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( &rerreich) 

(Eingegangen am 7. Juli 1951) 

SL’MMARY 

QuatltiQTcation of mcardetzolides in cell crritwes of Digitaiis 

As cell cultures of Digitalis seem to form only a few cardenolides, a simple 
method for the identification and quantification of cardenolides from cell culture 
material was prepared. The ethanolic extract of the cell material is purified by column 
chromatography using the reversed-phase sorption material LiChroprep RP-I S. The 
eluted cardenolides are separated by thin-layer chromatography on silica gel using 
different solvent systems. Quantification of cardenolides is carried out by measuring 
UV absorption i/z situ. The total analysis requires about 14 h. 

EINLEITUNG 

Fiir die Analyse der Cardenolidmuster 
Arten verwendeten wir bislang das zwar sehr 
zeitraubende Verfahren nach Kaiser’ mit der 

von Gewebekulturen aus Digitalis- 
genaue und verl%sliche, dafiir aber 
Quantifizierung der Hauptglykoside 

nach Fuchs er al.‘. Als zus%zliche Verfahren beniitzten wir nach der Fraktionierung 
iiber Silicagel’ die diinnschichtchromatographische (DC) Auftrennung nach Kartnig 
und NGhammer3 und die Auftrennung mittels Hochleistung-Diinnschichtchromato- 
graphie (HPTLC) nach Kartnig und Kobosila mit der Quantifizierung durch Remis- 
sionsmessung in situ. 

Da die Cardenolidgehalte der Gewebekulturen aus Digitalis-Arten im allge- 
meinen wesentlich geringer sind als die der Digitalis-Pflanzen und -Drogen, werden 
fir eine Analyse nach Kaiser 150-250 g Gewebe benijtigt- Die Anzucht solcher Ge- 
webemengen nimmt, insbesondere in Oberfl&hengewebekulturen, relativ vie1 Zeit in 
Anspruch- 

Ausgehend von der Beobachtung, dass in den im Laufe von acht Jahren von 
uns angelegten und analysierten, zahlreichen Gewebekulturst&nmen aus Digitalis 
purpztrea und lanata maximal fiinfzehn Cardenolide aufgefunden werden konnten, 
wurde die nachstehende Analysenmethode ausgearbeitet, die nur ca. 10 g Unter- 
suchungsmaterial und ca. 13-14 h Arbeitszeit beniitigt. 
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EXPERIMEhTELLES 

Extraktion des G2webes 

Es we&n 10 g Gewebe mit 29 ml Athanol(96 %) versetzt, mit einem Ultraturrax 
durch ca_ 5 min zerkleinert und sodann iiber 15 min unter Ri.ickflusskiihlung am 
Wasserbad extrahiert. Das blanke Filtrat wird unter vermindertem Druck (Rotava- 
par) zur Trockene gebracht und in IO ml AthanoI (70 “/, v/v) aufgenommen. 

Reinigung ties iithanolischen Estraktes 

10 g LiChroprep RP-IS (Merck, Darmstadt, B-R-D., Nr_ 13900) werden in 
insgesamt 50 ml Athanol(70 %) suspendiert und annghernd quantitativ in eine Glas- 
s5ule (c-a_ 300 x S mm I.D.) geftillt. Nach Abtropfen des iiberstehenden Ethanols 
werden die 10 ml Extrakt (s. Exrraktiorr des Gewebes) in einem aufgebracht. Elution 
drr Cardenolide mit .&hanol(70‘!,). Vorlauf 10 ml. Auffangen von IO Fraktionen zu 
Z ml. 

DC Ermittlmg des CcrrderIoii~~~ncsterss 

Abdunsten des Ethanols der einzeinen Fraktionen und Aufnehmen der Riick- 
St&de in jeweils O-5 ml Chloroform-Methanol ( I: I)_ 

Sorptionsschicht: DC-Alufolien KG 60 (Merck. Nr. 5553). selbst Seschnitten 
in Streifen von IO x 5 cm (“Mikro-DC”). 

