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262. Anwendung der Dunnschicht-Chromatographie auf Steroide 
von M. Barbier, Horst Jager, H. Tobias und E. Wyss 

(23. IX. 59) 

In deli letztcn Jahren ist die Adsorptionschromatographie an aktiviertem A1,03 
oder Silicagel zu analytischcn Methoden ausgcarbeitet worden, welche die Trennung 
sehr kleiner Mengen von Substanzgcmischen in die einzelnen Komponenten erlaubt. 
In Anlehnung an die in der Papierchromatographie gcsammelten Erfahrungen wur- 
den zu diesern Zweckc zunachst Filtrierpapierstrcifen mit A1,0, oder Silicagel im- 
priignicrt 1). Spater wurdc clazu ubergcgangen, das Adsorptionsmittel vermischt niit 
(;ips2)3)4)5) oder Starkckleister5)6))7) in dunner Schicht auf Glasplatten aufzuziehen. 

Ini Laufc. synthetischer Arbciten hatten wir Gelegenheit, diese sogenannte Dunn- 
schicht-Chromatographic auf Steroidc anzuwendcn. Wrir erhielten dabei zum Teil 
sehr gute Rcsultate, indem sic vor allem mit sehr schwach polarcn Steroiden Tren- 
nungen crlaubtc, die uns bisher im Papierchrotnatogramm nicht gelangcn. Fur den 
Nachweis der Storoide haben sich das Respruhen rnit SbC13-L6sung in Chloroforms), 
saurer Dinitroplicnylhydrazin-lasung !') (im Fallc von Ketonen) oder Phosphor- 
molybdiinsiiiure lo) bcwahrt . 

Fiir die Dunnschicht-Chroniatographie schwach polarer Steroidc haben wir bisher 
ausschliesslich Kieselgcl vermischt rnit clips3)l') verwendet. Als Fliessmittel haben 
sich Essigcster-Cyclohexan-Gemische bcwahrt, wobci sich das Vcrhiiltnis der Polari- 
tat dcs zu untersuchcnden Gemischcs anzupassen hat. Die Herstellung und Aktivie- 
rung der Plattcn ist im experimentellen Tcil beschriebcn. Reispielc von Trennungen, 
die auf dicsc \'l'eisc erhaltcn wurden, sincl in cler Tabelle und in den Fig. 1 und 2 
ausammengestcllt. - Fur die Trennung von Cholsaurc und Desoxycholsaure hat sich 
einc Platte hcrgestcllt nach KEITSERIA~) mit Essigcster als Flicssmittel gut bewahrt. 
Fiir Cholsaure wurde dabci ein Rf-Wert 12) von 0,32 & 0,01 und fur Desoxycholsaure 
ein solcher von 0,hZ :f 0,03 erhalten. 
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STAHL fiir ~~unnschich t - ( 'h ro i i i~ t (~graphie)  bezogcn. 

\'erhiiltnis tlcr Taulstrccke tier Substanz ziir 1.aufstrecke dcs 1.osungsmittels bczeichnct. 
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Die Zuordnung und Unterscheidung der Substanzen erstreckt sich nicht nur auf 
die Laufstrecke. Die verschiedenen Farbnuancen, die mit SbCl, in sichtbarem und 
UV.-Licht erhalten wurden, erlauben es, Substanzen rnit sehr nahe beieinander 
liegenden Laufgeschwindigkeiten zu unterscheiden. Obwohl z. B. die Substanzen 1 
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Fig. I .  Beispiel der analytischen Trennung van 
fiinf Stcvoid- Derivaten attf Kicsclgel-G-Plalten 

System: Essigester : Cyclohcxan (30 : 70) ; 
Laufzcit 2 Stcl.; Entwicklung rnit SbCI, 

1 : 0.10 mg Gemisch der Substanzen 8, 9 und 
10, Tab. 1. 

2 : 0,05 mg 3,9,12/3-TXhyclroxy-5/3-iitians%ure- 
methylester (8, Tab. 1).  

3 : 0,05 mg 3/1-.~cetoxy-12,9-hydroxy-5/1- 
atiansaure-methylester (9, Tab. 1). 

4: 0.05 mg 3/l,12/1-Diacetoxy-5/3-atiansaure- 
methylester (10, Tab. 1). 

5 : 0,05 mg 3p, lZP-Diacetoxy-l4~-hydroxy- 
5,9-atiansaurc-methylester (11, Tab. 1). 
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Fig. 2 .  Beispiel deranalytischen Trennung cines 
Reaktionsgrnzischcs aarf Kicselgel -G - Platte 

System: Essigester : Cyclohexan (30 : 70) ; 
Laufzcit 2 Std. ; Entwicklung mit SbC1, 

1 : 0.05 mg 3~-~\cetox~-S~-at icn-(8,14)-saurc-  
methylester (2, Tab. 1 ) .  

