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Authentisches Py-tetrahydro-alstonin stimmte in Smp., Drehwerten und UV.-
Absorptionsspektrum mit unseren beiden Hydrierungsprodukten iiberein; Misch-Smp.
aller drei Produkte ohne Depression.

Die Mikroanalysen wurden in den mikroanalytischen Laboratorien der CIBA
Alktiengesellschaft (Dr. Gysel) ausgefiihrt. Die Spektren verdanken wir den Herren Dr. Gy-
sel (CIBA AQ.) und P.-D. Dr. Ginthard (ETH.). Ferner sind wir der CIBA AQ. fiir das
Ausgangsmaterial und dessen Extraktion, sowie Herrn Dr. R. C. Elderfield fiir die Uber-
lassung von Alstoninproben zu grossem Dank verpflichtet.

Zusammenfassung.

Aus den Wurzeln, bzw. Rinden afrikanischer Rauwolfia-Arten
{(R. vomitoria und R. obscura) wurde Alstonin isoliert und durch
kristallisierte Salze und Derivate charakterisiert.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel.

35. Uber Steroide.
109. Mitteilung!).

Papierchromatographie von schwach polaren Steroiden

von R. Neher und A. Wettstein.
(14. XII. 51.)

Die von R. Consden, A.H.Gordon & A.J.P. Martin?) ent-
wickelte Methode der Papierchromatographie®) findet mit ausge-
zeichnetem Erfolg Anwendung zur Trennung und Identifizierung von
Aminosiuren, Zuckern und anderen wasserldslichen Verbindungen.
In ihrer urspriinglichen Form eignet sie sich aber nicht ohne weiteres
fiir Steroide oder andere in Wagser schwer oder nicht losliche Sub-
stanzen, da deren Verteilung zwischen der stationiren wisserigen und
der mobilen organischen Phase weitgehend zugunsten letzterer er-
folgt. Die betreffenden Verbindungen bewegen sich deshalb haupt-
siechlich mit der Lisungsmittelfront.

Zwar hat man mit Hilfe wisseriger, meist komplizierter Losungsmittelsysteme ver-
sucht, gewisse Steroide zu chromatographierens)®)€); eine wirksame Trennung kornte

1) 108. Mitteilung, Helv. 34, 2286 (1951).

2) Biochem. J. 38, 224 (1944).

3) Ubersichten: A.J. P. Martin, Ann. Rev. Biochemistry 19, 517 (1950); R. 7.
Williams & R. L. M. Synge, Ed., Biochemical Society Symposia No. 3, Partition Chro-
matography, Cambridge, University Press 1950; F. Cramer, Papierchromatographie, Ver-
lag Chemie, Weinheim 1952.

Y J. M. McMahon, R. B. Davisd: G. Kalinsky, Proe. Soc. Exp. Biol. Med. 75,799 (1950).

% J.F.Nyc,J.B.Garst, H.F. Friedgood & D. M. Maron, Arch. Biochem. 29,219 (1950).

%) A.C. Haskin, A. J. Shermann & W. M. Allen, J. Biol. Chem. 182, 429 (1950). In
diesem Falle handelt es sich lediglich um eine Trennung von Progesteron und Sesamol.
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aber im allgemeinen nicht erreicht werden. Dies war lediglich bei phenolischen Steroiden
mdoglich, indem sie als Azo-Derivate!) zur Chromatographie gelangten, oder bei wasser-
loslichen Digitalisglykosiden?). Ein weiterer Vorschlag ging dahin, Ketosteroide erst mit
Girard’s Reagens T in ihre wasserlgslichen Hydrazone iiberzufiihren und letztere dann auf
Papier mit n-Butanol-Wasser zu entwickeln?). Dieses Verfahren entsprach aber den ge-
stellten Anforderungen nicht.

Erst die Anwendung imprignierter Papiere hat dann bei der
Chromatographie vieler in Wagsser schwer loslicher Substanzen zum
‘Erfolg gefithrt. Je nach den gewihlten Impriagnierungs- und Lo-
sungsmitteln sowie den eingesetzten Substanzen erreichte man eine
Trennung entweder durch Adsorption (A), durch Verteilung (V)
zwischen zwei Phasen oder aber durch Kombination beider Prin-
zipien. Im Falle der Verteilung erfolgte diese nicht wie bei der iib-
lichen Papierchromatographie, sondern zwischen stationdrer or-
ganischer und mobiler wisseriger oder ebenfalls organischer Phase.
Dabei unterschieden sich die organischen Phasen durch relativ po-
laren und unpolaren Charakter.

