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A Chromatographic Evaluation of Infusion and Maceration with Folium Digitalis
lanatae

Sposrod roslinnych surowcdéw nasercowych, szczegolng uwage badaczy w ostat-
nim dziesiecioleciu zwraca naparstnica welnista — Digitalis lanata E hr h. Kompleks
kardenolidowy, wyizolowany przez Kaisera (6, 13) ze $wiezych lisci, zawiera
okolo 60 zwigzkéw o roznej sile dzialania terapeutycznego, zdolnosci resorbowania
i kumulowania sie w organizmie. Zawartosé¢ lanatozydéw A, B, C oraz gléownych
glukozydéw wtérnych w surowcu roznego pochodzenia oznaczyli Hauser, Kart-
nig, Verdino (4). Ocena surowca uprawianego w Indiach zajmowali sie Singli
i Handa (10). Enzymatyczny proces rozkladu lanatozydu A $ledzili Pitra, Po-
lakova, Kolafova (9), lanatozydu C — Bruyn i Hall (1). Zurkow-
ska i wspélpr. (14) opracowali metode iloSciowego oznaczania lanatozydu C, przy-
datng do oceny liSci naparstnicy wetnistej w skali technicznej. Ilo§ciowa metode
oznaczania zespolu kardenolidéw i lanatozydu C w liSciach tego surowca zapro-
ponowali Elbanowska i Kaczmarek (3).

Przedmiotem naszej pracy jest badanie zespolu kardenolidowego wytrawionego
w naparze i maceracie, sporzadzonych z lisci naparstnicy welnistej w oparciu o prze-
pisy FP1IV. Napary z surowcéw nasercowych sg oficynalng postacig leku nie tylko
w FP1V, ale réwniez w szeregu innych aktualnych farmakopeach — Ph. Helv. VI,
Ph. Hung. VI, PhBs III, Ph. Ital. VII, GF SSSR X, DAB 7. W przepisach poszczego6l-
nych farmakopei stwierdza sie réznice w sposobie przygotowywania naparéw. Po-
legaja one najcze$ciej na diuzszym lub krotszym czasie ekstrakcji, wyzszej lub
nizszej temperaturze wytrawiania. Maceracje z lisci naparstnicy welnistej wykona-
no celem stwierdzenia, jaki wplyw wywiera temperatura podczas ekstrakcji wodnej
na sklad kompleksu kardenolidowego.

Czesé doswiadczalna

Wedlug przepisow FP IV sporzgdzono po 200 g naparu i maceratu
z liSci naparstnicy welnistej — Digitalis lanata Ehrh. w stosunku 1 : 100.

1 Annales UMCS, sectio D, vol. XXVIII
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Otrzymane ciecze uwolniono od chlorofilu (7), wytrzasajgc je z cztero-
chlorkiem wegla (1 X 70 ml i 2 X po 35 ml). Zesp6l glukozydéw ekstra-
howano z roztworu wodnego pieciokrotnie chloroformem i mieszanina
chloroformowo-etanolowg w stosunku objeto$ciowym 1 : 1, biorac kazdo-
razowo po 50 ml rozpuszeczalnika. Polaczone wyciagi chloroformowe i chlo-
roformowo-etanolowe osuszono bezwodnym siarczanem sodu, przesgczo-
no przez zwitek waty, przemywajac kolbe z pozostalym siarczanem sodu
kilkakrotnie chloroformem. Po odparowaniu rozpuszczalnika pod zmniej-
szonym ci$nieniem w temperaturze nie przekraczajgcej 40°C, pozostalosé
roztarto pistlem z 1 g zelu krzemionkowego ,,Serva’” Heidelberg. Ca-
tos¢ wysuszono w temperaturze ponizej 40°C do zaniku zapachu chloro-
formu, wymieszano dokladnie homogenizujac z 1 g wody destylowanej,
a nastepnie przeniesiono na gorng powierzchnie uprzednio przygotowa-
nej kolumny chromatograficznej.

