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SUMMARY

Chromatographic separation of cardenolides using borates and other diol reagents

The paper probes 13 diol reagents known to interact with the c¢is-1,2- andfor
-1,3-diol groups of carbohydrates and other compounds, as to their influence on the
relative mobilities of 16-acetylgitoxin and acetylgitoxin-a as representatives for cis-
1,2- and cis-1,3-diols in the cardenolide series. The influence on mobility has been
studied using paper partition chromatography with formamide as stationary phase.

Metaboric acid, boric acid, arsenic pentoxide, phenyl arsonic acid, ammonium
metavanadate, sodium molybdate, and sodium tungstate are without influence on the
relative mobilities of both diols.

Sodinm metaborate, disodium tetraborate, and potassium borooxalate decrease
and arsenic trioxide increases specifically the mobility of the 1,2-diol. Phenylboronic
acid and diphenylborinic acid increase the relative mobility of both diols. In the case
of phenylboronic acid a differentiation between both diols is possible: at low concen-
tration the relative mobility of the 1,3-diol only and at high concentration that of the
1,2-diol, too, increases. ’

The effect of the diol reagents is completely lost by acetylation of one OH
group of the reacting diol group. Apparently, the reagent’s effects on chromatographic
mobility are due to the formation of cyclic complexes or cyclic esters with the cis-1,2-
or cis-1,3-diol group.

EINLEITUNG

Rorsiure und ihre Salze bilden mit Polyolen geeigneter Struktur mehr oder
minder stabile cyclische Derivate (Ester oder Komplexe, Ubersichten z.B. Lit. 1, 2).
Diese Eigenschaft ist wiederholt benutzt worden zur besseren chromatographischen

- Auzﬁgswcise %orgeuagén am 9.5.1972 auf dem Kongress der Pharmazeutischen Gesellschaft
der D.DR. in Berlin: Pharmazie, 27 (1972) 718.
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Trennung von Polyolen Zhnlicher chromatographischer Mobilitit, aber unterschied-
licher Neigung zur Derivatbildung (z_B. Lit. 3-5). Analoge Derivate werden auch mit
PhenylborsidureS.’, Diphenylborsdure®.®, Boroxalat®, Arsenit®'%!!, Arsensdure!®,
Phenylarsonsiure'®, Molybdat'®%4, Wolframat’®:!%, Vanadat’* u.a. Diolreagenzien
gebildet und teilweise in der Chromatographie angewandt.

Entsprechend dem Polyolcharakter der Cardenolide sollie ihr chromato-
graphisches Verhalten durch Diolreagenzien beeinflussbar sein. Bisher liegen dariiber
aber nur wenige Untersuchungen vor'>-'’. In der vorliegenden Arbeit wird die
Maoglichkeit der Beeinflussung der chromatographischen Mobilitit von 16-Acetyl-
gitoxin bzw. Acetylgitoxin-c (vgl. Fig. 1) als Vertreter von cis-1,2- bzw. cis-1,3-Diolen
der Cardenolidreihe durch 13 Diolreagenzien vergleichend gepriift. Ziel der Arbeit
ist, durch Anwendung geeigneter Diolreagenzien die chromatographische Trennung
von Cardenoliden zu verbessern sowie eine einfache Methode zum Nachweis der An-
oder Abwesenheit entsprechender Diolgruppierungen im Molekiil zu erhalten.
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~Cco
-

1L 1§

Fig. 1. Acetylgitoxin-a: R; = CH3CO; R, = H. 16-Acetylgitoxin: Ry = H; R; = CH;CO.

EXPERIMENTELLES

Die papierchromatographische Analyse von je 0.1 zMol Cardenolidglykosid
erfolgte vergleichend in Abwesenheit und in Gegenwart des jeweils gepriiften Diol-
reagenses absteigend mit formamidgesittigtem Propyldather—Tetrahydrofuran 2:1
(modifiziert nach Lit. 18) auf Formamid-imprégniertem Papier (309] Formamid in
Aceton; Schleicher und Schiill, 2043 b Mgl).

Diphenylborsdure wurde der mobilen, alle librigen Reagenzien wurden der
stationaren Phase zugesetzt. Das erfolgte je nach Loslichkeit entweder durch Losung
in der Formamid-Imprignierungsmischung (Phenylborsiure, Phenylarsonsiure) oder
vor der Formamidimprignierung durch Eintauchen der Papiere in die wissrigen
L&sungen (alle Gibrigen Reagenzien) und anschliessende Trocknung. Die entwickelten
Chromatogramme wurden zur Entfernung des Formamids bei 160 Torr 30 min auf
90° erhitzt. Zur I okalisierung der Cardenolide wurden die Chromatogramme mit
Trichloressigsdure—Chloramin'® oder (bei Einsatz der Salze sowie der Phenylarson-
sdure und der Arylborsiuren) mit m-Dinitrobenzol-Natronlauge®® behandelt. Das
Formamid wurde zur Reinigung je 30 min mit stark basischem und stark saurem
Ionenaustauscher geschiittelt und in vacuo fraktioniert.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses von 13 Diolreagenzien auf die
papierchromatographische Mobilitdt von 16-Acetylgitoxin (¢is-1,2-Diol: «,5-OH an
der endstindigen Digitoxose) bzw. Acetylgitoxin-e (cis-1,3-Diol: 148,168-OH am
Steroidgertist; vgl. Fig. 1) sind in der Tabelle I zusammengefasst, auf die sich die
folgende Besprechung stiitzt. Dabei sind nur die durch Derivatbildung verursachten
spezifischen Mobilitdtsanderungen beriicksichtigt. Eine mogliche Ecvhéhung der Mo-
bilitat durch den unspezifischen Salzeffekt5:!S ist durch Bezng auf die Mobilitit des
jeweils nicht reagierenden Diols rechnerisch eliminiert (relative Mobilitit: s. Legende
zur Tabelle I).

