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SUMMARY

Quantitative paper and thin-layer chromatography of cavdenolide glycosides (digi-
toxin) with use of 2,4,2',4 -tetvanitrodiphenyl .

A butenolide 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 2x 500 (TLC/digitoxin) resp., they show high detection sensibility.

EINLEITUNG

Butenolidringspezifische Nachweisreaktionen der Cardenolide und ihrer Gly-
koside bieten gegeniiber Verfahren, die direkt oder indirekt am Steroidskelett angrei-
fen sowie solchen, die sich auf den Nachweis glykosideigner Zuckerkomponenten
stiitzen, den Vorteil einer gezielten quantitativen Erfassung des in seiner biologischen
Wertigkeit besonders exponierten o,f-ungesittigten y-Laktonringes. In Uberein-
stlmmung mit JoRK! muss aber bei indirekten qua.ntitativ-chrornatographischen Ver-
fahren im nmol-Bereich [iir die herangezogenen Farbreaktionen eine hohe Ausgangs-
empfindlichkeit (emax) gefordert werden, da rnethodlsch bedmgte ‘Effektivititsmin-
derungen nur selten ausgeschlossen werden kénnen.

Kombinationen chromatographischer und butenolidringspezifischer Methoden
liegen fiir papierchromatographische Untersuchungen mit 3,5-Dinitrobenzoesiure? 3,
Pikrinsdure4-¢ und m-Dinitrobenzol? sowie fiir diinnschichtchromatographische Zwec-
ke mit Pikrinsdure®:® und 3,5-Dinitrobenzoesiure!? vor. Die molaren Extinktionsko-
effizienten der reinen Cardenolidreaktionen (ohne PC oder DC) betragen jedoch fiir
3,5-Dinitrobenzoesiure maximal nur 10 000, fiir Pikrinsidure 18 000, fiir m-Dinitroben-
zol (in Athanol) 14 000 (Ubersicht bei Lit. 11) und erfahren nach ihrer Kombination mit
chromatographischen Methoden bei der Mehrzahl der zitierten Verfahren eine weitere
Minderung um 5-20%. Die sich durch eine hohe Cardenolidempfindlichkeit aus-
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zeichnende Reaktion mit »-Dinitrobenzol in Pyridin!? erweist sich gegeniiber chro-
matographischen Bedingungen als sehr stéranfillig und damit als ungeeignet!3,
Kiirzlich haben wir iiber eine butenolidringspezifische Cardenolidbestimmung
unter Verwendung von 2,4,2',4'-Tetranitrodiphenyl (TNDP) berichtet1!14, - Die
TNDP-Cardenolidreaktion besitzt mit molaren Extinktionskoeffizienten von emax
26 000—28 000 fiir 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 fiir
eine quantitativ-chromatographische Erfassung dieser Verbindungen. 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 verbesserungsfihigen chromatographischen Voraussetzungen eine wesentliche
Empfindlichkeitssteigerung gegeniiber bisherigen Methoden?5s,

MATERIAL UND METHODEN

Digitoxin (VEB Ysat, Werningerode) wurde séiulenchromatographisch nach
LukescH!® gereinigt; F 263-67°. Die Synthese von 2,4,2',4"-Tetranitrodiphenyl
(TNDP) erfolgte nach Lit. 11; T 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 o0.15 %1ge dthanolische
TNDP-Lésung ist bei Aufbewahrung unter Llchtschutz (0~30°) 3 Tage zur Ver-
wendung geeignet.

Die Messungen wurden in dem fur die TNDP-Reaktion aller gepriiften Carden-
olide und Cardenolidglykoside!! giiltigen Absorptionsmaximum von Amax 630 nm am
Spektromom 201 (MOM, Budapest) vorgenommen. Die Aufnahme der Bezugseich-
kurven zur vergleichenden Entwicklung der molaren Extinktionskoeffizienten erfolgte
unter den fiir die Standardmethode (in Lésung; Digitoxin eémax 26 800) beschriebenen
Bedingungen!l.