Kolumne chromatograficzng stanowita rurka szklana o diugosci 300
mm, $rednicy 10 mm, z doszlifowanym korkiem w zwezonej czeSci dolnej
oraz napelniona do 2’3 wysokosci zelem krzemionkowym ,Serva”
zmieszanym z rowng ilo$ciag wagowg wody destylowanej. Kolumne osa-
dzono w kolbce ssawkowej, w ktorej umieszczono odbieralnik. Zwezony
dolny koniec rurki tkwit w odbieralniku, co zapobiegalo rozpryskiwa-
niu sie wycieku z kolumny. Po podlgczeniu niewielkiego podci$nienia,
kolumne przemywano rozpuszczalnikami o rosngcej sile elucyjnej w na-
stepujacej kolejnosci: I — benzen; II, III, IV — benzen : octan etvlu 2: 1,
1:1, 1:2; V, VI — octan etylu; VII—XVI — octan etylu z dodatkiem
2, 5, 10, 15, 20% etanolu, zbierajgc poszczegdlne frakcje. Czas zbierania
jednej frakcji wynosit 15—20 minut, przy stalej szybkosci przeplywu
rozpuszczalnika. Frakcje oznaczono cyframi rzymskimi od I do XVIL
Rozpuszczalnik z kazdej frakeji usunieto w temperaturze nie pfzekracza—
jacej 40°C, a pozostalo$é rozpuszczono w 1 ml mieszaniny chloroformo-
wo-metanolowej w stosunku objetosciowym 1 : 1.

Otrzymane roztwory przebadano przy pomocy chromatografii cienko-
warstwowej w dwoch uktadach rozwijajacych:

I) octan etylu — metanol — woda 80:5:5 (11),

II) octan etylu — chloroform — metanol — 0,9% NaCl (10:5:3,5:

1 1,5/2,8).

Stosowano plytki szklane o wymiarach 15 X 20 cm, pokryte zelem
krzemionkowym ,,Serva” o grubosci warstwy 0,6 mm i aktywowane
w temperaturze 110°C przez 30 minut. Na plytki w odleglosci 2 em od
dolnej ich krawedzi nanoszono kazdorazowo po 250 ul chloroformowo-
-metanolowego roztworu badanej frakecji w postaci odcinka o dlugosci
1 c¢m, oraz po 10 ul (= 25 ug substancji) roztworéw chloroformowo-me-
tanolowych czystych glukozydéw: lanatozydu C, dezacetylolanatozydu C,
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Macerat wuktadzie I -octan etylu:metanal woda /80:5:5/
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Ryc. 2. Chromatogram cienkowarstwowy maceracji w ukladzie rozwijajacym: octan
etylu — metanol — woda 80 :5 : 5
Thin-layer chromatogram of maceration in the developing system: ethyl acetate —
methanol — water 80 :5 :5

Napar w uktadzie [[- octan etylu:chlorcform:metanol: 097 Maf! 10:5:35 15/
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Ryc. 3. Chromatogram cienkowarstwowy naparu w ukladzie rozwijajacym: octan
etylu — chloroform — metanol — 0.9% NaCl 10 :5:35:1.5
Thin-layer chromatogram of infusion in the developing system: ethyl acetate —
chloroform — methanol — 0.9% NaCl 10:5:3.5:15
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Macerat w uktadziell- octan etlu:chloroform: metanol: 09% MaCl /10:5:35:15/

- O 199 @
181001009800 B® 0|0|00|0
2

0% ) |

“ |

" @. & ! 'S @ O @ @

O N

o Ny

(73 *

o,_____a__.___le,___ N
W o Led 1 . ] we v ] Tovm a x ] X oaw aw Y AW

W = Wzorce (3 - Banva niebiesha

wod = Lanacard 4. « Zetta pomaranczona

XVl = frakge 3.« ietto-zielona

Ryc. 4. Chromatogram cienkowarstwowy maceracji w ukladzie rozwijajacym: octan
etylu — chloroform — metanol — 0.9% NaCl 10:5:3.5:1.5
Thin-layer chromatogram of maceration in the developing system: etryl acetate —
chloroform ~— methanol — 0.9% NaCl 10 :5:3.5:1.5