Als Imprignierungsmittel wurden u.a. vorgeschlagen: Aluminiumhydroxyd fiir
Steroidhormone (A)%); Stearinsiure-Chromtrichlorid-Komplex (,, Quilon®) (A, evtl. V)
fiir Cholesterin und Cholestenon®); Propylenglykol oder Formamid (V) fiir stark polare
Steroide, wie Corticosteroide®)?), digitaloide Glykoside und Aglykone®), und fiir pheno-
lische Steroide?); Athylenglykol, Glycerin oder Caprylalkohol (V) fiir phenolische Steroide?).

Von diesen und den bei anderen Verbindungsklassen bisher an-
gewandten Imprignierungsmitteln!®) haben sich bei uns zwar die po-
laren organischen Lésungsmittel, zusammen mit unpolaren Losungs-
mitteln als mobile Phase, bei stark polaren Steroiden wie z. B. Corti-
costeroiden bewihrt!!). Im besonderen schitzen wir hier die Systeme
Propylenglykol-Toluol und Formamid-Benzol-Chloroform?®)?)8)., Mit
allen erwihnten Systemen konnten wir hingegen keine wirksame Tren-
nung einer Vielzahl von schwach polaren Steroiden bzw. ent-
sprechenden Acetaten und Athern erreichen. Gerade diese Aufgabe
stellte sich uns im Zusammenhang mit der Untersuchung der Oxy-
dationsprodukte von Cholesterylacetat-dibromid. Unter den bei stark
polaren Steroiden angezeigten Bedingungen wanderten aber z.B.
Cholesterylacetat, A3-Norcholesten-3 §-0l-25-on-acetat, /3-Pregnen-
3 B-0l-20-on-acetat oder 3 p-Dehydro-androsteron-acetat regelmissig

1) E. Heftmann, Science 111, 571 (1950); Am. Soc. 73, 851 (1951).
2) A, B. Svendsen & K. B. Jensen, Pharm. acta Helv. 25, 241 (1950); C. H. Hassall &
8. L. Martin, Soc. 1951, 2766.
3) A. Zaffaroni, R. B. Burton & E. H. Keutmann, J. Biol. Chem. {77, 109 (1949).
4} I. E. Bush, Nature 166, 445 (1950).
5) D. Kritchevsky & M. Calvin, Am.-Soc. 72, 4330 (1950).
8) A. Zaffaroni, R. B. Burlon & E. H. Keutmann, Science 111, 6 (1950).
7) R. B. Burion, A. Zaffaroni & E. H., Keutmann, J. Biol. Chem. 188, 763 (1951).
8) 0. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951).
) R.J. Boscott, Biochem. J. 48, XLVII (1951).
)
) R

w0

10
11

Vgl. die zitierten Ubersichten.
. Neher & A. Weltstein, Helv. 34, 2278 (1951).
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mit der Losungsmittelfront. Um eine bessere Verteilung derartiger
schwach polarer Steroide herbeizufiithren, suchten wir deshalb fir die
stationire Phase nach einem Lésungsmittel, das schwicher polar als
Propylenglykol oder Formamid, trotzdem aber mit der unpolaren
mobilen Phase nicht mischbar sei. Von vielen gepriiften Verbindungen
lieferte insbesondere der Athylenglykol-monophenyliather?)
(im weiteren als Glykolidther bezeichnet) vorziigliche Chromato-
gramme. Diese wurden auf dem mit Glykolither imprignierten
Papier durch n-Heptan, gegebenenfalls auch durch Hexan, Ligroin
(Kp. 120%), Cyclohexan oder Dekalin absteigend entwickelt. Be-
merkenswerterweise ist der Glykolither weder mit diesen unpolaren
Liosungsmitteln noch mit Wasser unbeschrinkt mischbar.

Ein besonderes Problem bildet jeweils der Nachweis der ver-
schiedenen Verbindungen auf den entwickelten Chromatogrammen.
Uber Farbreaktionen mit Steroiden und insbes. Cortico teroiden im
Papicrchromatogramm haben wir erst kiirzlich ausfiihrlich berichtet?).
Im vorliegenden Falle, wo es sich u. a. um den Nachweis von Chole-
sterylacetat und seinen Oxydationsprodukten handelte, benutzten
wir zweckmilssig die besonders fiir 5,6-ungesittigte Steroide als ge-
eignet befundene Antimontrichlorid-Reaktion, mit welcher
charakteristische, im weissen und UV.-Licht sichtbare Farben er-
halten werden3). So liessen sich z. B. von 3 $-Dehydro-androsteron-
acetat auf unbehandeltem Papier bis zu 1 y, im Chromatogramm nach
Entwicklung 3—5 y noch gut nachweisen.

