolid-Re- 
aktion, sondern auf eine unter den gew&hlten Elutionsbedingungen vorliegende Rest- 
bindung des Digitoxins am Adsorbens zurtickzufi.ihren. Trotzdem die in der Literatur 
genanntenWiedergewinnungsquoten dtinnschicht-chromatographischerVerfahren8JJ 22 
sehr schwanken (60 - 95 O/0 1, darf fur das beschriebene Verfahren infolge der noch nicht 
voll ausgeschepften Kapazitat der TNDP-Reaktion ein weiterer Empfindlichkeits- 
anstieg durch effektivere Bedingungen der Substratelution angenommen werden. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Am Beispiel des Digitoxins werden Verfahren zur butenolidringspezifischen, quan- 
titativ-papier- und dtinnscl~ichtchromatographischen Analyse von Cardenoliden und 
Cardenolidglykosiden mit 2,4,2’,4’-Tetranitrodiphenyl beschrieben. Sie weisen auf 
Grund ihrer molaren Extinktionskoeffizienten von emax 22 600 (PC/Digitoxin) bzw. 
21 500 (DC/Digitoxin) im Vergleich mit bisherigen butenolidringspezifischen Metho- 
den eine hohe Nachweisempfindlichkeit auf. 
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