Quantitative Papierchvomatographie mit TNDP

Zur Chromatographie dienen Systeme nach KAISERY” mit Formamid(Fmd) als
stationire Phase. Auf 15 cm breite Chromatogrammstreifen (Schleicher & Schiill
2043b) werden nach 3-miniitiger Fmd-imprignierung (Fmd~Aceton, 1:4), Abpressen
zwischen Filterpapier und 5-miniitiger Lufttrocknung strichférmig jeweils x0 ul der zu
untersuchenden #dthanolischen Digitoxinlésungen im Wechsel mit Testauftragungen
(Leitchromatogramm) aufgebracht. Die Entwicklung erfolgt unter Kammerséttigung
aufsteigend mit Xylol — Methyldthylketon (1:1) Fmd-gesdttigt. Die Laufstrecken be-
tragen 20 cm, der Abstand Startlinie/L.dsungsmittelniveau 2.5 cm.

Die Chromatogramme werden 15 min bei 60° und 30 min bei 110° getrocknet
(Luftumwéilzung) und nach Anfirbung der abgetrennten Leitchromatogramme mit
SbCl, (x5 %ig in Chloroform) die korrespondierenden substratfiilhrenden Abschnitte
isoliert. Zur Elution und gleichzeitigen Farbsalzbildung werden die ausgeschnittenen
Streifen mit dem kompletten Reaktionsgemisch, bestehend aus 2 ml Athanol, 2.5 rnl
0.15%iger dthanolischer TNDP-L&sung und 0.5 ml wassrlger 0.15 N NaOH beizo 4 1°
unter absolutem Lichtschutz (Inaktivierungswasserbad) inkubiert. 25 min nach

4
. J. Chyomatog., 41 (1969) 96—-104



08 G. RABITZSCH, S. JUNGLING

NaOH-Zugabe erfolgt die Messung der vorsichtig von den Chromatogrammstreifen
abgegossenen FFarblosung bei 4 630 nm und einer Schichtdicke von d=1 cm gegen
einen entsprechend behandelten Papierleerwert. Der zur Verfiigung stehende Mess-
bereich betrigt fiir Digitoxin 2.5—75 nmol (Auftragungslésungen: 0.25—7.5 X 10-3M).

Quantitative Diinnschichichvomatographie mit TNDP

Auf 10X20 cm grossen Kieselgelschichten (Kieselgel HR Merck) mit einer
Schichtdicke von 200 um!® werden auf den mittleren Bahnen je 10 ul der dthanoli-
schen Untersuchungslésungen (Digitoxin 0.25-5 nmol/ul) strichférmig mit einer
Kapillarpipette aufgetragen und die beiden dusseren Bahnen als Leitchromatogramme
verwendet. Die Entwicklung der Chromatogramme (Kammersidttigung) erfolgt auf-
steigend mit Athylacetat-Methanol (9:1) oder dhnlichen Systemen??,

Die nach Trocknung der Chromatogramme mit Hilfe der Leitbahnen (SbCl,;-
Spray der zuvor aufgeheizten Platten nach Abdeckung der mittleren Bahnen) isolier-
ten, durchschnittlich 6 cm? grossen Substratflichen werden in Sidulen mit jeweils
6 x T ml Chloroform — Athanol (8:2) gewaschen und die vereinigten Eluateim Vakuum
zur Trockne eingeengt. Nach Lésung des Riickstandes in 2 ml Athanol und Zusatz von
2.5 ml 0.15 %iger TNDP-Lésung und 0.5 ml 0.x15 N NaOH wird in der beschriebenen
Weise gegen einen Kieselgelleerwert kolorimetriert.

ERGEEBNISSE

Uber Untersuchungen zur Reaktionskinetik der TNDP-Cardenolid-Reaktion!4,
zum qualitativen und quantitativen Charakter des Alkalisierungsprozesses, zum Tem-
peratur-, Wasser- und Lichieinfluss sowie iiber Korrelationen zwischen Cardenolid-
struktur und Grad des molaren Extinktionskoeffizienten wurde bereits berichtet!!, Die
folgenden Untersuchungen zur chromatographischen Analyse des Digitoxins gehen
von diesen Befunden aus.

Quantitative Papierchromatographie

Im Vordergrund standen Fragen der Substratelution, des Einflusses der statio-
niren Phase und diverser Losungsmittelkomponenten auf die Intensitit der Farbreak-
tion sowie eine differenzierte Verlust- und Fehlereinschéitzung. Da Versuche einer ge-
koppelten Detektion und Elution, d.h. einer direkten Verwendung der zuvor mit
Antimontrichlorid schwach angefidrbten Chromatogrammflecken 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
vorgenommen. Durch Zusammenfassung von Elution und Farbsalzbildung zu einem
Arbeitsgang, ohne vorherige separate Isolierung und Abtrennung der gewonnenen
Eluate von den extrahierten Chromatogrammstreifen, konnten arbe1tstechnlsch be-
dingte Effektivitéitsverluste der Methode ausgeschaltet werden.

