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262. Anwendung der Diinnschicht-Chromatographie auf Steroide
von M. Barbier, Horst Jager, H. Tobias und E. Wyss
(23. IX. 59)

In den letzten Jahren ist dic Adsorptionschromatographie an aktiviertem Al,O,4
oder Silicagel zu analytischen Methoden ausgearbeitet worden, welche die Trennung
sehr kleiner Mengen von Substanzgemischen in die einzelnen Komponenten erlaubt.
In Anlehnung an die in der Papierchromatographie gesammelten Erfahrungen wur-
den zu diesem Zwecke zunichst Filtrierpapierstreifen mit Al,O4 oder Silicagel im-
prignicrtl). Spiter wurde dazu iibergegangen, das Adsorptionsmittel vermischt mit
Gips?)®)4)%) oder Stiarkckleister3)$)”) in dinner Schicht auf Glasplatten aufzuzichen.

Im Laufe synthetischer Arbeiten hatten wir Gelegenheit, diese sogenannte Diinn-
schicht-Chromatographic auf Steroide anzuwenden. Wir erhielten dabei zum Teil
sehr gute Resultate, indem sie vor allem mit sehr schwach polaren Steroiden Tren-
nungen crlaubte, die uns bisher im Papierchromatogramm nicht gelangen. Fiir den
Nachweis der Steroide haben sich das Bespriithen mit SbCly-Lésung in Chloroforms?),
saurer Dinitrophenylhydrazin-Losung®) (im Falle von Ketonen) oder Phosphor-
molybdinsidure!?) bewahrt,

Tiir die Diinnschicht-Chromatographie schwach polarer Steroide haben wir bisher
ausschliesslich Kieselgel vermischt mit Gips3)!!) verwendet. Als Fliessmittel haben
sich Essigester-Cyclohexan-Gemische bewédhrt, wobci sich das Verhiltnis der Polari-
tit des zu untersuchenden Gemisches anzupassen hat. Die Herstellung und Aktivie-
rung der Platten ist im experimentellen Teil beschrieben. Beispiele von Trennungen,
die auf dicse Weisc erhalten wurden, sind in der Tabelle und in den Fig. 1 und 2
zusammengestellt. — Fir die Trennung von Cholsdurce und Desoxycholsdure hat sich
einc Plattc hergestellt nach REITSEMA®) mit Essigester als Flicssmittel gut bewdhrt.
Fiir Cholsdure wurde dabei ein Rf-Wert12) von 0,32 + 0,01 und fiir Desoxycholsdure
¢in solcher von 0,62 - 0,03 erhalten.
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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 mit sehr nahe beieinander
liegenden Laufgeschwindigkeiten zu unterscheiden. Obwohl z. B. die Substanzen 1
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Fig. 1. Beispiel dev analytischen Trvennung von
fiinf Stevoid-Derivaten auf Kieselgel-G- Platten
System: Essigester: Cyclohexan (30:70);
Laufzeit 2 Std.; Entwicklung mit SbCly

Fig.2. Beispiel dev analytischen Trvennung eines
Reaktionsgemisches auf Kieselgel-G - Platte
Svstem: Essigester : Cyclohexan (30:70);
Laufzeit 2 Std.; Entwicklung mit SbCly

1: 0,10 mg Gemisch der Substanzen 8, 9 und 1: 0,05 mg 3f-Acetoxy-5f-iticn-(8,14)-sdure-
10, Tab. 1. methylester (2, Tab. 1).
2: 0,05 mg 38,128-Dihydroxy-58-dtiansiure- 2: 0,10 mg neutrales Rohprodukt aus Benzo-
methylester (8, Tab. 1). persiurcoxydation eines Gemisches von
3: 0,05 mg 3f-Acetoxy-12f-hydroxy-5§- 3f3-Acetoxy-5f-itien- (8, 14) - sdiuremethyl-
atiansdure-methylester (9, Tab. 1). ester (2, Tab. 1) und 3§-Acctoxy-54-4tien-
4: 0,05 mg 3f,12f-Diacetoxy-58-dtiansdure- (14,15)-siure-methylester (1, Tab. 1).
methylester (10, Tab. 1). 3: 0,05 mg 3f-Acetoxy-14,15a-oxido-58-
5: 0,05 mg 38, 12f-Diacetoxy-14§-hydroxy- adtiansdure-methylester (5, Tab. 1).
5p-atiansdure-methylester (11, Tab. 1}. 4: 0,05mg 3p-Acetoxy-8,14x-oxido-543-dtian-
sdure-methylester (6, Tab. 1).
5: Gemisch von je 0,05 mg 5 und 3, Tab. 1.
6: 0,05mg 38-Acetoxy-5f8-dtiansiure-methyl-
ester (3, Tab. 1).
7: Gemisch von je 0,05 mg 5 und 6, Tab. 1.