Auftragemenge: 3.0 fi (Auftragen mit 0.75,ul Mikrokapillare). 
Fliessmittelgemisch I (FG I): Cyclohexan-Aceton-Eisessig (4.9:4_9:0.2) (Un- 

ter bestimmten Umstgnden erweisen sich die Volumsrelationen (3.1:6.7:0_2). 
(3_7:6.1:0_2) oder (4.3:5.5:0.2) als brauchbarer). 

Fliessmittelgemisch II (FG II): Chioroform-Methanol (8.0:2_0) (Unter be- 
stimmten UnstXnden erweisen sich die Volumsrelationen (7.0:3.0), (S.5:1.5) oder 
(9.O:l.O) als brauchbarer). 

Laufstrecke: 7 cm, Entwicklungszeit mit FG I und FG II CCI. 15 Min. 
Detektion: Bespriihen mit Trichloressigslurereagens nach Aldrich et (I!.’ [3_3 g 

Trichioressigs%tre in 10 ml Chloroform und 2 Tropfen H1O, (30 “/)I_ Betrachten im 
UV-Licht (254 nm)_ Bespriihen mir den Reagentien nach Kedde undioder Baljet. 

Qmzntijii=ierrmg d2r Curd2nolide 

Durch tMessung der Remission in situ van einer undetektierten Bahn quer zur 
Laufrichtung. Spektralphotometer Zeiss PlMQ 3 mit Zusatz zur Direktauswertung. 
Schreiber Servogor Sb, 200 mV_ Messung bei 225 nm_ Untere Messgrenze fur Agly- 
kone c-a. 150 ng. fiir Tetraoside C’CI. 300 ng. Relative Standardabweichung fiir Agly- 
kone i_ 2-80 :,A_ fur Bioside + 2.5 1 7; und fiir Tetraoside &- 2.90 “/;;_ Ablesung an den 
entsprechenden Eichkurven (Fig. 1). 

Duner der _4n&s2 

Die Analysendauer betrsgt 13-14 h. 

Regenerarion tier LiChoprep RP-18 S&de 
Elution der Verunreinigungen mit Chloroform_ Nachwaschen mit 70 5, _&ha- 

nol. LiChroprep RP-IS ist oftmalig venvendbar. 
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Fig. 1. Eichkunxn bei Remissionsmcssung in sirrr (215 nm; undetekrien). 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die vorgestellte Analysenmethode zeichnet sich durch geringen Untersu- 
chungsmaterial- und Zeitaufwand aus. Diese Verbesserungen konnten durch vier 
Anderungen gegentiber herkommlichen Verfabren erreicht werden: 

( 1) Ersatz der tiblichen Reinigung des Drogenextraktes mittels Ausschiittelung 
durch s&rlenchromatographische Reinigung tiber dem Reversed-phase-SWlenmate- 
rial LiChroprep RP-IS. (Extrakte aus Digitalis-Gewebekulturen enthalten wesentlich 
weniger Extraktivstoffe als Extrakte aus Digitalis-Drogen). 

TABELLE 1 

RFWERTE EiNlGER CARDENOLIDE (AGLYKONE, DIGITOXIGENINGLYKOSIDE. TE- 
TRAOSIDE) 

Dtg = Digitoxigenin, Dgx = Digitoxose. 

Digitoxigenin 
Gito.tigmin 
Digo_xigenin 
Diginatigenin 
Gitaloxigenin 
Dtg-Dgx 
Dtg-Dgx-Dgx 
Dtg-Dgx-Dg..-Dgs 
PurpureagIykosid A 
Purpuresglykosid B 
Lanatosid A 
Lzumtosid B 
Lzmatosid C 

FGI FG II 
(~.9:-LY:O.~) (i!w:2.0) 

0.74 OS4 gelb 
0.61 0.76 blau 
0.50 0.71 blau 
0.41 0.61 blau 
0.68 0.81 blsu 
0.54 0.80 gelb 
0.50 0.77 gelb 
0.41 0.76 gelb 
0.01 0.46 gelb 
0.00 0.37 blau 
0.07 0.58 geelb 
0.04 0.54 blau 
0.01 0.50 blau 

l Nach Besprtihen mit Trichloressi~iure-Reagens (Aldrich cr 01.~). 



4-s Th. KARTNIG 

(2) Weglassen der s&lenchromatographischen Fraktionierung der extra- 
hierten Cardenolide iiber Silicagel, da 15 bis 20 Cardenolide durch DC- und HPTLC- 
Systeme ausreichend getrennt werden kiinnen- 

(3) Ersatz der Papierchromatographie (PC) durch “Mikro-DC” und HPTLC. 
(4) Ersatz der kolorimetrischen Quantifizierutig durch Remissionsmessung ifz 

situ. 

Fiir den Reinigungseffekt der LiChroprep RP- 1 S S3ule am Bthanolischen, car- 
denolidhiiltigen Auszug aus den Gewebekulturen sind folgende Kriterien ausschlag- 
gebend I 

;irlra,loiX-on=eiltrarioll des x reinf~ende~l E-x-tr&res_ Der beste Reinigungseffekt 
xvird bei einer .&hanolkonzentration \-on 70 O’ ,” erzielt. Da der Wassergehalt der 
Gewebe etwas schwankt. Lvird der prim&e &hanolisch-w%srige Extrakt im Va- 
kuumrotationsverdampfer zur Trockene gebracht und sodann mit 70 ?i AthanoI auf- 
gsnommen (=irlfir~tge~oiit~lIelI). 

Mengem-elmion Gewebe-LiChroprep RP-lb’. L’nter Einhaltung einer entsprech- 
snden S%ulendimension (s-u. “S%ulendimension”) reicht dsr Reinigungserek: von Li- 
Chroprep RP-1 S bei einer &hanolkonzentration von 70 7, annghemd ftir die gleiche 
Gewebemenge frisches Gewebekulturmaterial (Trockenrtickstand cu. 5 56). Zur Rei- 
nigung eines Extraktes aus 10 g Gewebekulturmaterial sind demnach IO g LiChro- 
prep RP-IS niitig. (Bei Digitalis-Drogen reichen 10 g LiChroprep RP-IS nur ftir die 
Reinigung eines Extraktes aus 1 g Droge!). 

Siini~ll~ir?leJlsion. Fiir eine ausreichende Reinigung des Drogenestraktes muss 
die S~ulenI%llung eine Mindesthiihe auf\veisen. Fiir 10 g LiChroprep RP-1S (aus- 
reichend fiir die Reinigung von maximal IO g Gewebe) darf der S%ulendurchmesser 
nicht mehr als S mm betragen. 

.-1rifir~lgel-olrmlzriz. Der Reinigungs- bz\v. Elutionseffekt ist mit vom Auftrage- 
volumen abhiingig. Zu grosse Auftragevolumina fi.ihren zu einer schlechten Abtren- 
nung der Verunreinigungen. Das kieinstmiigliche Auftragevolumen wird von der 
Liislichkeit des Abdampfriickstandes des Primgrextraktes im 70:~ Athanol be- 
stimmt. Es betrrtgt im allgemeinen pro 1 g Gewebekulturmaterial 1 ml AthanoI 
(70’?,). d-h_ fiir IO g Gewebe 10 ml iithanol (7Op;). Lvobei der Riickstand unter 
leichtem Erwarmen aufgenommen wird. L’nmittelbar nach dem Einziehen der auf- 
gebrachten 5thanolischen Liisung wird mit der Elution mit 70 “/A Athanol begonnen. 

Bei der Elution mit 70”.,‘, AthanoI aus der LiChroprep %iule erscheinen die 
Cardenolide nach ihrer chemischen Struktur beim Austritt aus der LiChroprep RP-IS 
ml. Die Verunreinigungen verbleiben zum griissten Teil als schmaler. dunkelgriiner 
Ring am Start_ Die Cardenolid-enthaltenden Fraktionen (z-B_ zu je 3 ml) sind unter 
Umstanden leicht gelblich-brzunlich gef&bt. jedoch stiiren diese miteluierten Verun- 
reinigungen die folgende DC-Auftrennung der Cardenolide nicht. Eine Reihung der 
Cardenolide nach ihrer chemischen Struktur beim Austritt aus der LiChroprep RP-IS 
S%ule konnte nicht beobachtet werden_ (Nach Abschluss der Elution werden die 
Verunreinigungen mittels Chloroform und darnach mittels 70’); Athanol aus der 
St?ule gewaschen und die S;iule damit regeneriert. Das LiChroprepmaterial ist oft- 
malig verwendbar). 
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Auftrennmg rind Identijzierung der Cardenoiide 
Das iiblicherweise in Fraktionen zu 2 ml aufgefangene Eluat der LiChroprep 