Von den anderen, ebenfalls durch uns schon frither auf Papier-
chromatogrammen benutzten Farbreaktionen haben sich erneut in
vielen IFallen diejenigen mit 15-proz. Phosphorsdure und mit
Anisaldehyd-Schwefelsidure (modifizierte Kdigi- Miescher-Reak-
tion) bewihrt. Brauchbare Resultate erhielten wir weiter bei der An-
wendung der fiir denselben Zweck vorgeschlagenen Reaktion mit
Antimonpentachlorid4). Schliesslich gelang die Ubertragung der
Farbreaktion mit Zinkchlorid-Benzoylehlorid®) und des alt-
bekannten Legal-Testes®) fiir Steroide mit «, f-ungeséttigter Lacton-
gruppe auf Papierchromatogramme. Die vielen anderen gepriiften
Indikatoren erwiesen sich als unempfindlich, irrefithrend oder sonst
schleeht verwertbar.

1) Im Handel erhaltlich z. B. als Phenylcellosolve der Carbide & Carbon Chemicals
Corporation, New York.

2) R. Neher & A. Wettstein, Helv. 34, 2278 (1951).

3} Vgl. Fussnote 2), S. 2282, Tab. 3 (Farbreaktionen auf unbehandeltem Papier!).

4 J. M. McMahon, R. B. Davis & Q. Kalinsky, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 75, 799
(1950).

%) A. L. Bernoulli, Helv. 15, 274 (1932); G. Pincus, G. Wheeler, Q. Young & P. A.
Zahl, J. Biol. Chem. 116, 262 (1936). Vgl. auch die dhnliche Reaktion mit Zinkchlorid
allein, J. ¥. Nyc & Mitarb., loc. cit.

$) E. Legal, Jahresber. Fortschritte der Chemie 1883, 1648.
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Im folgenden sind einige Ergebnisse der Papierchromato-
graphie mit dem System Glykolidther-Heptan aufgefiihrt. Fig. 1
zeigt die Auftrennung eines kiinstlichen Gemisches von je 50 y
Cholesterylacetat und einiger seiner Oxydationsprodukte (Nrn. 1—6,
vgl. Tab. 1) auf Whatman-Papier Nr. 7 durch 2stiindige, absteigende
Entwicklung, d. h. bis die mobile Phase das untere Papierende er-
reicht hatte. Bei Fig. 2 wurde in gleicher Anordnung 7 Std. lang
chromatographiert. Hierbei teilten sich die langsam wandernden Ver-
bindungen 1—4 noch besser auf, wihrend die schneller wandernden
Verbindungen 5 und 6 das Papier am unteren Ende mit der mobilen
Phase bereits verlassen haben. Nach 24 Std. befand sich schliesslich
nur noch das Lacton-acetat 1 auf dem Chromatogramm. Mit dieser
Methode konnten im Neutralteil von der Chromsaure-Oxydation des
Cholesterylacetat-dibromides ausser den oben erwihnten 6 bekannten
weitere 23, vorliufig unidentifizierte Verbindungen mit Antimon-
trichlorid nachgewiesen werden.

Fig. 1 Fig. 2 ¥ig. 8 Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6 Fig. 7
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Entwicklungsdauer
Fig. 1—6, 7a und 7b Glykolather/Heptan, Whatman-Papier Nr. 7, absteigend
Fig. 7 ¢ Propylenglykol/Toluol, Whatman-Papier Nr. 7, absteigend
W = Wanderungsgrenze der mobilen Phase, Nrn. der Substanzen, s. Tab. 1.
| = Abtropfen der mobilen Phase nach Erreichen des Papierendes.
Indikator: Antimontrichlorid oder Zinkchlorid-Benzoylchlorid (vgl. Tab. 1).

