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Oszillopolarographisches und chromatographisches Verfolgen
der gestorten Stabilitit des Lobelins

V. PARRAK. E. RADFEJOVA, F. MACHOVICOVA

Staatliches Institut fir Arzneimattelpriifung,
Bratislava

Die gewonnenen experimentellen Resultate sprechen dafiir, daf die oszillo-
polarographische Methode und die Diinnschichtchromatographie zum Ver-
folgen der gestorten Stabilitét des Lobelins herangezogen werden kann. Die
Methoden ermoglichten:

1. qualitativ die konstituell nahen Stoffe — Lobelin, Lobelanin und Lo-
belanidin — zu unterscheiden,

2. den Verlauf der sich abspielenden Reaktion zu verfolgen, — Entstehung
des Azetophenons und anderer Degradationsprodukte und zugleich auch den
Elektrodenvorgang nachzuweisen,

3. praktische Anwendung der oszillographischen Polarographie beim
Differenzieren des Degradationsproduktes — Azetophenons — neben Lobe-
lin im Konzentrationsbereich 0,2—f0,3 % und der Diinnschichtchromatogra-
phie zur Differenzierung des Azetophenons und anderer Degradationspro-
dukte.

Die Kenntnisse iiber die Haltbarkeit der Arzneimittel und Arzneizubereitun--
gen sind noch ungeniigend. Deshalb muf3 gefordert werden, daB schon bei der
wissenschaftlichen Entwicklung neuer Arzneisubstanzen, aber insbesondere
bei Industrie-Priparaten dieser Angelegenheit eine viel groBere Bedeutung
beigemessen werden soll.

Die oszillographische Polarographie kann — wie es die experimentellen
Ergebnisse bestdtigten — zum Verfolgen der Zersetzungsvorginge zum
Beispiel in verschiedenen Arzneiformen in Abhédngigkeit von verschiedenen
negativ wirkenden Faktoren wie: a) Luftsauerstoff, b) Einflu des Lichtes,
¢) Verdnderung der Temperatur, d) pH des Milieus, verwendet werden.

Mit dem Studium der Zersetzung verschiedener Stoffe auf dem Wege der
oszillographischen Polarographie befafiten sich J. Heyrovsky [1, 2], M. Hey-
rovsky [3], R. Kalvoda [4—6], F. Santavy [7, 8], L. Molnar [9—11],
G. Du8insky [12—14], M. Maturova [15, 16], H. Berg [17, 18] und andere.

Die von uns schon durchgefiihrten Untersuchungen [19—23] wiesen darauf
hin, daB die oszillographische Polarographie z. B. zum Verfolgen der Hydrolyse
allein und event. darauffolgender Oxydation, der Nitrierung und auch zur
Konstitutionsaufkldrung herangezogen werden kann.

Mit der chromatographischen Trennung der Lobelia-Alkaloide befafiten
sich mehrere Autoren [24-—28], aber sie verfolgten nicht die Beschddigung der
Stabilitdt des Lobelins in verschiedenen Arzneiformen.

In der Gegenwart wird das Lobelin nicht aus Pflanzen isoliert, sondern
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es wird ausschlieBlich nur synthetisch hergestellt. Interessant ist, daB auch bei
der Synthese, also nicht nur bei der Isolierung aus Lobelia inflata ein Gemisch
der Basen Lobelin, Lobelanin und Lobelanidin gewonnen wird, wodurch
nicht nur beim Extrahieren aus dem pflanzlichen Material, aber auch bei der
Synthese die gegenseitige Trennung der drei genannten Basen das Haupt-
problem ist [29, 30].

In dieser Arbeit verfolgten wir oszillopolarographisch und chromatogra-
phisch die gestorte Stabilitat des auf einem Piperidinkern gebauten Alkaloids —
Lobelin. Zugleich wurde dieses Verfahren zur Unterscheidung konstituell
naher Stoffe herangezogen.

Experimenteller Teil

Die polarographischen Untersuchungen wurden auf dem Polarograph Heyrovsky
Typ LP 60 durchgefiihrt, die oszillopolarographischen Messungen wurden auf dem
Polaroskop P 576 vorgenommen. Die Konstanten wurden schon angefiihrt [22].