In Modifizierung der Standardmethode!! musste die zur Farbreaktion ver-
wendete NaOH -Konzentration infolge einer papierbedingten graduellen Abpufferung
von o.x N auf 0.15 N NaOH erhsht werden. Wie Tabelle I zeigt, vermindert sich da-
durch der Effektivitdtsverlust (Elution nicht Fmd-imprignierter Papierauftragun-
gen) von 7—9 % auf 3 %. Eine Erhthung iiber 0.15 NV oder eine Vergrésserung der ver-
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TABELLE 1

EINFLUSS DER NaOH — NORMALITAT AUF DIE DIGITOXIN — EXTINKTION (E
NICHT FMD-IMPRAGNIERTER PAPIERAUFTRAGUNGEN

Bezug: Digitoxin-Standard in Losung nach Lit. 11.

tem) NACH ELUTION

Digitoxin Standard Nach Elution
(nmol Auftrag|s ml) (Ldsung)

I N 0.125 N o0.15 N
NaOH NaOH NaOH

25 0.134 0.123 0.130 0.131
50 0.268 0.248 0.259 0.260
€max 10°
3k
[ T
2 | ]
1 | - §
k=] 1= =
S| € g
gl |g g s| {wo| ls| |20
LM Fmd /7 Athanol

[ul 7mi]

Tig. 1. Einfluss von Formamid (Fmd) und verschiedener zur Substratelution qualifizierter Losungs-
mittelkomponenten (LM) auf den molaren Extinktionskocffizienten (¢max) der TNDP-Digitoxin-
Reaktion. LM-Versuche, 2.0 ml. LM, 2.5 ml Athanol. TNDP-Lésung, 0.5 ml o.15 N NaOH;
Tmd-Versuche: gl Fmd/ml Athanol. Messlésung.

wendeten TNDP-Konzentration bewirkt keinen weiteren Extinktionsanstieg. Auf der
Grundlage der mit 0,15 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 zunichst verschiedene, hierfiir qualifizierte Lésungsmittelkom-
ponenten hinsichtlich ihres Einflusses auf die TNDP-Reaktion. Fig. 1 zeigt, dass so-
wohl der Ersatz von Athanol durch eine Athanol-Chloroform-Mischung (1:1) als
auch die Verwendung von Methanol eine erhebliche Extinktionserniedrigung bewirkt.
Der Abfall betrigt, bezogen auf Athanol, bei Methanol 53.5 % und bei Athanol-
Chloroform (1:1) 17.8 %. Ahnliche Befunde liegen auch fiir Cardenolid-Reaktionen
anderer butenolidringspezifischer Reagenzien vor. Wihrend TATT]E??:2! sowie HARKIS
uND Ri1GBY? den negativen Einfluss des Methanols im Vergleich zu Athanol an 3,5-
Dinitrobenzoesiure untersuchen, letztere auch den des Athylenglykols (als stationire
Phase) und Glyzerins, weist REPKE!? fiir die m-Dinitrobenzol-Reaktion (in Pyridin)
auf die farbsalzzersetzende Wirkung geringster Spuren von Chloroform hin. Fiir eine
gekoppelte Elution und Farbsalzbildung kann damit nur Athanol herangezogen wer-
den. Der Elutionsverlust betréigt 3%. , ( v

! Zur papierchromatographischen Herzglykosidanalyse bieten sich infolge ihres
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guten Trenneffektes bevorzugt Systeme mit IFmd als stationire Phase an!’. Da die
Angaben zum Einfluss von Fmd auf den hier verwendeten Reaktionstyp sowie auf die
Verlustquoten der bisher beschriebenen chromatographischen Verfahren sehr diffe-
rieren, wurde zunichst die Fmd-Wirkung auf die TNDP-Cardenolid-Reaktion unter-
sucht (Fig. 1). Fmd zeigt einen ausgeprigt inhibitorischen Effekt, der sich bei einer
Presens von 20 ul/ml in einem Abfall des molaren Extinktionskoeffizienten der Digi-
toxin-Reaktion von 26 800 auf 22 000 dussert und in dem untersuchten Bereich von
20-100 ul Fmd/5 ml Messlésung in linearer Abhingigkeit von der vorgegebenen
Fmd-Konzentration steht. Hieraus resultiert die Forderung nach einer méglichst
quantitativen Eliminierung des Formamids vor Eluierung der Substanzflecke.