Mit einer ,multiplen‘ eindimensionalen Chromatographier-
technik gelang es, die langsam wandernden Substanzen weiter aus-
einander zu ziehen und trotzdem die schneller laufenden auf dem
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Chromatogramm zu behalten, wie Fig. 3 zeigt. Wir entwickelten dabei
dasselbe Gemisch- von Verbindungen 1—6 wie bei Fig.1 zunichst
2 Std. lang (mobile Phase am unteren Rand), hidngten dann das
Papier an die Luft und liessen lediglich das Heptan verdunsten.
Hierauf setzte man das entwickelte Chromatogramm neuerdings in
den Trog ein und liess die mobile Phase ein zweites Mal bis zum Rand
absteigen. Je nach Anzahl und Art der zu trennenden Substanzen
kann diese Operation ofters wiederholt werden, wodurch der Platz
aut der Papierbahn besser ausgeniitzt wird.

Aus Fig. 1—3 ist weiterhin ersichtlich, dass sich die Steroid-
acetate 3 und 4 nicht voéllig voneinander trennen liessen. Dies bot
jedoch keine Schwierigkeit fir ihre Erkennung, da sich die betref-
fenden Antimontrichlorid-Reaktionen auf dem fertigen Chromato-
gramm deutlich in der Farbe unterschieden (griin bzw. rotbraun).
Auf die Bestimmung von R-Werten wurde grundsitzlich verzichtet.
Man achtet besser auf die relative Lage der Tlecken und chromato-
graphiert bei unbekannten Gemischen parallel bekannte Vergleichs-
substanzen. Dies ist auch deshalb von Vorteil, weil die Wander-
geschwindigkeiten trotz sorgfiltiger Standardisierung der chromato-
graphischen Technik (siehe experimenteller Teil) nicht immer ganz
konstant gehalten werden konnen.

Fig. 4 zeigt die Auftrennung des Gemisches einiger freier Sterine
und von A°%Norcholesten-3 g-ol-25-on, Fig.5 ein Chromatogramm
mit verschiedenen Acetoxysteroid-siureestern. Hierbel wanderten
die homologen Verbindungen 14 und 15 praktisch gleich weit. Das
Verhalten einer Reihe etwas stiarker polarer Steroide, wie Testosteron
(16), Progesteron (17) usw., im Glykoliather-Heptan-Chromatogramm
bei 24 stiindiger Entwicklung geht aus Fig. 6 hervor. Wihrend hier ein-
wandfreie Trennung erfolgte, war dies bei den stark polaren Cortico-
steroiden nicht mehr maoglich; sie blieben am Startpunkt zuriick.

Wie diese Beispiele zeigen, eignet sich in der Tat das System
Glykolither-Heptan in erster Linie zur Papierchromatographie von
schwach polaren Steroiden, insbesondere also von gesittigten oder
wenig ungesattigten und solchen Verbindungen, deren Hydroxyl- und
Carboxylgruppen in veresterter oder veritherter Form vorliegen.
Verbindungen mit stark polaren Gruppen oder vielen Doppelbin-
dungen wandern in dieser Versuchsanordnung nur langsam und be-
notigen daher lingere Zeit zur wirksamen Chromatographie (48 Std.
und mehr). Die Systeme Glykolither-Heptan einerseits und Pro-
pylenglykol-Toluol bzw. Formamid-Chloroform anderseits ergdnzen
sich. demnach in idealer Weise, wenn man ersteres fiir schwicher,
letztere fiir stirker polare Substanzen verwendet. Fiir gewisse
Steroide von mittlerer Polaritit, wie z. B. A% Pregnen-3 §-0l-20-on
(vgl. Fig. Ta—e), konnten wir bei richtiger Wahl der Entwicklungs-
zeit sowohl das eine als auch das andere Verfahren heranziehen. Hoch-
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polare Steroide wie Cholsdure wandern innerhalb normaler Ent-
wicklungszeiten auch im Propylenglykol-Toluol-System nicht mehr
nennenswert. Bel diesen Verbindungen lassen sich bereits die iiblichen
wigserigen Liosungsmittelgemische beniitzen.

Experimenteller Teil.

