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

Die Mikroanalysen wurden in den mikroanalytischen Laboratorien der C I B A  
Aktiengesellsehaft (Dr. Gysel) ausgefuhrt. Die Spektren verdanken wir den Herren Dr. Gy- 
sd ( C I B A  AG.) und P.-D. Dr. Gunthard (ETH.). Ferner sind wir der CZBA AG. fur das 
Ausgangsmaterial und dessen Extraktion, sowic Herrn Dr. R. C. Elderfield fur 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-chcmische Anstalt der Univcrsitat Basel. 

35. nber Steroide. 

Papierchromatographie von schwach polaren Steroiden 
von R. Neher u n d  A. Wettstein. 

(14. XII. 51.) 

109. Mitteilungl). 

Die yon R. Consden, A .  H .  Gordon & A .  J .  P. Martin2) ent- 
wickelte Methode der Papierchromatographie 3, findet mit ausge- 
zeichnetem Erfolg Anwendung zur Trennung und ldentifizierung von 
Rminosauren, Zuckern und anderen wasserloslichen Verbindungen. 
I n  ihrer urspriinglichen Form eignet sie sich aber nicht ohne weiteres 
fur Steroide oder andere in Wasser schwer oder nicht losliche Sub- 
stamen, da deren Verteilung zwischen der stationiiren wasserigen und 
der mobilen organischen Phase weitgehend zugunsten letzterer er- 
folgt. Die betreffenden Verbindungen bewegen sich deshalb haupt- 
siiichlieh mit der Losungsmittelfront. 

Zwar hat man mit Hilfe wasseriger, meist komplizierter Ldsungsmittelsysteme ver- 
sucht, gewisse Steroide zu chr~matographieren~)~)~) ; eine wirksame Trennung kocnte 

l) 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. T. 

Williams & R. L. iM. Synge, Ed., Biochemical Society Symposia No. 3, Partition Chro- 
matography, Cambridge, University Press 1950 ; F. Cramer, Papierchromatographie, Ver- 
lag Chemie, Weinheim 1952. 

4, J .  M .  McMahon, R. B. Davis&G. Kalinsky,  Proc. SOC. Exp. Biol. Med. 75,799 (1950). 
5,  J.F. Nyc,  J .  B.Gurst, H.F.Eriedgood& D. M.Haron,Arch.Biochem.29,219 (1950). 
6) A. C. Huskin, A. J .  Shermunn & W .  N .  Allen, J. Biol. Chem. 182, 429 (1950). In 

diesem Falle handelt es sich lediglich urn eine Trennung von Progesteron und Sesamol. 
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aber im allgemeinen nicht erreicht werden. Dies war lediglich bei phenolischen Steroiden 
moglich, indem sie als Azo-Derivatel) zur Chromatographie gelangten, oder bei wasser- 
lo4ichen Digitalisglykosiden2). Ein weiterer Vorschlag ging dahin, Ketosteroide erst mit 
Girarcl's Reagens T in ihrc wasserloslichen Hydrazone iiberzufuhren und letztere dann auf 
Papier mit n-Butanol-Wasser zu entwickeln3). Dieses Verfahren entsprach aber den ge- 
stellten Anforderungen nicht. 

Erst die Anwendung impr i ign ie r t e r  P a p i e r e  hat dann bei der 
Chromatographie vieler in Wasser schwer loslicher Substanzen zum 
Erfolg gefuhrt. J e  nach den gewahlten Impragnierungs- 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 ub- 
lichen Papierchromatographie, sondern zwischen stationiirer or- 
ganischer und mobiler wiisseriger oder ebenfalls organischer Phase. 
Dabei unterschieden sich die organischen Phasen durch relativ po- 
laren und unpolaren Charakter. 

Als ImprBgnierungsmittel wurden 11. a. vorgeschlagen : Aluminiurnhydroxyd fur 
Steroidhormone (A)*) ; Stearin~aure-Chromtrichlorid-Komplex (,, Quilon") (A, evtl. V) 
fur Cholesterin und Cholestenon6) ; Propylenglykol oder Formemid (V) fur stark polare 
Steroide, wie Corticosteroide6)7), digitaloide Glykoside und Aglykonea), und fur pheno- 
lische Steroides) ; Athylenglykol, Glycerin oderCaprylalkoho1 (V) fiir phenolische Steroides). 