Zur Chromatographie wurden Kammern verwendet, in welche Filtrierpapier einge-
bettet wurde, um eine griindliche Séttigung zu erreichen. Es wurde auf Glasplatten
in Format 10 X 15 cm gearbeitet. Als Adsorptionsmaterial wurde Kieselgel aus VUPL*
KerngroBe 0,05—0,1 mm, maximale Wassersorption 85 9, verwendet. Die Adsorptions-
schicht wurde folgendermaf@en hergestellt: 25 g Kieselgel + 5 g Gips + 80 bis 90 g Wasser.
Der ziemlich dinnflissige Brei wurde 1 Minute lang bearbeitet, dann mit Hilfe eines
Streichgerites auf Glasplatten aufgetragen und bei Laboratoriumtemperatur getrocknet.
Nach dem Auftragen von 20—30 pug der Probe wurde in gesédttigten Kammern ent-
wickelt. Als FlieBmittel wurde Chloroform—Benzen (1 1) mit Ammoniak geséttigt,
verwendet, wobzi noch eine Schale mit Ammoniak separat in die Kammer hineingestellt
wurde. Nach Trocknen der Platten detegierten wir mit Dragendorff-Reagens.

Zur Unterscheidung des Azetophenons neben Lobelin arbeiteten wir mit Aluminium-
oxid als Sorptionsmittel. Das alkalische Aluminiumoxid (Lachema) hatte eine Kern-
gréBe von 0,06 mm und Aktivitdt IV nach Brockmann.

Die Adsorptionsschicht wurde ohne Bindemittel durch ein einfaches Aufstreuen und
Gldatten mit einem Glasstédbchen vorbereitet. Als FlieBmittel wurde Benzen verwendet.
Zur Entwicklung wurde Dragendorff-Reagens, wie auch 2,4-Dinitrophenylhydrazin nach
K. Macek verwendet. Lobelin reagierte mit Dragendorff-Reagens und Azetophenon gab
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin intensive gelb-orange Flecke.

Die Adsorptionskurven wurden mit dem Universal-Spektrophotometer Carl Zeiss,
Jena, gemessen. Es wurden Quarzkiivetten von & 1cm verwendet.

Ergebnisse

Lobslin (I) und Lobelanidin (III) sind Reduktionsprodukte des Lobelanins (II): (Sche-
ma 1). Wird Lobelin oxydiert, so bildet sich das Diketon Lobelanin, durch Reduktion ein
Dialkohol — Lobelanidin. Lobslin mit Lobelanin und Lobelanidin bilden den Hauptteil
des Alkaloidengehaltes der Pflanze Lobelia inflata. Die oszillopolarographischen Unter-

* VUPL, Prag von Ing.J. Pitra, C. Sc.
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suchungen wurden in 1 M-LiOH vorgenommen (Abb. 1). Lobelin hatte @-Werte: 0,68;
0,77; 0,90 kathod. und 0,23; 0,50 (0,60) anod. Lobelanin: 0,64; 0,85 kathod. und 0,25;
0,50 anod. Lobelanidin: (0.43); 0,72 kathod. und 0,50 anod.

D

PR,
Abb. 1. dE/dt = f(E) Kurven des Lobelins Abb. 2. dE/dt = f(E) Kurve des Lobelins
(I), Lobelanins (II) und Lobelanidins (I1I) in 1 mM-LiCl.
in 1 M-LiOH. Konzentration des Lobelins 104 M.
Die Konzentration aller drei Alkaloide war
1 103 m.

Bei steigender Konzentration des Lobelins von 5 10-% M auf eine Konzentration von
1 103 wM in 1 M-LiOH vertieft sich markant der kathodische Einschnitt @ 0,68 und es
bildet sich ein weiterer kathodischer Einschnitt @ 0,90 und ein weniger entwickelter
Einschnitt mit @ 0,77. sowie zwei anodische Einschnitte mit @ 0,23 und 0,50. Aus diesen
Ergobnissen geht hervor, daB dieses alkalische Milieu beim oszillopolarographischen
Studium verwendet werden kann, da nicht einmal nach 20 Minuten Verdnderungen
zum Vorschein kamen.