Papierchromatographische Technik. Fir die Chromatographie mit dem System
Athylenglykol-monophenylither und Heptan verwendeten wir vorteilhaft Whatman-Papier
Nr. 7. Mit den Papicren Nr.1 und 4 bendtigte man aus dem unten erwidhnten Grund fir
den gleichen Trenneffekt etwa fiinfmal so viel Zeit. Das Papier wurde in Form von Streifen
oder Blattern, z. B. 8—30 cm breit und 30—54 em lang, bis auf einen schmalen oberen
Rand mitreinem, unter vermindertem Druck destillicrtem Glykoldther getranktund hernach
in einer Stockpresse dreimal 3 Min. zwischen weichem Filterpapier abgepresst, wobei man
letzteres vor jeder Pressung erneuerte. Die Imprignierung betrug dann durchschnittlich
11,59, des Papicrgewichtes. Da der Verteilungskocffizient und damit die Wandergeschwin-
digkeit ciner Substanz natiirlich stark von der Menge des Glykoliathers abhéngt, ist darauf
zu achten, dass man die Imprignicrung stets in gleicher Weise ausfiihrt. Besonders bei
grisseren Bogen ist es wichtig, dass diese an allen Stellen gleich stark ausgepresst werden.
Wenn wir die Whatman-Papiere Nr. 1 und 4 unter den gleichen Bedingungen behandelten,
so nahmen sie infolge ihrer dichtercn Struktur ca. 159, ihres Gewichtes an Glykoldther auf.,
was cine starke Verminderung der Wandergeschwindigkeit verursachte. Fiir letztere besteht
im Tall von Whatman Nr. 7 nur ein minimaler Unterschied zwischen der Entwicklung in
Quer- oder Liangs-Richtung (Maschinen-Richtung) der Papierbigen; die besten Chromato-
gramme erhiclten wir, wenn in Querrichtung entwickelt wurde.

Man liess die imprédgnierten Papiere nicht unnotig lange an der Luft liegen, vor
allem, wenn dicse einen hohen Feuchtigkeitsgehalt aufwies. Feuchtigkeit im System
Glykolather-Heptan bewirkte, dass die Steroide wesentlich schneller wanderten, dabei
aber verwaschen und unsauber getrennt wurden. Aus diesem Grunde erwies sich die ver-
einfachte Impriagnierungs methode, wobei die Papiere in cine 10-proz. Losung des Glykol-
dthers in Aceton getaucht und dann bis zur Verfliichtigung des Acetons an die Luft
gehéingt wurden, bei hoher Luftfeuchtigkeit als unzweckméssig, Wenn daher kein Raum
mit konditionierter Luft zur Verfigung steht, ist cine korrekte Imprignicrung nur nach
der crstgenannten Methode zu erzielen.

Dic Substanzen oder Extrakte wurden wie iiblich in Form von frischen Lisungen?)
auf eine mdoglichst kleine Fliche des impragnierten Papicres an den Startpunkten aufge-
tropft, dic sich ca. 8 cm unterhalb des oberen Randes in seitlichen Abstdnden von je
2,5 em befanden. Hicrbei war es nicht notig, schmale, voneinander getrennte Streifen zu
verwenden ; man konnte ebenso gut auf grossen Blattern chromatographieren.

Wir entwickelten absteigend in Glasgefissen, die oben plan geschliffen und mit
Glasplatten und Siliconfett gut abgedichtet waren. Als mobile Phase diente in den ineisten
Fillen reines, trockenes n-Heptan, das bei der Arbeitstemperatur von 23° -+ 3% mit reinem
Glykoldther gesattigt wurde, d. h. 1,3—1,4%, davon enthielt. Um gut reproduzierbare
Wandergeschwindigkeiten zu crzielen, hat man ausser auf Temperatur-Konstanz u. a.
darauf zu achten, dass die genau horizontal ausgerichteten Troge zu Beginn einer Chro-
matographie immer gleich hoch mit der mobilen Phase angefiillt werden. Fiir langere
Entwicklungszeiten empfiehlt sich die Anwendung einer automatischen Nachfiill-Vor-
richtung. Ferner erwies sich die vollige Sattigung der Atmosphire ima Chromatographier-
gefiss mit Losungsmitteldimpfen als schr wichtig, was dadurch erreicht wurde, dass
sich an den Seitenwiinden befindliche Filterpapicre vom Gefassboden aus mit iiber-
schiissiger mobiler Phase vollsaugten. Das Losungsmittel legte in unserem Falle bei ab-
steigender Chromatographie in 2 Std. einen Weg von etwa 45 cm zuriick; sobald es vom
unteren Rand abtropfte, ging die Entwicklung etwas schneller vor sich.

1) Alte Losungen kénnen durch oxydative oder andere Veranderungen der Sub-
stanzen ein ganz falsches Bild im Chromatogramm hervorrufen.
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Nach der Entwicklung wurden die Papiere zur Entfernung des Heptans kurz an
der Luft und hieranf 20 Min. bei 90° im Trockenschrank mit gutem Abzug getrocknet.
Der Glykolather verfliichtigte sich hierbei fast vollstandig, so dass er dic Ausfithrung der
Farbreaktionen nicht mehr beeinflusste (mit Ausnahme der Antimontrichlorid-Reaktion
des Koester-Logemann-Ketoacetates; vgl. Tab. 1).

Ausser den Systemen von (lykolather mit Heptan und anderen Losungsmitteln
als mobiler Phase wurde eine Reihe anderer nur beschrankt mischbarer Systeme fiir die
Papierchromatographie von Steroiden untersucht. Im folgenden ist stets zuerst das
Imprignierungsmittel, dann das mobile Losungsmittel genannt: Athylenglykol-Toluol;
Athylenglykol-monomethylather-Hexan oder -Dekalin; Athylenglykol-mono-m-kresyl-
ather-Heptan; Athylenglykol-monobenzylather-Heptan; Athylenchlorhydrin-Heptan;
Diathylenglykol-Toluol; Propylenglykol-Chlorbenzol bzw. -Hexan, -Heptan, -Cyclo-
hexan, -Athylenchlorid, -Tetralin oder -Dekalin; Glycerin-Toluol; Butylenglykol-Toluol
bzw. -Heptan oder -Athylenchlorid; Nitromethan-Heptan oder -Cyclohexan; Formamid-
Heptan bzw. -Cyclohexan, -Athylenchlorid, -Tetralin oder -Deckalin; Benzylalkohol-
Heptan. Aus dieser Reihe haben sich insbesondere die Systeme Propylenglykol-Chlor-
benzol bzw. -Athylenchlorid als Ubergéinge zwischen den beiden Systemen Glykolither-
Heptan und Propylenglykol-Toluol bewihrt.

Indikatoren. Uber die Ausfithrung der Farbreaktionen von Steroiden auf Papier
mit Antimontrichlorid (siehe auch Tab.1), 15-proz. Phosphorséure, Anisal-
dehyd-Schwefelsdure usw. vgl. R. Neher & A. Wetisteinl). Es empfiehlt sich, mog-
lichst frische Losungen der reinen Reagentien anzuwenden.

Zinkchlorid-Benzoylehlorid: Die trockenen Chromatogramme wurden mit
einer Losung von 20 g wasserfreiem Zinkechlorid in 30 ¢em? Eisessig méssig bespriitht und
5 Min. auf 90° crhitzt. Bei cinigen Verbindungen, wie Ergosterin, A3-Pregnen-3 5-0l-20-on,
Koester-Logemann-Keton oder 17«-Testosteron, erhielt man schon in diesem Stadium
Farbungen. Darauf wurden die Papiere durch eine 50-proz. Losung von Benzoylchlorid
in Chloroform gezogen und nur kurz auf 90 erhitzt, so dass sich das Papier selbst noch
nicht braun farbte. Die Mehrzahl der gepriiften Steroide zeigte hernach im weissen und
UV.-Licht sichtbare, kraftige Farben (vgl. Tab. 1).

Legal -Test: Die Chromatogrammme wurden mit einer 1-proz. Lésung von Natrium-
nitroprussiat in 50-proz. alkoholischer n. Natronlauge bespritht, wodurch Steroide mit
a, f-ungesittigtem Lactonring fliichtige, rot bis rotviolette Flecken auf weissem bis gelbem
Grund ergaben.

Die hier crwahnten Farbreaktionen, welche ohne Verwendung wiissceriger Lsungs-
mittel ausgefiihrt werden, sind meist empfindlich gegeniiber Feuchtigkeit, so dass die Farb-
nuancen gelegentlich etwas verschoben werden bzw. stirker oder schwicher hervortreten.

Herrn E. von Arz danken wir fir die technische Mithilfe bei der Ausfithrung der
Versuche bestons.

. SUMMARY.

A critical survey of the known methods of paper chromatography
of steroids is given. A new solvent system is described which, in
connection with several colour reactions, is particularly applicable to
the separation, identification and purity analysis of weakly polar
steroids or corresponding esters and ethers. The stationary phase is
formed by ethyleneglycol monophenylether (phenylcellosolve) on
Whatman paper No. 7, the mobile phase by heptane or a similar
non-polar solvent.
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1) Helv. 34, 2278 (1951).