TABELLE I

EINFLUSS VON 13 DIOLREAGENZIEN AUF DAS PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE
VERHALTEN VON ACETYLGITOXIN-¢ UND 16-ACETYLGITOXIM

Die Anderung der relativen Mobilitit AR, der Verbindungen wurde berechmet mach: ARy —
160 < (LB, x LD )/[(LEB, x LD} — 100, wobei LB, bzw. LB, = Laufstrecke (cm) der Bezugs-
substanz (nicht reaktives Diol) ohne (o) bzw. mit (zn) Diolreagens, und LD, bzw. LD,, — Laufstrecke
(cm) des Diols ohne (0) bzw. mit (m) Diolreagens. Die Chromatogramme wurden 20 Stunden im
Durchlaufverfabren (Reagenzien Nr. 1-5 und 8-12) bzw. 3.5 Stunden (Nr. 6, 7 und 13) entwickelt.
Weitere methodische Angaben im experimentellen Teil. 0.E. = ohne Einfluss auf die Mobilitdt.

Nr. Diolreagens Imprdgnierungslosung ARw
9%, Reagens™ pH 1,3-Diol 1.2-Diol
1 Metabors3ure 2 5 o.E. o.E.
2 Borsaure 2 s o.E. o.E.
3 Natriummetaborat 2 11 o.E. —83
4 Dinatriumtetraborat 2 9 o.E. —76
5 Kaliumboroxalat™* 2 5 o.E —20
6 Phenylborsaure 0.1 — -+480 o.E.
1 — +430""" +344"*"
7 Diphenylborsiure 5 — +590*** +505*="
8 Ammonium-meta-vanadat 0.5 s o.E. o.E.
9 Natriummolybdat 2 6 o.E. o.E.
10 Natriumwolframat 2 8 o.E. o.E.
11 Arsentrioxid 1 5 o.E. +40
12 Arsenpentoxid 1 2; 7.4¢ o.E. o.E.
13 Phenylarsons3ure 1;5 — o.E. o.E.

* In der Regel konnten héhere Konzentrationen infolge der geringen Laslichkeit der Reagenzien
nicht gepriift werden.
** Aquimolekulares Gemisch von Borsdure und Kaliumoxalat.
*** Hier ist 100 x LD./LD, — 100 statt 4Ry angegeben.
¢ pH-Einstellung mit NaOH.

An-der Derivathbildung beteiligte Gruppen

Die beiden Cardenolide besitzen je fiinf freie OH-Gruppen, diec als Angrifisorte
der Diolreagenzien in Frage kommen. Die chromatographischen Effekte der Diol-
reagenzien werden bereits durch die Ausschaltung nur einer OH-Gruppe der jeweiligen
Diolgruppierung durch Acetylierung vollig aufgehoben. Damit ist bewiesen, dass nur
diec OH-Gruppen der jeweiligen Diolgruppierung mit dem Diolreagens ofienbar unter
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Bildung eines cyclischen Derivates reagieren. Dic Bildung cyclischer Derivate ist fiir
Borsiaure?!, Phenylborsiure”-2* und Diphenylborsiure?s:26 durch Rontgenkristall-

strukturanalyse bewiesen.

Borsauren, Borate, Boroxalat

Meta- und Orthoborsiure (Tabelle T) beeinflussen die relativen Mobilitiiten
beider Diole nicht. Offenbar sind unter den gepriifien Bedingungen die Borsdureester
nicht stabil. Im Gegensatz zur Papierchromatographie ftritt jedoch bei der Diinn-
schichtchromatographie an Kieselgel G mit Bors@ure (0.16 9, bezogen auf Kieselgel)
beim "1,3-Diol Derivatbildung ein (mobile Phase: Chloroform +10% Athanol;
100 X Rf in Gegenwart/Abwesenheit von Borsidure: 70/48), beim 1,2-Diol (bis 109
Borsdure) jedoch nicht (40/39). Die Borate (Nr. 3 und 4 in Tabelle I) sind ohne
Einfluss auf das 1,3-Diol, vermindern aber die relative Mobilitdt des 1,2-Diols erheb-
lich. Diese Spezifitit der Boratkomplexbildung und die grissere Stabilitdt des 1,2-
Diol-Komplexes gegeniiber dem Ester stehen im Einklang mit Literaturangaben
{z.B. Lit. 1 und 2).