Auch das neutrale Milieu (Abb. 2) kann zur Unterscheidung des konstituell nahen
Stoffes herangezogen werden, besonders das 1 N-LiCl, in welchem sich das Lobelin
am interessantesten verhédlt. Auf der kathodischen Seite der Kurve bilden sich zwei
gut sichtbare Einschnitte mit @ 0,72; 0,83 und auf der anodischen Seite eine Vertiefung.
Die Form und GroBe der Einschnitte verinderte sich in diesem Milieu nicht einmal
nach 50 Minuten.



372 V. Parrdk. E. Rad&jova, F. Machovitovd

MJ uw,%llllw /

' \h
"l IIHM )
—> i \ k)
Q2v \MJ‘ @'},‘w‘ MMWNM‘
ul,'!'t "{' R ‘e‘
l'll.“}‘l'll‘ |ikb i ‘”\V'N'““ i I,w\
lic’]":iw l(l"'i II!‘I."\"'\l I '\ i
'}l‘l‘l i e &
n'j i;,l l,l.l" \l’l
} ll!‘ ‘\“‘ ‘!.'A"
.J |‘-§' i i
.'v: Il'l‘ "l\' “ol
‘J lh!ii. é“ll &
‘! Uil -1'::‘ &
I-'“ A
| I "1' A
& Ww’ K“' l,‘nw“\\' .
l!'f 3 l“ v 5 A ”,‘,..-_',_‘,'-,'.‘.‘.‘. .
' "",'.'.\"‘:‘."A h LI'II,IIV'MW& s “““\',\“\\\\u ﬁ“.".iﬂf..,.',"“,‘i'.'\ s
2 3 4

Abb. 3. Polarographische Kurven des 5 10-* M Lobelins in
Britton—Robinson Puffer.
1. pH 2,8; 2. pH 10 nach 2 Stunden bzi normaler Temperatur; 3. pH 10 nach 24 Stunden
bei normaler Temperatur; 4. pH 10 nach 15 Minuten langem Erhitzen bei 90 °C.
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Abb. 4. Polarcgraphische Kurven des Lobelins und seines Zersetzungsproduktes: Azeto-
phenon in Britton—Robinson Puffer, pH 6,8.
1. 104 » Lobelin; 2. 5 10-* M Lobelin; 2 10-¢® M Azetophenon; 3. 5 . 10~4 M Lobelin;.
4.10-% M Azetophenon; 4. 5. 10~ M Lobelin; 6 . 10-¢ a1 Azetophenon.
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Auf der Abbildung 3 und 4 ist das polarographische Verfolgen der Bildung des Degra-
dationsproduktes — Azetophenon — dargestellt. Aus gewonnenen FErgebnissen geht
hervor, daB sich beim Ubergang ins alkalische Milieu und bei steigender Temperatur
Azetophenon besonders schnell bildet.

Auf der Abbildung 5 ist das oszillopolarographische Verhalten des Azetophenons
neben Lobelin in Britton—Robinson Puffer (pH 6,5) veranschaulicht. Bei erhohter
Konzentration des Azetophenons erhalten wir einen Einschnitt vom @ 0,75. Dieser
nihert sich sichtbar zur Verbindungslinie beider Endpunkte der oszillographischen
XKurve.

- b

Abb. 5. dE/dt == f(E) Kurven des Azetophenons ncben
Lobelin in Britton—Robinson Puffer, pH 6,5.
Konzentration des Lobelins 5 104 m,
des Azetophenons: @) 2 10—¢ M; b) 2. 10-5 ».
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Abb. 6. Kieselgel + 20 9, Gips, System: A4bb. 7. Alkalisches Aluminiumoxid —

Chloroform—Benzen (1 1) mit Ammoniak
(25 9%) gesittigt, Detektion:
Dragendorff-Reagens.
Bemerkung: Azetophenon hat den Rg-Wert
0,95.

a) 0,34 Lobelanidin; b) 0,65 Lobelin;
¢) 0,84 Lobelanin.

Aktivitdt IV nach Brockmann—Schodder,
System: Benzen, Detektion: Dragendorff-
Reagens,‘ 2,4-Dinitrophenylhydrazin.
@) 0,00 Lobelin HC); b) 0,80 Azetophenon.