OMOWIENIE WYNIKOW

Napar i macerat z Folium Digitalis lanatae, sporzadzone w oparciu
o przepisy FP IV, zawierajg wieloskladnikowy zesp6l kardenolidéw (ryc.
1—4), ktérego nie da sie rozdzieli¢ prostymi metodami chromatograficz-
nymi. Kompleks ten rozdzielono polaczong technikg chromatografii ko-
lumnowej i cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym i dla kazdej z ba-
danych postaci leku otrzymano inny obraz chromatograficzny. Chroma-
togram naparu (ryc. 1) rozwijany w ukladzie octan etylu — metanol —
woda 80 :5:5 wykazuje w poszczeg6lnych frakcjach 2—6 zwigzkéw o
zréznicowanej wartosci Ry i barwie w $wietle UV. W poszezegdlnych
frakcjach maceratu badanego w powyzszym ukladzie (ryc. 2) widoczne
sg 2—4 plamy. Warto$ci Ry czystych glukozydéw mieszczg sie w gra-
nicach: lanatozyd C 0,16—0,18, dezacetylolanatozyd C 0,27—0,30, digo-
ksyna 0,36—0,40, digitoksyna 0,62—0,67, acetylodigitoksyna 0,75—0,78.

Napar w ukladzie octan etylu — chloroform — metanol — 0,9% NaCl
10:5:3,5:1,5 (ryc. 3) uwidocznil 1—4 zwigzkéw. W wymienionym ukla-
dzie niektdre frakcje maceratu zawierajg mniejszg ilo§¢ zwigzkéw anizeli
odnosne frakcje naparu (ryc. 4). Wartosci Rp wzorcéw oznaczone po chro-
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matografowaniu tg fazg ruchomg wahajg sie¢ w granicach: lanatozyd C
0,29—0,30, dezacetylolanatozyd C, 0,34—0,40, digoksyna 0,38—0,45, digi-
toksyna 0,69—0,73, acetylodigitoksyna 0,78—0,83. Roéznice w skladzie
kompleksu kardenolidowego naparu i maceratu zaobserwowane w obu
ukladach rozwijajacych spowodowane sg odmienng temperatura, w jakiej
przebiegata ekstrakcja. Wytrawianie surowca w naparze odbywa sie w
temperaturze podwyzszonej (70°C—90°C), w maceracie ekstrakcja prze-
biega w temperaturze pokojowej (okolo 20°C). Pozostale parametry —
czas wytrawiania, stopien rozdrobnienia surowca, sposéb oddzielenia ply-
nu wyciggowego — zachowano state.

Plamy glukozydéw na chromatogramach, po wywolaniu etanolowym
roztworem kwasu tréjchlorooctowego z chloraming sg koloru szaro-zie-
lonego w $wietle dziennym. Ogladane w $wietle UV wykazujg barwng
fluorescencje. Glukozydy z grupy digitoksygeniny fluoryzujg zo6tto, zétto-
-pomaranczowo-brunatno, pochodne gitoksygeniny — jasno-niebiesko,
pochodne digoksygeniny — stalowo-niebiesko. Zolto-zielona barwa nie-
ktorych plam moze by¢ wynikiem tej samej szybko$ci migracji dwéch
zwiagzkow, co w efekcie powoduje nalozenie sie¢ jednej plamy na drugs,
niebieskiej na z6ltg. Plamy zakre$lone na ryc. 1—4 linig przerywang sa
niewidoczne w §wietle dziennym, a ukazujg sie dopiero w $wietle UV.
Czulo$¢ reakceji zalezna jest od warunkdéw obserwacji. Minimalna $rednia
ilos¢ kardenolidu dajgca reakcje barwng z zastosowanym odczynnikiem,
widoczng w $wietle dziennym wynosi 0,2 ug, w $wietle UV — 0,01 ug
(12). Mniejsze rozbiezno$ci miedzy warto$ciami Rp uzyskiwano w ukla-
dzie I. W czasie pélgodzinnej ekstrakcji napar wytrawia z lisci naparstni-
cy welniste] wiecej kardenolidéw anizeli macerat, przy tym znaczng ilo§é
pochodnych digitoksygeniny.

Wnioski

1. Stosujac polaczong technike chromatografii kolumnowej i cienko-
warstwowe]j na zelu krzemionkowym, rozdzielono zesp6t glukozydéw wy-
trawiony w naparze i maceracie z lisci naparstnicy welnistej.

