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IV. PAPIERCHROMATOGRATHIIL

Die von CoNsDEN, GORDON UND MARTIN [183] im Jahre 1944 eingefithrte Papier-
chromatographie eignete sich in ihrer urspriinglichen Form zwar ausgezeichnet fir
Aminosiduren, Zucker oder andere wasserlésliche Verbindungen, nicht aber fiir stark
lipophile Stoffe wie die Sterine und Steroide. Es gelang zwar, Steroide als wasser-
lssliche Derivate wie z.B. Girard-Hydrazone [190] chromatographisch in Gruppen
aufzutrennen, solche Methoden erwiesen sich aber fiir eine allgemeine Anwendung als
unbrauchbar (Notwendigkeit einer chemischen Reaktion, ungenijgende Auftrennung).
Erst die Einfithrung spezieller Losungsmittel-Systeme durch ZAFFARONI ef al. im
Jahre 1950 [191] und Busu im Jahre 1952 {177] sowie zahlreicher Varianten davon,
machte auch die Sterine und Steroide fiir die Papierchromatographie allgemein
zuginglich. Diese Technik hat sich in den letzten Jahren dank ihrer Einfachheit und

* Fir Teil A, siehe J. Chromatog., 1 (1958) 122.
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Wirksamkeit in ungeahntem Ausmass entwickelt und ist heute praktisch fiir alle
Klassen von Steroiden brauchbar. Die sinnreiche Anwendung dieser Methoden hat
zugleich auch die FFortschritte auf dem Steroidgebiet wesentlich geférdert, sei es auf
dem Gebiet der mikrobiologischen Reaktionen, der Isolierung und Bestimmung von
Hormonen, der Phytochemie, der biosynthetischen oder auch rein synthetischen
Forschung und zwar nicht nur als qualitatives und quantitatives analytisches Ver-
fahren fiir Mikromengen sondern auch in priparativem Masstab. Uber Theorie und
Praxis der Papierchromatographie im allgemeinen sei hier auf die Literatur verwiesen
(2, 8o, 106, 118, 182]. Die spezielle Anwendung auf Steroide ist bereits in mehreren
Ubersichten behandelt worden [103, 105, 150, 179, 180, 181].

Im Tolgenden werden die einschldgige Literatur sowie cigene Erfahrungen f{iber
die Arbeitsmethodik diskutiert, speziclle Beispiele aus allen wichtigen Steroid-IKlassen
angefiithrt und die Zusammenhiinge zwischen Konstitution und chromatographischem
Verhalten untersucht.

I. Arbeitsmethodik

Im Wesentlichen handelt es sich bei der Papierchromatographie von Steroiden um
eine Verteilungschromatographie und sinngemiss gilt, was hieriiber bereits in Ab-
schnitt III B 1 ausgefiihrt wurde. Sehr hidufig spielen aber auch Adsorptionserschei-
nungen eine kleinere oder grossere Rolle, je nach Art des verwendeten Losungs-
mittelsystems und der zu chromatographierenden Substanzen. Unerwiinschte
Adsorptionserscheinungen (Schwanzbildung) lassen sich weitgehend vermeiden durch
Auswahl eines Systems, in dessen beiden Phasen das Substrat eine bessere Loslichkeit
aufweist, was u.a. auch durch Arbeiten bei erhéhter Temperatur bewirkt werden kann.

(a) Ldsungsmitielsysteme

Geeignete Systeme stehen fiir alle Steroidklassen meist in grosser Auswahl zur Ver-
fiiggung. Die Systeme lassen sich folgendermassen einteilen (alle Verhiltnisangaben in
Vol/Vol):

(1) Systeme vom ZAFFARONI-Typ (meistens wasserfrei) ; Die Papiere werden zuerst
mit stationidrer Phase imprigniert, dann mit Substanz beladen und schliesslich mit
der mobilen Phase versorgt. Tab. 22 gibt cine Ubersicht {iber solche Systeme, die
in geeigneter Auswahl fiir alle Klassen von Steroiden verwendet werden koénnen.
Beide Phasen lassen sich beliebig kombinieren, vorausgesetzt, dass sie miteinander
nicht unbegrenzt mischbar sind. Einige der am hiufigsten verwendeten Systeme
sind z.B. Propylenglykol/Toluol, Formamid/Benzol bzw. Benzol-Chloroform und
Chloroform.

(2) Systeme vom Busu-Typ (wissrig): Man hédngt die trockenen, mit Substanz
beladenen Papiere in das mit mobiler und stationidrer Phase gesidttigte Chromato-
graphiergefiss, lisst einige Zeit equilibrieren, wobei das Papier die polare Phase
bevorzugt adsorbiert, und entwickelt dann mit der schwach polaren mobilen Phase,
Tab. 23 gibt eine Ubersicht iiber solche Systeme die sich ebenfalls fiir die meisten
neutralen Steroide eignen, vorzugsweise bei erhéhter Temperatur (38-40°).
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TABELLE 22

LOSUNGSMITTELSYSTEME ZAFFARONI-Typ

Stationdire Phase AMobile Phase
(Imprignierung der Papiere) (gesdittigt mit der stationdren)

Propylenglykol

Hexan, Cyclohexan
Propylenglyvkol-Wasser

Methyleyclohexan

Propylenglykol-Athylenglykol Petroldather, Ligroin
Athylenglykol Decalin
Cellosolve (Athylenglyvkol-monoithylither) Benzol, Benzol-Cyclohexan, Benzol-
. Chloroform
Phenvlcellosolve (Athylenglvkol-monophenylitther) Benzol-Athylacectat, Dichlorbenzol
Carbitol (Diiithvlenglykol-monoédthylither) Xvlol, Xylol-Methvlathylketon
' Methylenchlorid
1,.3-Butandiol Chloroform
Glycerin Chloroform-Tetrahydrofuran
Formamid Aceton
Benzylalkohol Methyliathylketon
Wasser Butanol, Amylkohol
TABELLE 23
LLOSUNGSMITTELSYSTEME BusH-Tvrp
Stationdire Phase b Alobile Phase
Methanol-Wasser Hexan, Cyclohexan, Heptan, Isococtan, Petrolither, Benzol

lert.-Butanol-Wasser  Toluol, Tsopropvlither, Athylacetat

Hi&ufig verwendete Systeme dieser Art sind z.B.

Bush A  (Heptan~-Methanol-Wasser 5:4:1)

B, (Benzol-Methanol-Wasser 2:1:1)

C (Toluol-Essigester-Methanol-Wasser 9:1:5:5)
(

E,B Isooctan—tert.-Butanol-Wasser ro:5:9g)

(3) Wissrige Systeme im klassischen Sinn, ohne spezielle Imprégnierungs- oder
Equilibrierungstechnik, besonders fiir stark polare oder ionische Steroide. Tab. 24
bis 26 geben eine Auswahl von neutralen, sauren und basischen Systemen.

TABELLE 24

WASSRIGE NEUTRALE JLOSUNGSMITTELSYSTEME
z. 3. fiir Herzglykoside und Aglykone, Saponine, Sapogenine, AAminosteroide ete.

Stationiire Phase Mobile Phase
Wasser - Isooctan, Ligroin
Methanol Benzol, Toluol, Xylol
Athanol Chloroform
Butanol Tetrachlorkohlenstoft
Isoamylalkohol Butanol und héhere Alkohole -
Dioxan ’
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TABELILE 25

WASSRIGE SAURE LLOSUNGSMITTELSYSTEME
z. I3, [iir Gallenséiuren, Steroidcarbonsiuren, Steroidkonjugate, Saponine, Steroidalkaloide etc.

Stationdire Phase Mobile Phase
Ameisensdure-\Wagser Heptan
Essigsiure—-Wasser . Toluol
Salzsiure—\Wasser Isopropylither, Butylither
(mit oder ohne Zusatz Tetrachlorkohlenstoft
von Alkoholen bzw, auf Athylacetat
KCl-impriigniertem IPapier) Alkohole, besonders Butanol

TABELLIZ 26

WASSRIGE BASISCHE LOSUNGSMITTELSYSTEME
z.B. fiir Oestrogene, Gallensiuren, Steroidcarbonsiuren, Steroidkonjugate, Saponince etc.

Stationdre Phase Mobile Phase
Wasser Benzol, Toluol, Xylol
N-Natronlauge Chloroform
verd. Ammoniumhydroxyd Isoamylalkohol
Athanolamin Pyridin, Collidin (4 NHj)

Carbonatpuffer
Natriumbarbituratpuffer

TABEILLE 27
SYSTEME FUR DIE CHROMATOGRAPHIE MIT UMGEKEHRTEN PHASEN

Hydrophobierung der

Cellulose mil Stationdre Phase Mobile Phase

Vaseline Alkohol Wasser [192]

Paraffinol, Methanol Wasser [193]

Kerosen Athanol Wasser [194]

(5—-109% in Petroliither) verd. Ammoniak [194]
n-Propanol Wasser [195]

- Methanol, Wasser [193]

Cellosolve Propanol, Methanol [193]
Chloroform Lssigsdure [196, 197]

Petroleum Alkohole Wasser [198]

(10—409%, in Petrolither)

Silikon Hexan, Benzol Methanol, Wasser [199, 200]

(3—10%, in Cyclohexan) Cyclohexan Athanol, Wasser [201]
Chloroform : Methanol, Wasser (203]

Al-Seife Tetrachlorkohlenstoff  Methanol, Wasser [204]

Quilon Methylcellosolve Alkohole, Wasser [202, 205]

Pentanol, Octanol,
Dicarbonsiureester Formamid, Wasser [248]
Heptanol Wasser [206, z07]
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Gelegentlich werden auch monophasische Systeme benfitzt, wie z.B. das wasser-
freie: Benzin-Chloroform-Essigsiure (100:4-40:1—4) fiir Sapogenine [370], wobei
sich allerdings mit der Cellulose zusammen biphasische Systeme ausbilden.

(4) Systeme fiir die Chromatographie mit umgekehrten Phasen (reversed phase).

Sie dienen fiir verschiedene Steroidklassen, héufig fiir die sehr schwach polaren. Tab.-

27 gibt einen Uberblick {iber solche Méglichkeiten, wobei die Cellulose zuerst durch

verschiedene Imprignierungen hydrophobiert werden muss, damit die schwicher
polare Phase als stationidre dienen kann,

Beim Arbeiten mit all diesen Lésungsmittelsystemen ist es selbstverstindlich,

dass alle nicht mischbaren Phasen bei Arbeitstemperatur gegenseitig gesdttigt sein
miissen.
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Fig. 4. Mittlere Rp-Werte von 2o Steroiden mit abnehmender Polaritit von oben nach unten in
14 '‘Standard”’-Loésungsmittelsystemen, deren Polaritit von links nach rechts zunimmt (Temp.
22°, Whatman Papier No. 1, absteigend). t = tailing. 1. 1'~’hcn_\']cellosolvc/I—Iepta.n; 2. Formamid/
Cyclohexan; 3. Bush A (Heptan-Mcthanol-Wasser 5:4:1); 4. Bush B; (Petrolither-Benzol-
Methanol-Wasser 33:17:40:10); 5. F ormamld/chlohcxan—-Bcn7ol (1:1); 6. Propyvlenglykol/
Toluol; 7. Bush BB, (Petrolathcr-’l oluol-Methanol-Wasser 5:5:7:3); 8. TPetrolither—Benzol~
Meth'mol—-\\"xsscr (3:7:5:5): 9. Formamid/Benzol; 10. Formamid/Benzol-Chloroform (r:1);

. Bush B, (Benzol—Mctlnnol—\/\’asser 2:1:1); 12, Formamid/Chloroform; 13. Bush C (Toluol~

Athylacetat—Methanol-Wasser 9:1:5:5); 14. Isooctan—feri.-Butanol-Wasser (10:5:9).

Um sich in dieser Vielfalt besser zurechtfinden zu kénnen, sind z.B. in Fig. 4
die Laufstrecken (Rp-Werte) von 2o Steroiden (Tetrahydrocortisol bis Cholesterin)
deren Polaritit von oben nach unten abnimmt, in 14 bewihrten ‘‘Standard”-
Losungsmittelsystemen, deren Polaritdit von links nach rechts zunimmt (Phenyl-
cellosolve/Heptan bis E B), iibersichtlich zusammengestellt. Dieses Schema erlaubt
Lilevatur S. 252/258.

.



210 R. NEHER volL. 1 (1958)

TABELLE 28
ZAFFARONI-SYSTEME FUR VERSCHIEDEN POLARE STEROIDE [[78]

CIDOE C'.'.lon c2|04 c'.'lof- c'.!l()ﬂ Cﬁlo.’l c‘.!lo-l C‘.‘lob cﬂlod Cﬂloﬁ
Lasungsmitielsvstem - —) -

A v

Cy O 2r-Monoacelate Diacelale
Formamid/IHexan X = x X
Propylenglykol/Hexan X > X X
Formamid/Hexan-Benzol (1:1) » > X b4 P X
Propylenglvkol/Hexan~Benzol (1:1) x x x < X X
Formamid/Benzol = X = bes
Propvlenglvkol/Benzol x X > >
Propyvlenglykol/Toluol < X < >
Formamid/Chloroform b > P

TABELILI 29

BUsH-SYSTEME VERSCHIEDENER IPOLARITAT [177, 181]

Petroliather—Mcethanol-\Wasser (100:96:4)
Petroldther—Methanol—-Wasser (100:85:15)
Petroldther—Mcthanol-Wasser (100:80:20) = A
Petrolither-Methanol-\Wasser (100:70:30)
Petroldther~Toluol-Methanol-Wasser (25:25:35:15) = B,
Petroldther-Toluol-Methanol-Wasser (33::1730:20) = B3,
Petroldther-Benzol-Methanol-Wasser (33:17:40:10) = B,
Toluol-Methanol-Wasscr (100:75:25)
Toluol-Methanol-Wasscr (100:50:50) = I3,
Benzol-Methanol-Wasser (100:55:45)
Benzol-Methanol-\Wasser (100:50:50) = 13;
Benzol-Mcthanol-Wasser (100:40:€0)
Toluol-Athylacetat—Methanol-Wasser (go:t1o:50:50) = C

Benzol-Chloroform—-Methanol-Wasser (66:33:50:50)
Benzol-Chloroform~Methanol-Wasser (50:50:50:50)
Xylol-Methanol-\Wasser (100:85:15)
Xylol-Methanol-Wasser (100:70:30)

u.a. die rasche Auswahl geeigneter Systeme fiir ein Steroid mit annihrend bekannter
Polaritédt (Anzahl der Hydroxyl- und Keto-Gruppen, Doppelbindungen). Ein weiteres
Schema ist in Tab. 28 angegeben, allerdings nur fiir ZAFFARONI-Systeme [178].
Hingegen enthilt Tab. 29 eine Auswahl von BusH-Systemen [1%77, 181]. Ihre Ver-
wendbarkeit ldsst sich durch einen Vergleich mit den in Fig. 4 angefithrten Busu-
Systemen sinngemdéss ableiten.

Die relative Wandergeschwindigkeit (R-Wert) der Steroide ist in den verschiede-
nen Systemen, da'in erster Linie von der Polaritit abhingig, meistens die gleiche. Es
gibt aber immer wieder Fille, in welchen Rp-Werte durch Effekte von Adsorption,
Verdringung oder Wasserstoffbriickenbindung in ecinzelnen Systemen individuelle
Verschiebungen erfahren, welche fiir die Charakterisierung von Steroiden besonders
wertvoll sind. Darum ist es unbedingt empfehlenswert, sowohl ZarraroNI- als auch
BusH-Systeme zu verwenden. Im Folgenden sei noch auf einige Unterschiede zwischen
beiden Typen hingewiesen, die bei der praktischen Ausfithrung eine Rolle spielen:
Literatur S. 252/.?;8..
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Lisungsmillelsvsteme, Tvp

Zaffaroni Bush
Beladungskapazitiit grosser geringer
Eignung ftr den priiparativen
Chromatoblock schr gut nicht moglich
Verdringungseltckte _gelegentlich vorhanden nicht beobachtect
Empfindlichkeit anf Temperatur-
schwankungen miissig ziemlich gross, meist crhéhte

Temp. erforderlich
Trocknung der Chromatogramme langwierig bei Raum- schr leicht bei Raumtemperatur

temperatur, sonst erhGhte Temp.
erforderlich. Reste der
stationiren Phase schwierig
aus dem Papier zu entfernen

Wie bereits in fritheren Abschnitten betont, miissen alle Lésungsmittel von hohem
Reinheitsgrad und gleichbleibender Qualitdt sein. Zur Reinigung (Neutralwaschen,
Destillieren etc.) vgl. Abschnitt IIT A 3. Verschiedene Lésungsmittel ‘“Zur Chromato-
graphie’ sind im Handel erhiltlich (z.13. Formamid, Merck) und kénnen ohne weitere
Reinigung verwendet werden. Alle Lésungsmittelsysteme sollen in nicht zu langen
Zeitabstinden immer wieder frisch bereitet werden. Chemische Veridnderungen sind
in gewissen Fillen moglich.
(b) Papier

Es steht eine ganze Reihe geeigneter Filterpapiere zur Verfiigung. Ausser den wohl
am hdufigsten verwendeten Whatman No. 1 und Schleicher & Schiill 2043 b (vgl.
[209]) haben sich noch viele andere Sorten fiir die Steroidchromatographie, teils fiir
Spezialzwecke, als brauchbar erwiesen, wie z.13. Whatman No. 2, 3 MM, 4, 7, 31, 54,
542, Schleicher & Schiill 2040 b, 2043 a, Munktell 20, 150 G, Eaton & Dikeman 613,
Durrieux 122, d’Arches 1030, Macherey & Nagel 63. Man verwendet entweder lose
oder zusammenhingende Streifen, wie sie urspriinglich von ZATFFARONI ¢t al. [191]
angegeben wurden (vgl. auch [210, 211] und Fig. 5 u. 6) oder ganze Blitter, deren
Dimensionen sich einerseits nach den Originalbégen, andererseits nach der Grosse der
Chromatographiergefisse richten. Die Streifen haben den Vorteil, dass die seitliche
Diffusion unterbunden ist und somit der seitliche Abstand parallel zu chromato-
graphierender Substanzen kleiner gehalten werden kann als auf Blittern. Hingegen
kénnen bei starker Beladung der Streifen stoérende Randeffekte auftreten. Wir ver-
wenden mit gutem Erfolg fiir analytische Chromatrogramme stets ausgestanzte
Whatman 1 Streifen von 1.5 cm Breite (iibrige Dimensionen s. [210] und Fig. 5) und
fiir praparative Chromatogramme 19 cm breite Blitter mit 17 cm langer Startlinie,
und zwar so, dass die Chromatographie senkrecht zur Maschinenrichtung des Papiers
erfolgt. Normalerweise werden die Papiere ungewaschen zur Chromatographie ver-
wendet. Tiir manche préiparative Zwecke oder besonders dann, wenn Eluate von
Chromatogrammen zur quantitativen Auswertung gelangen, wischt man die Papiere
vor der Chromatographie entweder mit dem nachher zu verwendenden Lésungsmittel-
system bzw. einzelnen Losungsmitteln im Durchlauf wihrend mehrerer Tage oder im
Soxhletextraktor (vgl. z.B. [210, 212]).

Literatur S. 252/258,
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°

Fig. 6. Komplette Gefisse [iir die Papierchromatographie.