Die Kieselgel-Diinnschichtchromatographie erwies sich (Abb. 6) zur Trennung der
drei Lobelia-Alkaloide als besonders vorteilhaft. Lobelin hatte einen Rp-Wert 0,65,
Lobelanin 0,84 und Lobelanidin 0,34. Diese drei Alkaloide wurden als Basen oder Salze
aufgetragen und es zeigte sich kein wesentlicher EinfluB auf die Form und Rp-Werte der
Flecke.
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Die Methode der Diinnschichtchromatographie bewédhrte sich gut (Abb. 7) auch zur
Trennung und Unterscheidung des Azetophenons neben Lobelin. Im gegebenen Falle
arbeiteten wir mit Aluminiumoxid als Sorptionsmittel, Benzen als FlieBmittel wurde
mit Dragendorff-Reagens und 2,4-Dinitrophenylhydrazin (nach K. Macek) detegiert.
Die Rp-Werte von Lobelin waren 0,00 und Azetophenon 0,80.

Beim qualitativen Untersuchen gelb verfirbter Injektionslésungen erhielten
(Abb. 8) neben Lobelin noch weitere 5 Flecke in folgender Reihe: x; — Ry 0,00; x, —
Rp 0,05; v, — Rp 0,34; x; — Ry 0,55; 2; — Rp 0,84.

Re

Abb. 8. 1. Lobelin HCI — farblose Injektions-
losung; 2. Lobelin HCl — alte Injektionslosung
(8-jahrige)-farblose; 3. Lobelin HCl — alte
Injektionslosung (8-jdhrige)-gelb verfirbt; 4. @
Modell-Zersetzung: 6 9% Lobelin HCl in metha-
nolischer Lésung, bei 100 °C 15" erhitzt, dann
24 Stunden lang stehen gelassen bis zur Far-
bung; Kieselgel + 20 %, Gips, System: Benzen—
Chloroform (1:1) mit Ammoniak (25 %)
gesiittigt, Detektion: Dragendorff-Reagens.
Bemerkung: Azetophenon hat den Rp-Wert 0,95,
Detektion mit

2,4-Dinitrophenylhydrazin. 8 8 b
a) 0,00x; b) 0,05z, c¢) 0,34z, d) 0,55 x,;

e) 0,65 Lobelin; f) 0,84 x;.

O OO
O O Do
O OO

Beim Vergleich der Ergebnisse ist ersichtlich, daBl der Rp-Wert des w,-Stoffes demr
Rp-Wert des Lobelanidins und des x;-Stoffes dem Rp-Wert des Lobelanins éhnelt. Die
restlichen drei Stoffe gelang es nicht chromatographisch zu identifizieren.

Die UV-Absorptionskurven der Eluate gaben Maxima bei 243 nm; sie stimmen also
mit Lobelin iiberein (Abb. 9), wobei sie durch einen hypochromen Effekt nicht charakte-

Abb. 9. Kurven des UV-Spektrums der dthanolischen Eluate
durch chromatographische Diinnschichttrennung
erhaltener Stoffe.

1. Kurve des Eluates von 4 unterhalb des Lobelins stationier-
ten Flecken (Rp 0,0; 0,05; 0,34; 0,55) in 1 M-LiCl-Losung;
L N D) 2. Kurve des eluierten Lobelins (Rp 0,65); 3. -Kurve des

o 300 nm eluierten Fleckes oberhalb des Lobelins (Rr 0,84).
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risiert waren. Da die einzelnen aus der Diinnschicht eluierten Flecke keine markanten
Maxima zeigten, haben wir spektrophotometrische Messungen in UV-Gebiet eines Ge-
misches der Eluate von vieren — unterhalb des Lobelins stationierten Flecken (mit
Rp-Werten 0,00; 0,05; 0,34; 0,55), und des eluierten Fleckes oberhalb des Lobelins
(Rp 0,84) wie auch des Lobelins allein (Rp 0,65) vorgenommen. Eluiert wurde mit Athanol.
Diese Arbeitsweise wéhlten wir deshalb, da wir auch beim Auftragen von 100 pg Stoffes
die fiir das Messen bendtigte Menge der Zersetzungsprodukte nicht gewinnen konnten.

Nach dem Abdampfen der zubereiteten Eluate und wiederholter Kristallisation im
Athanol gewannen wir nadelférmige Kristalle, welche bei 180—185 °C schmelzten.