2 : 0.10 m g  neutralcs Rohprorlukt aus Benzo- 
pcrsaurcoxydation eines Cemischcs von 
3p~.~cetoxy-5P-Btien- (X,14) - saaremethyl- 
ester (2,  Tab. 1) und 3,9-Acctoxq.-jJ~-Ltien- 
(14,15)-s~ure-methylestcr (1, Tab. 1). 

3 :  0.05 mg 3 ~ ~ - r \ c e t o x ~ - - 1 4 . 1 5 a - o x ~ c l o - 5 ~ -  
atiansaure-metlivlester (5. Tab. 1). 

4 : 0,05 mg 3~-.L\cetoxy-8,14r-oxido-5,9-~tian- 
saure-methylester (6, Tab. 1). 

5: Gemisch von je 0,05 mg 5 und 3, Tab. 1. 
6 : 0,05 mg 3 ,9- .~ce to~y-S~-~i t ia1 i~~ure-n~et l i~ l -  

7 :  Gcmisch von je 0.05 mg 5 und 6, Tab. 1. 
cstcr (3, Tab. 1) .  

und 2 oder 1 und 3 der Tab. 1 den gleichen Rf-Wert zeigen, konnen sic, wenn sie als 
Gemisch vorliegen, auf Grund der unterschiedlichen Entwicklung der Farbreaktion 
mit SbCl,, deutlich getrennt erltannt werden. Die rclativ grosscn Fehlerbreiten der 
Laufstrecken machen es notwendig, dass dieselben auf eine geeignete Standard- 
substanz bezogen werden. 

\\3r danken Herrn Prof. T. REICHSTEIN, linter clcsscn Lcitung die Arbeit ausgcfiihrt wurde, 
fiir dic Forclcrung cles Problctncs uncl Herrn Dr. 0. SCHINDLER fur seine Unterstiitzung bei der 
cxpcnmcntcllcn lhrchfiihrung und die Hilfe hei der A1)fassung des &pdnuskriptes. 

Experimentelles. .- Als Tragerplatten dienten solche aus 5 mm dickcm Pyrex-Glas, 
1.5 x 20 cm. Die Platten wurden auf einer nioglichst horizontalen Unterlagc rnit dem Brei be- 
strichen, dcr durch glcichniassiges Vermischen von rrKieselge1 Gn") mit ca. 3 Teilen Wasscr e! 
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Tabelle 1. Beispiele der analytischen Trennung von Steroid-Derivaten aztf Kieselgel-Platte 

1 

- 

2 

- 

3 

4 

3 

6 

- 

Substanz 

OCH, 

OCH, 

C=O 
1 

Losungsmittel 

Essigcster : Cyclohexan (15 : 85) 

Essigester : Cyclohexan (15 : R5) 

Essigester : Cyclohexan (15 : 85) 

Essigester: Cyclohexan (15: 85) 

Essigester: Cyclohexan (1.5: 85) 

Essigester : Cyclohexan (15 : 85) 

Rf-Wert 

0 ,47  0, l  

0 , 4 7  & 0,l 

0,47 0,l 

0,22 i: O,O! 

0,23 f 0,01 

0,18 f 0,O: 



Nr . 
- 

7 

8 

9 

- 

10 

- 

11 

12 

- 

Volumen XLII, Fasciculus VII (1959) - KO. 262 

Tabelle 1 (Fortsetzung) 
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Substanz 

OCH, 
CTO 
I 

OCH, 

c=o I HO 

OCH, 
0 4 c  ’ 

Losungsmittel 

Essigester : Cyclohexan (15 : 85) 

Essigester : n-Hexan (75 : 25) 

Essigester : Cyclohexan (30 : 70) 

Essigester : Cyclohexan (30 : 70) 

Essigester: Cyclohexan (30: 70) 

Essigester : Cyclohexan (30 : 70) 

Essigester : Cyclohexan (25 : 75) 

Rf-Wert 

0,16 & 0,05 

0,54 f 0,l 
0,OR 5 0,O.i 

o,40 + o,o7 

0,52 f 0,l 

0,42 & 0,07 

0.41 f 0,07 
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Tabelle I (Fortsetzung) 

Substanz 

OCH, 
1 

0 C=O 

OCH, 

OCH, 

Losungsmittel 

Essigester : Cyclohexan (30: 70) 

Essigestcr : Cyclohexan (30 : 70) 

Essigester : Cyclohexa~i (30 : 70) 

Ihsigestw: (‘yclohexan (30: 70) 

Essigestcr: Cyclohexan (30: 70) 

~ 

Essigestcr: C‘ycIol~cxan (15 : 8.5) 

Rf -\Vert 

3,48 f 0.1 

0,32 - j j  0,0 

0,43 0,o 

0,52 I 0,l  

0,71 1 0,U 
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19 

20 

- 

21 

__ 
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Tabelle 1 (Schluss) 
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Substanz Losungsmittcl 

Essigester : Cyclohexan (15 : 85) 

Essigester : Cyclohexan (15 : 85) 

Essigester : Cyclohexan (30 : 70) 

Essigester: Cyclohexan (30: 70) 