Vorbehandlung der Papiere

(1) Fiir die Systeme vom ZAFFARONI-Typ (Tab. 22) ist es n6tig, das Papier mit der
stationiren Phase zuimprignieren. Dies geschieht am einfachsten durch rasches Durch-
ziehen der Streifen oder Blédtter durch eine 20-50%ige Losung des Impriagniermittels
in Methanol, Aceton oder Chloroform. Nach 5-10 Minuten H&ngen (ziemlich gleich-
giiltig in welcher Richtung, am besten in einem Abzug) ist das fliichtige Losungsmittel
verdampft (Achtung bei sehr hoher Luftfeuchtigkeit, wegen tibermissiger Konden-
sation von Wasser infolge der Verdampfungskiilte), und das beladene Papier ist zur
Aufnahme der Substanzen bereit. Letztere Operation sollte in diesem1 Fall nicht zuviel
Zeit in Anspruch nehmen (weniger als eine halbe Stunde), da sonst auch zuviel Im-

Literatur S. 252]258.
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pragniermittel abdunstet. (Volumenabnahme der stationdren Phase, daher Zunahme
der Rp-Werte!) Anderseits ist bei Eintauchen des Papieres in unverdiinntes Imprig-
niermittel und nachherigem Abpressen zwischen Gummiwalzen oder Filtrierpapier
meist noch soviel stationire Phase vorhanden, dass die Substanzen bei der Chromato-
graphie nur sehr langsam wandern. Hierbei ist auch die Struktur der Papiere zu
beriicksichtigen; dichte nehmen weniger stationdre Phase auf als lockere [209]. Fiir
Chromatogramme vom ZAFFARONI-Typ verwenden wir stets 2o0-oder 30 %ige Losungen
des Imprégniermittels in Aceton [213].

(2) Imprignierung mit Adsorbentien. Beim Versuch, die Vorteile von Adsorption
und Papierchromatographie zu vereinigen, imprignierte man das Papier entweder mit
Aluminiumoxyd [177, 214, 215] oder mit Kieselsiure [192], verlor dadurch aber
gerade alle Vorteile der Verteilungschromatographie. Die Trennungen sind im all-
gemeinen nicht iiberzeugend und schwer reproduzierbar, sodass hier nicht weiter
darauf eingegangen wird. (vgl. jedoch [389]).

(3) Hydrophobierung des Papieres. Der Zweck dieser Massnahme ist die Chroma-
tographie mit umgekehrten Phasen, das heisst mit der unpolaren als stationirer und
der polaren als mobiler Phase (vgl. III B 1) z.B. fiir extrem lipophile Steroide.
Dies erreicht man am einfachsten durch Imprignieren mit Paraffinsl, Petroleum,
Vaseline oder Silikonen (vgl. Tab. 27). Silikon-imprignierte Papiere sind iibrigens im
Handel erhiltlich (Schleicher & Schiill 2043 a Mgl hy u. 2043 b Mgl hy). Gelegentlich
sind auch hothere Alkohole, Aluminiumseifen, Quilon (Chromsiure-Stearinsiure-
Komplex) oder Gummi verwendet worden; allerdings scheinen die letzteren Spezial-
Systeme einen sehr beschriankten Anwendungsbereich zu haben. Eine weitere
Moéglichkeit der Hydrophobierung ist die Acetylierung des Papiers [216]. Dies ist
ein relativ umstdndliches Verfahren und die acetylierten Papiere des Handels
scheinen zur Zeit noch nicht befriedigend zu sein. Die meisten Trennungen auf dem
Steroidgebiet, die mit Hilfe acetylierter Papiere durchgefiihrt werden kénnen, sind
jedoch mit weniger Aufwand auch mit gewthnlichem Papier und geeigneten Systemen
erreichbar,

(c) Aufbringen der Subsianz

Die Substanzmenge richtet sich nach dem Zweck der Chromatographie, nach der
Loslichkeit der Substanz in dem gegebenen Lésungsmittelsystem und nach der
Nachweisbarkeit der Substanz auf dem Chromatogramm. Fiir die iibliche papier-
chromatographische Analyse eignen sich am besten Mengen von 5-20 y, gelést in
5—ro ul Loésungsmittel, die mit einer Mikropipette auf den Startplatz (Durchmesser
5-15 mm) getropft werden. Bei guter Nachweisbarkeit kann man mit Mengen bis
hinunter zu etwa 0.25 y operieren, bei guter Léslichkeit bis hinauf zu etwa 1000 y pro
1.5 cm breiten Streifen. Kleine Substanzmengen erlauben natiirlich bessere Tren-
nungen, oft ist man aber zwecks Nachweis kleiner Verunreinigungen zum Einsatz
grosser Mengen gezwungen. Fiir priparative Chromatogramme verwendet man die
gleiche Substanzmenge pro cm Startlinie wie sie sich aus analytischen Vorversuchen
als optimal hinsichtlich Trennung und Beladungskapazitit ergeben. Fiir das Auf-
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214 ' R. NEHER vor. 1 (1g58)
tropfen der Substanzen legt man die Papiere so iiber eine U-férmige Holzleiste, dass
die Auftropfstelle iiber den Hohlraum zu liegen kommt (Fig. 5).

Als Loésungsmittel fiir die aufzutropfenden Substanzen dienen u.a. Aceton,
Chloroform, Methanol oder vorteilhaft Chloroform—Methanol (1: 1). Standardlésungen
bewahrt man am besten in einem nicht zu fliichtigen Lésungsmittel wie Methanol in
einer Konzentration von etwa 0.2-1%, in Doppelschliffglidschen (s. Fig. 5) in der Kilte
und nicht ldnger als einige Wochen auf.

Als Mikropipetten dienen solche mit 50-100 ul Fassungsvermagen und pl-Gradu-
ierung. Fiir Spezialzwecke kénnen genau geeichte Ultramikropipetten oder z.B3. dic
Agla Mikrometersyringe verwendet werden, allerdings unter recht erheblichem
Zeitaufwand. Das Auftragen fiir analytische Chromatogramme erfolgt am einfachsten
punktférmig und fiir priparative strichférmig, wobei man z.B. den Inhalt ciner
100 ul-Pipette {iber eine 17 cm-Startlinie gleichmiissig auslaufen ldsst. Das Anblasen
der Auftropfstelle von unten mit Luft zur Beschleunigung der Trocknung ist bei
Verwendung organischer Lésungsmittel normalerweise nicht erforderlich. Uber eine
spezielle, aber nur beschrinkt anwendbare Methodik zur Auftragung grésserer
Volumina vgl. [177], iiber eine solche mit kombinierter Vorreinigung [217]. Es
empfiehlt sich meistens, parallel zu den zu analysierenden Gemischen, Fralktionen oder
Substanzen bekannte Standardsubstanzen in Form von Steroiden, IFarbstoffen oder
anderen Verbindungen mitlaufen zu lassen, ferner einen stark lipophilen Farbstoff wie
Sudan IIT oder IV, der mit der Lésungsmittelfront lduft und sie deutlich markiert.

Fig. 7. Troge aus Glas und rostfreiem Metall,

(d) Bedingungen der Chromatographic und Apparatives
Es kann auf- oder absteigend chromatographiert werden; letztere Technik ist vorteil-
hafter, da sie bei einem gegebenen System durch beliebige Variation der Chromato-
graphiedauer von wenigen Stunden bis mehrerenTagen die Erreichung einer gewiinsch-
ten oder notwendigen Wegstrecke erlaubt. Alle Chromatogramme sind bei méglichst
konstanter Temperatur auszufithren, besonders wenn BusH-Systeme verwendet
werden. Fiir alle Losungsmittelsysteme dienen die sonst bei der Papierchromato-
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graphie iiblichen Gefisse, die gegeniiber den Losungsmitteln resistent und dicht ver-
schliessbar sein miissen. Sie sollen im Verhiltnis zur Chromatogrammfldche kein zu
grosses Volumen haben, da dies die Sidttigung und Losungsmitteldimpfen erschwert.
Einwandfreie Resultate liefern z.B. die in Fig. 6 wiedergegebenen einfachen und gute
Sicht gestattenden Glasgefiisse (rechteckige Batterieglidser) mit geschliffenem Rand
und aufgeschliffenem Glasdeckel. Silikon Hochvakuumfett dient als Dichtungsmittel.
Eine ebenfalls sehr einfache Vorrichtung (Fig. 7) trigt Glas- oder Metalltrége (horizon-
tiert!), in welche die priparierten Papierstreifen oder Blitter eingehéingt werden. Die
in Fig. v gezeigten Metalltrége aus rostfreiem Blech (mit1o Schlitzen, [218]) haben den
Vorteil, sehr platzsparend zu sein (100 Streifen oder 1o Blatt pro Trog). Bei den
- -

FFig. 8. Wiarmeschrank mit Luftumwitlzung und Schubladen.

Systemen vom BusH-Typ werden die mit Substanzen beladenen Papiere in den trocke-
nen Trog gehingt und im geschlossenen, mit Lésungsmitteldampf gesittigten Gefiiss
6-12 Stunden equilibriert (die Dauer hingt u.a. von der Papiermenge ab); die
Sittigung der Gefidsse wird durch seitliche Papiere geftrdert, von denen eines mit
stationdrer, das andere mit mobiler Phase getrinkt ist. Nach der Equilibrierungs-
periode lisst man durch eine Offnung im Deckel aus einem Tropftrichter die nétige
Menge mobiler Phase in den Trog einlaufen, worauf die Chromatographie beginnt.
Nach 2—-3 Stunden hat die Lésungsmittelfront das untere Papierende erreicht. Nach
dieser oder gegebenenfalls spéterer Zeit (in letzterem Fall kann man das Eluat sam-
meln) nimmt man das Chromatogramm heraus und hédngt es zum Trocknen auf.
Equilibrierung und Chromatographie haben bei der gleichen Temperatur zu erfolgen;
bei Temperaturen zwischen 35 und 40° erhidlt man mit den Busu-Systemen meistens
kleinere und besser begrenzte Flecken und daher bessere Trennungen als bei Raum-
temperatur. Fiir die Chromatographie bei héherer Temperatur verwendet man z.13.
Brutschrinke, spezielle Wirmetruhen, geheizte Riume. Hinsichtlich hygienischer
und betriebssicherer Ausfithrung hat sich ein spezieller Schubladenschrank mit
Warmluftumwilzung auch fiir grosse Mengen von Chromatogrammen bestens
bewidhrt (Fig. 8 [36]).

Bei den Systemen vom ZAFFARONI-Typ wird das mit stationédrer Phase und Sub-
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stanzen beladene Papier direkt in den mit mobiler Phase gefiillten Trog eingefiihrt
und die Chromatographie beginnt ohne Equilibrierungszeit in dem mit mobiler Phase
gesittigten . Gefidss sofort. Uber eine aufsteigende Anordnung zur fraktionierten
Papierchromatographie vgl. z.B. [219]. Dieses etwas umstéindliche Verfahren diirfte
fur eine allgemeine Anwendung weniger in Frage kommen.

Nach der gewiinschten Zeit nimmt man die fertigen Chromatogramme aus dem
Gefiss und hédngt sie, vor Licht, besonders UV-Licht geschiitzt [220, 221], am besten
in einem Abzug am unteren oder oberen Rand zum Trocknen bei Raumtemperatur
auf. Unimprignierte Papiere sind in 14 bis 1 Stunde ausreichend getrocknet, imprég-
nierte ldsst man entweder 12—-14 Stunden im schwachen Luftzug héingen oder man
trocknet sie nach einer kurzen Vortrocknung an der Luft im Trockenschrank zo-40
Minuten lang bei 80-90o° unter Absaugen der Dampfe. Reste von Imprigniermitteln
bleiben stets hartnickig im Papier zuriick. Wihrend man Chromatogramme, die
anschliessend mit Farbreaktionen ausgewertet werden, méglichst gut trocken soll, da
Riickstidnde z.13. besonders von Formamid die Bildung von Farben oder Fluoreszenzen
oft beeintrichtigen kénnen, so ist dies fiir Chromatogramme, von welchen die Sub-
stanzen wieder eluiert werden sollen, meist nicht erforderlich; im Gegenteil, die Elution
ist leichter, wenn das Papier vorher nicht voéllig getrocknet wurde; das restliche
Imprigniermittel ldsst sich én vitro im Hochvakuum relativ gut entfernen. Sollte es
sich ausnahmsweise um sauerstoffempfindliche Verbindungen handeln, kann man die
Chromatogramme in einer heizbaren Kammer unter Durchleiten von inertem Gas
trocknen [179], was jedoch meist langwierig ist.

() Naclweisrcakiionen und Auswertung der Chromatogramme

Fir die papierchromatographische Analyse der farblosen Steroide ist das Auftinden
einer empfindlichen Nachweisreaktion ebenso wichtig wie ein gutes L&ésungsmittel-
system. Gliicklicherweise sind bereits eine grosse Zahl ausgezeichneter Indikatoren
oder Reagentien fiir diesen Zweck bekannt, welche den Nachweis fast aller Steroid-
klassen erlauben. Es gibt zwar verschiedene Indikatoren, die spezifisch auf einzelne
chemisch definierte Gruppierungen ansprechen, aber es gibt natiirlich keine, die fiir ein
oder mehrere Steroide streng spezifisch sind. Im Folgenden wird eine Zusammenstel-
Iung der fiir Steroide und verwandte Verbindungen brauchbaren Nachweisreaktionen
gegeben. Man sollte stets daran denken, dass gelegentlich gewisse Steroide oder Vre-
unreinigungen ohne jegliche Behandlung auch durch Eigenfluoreszenz im UV-Licht
(ca. 360 mu) nachweisbar sein koénnen. I'tir die Behandlung mit Reagenzien ziehen
wir, wenn immer moglich, das Eintauchen der Chromatogramme (rasches, sorg-
filtiges Durchzichen durch das Reagens in flacher Schale) dem Besprithen vor.

(x) UV-Absorption.

(is) bei 240 mpu fiir Steroide mit a,B-ungesidttigter Oxogruppe. Es ist sehr emp-
fehlenswert, alle Chromatogramme mit Verdacht auf UV-absorbierende Steroide vor
Ausfithrung von Farbreaktionen im UV zu photokopieren [406, 139, 149, 177, 222,
223, 224 oder im Fluoreszenzschirm [46, 149, 218, 224] zu priifen. IFiir die Photokopie
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Tig. 9. Vorrichtung zur UV-Photolopie.

(Anordnung vgl. z.B. Fig. g) dient als Lichtquelle eine keimtétende Lampe mit
Hauptstrahlung bei 253.7 mu. Das Chromatogramm wird {iber ein geeignetes, sehr
hartes Photopapier (Kodagraph Contact Standard Paper, Ilford reflex paper No. 50,
Agfa Copex C, Tellko etc.) gespannt, eventuell mit Hilfe einer Polyithylenfolie; dann
wird wenige Sekunden belichtet, entwickelt und fixiert, und der permanente Beleg
zeigt nun die UV-absorbierenden Steroide als weisse Flecken oder Banden auf
schwarzem Grund an (s. Fig. 10). Eine etwas kompliziertere Belichtungsvorrichtung
findet sich in [222]. Die Empfindlichkeit geht etwa bis 0.5 y «,B-ungesittigtes
Ketosteroid/cm2. Dem gleichen Zweck dient der Fluoreszenzschirm (s. FFig. r1 [218]),

Fig.to. UV-Photokopie eines priaparativen Blattes aus dem Chromatoblock.
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der anstatt des Photopapieres eine bei 253.7 mpu griin fluoreszierende Scheibe besitzt.
Die auf dem zwischen Lichtquelle und Schirm liegenden Chromatogramm befind-
lichen UV-absorbierenden Steroide verursachen daher dunkle Stellen auf dem Schirm,
die man direkt auf dem Chromatogramm von hinten anzeichnen kann.

S i iy v e
Fig. 11. Fluoreszenzschirm mit Chromatogramm.
(b) Fiir die UV-Photokopie bei 300-340 mpu fiir den Cumalinring der Scilla- und
Bufo-Glykoside und Aglykone [225] verwendet man gefiltertes Licht der Quecksilber-
dampflampe; fiir diejenige bei 280 my fiir Ostrogene dient z.B. Magnesiumlicht [226].

(2) m-Dinitrobenzol (DNB) und Alkali (Reaktion nach ZIMMERMANN bzw. Rav-
MOND) fiir 17-Ketosteroide, Herzglykoside und Aglykone (Butenolide).

(a) Durchziehen der Streifen durch eine frische Mischung gleicher Teile von (1)
3 g DNB in 190 ml Methanol + 10 ml Propylenglykol und (2) 2.5 g KOH in 20 ml
Methanol -+ 5 ml Wasser [227].

(b) 2.5% DNB in Chloroform, tauchen, trocknen, dann Spray mit 5% KOH in
Methanol [228].

(c) 10% DNB in Benzol, Spray, dann bespriithen mit einer Lisung von 6 g NaOH
in 25 ml Wasser und 45-ml Methanol [229].

(d) Frisch gemischte Losung von 1 Vol. 29 DNB in Athanol + 1 Vol. 30% KOH
in Athanol [230] oder 2 Vol. 1% DNB in Methanol + 1 Vol. 15%, KOH [231].

(e) 2.5 N-KOH in Athanol, eintauchen, dann in eine Lésung von 2% DNB in
Athanol tauchen, trocknen bei 65° [232]. ‘

17-Ketone geben eine violette Fiarbung (Grenze ca. 2—-5 y/cm?). Andere Farben,
aber viel schwichere mit 3-Ketonen (blau-blauviolett), 16-Ketonen (gelblich-braun,
[230, 232]), 20-Ketonen (bréunlich-violett, [232]), intensiver wieder mit 44-3,6-Dike-
tonen (orangegelb-blaugriin—braungriin ; spezifisch?) [180]. Nach Verwendung gewis-
ser Losungsmittelsysteme zeigen die Chromatogramme cine Tendenz zur Braun-
farbung [89].

(3) 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) fiir Steroide mit reaktiven Ketogruppen

(324].
(a) Durchziehen der Streifen durch eine Lésung von 3 g DNPH in goo ml "Me-
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thanol + 3 ml conc. HCl; 5 Min. trocknen bei go°, waschen mit 2 N-NaOH, 2z N-HCIl
und Wasser (3 mal) [36].

(b) 300 mg in 5-6 ml Athanol - 0.3 ml conc. H,SO, erhitzen bis gelst, verdiin-
nen auf 200 ml mit Athanol; Spray [150].

(c) 150 mg DNPH in 25 ml Wasser -+ 22 ml conc. HCI, verdiinnen mit Wasser
auf roo ml [231].

(d) T g DNPH in 1 | Athanol 4 10 ml HCI [230].

Das DNPH-Reagens kann mit Tollens-Reagens auf ein und demselben Chromato-
gramm kombiniert werden [150]. Dic Reihe der Empfindlichkeit ist: 44-3-Ketone
(2—5 v/cm?; orange) > 3-Ketone (gelb) > 20-Ketone > 17-Kctone > 4!:4-3-Ketone;
a-Ketole geben sehr schlecht an, rr-Ketone {iberhaupt nicht [150, 232].

(4) Silberdiamanin (Tollens Reagens) fiir reduzierende Steroide [1g90, 191, 233],
Glykoside und Aglykone [234], auch a-Bromketone [150].