Tabelle IT demonstriert den Wirkungsgrad verschiedener Trocknungsverfahren
(Luftumwilzung) an Fmd-impriignierten, nicht chromatographierten Chromato-
grammstreifen (50 nmol Digitoxin; Fmd-Imprignierung: sieche methodischer Teil).
Danach ldsst sich der durch eine vorhergehende Fmd-Imprignierung hervorgerufene
Extinktionsabfall von 27 % auch durch intensive Umlufttrocknung der Chromato-
gramme nur auf eine Verlustquote von g % senken, die in dieser Gréssenordnung in das
Bestimmungsverfahren eingeht.

TABELLE II

EXTINKTIONSVERLUSTE NACH VERSCHIEDENARTIGER TROCKNUNG FMD-IMPRAGNIERTER CHROMA-
TOGRAMMSTREIFEN

Bezug: Elutionswert ohne Fmd-Impréignierung; Digitoxin 50 nmol.

Trocknung Eiem Veviustquole
(50 nmol Auftrag/sml) (%)

Ohne Trocknung 0.190 26.9
15 min/60° 0.210 19.2
15 min/60° 4+ 15 min/110° 0.235 9.6
15 min/60° 4+ 30 min/110° 0.236 0.2
60 min/rz20° 0.230 I1.5
Kontrolle ohne Fmd 0,260 _

15 min/60° -4 30 min/110°

" Zur Frage der Elutionsbedingungen untersuchten wir neben der von FUcHS
et al.t vorgeschlagenen 2-stiindigen alkoholischen Elution der Chromatogrammstreifen
mit nachfolgendem Start der Farbreaktion (- alkalische Pikrinsiure-Lésung) die
Méglichkeit einer gleichzeitigen Elution und Farbsalzbildung. Tabelle III zeigt die
Messwerte einer separaten 2-stiindigen Elution mit einem Gemisch von 2 ml Athanol
-+ 2.5 ml dthanolischer TNDP-Lésung vor Einleitung der Farbsalzbildung im Ver-
gleich mit einer nur 25-miniitigen Behandlung der Chromatogrammstreifen mit dem
kompletten Reaktionsgemisch, d.h. unter sofortigem Zusatz von 0.5 ml 0.15 N NaOH.
Signifikante Unterschiede sind in keinem der untersuchten Konzentrationsbereiche
nachzuweisen. Die zweite Modifikation, die sich durch eine wesentlich héhere Elu-
tionsgeschwindigkeit auszeichnet, ist infolge der direkten Kopplung von Elution und
Farbsalzbildung und der damit verbundenen zeitlichen und arbeitstechnischen Ver-
einfachung des Verfahrens als methodisch vorteilhafter anzusehen.

Die' Eichkurve der papierchromatographischen Digitoxin-Bestimmung ist in
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TABELLE III

VERGLEICHENDE ELUTION FMD-IMPRAGNIERTER PAPIERCHROMATOGRAMME OHNE (2 STUNDEN) UND
MIT NaOH (25 MINUTEN)

Bezug: Digitoxin-Standard in Lésung nach Lit. 11 (¥; n=3).

Digitoxin 10% By em
nmol Aufiva mil Messldsun
( Jiragls &) Stamdarda  PC PC
(in Lésung) Elution 2 h Elulion 25 min
ohne NaOH mit NaOH
5 28 26 25
10 55 50 51
25 134 113 113
50 268 225 226
75 398 329 326
10%10m
Q
400 P ib;
7,
- /’
F (c)
300 |- //
- ’/’,
,/
200 | 2
(a) Emayx 26 800
100 | (b) » 26000
(c) n 22 600 (PC)
0“3 25 50 75,

Digitoxin [nM /5 mi]

Fig. 2. Eichkurve zur papierchromatographischen Digitoxin-Bestimmung mit TNDP, Erklirungen
und Standardabweichungen siehe Text.