Auf der Abbildung 10 sind die Oszillogramme der édthanolischen Eluate dargestellt.
Um Ungenauigkeiten vorzubeugen wurde auch ein Oszillogramm vom &thanolischen
Eluat einer solchen Menge des Kieselgels, welche der Menge des Kieselgels mit den Flecken
des Degradationsproduktes entsprach, aufgenommen (Oszillogramm a). SchlieBlich wurde
die oszillographische Kurve eines Gemisches der Eluate von oberhalb des Lobelins
stationierten Flecken (mit Rp-Werten 0,0; 0,05; 0,34; 0,55) in 1 M-LiCl ermittelt. Der
Einschnitt auf der kathodischen Seite hat einen @-Wert 0,72.

©
a a b

PR1o PRt

Abb. 10. dE/dt = f(E) Kurve. Abb. 11. dE/dt = f(E) Kurven.
a) Eluat der Kieselgelschichte als Ver- a) Eluat der Kieselgelschichte als Ver-
gleichslosung; b) Eluat von 4 unterhalb gleichslésung; b) Eluat des Fleckes ober-
des Lobelins stationierten Flecken (R 0,0; halb des Lobelins (Rp 0,65) in 1 M-LiCl.
0,05; 0,34; 0,55) in 1 M-LiCl.

Auf der Abbildung 11 sind die Ergebnisse des Eluates vom oberhalb des Lobelins
stationierten Fleckes mit Rp 0,84 veranschaulicht. Der kathodische Einschnitt hat
einen @Q-Wert 0,72, so wie auf dem Oszillogramm des Lobelins im LiCl-Milieu.

Diskussion

An Hand der verschiedenen @-Werte wie auch des Charakters der Ein-
schnitte ist es moglich oszillopolarographisch Lobelin, Lobelanin und Lobela-
nidin separat zu verfolgen.

Bei unserer Arbeit stellten wir fest, dal das Degradationsprodukt in Injek-
tionslosungen oder Tabletten in einer Konzentration von 0,2—3 9, erscheinen
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kann und seine Bildung von der Temperatur, Zeit, gegebenenfalls auch vom
Lichte abhéngig ist.

Die klassische Polarographie ermdglichte in Britton—Robinson Puffer
(pH 6,8) die Bildung des Degradationsproduktes — Azetophenon — in einem
Konzentrationsbereich von 2 10-®mM bis 6 10-¢ M zu verfolgen, wobei die
Ausscheidung beim Halbstufenpotential von —1,3 V erfolgt.

Die Untersuchung des Azetophenons allein in 1 M-LiOH auf einer Zeitbase
von 10—60 Minuten zeigte, daf} es keinen wesentlichen Veranderungen unter-
liegt. In Britton—Robinson Puffer (pH 5, 6, 7) gibt dieses Degradationsprodukt
keine so typischen Einschnitte wie in 1 M-LiOH. Die beste Moglichkeit einer
oszillopolarographischen wie auch polarographischen Unterscheidung des
Degradationsproduktes — Azetophenon — neben Lobelin bietet sich in
Britton—Robinson Puffer bei einem pH von 6,8.

Die Kieselgel-Diinnschichtchromatographie erwies sich zur Trennung der
drei Lobelia-Alkaloide als besonders vorteilhaft. Lobelin hatte einen Rr-Wert
0,65, Lobelanin 0,87 und Lobelanidin 0,28. Diese drei Alkaloide wurden als
Basen oder Salze aufgetragen und es zeigte sich kein wesentlicher EinfluB
auf die Form und auf den Er-Wert der Flecke.

OSCILOPOLAROGRAFICKE A CHROMATOGRAFICKE
SLEDOVANIE PORUSENIA STABILITY LOBELINU

V. Parrék, E. Radgjovd, F. Machovidovd

Stétny tstav pre kontrolu liediv,
Bratislava

Oscilopolarograficky a chromatograficky sa skumal lobelin a jemu Struktirne che-
micky blizke ldtky, ako je lobelanin a lobelanidin. Opisuje sa dynamické Stiepenie
skumanych ldtok a identifikdcia Stiepnych produktov vo farmaceutickych prepardtoch.

OCHILLIONOJAPOTPAMIIUECROL
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HAPYIEHHOM YCTOMYIIBOCTH JOBEIIHA

B. Happak, K. PageitoBa, ®. Maxo nuoBa
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