Eintauchen in eine frische Lisung von 10 ml 0.1 N-AgNO, -+ 10 Tropfen conc.
NH,OH + 5 ml 10% NaOH; nach maximaler Farbentwicklung spiilen in ciner
59, igen Lésung von Na,S,0, und in Wasser [191].

(5) 7etrazoliumsalze fiir reduzierende Steroide (a-Ketole).

(a) Triphenyltetrazoliumchlorid [233]: 2 Vol. 0.29, in Wasser -+ 1 Vol. 10%
NaOH kurz vor Gebrauch mischen; spritzen oder besser ecintauchen (rote IFlecken).

(b) Blautetrazolium (BT) [139, 233]: Durchzichen der Chromatogramme durch
cine frische Mischung von 1 Vol. 0.1% BT -+ g Vol. 2 N-NaOH (1-2 Tage haltbar)
und Auflegen auf eine Glasplatte. Es lassen sich noch bis zu 0.2 y Steroid mit a-Ketol-
Seitenkette/cm? nachweisen (sofort blaue Flecken). Auch Ring-a-Ketole geben an,
gelegentlich sogar 44-3-Ketone oder Glykol-Seitenketten, wenn auch nur sehr schwach
und langsam. Andere Reagens-Mischungen vgl. [235]. Die BT-Reaktion lisst sich
ausgezeichnet mit der NaOH-Fluoreszenz-Realktion kombinieren (s. diese).

(6) Arsenmolyvbdat [236] flir Steroide mit a-Ketol- oder 4%-3-Ketogruppen
(blaue Flecken). 25 g Ammonmolybdat in 4350 ml Wasser + 21 ml conc. H,S0, -
Losung von 3 g Na,HAsO,, 7 H,O in 25 ml Wasser. 48 Stunden auf 37° erwidrmen
und filtrieren. Umstéindliche Applikation (vgl. [236]).

(7) Natronlauge-I-luoreszenz fiir 44-3-Ketosteroide {17471, am besten mit wéissriger
NaOH in Kombination mit Blautetrazolium [139, 237], wie dort beschrieben. Nach
Antrocknen der benetzten Chromatogramme auf der Glasplatte bei Raumtemperatur
fiir 30-45 Minuten werden sie bei go® im Ofen getrocknet (15-20 Minuten, leichter
Durchzug, oder durch Infrarot-Strahlung). Die Bedingungen zur Erzielung einer
optimalen Fluoreszenz sind empirisch zu ermitteln. Die Reaktion ist ziemlich spezi-
fisch fiir 44-3-Ketosteroide (sattgelbe Fluoreszenz unter UV-Licht von ca. 360 mu)
und sehr empfindlich (Grenze ca. 0.1 y/cm?). Progesteron und einige verwandte
Steroide sowie 19-Nor-Steroide und za-Hydroxy-Steroide [238] reagieren schwiicher
und mehrfach konjugierte 4+4-3-Ketone gar nicht. Auch 7-Hydroxy-4!-3-Ketone
reagieren nicht wegen der leichten Bildung von 3-Keto-4,6-dienen. Eine mehr oder
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weniger starke Verschiebung nach griin oder blaugriin tritt mit r1g-Hydroxy-44-3-
Ketonen aut [68]. 4*-3-Ketone und a,B-ungesittigte Ketone in anderer als 3-Stellung
scheinen nicht zu reagieren [181]. Eine Ausnahme bilden die gesédttigten 3,6-Diketone,
die eine gelbe Fluoreszenz geben, vermutlich durch Enolisierung zu 44-3-Keto-6-
hydroxy-Verbindungen.

(8) Isonicotinscinrehyvdrazid (INH) ist neuerdings als Reagens fiir 4+-3-Kecto-
Steroide vorgeschlagen worden [239]. Nach dem Spray mit einer Lésung von 25 mg
INH in 50 ml saurem Alkohol (0.625 ml conc. HCl ad 1000 ml mit dest. Athanol) lisst
man 1 Stunde bei Raumtemperatur trocknen.

(9) Phosplorsiiure fiir verschiedene Klassen besonders hydroxylgruppenhaltiger
Steroide (u.a. Corticosteroide [213, 218]), Herzglykoside, Aglykone [215, 240] und
Gallensduren [240]. Man erhilt lebhafte Fluoreszenzfarben wechselnder Intensitit im
UV-Licht (ca. 360 mu; zB. Cortisol griin bis zu 1 y/cm?). Meistens wird zum Ein-
tauchen eine 20 %ige wisserige Losung verwendet {213, 218], fiir den Spray auch eine
alkoholische [241]. Reste von Propylenglykol auf dem Chromatogramm verstirken
die Farbintensitidten, solche von Formamid schwiichen stark ab. Qualitativ dhnliche
Fluoreszenzfarben erhilt man auch mit 2o %iger p-Toluolsulfonsiure in Athanol [218].

(x0) T'richioressigsiure fiir Pregnantriole [242], Herzglykoside und Aglykone (z.B.
[228, 243, 244, 245, 246]), Sapogenine [247] und andere. Meistens als Spray verwendet:

(a) 25% in Athanol [228, 242] oder 20-25% in Chloroform [245, 248] und 5
Minuten auf 100° erhitzen.

(b) 33% in Chloroform +- 1 Tropfen H,O, pro 10 ml Reagens [244].

(c) 2 Vol. 25%ige Lésung in Athanol 4 8 Vol. 39 Chloramin in Wasser, 10
Minuten 120° [228]. Man erhidlt meist verschiedenerlei Fluoreszenzfarben im UV-
Licht (360 mupu).

(x1) Phosphomolybdiinsciure fur diverse Steroide (blaue TFlecken [195, 249]),
Steroidsulfate und -Glukuronide [250], Oestrogene [200], Gallensiuren [251, 252],
Steroidalkaloide. 2-109% in Alkohol, bei 80-100° [249, 250], oder 10% in Aceton
[253]. Unterschiedliche Empfindlichkeit (1—50 y/cm?).

(12) Kieselwolframsdure fiir diverse Steroide [249] aber mit meist geringer
Empfindlichkeit. 25% in Athanol, Spray, Trocknen 2-5 Minuten bei 110°; verschie-
dene Farben. :

(13) Phosphowolframsdure fir Sterine [195, 197]: 10~15% in Athanol.

(x4) Phenol-Molvbdcin—Perchilorsciure fiir 45-3-Hydroxy-Steroide [254] : Spréty mit
wassergesittigtem Phenol, Trocknen bei 20-75°; Spray mit 1 g Ammonmolybdat -
2.5 ml 60%ige Perchlorsidure in 100 ml o.x V-HCI] und Erhitzen auf 75-80° fiir 3—8
Minuten. Rosa Farbe fiir 45-38-Hydroxy-Steroide; Empfindlichkeit bis ca. 2 y/cm?
(unchromatographiert).

(15) Antimontrichlorid fuir Steroide aus allen Gruppen, insbesonder 45-3-
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Hydroxy-Steroide [213], Sterine [193], Oestrogene [255], progesteronihnliche Steroide
[256], Cardenolide [228, 248, 257, 258], Bufogenine [g6], Sapogenine“[zsg, 260],
Gallenséduren [26x], und diverse andere [214, 262, 263].

(a) gesittigte Lésung in Chloroform [213], eintauchen und 1-5 Minuten trocknen
bei 8o-go°.

(b) 25 g Antimontrichlorid in § ml Nitrobenzol [262], Spray und Erhitzen auf go°.

(¢) 20% in Methylenchlorid + 29 Acetylchlorid [263].

(d) Vorbehandlung der Chromatogramme in Chlorgas 20 Minuten lang, dann
Spray mit einer Mischung von 38 g Antimontrichlorid und 10 ml Acetanhydrid
(frisch bereiten), Erhitzen auf 90—100"’ ; in vielen Fillen intensivere FFarben oder
Fluoreszenzen als ohne Chlorbehandlung [214].

(e) Gesittigte Losung von Antimontrichlorid in Chloroform -+ 10-209% Thionyl-
chlorid. Spray, 3—5 Minuten 95° [198]; diese Variante soll ebenfalls intensivere Ifarb-
reaktionen liefern.

Antimontrichlorid-Reagenzien sind besonders dann vorteilhaft, wenn es sich um
Verbindungen handelt, die mit den unter 1—10 angefithrten Indikatoren nicht oder
schlecht reagieren. Man erhilt meistens im UV (360 mu-Region) fluoreszierende
Farben ganz unterschiedlicher Intensitdt (Feuchtigkeit schadet!).

(16) Antimonpentachlorid fiir diverse Steroidklassen wie Sterine [205, 264, 265],
Qestrogene[19g, 200, 266], Steroidamine [194] und andere [231, 249]: 5-50%ige L.osung
in Chloroform, Eintauchen oder Spray, ev. mit nachfolgendem kurzen Erhitzen
(empfindlich gegen Feuchtigkeit).

(x7) Zinkchlorid fur diverse Steroide:

(a) 30% in abs. Methanol, Spray und Erhitzen bei 130° bis zu einer Stunde [325].

(b) Spray mit einer Lésung von 20 g wasserfreiem Zinkchlorid in 30 ml Eisessig,
auf go° erhitzen. Die hierbei erhaltenen Farben oder Fluoreszenzen kénnen teilweise
bedeutend verstirkt werden durch Nachbehandlung mit einer Losung von Benzoyl-
chlorid-Chloroform (1:1) und Trocknen [267]; siehe auch [266].

(18) Zinntetrachlorid[139]: 30%in Chloroform, Eintauchen, Trocknen 20 Minuten
go°. Gibt fiir gewisse Steroide gute Fluoreszenzen im UV-Licht.

(19) Jod—Kaliumjodid gibt mit Cortison und einigen wenigen anderen Steroid-
verbindungen Blaufirbung [233, 266, 268]: 0.3% Jod in 59%iger wissriger Kalium-
jodidlésung. Eine Nachbehandlung der besprithten Chromatogramme in Ather soll

die Reaktion viel empfindlicher machen, insbesondere fiir oxygenierte Progesteron-
Derivate [269].

(z0) Jod [270] in Form von Dampf{ oder als I.6sung in Petrolither gibt auch mit
verschiedenen Steroiden fliichtige gelbe bis braune IFlecken meist missiger Intensitiit

(177, 249, 271], Gallensduren [240]. Dieses Reagens liisst sich auch in Kombination
mit Perjodsidure fiir Steroide beniitzen [231].

(21) Fervichlorid baw. Ferrichlorid-Kaliumferricyanid fiir Oestrogene bzw. Enole
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(blaue Flecken).: 2% Ferrichlorid in abs. Methanol [266] oder viel besser eine frische
Mischung aus gleichen Teilen 19, wiéssrig Ferrichlorid und 19, wissrig Kaliumferri-
cyanid [272].

(22) Aromatische Aldehyde + Séuren fiir diverse Steroide, insbesondere Glyloside
und Aglykone wie z.B.:

(a) Anisaldehyd-Schwefelsdure—Eisessig (213, 260, 273], weitere Literatur in [225].

(b) Dimethylaminobenzaldehyd-Schwefelsiure—-Acetanhydrid [260, 271].

(c) Zimtaldehyd-Schwefelsdure-Acetanhvdrid-Antimontrichlorid [275] fiir
Saponine.

(d) Furfurol-Eisessig oder Phosphorsdure [225, 276].

(e) Vanillin—Phosphorsdure [274, 2706, 277] fur 17-Hydroxy-zo-keto-2o0-methyl-
steroide und andere.

(f) p-Hydroxybenzaldehyd-Athanol-Schwefelsdure fiir Sapogenine [382, 383].

(23) 3,5-Dinitrobenzoesdinre (Kedde-Reagens) fiir Cardenolide (blauviolette
Flecken): Spray mit 1% in 0.5 N-KOH in Methanol-Wasser 1:1 [208] oder mit einer
Mischung gleicher Vol. von 2%iger Lésung in Methanol +4- 2 N-KOH [248].

(24) Kaliumjodwismuthat (Kraut-Dragendorff-Reagens) und Kaliumjodplatinat
fiir Girard-Derivate [190] und Steroid-Alkaloide [194, 278, 279].

(25) Sollten die genannten Reagenzien keinen Nachweis der zu analysierenden
Steroide auf dem Chromatogramm erlauben, so gibt es noch weitere Mdéglichkeiten
iiber welche folgende Zusammenstellung orientiert:

Reagens Naclweis fiir

Salicyloylhydrazid (+ Indoanilintest[381])

Steroide mit reaktiven Oxogruppen
conc. od. go%ige H,80, [122, 268, 280]

diverse Steroide

Schwefelsiurc—Eisessig [213, 263]

15%ige rauchende Schwelelsiure [266]
Phenylsulfonsdure-Phosphorsiiure [266)
Osmiumtetroxyd [281]

Silbernitrat, Belichten und Entwickeln [198]
Phthalsbure-Zinkchlorid [282]
p-Phenylendiamin-phthalat [3o02]

Millons Reagens [200]

Bromwasser [266]

Nitrose Gase—Ammoniak [284]
Tolin-Cjocalteu-Reagens (190, 285]
Diazo-Reagens (Pauly) [255, 294
Nitroprussid-Natrium (Legal-Reagens) [228,
267, 273]

Pikrinsdure (IBaljet-Reagens) [228, 249]
p-Nitranilin [276]

Jodat—Benzidin [283]

Permanganat [233]

Permanganat—-Perjodat [286]

Fluorescein (0.0005%,, Kontrastverfahren) [271]

LEriochromcyanin [198]

Mayers Reagens (HgCl,, KJ, ZnCl,) [278]
Frohdes Reagens (Mo-H,SO,) {278]

Blut (biolog. Auswertung) [247]

diverse Steroide

QOestrogenc

QOestrogence

a, ff-ungesiittigte Ketone
5,6-Dibromide

Oestrogene
4-3-Ketosteroide
Oecstrogene

Qestrogene

Oestrogene

Oestrogene, reduzierende Steroide
phenol. Steroide, Ocstrogence
Cardenolide

Cardenolide
Cardenolide

Glykoside

div. Steroide

div. Steroide, Saponine
div. Steroide

stark lipophile Sterine
Steroid-alkaloide
Steroid-alkaloide
Sapogenine
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In analoger Weise wie die Photokopien von im UV-absorbierenden Substanzen
lassen sich auch von den im UV-fluoreszierenden IFlecken unter Verwendung wvon
geeigneten Filtern Photokopien oder Photographien herstellen [287, 288].

(26) Radioautogramm. Radioaktive Steroide oder Steroid-Derivate lassen sich
auf dem Chromatogramm direkt mit dem Zihlrohr feststellen [155, 289] oder durch
Kontakt mit X-Film wihrend 1 Tag bis mehreren Wochen sichtbar machen [29o, 291,
292, 293].

Im einfachsten IFall liefert die Auswertung ecines Papierchromatogramms 2
verschiedene Daten, die gemeinsam bereits eine beschrdnkte Charakterisierung oder
vorldufige Identifizierung erlauben:

Distanz Start — Mittelpunkt des IFleckes
T. Rp-Wert P > >

Distanz Start — Losungsmittelfront

2. Farbrezktion oder physikalische Eigenschaft. .

Verschiedene Faktoren beeintrichtigen aber den Wert dieser Daten, besonders
wenn man die grosse Anzahl dhnlicher Steroide berficksichtigt.

Zu 1: Trotz grosser Sorgfalt in der Durchfithrung der Chromatographie und
moglichster Konstanthaltung der Bedingungen (wie Temperatur, Sittigung, Phasen-
menge, Dauer) sind die Rp-Werte gewissen Schwankungen unterworfen. Es ist daher
vorzuziehen, die Wandergeschwindigkeit einer unbekannten Substanz statt aufl die
Losungsmittelfront /7 auf eine etwa dhnliche laufende Standardsubstanz S zu beziehen.
_ T Distanz Start — Mittelpunkt des Fleckes L .
Der so erhiiltliche Wert Ry == - weist cine viel

Distanz Start — Substanz S
bessere Konstanz auf mit Ausnahme von Fillen von Verdringungseffelkten und von
sehr nahe beieinander laufenden Substanzen mit sehr kleinem oder sehr grossem
Rg-Wert. Ausserdem lidsst sich der Rg-Wert auch dann angeben, wenn die Losungs-
mittelfront das Papier lingst verlassen hat, was oft zur besseren Auftrennung nétig
ist. Als S wird man am besten eine Substanz wihlen (Steroid, FFarbstoff, etc.) die
unter den gegebenen Bedingungen in den mittleren Teil des Chromatogramms wandert
(vgl. z.B. {150, 295]). FFiir eine gute chromatographische Charakterisierung ist darauf
zu achten, dass die zu analysierenden Substanzen weder zu nahe dem Start noch der
Losungsmittelfront laufen. Im ersten TFall hat man liénger zu chromatographieren oder
ein polareres Lésungsmittel zu wiihlen, im letzteren ein schwiicher polares. Auch unter
diesen Bedingungen und unter Beriicksichtigung einer Fleckenlinge von 1.5-3 c¢m
hat man {iber lingere Perioden mit einer gewissen Streuung der Rg-Werte zu rechnen.
Handelt es sich um die papierchromatographische Charakterisierung oder Identifi-
zierung einzelner Verbindungen oder besonders mehrerer Komponenten eines Ge-
misches, so wird man stets entsprechende Vergleichssubstanzen parallel mitchromato-
graphieren lassen. Wesentlich sicherere Resultate erhédlt man ausserdem durch Ver-
wendung verschiedener Losungsmittelsysteme. Es sei an dieser Stelle noch an-cinige
Faktoren erinnert, die die Wandergeschwindigkeit beeinflussen kénnen, wie ungleich-
missige Imprignierung, unvollstindige Sattigung der Gefiisse, grossere Temperatur-

-
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schwankungen, Hohe der Trogfiillung, Art des Einhédngens der Papiere in den Trog
(Saugwirkung), Dauer der Chromatographie. Bei genauen Vergleichschromatogram-
men sollte man die dusserste Randzone von Blittern oder die beiden #Hussersten
Streifen ciner Serie leer lassen, da die mobile Phase gewisser Systeme in diesem
Gebiet manchmal etwas hinter der Lésungsmittelfront auf dem Hauptteil zuriickbleibt.

Zu 2: ‘Qualit’dt und Intensitdt vieler Farbreaktionen auf dem Chromatogramm
sind ebenfalls gewissen Schwankungen unterworfen: Konzentration der Substanzen,
Verunreinigungen oder Uberlagerungen (Mischfarben), Ausfithrung der Farbreaktion
(z.B. Stidrke des Sprays, Erhitzungsdauer, Feuchtigkeit, Verunreinigungen in der
Luft), Riickstdnde von Loésungsmittelsystemen (z.B. Formamid). Dies gilt besonders

Fig. 12, Pantograph zur Auswertung von Photokopien und Chromatogrammen.

fiir die im UV-Licht Fluoreszenzen hervorrufenden Farbreaktionen. Man soll es sich
auch hier zur Regel machen, wenn immer moglich mehr als nur eine Farbreaktion zur
Charakterisierung heranzuziehen (Parallelchromatogramme).