Rf-Wert 

0,86 6 0,05 

0,63 & 0.05 

0,16 f 0,05 

0,85 * 0.1 

haltcn wurdc, wobei es sich als giinstig erwiesen hat, das Bestreichcn der Platten im Augcnblick 
dcs beginnenden Abbindcns des Gipsantciles vorzunehmcn. Zur Herstellung hinreichcnd glcich- 
massig dicker Platten geniigt das in Fig. 3 skizzierte, aus Plexiglas leicht herzustellcndc Strcich- 
gerat ; mit diesem einfachen Gerat gelingt es, Platten zii erhalten, deren Schichtdicke gleich- 
massig ca. 0,3 mm betragt. Hicrauf wurden die Platten '/, Std. bei 20" vorgetrocknet und an- 
schliesscnd in einem Ofen 1 Std. auf ca. 100-110' erwarmt, im Exsikkator iiber CaCI, abkiihlcn 
gelassen und bis zur I'erwendung dort aufbewahrt. In einer Entfernung von 15 inm vom untcrcn 
Rand wurden in Abstanden von 2 cm die Substanzen in Chloroform oder aceton gclost aufge- 
tragen und hierauf die Platten in einem geeigneten Gestcll in die Kammer mit dem Losungsmittel 
gestellt. Die Platte sol1 dabei nicht bis zur Startlinie (15 mm vom unteren Rand), sondern nur ca. 
5 mm eintauchen. Bcvor die Losungsmittelfront den obcrcn Rand der Platte errcichtc, wurde 
diese hcrausgenommen, die Front des LBsungs~nittels markiert und bei ca. 100" wahrcnd 10 Min. 
gctrocknet. 

Wenn wenigcr als 0.01 mg Substanz zur Verfiigung standen, vcrwendeten wir Chromato- 
graphieplatten, deren Schichtdicke geringer als 0,3 mm war. Lliese wurden (lurch Bespruhen mit 
dem irisch bcreiteten, noch diinnfliissigcn Brei erhalten. Die rclative Laufstrecke wurde dabci 
vergrosscrt. 

Fur die Hcrstcllung der Chromatographieplatten nach REITsEM.4 6, hat sich folgende Hcr- 
stellungsvorschrift bewahrt : 25.5 g Kiesclsaure (bezogen von MALLINCKRODT, CHEMICAL WORKS 
New York, USA.), 1,5 g Reisstarlce und 54 ml destilliertes M'asser wurden vermischt und auf der 
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freien Flamme untrr  gutem Umschiitteln crwarmt, bis die Lasung dickfliissig wurclc (ca. 5 Min.). 
Unter Fortsetzcn des Umschiittelns wurde abgekiihlt, mit 20 ml Wasser verdiinnt und durch 
Urnschiittcln homogenisiert. Das Aufbringen auf die Glasplattcn wurde wie bei den Kieselgel- 
platten beschricbcn durchgefiihrt. Die bestrichenen Plattcn wurden ca. 30 Min. auf looo erwarmt. 
Fiir die Trennung der Cholsaure und Dcsoxycholsaure hat es sich als ndtig erwiescn. dic Platten 
nicht in1 Rxsikltator, sondern durch Licgenlassen auf dem Tisch abltiihlcn zu lassen. 

+ 
Sheichrichtung 

P 
5 em 

Fig. 3. Gcrat ziwn Bestreichew der Glnsplattm fiir Ir'ieselgelchromatog~ap~iil~ 

E'iir die Elntwicklung mit SbC1, wurdcn analog dcni L'orgehen beim Entwickcln von Papicr- 
chromatogrammens) mit der Losung von 20 g SbC1, in 67 m l  Chloroform bespriilit und fiir kurze 
Zcit auf ca. 100" erwarmt. 1)urch vcrschicdene Farbnuancrn im sichtbarcn uncl im I:V.-I,icht 
wurden die einzelnen Komponenten gut charakterisierbar. 

Bei carbonylhaltigen Ilcriratcn wurtle niit dcr niit n'asscr auf 100 ml aufgefiillten Lijsung 
\'on 1.50 mg 2,4-I~)iuitroplienylhydrazin in 25 ml  Wasser und 22 nil konzentriertcr HCl bespriiht. 
l) ic Farhcn wurtlen dabei als orangerote bis braunrote Farbzonen auf gelbem Hintergrund sicht- 
b u .  Fiir dcn Xachwcis init Phosphormoly~)rlans~urelo) wurde eine 10-proz. Losung in hlkohol 
aufgespriiht und hierauf 1 Min. auf ca. 110" erwarmt. Dabri wurden auf gelhgriinem Hinter- 
grund blaugriine Farben crhaltcn. 

Zusammenfassung 
Fiir die analytische Trennung von Steroiden, insbesondere fur schwach polare 

Vertreter dieser Stoffklassc, hat sich die Dunnschichtchromatographie nach STAHL 
bewShi-t . 

Organisch-chemischc Anstalt der Univcrsitat Base1 