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

‘Wir danken Herrn Prof. T. REICHSTEIN, unter dessen Leitung die Arbeit ausgefiihrt wurde,

fur dic Férderung des Problemes und Herrn Dr. O. ScHINDLER fiir seine Unterstiittzung bei der
cexperimentellen Durchfithrung und die Hilfe bei der Abfassung des Manuskriptes.

Experimentelles. - Als Trigerplatten dienten solche aus 5 mm dickem Pyrex-Glas,
15x 20 cm. Die Platten wurden auf einer moglichst horizontalen Unterlage mit dem Brei be-
strichen, der durch gleichmissiges Vermischen von «Kieselgel G»!!) mit ca. 3 Teilen Wasser er
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Tabelle 1. Beispiele dev analytischen Trennung von Stevoid-Dervivaten auf Kieselgel- Platte

Nr. Substanz Losungsmittel Rif-Wert
OCH,
)
C=0
\i__l
1 ) Essigester: Cvclohexan (15:85 0,47 + 0,1
NN ¢ : 13:8)
ACO/ /H\
OCH,
[
C=0
I
2 L /\) Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,47 40,1
AcO” I
H
OCH,
!
C=0
N
3 ' Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,47 4+ 0,1
NN H\
AcO” \/Il-I\/
OCH,
]
C=0
~N
4 | /J Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,22 4 0,05
~L~ I\
' ) OH
AcO” 1N
H
OCH,
I
C=0
\‘_l
5 Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,23 £ 0,05
AN NN
o
AcO” SN
OCH,
!
C=0
e \}*l
6 ‘ ) Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,18 + 0,05
~ <N
“0
AcO” NS
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Tabelle 1 (Fortsetzung)
Nr. Substanz Losungsmittel Rf-Wert
OCH,
¢-o
~
| Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,16 = 0,05
N S
OH
AcO” TN
H
OCH,
I
HO C=0
N |
8 | ) Essigester:n-Hexan (75:25) 0,54 4+ 0,1
NN Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,08 L+ 0,05
HO™
H
OCH,
HO ¢=0
~ |
9 ‘\) Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,40 + 0,07
r \1/ ~
AcO” NN
OCH,
?Ac C=0
\l__l
10 \) Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,52 4+ 0,1
\i/ ~
AcO” /ﬁ\)
OCH,
OAc é:O
|
11 ‘ ) Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,42 4 0,07
NSNS
] OH
N
AcO H
OCH,
I
o C=0
~d |
12 IJ Essigester: Cyclohexan (25:75) 0,41 + 0,07
NN
OH
AcO” NN
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Nr. Substanz Losungsmittel Ri-Wert
OCH,
|
I C=0
N
13 | J Essigester : Cyclohexan (30:70) 0,48 4 0,1
NN
ACO/\/H\\
OCH,
: I
(‘)Ac C=0
14 . ) Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,32 4 0,05
r ~L ™~
AcO” N
H
CH,
I
C=0
N N
15 Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,43 4 0,07
’/ NSNS
o
AcO H
OCH,
¢=0
Os ™|
16 k ' ' Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,58 + 0,1
~NL |/ ~
AcO” N ]_L\/
OCH,
|
=0
HO -~ |
17 ‘/ I I Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,52 = 0,1
\i/ ~NN
AcO”TNS \)
\1 /\]
g N B
L \
18 NN Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,71 | 0,05
07\ }I{\/




Volumen xr11, Fasciculus vir (1959) — No. 262 2445

Tabelle 1 (Schluss)