RP-18 Sgule kann tir den Fall, dass nur wenige Cardenolide vorliegen, zusammen- 
gelegt und der Untersuchung mittels DC und HPTLC zugefiihrt werden, die Frak- 
tionen kiinnen aber such -fiir den Fall, dass mehrere Cardenolide vorliegen- fiir 
sich getrennt chromatographiert werden. In jedem Fall wird die Elutionsfliissigkeit 
(70 % kithanol) abgedunstet und der Riickstand in 0.5 ml Chloroform-Methanol 
(1: I) aufgenommen. 

Die chromatographische Auftrennung der Cardenolide erfolgt auf DC-Alufo- 
lien KG 60 in der Griisse von 10 x 5 cm (selbst geschnitten), die bei kiirzerer Ent- 
wicklungszeit einen besseren Trenneffekt als solche der Griisse 20 x 20 cm erbringen. 
Als Fliessmittelgemische werden die Systeme Cyclohexan-Aceton-Eisessig und Chlo- 
roform-Methanol verwendet, wobei die quantitative Zusammensetzung je nach vor- 
handenem Cardenolidmuster variiert werden kann (s. Experimentelles). FG I eignet 
sich besonders zur Auftrennung der Aglykone, FG II besonders zur Auftrennunc der 
Tetraoside (s. Tabelle I)_ 

Zur eventuellen Erhiirtung der DC-Befunde kann zus%zlich das HPTLC- 
System nach Kartnig und KobosilS herangezogen kyerden. 

Die Identifizierung der Cardenolide erfolgt an Hand von authentischen Ver- 
gleichssubstanzen, in vereinzelten F%llen an Hand des R,-Wertes oder durch Inter- 
polieren des R,-Wertes. Die Fluoreszenzfarben der Flecke (Trichloressigs%.ure; 254 
nm; gelb = Digitoxigeninderivate, stahlblau = Digoxigeninderivate. leuchtend blau 
= die Derivate der drei iibrigen Aglika) sind eine weitere Hilfe. Ffir die Absicherung 
fraglicher Ergebnisse kann die beschriebene “Mikro-DC” such in zweidimensionaler 
Form unter Verwendung der beiden Fliessmittelgemische I und II oder des HPTLC- 
Trennsystems nach Ksrtnig und Kobosil’ herangezogen werden. 

Die Quantifizlzrun, a der Cardenolide erfolgt durch Remissionsmessung in situ 

bei 225 nm6. Die 1Messung wird am besten auf einer nicht-detektierten Bahn durch- 
geftihrt. Sie kann allerdings such auf einer mit Trichloressigs5ure-Reagens nach Al- 
drich er aL5 detektierten Bahn erfolgen, jedoch ist dabei die Empfindlichkeit ent- 
sprechend geringer- Die Remissionsmessun, * nach Detektion mit dem Reagens nach 
Baljet ist bei 225 nm wohl durchfiihrbar, aber ebenfalls wenig empfindlich, wshrend 
die Messung nach Besprfihen mit Keddes Reagens auf Grund der zu unruhigen Nul- 
linie nicht miiglich ist_ Die Fluoreszenzmessung (Detektion mit Trichloressi@ure- 

Reagens) brachte keine befriedigenden Ergebnisse, da die Flecken zum Teil inhomo- 
gene Fluoreszenzfarben (z-B_ im Zentrum blau, <am Rande gelb) aufweisen. 

Die Remissionsmessung wird quer zur Laufrichtung durchgefiihrt. Die Sprei- 
zung am Schreiber ist je nach vorhandener Lardenolidmenge zu wanlen. Durch Ver- 
wendung der HPTLC (Auftragen mittels Platin-Iridium Mikrokapillare) kann die 
Erfassungsgrenze noch weiter (auf C’LI_ 50 ng fiir Aglyka) gesenkt werden (s_ Kartnig 
und Kobosil’)_ 
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