Die Priifung des Einflusses der Reagenskonzentration im Falle von Dinatrium-
tetraborat zeigt, dass mit wachsender Reagenskonzentration (0.2 bis 2 9) die relative
Mobilitit weiter abnimmt (4 R,, = —1i0 bis —76). Dieses Verhalien Eisst den Schluss
zu, dass die wandernde Substanz das 1,2-Diol ist, dessen Wanderungsgeschwindigkeit
durch zunehmende Bildung des polaren Boratkomplexes in der stationiren Phase
reduziert wird. Der siark basische Charakter der Borate verursacht ausserdem eine
teilweise Desacetylierung beider Cardenclide sowie eine Acetylwanderung bei Acetyl-
gitoxin-a zur §-Position. Diese Effekte treten in dem gesamten pH-Bereich (pH > 8.5)
auf, in dem die Boratlésungen die relative Mobilitat beeinflussen. Verseifung und
Acetylwanderung lassen sich durch Anwendung von Kaliumboroxalat, das bei pH 5
Derivate bildet, vermeiden. Dieses Reagens wirkt ebenfalls nur auf das 1,2-Diol.

Phenylborsdure
Schon in niedriger Konzentration (0.1 %) erhdht Phenylborsdure die relative

Mobilitit des 1,3-Diols betrachtlich. Erst bei hoherer Konzentration (1 %) wird auch
die Mobilitéit des 1,2-Diols in gleichem Masse erhoht. Die Grésse der Mobilitiits-
erhohung durch Phenylborsdure ist unabhidngig von der Diolreagenskonzentration.
Danach ist die Erth6hung der Mobilitit auf die Bildung eines Phenylborsdureesters
zuriickzufiihren. Dass Phenylborsiure im Gegensatz zu Ortho- und Metaborsdure
untsr den gepriiften Bedingungen ausreichend stabile Derivate bildet, entspricht der
grosseren Hydrolysestabilitit der Phenylborsiure- im Vergleich zu den Borsiure-
estern®’.

Diphenylborsdure

Diphenylborsiure ist bei 1 9} ohne Einfluss und erhoht erst bei 5% die Mobili-
tit beider Diole. Diphenylborsiurekomplexe sind danach offenbar infolge grosseren
Raumbedarfs des Reagenses weniger stabil als Phenylborsdureester oder Boratkom-
plexe. Bemerkenswert ist, dass im Gegensatz zum Borat, das nur mit 1,2-Diolen
Derivate bildet, Diphenylborsdure mit beiden Diolen reagiert. -
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Vanadat, Molybdar, Wolframat

Die gepannten Reagenzien sind ohne Einfluss auf die relative Moblhtat der
beiden Diole und danach unter den gepriiften Bedingungen offenbar nicht in der Lage,
eine Reaktion unter Bildung stabiler Derivate cinzugehen.

Arsentrioxid, Arsenpentoxid, Phenylarsonsdure

Arsentrioxid erh6ht die relative Mobilitit des 1,2-Diols offenbar unter Bildung
eines Arsenigsdureesters, der demnach stabiler ist als der analoge Borsdureester.
Arsentrioxid reagiert dagegen nicht mit dem 1,3-Diol und verhilt sich in dieser
Bezichung wie dic Borate. Arsenpentoxid und Phenylarsonsiure sind ohne Einfluss
auf die Mobilitit beider Diole.

Praktische Verwertbarkeit

Sieben der 13 Diolreagenzien sind unter den gepriifien Bedingungen in der
Lage, die relative Mobilitit des 1,2- und/oder 1,3-Diols zu beeinflussen. Die Reagen-
zien unterscheiden sich z.T. betrdchtlich in bezug auf Spezifitiat, Richtung und Aus-
mass der Beeinflussung sowie in bezug auf die pH-Wert-Anfordemngen an die
Derivatbildung.

Fir die Anwendung zur Trennung von Cardenolidgemischen bzw. den Nach-
weis der An- oder Abwesenheit von cis-1,2- und/oder cis-1,3-Diolgruppen im Molekil
stehen damit verschiedene Méglichkeiten zur Verfiigung. Die Anwendung der Diol-
reagenzien ist dabei nicht auf die Papierchromatographie beschrinkt, sondern ist
ebensogut auch bei der Diinnschichtchromatographie!s-*” (auch an Kieselgel) moglich.
Die beschriebene Spezifitit von Phenyl- und Diphenylborsdure wurde auch beianderen
cis-1,2- bzw. cis-1,3-Diolen der Cardenolid- und Bufadienolidreihe gepriifi?®. Dabei
zeigte sich, dass sich die in dieser Arbeit gezogenen Schlussfolgerungen weitgehend
verallgemeinern lassen.
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