2. Napar i macerat z Fol. Digitalis lanatae, sporzgdzone w oparciu
o przepisy FP IV, zawierajg wieloskladnikowy kompleks kardenolidowy.
W obu preparatach stwierdzono obecno$¢ glukozydéw pochodnych digi-
toksygeniny, gitoksygeniny i digoksygeniny.

3. Podwyzszona temperatura 70°C—90°C w czasie sporzadzania na-
paru, ulatwia wytrawianie z surowca pochodnych digitoksygeniny (na
chromatogramach duza liczba plam fluoryzujacych w $wietle UV zétto,
z6lto-pomaranczowo-brunatno).
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4. W ukladzie octan etylu — metanol — woda 80:5 :5, chromatogra-
my naparu i maceratu wykazaly wiekszg liczbe plam anizeli odno$ne
chromatogramy rozwijane w ukladzie octan etylu — chloroform — me-
tanol — 0,9% NaCl 10:5:3,5:1,5.
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Otrzymano 51 1973
PE3HKOME

bnarofaps npumeHeHUO KOMBUHUMPOBEHHON TEXHWMKM KONOHOUYHOM W TOH-
KOCNONHOM xpomatorpadui 6bino oOCylwl\ecTBNEHo pasfgeneHue KapaeHoNU-
AOB, BLITPABNEHHbIX B HACTOE U Mallepaluu, KoTopble 6binu narorosneHs! co-
rnacHo npeanucavuam MNd IV us Folium Digitalis lanatae.

B kauectBe nocnepoBaTenbHbIX pacTBopuTened npumeHanuce Benzon, yk-
CYCHO3TUNIOBbIN 3(PUP, ITUAOBLIA CMPT U UX CMecH, a B kauectee obcopben-
Ta — cunuKarens.

PasgeneHHble Ha KONOHKe (PPaKLMM MCCNEAOBANMCh HA NNACTUMHKAX B ABYX
NPOSBUTENbHBIX cucTemMax. XpomMatorpammbl NPOSBASNM TPUXNOPYKCYCHOM
KMCNOTOM C XNOPaMHUHOM.

PaspeneHHele coeamHenns upeHTuduumposBanucs B ceete YM no cpas-
HEHMIO C UMCThIMM BELLEeCTBAMM NaHaATO3XAa u Ae3aueTtunnanatosupaa C, am-
FOKCHHA, AMIUMTOKCMHA M ALETHMAAUIMTOKCHHA, @ TaKXKe MO CPaBHEHUIO C KOM-
nnexkcom naHatosnaos ABC, uzonupoeaHHbiXx 3 cneuucura ,Lanacard”.

Ans kamporo u3s uccnefoBaHHbIXx meaukameHToe Bbina nonydeHa cosep-
LWEHHO Apyras Xxpomarorpaduueckas KapTuHa.

B obeux nposBMTENBHLIX CMCTEMAX XPOMATOrpamMma HacTos umena 6one-
we nNATeH, 4em XPoOMaTorpamma mauepaumm.
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B HacToe no cpasHeHuio ¢ mauepauued Buino obHapyeHo Bonblie co-
enMHEHUIH — NPOU3BOAHBIX AUIMMTOKCKHA.

SUMMARY

The application of column and thin — layer chomatographic techni-
ques is shown to make possible the separation of cardenolides isolated
from Folium Digitalis lanatae in infusion and maceration processes ac-
cording to Polish Pharmacopoeia IV procedures. Benzene, ethyl acetate
and ethanol separately and in mixtures, were used as solvent systems.

The particular column fractions were assayed on silica gel in two
developing systems using trichloroacetic acid with chloramine as a co-
lour reagent. The spots are rendered visible by UV light and compared
against the following reference substances: lanatoside C, deacetyllanato-
side C, digoxin, digitoxin, acetyldigitoxin and ABC lanatoside complex
isolated from the preparation ,,Lanacard”.

Each of assayed forms of the drug displayed distinct chromatogram.
In both developing systems infusion chromatograms developed more
spots than maceratio ones. In the infusion more derivatives of digitoxige-
nin than in the maceration were detected.