Fig. 2 wiedergegeben (c). Vergleichsweise sind fiir den gleichen Konzentrationsbereich
(2.5—75 nmol) die aus Papierauftragungen (Schleicher & Schiill 2043b: ohne FMD-
Imprignierung) gewonnenen reinen Elutionswerte (b) sowie die der Standardaus-
fiuhrung (in Losung; (a)) Lit. 11 entsprechenden Messwerte dargestellt. Das papier-
chromatograrhische Verfahren zeigt in den einzelnen Konzentrationsniveaus folgende
Entwicklung der relativen Standardabweichungen der Einzelwerte (#=4)": 10 nmol
+%.4 %, 25 nmol. 4-4.1 %, 30 nmol +2.5 %, 75 nmol +2.2 %. :

Eine zusammenfassende Darstellung der unter den verschiedenen Versuchs-
bedingungen erreichbaren molaren Extinktionskoeffizienten sowie eine differenzierte
Einschitzung der durch Papierelution, Fmd-Imprignierung und Papierchromatogra-

oy [EEEE
- N -1
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TABELLE 1V

Emax — WERTE, WIEDERGEWINNUNGSQUOTEN UND STANDARDABWEICHUNGEN ({c) 5% 10~%¢ /) DER
TNDP — DIGITOXINBESTIMMUNG NACH PAPIERAUFTRAGUNG UND PAPIERCHROMATOGRAPHIE SOWIE
UNTERSCHIEDLICHEN ELUTIONSVERFAHREN

Bezug: Standard-Digitoxinbestimmung in Lésungll,

Methodik Elution emax®™ Wiedevgewin- Spel”
; nungsquole

ohne NaOH wmit NaOH (%)

(2 1) (25 min)
Lésung (Standard) — 26 800 (100) +2.5%
Papierauftragung ohne I'md-
Imprignier, 26 o000 26 ooo 97.1 +2.4%
Papierauftragung mit Fmd- — 23 600 88.0 —_
Imprégnier.c
Papierchromatogramme 22 500 22 600 84.3 +4.1%

% Amax 630 nm (Spektromom 201).

om oy JEET

n—-—1I

¢ Trocknung: 15 min/6o° 4 30 min/110°,

phie hervorgerufenen Verlustquoten gibt Tabelle IV, Sie zeigt, dass im Vergleich zur
Standardausfithrung der TNDP-Reaktion (in Losung) die reine Substratelution und
der chromatographische Verteilungsprozess nur mit einer Effektivititsminderung von
3 bzw. 4 %, die Fmd-Imprignierung dagegen mit g % die Wiedergewinnungsquote des
Verfahrens belasten. Der molare Extinktionskoeffizient betrigt emax 22 600 (Digito-
xin-Standard: 26 8oo (Lit. r1)). Die Fehlerbreite der Bestimmung wird durch die ein-
fache Papierelution der Substrate nicht beeinflusst, erhéht sich jedoch nach ihrer
Chromatographie um den Faktor 2.

Quantitative Diinnschichichromatographie

Die Bedeutung der Diinnschichtchromatographie der Herzglykoside liegt im
Vergleich zu ihrer papierchromatographischen Analyse in der wesentlich einfacheren
Technik, in einer guten Differenzierung und konzentrierten Lokalisation der Kompo-
nenten begriindet1?. Die Isolierung der substratfithrenden Kieselgelabschnitte erfolgte
im indirekten Verfahren mit Hilfe der auf den Aussenbahnen der Chromatogramme
plazierten und mit Antimontrichlorid angefirbten 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 ali-
kalischen Milieu ablaufende Farbsalzbildung unterbunden!!. Untersuchungen mit
einer stufenweise erhéhten NaOH-Konzentration des Reaktionsgemisches (0.5 ml
0.15-0.6 N NaOH/5 ml) zeigten, dass auch nach 4-facher Erhéhung der Normalitit
bei Suspendierung einer 6 cm? grossen Kieselgelschicht (50 nmol Digitoxin) nur 94 %
der Effektivitit der DC-Standardmethode (siche MATERIAL UND METHODEN) erreicht
werden kénnen. Die fiir einen optimalen Ablauf der Farbreaktion erforderliche
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NaOH-Konzentration steht zudem, wie weitere Untersuchungen ergaben, in direkter
Abhiingigkeit von der vorgelegten Kieselgelmenge.

Die Bestimmung sieht daher zunichst eine separate Elution der cardenolid-
fiihrenden Kieselgelschicht mit einer Athanol-Chloroform-Mischung und nach Ent-
fernung des Elutionsmittels die Lésung des Riickstandes zur Farbreaktion vor. Schwie-
rigkeiten ergaben sich in der quantitativen Elution des Digitoxins. Variationen mit
verschiedenen Athanol—Chloroforrn-M1schungen sowie auch die Verwendung von
Methanol pur. erbrachten nur eine maximale Elutionsquote von 82 %. Um die Még-
lichkeit einer Hemmung der Farbreaktion durch im Eluat gelste kieselgeleigne Ver-
unreinigungen mit Sicherheit ausschliessen zu kénnen, wurden Kontrollen durch nach-
trdgliche Digitoxin-Zugaben (verschiedene Konzentrationsbereiche) zu Riickstinden
digitoxinfreier Kieselgeleluate vorgenommen. Der erhaltene molare Extinktionskoef-
fizient von emax 26 800 (entspricht dem emax der Standardmethode) belegt, dass die
Effektivititsminderung nur durch eine ungeniigende Digitoxinelution hervorgerufen
wird.

Die fiir den Bereich von 2.5-30 nmol Auftragung/s ml Messvolumen aufge-
stellte Eichkurve zur diinnschichtchromatographischen Digitoxinbestimmung (b) ist
in Gegeniiberstellung zum Standard (a) in Fig. 3 wiedergegeben. Der molare Extink-
tionskoeffizient betridgt emax 2I 500.

10% 1¢m

300 |-

200 /
T / (@) Emax 26 600
H o (b)Y =» 21 500 (DC)

! 1 1

» Digitoxin [nm/ 5 mi] 50

(a)
/“ (b)

0

«
-a
Q

Fig. 3. Eichkurve zur diinnschichtchromatographischen Digitoxin-Bestimmung mit TNDP, Er-
klarungen im Text,

DISKUSSION

Wie die Untersuchungen zeigen, erweist sich die TNDP-Cardenolid-Reaktion
auch in quantitativer Sicht fiir eine Kombination mit chromatographisch—-analytischen
Methoden als gut geeignet. Auf der Grundlage der kiirzlich von uns mitgeteilten Er-
gebnisse zur TNDP-Bestimmung von 11 Geninen und Glykosiden der Digitoxigenin-,
Digoxigenin-, Gitoxigenin-, g- und k-Strophanthidin-Reihe!! kénnen in Verbindung
mit den vorliegenden chromatographisch-analytischen Erfahrungen (u.a. Lit. 17 und
19) die hier am Digitoxin gewonnenen Resnltate als allgemein giiltig fiir die quantita-
tiv-papier- und diinnschichtchromatographische Erfassung der oben genannten Car-
denolide und Cardenolidglykoside angesehen werden.

Die molaren Extinktionskoeffizienten und damit die Nachweisempfindlichkeit
(d==1 cm) beider Methoden liegen mit ihren Digitoxin-Werten von emax 22 600 (PC)
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bzw. 21 500 (DC) 25-60 % iiber den einleitend genannten Ausgangsempfindlichkeiten
(ohne Chromatographie) bisheriger butenolidringspezifischer chromatographischer
Verfahren?-19, Da die bei der papierchromatographischen Bestimmung auftretende
Effektivititsminderung von ca. 15 % iiberwiegend als Folge der Fmd-Imprégnierung
(9 %) anzusehen ist, kann bei Verwendung formamidfreier PC-Systeme oder einer et-
fektiveren Eliminierung des Formamids ein weiterer Empfindlichkeitsanstieg erwartet
werden. Ehenso ist der diinnschichtchromatographisch bedingte Abfall des Ausgangs-
wertes (Digitoxin emax 26 800) nicht auf eine Hemmung der TNDP-Cardenolid-Re-
aktion, sondern auf eine unter den gewihlten Elutionsbedingungen vorliegende Rest-
bindung des Digitoxins am Adsorbens zuriickzufiihren. Trotzdem die in der Literatur
genannten Wiedergewinnungsquoten diinnschicht-chromatographischer Verfahrens.9 22
sehr schwanken (60—95 %), darf fiir das beschriebene Verfahren infolge der noch nicht
voll ausgeschépften Kapazitit der TNDP-Reaktion ein weiterer Empfindlichkeits-
anstieg durch effektivere Bedingungen der Substratelution angenommen werden.

ZUSAMMENTFASSUNG

Am Beispiel des Digitoxins werden Verfahren zur butenolidringspezifischen, quan-
titativ-papier- und diinnschichtchromatographischen 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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