Durch die Kombination von zwei oder mehr Rp- oder Rg-Werten und Farb-
reaktionen lassen sich die meisten Steroide ausgezeichnet charakterisieren und bis zu
einem hohen Grad von Wahrscheinlichkeit mit Vergleichssubstanzen identifizieren
(vgl. hierzu [150, 295]). Bei der grossen Anzahl isomerer Steroide soll jedoch nie die
Moglichkeit ausser acht gelassen werden, dass sich gelegentlich zwei verschiedene
Verbindungen papierchromatographisch nicht unterscheiden lassen, weshalb auch die
Ausfithrung sogenannter Mischchromatogramme in Analogie zum Mischschmelzpunkt
von geringerer Bedeutung ist. Fiir die Herstellung permanenter Belege erweist sich
die Ubertragung und Zuordnung der Rp- oder Rs-Werte und Farbreaktionen sowie
eventuell UV-Absorption auf geeignete Formulare als recht niitzlich, wozu Rp-Meter
oder Pantograph (Fig. 12 [218]) dienen kénnen.

(f) Zusdtzliche Methoden zur Identifizierung im Zusammenhang mit der
Chromatographie

(1) Chromatographie von Derivaten. Als sehr niitzlich erweist sich die vergleichende
Chromatographie von freien Steroiden und ihren Acetaten [178, 280], bzw. ihren
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Oxydationsprodukten nach Behandlung mit Chromsidure [148, 180, 280, 293] oder
Perjodsdure [2g6] in mikrochemischem Masstab, gegebenenfalls unter Beniitzung der
Isotopenverdiinnungstechnik [293]. Aus den Unterschieden in den Rp-Werten von
freiem und umgesetztem Steroid (nétige Mengen 0.01-100 y) bzw. aus dem Befund,
ob iiberhaupt eine Reaktion stattgefunden hat, lassen sich oft wertvolle Schliisse auf
Anzahl und Stellung von Hydroxylgruppen (primir, sekundér, tertidr; vgl. auch
Abschnitt IV 3) ziehen. Schwer trennbare, gesidttigte und unkonjugiert ungesittigte
17-Ketosteroide lassen sich durch Behandlung mit Perbenzoesiure differenzieren,
indem die letzteren in hoher polare Derivate tibergefithrt werden und die ersteren
unverindert bleiben [211]. Eine zus#tzliche Identifizierung von 17-Ketosteroiden ist
durch Chromatographie ihrer Zimmermann-Farbkomplexe vorgeschlagen worden
[297].

(2) Milkrochemische Reaktionen auf dem Chromatogramm. Unter bestimmten
Bedingungen lassen sich Steroide auf dem Chromatogramm selbst oxydieren, redu-
zieren oder hydrolysieren, worauf die Reaktionsprodukte mit Farbrealktionen oder
spektrographisch nachgewiesen werden. Durch abwechselnde Oxydation, Reduktion
und Farbreaktion ldsst sich die Natur der Seitenkette bei C,,-Steroiden einigermassen
charakterisieren [298], jedoch sind Nebenreaktionen zu beriicksichtigen. Alkalische
Perjodsdureoxydation und folgende positive DNB-Reaktion scheint spezifisch fiir eine
Glycerinseitenkette zu sein [29g9], withrend bei saurer Perjodsiureoxydation alle
17,20-Diole reagieren [300]. Eine Unterscheidung zwischen Dihydroxyaceton- und
a-Ketolseitenkette soll durch die erhshte Empfindlichkeit der ersteren gegeniiber
Alkalibehandlung vor dem Reduktionstest (auf dem Chromatogramm) moglich sein
[301]. Ketale von 4*-3-Ketosteroiden lassen sich auf dem Papier durch Besprithen
mit 50%iger wissriger Glykolsdure und zo Minuten Erhitzen bei go® im Trocken-
schrank glatt spalten, worauf die gebildeten 4%-3-Ketone wie tiblich durch UV-
Photokopie nachgewiesen werden konnen [81].

(3) Spektrophotometrische Charakierisierung der Eluate. Neben der UV-Absorption
der Eluate in Alkohol (vgl. [311]) liefert diejenige in alkalischem Athanol [303], in
conc. Schwefelsidure fiir Steroide [178, 343, 344], Ostrogene [179] oder Sapogenine
[306, 307], in Phosphorsiure-Schwefelsdure [308] oder in ““100%iger Phosphorsdure”
(309, 310] zusidtzliche Moglichkeiten fiir die Charakterisierung. Von den #»n vétro durch-
fiihrbaren Farbreaktionen seien diejenigen mit Blautetrazolium [312, 313], Kalium-
tert.-butylat (‘‘soda fluorescence”) [314, 315], Perchlorsdure [316], Jodtrichlorid
[31%] und besonders Phenylhydrazin nach PORTER-SILBER (Dihydroxyaceton-Seiten-
kette [318]) erwihnt. Auch die Perjodsdureoxydation lisst sich zur Charakterisierung
der Seitenkette durch Abspaltung z.B. von Formaldehyd im Mikromasstab heran-
ziehen [319] ebenso. wie zur Charakterisierung des restlichen Molekiils (z.B. Bildung
von 17-Ketonen, von Siduren oder eines 5-Ring-Lactones aus Aldosteron).

(g) Allgemeine Trennungsschemata

Fir viele Zwecke wird es geniigen, Chromatogramme in einem System oder parallel
in mehreren Systemen auszufithren, Bei sehr komplizierten Mischungen wie z.B.
Litevatur S. 252258,
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Harn- oder Organextrakten gelingt eine véllige Auftrennung nur durch wiederholte
Chromatographie, fraktionierte Elution und Rechromatographie in anderen Systemen.
Man verfihrt z.13. nach folgendem Schema [178]: '

Steroid-Gemisch auf mit Formamid impréigniertem Papier aufgetragen
Entwicklung mit

Entwicklung mit Papicr SR = __Papier Entwicklung mit Papier
Hexan, 3 Std. i—‘nﬁ:rtragun-> Il'Lkan—B?’_M()] i'nl»c-.rtragun_> Benzol, 3 Std. fibertragen
’l (1:1), 3 Std. 1
|
¥ 4 +
Uberlauf: (FFette Uberlauf: €Oy, Uberlauf: Cy,0;,
u. Cholesterin) Cy0, und Cy,0;- und Cy, O,
Monoacetate Monoacetate
__ Entwicklung mit L
© CHCl,, 3 Std. 1
i ¥
Uberlauf: Cg4,0, aufl dem Papier
und Cy Op- bleiben: C,;, 0,
Momnoacetate
e .
oder auf dhnliche Weise [3z20, 321, 322]:
Neutralextralkt
&
Svstem A System 1B System C
[ - ____l
4
a ; a a
| -
b { x Stunden B v Stunden 1>
i c ¢ | c
————I——‘ MTI—— L.osungsmittelfront
Eluat - .- : Eluat -~

Wir ziehen im allgemeinen die auf S. 227 dargestellte Fraktionierung vor (vgl
z.B. [323]) unter Anpassung der Polaritit der verschiedenen Lésungsmittelsysteme
an die Polaritiit der Eluate aus dem 1. Chromatogramm.

In diesem Zusammenhang ist noch kurz auf die Moéglichkeiten der Elution von
Steroiden aus den Chromatogrammen hinzuweisen. BBei direkter Elution z.13. aus quer
zur Chromatographie-Richtung geschnittenen Banden oder Streifen verwendet man
am besten S8o-100%iges Methanol oder Athanol fiir héher polare Steroide, wihrend
fiir schwach polare Chloroform oder Methylenchlorid gentigt. Es ist zu berticksichtigen,
dass sich die auf der Cellulose adsorbierten Steroide in den iiblichen Ldsungsmitteln
viel schlechter 16sen als in vitro. Entweder iiberschichtet man die Papierstiickchen
mit dem Loésungsmittel, dekantiert und wiederholt die Prozedur [1478] oder man
bedient sich je nach Bedarf einer der beschriebenen speziellen Elutionsvorrichtungen
(46, 149, 179, 210, 304, 305], die sich auch sehr gut fiir quantitative Bestimmungen
eignen. Bei grésseren Mengen von Papier bewiihrt sich folgendes Verfahren [210]: Das

Literatur S. 252258,



voL. 1 (1958) CHROMATOGRAPHIE VON STERINEN USW, 227

Neutralextrakt

" ~L
a e e e e e e i
C
- d
C
| . e
e AT RS S I
a a a a a
b b b b b
c c c c c
— _._--_} -
d ! d cl
Systeme '.I."V I A - l.').w o C- 13

Nétigenfalls nochmalige Elution der Fraktionen aus B—17 und Rechromatographic in anderen
Systemen.

Papier wird mit 20%igem wissrigem Methanol oder Tetrahydrofuran zu einem dicken
Brei zerstossen oder zerschlagen, nach einiger Zeit scharf abgenutscht und langsam
mit reinem Methanol oder Tetrahydrofuran nachgewaschen. Das Filtrat wird im
Vakuum eingeengt und mit einem organischen Losungsmittel zuriickextrahiert.

(h) Préparative Papicrchromalograpliie

In letzter Zeit ist die Papierchromatographie immer mehr auch in priparativem
Masstab bis zu Mengen von einigen Grammen angewendet worden. Sie hat den Vorteil,
dass sie sehr rasch arbeitet und nur relativ wenige, aber gut definierte I'raktionen
liefert. Entweder chromatographiert man auf einer grésseren Anzahl loser Blitter
[46] (z.B. im platzsparenden Schlitztrog [218]; {iber die Beladung vgl. Abschnitt IV
1 c) oder, wenn es sich um gewéhnliche wissrige Systeme oder solche vom ZAFFARONI-
Typ handelt auf zusammengepressten Papieren. So ist z.1. die prdparative Trennung
von Herzglykosiden mit Erfolg auf dem Chromatopile ausgefiihrt worden [326]. Als
besonders brauchbar hat sich fiir die Auftrennung komplizierter Steroidgemische ver-
schiedener Herkunft der Chromatoblock [218] erwiesen (vgl. FFig. 13) unter Verwen-
dung von ZAFraRoNI-Systemen fiir Mengen bis zu 1.5 g pro Block (= Blatt). Das
Chromatogramm ist bei richtiger Ausfithrung durch den ganzen Block hindurch
bemerkenswert gleichmissig. Nach dem Trocknen der Blitter lassen sich die einzelnen,
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scharf getrennten IFraktionen (Zonen) z.B. durch UV-Photokopie oder einfacher mit
dem TFluoreszenzschirm (Fig. 11 [218]) erfassen, anzeichnen, ausschneiden und
eluieren. In Fig. 10 ist eine UV-Photokopie eines Blattes aus einem solchen Chromato-

Fig. 13. Chromatoblock fiir die priparative Papierchromatographie.

block (Formamid/Benzol-Chloroform 1:1) wiedergegeben, wobei jedes Blatt mit 1o
mg einer Nebennierenfraktion beladen wurde. Die Auftrennung ist bei der gegebenen
Beladung mindestens ebenso gut wie im analytischen Chromatogramm.

(2) Quantitative Methoden

Ist die quantitative Auswertung von Papierchromatogrammen erwiinscht, hat man in
erster Linie den Fehler beim Auftropfen moglichst klein zu halten, mit parallel
laufenden Standardkonzentrationen zu arbeiten und auf die Verwendung reiner
Papiere zu achten. Im einfachsten Fall gelingt eine semiquantitative Bestimmung bei
Wahl optimaler Konzentrationen (je nach der Empfindlichkeit des Indikators) durch
visuellen Vergleich der Flecken (Grésse und Intensitit) unbekannter Konzentration
mit denjenigen von Standardsubstanzen. Vor allem eignen sich hierzu UV-Absorption,
Reduktionsteste (Blautetrazolium), Natronlauge-Fluoreszenz, Phosphorsiure etc.
Bei einiger Routine ist die Fehlergrenze nicht grésser als 4- 20%. Vgl. die Beispiele
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fiir die Bestimmung von Aldosteron [210], Corticosteroiden [32%] oder Pregnen-
derivaten [150]. Trotz der relativ grossen FFehlergrenze ist diese Methode oft vorteil-
haft, wenn Gemische aufzutrennen sind, von welchen eine bestimmte Xomponente in
sehr geringer Konzentration zu bestimmen ist, und wenn sich diese Komponente nur
mit einer Farbreaktion genau auf dem Chromatogramm lokalisieren lidsst. Eine
Bestimmung der Konzentration aus der Fleckengrosse allein scheint in gewissen
Fidllen moglich [328], diirfte aber allgemein kaum anwendbar sein. Eine objektive
Auswertung lisst sich entweder auf dem Papier direkt durchfiihren oder nach Elution
der bestimmten Zone oder des entwickelten Farbfleckes in vitro. In geeigneten Adap-
tern zu Spektrophotometern misst man direkt auf dem Chromatogrammstreifen die
UV-Absorption [329, 330, 331, 332] oder den blauen Farbstoff (600 mu) nach Behand-
lung mit Blautetrazolium [333]. Farbflecken auf dem Chromatogramm, z.I3. mit
m-Dinitrobenzol fiir 17-Ketosteroide [227] oder Blautetrazolium fiir Corticosteroide
[235] lassen sich auch mit dem Densitometer relativ gut ausmessen, nachdem das
Papier transparent gemacht worden ist. Andere Vorrichtungen erlauben die Messung
von UV-fluoreszierenden Flecken entweder direkt auf dem Papier (z.B. Natronlauge-
Fluoreszenz von Corticosteroiden [237]) oder durch Densitometrie von Fluoreszenz-
photographien, im Fall von Herzglykosiden [287] nach Behandlung mit Trichlor-
essigsadure.

Genauere Resultate erhilt man im allgemeinen, wenn man die auf den Chromato-
grammen befindlichen Substanzen (Lokalisierung eventuell auf Parallelchromato-
grammen) als solche eluiert und 7n vitro spektrophotometriert, sei es direkt oder nach
Umsetzung mit einem Reagens, indem man gegen das Eluat cines substanzfreien
Chromatogrammstiickes als Blank misst (Achtung auf niedrige Blindwerte durch
Verwendung gewaschener Papiere [212]). So beniitzt man hdufig die Absorption bei
239—240 mu fiir 4*-3-Ketosteroide (Corticosteroide etc. [150, 178, 223, 280, 304, 305]),
bei 510-525 mu nach Formazanbildung mit Blautetrazolium (fiir Corticosteroide
[178, 305]) oder bei 526 myp nach Reaktion mit Xanthydrol (fiir Cardenolide [248]).
Beliebige andere Reaktionen kénnen zur quantitativen Bestimmung herangezogen
werden, wieZIMMERMANN-Reaktion flir 17-Ketosteroide [211], LIEBERMANN-BURCHARD
fiir Cholesterin [196], conc. oder rauchende Schwefelsdure fiir diverse Steroide [3271,
212], “‘Natronlauge-Fluoreszenz’ fiir 44-3-Ketosteroide [315], Umsetzung mit Hydro-
xylamin und Ferrichlorid zur Acetylgruppenbestimmung [178] oder Umsetzung mit
weiteren, bereits in Abschnitt IV 1 f erwihnten Reagenzien. Ferner besteht eine
Moéglichkeit darin, dass man die Farbreaktion auf dem Chromatogramm ausfiihrt und
den gebildeten Farbstoff nach Elution 4# vitro misst. So lassen sich Formazanflecken
in Pyridin-Salzsiure oder besser mit Tetrahydrofuran [334, 335] oder Essigester—
Methanol (7:3) [336] vom Papier eluieren (A max 550~-560 mu), das blaue Reaktions-
produkt von reduzierenden Steroiden mit Arsenmolybdat bereits mit Wasser ([236];
A max 650-660 mu). Die letzteren Methoden haben den Vorteil, dass die zu bestim-
mende Substanz bzw. ihr farbiges Realktionsprodukt sehr genau aus dem Chromato-
gramm geschnitten werden kénnen, wihrend die Farbstoffbildung auf dem Papier
und die Farbstoffelution FFehlerquellen in sich bergen. Im umgekehrten Fall, wenn das
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unbehandelte Steroid erst cluiert und dann in vitro umgesetit wird, ist zwar die
Farbstoffbildung besser kontrollierbar, aber die genaue I.okalisiecrung der zu eluie-
renden Substanz bietet einige Schwierigkeiten, ausser sie ldsst sich mit Hilfe von
UV-Absorption, TFluoreszenz oder Radioaktivitdt bewerkstelligen (Achtung vor
Verlusten durch UV-Bestrahlung [220, 221]). Schliesslich ist noch auf die vielver-
sprechende quantitative Auswertung von radioaktiven Steroiden oder Steroid-
Derivaten auf dem Papier oder 712 vitro hinzuweisen, die bis zu sehr niederen KKonzen-
trationen moglich ist und unter Umstiinden (Doppeltracertechnik) alle Verluste
auszuschalten vermag [289, 290, 291, 292, 293].

2. Spezielle Methoden

Zin allgemeiner Uberblick iiber die Eignung von 14 ausgewihlten Systemen [iir
verschiedene Steroidklassen ist bereits weiter oben in Fig. 4 gegeben worden, wobei
jeweils nur solange chromatographiert wurde bis die Lésungsmittelfront das untere
Papierende erreicht hat (2.5-3 Std.). Die im oberen Teil der Chromatogramme be-
findlichen Substanzen lassen sich Dbeliebig nach unten verschieben durch eine ent-
sprechende Verlingerung der Chromatographiezeit um das 2- oder x-fache (Durch-
laufchromatogramme). Dies soll als Anhaltspunkt dienen fiir die Ermittelung der
Chromatographiedauer fiir Substanzen, von welchen in einigen der folgenden Tabellen
lediglich der Rgs-Wert angegeben ist, wobei als S 2.13. Corticosteron oder Cortisol
gewihlt ist. Je nach diesem Rg-Wert wird man also so lange chromatographieren bis
S irgendwo zwischen dem oberen und unteren Viertel der Papierlinge wandert. Wie
schon erwihnt, ist bei der grossen Anzahl von Verbindungen ihnlicher Polaritit auch
innerhalb jeder Klasse die Unterscheidung ausser nach Rp- oder Rg-Werten in ver-
schiedenen Systemen auch durch verschiedene Indikatoren iiblich, die sich auf
bestimmte funktionelle Gruppen im Steroidmolekiil beziehen wie UV-Absorption,
(a,B-ungesittigte Ketone), Blautetrazolinm-Natronlauge (recduzierende Seitenkette
oder Ringketol und 49-3-Keton), ZiIMMERMANN-Reaktion (vornehmlich 17-Ketone),
Dinitrophenylhydrazin (reaktive Ketogruppen) etc. Dadurch kénnen einerseits selbst
gleich schnell laafende Verbindungen differenziert werden, anderseits gibt die kombi-
nierte Auswertung gleichzeitig Hinweise auf die mégliche Konstitution unbekannter
Flecken. Als Beispiel sei z.13. das Verhalten der neuerdings sehr aktuellen 41:4-3-
Ketosteroide im Vergleich zu den 4%-3-Ketosteroiden erwidhnt. Beide lassen sich
durch UV-Photokopie leicht nachweisen, die gelbe Natronlaugefluoreszenz fillt aber
nur mit letzteren Verbindungen positiv aiis. Die in den folgenden Abschnitten tabel-
larisch angefiihrten Steroide werden daher nicht nur nach Rp- oder Rg-Werten
geordnet, sondern hiufig auch in Untergruppen eingeteilt, z.13. mit den Merkmalen
UV 4+~ BT 4, UV 4+ BT —, UV—BT +, UV — BT — oder UV-Absorption in
Kombination mit DNB- oder DNPH-*Reaktion. Im iibrigen wird darauf verzichtet,

' Die hier und in den Tabellen beniitzten Abkiirzungen haben folgende Bedeutung: UV = -

UV-Absorption bei 240 my: BT = Reduktionsvermogen mit Blautetrazolium; DNB = alkalisch
m-Dinitrobenzol; DNPH = Dinitrophenylhydrazin; I° = Propylgenglykol; I’ = Formamid;
Tol = Toluol; Be = Benzol; Cy = Cyclohexan; A, B, _;, BL,, C und IE,B bezcichnen Systeme vom
Busu-Typ (Zusammensetzung siche Fig. 4, S. 209); DH = Dihydro-; TH = Tetrahydro-,
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simtliche Rg- oder Rp-Werte und alle qualitativen und quantitativen Angaben iiber
die Farbreaktionen aus der Literatur wiederzugeben, da die Bedingungen der Aus-
fihrung von Ort zu Ort erfahrungsgemaiss recht verschieden sind, so dass zur ein-
deutigen Identifizierung doch stets Vergleichssubstanzen parallel mitchromato-
graphiert werden miissen. Die folgenden Tabellen sollen in erster Linie anhand zahl-
reicher Vertreter aus allen Steroidklassen eine eingehende Orientierung iiber die
Moglichkeiten gewihren; vgl. hierzu auch die Zusammenstellung in [150].

Alle Werte beziehen sich auf Raumtemperatur (meist 22° C) wenn nichts anderes
angegeben ist und stellen Mittelwerte aus mehreren Liufen dar, wenigstens soweit es
sich um eigene Angaben handelt.

(a) Stervine

Die urspriinglichen ZarrARONI-Systeme sind fiir die meisten Sterine zu polar, hingegen
erwies sich ein System mit Phenylcellosolve (Athylenglykolmonophenylither) als
stationidre Phase und z.B. Heptan als mobile Phase mit Whatman No. 7 als allgemein
anwendbar {267, 380]. R-Werte verschiedener Derivate sind in Tab. 30 wiedergegeben
(aus [264]). Als Indikatoren dienen Antimontrichlorid und Antimonpentachlorid
[205, 265]; ersteres gibt besonders mit 45-38-Hydroxy-Steroiden empfindliche IFarb-
realtionen [267]. Zur Chromatographie von 4C-Cholesterin-Derivaten vgl. [291]. Fiir

TABELLTE 30
STERINE IM SYSTEM PHENYLCELLOSOLVE/HEPTAN [2647

NS ShCl, in CHCL, (20%,)

Monohydroxy-Sterine S = Cholesterin
s-stiindige Entwicklung
Cgas-Sterine

Cholesterin 1.0 rasa
I.athosterin 0.9 rotl.-violett
7-Dehydrocholesterin (2.7) 0.7 blaugriin
Cholestanol 1.1 rosa-violett
Coprosterin 1.3 rosa
Cge-Sterine
Brassicasterin (27) 1.0 rosa
Ergosterin (37) 0.6 blaugriin
Cap-Sterine
fB-Sitosterin 1.0 rosa
a-Spinasterin (27) 0.9 grau
Stigmasterin (2F) 1.0 rosa
Di- und Tri-Hydroxy-Sterine S = /I5-Cholestendiol(38,70)
2o-stiindige Entwicklung
/18-Cholestendiol(33.7/) 1.0 blaugriin
Z3-Cholestendiol (35, 7a) 0.7 blaugriin
A%-Cholestendiol(38,24) 0.4 braun
Z5-Cholestendiol(3f83,25) 0.4 braun
A%-Cholestendiol(34,6) 0.6 hellbraun
Cholestantriol(3f8,5u,6/3) 0.5 gelbbraun

Nach dem Spray geben £7-Sterine und 7a- bzw. 78-Hydroxydcerivate sofort brillante Farben;
andere erst nach kurzem Erhitzen auf 100°, die Stanole erst nach lingerein Erhitzen.
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Sterine ist anderseits hdufig das Verfahren mit umgekehrten Phasen verwendet
worden. Wihrend sich die Hydrophobierung des Papieres mit QGuilon [205] kaum
durchsetzen konnte, erweist sich diejenige mit Paraffinél als recht brauchbar, wenn
Eisessig—Chloroform-Paraffinsl-Mischungen (65:25:10) als mobile Phase dienen
([196, 197]; aufsteigend, Whatman No. 3).

Die Rp-Werte betragen fiir

Cholesterin 0.62
Cholesterin-acetat 0.34
Cholesterin-capronat 0.16
Cholesterin-stearat u. ~palmitat 0.02
Cholesterin-oleat 0.03

Diese Verbindungen wurden nach der Elution auch halbquantitativ bestimmdt.
Mit einem &hnlichen System ist Vitamin D und eine Reihe verwandter Verbindungen
chromatographiert worden [193]: Hydrophobierung mit 5% Paraffinél in Leicht-
petrol; mobile Phase:

(a) Athylcellosolve—n-Propanol-Methanol-Wasser (35:10:30:25)

(b) n-Propanol-Methanol-Wasser (15:82:3)

(c) 95%iges Methanol; aufsteigend, Whatman No. 2.
Indikator Antimontrichlorid. Zur Verwendung von mit Aluminium-Seife imprig-
niertem Papier vgl. [204] und zum Versuch einer zweidimensionalen Trennung [192],
wobei fiir die 1. Dimension ein Kieselsdurepapier (Adsorption) und fiir die 2. Dimension
hydrophobiertes Papier (Vaseline; Verteilung) verwendet wurde. Uber neue Arbeiten
in dieser Klasse s. [384, 387].

(0) C,g-Steroide (Oestrogene)

Oestrogene lassen sich ohne besondere Schwierigkeiten in den iiblichen Steroidsyste-
men chromatographieren (vgl. Tab. 31, Systeme I, I, III), vgl. auch Tab. IIIin [150].
Fiir Oestriol wird besser ein stidrker polares System verwendet als fiir Oestradiol
und Oestron. Alle sind leicht nachweisbar, besonders mit Ferrichlorid-Kaliumferri-~
cyanid, Folin-Ciocalteu, ferner mit Antimonpentachlorid, Antimontrichlorid, Phos-
phorsédure, m-Dinitrobenzol fiir Oestron, Diazo-Reagens sowie andere (vgl. Nachweis-
reaktionen IV 1 e). Die Trennung einer ganzen Reihe von Oestrogenen ist mit den
Losungsmittelsystemen P/Methylcyclohexan, F/o-Dichlorbenzol, F/Cyclohexan und
IF/Methylenchlorid beschrieben worden [179, 266]. So liessen sich in einem oder
mehreren L#ufen unterscheiden: Oestriol, Oestradiol-(17a) und -(r#8), Oestron,
6-Dehydro-oestron, 4-Ketooestron, Equilin, Equilenin, 17a-Athinyloestradiol etc.
Hierfiir werden verschiedene Farbreaktionen beschrieben und eine quantitative
Bestimmungsmethode durch Spektrophotometrie der Eluate bei 280-282 mu ange-
geben, In einem System Benzol-Methanol-Wasser (10:8:2) erhilt man bei 24° die
in Tab. 31 unter V angegebenen Rp-Werte [282]. Der Nachweis erfolgt mit Phthal-
sdure-Zinkchlorid (gelbgriine Fluoreszenz). Fiir die Chromatographie in neutralen _

Systemen sind noch weitere Varianten angegeben worden [285, 337 und neuerdings 379,
388]. Eine Verschiebung zu kleineren Rp-Werten erfolgt, wenn man alsstationédre Phase
statt Wasser eine wissrige Losung von Lithiumchlorid oder Calciumchlorid 2z H,0O ver-
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wendet (mobile Phase Toluol-Methanol [294, 338], Tab. 31, System VI. Bei den Oestro-
genen bieten sich ausserdem weitere Variationen durch Verwendung alkalischer Phasen:
Man equilibriert zuerst mit beiden Phasen (stationire: o.5 N-NH,OH, mobile:
Chloroform—Benzol-N-NH,OH (1:9:1)) das Whatman Papier No. 1 und entwickelt
dann absteigend 2—-3 Stunden [255], Rp-Werte s. Tab. 31, System VII. Uber andere
alkalische Systeme vgl. [284, 339]. Auch das reversed phase Verfahren ist fiir Oestro-
gene, insbesondere ihre Ester oder Ather, herangezogen worden [19g, 200]; das
Papier wird mit 5% Silikon (Aquatex 4040) in Cyclohexan hydrophobiert und 1
Stunde bei r10° getrocknet. Von der Mischung Wasser—-Methanol-Benzol-Petroldther
(2:7:3:6) verwendet man die untere Schicht als mobile Phase und die obere als
stationdre, mit welcher das Gefiss gesittigt und equilibriert wird; Rp-Werte vgl. Tab.
31, System VIII. Schliesslich kénnen Oestrogene auch in Form von Azo-Derivaten in
Losungsmittelsystemen vom BusH-Typ getrennt werden [238, 340]; dieses Verfahren

diirfte allerdings im Vergleich zu den neueren im allgemeinen nicht mehr so aktuell
sein.

TABELLE 31

PAPIERCHROMATOGRAPHIE VON OESTROGENEN

System

1 1 117 v |4 vr vir Virr
Oestriol 0.00 0.00 0.05 0.05 0.18 0.00 0.02
Oecstradiol(r7f) 0.36 0.93 1.40 1.29 0.68 0.2 - 0.78
Ocstradiol(r 7a) 0.45
Oecstron 2.22 1.62 2,01 1.57 0.86 0.78 0.8g
Equilin 0.65
17a-Athinyloestradiol 0.52
Oecstradiol(178)-diacetat 0.42
Oestradiol(1 78)-dipropionat : 0.20
QOestradiol(17f)-dibenzoat ‘ 0.68
Oestronacetat 0.72
I = Propylenglykol/Toluol
Il = Formamid/Benzol-CHCI, (1:1) N ovretre (et gt
III = Petroléither—-Bcuzol—Metﬁanol—\Vasser (3:7:5:5) = BL, Rg-Werte (S = Corticosteron)
IV = BL,, 38°C
v = Benzol-Methanol-Wasser (10: 8:2)
VI = Toluol-Methanol-LiCl oder CaCl,+2z H,0 in Wasser
VII = CHClz;—-Benzol-N-NH,OH (1:9:1) Rp-Werte
VIII = Silikonpapier, polare Phase von Wasser—Methanol—-

Benzol-Petrolidther (2:7:3:6)

(¢) Cqg-Steroide (17-Ketosteroide)

In Tab. 32—35 sind die Rg-Werte zahlreicher C,,-Steroide in verschiedenen Systemen
wiedergegeben [36], vgl. auch Tab. IIl in [r50]. Diese C,4-Steroide lassen sich zweck-
missig in Gruppen verschiedener Nachweisbarkeit (alle nicht reduzierend!) einteilen,
wie z.B. 4%-3-Ketosteroide (UV-Absorption bei 240 myu, Natronlaugefluoreszenz),
Litevatur S. 252]258.
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17-Ketosteroide (DNB), Steroide ohne reaktive Ketogruppen (Antimontrichlorid,
Phosphorsidure, Phosphomolybdédnsiure etc.). Letztere Gruppe ist meist am schwierig-
sten nachweisbar, besonders solche mit 11-Ketogruppen, wihrend Triole mit Anti-
montrichlorid relativ gut reagieren. Eine sehr ausfiihrliche Studie tiber diec Papier-

TABELILE 32

Rg-\WWERTE (S = CORTEXON) VON C[y-STEROIDEN, UV - [36]

sH-Androstenol(118)-dion(3,17) 0.60 ©.32 0.32 -~ -+
Adrenosteron 1.07° - 0.89 0.75 0.45 -+ -
s4-Androstendion(3,17) .18 1.71 1.49 1.86 -+ ()
Testosteron 0.04 1.04 0.79 T e} -+
Testosteron(1 7o) 0.74 1.23 0.93 1.47 3} -+
Testololacton 0.93 0.42 0.41 0.1g o -+
1-Dehvdro-testololacton 0.07 0,21 0.106 O 0

TABELLE 33
Le-WERTE (§ = CoRTENON) VON C[-STEROIDEN (UV —, DNB ) [36]

7ol z /(’f ‘;)C‘ By Aune i 3e DNPI
Androstandiol(3f,118)-on(17) .14 0.20 0.08 ()
AP-Androstenol (36)-dion(11,17) 0.50 0.45 0.32 0.70 ()
Androstanol(3f)-dion{11,17) 0.50 O.44 0.34 0.75 (+)
Testanol(3ua)-dion{11,17) 0.65 0.60 0.47 0.35 (4)
Testanol(3f)-dion(t1,17) 0.67 0.75 0.50 0.91 (+)
Androstanol (3a)-dion(11,17) 0.59 (-+)
Androstantrion(3,11,17) .22 1.31 .12 1.1 4 +
Testantrion (3,11,17) 1.22 1.33 .14 1.11 1.15 -+
Dehydroepiandrosteron 0.84 1.51 0.84 1.94 ()
Androsteron 1.01 1.70 1.35 3.12 (+)
TABELLE 34
Re-WERTE (§ = CORTICOSTERON) VON C -STEROIDEN (DN ) [30]

PiTol FlBe £ ”';;f',f," Cla BL,we DNIPH
ZP-Androstendiol(3f,11)-on(17) 0.60 1.50 1.16 1.00 (+)
Androstandiol(38,118)-on(17) 0.68 0.66 0.98 1.20 (+4)
Testandiol(3a.1 18)-on(17) .74 1.20 (+)
Testanol(3a)-dion(11,17) 2.30 3.30 1.79 (+)
ZA8-Androstenol (3f8)-dion(11,17) 2.34 3.20 1.67 1.40 (-+)
Androstanol (3«)-dion(i1,17) 3.20 1.68 (+)
Androstanol(3f)-dion(r1,17) 2.309 3.2 1.09 1.40 (+)
A4-Androstenol (11 8)-dion(3,17) 2,42 1,42 1.54 (229 +, UV +
Testanol(3f)-dion(11,17) 3.06 3.80 1.80 1.48 (+)
Androstantrion(3,11,17) 5.57 4.78 1.92 1.67 ~+
Testantrion(3,11,17) 5.81 4.82 1.95 1.70 -+
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TABELLE 35

Rg-WERTE. (S = CORTICOSTERON) VON C,(-STEROIDEN (DNI3 —, UV —) [36]

FiBe-CHCl,

Prtol Iile ‘1t BL DNPH
Ab-Androstentriol(zf, 1181 7f) 0,006 0.29 0.31 0.30 0
Androstantriol(3f,116,174) 0.05 0.28 0.34 0.2 o)
Testantriol(zu,118,176) 0.00 0.35 0.39 0.51 . 0
Testantriol(3f,118,17/) 0.11 0.50 0.47 tailing 3)
Androstantriol(3a, 1 1f,17) o.12 0.60 0.50 o
A% Androstendiol(3f,176)-on(1 1) 010 0.74 0.73 0.69 0
Androstandiol(3f4,178)-on(11) 0.15 0.70 o
Testandiol(3e, 17f8)-on(11) 0.21 1.00 0.806 0.71 s}
Testandiol(3f,178)-0on(11) 0.2 1.00 0.86 0.78 3
Androstandiol(3a,1 7f8)-on(1 1) 0,20 1.15 0.93 O
Androstandiol(1 18,1 7f8)-on(3) 0.79 1.45 1.20 0.09 -|-
Testandiol(vif,t76)-on(3) 0,80 1.54 1.10 1S -f-

chromatographie von C,g-Steroiden stammt von Savarp [180, 232], der besonders
Propylenglykol/Ligroin als Ldsungsmittel bevorzugt (509, Propylenglykol in Methanol
zur Impragnierung von Whatman No. 1). Zur Bestimmung der ‘“relativen Wander-
geschwindigkeit” (Rp-Wert) der einzelnen Ketosteroide .werden Androsteron und
Androstandiol(3a,r18)-0on(17) als Testsubstanzen beniitzt, deren absolute Wander-
geschwindigkeit etwa 1 cm/Std. bzw, 0.1 cm/Std. betrigt. Der Rp-Wert wird nach der
. ] cm Substanz x .

Formel Rp = — KN (K = cm Testsubstanz/Std.) errechnet. Die Ryp-

cm Testsubstanz

Werte verschiedener Steroidgruppen lassen sich entsprechend Tab. 36 zusammen-
fassen. Wegen der hohen Rp-Werte der Gruppe I in diesem System trennt man sie
besser in einem schwicher polaren Ldésungsmittelsystem. In Gruppe II lassen sich
die gesittigten 3,17- oder 3,20-Diketone gut von den entsprechenden J4-ungesittigten
untersc'heiden.. Isomere, die sich nur durch sterische Isomerie am C-Atom § unter-
scheiden, sind kaum trennbar. Teilweise gilt dies auch fiir Gruppen III und IV (s.
hierzu Abschnitt IV 3). Die Analyse komplexer Steroidgemische kann man sich aber
unter Umstédnden erleichtern, wenn man vorher die 3a- und 3B8-Hydroxysteroide
mittels Digitonin trennt. Bei sehr #dhnlich laufenden Ketosteroiden wurden Ver-
dringungseffekte beobachtet. Im iibrigen sei auf die Originalliteratur verwiesen.

TABELILIEE 36

Rp-WERTE VERSCHIEDENER STEROIDGRUPPEN NACH [180]
SysTEM PROPYLENGLYKOL/ILIGROIN

Gruppe Steroidgruppen Ry-1Verte
1 Monoketosteroide, Monohydroxysteroide 3.0
II Diketosteroide 1.5~3.0
LI Monohydroxy-monoketosteroide 0.2—1.5
(8Y% Monohydroxy-diketosteroide, Trikctosterceide 0.2—1.5
\% Dihydroxy-monoketosteroide, Monohvdroxy-triketosteroide,

Dihyvdroxy-diketosteroide 0.01-0.2
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Entwickelt man die mit Propylenglykol imprignierten Papierstreifen mit Benzol-
Cyclohexan (1:1) statt Ligroin [230] so scheint dies fiir die Trennung epimerer 17-
Ketosteroide von Vorteil zu sein (vgl. auch Tab. 33 und 34). Das gleiche Lésungs-
mittelsystem wird zur Trennung und quantitativen Bestimmung von 1%-Ketosteroiden
verwendet, indem man die Chromatogramme mit alkal. #-Dinitrobenzollésung
optimal anfirbt, durch ein Transparenzél durchzieht und dann direkt densitometriert
[227]. Auch Phenylcellosolve/Heptan und Propylenglykol/Heptan wurden fiir die
quantitative Bestimmung von sieben 17-Ketosteroiden aus Harn verwendet [z11,
221], nur werden hier die Steroide vor der FFarbrealtion eluiert. Eine weitere Moglich-
keit zur Trennung von C,4-sowie C,,-Steroiden (relativ schwach polare) bietet sich
durch Verwendung der Systeme Formamid/Dekalin bzw. Cyclohexan, Propylen-
glykol/Methylcyclohexan, Butandiol/Methylcyclohexan [231]. In Verfolgung dieser
Arbeiten und unter zusitzlicher Verwendung von Formamid/Methylenchlorid gelang
die qualitative Identifizierung von 12 C,,04-Verbindungen, zur Hauptsache 17-Keto-
steroide aus Harnextrakten (s. Schema der Trennung in [321]). Uber die zahlreichen
Farbreaktionen siehe unter Abschnitt IV 1 e. Wie bereits eingangs gezeigt wurde,
eignen sich selbstverstindlich auch Busu-Systeme fiir die Trennung von C,,-Steroiden.
Weitere dhnliche Beispiele sind in [341] graphisch dargestellt und in [342] angefiihrt.
Schliesslich ist noch ein reversed phase Verfahren zu erwidhnen [201], das mit silikon-
imprédgniertem Papier (5% Dow Corning Silicone No. rro7 in Cyclohexan) und
Wasser—Athanol-Chloroform (6:10:10) als mobile Phase (polarer Anteil) arbeitet,
wogegen das Gefdss mit dem unpolaren Anteil equilibriert wird. Die Trennungen
scheinen befriedigend zu sein, doch diirfte keinerlei Vorteil gegeniiber den oben er-
wihnten, einfacheren Methoden bestehen.

TABELLE 37
Re-WERTE (S = CorTISOL) VON CORTICOSTEROIDEN"(UV 4, BT +) [295]

FiBe PiTol F|CHCly 3, C (d0® EaB40° Hy PO,
17a,1g-Dihydroxy-cortexon 0.13 o0.19 0.36 0.20 0.31 0.35 0.04 rot
6f,17u-Dihydroxy-cortexon 0.31 0.49 o058 o044 0.53 o0.50 o.90 ro6tlich

orange
6f-Hydroxy-corticosteron 0.30 ©.66 0.50 0.31 0.35 0.40 0.4l e
19-Hydroxy-corticosteron 0.60 069 1.37 o080 0.64 o0.77 0.83 blau
Cortisol t.oo 1.00 1.00 l.00 1.00 1.00 1.00 gelbgriin
6p-Hydroxy-11-dehydrocorticosteron 1.87 1.62 0.91 0.70 0.75 0.49 blau

A%-3-Ketopregnentriol(zo,20,21)-18-

siiurelacton (18— 20) 2,40 2.75 2.76 1.81 1.67 1.39 o
Cortison 1.95 2.51 2.39 1.91 1.60 1.38  1.32 bldaulich
Aldosteron 118 2,59 2.2 1.52 1.03 0.97 0.73 o)
19-Hydroxy-cortexon 4.11 2.79 2.34 1.71 1.40 1.2 o
Corticosteron 3.51 2.62 gelbgriin
11y, 17¢-Dihydroxy-cortexon (epi-Cortisol) 0.20 046 o0.24 o0.25 0.31 0.81 griin
11a-Hydroxy-cortexon (epi-Corticosteron) 5.07 3.17 2.15 L.42 r.37 1.36  griin

Alle geben die typische gelbe Natronlauge-fluoreszenz mit Ausnahme von 17¢,19-Dihydroxy-
cortexon (blaugriin), rg-Hydroxy-corticosteron (gelb-griinlich) u. 1g-Hydroxy-cortexon (blaugriin).
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TABEILLIE 38
Rg-WERTE (S = CorTisoL) VON CORTICOSTEROIDEN (UV —, BT +4) [295]

ol FICHCl, I3, C co= 12413107 H,ro,
Allo-TH-Cortisol (38, 50) Y 0.20 0.22 0.33 0.42 0.57 1,12 violett-orange
TH-Cortisol (3u,5f) 0.29 0.28 0.38 0.52 0.03 1.51 violett-orange
Allo-TH-Cortisol (3u.50u) 0.40 0.40 0.55 0.65 0.82 1.37 gelblich-lila
Allo-TH-Cortison (3f3,5) 0.40 0.79 0.70 0.0 0.77 1.78 hellblau
TH-Cortison (3w, 53) 0.42 1.01 0.89 0.81 0.88 1.92 blau
Allopregnantriol(3f,17a, 21)-on(20) 2.34 2.30 287 202 1.63  2.51 rotviolett
Allo-DH-Cortisol (501) 2.07 1.01 1.86 1.58 1.43 1.40 orange-lila
DH-Cortisol (50) 2.70 1.43 1.99 1.03 1.51 1.49 orange-lila
Pregnantriol(3a,t 7r,21)-0on(20) 2.80 z2.79 2.8 1.99 1.81 2.71 o
Allo-TlH-Corticosteron (3f,50) 4.00  2.63  2.04 1.87 1.07 1.01 (blau-violett)
DH-Cortison (5/) 5.31 2.84 2.83  z2.04 1.73 1.066 blau
TH-Corticosteron (3, 56) 5.43 2.60 3.24 2,21 2.0l 1.62 o
Allo-DH-Cortison (5e) 5.47 3.11 2.80 2.07 1.71 1.60 blau
Allo-TH-11-Dehyvdrocorticosteron (36,54) > 6.00  3.71 3.10 2.2 1.74 1.52 0
LH-11-Dehydrocorticosteron (3, 50) > 6.00 3.75 3.71 2,28 1.92 2.8 o

(d) Cgy-Steroide (Corticosteroide)

Neben den Herzglykosiden ist es diese Klasse von Steroiden, die von der Einfithrung
gecigneter Lisungsmittelsysteme ab 1950 [191] vermutlich am meisten profitiert
hat. Aus den Tabellen 37-45 [36] ist bereits ersichtlich, welche Lésungsmittel-
systeme (Typ ZArraroNt oder BusH) sich fiir die ganz verschieden polaren C,,-
Steroide eignen und wie sie sich durch R-Werte und Nachweisbarkeit unterscheiden
lassen. In erster Linie dicnen hier UV-Absorption, Reduktionsteste, Natronlauge-
Fluoreszenz, Phosphorsédure, Antimontrichlorid, Trichloressigsidure, Dinitrophenyl-
hydrazin und andere (vgl. hierzu Abschnitt IV 1 e). Durch Kombination ausgewihlter
Losungsmittelsysteme und Indikatoren, gelang NEHER UND WETTSTEIN [295] die
papierchromatographische Identifizierung aller bisher in den Nebennieren entdeckten
Steroide in Mikromengen; vgl. hierzu auch Tab. 37—45 und die graphische Darstellung
in [295]. Es wurden hierbei fast alle der in Fig. 4 erwithnten Lisungsmittelsysteme
verwendet., I7r eine schr grosse Anzahl von C,;-Steroiden mit und ohne Hydroxyl-
gruppe am C,; hat REINEKE [150] Rs-Werte fiir verschiedene Systeme angegeben,

TABELLE 39
Rg-WERTE (S5 = CoRTISOL) VON CORTICOSTEROIDEN (UV -, BT -~ unD UV —, BT ~-) [205]
INTol [CHCl, 1, C CWe oy Hy 120,
Z-Pregnentetrol (118,170,206, 2 1)-0on(3) 0.25 0,48 0.20 0.2 0.32 0.68 gelb®
ZH=Pregnentriol{17a,20f, 21)-dion(3,1 1) 0.84 1.8 0.07 0.50 0.5%  0.79 o
A-Pregnentriol{17a, 200, 2t)-cdion(3,11) 0.935 1.59 o0.72 046 0.358 o0.72 o*
A4-TPregnendiol(zof,21)-dion(3,11) 2.4 2.04 1.8 1.34 1.30 1.40 o
Allopregnanpentol(3f, 1181 70,200,21) 0.04 0.04 o.10 0.13 0.67 rot*”
Allopregnantetrol(3f,17a.20/3,21) 0.47 0.46 1.03 1.12 1.88 (rétlich) ™ *

UV UV —

¢

| XY
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TABELILRE 40

Rg-\WERTE (S5 = CORTICOSTERON) VON OXYGENIERTEN CORTEXONDERIVATEN

1 (1955)

(MITTELPOLARE CORTICOSTEROIDE U.AM.), ALLE UV -, BT 4 [306]

Iydroxy-cortexon P|Tol
10u- 0.19
I 50 ' 0.23
19- 0,28
Ilu- 0.35
7? 0.40
120~ 0.46
18- 0.58
6f5- 0.59
1.pet- 0.70
17a- 0.77
8- od. 9- 0.00
11f3- (= Corticosteron) 1.00
11-Dehydrocorticosteron 2.30
Cortexon 4.00

Filie

0.10
0.19

0.20
0.49
0.09

0.04
1.00

Fle-
CHCL,

(r

©00C0C0000

i1)

!

..‘.()
50
51
77
73
73
go
08

.86
.00

.30
.08

BL,

0..40
Q.1

0.09
0.069

1.00

-4
O te

o —-

JITACLE

O.

0.7

0.
(@]

[NRLOV]
~] -

.09

IiCy--1e
(r:r)

0.4
0.49

0.99

1.00

H, 10,

griin

rotorange
gelbgriin

(schwach Dblau)
(orange)

Alle zeigen die typische gelbe NaOH-Fluoreszenz mit Ausnahme von rg-Fydroxycortexon
(Llaugriin) und 7a-Fydroxyeortexon (negativ!). Uber vergleichbare feg-\Werte (S = Corticosteron-
acetat) der Acctate von Corticosteroiden siche Tab.

2 in [295].

TABELLIE 41

Re-WERTE (S = CORTICOSTERON) VON CorTICOSTEROIDEN (UV —, BT ) [36]

-

| Be-CHCly

PiTol (r:i1) L, 2 PO,

Allopregnantriol(3f,17¢,21 )-on(zo) 0.14 0.50 0.04 rotviolett
Pregnantriol(3a,17a,21)-on-(20) 0.8 0.53 0.32 (orange)
Allo-TH-Corticosteron (38,5u) 0.24 0.48 0.41 (blauviolett)
TH-Corticosteron (3u,s5f)) 0.32 0.03 0.77 (38°) o
DI-Cortison (50) 0.30 0.08 0.26 Dla
Allo-DH-Cortison (5u) 0.32 0.40. 0.31 hlau
Allo-TH-1 1-Dehvdrocorticosteron (36, 5a) 0.48 0.83 0.86 (o)
TIH-r1-Dehydrocorticosteron (3u,5f3) 0.60 0.97 0.71 o)
Allo-DH-Corticosteron (5u) 1.81 1.35 1.43 o

(tailing)
Pregnandiol(1 7u,21)-dion (3,20) 1.57 1.34 1.40 (orange)

(tailing)
Allo-T'H-Cortexon (3/3,5u) 2.03 1.76 2,03 o
DH-11-Dehydrocorticosteron (3u,50) 2.81 1.68 1.73 o
Allo-DH-11-Dehydrocorticosteron (36, 5c) 3.02 1.02 1.69 o

deren Wiedergabe hier zu weit fiihren wiirde. Teilweise sind diese Steroide in den
eigenen Tabellen dieses Kapitels enthalten. Zu erwidhnen sind jedoch die weniger

bekannten, aber ebenfalls bewihrten Losungsmittelsysteme [150, 378]: Carbitol

(=Diidthylenglykol-monoéthyldther)/Methylcyclohexan
(1:1)/Hexan. Es sei hier vor allem auch auf die sehr niitzlichen Angaben von ZArra-
'RONI1 [178, 233] sowie diejenigen von BuUsH in [105, 177, 181] und SAVARD [180, 232]

Literatur S. 252]/258.
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TABEILILILE 42

NRe-WERTE (S = CORTICOSTERON) VON CORTICOSTEROIDEN
(UV -, BT — unp UV —, BT —) [36]

PiTol FlBe-CHCl,

(r:r) BLy

A4-Pregnendiol(zof,21)-dion(3,11) 0.16 0.47 0.31 *
A4-Pregnentriol(17a,208,21)-0n(3) 0.20 0.50 0.39 *
A3-Pregnenol{1 7u)-dion(3, 20) 3.11 1.85 1.27 J-KJ: blau®

S6CH,
Allopregnantriol(3f, 170, 20u) 0.30 1.00 1,11 rotlich ™ *
Pregnantriol(3eu, 1 7ua,20u) 0.40 1.07 1.08 blau®”
Allopregnantriol (3f8, 1701, 20f) 0.42 1.28 1.15 rétlich **
Allopregnandiol(3f,1 7u)-on(20) 1.12 1.08 2.13 .

UV 4+ UV —

TABELLE 43
Rg-WERTE (S = CORTEXON) VON C,|-STEROIDEN UND IMREN ACETATEN
(UV -, BT ) [36, 295

piror  iCy-Be

o By JREIL

Corticosteron 0.24 0.04 0.07

1 7-Hydroxycortexon o.14 0.05

1 1-Dehydrocorticosteron 0.55 0.13 o.15

1-Dehydrocortexon 0.77 0.60 0.64 0.38

Cortisonacctat 0.34 0.08 o.t1

Corticosteronacetat 0.84 0.51 0.61

1 7-Hydroxycortexonacetat 0.79 0.07 0.68

1 t-Dehydrocorticosteronacetat 1.11 0.90 0.81

Cortexonacetat 1.33 1.06 1.62 2,948
19-Hydroxyeortexon-2r-acetat 0.45 o.14 o.12 N ot € Fd  TF 10 et v s
19-Hydroxyceortexon-19-acetat 0.97 0.50 0.45 \ ?‘f‘o_ll_f.l luoreszenz
19-Hydroxyveortexon-19, 21 -cincetat 1.25 1.51 1,19 [.00 J blaugriin
6fi-Hydroxycortexon-diacetat 1.57 T.45
6u-Hydroxycortexon-cdiacetat 1.48 .78

TABLELILE 44
Rg-WERTE (S = CORTEXON) VON Cy-STEROIDEN (UV -—, BT 4+ uND UV -—, I3T —) [36]

Pitol FiCy~I3e

(1:1) Ly
Pregnantriol(3a,1 7u,21)-0on(20) 0.30 0.21 , 0.33 *
Allo-DH-Corticosteron(5u) 0.49 tailing 0.24 i
p-Pregnendiol(3f,21)-on{zo) 0.47 0.77 0.68 *
Allo-TH-Cortexon (3f.5u) 0.48 0.87 0.79 *
IDH-11-Dehydrocorticosteron (50) 0.75 0.32 0.35 *
Allo-DH-11-Dehydrocorticosteron (3a) 0.80 0.33 0.37 *
Pregnanol(z1)-trion(3,6,20) 0.81 o.12 NaOI-Fluoreszenz gelb!”
Allopregnanol(3a)-dion(it1,20) 0.88 1.1o (IF/Be)"”
Allopregnanol(3zf)-on(20) 1.05 1.70 -
A5-Pregnenol(38)-on(zo) 1.04 1.87 1.37 2,96 (ABB°) 7"

CBT T —
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TABLEILLIL 45

Rg-WerTE (S = CORTEXON) VON Cu-STEROIDEN UND DERIVATEN (UV 4, I3T--) 367

rro ¥ ;?-:",')” ¢, FET

1 7u-Hydroxyprogesteron 0.73  ©0.93 0.78 0.04
11-Wetoprogesteron 1.35 1.00 1.23
Progesteron 1.28 1,80 1.60  4.78 NaOl-TFluoresz, schwach
1-Dehyvdro-progesteron 184 gt 2.50 NaOH-ITluoresz, negativ
A4-Pregnenol(zou)-on(3) 0.8%  1.50 1.7 1.106° -
A1 -Pregnenol(2of)-on(3) 0.99  1.59 1.20 1.82°
<M-3, 1 -Diketoitiocholensiiure-methylester 1.21 1.78  1.38  2.08
A1-3-Keto-18-hydroxy-iitiocholensiure-

20 = [ 8-lacton 0.0
Z1-3-Keto-118-hydroxy-1 8-oxo-iitiocholensiture-

20 - 1 8-lacton (Aldosteronlacton) 0.47 0.30
if-Flyvdroxyprogesteron-i8-siiure - 18 = ti-lacton 0.32  0.29

TABEILLILL 46

LOSUNGSMITTELSYSTEME VON ISHERLEIN UND 13ONGIOVANNI [3.47]

NI3; Isvoctan—Toluol-Mcthanol-Wasser (25:25:35:15)
N3, Isooctan=Toluol-Mcethanol-\Wasscer (16.5:33.5:30:20)
y Isooctan—Methanol-\Wasser (50:45:3)
L,13  Isooctan—/er!.-Butanol-\Wasser (50:25:45)
I, Isooctan—tert.-13utiviol-Methanol--\WVasser (50:22.5:22.5:5)
1, Isopropyliitther—ferl.- Butanol-Wasser (40:25:30)
12, Hexan~tert.-Butanol-Methanol-\Wasser (50:22.5:22.5:20)

1

hingewiesen, dic im einzelnen bereits an anderer Stelle dieses Kapitels diskutiert
worden sind. Die BusH-Technik wurde auch insoferne variiert, indem man, um die
Equilibrierungszeit zu vermeiden, das Papicr direkt mit einer Ldsung von Aceton—
Wasser 7:3 trinkte und dann wassergesiittigte Mischungen von Hexan, Benzol,
Toluol und Alkoholen als mobile Phase verwendete [345]. Die urspriingliche Methode
hat sich jedoch bisher behaupten kénnen. Verschiedene Varianten iiber 7’ "su-systeme,
besonders fiir stark polare Corticosteroide sind von PECHET [346] angegeben worden,
wobei die Papiere cbenfalls zuerst mit der wissrigen Phase imprigniert werden.
Interessantere Varianten haben EBiERLEIN UND IBONGIOVANNI [347] eingefithrt (vgl.
Tab. 46). Sie equilibrieren etwa 10° héher als nachher chromatographiert wird. Nach
unseren Erfahrungen erhiilt man jedoch gleichmissigere Ergebnisse wenn die Tempe-
ratur iiber die ganze Zeit konstant gehalten wird, vorteilhaft wie bei den Bush-
Systemen auf etwa 38°. Von den neuen Systemen erwies sich besonders das E,IB
genannte fiir Corticosteroide als niitzlich (s. Tab. 37-39), da die Sequenz der Ks-Werte .
teilweise eine andere ist als bei den iibrigen Systemen (vgl. auch [305]). Neuerdings
ist auch wieder Athylenglykol/Toluol statt Propylenglykol/Toluol {iir spezielle

Literalur S. 252]/258.
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TABLELILE 47

Rp-WERTE VON RELATIV SCHWACHPOLAREN STEROIDEN UND IHREN I$TERN
IN ABHANGIGKEIT VERSCHIEDENER CHROMATOGRAPHIE-BBEDINGUNGEN [304]

CHROMATOGRAPHIE VON STLERINEN USW,

241

System

A (Bush)*

a

b

c

Stationdire Phase

8ot g Methanol

Sobl iy Methanol

oV Methanol

Soviie Methanol  So%,ie Methanol

Mobile Phase

Leicht petroletom

LAgroin

n-Ifexan

Leichipetroleum

Leichtpetrolenm

So-r00° gr—ro0* 55-05° 55-65°
Technik absleigend ahsleigend absteigend aufsteigend aufsteigend
Substanz Temperatur 117 370 37" 37° 37°
Whatman No. r
; . . Schleicher u. Schleicher 1. . Selleicher u
P g/ R J 4 .
Papier Whatment No. 4 Schiill zo.45b Schilll 20450 Whatman No. ¢ Schiill zo.430,
b, 2og0b
quilibricriung bis 1.2 Std. 1-12 SUd. 1—6 Std. 1 Std. z Sid.
Leufzeit J5cm in 2ocn in 2o cm in 1g-25cm {n I9-25cm in
= too—r8o min 120 min rao min Goonin 6o min
istosteron 0,40 .15 0.13 0.08
'f-Mcethylandrostendiol 0.106 o.11
‘u-Methyltestosteron 0.28 0.18
chydrocepiandrosteron 0.38 0.36 0.29 0.19
A-Athylandrostendiol 0.31 Q.21
oandrosteron 0.30 0.33 0.29
LAndrostendion .70 0.30 0.34 0.25
-Ocstradiolmonoacetat 0.30 0.25
rtexonacetat Q.70 0.5 0.50 0.42 .27
l-Androstendion 0.50 0.37
ndrosteron 0.60 0.03 0.51 0.33
Hopregnanol(3f)-on(zo) 0.53 0.38
“PPregnenolon a.01 0.03 0.5 0.31
7B-Oestradioldincetat 0.01 0.9
rogesteron 0.85 0.72 0.73 0.08 o.51""
L 2. PDehydroprogesteron 0.72 0.73 0.08 o.51""
7(3-Ocstradiolmonobenzoat 0.81 0.05
. Androstendiolmonoacetat 0.85 Q.70
chydroepiandrosteronacetat 0.92 0.92 0.03 0.81
b.Androstendioldiacetat 0.03 0.93
2 ader Z3-Androsteron .00 0.88
b.I’regnenolonacetat 1.00 0.9
holesterin 0.93 0.0

.

* In der 1. Spalte sind dic Originalwerte von Busi fiir das System A vergleichsweise aufgeliihrt.
0.38 bei Schicicher und Schiill-[Papicer 2o45Db.

Zwecke verwendet worden [348], wiihrend wasserfreie Xylol-Methanol-Systeme
[349] keinen ersichtlichen Vorteil bieten. I7iir schwach polare C3,0, und C,,0Oy-Steroide
hat AXELROD [231] neben bereits erwihnten Systemen IFormamid/Decalin und 1,3-
Butandiol/Methylcyclohexan verwendet. Die Wandergeschwindiglkeit in cm/Std. von
sehr hoch polaren Corticosteroiden mit einigen iiblichen Systemen ist in [350] ange-
geben. Uber die relativen Wandergeschwindigkeiten von Aldosteron und seinen
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Acetaten vgl. [295] und [351]. GRAY el al. [352] geben u.a. folgende KRp-Werte im
BusH B;-System fiir:

Prednisolon  o.22

Cortisol . 0.31
Prednison 0.4
Cortison 0.46

Noch ausgeprigtere Unterschiede zwischen 44~ und 4! 4-3-Ketosteroiden sind
mit einigen ZarraroNI-Systemen erhéltlich. Als weitere Systeme fiir Corticosteroide
sind noch Butanol-Wasser [335] und Heptanol-Wasser [2006, 207] verwendet worden,
letzteres als reversed phase System, doch sind dicse den meisten anderen aus dem
einen oder anderen Grund unterlegen. ZANDER ¢l al. [304] haben einec Reihe von
BusH-Varianten fir die Chromatographie relativ schwach polarer Steroide im Hinblick

TABEILLIL 48

MirTLERE p-\WERTE UND [FARBREAKTIONEN VON [PROGESTERON-METABOLITEN [353!

SHCt, ZnCl,
PiTol 2,
U7 Finoreszenzen

Pregnantriol (3a,1 70, 20u) 0.08 0.4 rot blau
Allopregnandiol(3f3,zou) 0.31 0.77 rosi blau
Pregnandiol(3a,20a) 0.32 0.73 gelborange blau
Allopregnandiol(3au,2oad) 0.35 0.71 rosa blau
Allopregnandiol(3f,20f) 0.1 0.78 rosa blau
170-Hydroxyprogesteron 0.59 0.79 blau blau
s13-Pregnenol(3f)-on(zo) 0.78 0.88 rot rosi
Allopregnanol (3f)-on(z20) 0.86 0.89 blau 0

TABELLE 49
p-WERTE vON PREGNANTRIOLEN UND AHNLICHEN STEROIDEN IM SYSTEM
1$00CTAN-TOLUOL-METHANOL=\WASSER (5:15:10:4), 229 C [242}

)

Furbreaktion mit Triclloressigsdiure

I\']," Wert

im Tageslichi im UV-Licht
Pregnantriol(3ua,1 7a,200) 0.33 blau blau
Pregnantriol(3u,1 7a,206) 0.42 blau blau
Allopregnantriol(3a, 1 7u,20m) 0.38 blau " beigegrau
Allopregnantriol(3a,1 7¢,208) 0.48 blau beigegrau
£I8-Pregnentriol(3f6, 1 7a,20u) 0.20 violett rosa
Z5-Pregnentriol(3f, 1 7u,208) 0.33 violett rosa

Entsprechende Verbindungen mit 1 1-IKetogruppe zeigen teils keine IFarbreaktionen.

auf ihre Eignung besonders fiir Progesteron untersucht (s. Tab. 47) und fiir letzteres
auch optimale Bedingungen der Nachweisbarkeit gepriift und auf dieser Basis cine
Bestimmungsmethode fiir Progesteron ausgearbeitet. Progesteron-Metaboliten, ins-
besondere Pregnandiole und Pregnantriole, lassen sich z.B. in Propylenglykol/Toluol,
Bush B, oder Toluol-Isooctan-Methanol-Wasser (r5:5:16:4) trennen und mit
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Antimontrichlorid, Zinkchlorid oder Trichloressigsiure [242] nachweisen [242, 256,
353]. Tab. 48 und 49 enthalten einige Rp-Werte und Farbreaktionen.

Zur quantitativen Bestimmung vgl. Abschnitt IV 1i und [354]. Die Auswertungs-
moglichkeiten auf Grund von UV-Absorption, Reduktionstesten, Natronlauge-
TFluoreszenz etc. sind hier sehr zahlreich, besonders giinstig in Fillen wo der Fleck
radiochemisch lokalisiert werden kann [160, 289, 355]. Auch die Densitometrie von
Formazanflecken direkt auf den transparent gemachten Chromatogrammen ist hier
erwihnenswert [235]. Auf weitere Anwendungsbeispiele, derén Studium fir die
papierchromatographische Technik immerhin sehr empfehlenswert ist, kann nur
hingewiesen werden: Papierchromatographische Analyse von Corticosteroiden und
ihren Metaboliten aus Urin [322, 333] und Rinder-Nebennieren [280]; Bestimmung
von:Aldosteron in Nebennieren [139] oder Harn [210, 305], Isolierung von Cortico-
steroiden [295]. Schliesslich wiiren als weitere interessante Anwendungsbeispiele u.a.

TABIZLILIZ 50

Ip-WERTE VON HERZGLYKOSIDEN UND AGLYKONEN [228, 245, 248, 367!

I 17 Irr - |5 VI e viir X
Digitalinum verum 0.05 I’ 0.16
Gitorin 0.78 ¢
Digilanid C 0.08 o0.12 o.15 0.86 I 0.25 0.33
Digilanid 13 o.14  0.18 0.25 0.66 1 0.10 0.47
Digilanid A 0.37 0.406  0.49 0.28 1 0.03 0.85
Desacetyldigilanid ¢ 0.01 0.01 0.02 0.13
Desacetvldigilanid 13 0.02  0.03 0.05 0.73 17 0.19
Desacetyvldigilanid A 0.97  0.10 O0.15 0.39 1 0.50
Strospeoesid 0.75 0.61
Pigoxin 0.68 o0.75 0.70 0.29  0.72 0.10
Digoxigenin 0.58  0.04 0.01 ©.32
Gitoxin 0.76  0.81 082 0.40 0.18 0.55 0.29
Gitoxigenin 0.82 0.84 o084 0.8 o017 o0.52 0.42
Acetyldigoxin-u 0.3¢
Acetyldigoxin-f 0.45
Accetylgitoxin-u 0.08  0.41 0.59
Acetylgitoxin-f 0.0
Digitoxin 0.88 o0.91 o090 0.68 o0.03 o0.27 0.6y
Digitoxigenin 0.92 0.93 0.92 0.91 0.03 0.81
Acetyvldigitoxin-ug und -f 0.02 0.21 0.90-0.95

Olecandrin
Olcandrigenin
Nervifolin
Cymarin
Allocymarin
Strophanthidin
Allostrophanthidin
Isostrophantidin
Strophanthicdol
Cymarol
Emicymarin
Alloemicymarin

[STRS N RG]
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Losungsmittelsysteme I-1X siche Text. 17 = Lésungsmittelfront,
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s erwihnen: Identifizierung von Nebennierenrindenhormonen im menschlichen
Plasma [341], in menschlichen Nebennieren und Nebennierentumoren [323], Iso-
lierung von Aldosteron aus Harn [356], Identifizierung von Corticosteroid-Metaboliten
aus Harn [296], chemische Bestimmung von Progesteron {215].

(e) Givkoside und Aglykone (Cardenolide, Bufadienolide)

Die Papierchromatographic hat sich auch auf diesem Gebiet als dussert fruchtbar
erwiesen; es ist dementsprechend eine grosse Anzahl von Arbeiten erschienen, die die
chromatographische Methodik dieser hochpolaren Stoffgruppe sténdig verbessert
haben. Neben vielen wéssrigen Systemen haben sich auch hier die fiir Steroide ent-
wickelten ZarraronNi- und BusH-Systeme verwenden lassen, wobei im allgemeinen die
Chromatographie auf Blittern derjenigen auf Streifen vorgezogen wird.

(1) Digitalis- wund Strophanthus-Glvioside und Aglvkone. Bereits 1950 ist von
SVENDSEN UND JENSEN [245] eine brauchbare Methode angegeben worden. Sie ver-
wendeten Chloroform—-Methanol-Wasser-Gemische (I-IIT in Tab. s0) zur Chromato-
graphie und Trichloressigsdure als Reagens; die Realtion ist viel empfindlicher fiir
Purpureaglykosid B und Digilanid B sowie deren Spaltungsprodukte (intensiv blau),
als fiir die entsprechenden A-Glykoside und Spaltungsprodukte (rétlich) ; Digilanid C,
Digoxin und Digoxigenin geben stahlblaue FFarben. Die Systeme erlauben jedoch im

TABELLE 51

LAUFSTRECKEN VON FERZGLYKOSIDEN, AGLYKONEN UND HIREN ACETATEN IN CM [243)

IFl Bensol I Toluol
Substanz e

24 St S8 SHd. 2.0 Std. A4S SHd.
Periplogenin 2.8 4.2 0.7 2.7
Periplogenin-acetat 21.0 43.0 0.9 16.4
Alloperiplogenin-acetat 15.0 32.0 0.6
Alloperiplocymarin 1.8 28.9 2.5 7.1
Periplocymarin 10.2 38.9 3.8 10.0
Emicymarin 0.8 1.1 0.7 3.0
LEmicymarin-acetat 13.0 23.4
Alloemicymarin 1.0 1.4 1.0 2.5
Cymarol 2.5 3.0 1.0 3.0
Strophanthidol 2.0 2.0 0.6 L.
Strophanthidol-acetat 8.3 15.8 4.7 2.0
Strophanthidin-acctat g1 6.1 2.8 7.1
Cymarin 4.0 0.2 2.0 5.1
Cymarin-acctat 15.1
Sarmentocymarin 3.3 4.1 0.8 3.1
Sarmentogenin 2.5 .5 r.o 2.0
Sarmentogenin-acetat 15.5 25.3
Sarmentosid A 2.3 2.3 0.7 1.3

allgemeinen nur den Einsatz von je 5y Substanz wegen der Tendenz zur Schwanzbil-
dung. Die Methodik ist spiter verbessert worden durch Verwendung des ZAFFARONI-
Systems Formamid/Benzol-Chloroform (4:6) und von mehreren IFarbreaktionen wie
Antimontrichlorid, DNB, Pikrinsiure, Nitroprussid-Natium etc. (vgl. Nachweisreak-
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tionen Abschnitt IV 1 e: [228]), und durch fluorometrische Bestimmung der Eluate in
vitro [357]. Formamid/Chloroform und Benzol-Chloroform-Gemische wurden 1951
bereits von SCHINDLER UND REICHSTEIN [229] fiir die Chromatographie von zahlreichen
Glykosiden und Aglykonen aus Strophanthus-Samen eingefithrt. Die Autoren geben
relative Zahlen an fiir die Wanderungsgeschwindigkeit und bemerkten, dass viele
Monoglykoside rascher wandern als die Aglykone. HEFTMANN ef al. {234, 243] ver-
wenden ebenfalls ZarraroNI-Systeme wie FFormamid/Benzol und Propylenglylkol/
Toluol im Durchlaufchromatogramm. Die so erhaltenen Laufstrecken einiger Car-

TABEILLE 52

Rp-WERTE UND IFARBREAKTIONEN VON EINIGEN HERZGLYKOSIDEN IM SYSTEM
METHANOL-CHLOROFORM-WassiER (10:10:0) [273]

Reagens nach Reagens nach

Substanzen Rp-Werte Anisaldehyd—ISiseseg--Sclwefelsdure-Reagens Raymond Legal o
steltb. Licht Ul -Licht sichth, Licht sichth, Licht
Diginin 0.24 griinblau dunkelblau blau rot
Digitoxin 0.51 griinblau cunkelblau blau rot
Gitoxin 0.70 griinblau hellblau blau rot
Saponin 0.77 gelb cdunkelviolett e -—
Gitoxigenin 0.8 — hellblau blau rot
Purp.-glyk. A 0.84 griinblau hellblau” blau rot
Purp.-givik. 13 0.93 griinblau hellblau blau rot

* Die an sich dunkelblaue IFluoreszenz des Purpuareaglykosids A wird durch die hellblaue
Fluoreszenz des Gitoxigening, welches den gleichen Z2p-\Wert aulweist, tiberdeckt.

TABELILIL 53

Rp-WERTE EINIGER AGLYKONIE UND DERIvATE 1M Systien Busny 13, [2o8]

Substans Rpe-Wert
“B-Anhydrodigitoxigenin 0.91
“a'-Anhydrodigitoxigenin 0.03
“A-Anhydrodigoxigenin 0.73
“AU-Anhydrodigoxigenon 0.59
AV -Anhydrosarmentogenin 0.0y
“AV-Anhydrouzarigenin 0.9}
Digitoxigenin 0.70
Digitoxigenin-acetat 0.89
Digoxigenin 0.075
Digoxigenin-diacetat 0.70
Digoxigenon 0.08
Gitoxigenin 0.20
Gitoxigenin-diacctat 0.88
Periplogenin 0.43
Sarmentogenin 0.10
Sarmentogenin-diacetat 0.85

Sarnovid-mono(?)acetat 0.72
Sarverogenin 0.40
Strophanthidin 0.16
Strophanthidol 0.05
Uzarigenin 0.83
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denolide sind in Tab. 51 wiedergegeben, eine graphische Darstellung in [234], Farb-
reaktionen mit Trichloressigsiurce und Tollens Reagens in [243]. HASSALL UND MARTIN
berichteten 1951 -[326] iiber ihre Versuche mit verschiedenen Mischungen aus Wasser,
Iister, Ketonen, Alkoholen, Chloroform und Natriumbenzoat, welche zum Teil
brauchbare Systeme darstellten (vgl. auch JaAMINET [241, 2406]). Es folgten weitere
Varianten auf dieser Basis (Acetylderivate von Gitoxigenin [358], Digitalis [244, 359,
360]), teilweise unter Verwendung von mit Silikon hydrophobierten Papieren 203,
273] und aromatischer Aldehyde als Indikatoren [203, 273, 276], vgl. Tab. 52. In-
zwischen ist auch das System B; von BusH mit Erfolg zur Trennung herangezogen
worden ([208], s. Tab. 53). Weiterhin wurden auch mit butanolgesittigtem Wasser
teilweise gute Chromatogramme crhalten [257]. Allerdings ist hier der Rp-Wert der
glukosefreien Substanzen der Purpurca- und Lanata-Gruppe recht klein. Entweder
bedient man sich daher des Durchlaufchromatogrammes oder eines Zusatzes von Eis-
essig oder Methanol: Butanol-Eisessig (bzw. Methanol)-Wasser (5:1:35); die wissrige
Phase ist fiir die Purpurea- und Lanata-Gruppe, die Butanol-Phase fur die Stro-
phantus-Gruppe geeignet. Auch eine quantitative Auswertung erscheint moglich.
Fiur die Bestimmung der Komponenten in Digitalisproben beniitzten SILBERMAN
UND THORP [287] Essigester—Benzol-Wasser mit 1.5-7.5% Alkohol und Fluoreszenz-
photographie mit densitometrischer Auswertung. Das System wurde spédter offen-
sichtlich verbessert durch zusiitzliche Verwendung von Chloroform [361]. Solche
Systeme wurden weiterhin vielfach abgewandelt und je nach . Bedarf bloss fiir Grup-
pentrennungen oder Einzeltrennungen der Digitalisglykoside und Genine verwendet
[363]. Noch kompliziertere Lésungsmittelgemische [364] befriedigten kaum. Mit
einem reversed phase Syvstem konnten T'scHEscHE ef al. [248] gute Resultate erreichen.
Das Papier wird hierbei mit der organischen Phase der Gemische Octanol-Pentanol—
Wasser—Formamid 5:6:8:2 (V), 6:2:1:4 (VI) oder z.13. Pentanol-Wasser 1:1 (VII)
imprigniert und die wiissrige Phase dient als mobile (s. Tab. 50). Die quantitative
Bestimmung erfolgt in den Eluaten mit Xanthydrol. FiirdicCardenolide aus Convallaria
majalis werden nebst den obigen Systemen noch Isobutanol-Wasser (VIIT) und
Butanol-Pyridin—-Wasser 3:1:3 (IX, Tab. 50) nach folgendem Schema wverwendet
[362]:

Sysiente
Stbstanzen — e
17 VI 117 rrl AN
Genine 4+ Anhydrogenine -+ -}
Acctate -+
Vallarotoxin -}~
Majalosid, Convallatoxin, Convallatoxol -} -}

Convallosid, Convallatoxosid, Gluco-Convallosid -}~ - -~

In Weiterentwicklung ihrer Methodik (s. oben) haben REICHSTEIN ¢t al. [365]
ausgezeichnete Systeme flir stark polare Glykoside und Aglykone gefunden, wobei mit
Wasser getrianktes Papier als stationdre Phase und 7-Butanol oder n-Butanol-Toluol-
Gemische als mobile Phase dienten. Letzteres System ist besonders brauchbar fiir

Literalur S. 252[258.
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Convallatoxin, Digitalinum-verum-monoacetat, Gofrusid, Frugosid, Nigrescigenin,
Odorobiosid-(;-monoacetat, Odorotriosid-G-monoacetat, Sargenosid-diacetat, Theve-
biosid, Thevetin; das Wasser—Butanol-System {iir: Acolongiflorosid K, Ouabain,
Sarmentosid A, A-Strophanthin-g, A-Strophanthosid, Uzarin. Gelegentlich tritt eine
leichte Schwanzbildung auf. Die Resultate sind in graphischer Form wiedergegeben.
Diese Systeme sind seither von der ReEicusTiIN-Gruppe fiir den Nachweis von zahl-
reichen anderen Glykosiden ausgiebig und mit gutem Erfolg beniitzt worden, wie aus
den vielen Arbeiten in den letzten Jahrgingen der Helvetica Chimica Acta hervorgeht.
Als besonders instruktive Beispiele seien hier lediglich die Isolierungen aus Stroplhan-
thus lediendi (87, 89), Ervsinum crepidifolinm [go] und Glossostelma spathulatim
[366] erwihnt, wobei auch cine grossc Anzahl von Farbreaktionen beschrieben wurde.
Tir die vollstiindige Trennung von Digitalisglykosiden und Aglykonen im aufstcigen-
den Chromatogramm gibt KaIser [367] 2 neuc Losungsmittelgemischie vom Zarraroni-
Typ an: FFormamid/Xylol-Mcthylidthylketon (r:1) fiir die Glykoside der Digitoxin-
stufe und Aglykone und Formamid/Chloroform-Tetrahydrofuran—Formamid (5:5:
0.63) fir dic Prinﬁirglykoside (s. VIIT und IX in Tab. 50). System VIII ist ausserdem
fir zahlreiche andere wenig wasserlosliche Herzglykoside gut geeignet. Ausserdem
werden noch weitere, dhnliche Losungsmittelsysteme [iir spezielle Trennungen sowie
die Moglichkeiten zur Identifizierung der in den Herzglykosiden vorkommenden
Zucker beschrieben. Nach der Methode der Mchrfachchromatographie in Formamid/
Xylol-Methyldathylketon (2:1 oder 3:1) lassen sich die a- und B-Formen von Acetyl-
digitoxin, Acetylgitoxin und Acetyldigoxin trennen. Uber eine Variante mit Athylen-
glykol/Chloroform vgl. [368].

(2) Glvkoside und Aglvlkone vom Scilla-Bufo-T yp. Fur die Chromatographie selbst
eignen sich Loésungsmittel wie sie bei den Herzglykosiden beschrieben worden sind.
Als besonders vorteilhaft erwiesen sich folgende Varianten vom ZarraroNi-Typ: Pro-
pylenglykol-Wasser (4:1)/Benzol-Petrolither (1:1) oder Benzol-Chloroform (r:1)
sowie FFormamid/Benzol-Chloroform (6:4) {96, 3691, wobei dic Resultate teils gra-
phisch [g0] teils nach Rp-Werten [309] angegeben sind. Als Nachweis dient in crster
Linie die I'arbreaktion mit Antimontrichlorid (Angabe der verschiedenen Farben s.
[96, 369]) sowie die Photokopie mit einer Filterkombination bei 300-330 mu, womit
der fiir den Scilla-Bufo-Typ charakteristische Cumalinring spezifisch erfasst wird
[225]. Die neueste Zusammenstellung findet sich in [385].

(/) Saponine und Sapogenine

Fiar Saponine haben sich bisher wiissrige Systeme am besten bewihrt und zwar teils
saurc wie z.I3. n-Butanol-Essigsdure-Wasser (4:1:5) [275, 286], teils necutrale wie
Chloroform oder Benzol in Mischungen mit verschiedenen wiissrigen Alkoholen
(Butanol, Isoamylalkohol) ocder selbst basische, wie Benzol-Butanol-Pyridin-Wasser
(ro:4:1:5) [275]; Antimontrichlorid, aromatische Aldehyde oder Perjodat--Perman-
ganat (s. Nachweisreaktionen IV 1 ¢) dienen als Indikatoren.

Etwas zahlreicher sind dic Angaben iiber Sapogenine. Von SANNIE ¢t al. [250,
260, 370] wurden zuerst Benzin—Chloroform—Essigsiiure-Systeme vorgeschlagen, die
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sich hauptsichlich fiir die Trennung in verschiedene Gruppen eignen diirften. Neutrale
wissrige 7 : steme wie Petroldther—Toluol-Athanol-Wasser in Mischungsverhiiltnissen
von 0-40:40-0:1-3:9—7 [247] scheinen jedoch vorteilhaftere Resultate zu liefern,
teilweise auch fiir dic Sapogenin-acetate. Schliesslich erwiesen sich auch Systeme vom
ZAFFARONI-Tvp mit Carbitol oder Formamid als stationidre und Hexan-Octan oder
Benzol als mobile Phase [274] als durchaus niitzlich, teilweise im Durchlaufchromato-
gramm unter Bentitzung von Leitfarbstoffen. In vielen FFillen wird auch auf diesem
Gebiet die Anwendung beider Typen von Systemen vorteilhaft sein, vgl. auch [383].
Die Sapogenine lassen sich z.I3. mit Antimontrichlorid, Trichloressigsiure, aroma-
tischen Aldehyden oder auf biologischem Wege (auch auf dem Papier) durch ihre
IFiahiglkeit, Blut zu hdmolysieren, nachweisen [247].

(g) Gallensdiuren, Stevoidcarbonsdiuren

Wiihrend sich fiir dic Sédureester je nach Polaritit die fiir die Steroidchromatographie
tiblichen neutralen Systeme vom BUsH- oder ZAFFARONI-Typ eignen (vgl. auch [371]),
sind flir die freien Siuren saure oder basische Systeme zu verwenden. Als letztere
dienen beispielsweise 7-Propanol-NH OH-Wasser (go:2:8) oder besser n-Propanol-
Athanolamin~Wasser (9o:5:3) [372], Collidin-Wasser (ro:3.5) in Ammoniakatmo-
sphéire [261] oder Isoamylallkohol gesidttigt mit 3 A7-Ammoncarbonatpuffer bzw.
29,ig. Ammoniak [271]. Als saure Systeme haben sich z.13. folgende bewihrt: statio-
nire Phase 709%ige Essigsdure (Imprignierung der Papiere), mobile Phase Isopropyl-
dther—~Heptan 6:4, 2:8 oder 8.5:1.5 [251, 252]; Butanol, gesdttigt mit 3%iger
wissriger IZssigsdure [251], S8o%ige Essigsdure [271] und Toluol-Essigsiure—Wasser
1:1:2 [240]. Diese Systeme sind meist auch fiir die konjugierten Tauro- und Glyko-
Gallensiduren geeignet, wobei auf- oder absteigend chromatographiert werden kann.
Als Nachweis dienen u.a. Antip1ontr’ichlorid, Phosphorsidure, Phosphomolybdéin-
sdure, aromatische Aldehyde und in Spezialfillen Jodkaliumjodid (vgl. Nachweis-
reaktionen Abschnitt IV 1 e) und im besonderen die Angaben iiber zahlreiche Sduren
und Ester in [271]. Gallensduren mit reaktiven Ketogruppen lassen sich auch als
GIrRARD-Derivate chromatographieren [373], im allgemeinen aber wird man das Arbei-
ten mit freien Siduren oder ihren Estern vorziehen. Zur quantitativen Bestimmung von
papierchromatographisch getrennten Gallensiuren vgl. [374, 375], zur autoradio-
graphischen Auswertung [261].

(/) Stevoid-Konjugale

Wie bei den Gallensiuren handelt es sich hier um saure Verbindungen (Konjugation
mit Glucuron- oder Schwefelsiure) fiir welche sich einige wiissrige Systeme gut zu
bewihren scheinen. Zu erwihnen sind besonders n-Butylacetat-n-Butanol-10%ige
Essigsdure (oder 10%ige Ameisensiure) im Verhiltnis 4:1:5, bzw. n-Butylacetat—
Methanol-o.1 A7-Barbituratpuffer pH 8.2 (3:1:1; einphasig) oder Athylacetat—mn-
Butanol-o0.29 wissr. Ammoniak (7:1:8) oder Isoamylalkohol-conc, NH ,OH-Wasser
(55:27:18). Die Rp-Werte einer grosseren Anzahl von Glucuroniden [250, 386] und
Sulfaten [376, 386] sowohl von C,,-Steroiden, Progesteron- als auch Corticosteroid-
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Metaboliten sind in der Literatur angegeben. Auch wassergesiittigtes Butanol oder
Athylacetat—n-Butanol-o0.2 N-Essigsidure (9:1:10) sind dafiir geeignet, einschliesslich
Oestrogen-Sulfate [263, 386]. Die Nachweismoglichkeiten sind recht zahlreich [386],
z.13. UV-Absorption, m-Dinitrobenzol, Phosphomolvbdinsiure, Antimontrichlorid
sowi¢ andere und im IFall der Sulfate Rhodizon [3706].

) (7) Amino-Steroide und Steroid-Alkaloide

Als letzte Klasse seien schliesslich basisch substituierte Steroide und einige Alkaloide
mit steroidiihnlichem Skelett erwihnt. IFlir Steroidamine, die nur ein Stickstoffatom
enthalten wird wassergesittigtes Butylacetat oder ein inverses System mit Kerosin
(Paraffinel) und wissrigem Alkohol vorgeschlagen [1g4]. Mit diesen Systemen lédsst
sich auch die Auftrennung von cinigen 3¢- und 3B-Isomeren erreichen. IFiir dice
Chromatographie von Alkaloiden aus Holarrhenia antidvsenterica (Conessin, Solanin
etc.) geben die gleichen Autoren Rp-Werte in Amylalkohol-Essigsiure-Wasser
(4:1:5; obere Phase) oder Paraffingl/Athanol-NH,OH-Wasser (75:2:23; inverses
System) an. Diese Systeme lassen sich in weiten Grenzen variieren; u.a. wurde auch
Butanol-Essigsiture—Wasser (4:1:5; obere Phase) als sehr niitzlich befunden [278]
fir die genannten Alkaloide. Mit Athylacetat-Essigsiure—~Wasser (3:1:3; unter
Zusatz von 15 Vol. 9, Athanol zur oberen Phase) lassen sich die isomeren Solanine
und Chaconine gut differenzieren [253]. Fir Hydrierungsprodukte der Veratrinal-
kamine diente mit A/-KCl imprigniertes Papier und mit 291g. HCl gesiittigtes Butanol
als mobile Phase [279], fiir hypotensive Alkaloide aus Veratrium album (Protovera-
trine etc.) wiederum ein saures System: Athylenchlorid-Essigsiiure~Wasser (49.53:1:
49.5) oder andere Losungsmittel anstelle des Athylenchlorids [377]. Als Indikatoren
konnen teils solche fiir Steroide, teils solche fiir Alkaloide verwendet werden, Hiufig
kommen Antimontrichlorid, Antimonpentachlorid, Phosphomolyk-ldnsiure, andere
Fluoreszenzreaktionen (teilweise besitzen die Substanzen im UV Eigenfluoreszenz)
oder z.B. Kaliumjodplatinat oder -wismuthat in Frage (s. Nachweisreaktionen, IV 1 ¢).

3. Chemische Struktur und chromatographisches Verhalten

TFiir das Verhalten der Steroide bei der Verteilungschromatographie lassen sich auf
Grund systematischer Untersuchungen [148, 181, 232] und der Tabellen 30-49 cine
Reihe von Gesetzmissigkeiten ableiten und zum Teil begriinden. In einem gegebenen
System ist der Rp-Wert zundchst von der Anzahl der: C- und O-Atome abhiingig,
deren Verhiltnis die Polaritiit der Substanz bis zu einem gewissen Grad bestimmt.
Gleichwertige Saucrstoffunktionen vorausgesetzt, nimmt die Polaritit z.13. der
folgenden Reihe ab (und die Rp-Werte zu): C;,0, > C;,0, > C,,0,; cbenso laufen
z13. Propionate schneller als entsprechende Acetate. Neben dem C/O-Verhiltnis
wird der Rp-Wert aber in erster Linie durch die Natur der Sauerstoffunktion bestimmt,
deren Polaritiit sich folgendermassen verhilt:

NCOH = “C = O > = COOR = DCenO L
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Laktongruppen iiben im allgemeinen einen stédrkeren LEinfluss aus als gewdhnliche
Estergruppen. Je nach Lage im Molekiil ist der Einfluss der Ketogruppen unter-
schiedlich; Polaritiit der Ketone: C; oder Cyy > C;; > C,. Sie wird im weitercn durch
konjugierte Doppelbindungen folgendermassen deutlich beeinflusst:

Lo ! o ) L
/’7‘\'\]/’ ‘\\ - . t’/’:‘\\~l f/ \\\ /‘.” - ‘\""/ \ "/ 4:"\\\i // ’/

Ly s T s LT = > T

0 L O»T/’ S /]i[‘-.._,—" (),/’\-\.:'/'7 . O/’\\/E\/ O ™ T

Wiihrend die Ringverkiipfung (A/B cis oder frans) bei den 43-3-Ketonen noch eine
Rolle spielt, ist dies bei den geséttigten 3-Ketonen praktisch nicht mehr der Fall; sie
geben die gleichen Rp-Werte fiir Allo- und Normalreihe. Isolierte Doppelbindungen,
z.13. 4°010 haben ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf den R;-Wert., Hingegen
verhalten sich 4%-38-Hydroxysteroide in den meisten FFillen etwas polarcer als die
gesiittigten wenn nicht zu vicle andere Sauerstoffunktionen vorhanden sind. Besonders
gross und unterschiedlich ist der Einfluss von Hydroxylgruppen. Er hingt ab

r. von ihrer Konformation (axial oder equatorial)

2. von sterischen Verhiédltnissen

3. von Wechselwirkungen mit dem Chromatographice-Milicu,

Es liess sich zeigen, dass alle Hydroxylgruppen in equatorialer Stellung stets
polarer sind als diejenigen in axialer (vgl. Formelschema IT und IIT auf S. 124) z.B.

1 > 113 6u > 6f3; 70 > 7u; 178 > 17u

Aus Tabelle 40 ergibt sich fiir Hydroxy-cortexone z.13. folgende Reihe
fitr P/Tol: 160 > 150 > 19 > 11la > 7? > 120 > 18 =6 > 14u > 170 > S od. g > 118
fir F/Be-CHClg: 1604 > 150 > 19> 7?2 > 110 > 18 =06 > 120 >8 od. 9 > 14 > 1700 > 113
Fiir Mono-hydroxy-progesterone ergibt sich aus der Literatur:
mit P/Ligroin: 6 > 160 > 110 > 68 > 14u > 11 > 170 > 211
Die Beispiele zeigen, dass stets alle Hydroxylgruppen in equatorialer Stellung (e)
polarer sind als jene in axialer Stellung (a), gleichgiiltig ob es sich um primiire oder
sekundére handelt. Die Differenzierung innerhalb jeder Gruppe (e oder a) wird u.a.
durch sterische FFaktoren bestimmt sein, und die einzelnen Verschiebungen innerhalb
dieser Gruppen (e bzw. a) bei Wechsel von Losungsmittelsystemen ldsst sich wenig-
stens teilweise durch die Wechselwirkung zwischen Substanzen und Milieu erklidren,
Die Lage des Gleichgewichts von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Substanz,
mobiler und stationéirer Phase sowie Cellulose, diirfte hierbei eine bedcutende Rolle
spielen (vgl. auch [2o09] und das cigenartige Verhalten im E,B-System, [347]).
Gerade diese Unterschiede sind es, die fiir papierchromatographische Identifizierungen
von grosstem Wert sind. Beispiele fiir die Sequenzinderung von Substanzen beim
Wechsel von BusH- auf ZarraroNi-Systeme sind in den Tabellen leicht zu finden. Hier
sei lediglich auf das schon klassische Beispiel des Aldosterons hingewiesen, das,
besonders gut zu inter- und intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen befihigt,
in verschiedenen Systemen im Vergleich zu Cortisol oder Cortison stark wechselnde
Rp-Werte aufweist.

Die sterischen Verhiltnisse der Ringe A und B bediirfen noch einer niheren
Betrachtung. Die hidufig zitierte Behauptung, dass Steroide mit sa-Konfiguration
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(A/B trans) schwiicher polar sind, trifit in dieser Form sicher nicht zu. Dic Polaritét
hingt auch hier weitgehend davon ab, ob sich im Ring A axiale oder cquatoriale
Substituenten befinden. Wihrend sich, wie erwihnt, 5«- oder 58-Steroide praltisch
nicht trennen lassen, wenn sich im Ring A kein Substituent oder nur eine 3-Keto-
gruppe befindet, indert sich die Situation grundlegend bei Vorliegen einer Hydroxyl-
gruppe in 3-Stellung. Unter Verwendung der Indices « und g fiir die Hydroxylgruppe
in 3- und das H-Atom in 5-Stellung, ergibt sich aus den Tabellen eindeutig folgende
Polaritédtsreihe (fiilr C,,- und C,,-Steroide):

30,50 > 3a,50 > 306,58 =, 3u.51,

3-Otl cquatorial axial
1T

welche also direkt von der Konformation der Hydroxylgruppen und nicht von der
Ringverkniipfung abhiingig ist. Der Unterschied in der Polaritiit zwischen Gruppe I
und 11 ist in den meisten Fiillen gut und fiir Trennungen ausreichend. Der Unterschied
innerhalb der einzelnen Gruppen ist durchschnittlich kleiner und héngt ziemlich
stark von den {ibrigen Bedingungen wie Lésungsmittelsystem und zusétzliche Substi-
tuenten ab, so dass er fiir einc Trennung nicht immer ausreicht. Die 20a-Hydroxy-
gruppe in C,,-Steroiden ist in der Regel polarer als die 208-Gruppe. Ausnahmen sind
aber moglich je nach weiteren Substituenten und Losungsmittelsystemen. Als Beispicl
solcher Wechselwirkungen sei erwiithnt, dass der Beitrag der 118-Hydroxygruppe zur
Polaritdt im ZAFFARONI-System grésser ist als derjenige der zo-Hydroxygruppen,
wihrend im BusH-System das Gegenteil der FFall ist [350]. Fiir Cardenolide [243] und
Sapogenine [247, 259] gelten die gleichen Gesetzmiissigkeiten wie sie fiir die Steroide
diskutiert worden sind. Bemerkenswert ist jedoch, dass manche Monoglykoside
schneller laufen als ihre Aglykone (vgl. Tab. 50; [229]).

Bei einer Betrachtung der bisher gefundenen Zusammenhinge zwischen Konsti-
tution und dem Verhalten von Steroiden bei der Verteilungschromatographie sollte
man aber auch auf die zusitzlichen und noch schwer vorauszusehenden schwiicheren
oder stirkeren Adsorptionserscheinungen achten, ebenso wie auf die gelegentlichen
Verdringungseffekté“bei Gemischen. Wenn sich einerseits durch die sehr starke
Differenzierung der Polaritit von verschiedenen Sauerstofifunktionen ausgezeichnete
Trennungsmoglichkeiten ergeben, so ist es anderseits leicht mdglich, dass Steroide
ganz unterschiedlichen Sauerstoffgehaltes in einem bestimmten System den gleichen
Rp-Wert haben; so kénnen sich z.13. Triketone wie Hydroxyketone oder Triole wie
Dihydroxydiketone verhalten, wobei Unterschiede im C-Gehalt ebenfalls noch aus-
gleichend wirken kénnen. Umso wertwoller ist hier die schon mehrmals erwédhnte
Moéglichkeit der Differenzierung durch andere Losungsmittelsysteme, verschiedene
Farbreaktionen und zusiitzliche physikalisch-chemische Teste (s. IV 1 f).

Herrn Dr. A. WeTTsTEIN danke ich bestens fiir die FFérderung dieser Arbeit, Herrn
Dr. I. E. BusH fiir die Mitteilung unversffentlichter Befunde und Herrn E. voN ARX
fiir die Ausfithrung der Zeichnungen.
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