Ton diesen und den bei anderen Verbindungsklassen bisher an- 
gewandten Impr%gnierungsmittelnlO) haben sich bei uns zwar die po- 
laren organischen Losungsmittel, zusammen mit unpolaren Losungs- 
mitteln als mobile Phase, bei stark polaren Steroiden wie z. B. Corti- 
costeroiden bewahrt ll). Im besonderen schatzen wir hier die Systeme 
Propylenglykol-Toluol und Formamid-Benzol-Chloroforms)7)s). Mit 
allen erwahnten Systemen konnten wir hingegen keine wirksame Tren- 
nung einer Vielzahl von schwach  p o l a r e n  S t e r o i d e n  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, A 5-Norcholesten-3 ,9-01-25-on-acetat, d5-Pregnen- 
3 ,!l-ol-20-on-acetat oder 3,9-Dehydro-androsteron-acetat regelmassig 

I) E .  Heftmann, Science I I I ,  571 (1950); Am. Soc. 73, 851 (1951). 
2) A. B. Svendsen & K .  B. Jensen, Pharm. acta Helv. 25,241 (1950); C .  H. Hassall& 

3) A.Zuffaroni, R, B. Burton d2 E. H .  Keutmann, J. Biol. Chem. 177, 109 (1949). 
4, I .  E. Bush, Nature 166, 445 (1950). 
5) D. Kritchevsky & M .  Culvin, Am. SOC. 72, 4330 (1950). 
6) A. Zuaffaroni, R. B. Burton & E. H .  Keutmann, Science I I I, 6 (1950). 
7) R. B. Burton, A. Zaffaroni & E. H .  Keufmann, J. Biol. Chem. 188, 763 (1951). 
6 )  0. Schindler & T .  Reichstein, Helv. 34, 108 (1951). 
9) R. J .  Boscolt, Biochem. J. 48, XLVII (1951). 
10) Vgl. die zitierten Obersichten. 
II) R.  ilreher & A .  Weltstein, Helv. 34, 2278 (1951). 

S. L. Martin, SOC. I95 I, 2766. 
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mit der Losungsmittelfront . Um eine bessere Verteilung derartiger 
schwach polarer Steroide herbeizufithren, suchten wir deshalb fLir die 
stationare Phase nach einem Losungsmittel, das schwacher polar als 
Propylenglykol oder Formamid, trotzdem aber mit der unpolaren 
mobilen Phase nicht mischbar sei. Von vielen gepruften Verbindungen 
lieferte insbesondere der A t  h y l eng  1 y k o  1 - mo n op  h en y l a  t her1) 
(im weiteren als Glykolather bezeichnet) vorzugliche Chromato- 
gramme. Diese wurden auf dem mit Glykolather impriignierten 
Papier durch n-Heptan, gegebenenfalls auch durch Hexan, Ligroin 
(Kp. 120°), Cyclohexan oder Dekalin absteigend entwickelt. Be- 
mcrkenswerterweise is t  der Glykolather weder mit diesen unpolaren 
Liisungsmitteln noch mit Wasser unbesehrankt mischbar. 

Ein hesondercs Problem bildet jeweils der N achweis  der ver- 
schiedenen Verbindungen auf den entwickelten Chromatogrammen. 
Uber Farbreaktionen mit Steroiden und insbes. Cortico teroiden im 
Papicrchromatogramm haben wir erst kurzlich ausfuhrlich berichtet ”. 
lm vorliegeiiden Falle, wo cs sich u. a. um den Nachweis von Chole- 
sterylacetat und seinen Oxydationsprodukten handelte, benutzten 
wir zweckmSssig die besonders fur 5,G-ungesattigte Steroide als ge- 
eignct befundene Antimontr ichlor i t l -Reakt ion,  niit welcher 
cliarnkteristische, im weissen und UV.-Licht sichthare Farben er- 
halten ~ e r t l e n ~ ) .  So liessen sich x. 13. voii 3 /3-nehydro-androsteron- 
:teetat auf unbehandoltcm Papier his zu 1 y ,  im Chrornattogramm nach 
Entwicklung 3 -6 y noch gut nachweiscn. 

Yon den andercn, ebenfalls durch un8 schon frnher nuf Papier- 
chromatogranirnen benutztcn Farbreaktionen haben sich erneut in 
vielcri Fallen tliejenigen mit 1 5 - p r o z. P h o s p h o r s a u r e und mit 
An is a ltle h y d - S c h w e f e l  s aur  e (rnodifizicrte Kiigi-il.l.iescher.-Reak- 
tion) bewahrt. Brauchbare Resultate crhielten wir weiter bei der An- 
wendung der fur denselben Zweck vorgeschlagenen Reaktion mit 
Antirnonpentnchlorid 4) .  Schliesslich gelang die cbcrtragung der 
Farbreaktion rnit Z i n  k c h l  o r i d - I3 en  z o y lclilo rid5) und des alt- 
bekannten LepZ-Testcs6) fur Steroide mit M, 8-ungesattigter Lacton- 
gruppe auf Papierchromntogramnie. Die vielcn anderen gepriiften 
lndikatoren erwiesen sich als anempfintllich, irrefuhrentl oder sonst 
schlccht verwerthar. 

l) Im Halide1 erlialtlich z. B. als Phenylcellosolve der Carbide & Carbon Chcmicals 

*) R. Neher & A. Wdtstein, Helv. 34, 2278 (1951). 
3, Vgl. Fussnote z), S. 2282, Tab. 3 (Farbreaktionen auf unbehandeltem Papier!). 
4, J .  M .  McMahon, R. R. Davis & G. Kalinsky, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 75, 799 

5, A .  L. Bernoulli, Helv. 15, 274 (1932); G. Pincus, G. Wheeler, G. Young & P. A .  
Zahl, J. Biol. Chem. 116, 262 (1936). Vgl. aurh die ahnliche Reaktion mit Zinkclilorid 
allein, J .  P. N?yc & Mitarb., loc. cit. 

Corporation, Kcw Y ork. 

(1950). 

G, E. Legal, Jahresber. Fortschritte der Chemie 1883, 1648. 
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Im  folgenden sind einige Ergebn i s se  d e r  P a p i e r c h r o m a t o -  
g r a p h i e  mit dem System Glykolgther-Heptan aufgefuhrt. Fig. 1 
zeigt die Auftrennung eines kunstlichen Gemisches von je 50 y 
Cholesterylacetat und einiger seiner Oxydationsprodukte (Nrn. 1--6, 
vgl. Tab. I) auf Whatman-Papier Nr. 7 durch 2 stundige, 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, wahrend 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 yon der Chromsaure-Oxydation des 
Cholesterylacetat-dibromides ausser den oben erwahnten 6 bokannten 
weitere 23, vorlaufig unidentifizierte Verbindungen mit Rntimon- 
trichlorid nachgewiesen werden. 

Fig. 1 Fig.2 
.ie 50 1' je 50 y 

Fig. 3 
jt- 50 Y 

2x211 

/ 

Fig. 4 
i e  100 y 

Big. 5 
je  50 y 

+ 
3 h  

Big. 6 
je 100 1 

W 

2 h  2 4 h  2 h  
Entwiclilungsdauer 

Fig. 1-6, 7a und 7b Glykolather/Heptan, Whatman-Papier Nr. 7, absteigend 
Fig. 7 c Propylenglykol/Toluol, Whatman-Papier Nr. 7, absteigend 
1%' = Wanderungsgrenze der mobilen Phase, Nrn. der Substanzen, s. Tab. 1. 
& = Abtropfen der mobilen Phase nach Erreichen des Papiercndes. 

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 zunachst 
2 Std. lang (mobile Phase am unteren Rand), hangten 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 Ma1 bis zum Rand 
absteigen. J e  nach Anzahl und Art der zu trennenden Substanzen 
kann diese Operation ofters wiederholt werden, wodurch der Platz 
auf der Papierbahn besser ausgenutzt wird. 

Aus Fig. 1-3 ist weiterhin ersichtlich, dass sich die Steroid- 
acetate 3 und 4 nicht vollig voneinander trennen liessen. Dies bot 
jedoch keine Schwierigkeit fur ihre Erkennung, da sich die betref- 
fenden Antimontrichlorid-Reaktionen auf dem fertigen Chromato- 
gramm deutlich in der Farbe unterschieden (grun bzw. rotbraun). 
Auf die Bestimmung von R,-Werten wurde grundsatzlich verzichtet. 
Man achtet besser auf die relative Lage der Flecken und chromato- 
graphiert bei unbekannten Gemischen parallel bekannte Vergleichs- 
substanzen. Dies ist auch deshalb von Vorteil, weil die Wander- 
geschwindigkeiten trotz sorgfaltiger 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 d 5-Norcholesten-3 p-ol-25-on, Fig. 5 ein Chromatogramm 
mit verschiedenen Acetoxysteroid-ssureestern. Hierbei wanderten 
die homologen Verbindungen 1 4  und 15 praktisch gleich weit. Das 
Verhalten einer Reihe etwas starker polarer Steroide, wie Testosteron 
(16), Progesteron (17) usw., im Glykolather-Heptan-Chromatogramm 
bei 24stundiger Entwicklung geht aus Fig. 6 hervor. Wahrend hier ein- 
wandfreie Trennung erfolgte, war dies bei den stark polaren Cortico- 
steroiden nicht mehr moglich; sie blieben am Startpunkt zuruck. 

Wie diese Beispiele zeigen, eignet sich in der Tat das System 
Glykolather-Heptan in erster Linie zur Papierchromatographie von 
schwach polaren Steroiden, insbesondere also von gesattigten oder 
wenig ungesattigten und solchen Verbindungen, deren Hydroxyl- und 
Carboxylgruppen in veresterter oder veratherter Form vorliegen. 
Verbindungen mit stark polaren Gruppen oder vielen Doppelbin- 
dungen wandern in dieser Versuchsanordnung nur langsam und be- 
notigen daher langere Zeit zur wirksamen Chromatographie (48 Std. 
und mehr). Die Systeme Glykolather-Hcptan einerseits unil Pro- 
pylenglykol-Toluol bzw. Formamid-Chloroform anderseits erganzen 
sich demnach in idealer Weise, wenn man ersteres fur schwacher, 
letztere fur starker polare Substanzen verwendet. Fur gewisse 
Steroide von mittlerer Polaritat, wie z. B. A 5-Pregnen-3 B-ol-2O-on 
(vgl. Fig. 7 a-c), 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 Cholsaure wsndern innerhalb normaler Ent- 
wieklungszeiten such im Propylenglykol-Toluol- System nicht mehr 
nennenswert. Bei diesen Verbindungen lassen sich bereits die ublichen 
wiisserigen Losungsmittelgemische benutzen. 

E x p c r i m e n t e l l e r  Tei l .  
Yapierehroniatographisehe Technik. Fiir die Chromatographic mit deni System 

:4thylenglykol-monophenylather und Hcptan verwendeten wir vorteilhaft Whatman-Papier 
Nr. 7. Mit den Papieren Nr. 1 und 4 bcniitigte man aus dem unten erwahnten Grund fur 
den gleichen Trenneffekt etwa funfmal so vie1 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 obereii 
Rand niit reinem, untcr vermindertem Druck dec tillicrtem Glykolat,her getrankt und hernach 
in einer Stockpresse dreimal 3 Min. zwischen wcichem Filterpapier abgepreast, wobei man 
letztcrcs vor jcder .Pressung erneuerte. Die Impragnierung betrug dann durchachnittlich 
11,51y/, des Papiergewichtes. Da der Verteilungskoeffizient und dainit die Wandergeechwin- 
digkeit einer Substanz natiirlich stark von der Mengc des Glykolathers abhiingt, ist darauf 
zn achten, dass man die Impragnicrung stets in glcicher Weise ausfiihrt. Besonders bei 
gr6sr;ei-m Bogen ist es wichtig, dass diese an allcn Stellen gleich stark auFgepresst werden. 
Wenn wir die Whatman-Papiere Kr. 1 und 4 u n k r  den gleichen Bedingung.cn behandclten. 
so nahnicn sie infolge ihrer dichteren Struktur ca. 1596 ihrcs Gewichtcs an Glykolather auf. 
was cine starke Verininderung der Wandergeschwindigkeit verureachtc. Fur letztere besteht 
im Fa11 van Whatman Nr. 7 nur ein minimaler Unterschicd zwiechcn der Entwicklung in 
Qucr- oder Langs-R,ichtung (Maschinen-Richtung) der Pa.pierbiigt:n; die besten Chromato- 
grarnnie erhiclten wir, wenn in Quevrivhtung cntwickelt wurde. 

Man liess die inipragnierten Papicrc nicht, uniiotig lange an der Luft liegen, vor 
allein, wrnn dicee einen hohen Feuchtigkeitcgehalt aufwies. Fcuchtigkeit im System 
(ilykolather-Heptan bcwirkte, dass die Steroide ncscntlich echneller wanderten, dnbei 
abcr vcrwaschen und unsauber getrennt wurden. Ails diewni Grunde erwies sich die ver- 
eirifiwhte Iml)ra~ierung~rnethode, wobei die l’apiere in cinc 10-proz. Losung dcs Glykol- 
athers in Aceton getaucht und d m n  bis ziir Verfliiclitigung des Acetons an die Luft 
gehangt wurdcn, bei hoher Luftfeuclitigkeit als unzweckmasc ig. Wenn daher keiii Raum 
init konditionierter Luft zur Vcrfupung steht, ist cinc lrorrektc lnipragnicrung nur nach 
dcr erFtgenaniiten Methode zu erzielen. 

I)ie Substanzen odcr Extrakte wurdcn wic ublich in Form yon frischen Liisuiigcnl) 
auf cine inijglichst klcinc Fliiinht: des impragniert.en Papicrcs an den Startpnnktcn aufgc- 
tropft, die sich ca. 8 ern unterhalb dcs oberen Kandcs in seitlichen Abstandcn von je 
2,5 ern bcfanden. Hicrbei war es  nicht notig, schmalc, voneinancler getrennte Strcifen zii 
verwenden ; man konnte ebeneo gut auf gro 

W’ir entwickelten absteigcnd in Gliwgefawen, die oben plan geschliffen und mit 
Ciasplattcri n n d  Siliconfett gut abgcdichtct waren. Als mobile Phase c1ient.e in den incisten 
Fallen reines, troclteries n-Hcptan, dss bci dor Arbeit.stemperatnr von 23O +. 3 O  mit. rcinein 
Gly1;olathcr gesattigt wurcie, d. h. 1,3-1,4% davon cnthielt. Uni gut reproduzierbare 
Wanderae~chwindigkcitcn zu erzielen, hat man aimcr auf Temperatur-Konstanz u. a. 
darauf zu achten, dass die genau horizontal ausgerichteten Troge zu Hcginn einer Chro- 
matographie immer gleich hoch rnit der mobilen Phasc angefiillt werden. Fur langere 
Entwicklungezeiten empfiehlt sich die Anwendung einer autoinatischen Nachfiill-Vor- 
richtutig. Ferner erwies sich die vollige Sattigung dcr Atmosphairc im Chromatographier- 
gefass niit Losungsniitteldarnpfen als schr wichtig, was dadurch erreicht wurde, dass 
sich an den Seiteriwanden befindliche Filterpapiere vom Gefassboden aus mit uber- 
scliiissigcr niobiler Phase vollsaugten. Das Lijsungsmittel legte in unscrem Falle bei ab- 
stcigcnder Chromat,ographie in 2 Std. einen Weg von etwa 45 cm zuriick; sobald es vom 
nntcrcn ltarid abtropfte, ging die Entwicklung etwas schnellcr vor sich. 

I )  Alte Losungen konnen durch oxydative oder andere Veriinderungen der Sub- 
stanzcn eiri gariz fa,lsches Bild im Cliromatogramm hervorrufen. 

n I%lbttern chromatographieren. 
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Nach der Entwicklung wurden die Papiere zur Entfernuirg des Heptans kurz an 
dcr Luft und hierauf 20 Min. bei 90° im Trockenschrank mit gutem Abzug getrocknet. 
Der Glykolather verfliichtigte sich hierbei fast vollstiindig, so dass er die Ausfiihrung der 
Farbreaktionen nicht mehr beeinflusste (mit Ausnahme der Antimontrichlorid-Reaktion 
des Roester-Logemann-Ketoacetates; vgl. Tab. 1). 

Ausser den Systemen von Glykolather mit Heptan und anderen Losungsmitteln 
als mobiler Phase wurde eine Reihe anderer nur beschrankt mischbarer Systeme fur die 
Papierchromatographie von Steroiden untersucht. Im folgenden ist stets zuerst das 
Impragnierungsmittel, dann das mobile Losungsmittel genannt : Athylenglykol-Toluol ; 
Athylcnglykol-monomethylather-Hexan oder -Dekalin; Athylenglykol-mono-m-kresyl- 
ather-Heptan ; khylenglykol-monobenzylather-Heptan ; Athylenchlorhydrin-Heptan ; 
Diathylcnglykol-Toluol; Propylenglykol-Chlorbenzol bzw. -Hexan, -Heptan, -Cyclo- 
hexan, -Athylenchlorid, -Tetralin oder -Dekalin; Glycerin-Toluol; Butylenglykol-Toluol 
bzw. -Heptan oder -Athylenchlorid; Nitromethan-Hcptan oder -Cyclohexan; Formamid- 
Heptan bzw. -Cyclohexan, -Athylenchlorid, -Tetralin oder -Dekalin; Benzylalkohol- 
Heptan. Aus dieser Reihe haben sich insbesondere die Systeme Propylenglgkol-Chlor- 
benzol bzw. -Athylenchlorid als Ubergange zwischen den beiden Systemen Glykolather- 
Heptan und Propylenglykol-Toluol bew-ahrt. 

Indikatoren. Uber die Ausfiihrung der Farbreaktionen von Steroiden auf Papier 
mit A n t i m o n t r i c h l o r i d  (siehc auch Tab. l ) ,  15-proz .  P h o s p h o r s a u r e ,  Anisa l -  
dehyd-Schwefe lsaure  usw. vgl. R. Neher d? A .  IVettsteinl). Es empfiehlt sieh, mog- 
lichst frixhe Lasungen der rcinrn Rcagentien anzuwenden. 

Zin k c  h l o r i d  - Benz o y lc  h lor id  : Die trockenen Chromatogramme wurden mit 
einer Losung von 20 g wasserfreiem Zinkchlorid in 30 em3 Eisessig massig bespruht und 
5 Min. auf 90° crhitzt. Bei cinigen Verbindungcn, wie Ergosterin, d5-Pregnen-3 p-ol-2O-on, 
Koester-Logemann-Keton oder 17a-Testosteron, erliielt man schon in diesern Stadium 
Farbungen. Darauf wurdcn die Papicre durch eine 50-proz. Losung von Bcnzovlchlorid 
in Chloroform gezogen und nur kurz auf 90O erhitzt, so dass sich das Papier selbst noch 
nicht braun farbte. Die Mehrzahl der gepriiftcn Steroide zcigte hernach im wcissen und 
UV.-Licht sichtbare, kraftige Farberi (vgl. Tab. 1). 

Legab-TeB t: Die Chromatogramme wurden niit einer 1-proz. Losung von Natriuni- 
nitroprussiat in 50-proz. alkoholischer n. Natronlauge hespriiht, wodurch Steroidc mit 
a, P-ungesattigtem Lactoriring fliichtige, rot bis rotviolette Flecken auf weissem bis gelbeni 
Crund ergaben. 

Die hier erw%linten Farbreaktionen, welche olinc Verwendung wiisseriger LGsungs- 
mittcl ausgefiihrt werden, sirid meist empfindlich gcgcniiber Feuchtigkeit, so dass die Farb- 
nuancen gelegentlich ctwas verschoben werden bzw. starker oder schwaickier hervortreten. 

Hcrm E. von Arx dankcn wir fur die technisctie Mithilfe bei der Ausfuhrung der 
Versuche bostcns. 

SUMMARY. 

A critical survey of the known methods of paper chromatography 
of steroids is given. A new solvent system is described which, in 
conne,ction with several colour reactions, is particularly applicablc to 
the separation, identification and purity analysis of wculcly polar 
steroids or corresponding esters and ethers. The stationary phase is 
formed by ethyleneglycol monophenylether (phenylcellosolve) on 
~~~t~~~ paper No. 7, the mobile phase by heptane or a similar 
non-polar solvent. 

Forschungslaboratorien der CIBA Aktie.nyesellwhuft, Basel, 
Pharmazeutische Abteilung. 

l) Helv. 34, 2278 (1951). 