Nr. Substanz Lésungsmittel Rf-Wert
Ty
~N9—
| S
19 /\[| L~ Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,86 4+ 0,05
07\ \)
H
~
— X
20 \|/\/\) Essigester: Cyclohexan (15:85) 0,63 + 0,05
07\
~
NI {
21 [\I /\\ /l\ /‘ Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,16 -t- 0,05
-~ ~
HO™ ™10
~ 1
L Ly
| $
22 LN Essigester: Cyclohexan (30:70) 0,85 + 0,1
N \)
&

halten wurde, wobei es sich als giinstig erwiesen hat, das Bestreichen der Platten im Augenblick
des beginnenden Abbindcens des Gipsantciles vorzunchmen. Zur Herstellung hinreichend gleich-
massig dicker Platten geniigt das in Fig. 3 skizzierte, aus Plexiglas leicht herzustellende Streich-
gerit; mit diesem einfachen Gerit gelingt es, Platten zu erhalten, deren Schichtdicke gleich-
missig ca.0,3 mm betradgt. Hicrauf wurden die Platten !/, Std. bei 20° vorgetrocknet und an-
schliessend in einem Ofen 1 Std. auf ca. 100-110° erwirmt, im Exsikkator iiber CaCl, abkiihlen
gelassen und bis zur Verwendung dort aufbewahrt. In einer Entfernung von 15 mm vom unteren
Rand wurden in Abstinden von 2 cm die Substanzen in Chloroform oder Aceton gelést aufge-
tragen und hierauf die Platten in einem geeigneten Gestcll in die Kammer mit dem Ldsungsmittel
gestcellt. Die Platte soll dabei nicht bis zur Startlinie (15 mm vom unteren Rand), sondern nur ca.
5 mm eintauchen. Bevor die Losungsmittelfront den oberen Rand der Platte errcichte, wurde
diese herausgenommen, die Front des Losungsmittels markiert und bei ca. 100° wihrend 10 Min,
getrocknet.

‘Wenn weniger als 0,01 mg Substanz zur Verfiigung standen, verwendeten wir Chromato-
graphieplatten, deren Schichtdicke geringer als 0,3 mm war. Diese wurden durch Besprithen mit
dem frisch bereiteten, noch diinnflissigen Brei erhalten. Die rclative Laufstrecke wurde dabci
vergrossert.

Fiir die Herstellung der Chromatographieplatten nach Rerrsema®) hat sich folgende Her-
stellungsvorschrift bewahrt: 28,5 g Kiesclsiure (bezogen von MALLINCKRODT, CHEMICAL WORKS
New York, USA)), 1,5 g Reisstiirke und 54 ml destilliertes Wasser wurden vermischt und auf der
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freien Flamme unter gutem Umschiitteln erwidrmt, bis die Lésung dick{liissig wurde (ca. 5 Min.).
Unter Fortsetzen des Umschiittelns wurde abgekiihlt, mit 20 ml Wasser verdinnt und durch
Umschiitteln homogenisiert. Das Aufbringen auf die Glasplatten wurde wie bei den Kieselgel-
platten beschricben durchgefiihrt. Die bestrichenen Platten wurden ca. 30 Min. auf 100° erwarmt.
Fiir die Trennung der Cholsdure und Desoxycholsdure hat es sich als ndtig erwiesen, die Platten
nicht im Exsikkator, sondern durch Liegenlassen auf dem Tisch abkiihlen zu lassen.

Hieselgel -6 - Brei

Kieselgelschicht
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Fig. 3. Gevdt zum DBestveichen dev Glasplatten fiiv Kieselgelchvomatographie

Fiir die Entwicklung mit SbCl; wurden analog dem Vorgehen beim Entwickeln von Papier-
chromatogrammen®) mit der Losung von 20 g SbCl, in 67 ml Chloroform bespriiht und fiir kurze
Zeit auf ca. 100° erwarmt. Durch verschiedene Farbnuancen im sichtbaren und im UV.-Licht
wurden die einzelnen Komponenten gut charakterisierbar.

Bei carbonylhaltigen Derivaten wurde mit der mit Wasser auf 100 ml aufgefiiliten Losung
von 150 mg 2,4-Dinitrophenythydrazin in 25 ml Wasser und 22 ml konzentrierter HCI bespriiht.
Dic Farben wurden dabei als orangerote bis braunrote Farbzonen auf gelbem Hintergrund sicht-
bar. Fiir den Nachweis mit Phosphormolybdénsiure!®) wurde eine 10-proz. Lésung in Alkohol
aufgespritht und hierauf 1 Min. auf ca. 110° erwarmt. Dabei wurden auf gelbgriinem Hinter-
grund blaugrine Farben crhalten.

Zusammenfassung

Fiir die analytische Trennung von Steroiden, insbesondere fiir schwach polare
Vertreter dieser Stoffklasse, hat sich die Diinnschichtchromatographie nach STaHL
bewihrt.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel





