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IV. PAPIERCHROiCIATOGRAPI-IIE 

Die von CONSDBN, GORDON UND MARTIN [1S3] im Jahre 1944 eingefiihrte Papicr- 
chromatographie eignete sich in ihrer urspriinglichen Form zwar ausgezeichnct fiir 
AminosZuren, Zucker oder andew tvasserl6sliche Verbindungen, nicht aber fiir stark 
lipophile Stoffe wie die Sterine uncl Steroide. Es gelan, m zwar, Steroide als wasser- 
16sliche Derivate wie x.13. Girard-Hydrazone [rgo] chromatographisch in Gruppen 
aufzutrennen, solche Methoden erwiesen sich aber fiir eine allgemeine Anwenclung als 
unbrauchbar (Notwendigkeit einer chemischen Reaktion, ungentigende Auftrennung). 
Erst die Einftihrung spezieller Ltisungsmittel-Systeme durch Z.+I~ARONI el a?. im 
Jahre 1950 [IgIl und BUSH im Jahre 1952 [177] sowie zahlreicher Varianten clavon, 
machte such die Sterine und Steroicle fiir die Papierclirbmatographie allgcmein 
zug$i.nglich. Diese Technik hat sic11 in den let&en Jahren clank ihrer Einfxhheit uncl 

l Fiir Teil A, siehe J. ClwonWog., I (195s) 122. 
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l~irl~samlieit in ungealmtetn Ausmass entwiclielt utld ist lleute plXllitiSch fiir alle 
Klassen van Steroiden brat-t&bar. Die sinnreiclte Anwenclung dieser Methoden hat 
zugleicll auclz die Fortscliritte auf dem Steroiclgebiet wesentlicli gefijrclcrt, sei es awf 
clem Gebiet cler milxobiologischen Reaktionen, cler Isolierutig uncl Restimmung van 
Hortnonen, cler Phytocliemie, cler biosynthetiscllen ocler such rein synthetischen 
Forscliung und zwar niclit nur als clualitatives uncl cluantitatives analytisches Ver- 
fahren fiir Mikromengen sonclern such in prgparativem Masstxb. uber ‘I’hcorie uncl 
Praxis der Papierchroniatogra,phie im allgemeinen sei liier auf clie Literatur vercviesen 
[z, So, 106, IIS, ISZ], Die spczielle Anwencluttg auf Steroidc ist: bcreits in mehreren 
ubersichten behandelt: worden [x03, 105, 150, 176, ISO, ISI]. 

Itn Folgenclen wcrden die einscltl#gige Literatur sowie cigenc Erfaltrutigen fiber 
die Arbeitsmetl~odili cliskutiert, spezielle 13eispiele aus allen wichtigett Steroid-Klassen 
angefiilirt uncl die %us;uiitiietilt~inge zwisclien IConstitution und cliromatogt-npliiscliem 
Verhalten untersuclit. 

I. krbeitsmethodik 

Itn Wesentlichen hatidelt: es sic11 bei cler Papiercltromatographie van Steroiden urn 

eine Verteilungscl~romatograpl-tie uncl sinngem~ss gilt, was llieriiber bereits in Ab- 
schnitt III R I ausgefiihrt wurcle. Seltr Kiulig spielen aber such Adsorptionserschei- 
nungen eine kleinere ocler grtissere Rolle, je nacli Art cles verwencleten Ltisungs- 
ntittelsystems uncl der zu chrotnatographierenden Substanisen. Unerwiinschte 
Adsorptionserscheinungen (Scl~wanzbildung) lassen sic11 wcitgehend vermeiclen clurch 
Auswahl eines Systems, in dessen beiden Phasen clas Substrat eine bessere Lijslichkeit: 
aufweist, was u.a. auclt clurch Arbeiten bei erhBhter Temperatur bewir1i.t werclen liann. 

Geeignete Systeme stehen fiir a1I.e Steroiclklassen rneist in grosser Auswahl zur Ver- 
fiigung. Die Systeme lassen sich folgenclermassen einteilen (alle Verll~ltriisangaben in 
vol/vol) : 

(I) Systeme vom ZAFFARONI-T~~~ (rneistetts wasserfrei) ; Die Papiere werdcn zuerst 
rnit stationZrer Phase itnpr~gniert, clann mit Substanz belnclen uncl scltliessliclz mit 
cler mobilen Phase versorgt. Tab. 22 gibt eine gbersicht iiber solche Systeme, die 
in geeigneter Auswahl ftir alle Klassen van Steroiden verwenclet werclen kijtinen. 
Reicle Phasen lassen sic11 beliebig liombitiieren, vorausgesetzt, class sie miteinander 
nicht unbegrenzt mischbar sind. Einige cler am Wiufigsten verwencleten Systeme 
sind 2.13. Propylenglylcol/Toluol, Forn~at~~icl/I3et~zol bzw. Wetizol-Clilorofortn uncl 
Chlorofortn. 

(2) Systeme vom BUSH-Typ (wcssrig) : Man h~ngt die troclienen, t-nit Substanz 
beladenen Pap&e in clas mit: tnobiler uncl stationtirer Phase gestittigte Chrotnato- 
grapliiergef%ss, l&St einige Zeit equilibrieren, wob&i das Papier die polare Phase 
bevorzugt aclsorbierl:, und entwickelt clann mit clcr scllwacl~ polaren mobilen Phase. 
Tab. 23 gibt eine cbersicllt fiber solche Systctne die sic11 ebenfalls fiir die tneisten 
neutralen Steroicle eignen, vorzugsweise bei crhtihter Temperatur (35-40”). 
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TABELTX 22 

207 

1 ,pRutancliol 
Glycerin 
Formamid 
Rcnz~lalkohol 
wxiser 

I-Icsan, Cyclohcsatl 
Mcthylc~clohcsan 
PctroilKthcr, Ligroin 
Dccalin 
l3cnzo1, Benzol-C?iclohesnn, Be11zol- 
Cli1oroform 
I3enzol-Ath~lacctat, Dicl~lorbenzol 
Sylol, S~lol-iLIetl~~l~thyllccton 
Mcth~1cncliloricl 
Cli loroform 
Chloroform-Tctral~yclrofuran 
Aceton 
Mcth~liith~llccton 
Ratanol, t\m~lkohol 

Mctlianol-\Yasser I-fesan, C~clohcsan, I-Icptan, Isooctan, ‘PctrolYthcr, ‘I3cnznl 
Ic~l.-Butanol-C\:asscr Toluol, Tsoprop~lKther, .%th~lncctat 

Hkiufig verwendete Systeme dieser Art sind ~13. 

Bush A (Heptan-Methanol-Wasser 5 : 4: I) 
B, (Benzol-Methanol-Wasser 2 : I : I) 

C (Toluol-Essigester-Methanol-Wasser CJ : I : 5 : 5) 

=a (Isooctan-iert,-Butanol-Wasser IO : 5 : 9) 

(3) WZssrige Svsteme im klassischen Sinn, ohne spezielle Impr@ierungs- oder 
Equilibrierungstechnik, besonders fiir stark polare ocler ionische Steroide. Tab. 24. 

bis 26 geben eine Auswahl ~7011 neutralen, sauren und basischen Systemen. 

\\‘XSSRIG~~: NEu*rrb\LE J.,~s~NG~~II~I”~~I_sYsT~~Io 
z.l3, fi_ir Herzglykosiclc und Agl~konc, Sal~olline,‘Sapo~crlinc, t\minostcroiclc etc. 

Isooctnn, Ligroin 
13c11z01, '.r0l110l, S\*lol 
Cliloroform 
‘I’etraclilorkohlcnstoff 
Rutanol uncl liijhcrc .~~lkol~ole ’ 
Diosan 
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\VXSSRIGE SALJRE LZ~SUNG~~IT~~~LSYS~E~I~ 

z.13. fiir Gallcnsiiurcn, Stcroiclcarbons~iureII, Stcroidlionjugate, Saponinc, Stcroiclall~nloiclc etc. 

nIllciscnsaurc-~\:~~~~sul 
lZssi@ii”rc-Wasscr 
Salzdiure-Wasser 
(mit oclcr ohnc Zusata 
van .~\lltol~olen lxw. auf 
ICCJ-impr&ignicrtem Papier) 

Hcptan 
~roiLloi 
Isopr-opyltithcr, J~utyllithcl 
Tetracl~lorkoh Icnstoff 
A tll\~kLcl?tat 
Xlltollolc, l,csonclcrs 13L1ta1101 

\\~';iSSlZIGE MASISCHE ~.,6SUNGSnII7'T~LSYSTISbll 

2.13. fiir Ocstrogenc, Gallcnstiiurcn, Ster-oitlc;trbonsiiurcn, Stcroiclkonjugatc, Saponinc etc. 

\\‘aswr 
N-Natronlaugc 
\*crcl. A~n~nor~it~~-nl~~clros~cl 
Atlianolamin 
CarbonatpLiI’fcI 
N~Ltritinibarbitliratpuffcr 

1:3cnzol, ‘J:oluol, Sylol 

Cliloroform 
Isoamylalkoliol 
P>*riclin, Colliclin ( + NH,) 

Vaseline 

Paraffin61, 
Kcroscn 
(5-1oO/~ in Pctrol%_tlier) 

~~lkollol 

Metlinnol 
Atlianol 

7r-Propnnol 

wasser [I Q2 ] 

Ccllosolve 
Cliloroform 

Wasser [ 1931 
\Vasscr [ I943 
vercl. Ammoniak [I 941 
Wasscr [ 195 1 
Methanol, Wasser [rg3] 
Propanol, Methanol [ 1933 
Essigsiiure [lgG, rg7] 

Petrolcuni Alkoholc 
(10-40~/~ in Petroliitlier) 

AVasser [rgS] 

Silikon I-Icsan, l3cnzol ~Metlianol, Wasser [I 99, 2001 
(5-1 00/O in Cycloliesan) Cyclohcsan _Kthanol, Wasser [zor ] 

Chloroform * Methanol, Wasser (a031 

Al-Scifc 

Quilon 

Tctracl~lorkolilcnstoff 

Mctll~lccllosolve 

Pentanol, Octanol, 
IXcarbonsKureester 
I-Ieptanol 

Methanol, Wasser [204] 

Alkohole, Wasser [202, 2051 : 

Formamicl, Wasser [z4S] 
Wasscr [sob, 2071 
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Gelegentlich werddn such monophasische Systeme bcniitzt, wie z.B. das wasser- 
freie : Benzin-Chloroform-Essigs5ure ( IOO : 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 Steroicll&ssen, hsufig fiir die sehr schwach polaren. Tab.-* 
27 gibt einen uberblick iiber solche MBglichkeiten, wobei die Cellulose zuerst durch 
verschiedene Impr%i.gnierungen hydrophobiert werden muss, damit die schkicher 
polare Phase als stationgre dienen kann. 

Beim Arbeiten mit all diesen L&ungsmittelsystemen 
class alle nicht mischbaren Phasen bei Arbeitstemperatur 
miissen. 

*XI-I-Cortisol(3a,gp) 

Cortisol 

Cortison 
dG-Androstentriol (3j9,1 IP, 17p) 
Androstandiol(3@, I 7b)-on(r I) 
Corticosteron 

At-Androstencliol (3@, I 78) 
I?rcgnandiol(3a, zoa) 

Tcstanol(3a) -clion (I I, I 7) 

Aclrenosteron 
Tcstosteron 

dG-l?regnenol(3~)-on(20) 
rlJ-Anclrostendion (3, T 7) 

Dehydroisoanclrosteron 

stcnol(3/3)-on(25) 

ist es sclbstverst5.ndlich, 
gegenseitig gessttigt sein 

8 9 IO II 12 13 I4 

Pig. 4. Mittlcrc RF-Werte von 20 Stcroiden mit nlmchnicncler PolaritLt vcm obcn nach untcn in 
14 “Standard”-Lijsungsmittelsystemen, dcren l?olaritZt van links nach rcchts zunimmt (Temp. 
22O, Whatman Papicr No. 1, abstcigcncl). t = tailing. I. Pl~cn~lcellosolvc/Heptan; 2. Formamid/ 
Cyclohesan ; 3. Bush A (Heptnn-~Ictlinnol-~Vasscr _j :4 : 1) : Ll. 13~~11 R, (Pctrol&thcr-Renzol- 
Methanol-Wnsser 33 : I 7 : 40 : I o) ; 5. Formamicl/Cyclohesan-Benz01 (I : I ) : 6. Propylcnglyltol/ 
Toluol; 7. Rush 13, (PctrolKther-Toluol-~~cthanol-\vasser J : _j :y : 3) ; 8. PetrcGthcr-13enzol- 
Methanol-Wasscr (3 :7 : j : 5) ; c). Formamicl/l3cnzol; 10. I~ormamicl/Bcnzol-Chloroform (L : I) ; 
I I. Bush B, (Bcnzol-Methanol-Wasscr 2 : I : I) : 12. 

_~~thylacetat-Metllanol-M:asser 9 : 1:s : fj) ; 14. 
Pormamicl/C.l~loroform ; I 3. Bush C (Toluol- 

Isooctan-Cer~l.-Uutanol-\Vnsser- (10 : j : 9). 

Urn sich in dieser Vielfalt besser zurechtfinden ZLZ lkjnnen, sind 2.13. in Fig. 4 
die Laufstrecken (Rp-Werte) von 20 Steroiden (Tetrahydrocortisol bis Cholesterin) 
deren Polarit&t von oben nach unten abnimmt, in 14 bewghrten “Standard?‘- 
Lkkungsmittelsystemen, deren Polarit$it von links nach rechts zunimmt (Phenyl- 
cellosolve/Heptan bis E,B), iibersichtlich zusammengestellt. Dieses Schema erlaubt 

Lileralur S. 2521258. 
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Liormamid/Ilesan x % s :< 
t?ropylenglyltol/Ilesan x >: x x 
C~ornzamicl/J-Iesan-13cnzol (I : I ) x 1: x 3< x x 
Pro~~~len~l~kol/Nesan_13enzol (1 : I) X X X x X X 
L~orn~amicl/l3enzol x X X X 
IJropylengl~l<ol/Rcnzol x x x x 
LZro~~lengl~kol/Toluol :< :< X >: 
L~qrm.amicl/Cli 1oro~or1n X X X 

13USH-!5YS’ITNE VERSCHIEDENER POLARlT;<‘r [I 77, X81] 
__--.....-..- 

PetrolS.tl~er-SW_hanol-Wassel 
Pctrol2i.thcr-nlcthsnol-M’asscr 
Petrol~thcr-nIcthanol-\Yasscl 
PctrolS.tl~er-ibIcthanol-Wasscr 
Petrol~ther-Toluol-Methanol-M’asscl 
Petrol#thcr-Toluol-Rlcthnnol-C\‘assel 
Petrol&ther-Bcnzol-Methanol-Wassel 
Toluol-Methanol-M\:asscr 
.~oluol-Methar7ol-M:asscr 
Ber~zol-Methanol-~~:assex 
Benzol-Methanol-\,VasscI 
Renzol-i\/IcthariO~-~~f~~sscr 
Toluol-Xthvlacetat-Rlethanol-\Vassci 
Bcnzol-Ch Ibroform-~letl7:~~iol-~~asse~ 
Bcnzol-Clllornform-i\lIethnnol-\Yasscl 
S~lol-~Iethanol-~vasser 
X~lol-Methanol-~Vasser 

( 

IO0 :gG :‘I) 
1OO:S.j 11-j) 

loo:so:~O) = r\ 

100:70:30) 
2 _j : ‘2 _j : 3 _j : 15) = B, 

33::1730 :30) = 13, 
33:17:40:10) = B, 
100:7_j:Zj .) 
lOO:_jO:fjO) = E., 

1oo:_j_j:q5) 

1oo:~o:~o) = D, 

roo:4o:Go) 
go: lo:jo:_50) = c 
GG:33 :50:_50) 
~o:jo:~o:~o) 
1oo:Sg: 15) 

100:70:30) 

u,a. die rasche Auswahl geeigncter Systeme fiir ein Steroid mit annghrend bekannter 
Polarittit (Anzahl der Hydrosyl- und Keto-Gruppen, I>oppelbinclungen). Ein weiteres 
Schema ist in Tab. ZS angegeben, allerdings nur fiir %MI;:\RoNI-Systenie [17S]. 
Hingegen enthKlt Tab. zg eine Auswahl von 13usH-Systemen [177, ISI]. Ihre Ver- 
wendbarkeit l&st sich durch einen Vergleich mit den in Fig. 4 angefiihrten RUSI-I- 

Systemen sinngem&s ableiten. 
Die relative Wandergeschwindigkeit (R-Wert) der Steroide ist in den verschiede- 

nen Systemen, da’in erster Linie von der PolaritZt abhgngig, meistens die gleiche. Es 
gibt aber immer wieder F&lle, in welchen Xr-Werte durch Effekte von Adsorption, 
VerdrZngung oder Wasserstoffbriickenbindung in einzelnen Systemen individuelle 
Verschiebungen erfahren, welche fiir clie Charalcterisierung von Steroiden besonclers 
wertvoll sind. Darum ist es unbedingt empfehlenswert, sowol~l ZAFI~ARONI- als such 
RusH-Systeme zu verwenden. Im Folgenden sei noch auf einige Unterschiede zwischen 
beiden Typen hingewiesen, die bei der yralctischen Ausfiihrung eine Rolle spielen: 

Litsvatw S. sg2/z;S’. 
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Bcla.clungslrapnzit~t grijsser gcringcr 
Eigniing fiir den priiparativen 
Cliromatobloclt schr gut nicht mdglich 
VcrdrBnguiigseI:fcktc , gelegentlich vorhanclen nicht beolxxlitct 
Empfincllicl~lceit atlf Temperatur- 
schwanliungcn mKssig ziemlicll gross, mcist crhijhtc 

Temp. erforclerlich 
Troclcnung cler Chromatogrammc langwierig lxi Raum- schr lcicht bci R~~u~ntcmpcrntur 

tcmperatur, sonst erhdlitcTcmp. 
erforclcrlicll. Rcste clcr 
station%rcn Phase schwicrig 
aus dcrn Papier ZLI entfcrnen 

Wie bercits in friiheren hbschnitten betont, mtissen alle Lijsungsmittel von hohem 
Reinheitsgrad uncl gleichbleibencler Qualitgt sein. Zur Reinigung (Neutralwaschen, 
Destillieren etc.) vgl. Abschnitt III A 3. Verschiedene L8sungsmittel “Zur Chromato- 
graphie” sincl im Handel erhgltlich (z.U. Formamid, Merck) uncl It&-men ohne weitere 
Reinigung verwenclet werden. Alle LBsungsmittelsysteme sollen in nicht zu langen 
Zeitabstkclen immer wieder frisch bereitet werden. Chernische Versnderungen sind 
in gcwissen Fallen miiglich. 

(0) Pa.piel 

Es steht eine gsnze Reihe geeigneter Filterpapiere zur Verfiigung. Ausscr den wohl 
am h%ufigsten verwendeten Whatman No. I und Schleicher & Schiill 2043 b (vgl. 
[209]) haben sich noch qiele andere Sorten fiir die Steroidchromatographie, teils fiir 
Spezialzwecke, als brauchbar erwiesen, wie 2.13. Whatman No. 2, 3 MM, 4, 7, 31, 54, 
542, Schleicher Cy: Schiill 2040 b, 2043 a, Munktell 20, 150 G, Eaton & Ilikeman 613, 
Durrieus 122, cl’Arches 1030, Macherey & Nagel 63. Man verwenclet ent\vecler lose 
ocler zusalllI~lenh~ingende Streifen, wie sie urspriinglich von ZAI~FARONI et cd. [191] 

angegeben wurclen (vgl. such [ZIO, 2111 uncl Fig. 5 u. 6) oder ganze 1315itter, deren 
Dimensionen sich einerseits nach den OriginalbGgen, andererseits nach cler Griisse cler 
ChromatographiergefYsse richten. Die Streifen haben den Vorteil, class die seitliche 
Diffusion unterbunden ist und somit der seitliche Abstand parallel zu chromato- 
graphierencler Substanzen lcleincr gehalten werden kann als auf 1315ttern. Hingegen 
kijnnen bei starker Belaclung clcr Streifen stijrencle RancleRekte auftreten. Wir ver- 
wenden mit gutem Erfolg fiir analytische Chromatrogramme stets ausgestanzte 
Whatman I Streifen von 1.5 cm ‘13reite (iibrige Dimensionen s. [ZIO] und Fig.._$. pncl 
fiir prgparative Chromatogramme 19 cm breite Bktter mit 17 cm langer Startlinie, 
und zwar so, class die Chromatographie senkrecht zur Maschinenrichtung des Papiers 
erfolgt. Normalerweise werden clie Papiere ungewaschen zur Chromatogrq>hie ver- 
wenclet. Fiir manche pr&parative Zwecke oder besonders dann, wenn Eluate von 
Chromatogrammen zur quantitativen Auswertung gelangen, wkcht man die Papierc 
vor der Chromatographie ktwecler nit dem nachher zu verwenclenden LBsungsmittel- 
system bzw. einzelnen Li-jsungsmitteln im Durchlauf wtihrend mehrerer Tage oder im 
Soxhletestraktdr (vgl. z.B. [2x0, 212-j). 

J_.ilcvcllzcv s. 252/zgs. 
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Fig. 5. Aufbringen ‘cler Substanzl6sungen auf Streifen uncl BKi.tter, 

Fig. 6. Komplette Gef5sse fiir die Papicrchromstographie. 

(I) Fur die Systeme vom ZWFARONI-Typ (Tab. 22) ist es nijtig, das Papier mit der 
stationaren Phase zu impragnieren. Dies geschieht am einfachsten durch rasches Durch- 
ziehen der Streifen oder PGitter durch eine zo-soy!ige L&sung des Impragniermittels 
in IMethanol, Aceton oder Chloroform. Nach S-IO Minuten Hgngen (ziemlich gleich- 
gtiltig in welcher Richtung, am besten in einem Abzug) ist clas fliichtige Ltjsungsmittel 
verdampft (Achtung bei sehr hoher Luftfeuchtiglceit, wegen iiberm&ssiger Konden- 
sation von Wasser infolge der Verdampfungskaltc), und das beladene Papier ist zur 
Aufnahme der Substanzen bereit. Letztere Operation sollte in diesem Fall nicht zuviel 
Zeit in Anspruch n&men (weniger als eine halbe Stunde), da sonst such zuviel Im- 

Lhk?,wluv s. 252/25& 
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pr~gnicrmittel qbdunstet. (Volumenabnahme der station%.ren Phase, dahcr Zunahme 
dcr lip-Werte !) Anderseits ist bei Eintauchen des Papieres in unverdiinntes ImprZg- 
niermittel und nachherigem Abpressen zwischen Gummiwalzen oder Filtrierpapier 
meist noch soviel stationgre Phase vorhanden, dass die Substanzen bei cler Chromato- 
graphic nur sehr langsam wandern. Hierbei ist such die Struktur der Papiere zu 
beriicksichtigen; dichte nehmen weniger station&-e Phase auf als lockere [zog]. Fiir 
Chromatogramme vom Z:WI;.-\ROXI-T~P verwenden wir stets zo- oder 30 %ige Lijsungen 
des Impr&gniermittcls in Aceton [213]. 

(2) Imprggnierung mit Adsorbentien. BeimVersuch, dievorteile von Adsorption 
und Papierchromatographie zu vereinigen, imprzgnierte man das Papier entweder mit 
Aluminiumosyd [177, 214, 2x51 ocler mit ICiesels%ure [192], verlor dadurch aber 
gerade alle Vorteile der Verteilungschromatographie. Die Trennungen sind im all- 
gem einen nicht tiberzeugend und schwer reproduzierbar, sodass hier nicht weiter 
darauf eingegangen wird. (vgl. jedoch [3SgJ). 

(3) Hydrophobierung des Papieres. Der Zweck dieser Massnahme ist die Chroma- 
tographie mit umgekehrten Phasen, das heisst mit’ der unpolaren als stationzrer und 
der polaren als mobiler Phase (vgl. III B I) z.B. fiir estrem lipophile Steroicle. 
Dies erreicht man am .einfachsten durch Imprggnieren mit Paraffinijl, Petroleum, 
Vaseline oder Silikonen (vgl. Tab. 27). Silikon-imprggnierte Papiere sind iibrigens im 
Handel erhZltlich (Schleicher & Schiill 2043 a Mgl hy u. 2043 b Mgl hy). Gelegentlich 
sind such h8here Alkohole, Aluminiumseifen, Quilon (ChromsWre-Stearin&iure- 
Komples) oder Gummi verwendet worden ; allerdings scheinen die letzteren Spezial- 
Systeme einen sehr beschr&kten Anwendungsbereich zu haben. Eine weitere 
M6glichkeit der Hyclrophobierung ist die Acetylierung des Papiers [ZIG]. Dies ist 
ein relativ umst$indliches Verfahren und die acetylierten Papiere cles Handels 
scheinen zur Zeit noch nicht 
Steroidgebiet, die mit Hilfe 
jedoch mit weniger Aufwand 
erreichbar. .’ 

befriecligend zu sein. Die meisten Trennungen auf dem 
acetylierter Papiere durchgefiihrt werden l&-men, sind 
au& r-nit gew8hnlichem Papier und geeigneten Systemen 

Die Substanzmenge richtet sich nach dem Zweck der Chromatographie, nach der 
L6slichkeit der Substanz in dem gegebenen Ltjsungsmittelsystem uncl nach der 
Nachweisbarkeit der Substanz auf dem Chfomatogramm. Fiir die iibliche papier- 
chromatographische Analyse eignen sich am besten Mengen von 5-20 y, gel&t in 
S-IO ~1 Ltisungsmittel, 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 Liislichkeit bis hinauf zu etwa IOOO 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 Mengeri gezwungen. Fiir prsparative Chromatogrammc verwendet man die 
gleiche Substanzmenge pro cm Startlinie wie sic sic11 aus analytischen Vorversuchen 
als optimal hinsichtlich Trennung und Beladungskapazit~t ergeben. Fiir das Auf- 
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tropfen cler Substanzen legt man die Papiere so iiber eine U-fiirmige Holzleiste, dass 
die Auftropfstelle iiber den Hohlraum zu liegen kommt (Fig. 5). 

Als L6sungsmittel fiir die aufzutropfenden Substanzen dienen u.a. Aceton, 
Chloroform, Methanol oder vorteilhaft Chloroform-Methanol (I : I). Standardlijsungen 
bewahrt man am besten in einem nicht zu fliichtigen Lijsungsrnittel wie Methanol in 
einer Konzentration von etwa 0.2-I o/0 in Doppelschliffgl5.schen (s. Fig. 5) in cler Iiglte 
und nicht lkger als einige Wochen auf. 

Als Mikropipet ten dienen solche mit 50-100 ~1 Fassungsvermljgen und /A-Gradu- 
ierung. Fiir Spezialzwecke l&men genau geeichte Ultramikropipetten oder x.13. die 
Ag1.a Mikrometersyringe verwenclet werden, allerclings unter recht erheblichem 
Zeitaufwand. 11as Auftragen fiir analytisclie Cliromatogramme erfolgt am einfachsten 
punktfijrmig und fiir prgparative strichftirmig, wobei man z.B. den Inhalt eirler 
IOO pl-Pipette fiber eine 17 cm-Startlinie gleichm%ssig auslaufen lkisst. Das Anblasen 
der Auftropfstelle von unten rnit Luft zur 13eschleunigung cler Troclcnung ist bei 
Verwenclung organischer Lijsungsmittel norrnalerweise nicht erforclerlich. uber eine 
spezielle, aber nur beschr~nkt ‘anwendbare Methodilc zur Auftragung grijsserer 
Volumiiia vgl. [177], iiber eine solche mit kombinierter Vorreinigung [217]. Es 
empfiehlt sich meistens, parallel zu den zu analysierenden Gemischen, Fraktionen oder 
Substanzen bekannte Stanclardsubstanzen in Form von Steroiden, Farbstoffen oder 
ancleren Verbindungen mitlaufen zu lassen, ferner einen stark lipophilen Farbstoff wie 
Sudan III ocler IV, cler mit der Lijsungsmittelfront 15uft und sie deutlich markiert. 

._ 

Fig. 7. Trijgc aus Glas uncl rostfreicm Mctall. 

Es lcann auf- oder absteigend chromatographiert werden ; letztere Technil; ist vorteila- 
hafter, cla sie bei einem gegebenen System durch beliebige Variation cler Chromato- 
graphiedauer von wenigen Stunden bis mehrerenTagen die Erreichung einer gewiinsch- 
ten oder notwendigen Wegstrecke erlaubt. Alle Chromatogramme sincl bei rnijglichst 
konstanter Temperatur auszufiiliren, besonders wenn BusH-Syst.eme verwenclet 
werden. Fiir alle Ltisungsmittelsysteme clienen die sonst bei der Papierchromato- 
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graphic Yiblichen GefKsse, die gegeniiber den Lijsungsmitteln resistent und dicht ver- 
schliessbar sein miissen. Sie sollen im Verh5ltnis zur Chromatogrammfkhe l&n zu 
grosses Volumen haben, da dies die S5ttigung und LZjsungsmittelcl%mpfen erschwert. 
Einwandfreie Resultate liefern x.13. die in Fig. 6 wieclergegebenen einfachen uncl gute 
Sicht gestattenclen Glasgefkisse (rechteckige Batteriegl~ser) mit geschliffenem Rand 
und aufgescl;liffenem Glasdecltel. Silikon Hochvakuumfett client als Dichtungsmittel. 
Eine ebenfalls sehr einfache Vorrichtung (Fig. 7) trtigt Glas- ocler Metalltriige (horizon- 
tiert !), in welche die prgparierten Papierstreifen oder Bkitter eingehKngt werden. Die 
in Fig. 7 gezeigten Metalltriige aus rostfreiem Blech (mitlo Schlitzen, [zIS]) haben den 
Vorteil, sehr platzsparend zu sein (IOO Streifen ocler IO Blatt pro Trog). 13ei den 

Fig. 8. WPrmcschrank mit LLuftumwZlzung uncl Schublaclen. 

SGstemen vom RUSH-'1'yp werden die mit Substanzen beladenen Papiere in den trocke- 
nen Trog gehgngt und im geschlossenen, mit Lijsungsn~ittelclan~pf geskttigten Gefks 
6-12 Stunden equilibriert (die Dauer hiingt u.a. von cler Papiermenge ab) : die 
S%itl:igung der Gefgsse wird clurch seitliche Papiere gefkclert, von clenen eines mit 
station&-er, dns andere mit mobiler Phase getrkinkt ist. Nach der Equilibrierungs- 
periode 15sst man durch eine t)ffnung im Deck1 aus einem Tropftrichter die niitige 
Menge mobiler Phase in den Trog einlaufen, worauf die Chromatographie beginnt. 

Nach 2-3 Stunden hat die Lijsungsmittelfront das untere Papierencle erreicht. Nadh 
dieser oder gegebenenfalls spsterer Zeit (in letzterem Fall kann man das Eluat sam- 
meln) nimmt man clas Chromatogramm heraus und hkgt es zum Trocknen auf: 
Equilibrierung ud Chromatographie haben bei cler gleichen Temperatur m erfolgen; 
bei Temperaturen zwischen 35 und 40” erhglt man mit den Busr-r-Systemen meistens 
kleinere und besser begrenzte Flecken uncl claher bessere Trennungen als bei Raum- 
temperatur. Fiir die Chromatographie bei hijherer Temperatur verwenclet man z.B. 
Brutschr%nke, spezielle W~rmetruhen, geheizte RZume. Hinsichtlich hygienischer 

und betriebssicherer Ausftihrung hat sich ein spezieller Schubladenschrank mit 
Warmluf tumwklzung such f iir grosse Mengen von Chromatogrammen best ens 
bew%hrt (Fig. S [36]). 

Bei den Systemen vom ZAFFARONI-'l‘yp wircl das mit station%rer.. Phase und Sub- 
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stanzen beladcne Papier clirekt in den mit mobiler Phase gefiillten Trog eingefiihrt 
und die Chromatographie beginnt ohne Eqlxilibrierungszeit in dem mit mobiler Phase 
gesZttigten . G,efSi:ss sofort. Uber eine aufsteigende Anorclnung zur fralctionierten 
Papierchromatographie 1, -gl. z.B. [zrg], Diescs etwas umst~nclliche Verfahren cliirfte 
fiir eine allgemeine Anwendung weniger in Frage kommen. 

Nach der gewiinschten Zeit nimmt man die fertigen Chromatogramme aus clem 
Gefliss uncl h5ngt sic, vor Licht, besonders UV-Licht geschiitzt [220, 2213, am besten 
in einem hbzug am unteren oder oberen Rand zum Trocknen .bei Raumternperatur 
auf. Unimprtignierte Papiere sincl in I/? bis I Stuncle ausrcichend getrocknet, imprgg- 
nierte l%sst man entweder 12-14 Stunden im schwachen Luftxug h%ngen ocler man 
trocknct sie nnch ciner lturzen Vortrocknung an dcr Luft im Trockenschrank 20-40 
Minutcn lang bei 8o-go” unter Absaugen der D%mpfe. Reste von In~1x~gniermitteln 
bleiben stets hartrGi.ckig im Papier zuriick. Wghrend man Chromatogramme, die 
anschliessencl mit Farbrealctionen ausgewertet werclen, mBglichst gut trocken ~011, da 
RtickstZnde z.I3. besonclers von Formamid die Bilclung von Farben oder Fluoreszenzen 
oft beeintrkhtigen Icknen, so ist dies fiir Chromatogrammc, von welchen die Sub- 
stanzen wiecler eluiert werclen sollen, meist nicht erforclerlich; im Gegenteil, die Elution 
ist leichter, wenn das Papier vorher nicht vijllig getrocknet wurclc; clas restliche 
Impr5gniermittel l&sst sich ivz v&a im Hochvaltuum relativ gut entfernen. Sollte es 
sich ausnahmsweise um sauerstoffempfmclliche Verbindungen hancleln, kann man die 
Chromatogramme in einer heizbaren Kammer unter Durchleiten van inertem Gas 
troclinen [1y9], was jecloch meist langwierig ist. 

Fiir die papiercl~romatograpl~iscl~e Analyse der farblosen Steroide ist das Auflinclen 
einer empfincllichen Nachweisreaktion ebenso wiclltig wie ein gutes LGsungsmittel- 
system. Gliicl~licherweise sincl bereits eine grosse Zahl ausgezeichncter Inclilcatoren 
oder Reagentien fiir diesen Zweck belcannt, welche clen Nachweis fast aller Steroid- 
klassen erlauben. Es gibt zwar verschieclene Inclikatoren, die spezifisch auf einzelne 
chemisch clefinierte Gruppierungen ansprechen, aber es gibt natiirlich keine, die fiir ein 
oder mehrere Steroicle streng spezifisch sind. Im Folgenclen wird eine Zusammenstel- 
lung cler fiir Steroide und verwandte Verbindungen brauchbaren Nachweisreaktionen 
gegeb’en. Man sollte stets daran denlcen, dass gelegentlich gewisse Steroide oder Vre- 
unreinigungen ohne jegliche Behandlun g such durch Eigenfluoreszenz irn UV-Licht 
(ca. 360 nip) nachweisbar sein liijnnen. Fiir die Behancllung mit Reagenzien ziehen 
wir, wenn immer mijglich, das Eintauchen cler Chromatogramme (rasches, sorg- 
fiiltiges Durchzichen clurch clas Reagens in flacher S&ale) clem Respriihen vor. 

(I) UV-A Bsorqiou. 

(;L> bei 240 111~ fiir Steroide mit n,p-ungesgttigter Osogruppe. Es ist sehr emp- 
fehlenswert, alle Chromatogramme mit Verclacht auf UV-absorbierende Steroide vor 
Ausftihrung von Farbrealctionen im UV zu photokopieren [4G, 139, qg, 177, 222, 
223, 2241 oder im Fluoreszenzschirm [46, 149, 21S, 2241 zu priifen. Fiir die Photokopie 
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Fig. g. Vorrichtung zur UV-Photolcopie. 

(Anordnung vgl. z.B. Fig. 9) client als ~Lichtquelle eine keimt6tencle Lampe mit 
Hauptstrahlung bei 253.7 mp. Das Chromatogramm wird iiber ein geeignetes, sehr 
hartes Photopapier (Kodagraph Contact Standard Paper, Ilford refles paper No. 50, 
Agfa Copes C, Telllto etc.) gespannt, eventuell mit Hilfe einer l?olyYthylenfolie; dann 
wircl wenige Selcunclen belichtet, entwickelt uncl fisiert, uncl cler permanente Beleg 
zeigt nun die UV-absorbierenclen Steroicle als weisse Flecken oder Banden auf 
schwarzem Gruncl an (s. Fig. IO). Eine etwas kompliziertere I3elichtungsvorrichtung 
findet sich in [zzz]. Die Empfindlichkeit geht etwa bis 0.5 y a$-unges2ittigtes 
I<etosteroicl/cm 2. Dem gleichen Zweck dient cler Fluoresaenzschirm (s. Fig. II [zIS]), 

Fig. co. UV-:l?liotol~opie &ines pr3parativen Rlattcs aus clcnl Chronzatoblocli. 
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cler anstatt cles Photopapieres eine bei 253.7 rnp griin fluoresxierende Scheibe besitzt. 
Die auf den1 zwischen Lichtquclle und Schirm liegenden Chromatogramm befind- 
licheri UV-absorbierenden Steroide verursachen claher clunl& Stellen auf dem Schirm, 
die man dir&t auf clem Chromatogramm von hinten anzeichnen kann. 

Fig. r I. I’Iuoresaenslschjrm mit Chromatogramm. 

(b) Fiir die UV-Photokopie bei 300-340 mp fiir den Cunlalinring der Scilla- urld 

Bufo-Glykoside und Aglylcone [225] vex-wend& man geliltertes Licht cler Quecksilber- 
clanlpflampe; fiir diejenige bei 2So nip fiir Ostrogene client ;s.R. Magnesiumlicht [zzG]. 

(2) lll-~~?t?:i~~~~~~~i~Z~~ (nN13) w11.d Ahkd~ (lhaktioll m.Ch %IMMETZMANN bzw. I&\U- 
MONIJ) fiir I’i- Ketosteroicle, Herzglykosicle ~1x1 Aglykone (Butenolicle). 

(a) Durcllziehen clcr Streifen clurch eine Erischc Mischung r gleicher Teile von (I) 
3 g DNB in IC)O ml Methanol + IO ml Propylenglykol u11cl (2) 2.5 g KOH in 20 ml 
Methanol + 5 n11 Wasser [227]. 

(b) 2.5% DNB in Chloroforn1, tauchen, trocknen, dam1 Spray mit 5’:/0 KOH in 
Methanol [22S]. 

(c) 10% DNE in 13e11z01, Spray, dann bespriihen mit einer Liisung ~~01’1 G g NaOH 
in 25 n11 Wasser u11cl 45.1111 Methanol [229]. 

(cl) Friscli gemisclite Lijsung von 1 Vol. 27;, DNI3 in ,;ithanol + I Vol. 30”/0 ICOH 
,in ,qthanol [230] oder 2 Vol. I o/o DNB in Methanol + I Vol. IS”/< KOH [23x]. 

(e) 2.5 N-KOH in .&thanol, eintauchen, clann in eine Lijsung van 20/; DNR in 
.Kthanol tauchen, trocknen bei 65” [232]. 

I7-Ketone g&en eine violette Rirbung (Grenze ca. 2-5 y/cm”). Andere Farben, 
aber vie1 schwkhere mit 3-Ketonen (blau-blauviolett), I6-Ketonen (gelblich-braun, 
[230, 2321)) zo-Ketonen (br%unlich-violett, [232]), intensiver wieder mit dJ-3,6-Dike- 
tonen (orangegelb-blaugriin-braungrtin ; spezifisch?) [ISO]. Nach Verwenclung gewis- 
ser Ltisungsmittelsysteme zeigen die Chron1atogrammc tine Tenclenz zur Braun- 
fZ.rbung [Sg]. 

(3) 2,4-D,’ :t $1 ~1st YO tmayllzydrazin (DNPH) fiir Steroicle mit reaktiven Iietogruppen 

[324]* 
(a) Durc’hziehen cler Streifen durch eine Lijsung von 3 g DNPH in c)oo ml”‘Me- 
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than01 + 3 ml cont. HCl; 5 Min. troclcnen bei 9o”, waschen mit z N-NaOI-I, z N-HCl 
uncl Wasser (3 mal) [36]. 

(1~) 300 mg in 5-6 ml iithanol -/- 0.3 ml cont. ITI,SO,~ crhitzen his geltist, vercltin- 

ncn auf 200 ml mit Athanol; Spray [r5oj. 
(c) 150 mg DNPH in 25 ml Wasser + 22 ml cont. HCl, vercliinnen mit Wasser 

auf 100 ml [231]. 
(cl) I g DNPH in I 1 Ethanol + IO ml HCl [:230]. 
Das DNPH-Reagens kann mit Tollens-Reagens auf ein uncl clemselben Chromato- 

gramm kombiniert werclen [150]. Die Reihc cler Eiiipiiiicllichl~eit ist : dz1-3-ICetone 
(2-5 y/cm” ; orange) > 3-Ketone (g&b) > zo-Ketone > r7-Ketone > dlt ‘I-3-Ketone; 
a-Ketolc geben sehr schlecht an, Ir-Ketone iiberhaupt nicht [I50, 2321. 

(4) ,~ilbe~c~innZ?lZ~~~ (l'olkIlS Reagens) fiir red~lzierende StcrOiCk [IgO, 191, 233j, 

Glykosicle und Aglylcone [234], such cc-Bromketone [ISO]. 

Eintauchen in eine frische Liisung van 10 ml 0.1 N-&NO:, + 10 Tropfen cont. 

NH,OH + 5 ml IOo/.; NaOH ; nach masimaler Farbentwicldung spiilen in cincr 
5 (yO igen Lijsung van Na$,O, uncl in Wasser [Igr], 

(5) 7’etrazoZizc~tsnlze fiir recluzierencle Steroicle (a-Kctole). 
(a) ‘l’ril~l~enyltetrazoliumchloricl [233] : 2 Vol. 0.27/, in \Vasser + I Vol. IO?/, 

NaOH kurz vor Gcbrauch mischen ; spritzen ocler besscr eintauchen (rote I%xl;en). 
(III) Blautetrazolium (RT) [I3g, 2331 : Durchzichen cler Chromatogramme clurch 

tine frische 1Mischung van I Vol. o.I~{, ET + g Vol. 2 N-NaOH (1-2 ‘l-age haltbar) 
uncl Auflegen auf eine Glasplatte. Es lassen sich nocli bis zu 0.2 y Steroid niit a-Iietol- 

Seitenliette/cni2 nachweisen (sofort blaue Flecken). Auch Ring-a-Ketole geben an, 
gelegentlich sogar 4“-3-Ketone ocler Glylcol-Seitenlcetten, wenn au& nur sehr schwach 
uiicl langsam. Andere Reagens-&lischungen vgl. [235]. Die RX’-Reaktion l%sst sic11 
ausgezeichnet mit cler NaOH-Fluoreszenz-Reaktion kombinieren (s. cliese). 

(6) A~w~tmoZybt~nl [23G] .fiir Steroicle mit a-Ketol- oclcr d”-3-I~etogruppcn 
(blaue Flecken). 25 g Ammonmolybclat in 450 ml Wasser + 21 ml cont. H&SOB -I- 
Lilsung von 3 g Na,HAsO,,, 7 H,O in 25 ml Wasser. 4s Stunclen auf 37” erwk-men 
uncl iiltrieren. Umst~nclliche Applikation (vgl. [236]). 

(7) N n YOJ~ n fge-%~lz~o~~~~~az fiir d‘1-3-ICetosteroicle [177], am besten mit wgssriger 1, ,, 2 2. 
NaOH in ICombination mit Blautetrazolium [:139, 2371, wie clort beschrieben. Naclz 

Antrocknen cler benekten Chromatogrnmme auf cler Glasplatte bei Raumtemperatur 
fiir 30-45 Minuten werclen sic: bci go o im Ofen getrocknet (15-20 Minuten, leichter 
Durchzug, ,ocler clurch Infrarot-Strahlung), Die I>,eclingungen zur Erzielung eincr 
optimalen Fluoresaenz sincl empiriscll zu ermitteln. Die Real&ion ist ziemlich spezi- 
fisch fiir A”-3-Iietosteroicle (sattgelbe Fluoreszenz unter UV-Licht von ca. 360 nip) 
uncl sehr e.mpfindlich (Grenze ca. 0.1 y/cm2). Progesteron uncl einige verwanclte 
Steroicle sotvie Ig-Nor-Steroicle uncl zu-Hyclrosy-Steroide [23S] reagieren sch~vhicher 
uncl mehrfach lionjugierte d.‘-3-I<etoiie gar nicht. Auch 7-Hydrosy-d.‘-3-Ketone 
reagieren nicht wegen cler leichten Bilclung von 3-Keto-4,6dienen. Eine mehr ocler 

LilWChlWV S. 2jZ/2 jS. 



220 R. NEHKR VOL. .I. (q5Y) 

weniger stark Verschiebung nacll griin oder blaugriin tritt mit Ig-Hydrosy-d“-3- 
Ketonen auf [65]. dJ-3-Ketone uncl a,@ungesattigte Ketone in anclerer als 3-Stellung 
jcheinen nicht zu reagieren [ISI]. Eine Ausnahmc bilden die gesgttigten 3,G-Diketone, 
die eine gelbe Fluoreszenz geben, 17ermutlich durch Enolisierung zu d-I-3-Veto-G- 
hydrosy-Verbindungen. 

(S) Iso~rcicot~~~zsiiz~.~c~z~~~~~~~~~~~ (IN&!) ist neuerdings als Reagens fiir d“-3-Kcto- 
Steroicle vorgeschlagen worden [239]. Nach dem Spray mit einer Lijsung von 25 mg 
lNH in 50 1111 saurem A11~01101 (0.625 n11 cont. WC1 ad IOOO ml mit dest. Ethanol) ltisst 
man I Stunde bei Raumtemperatur trocknen. 

(9) P/~~os;hl~o~sii~e fiir verschiedene Klassen besonders hyclrosylgrupp,~nl1altiger 
Steroicle (u.a. Corticosteroide [213, ZIS]), Herzglykoside, Aglyltone [215, 2401 und 
Gallenssuren [240]. Man erhglt lebllafte Fluoreszenzfarben wechselnder Intensitgt im 
UV-Licht (cn. 3Go mp; z.B. Cortisol griin bis zu I y/cm”). Meistens wird zum Ein- 
tauchen eine 20 %ige w&serige Liisung verwendet [213, 21S], fiir den Spray such eine 
all~ol1oliscl1e [241]. Reste von Propylenglykol auf dem Chromatogramm verst%rken 
die Farbintensitgten, solche von Forman1id schwkhen stark ab. Qualitativ Zhnliche 
Fluoreszenzfarben erhtiirt man aucl1 mit 20 %iger +-‘roluolsulfons~ure in Athanol [21S]. 

(IO) II’ricltZo~Oessi~siiz~re fiir Pregnantriole f242], Herzglykoside uncl Aglykone (z.B. 
[22s, 243, 244, 245,246]), Sapogenine [24.7] und anclere. Meistens als Spray verwendet : 

(a) 25% in I”ithano1 [22S, 2421 oder 20-25 o/o in Chloroform [245, 24S] und 5 
Minuten auf IOOO erhitzen. 

(b) 33 y. in Chloroform + I Tropfen H20z pro IO ml Reagens [244]. 
(c) 2 Vol. 25%ige Liisung in Atlianol + S Vol. 3% Chloramin in Wasser, 10 

Minuten 120’ [22S]. M an erhglt meist verschiedenerlei Fluoreszenzfarben im UV- 
Licht (360 mp). 

(II) Plzos$J~ ~omo y) .nnsiiwc fiir diverse Steroicle (blaue Flecken [195, qg]), 2 Id**, 
Steroidsulfate uncl -Glukuronide [250], Oestrogenc [zoo], Gallensguren [251, 2521, 
Steroiclalkaloicle. 2-1076 in Alkohol, bei So-100’ [249, 2501, ocler 10% in Aceton 
[253]. Unterschiedliche Empfincllich’l~eit (1-50 ~/cx-n~). 

(12) I~ieselz~ool~~~nnzsiizr.~e fiir diverse Steroicle [24g] aber mit meist geringer 
Empfindlichkeit. 25% in Atlianol, Spray, Trocknen 2-5 Minute11 bei 110~; verschie- 
dene Farben. 

(13) Plzos~lzo~~ol/rn?~zsiizcre fiir Sterine [195, 197-j : 10-15 o/o in Atlianol. 

(14) Pl~eltoZ-f~~ol~lbcEil:lz.-Percl~ZorsiizLre fiir d”-3-Hyclrosy-Steroicle [254] : Spray kit 
wasserges~ttigtem Phenol, Troclcnen bei 20-75”; Spray mit I g Ammonmolybdat + 
2.5 ml 6oO/,ige PerchlorsKure in IOO ml 0.1 N-FTC1 uncl Erhitzen auf 75-So” fiir 3-S 
Minuten. Rosa Farbe fiir d”-3/3-Hydrosy-Steroide; En~pfindlichkeit bis ca. 2 y/cm2 
(uncl1roniatograpl1iert). 

(15) A?zti17to1ztriclzlorz’tl fi_ir Steroide aus allen Gruppen, insbesonder d”-3- 

Litevnlur~ s, -“~-“/-“~S* 
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Hydrosy-Steroide [213], Sterine [Ig3], Oestrogene [255], progesteron%hnliche Steroide 
[256], Cardenolide [22S, 24S, 257, 25S], Bufogenine [g6], Sapogenine [25g, zGo], 
GallensZuren [26x], und diverse andere [2x4, 262, 2631. 

(a) gesattigte Ltisung in Chloroform [213], eiitauchen uncl x-5 Minuten trocknen 
bei So-go”. 

(b) 25 g Antimontrichlorid in 5 ml Nitrobenzol [~Gz], Spray und Erhitzen auf 90’. 
(c) 20 O/o in Methylenchlorid + 2% Acetylchlorid [263]. 
(d) Vorbehandlung der Chromatograrqine in Chlorgas 20 Minuten lang, clann 

Spray mit einer Mischung van 3s g Antimontrichlorid und IO ml Acetanhydrid 
(frisch bereiten), Erhitzen auf go-Iood ; in vielen Fgllen intensivere Farben oder 
Fluoreszenzen als ohne Chlorbehandlung [214], 

(e) GesZttigte Lijsung von Antimontrichlorid in Chloroform + IO-20% Thionyl- 
chlorid. Spray, 3-5 Minuten 95” [IgS]; diese Variante sol1 ebenfalls intensivere Farb- 
reaktionen liefern. 

Antimontrichlorid-Reagenzien sind besonders dann vorteilhaft, wenn es sic11 um 
Verbindungen handclt, die mit den unter I-IO angefiihrten Indikatoren nicht ocler 
schlecht reagieren, Man erhglt meistens im UV (360 mp-Region) fluoreszierende 
Farben ganz unterschiedlicher Intensitgt (Feuchtigkeit schaclet !). 

(16) AntinzonpentaclzZorid fi.ir diverse Steroidldassen wie Sterine [205, 264, 2651, 
Oestrogene[Igg, 200,266], Steroidamine [Ig4] und andere [231, 2491: 5-5o%ige Liisung 
in Chloroform, Eintauchen oder Spray, ev. mit nachfolgendem kurzen Erhitzen 
(empfindlich gegen Feuchtigkeit) . 

(17) Zi~‘xItZorid fiir diverse Steroide: 
(a) 30% in abs. Methanol, Spray uncl Erhitzen bei 130~ bis zu einer Stunde [325], 
(b) Spray mit einer Lijsung von 20 g wasserfreiem Zinkchlorid in 30 ml Eisessig, 

auf go0 erhitzen. Die hierbei erhaltenen Farben oder Fluoreszenzen kiinnen teilweise 
bedeutencl verst%rkt werden durch Nachbehandlung mit einer Lijsung von Benzoyl- 
chlorid-Chloroform (I : I) und Trocknen [267] ; siehe such [2(X]. 

(IS) Zi,n~ztetrnclzZori~CI3g] : 30 %in Chloroform, Eintauchen, Trocknen 20 1Minuten 
go”. Gibt fiir gewisse Steroide gute Fluoreszenzen im UV-Licht. 

(19) JocLKalimzjodid gibt mit Cortison uncl einigen wenigen anderen Steroid- 
verbinclungen Blaufgrbung [233, 266, 2ijS] : 0.3 o/o Joel in 5 %iger w%ssrigcr Kalium- 
jodidl6sung. Eine Nachbehandlung der bespriihten Chromatogramme in ,;ither sol1 
die Reaktion vie1 empfindlicher machen, insbesondere fiir osygenierte Progesteron- 
Derivate [2Gg]. 

(20) Jod [270] in Form von Dampf oder als L8sung in Petrolgther gibt such mit 
verschiedenen Steroiden fliichtige gelbe bis braune Flecken meist miissiger IntensitZt 

: [ITT, 249, 2711, GallensWren [240]. Dieses Reagens ltisst sich such in Kombination 
mit Perjodsgure fiir Steroidc beniitzen [231]. 
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(blaue Flecken) : 2 74 Ferrichlorid in abs. Methanol [z&5]. oder vie1 besser eine frische 
Mischung aus gleicllen Teilen I O/” w+issrig l?errichlorid und I “/:, w%srig Kaliuxnferri- 
cyanicl [272]. 

(22) ArovzatiscJze AZdeJzydc + Siizwo~t fiir diverse Steroide, insbesondere Gly!c,&cle 
uncl Aglyltone wie z.B. : 

(a) Anisaldehyd-Schwefcls%ure-Eisessig [213 ,2Go, 2731, weitere Literatur in [225]. 
(b) Dimetl~ylan~inobenzaldel~yd-Sclzwefels~ure-Acetanl~ydricl [12Go, 27x1. 
(c) Zixntaldel~yd-Scl~wefels~~~re-Acetanl~yclricl-Antirnontricl~lori.cl [275] fiir 

Saponine. 
(cl) Furfurol-Eisessig ocler Phospliors%_~re [225, 276-j. 
(e) Vani.llin-Pl~osl~hors5ure [274, 270, 2771 fi_ir I7-Hyclrosy-zo-keto-zo-methyl- 

steroide uncl anclere. 
(f) $-Hydros.yb enzalclehycl-.Kthanol-ScliwefeNure fiir Sapogenine [3S2, 3531, 

(23) 3,~-D~~z~itrobe~tzocsi~~.~~c (Kedde-Reagcns) fiir Carclenolicle (blauviolette 
Flecken) : Spray mit I y/o in 0.5 N-IiOH in Methanol-Wasser I :I [2oS] oder mit einer 
Mischung gleicher Vol. von zO/oiger Lijsung in Methanol + 2 N-ICOH [24S]. 

(24) I~alizt,nzjodzetisllzat.tJtc.lt (Kraut-Dragendorff-Reagens) urlcl I~nl,~zrl?zjodpl~t~?l~t 

fiir Girard-Derivate [Igo] uncl Steroid-Alkaloicle [x94, 27S, 2791. 

(25) Sollten clie genannten Reagenzien lxherz Nachwcis der zu analysierenden 
Steroicle auf dem Chromatogramm erlauben, so gibt es noch weitere Mi-jglichlceiten 
iiber welche folgencle %usammenstellung oricntiert : 

Ntrchrveis fiir 

Salicylo~ll~yclrazicl (-I- Incloanilintest [38 I]) 
cone. ocl. go%ige H,SO,, [122, 265, 2So] 
Schwefels#i1rc-Eisessig [2 13, 2G3] 
‘I5u/0ige rauchende Scl~wefcls~~~irc [2661 
l~~l~~~yls~~1IonsUure-:Ph~spliorsli~ire [2GG; 
Osmlumtetrosycl [2Sr] 
Silbcrnitrnt, Bclichtcn uncl Entwickcln [ 1 gS] 
Plit~lalslure-%inkchlo~icl [2S2] 
~-Pl~cnylencliami~~-pl~tli~~lat [302j 
Millons Rcagcns [2GG] 
Bromwasscr [2GGj 
Nitrose Case-Ammoniak [254] 
Folin-Ciocalteu-Reagetis [rgo, 2Ss] 
Diazo-Reagens (J?auly) [2J.j, 2g4:] 
Nitroprussicl-NatriuIn (Legal-Rcagens) [22S, 
2G7, 2731 
I?ikrinssiure (Baljet-Reagens) [22S, 24911 
+Nitranilin [27G] 
Joclat-Renziclin [283] 
I?ermanganat [“33] 
Permanganat-Perj oclat [2 SG] 
F‘luorescein (0.0005 %, Kontrastvcrfahrcn) [2 7 I ] 
Eriochrom.cyanin [rgS] 
Mayers Reagens (I-IgCl,, KJ’, ZnCl,) [27S] 
Frijhclcs Reagcns (MO-I-I,SO,) [27S] 
Blut (biolog. Auswertung) [247] 

Steroicle mit renktiven Osogruppen 
cliverse Steroiclc 
diverse Steroicle 
Oestrogcnc 
Oestrogcnc 
u,p-unscs%tti@c Ketone 
s,G-Dibromiclc 
Ocstrogcnc 
Ad-3-Ketostcroiclc 
Oestrogenc 
Oestrogcnc 
Oestrogenc 
Ocstrogenc, recluziercnclc Steroiclc 
phenol. Stcroiclc, Ocstroffenc 
Carclcnolicle 

Carclcnoliclc 
Carclcnolicle 
Glykosicle 
cliv. Steroide 
div. Steroiclc, Saponine 
cliv. Steroiclc 
stark lipophilc Stcrinc 
Steroid-alkaloide 
Steroid-alkaloiclc 
Sapogenine 
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In analoger Weise wie die Photokopien van im UV-absorbierenden Substanzen 
lassen sich such von den im UV-fluoreszierenclen Flecken unter Verwenclung van 
geeigneten Filtern Photokopien ocler Photographien herstellen [zS7, 2851. 

(26) Rn(bioa,lctogral~2nz. Radioaktive Steroide oder Steroicl,--Derivate lasscn sic11 
auf dem Chroinatogramm dir&t mit dem %Yhlrohr feststellen [155, $491 ocler durcll 
Kontakt mit 4X-Film wshrend I Tag his mchreren Wochen sic1liba.r machen [zgo, 291, 

292, 2931. 

Im einfachsten Fall liefert die Auswertung eines Papierchromatogran~ms 2 

verschieclene Daten, clie gemeinsam lxrcits eine beschrkkte Charakterisierung ocler 
vorlYufige Iclentifizierung erlauben : 

I, RI?-Wert 
Distanz Start - Mittelpunkt cles Fleckcs 

Distanx Start - Lijsungsmittelfront 

2. Farbrezlction oder physikalische Eigensclzaft. ,, 

Verschieclene Faktoren becintrkhtigen aber den &ert clieser Daten, besonclcrs 
wenn man clie grosse Anzahl ~hnlicher Steroicle be&ksiishtigt. 

%u I: Trotz grosser Sorgfalt in cler Durchfiihrung der Chromatographie und 

mijglichster Konstanthaltung cler Bedingungen (wie Temperatur, SKttigung, Phasen- 
menge, Dauer) sind die RF-Werte gewissen Schwankungen unterworfen. Es ist claher 
vorzuziehen, die Wanclergeschwindigkeit einer unbckannten Substanz statt auf die 
Lijsungsmittelfront 1; auf eine etwa ~hnlichc laufenclc StanclardsubstanzS zu beziehen. 

Distann Start 
Der so crl~tiltlicl~e \Vert ZZ.9 = 

- Mittelpunkt cles Flecks 
----- __- 

Distanz Start - Substanis S 
weist tine vicl 

bessere Konstanz auf mit Ausnallrne van Fallen von Verdrkgungscffekten lmcl van 
sehr nahe beieinancler laufenclen Substanzen mit sehr kleinem oder sehr grossem 
Z?,s-Wert. Ausserclem l&st sic11 cler Z?,q-Wert such dann angeben, wcnn die Lijsungs- 
mittelfront clas Papier kingst verlassen hat, was oft zur bcsseren Auftrennung ni_jtig 
ist, Als S wird man am besten eine Substanz wKhlen (Steroicl, Farbstoff, etc.) die 
unter den gegebenen Reclingungen in den mittleren Tcil cles Chromatograrllms tvanclert 
(vgl. a. [rgo, 295-j). Fiir eine gute cl~roniatograpliische Charalcterisierung ist darauf 
XII achten, class clie z1.1 analysierenden Substanzen weder zu nahe clem Start noch clcr 
Ltisungsmittelfront laufen. Im ersten Fall hat man lkger zu clironiatograpliieren ocler 
ein polarercs Lijsungsmittel zu w4~len, im letzteren tin scliwlicher polares. Aucli unter 
cliescn Reclingungen und unter Beriicksichtigung einer Fleclcenl%nge van 1~5-3 cm 
hat man iiber lsngere Perioclen mit einer gewissen Strcuung cler R,y-Werte ZLI rechnen. 
Hanclelt es sic11 urn die papiercl~romatograpl~ische Charaktcrisierung ocler Iclentili- 
zierung einzelner Verbindnngen &ler besonclers mehrerer IConiponenten eines Ge- 
misches, so wircl man stets entsprcchencle Vergleiclissubstanzen parallel mitchromato- 
graphieren lasscn, Wcsentlich sicherere Resultate 
wendung verschieclener Likungsmittelsysteme. Es 
Falctoren erinnert, die die Wanclergeschwincligkeit 
ni%ssige Impriignierung, unvollstkclige Szittigung 

I__~ilevccti4r~ S. _'_jL?/Z.jS. 

erh%.lt man ausserdem clurch Ver- 
sei an cliescr Stellee nocli an. cinige 
beeinflussen ktinnen, wie ungleicli- 
der Gefgsse, grtissere Ternperatur- 
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schwanlcungen, Hiihe der Trogfiillung, Art des Einhsngens der Papiere in den Trog 

(Saugwirkung), Dauer der Chromatographie. Bei genauen Vergleichschromatogram- 
men sollte man die $i.usserste Randzone von Blgttern oder die beiden Bussersten 
Streifen einer Serie leer lassen, da die mobile Phase gewisser Systeme in diesem 
Gebiet manchmal etwas hinter der L&ungsmittelfront auf dem Hauptteil zurikltbleibt. 

%u 2: ‘Qualitat und Intensitgt vieler Farbreaktionen auf dem Chromatogramm 
sind ebenfalls gewissen Schwankungen unterworfen : Konzentration cler Substanzeq, 
Verunreinigungen oder uberlagerungen (Mischfarben), Ausftihrung der Farbreaktion 
(2.13. Stgrke cles Sprays, Erhitzungsdauer, Feuchtigkeit, Verunreinigungen in cler 
Luft), Riickst5ncle von Lijsungsmittelsystemen (2.13. Formamid). Dies gilt besonders 

. 

l’ig. 12. l?antogr~ph zur :\~l~yytung yen 131iotokopien und Cliromatogl-anlnleli. 

fiir die im UV-Licht Fluoreszenzen herzrrufenden Farbreaktionen. Man sol1 es sich 
such hier zur Regel machen, wenn immer mijglich mehr als nur eine Farbreaktion zur 
Charakterisierung heranzuziehen (Parallelchromatogramme). 

Durch die Kombination von zwei oder mehr RF- oder As-Werten zcncl Farb- 
reaktionen lassen sich die meisten Steroide ausgezeichnet charalcterisieren und bis zu 
einem hohen Grad van Wal~rscheinlichkeit mit Vergleichssubstanzen identifizieren 
(vgl. hierzu [ISO, 2951). Bei der grossen Anzahl isomerer Steroide sol1 jedoch nie die 
Mtiglichlteit ausser acht gelassen werden, dass sich gelegentlich zwei verschiedene 
Verbindungen papierchromatographisch nicht unterscheiden lassen, weshalb such die 
Ausfiihrung sogenannter Mischchromatogramme in Analogie zum Mischschmelzpunkt 
von geringerer Bedeutung ist. Fiir die Herstellung permanenter Belege erweist sich 
die ubertragung und Zuordnung der RF- oder Rs-Werte und Farbreaktionen sowie 
eventuell UV-Absorption auf geeignete Formulare als recht niitzlich, wozu RF-Meter 
oder Pantograph (Fig. 12 [218]) dienen k6nnen. 

(I) Clzromatogm~htie von Derivaten. Als sehr niitzlich erweist sich die vergleichende 
Chromatographie von freien Steroiden und ihren Acetaten [178, 2801, bzw. ihren 

Lileratur S. 2521258. 
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Oxydationsprodukten nach Rehandlung mit Chroms%ure [17$, ISO, ZSO, 2931 ocler 

PerjodsZure [2g6] in mikrochemischem Masstab, gegebenenfalls unter Beniitzung der 
Isotopenverdiinnungstechnik [2g3], Aus den Unterschieden in den Xp-Werten von 
freiem und umgesetztem Steroid (nijtige Mengen O.OI--100 y) bzw. aus clem Refund, 
ob iiberhaupt eine Reaktion stattgefunden hat, lassen sich oft wertvolle S&l&se auf 
Anzahl und Stellung von Hydrosylgruppen (prim%r, sekund%r, terti%ir; vgl. au& 
Abschnitt IV 3) ziehen. Schwer trennbare, gesgttigte und unkonjugiert ungesgttigte 
I7-Ketosteroide lassen sic11 durch Rehandlung mit PerbenzoesZ.ure differenzieren, 
indem die letzteren in h8her polare Derivate iibergeftihrt werden und die ersteren 
unvergndert bleiben [2x1]. Eine zusgtzliche Iclentifizierung von I7-Ketosteroiclen ist 
durch Chromatographie ihrer Zimmermann-Farbltomplese vorgeschlagen worden 

c2971. 
(2) Milzroclzenzisclae liealztaone~~. azcf dewa Chwnatogramm. Unter bestimmten 

Bedingungen lassen sich Steroide auf dem Chromatogramm selbst osyclieren, redu- 
zieren oder hydrolysieren, worauf die Reaktionsprodukte mit Farbreaktionen oder 
spektrographisch nachgewiesen werden. Durch abwechselnde Osydation, Reduktion 
uncl Farbreaktion l&St sich die Natur cler Seitenkette bei C,,-Steroiden einigermasscn 
charakterisieren [2gS], j edoch sind Nebenreakt ionen zu beriicksichtigen. Alkalische 
Perjods&ureosydation und folgende positive DNR-Reaktion scheint spezifisch fiir eine 
Glycerinseitenkette zu sein [2gg], w%hrencl bei saurer Perjocl&iureosydation alle 
17,2o-Diole reagieren [300]. Einc Unterscheiclung zwischen Dihyclrosyaceton- uncl 
a-Ketolseitenkette sol1 durch die erhtihte Empfincllichl~eit der ersteren gegeniiber 
Alkalibehandlung vor dem Reduktionstest (auf dem Chromatogramm) mGglich sein 
[301], Ketale von d&l-3-Ketosteroiden lassen sich auf clem Papier durch Bespriihcn 
mit so%iger w%.ssriger GlykolsZure und 20 Minuten Erhitzen bei go0 im Trocken- 
schrank glatt spalten, worauf clie gebildeten d*1-3-I(etone wie iiblich durch UV- 
Photokopie nachgewiesen werden kijnnen [SI]. 

(3) Spektro~hotometrisclc Clznrnkter~s~erzc~zg der Ehnte. Neben cler UV-Absorption 
der Eluate in Alltohol (vgl. [31x]) liefert cliejenige in alkalischem Athanol [303], in 
cont. Schwefels&re fiir Steroide [17S, 343, 3441, t)strogene [17g] oder Sapogenine 
[306, 3073, in PhosphorsZure-Schwefels%ure [3oS] oder in "100 %iger Phosphors~ure” 
[sag, 3101 zusZtzliche MGglichkeiten fiir clie Charakterisierung. Von den in vitgfo durch- 
fiihrbaren .Farbreaktionen seien diejenigsn mit Blautetrazolium [312, 3131, Kalium- 
tert.-butylat (“soda fluorescence”) [314, 3151, Perchlorsgure [316], Jodtrichloricl 
[317] und besonders Phenylhydrazin nach PORTER-SILUER (Dihydro.xyaceton-Seiten- 
kette [318]) erw%hnt. Auch die Perjodsaureoxydation l%sst sich zur Charakterisierung 
der Seitenkette ‘clurch Abspaltung z.B. von Formaldehyd im Mikromasstab heran- 
ziehen [3Ig] ebenso wie zur Charakterisierung des restlichen Molekiils (z.13. Bildung 
von x7-Ketonen, von SZuren oder eines s-Ring-La&ones aus Aldosteron). 

(g) ALIgenzeine %‘rel~l~zcngssclzevrtnta 

Fiir viele Zwecke wird es geniigen, Chromatogramme in einem System oder parallel 
in mehreren Systemen auszufiihren. l3ei sehr komplizierten Mischungen wie 2.13. 

Literatzrr S. 252/255’. 
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Ham- oder Organcstrakten gelingt eine vijllige Auftrennung nur durch wiederholte 
Cln-omatographie, fraktionierte Elution uncl Rechromatographie in anderen Systemen. 
TVIan vcrfghrt z.13. nach folgendem Schema [I;;51 : 

ulx?rlau f : (1Tcttc 
LI. Clir,lcstcrili) 

‘I';'bcrlauf : C.,,O,. 
Ca,O, 1IllCl Co,O:,- 

RTcmoacctatc 

-..+ ICntwicltlung lnit ___ ,.._. - _.... _.. ._-_ _ _____. - ._.._..._.. 
CH(‘I,, 3 Std. 

4 4 
‘Ihzrlauf : c’,,O,, auf clcni Pnpicl 

u11tl C,,Ofi- bleibcn : C,lO, 
R’Iono;~cctntc 

ode; auf U~nliche W&e 1320, 321, 3221: 

c 

J<I&,t: -- _.._ - . 
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4 
-_-_..-.- 

il 

1) 3’ strlllrlcn 
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I 
__ Syste111 c 
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r .---- il. 
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Wir ziehen in1 allgemeinen die auf S. 227 dargestellte liraktionierung vor (vgl. 
2.13. [323]) unter Anpassung der Polarit2it der verscliiedenen Lijsungsmittelsysteme 
a.11 die PolaritW der Eluate aus den1 I. Chromatogramm. 

In cliesem Zusammenhang ist nocll kurz auf die Mijglichkeiten cler elf~liojt von 
Steroiden aus clen Cl~romatogramn~en hinzuweisen. 13ei direliter Elution 2.13. aus quer 
zur Cliromatographie-Richtung gesclinittenen 13anclen ocler Streifen verwendet man 
am besten So-looO/-iges Methanol oder Athanol fiir hiiher polare Steroide, kiln-end 
fiir schwach polare Chloroform oder Metl~ylencl~loricl genii@. Es ist zu beriicksichtigen, 
dass sic11 die auf der Cellulose aclsorbierten Steroide in den fiblichen LBsungsmitteln 
vie1 schlechter l&en als 2’qa vl:,?r,o. Entwecler iiberschichtet man die Papierstiickchen 
mit clem L6sungsmitte1, delcantiert uild wiederholt die Prozedur LIPS] oder I~~II 

beclient sic11 je nach Redarf einer der beschriebenen speziellen Elutionsvorrichtungen 
[4G, 149, 179, 210, 304, 3051, die sich such sehr gut fiir quantitative Bestimmungen 
eignen. Bei grijsseren Mengen von Papier bew%hrt sic11 folgendes Verfahren [ZIO] : Das 

JACIWIUY S. ~‘_i-“/-‘j,S. 
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Papier wircl mit 2o’~igcni w$ssrigenl Methanol ocler 7:etrahyclrofuran zu einem clicken 
13rei zerstossen oder aerschlagen, nach cinigcr Zeit scharf abgenutscht uncl 1xngsa.m 
mit reinem lMethano1 oder Tetrahyclrofuran iiacligcwasclien. I1as Filtrat wircl ini 
Vakuuni eingeengt uric1 mit einem organischen l_Asungsmittel zuriickestrahiert. 

In letzter Zeit ist die Papierchronsatographie immer m&r au& in prtiparativenl 
Masstab bis zu Mengen von einigen Grammen angewendet worden. Sic hat den Vorteil, 
dass sie sehr rasch arbeitet uncl nur relativ wenige, aber gut clefinierte Fraktionen 
liefert. Entweder chromatographiert man auf einer grijsscren Anzalil loser I3Eitter 
[4G] (2.13. im platzsparenden Schlitztrog [zIS] ; fiber die 13elaclung vgl. Abschnitt IV 
1 c) ocler, wenn es sich urn gewijhnliche w&ssrige Systeme ocler solche vom Z.WI:AKoNI- 
Typ handelt auf zusammcngepressten Papieren. So ist z,I3. die pr%.parative Trennung 
von Herzglykosiden mit Erfolg auf dem Chrornatopile ausgefiihrt worclen [32G]. Als 
hesonclers brauchbar hat sich fiir clie Auftrennung kornplizierter Steroiclgemische ver- 
schiedener Herkunft der Chromatol~locl~ [zIS] erwiescn (vgl. Fig. 13) unter Verwen- 
clung von Z:\I;1:~\RoNI-Systemen fiir Mengen bis zu 1.5 g pro Block (= I3latt) , Das 

Chrornatogramm ist bei richtiger Ausfiihrung clurch den ganzen Block hindurch 
bemerlcenswert gleichmgssig. Nach den1 Trocknen cler l3liitter lassen sich die einzelnen, 

L.iCCYt/.lU1’ S. 2.j2/2.jSo 
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scharf getrennten Fraktionen (Zonen) x.13. durch UV-Photokopie oder einfacher mit 
dern Fluoreszenzschirm (Fig. II [zIS]) erfassen, anzeichnen, ausschneiden und 
eluieren. In Fig. IO ist eine UV-Photokopie eines Blattes aus einem solchen Chrornato- 

Fig. 13, ChromatobIock fiir die pr$parative Papierchromatographic. 

block (Formamid/Benzol-Chloroform I : I) wiedergegeben, wobei jedes Blatt mit IO 

mg einer Nebennierenfraktion belaclen wurde. Die huftrennung ist bei cler gegebenen 
Belaclung mindestens ebenso gut wie im analytischen Chromatogramm. 

1st die quantitative Auswertung von Papierchromatogrammen erwiinscht, hat man in 
erster Linie clen Fehler beim Auftropfen mtiglichst lclein zu halten, mit parallel 
laufenclen Standardkonzentrationen zu arbeiten und auf die Verwendung reiner 
Papiere zu a&ten. Im einfachsten Fall gelingt eine semiquantitative Bestimmung bei 
Wall1 optimaler Konzentrationen (je nach der Empfindlichkeit des Indilcators) durcl-r 
visuellen Vergleich cler Flecken (Grijsse und Intensitgt) unbekannter Konzentration 
mit denjenigen von Standarclsubstanzen. Vor allem eignen sich hierzu UV-Absorption, 
Reduktionsteste (Blautetrazolium), Natronlauge-Fluoreszenz, Phospllorskre etc. 
Bei einiger Routine ist die Felilergrenze nicht grijsser als & 20%. Vgl. die Beispiele 

Ldendw S. 2521258. 



VOL. 1 (1955) CHROMA’TOCrII..\PHIE VON S-I-ERINEN USW. 229 

fiir die Bestimmung von Aldosteron [210], Corticosteroiclen 13271 oder Pregnen- 
clerivaten [Iso]. Trotz der relativ grossen Fehlergrenze ist diese Methode oft vorteil- 
haft, wenn Gemische aufzutrennen sind, von welchen eine bestimmte Komponente in 
sehr geringer Konzentration zu bestimmen ist, uncl wenn sich diese Komponcnte nur 
mit einer Farbrealction genau auf dem Chromatogramm lokalisieren 1Zsst. Eine 
Bestimmung der Konzentration aus der Fleckengriisse allein scheint in gewissen 
Fgllen mijglich [32S], diirfte aber allgemein kaum anwendbar sein. Eine objektive 
Auswertung l&St sich entweder auf dem Papier direkt clurchftihren oder nach Elution 
der bestimmten Zone ocler cles entwicltelten Farbflecltes &IZ vitro. In geeigneten Aclap- 
tern zu Spektrophotometern misst man direkt auf dem Chromatogrammstreifen die 
UV-Absorption [32g, 330,331, 3321 oder den blauen Farbstoff (600 mp) nach Behancl- 
lung mit Blautetrazolium [333]. Farbflecken auf dem Chromatogramm, z.B. mit 
nz-Dinitrobenzol fiir I7-Ketosteroicle [227] ocler Blautetrazolium ftir Corticosteroicle 
[235] lassen sich au& mit clem Densitometer relativ gut ausmessen, nachdem clas 
Papier transparent gemacht worden ist. Andere Vorrichtungen erlauben die Messung 
von UV-fluoreszierenden Fleclcen entweder direlct auf dem Papier (z.B. Natronlauge- 
Fluoreszenz von Corticosteroiden [237]) ocler durch Densitometrie von Fluoreszenz- 
photographien, im Fall von Herzglylcosiden [2S7] nach 13ehandlung r-nit Trichlor- 
essigsgure. 

Genauere Resultate erhtilt man im allgemeinen, wenn man clie auf den Chromato- 
grammen befindlichen Substanzen (Lokalisierung eventuell auf Parallelchromato- 
grammen) als solche eluiert uncl z’qc vitro spektrophotometriert, sei es direkt ocler nach 
Umsetzung mit einem Reagens, indem man gegen clas Eluat eines substanzfreien 
Cliromatogrammstiicl~es als Blanl < misst (Achtung auf niedrige Blindwerte durch 
Verwenclung gewaschener Papiere [zIz]). So beniitzt man Wiufig die Absorption bei 
239-240 rnp fiir d‘t-3-I(etosteroicle (Corticosteroicle etc. [150, 175, 223, 280,304, 305]), 
bei 510-525 rnp nach Formazanbilclung mit Blautetrazolium (fiir Corticosteroicle 
[17S, 3051) oder bei 526 rnp nach Real&ion mit Xanthyclrol (fiir Carclenolide [2@]). 
Beliebige anclere Reaktionen IcGnnen zur quantitativen Bestimmung herangezogen 
werclen, wie%IMM@RM.WN-Reaktionfiir 17-Ketosteroide [21x:1, LIoI3ER;Mt\NN-BURC:M=Rl) 

fiir Cholesterin [Ig6], cont. oder rauchende SchwefelsZure fiir diverse Steroicle [32x, 
2121, “Natronlauge-Fluoresaenz” fiir da-3-Ketosteroicle [315], Umsetzung mit Hydro- 
xylamin und Ferrichloricl zur Acetylgruppenbestimmung [17S] ocler Umsetzung mit 
weiteren, bereits in Abschnitt IV I f erwzhnten Reagenzien. Ferner besteht eine 
Miiglichlceit darin, class man die Farbreaktion auf clem Chromatogramm ausfiihrt uncl 
clen gebilcleten Farbstoff nach Elution i~t v&o misst. So lassen sic11 Formazanflecken 
in Pyriclin-Salzs%ure oder besser mit Tetrahydrofuran [334, 3351 ocler Essigester- 
Methanol (7 : 3) [336] vom Papier eluieren (A mas 550-560 mp), das blaue Reaktions- 
proclulct von reduzierenden Steroiden mit Arsenmolybclat bereits mit Wasser ([236] ; 

il max 65-660 mp). Die letzteren Methoden haben den Vorteil, dass die zu bestim- 
mende Substanz bzw. ihr farbiges Realctionsprodulct sehr genau aus dem Chromato- 
gramm geschnitten werden kijnnen, wghrend die Farbstoffbildung auf dem Pspier 
und die Farbstoffelution Fehlerquellen in sich bergen. Im umgekehrten Fall, wenn das 

Liter&iv S. L?_jI"/_'JS. 



unbelianclelte Steroid erst eluiert und dann igt zjit~0 unlgesetzt wircl, ist zwar die 
Farbstoffbilclung besser kontrollierbar, aber die genaue Lokalisierung der zu eluie- 
renden Substanz bietet einige Schwierigkeiten, ausser sie 15sst sic17 mit Hilfe von 
UV-Absorption, 1;luoreszena ocler Raclioalitivit#t bewerkstelligen (Achtung vor “- 
Verlusten durch UV-T3estrahlung [zzo, 2211). Scliliesslich ist noch auf die vielver- 
sprechencle quantitative Auswertung von raclioalitiven Steroiden ocler Steroicl- 
Tlerivaten auf clcm l.al>ier ocler irl. 7&o liinzuweisen, die bis zu s&r niecleren Konzcn- 
trationcn mijglich ist und unter UmstZnclen (Dopl~eltracerteclinik) 
auszuschalten vcrmag [ZSg, 290, 291, 292, 2931. 

2. Spezielle Methoden 

Ein allgemeiner uberblick fiber clie Eignung van 14 ausgewkilllten 

alle Verluste 

Systemen fiir 
verscliieclene Stcroiclklassen ist bereits weiter oben in Fig. 4 gegeben worclen, wobei 
jeweils nur solallge chromatograplliert wurcle bis die Lijsungsmittelfront clas untere 
Papierende erreicht hat (2,5--3 Std.). Die im oberen ‘Teil der C1~ironiatogranime be- 
findlichen Substanzen lassen sic11 beliebig nach unten vcrschieben clurch eine ent- 
six-echenclc Verlkngerung cler Cliromatograpl~iezeit um clas 2- ocler s-fache (Durch- 
laufchromatogramme). Dies sol1 als Anhaltspunkt dienen fiir die Ermittelung cler 
C1~romntogral~l~ ieclauer fiir Substanzen, van wclchen in einigen cler folgenclcn Tabellen 
lediglicli der Zis-Wert angegeben ist, wobei als S x.R. Corticosteron ocler Cortisol 
gewglilt ist. Je nncli diesem li,y-Wcrt wircl man also so lange cliro~untograpliiereri his 
S irgendwo zwischen clem oberen und unteren Viertel cler Papierl%ngc wanclert. \Vie 
schon erw5hnt, ist bei cler grossen Anzahl von Verbinclungen Zlmlicher Polarit %t aach 
innerhalb jecler Iilassc clie Unterscheidung ausser nach I\‘F- ocler I\‘,y-Wertcn in v&r- 
scliieclenen Systemen nuch clurch verscliieclenc Inclikatoren iiblicli, die sic11 auf 
bestimmte funktionelle Gruppen ini Steroiclniolel~iil beziehen wit UV-Alxoq>tion, 
(a,@ungesgttigte Ketone), I3lautetrazolium-Natronlauge (recluzierencle Seitenlcette 
oder Ringketol uncl ,P-3-T<eton), %InllLrr~RM;\NN-Reaktion (vornehmlich IT-T<etone), 
Dinitrophenylhyclrazin (realstive Iietogrupl~en) etc. TJaclurch kijnnen einerseits selbst 
gleich schnell laufenclc Verbindungen clifferenziert werclen, anderseits gibt die kombi- 
nierte Auswertung gleichzeitig Hinweise auf clie mijgliche Konstitution ullbeltannter 
Flecken. Als Beispiel sei z.B. clas Verhalten der neuerclings sehr alctuellen d’J-3- 
Ketosteroide in1 Vergleich zu den k-3-Ketosteroiden erw$ihnt. Beide lassen sic11 
c-lurch UV-Photoltopie leicht nachweisen, die gelbe Natronlaugefluoreszenz i%llt aber 
nur mit letzteren Verbindungen positiv ails. Die in den folgenclen Abschnitten tabel- 
larisch angefiihrten Steroide wcrden claher nicht nur naclz XJV- oder &Werten 
georclnet, sondern h%iufig au& in Untergruppen eingeteilt, z.R. mit den IvTerkmalen 
UV + D’i‘ + , UV + RT -, UV - EX +, UV - 13T - oder UV-Absorl>tion in 
Iiombination l-nit DNB- ocler ,I)NPH-‘Reaktion. Im iibrigen wircl clarauf verzichtet, 
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s%mtliche I&- oder lip-Werte und alle qualitativen und quantitative17 Angaben iibcr 
die Farbreaktionen aus cler Literatur wiederzugeben, da die Reclingungen cler Aus- 
fiihrung von Ort ZLI Ort erfahrungsgem&s recht verschieden sind, so class zur ein- 
deutigen Identifizieruns 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 
Mijgliclilieiten gewG.hrcn ; vgl. hierzu such die Zusammenstellung in [x50], 

Alle Werte beziehen sich auf Raumtemperatur (meist 22O C) wenn nichts anderes 
angegeben ist uncl stellen Mittelwerte aus mehreren L%.ufen dar, wenigstens soweit es 
sich urn eigene Angaben handelt. 

‘Die urspriinglichen %~\\r;r;.~\noNI-Systeme sind fiir clie meisten Sterine zu polar, hingegen 
erwies sich ein System mit Phenylcellosolve (.4tliylenglyl~olmonophenyl5thcx) als 
station%-e Phase uncl x.13. Heptan als mobile Phase mit Whatman No. 7 als allgemein 
anwendbar [267, 3So3. X-Werte verschieclener Derivate sind in Tab. 30 wiedergegeben 
(aus [264.]). Als Inclikatoren clienen Antimontrichloricl uncl Antimonpentachloricl 
r205, 2651; ersteres gibt besonclers mit d”-3P-Hyclrosy-Steroiden empiinclliche Farb- 
realctionen 1267-J. Zur Chromatographie von lJC-Cliolesterin-I~erivaten vgl. .[291]. Fiir 

n’Ionoh~clros~-Sterinc 

C,,-Stcrine 
Cholestcrin 
Lathosterin 
7-l~cl~yclrocl~olcstcriri (2,:) 
Cllulcstanol 
Coprostcrin 

c ,,-Stcrinc 
Rrassicasterin (2P) 
Ergosterin (3F) 

C.,,-Stcrine 
p-Sitostcrin 
a-Spinastcrin (z?) 
Stigmasterin (2F) 

Di- uncl Tri-I-Iyclrosy-Stcrinc 

A‘-C.holcstencliol(3/3,7/3) 
/_1G-Cholestencliol(3/3,7u) 
.~l”-Cliolcstcncliol(3~,;?~) 
d”-Cholestencliol(3/5,~2.j) 
A”-Cholestencliol(3P,6) 
Cholcstantriol(3~,~cr,Gfi) 

.S = Cholcstcrin 
g-stiincligc Entxvickltlng 

I .o 
0.9 

0 *7 
1.1 
’ *3 

1 .o 
0.6 

1 .o 
0.9 
1 .o 

.!! = ~I”-Cliolcstcncliol(3~, 7/Y) 
20-stiincligc Entwiclclung 

I .o 
OS7 

O.‘l 
0.4. 

0.6 

0 a 5 

rosa 
rdtl.-violctt 
blaugriin 
rosa-violet t 
rosa 

rosa 
blaugriin 

rosa 
grau 
rosa 

blaugrii n 
blaugriin 
bran n 
brau 11 
hcllbrnun 
gelbbraun 

-_--- _________ _____- .----- 
Nach clem Spray gebcn d7-Stcrine uncl 7fu- bzw. yP-Hyclrosydcrivate sofort brillante Farbcn ; 

anclere erst nach knrzcm Erhitzcn auf IooO, die Stanole erst nach l5ngerein Erliitzen. 
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Sterine ist anderseits hgufig das Verfahren mit umgeltehrten Phasen verwendet 
worden. Wghrencl sich die Hydrophobierung des Papieres mit Quilon [205] kaum 
durchsetzen konnte, erweist sich diejenige mit Paraffinijl als recht brauchbar, wenn ‘_, 
Eisessig-Chloroform-ParaffinGl-Mischungen (65 : 25 : IO) als mobile Phase clienen ” 
(CIg6, 1971; aufsteigend, Whatman No. 3). 

Die XF-Werte betragen fiir 

Cholestcrin 0.02 

Cholcsterin-acctat 0.34 
Cholesterin-capronat 0.16 

Cholesterin-stearat II. -palmitat 0.02 
Cholestcrin-olcat 0.03 

Diese Verbindungen wurden nach der Elution such halbquantitativ bestimmt. 
Mit einem &nlichen System ist Vitamin D und eine Reihe verwandter Verbindungen 
chromatographiert worden [Ig3] : Hydrophobierung mit 5 o/o Paraffin61 in Leicht- 
petrol ; mobile Phase : 

(a) ;?ithylcellosolve-gz-Propanol-Methanol-Wasser (35 : IO : 30 : 25) 
(b) ,n-Propanol-Methanol-Wasser (15 : S2 : 3) 
(c) g5%iges Methanol ; aufsteigend, Whatman No. 2. 

Inclilcator Antimontrichlorid. Zur Verwendung von mit Aluminium-Seife imprsg- 
niertem Papier vgl. [204] und zum Versuch einer zweidimensionalen Trennung [ 1921, 
wobei fiir die I. Dimension ein Kieselskrepapier (Adsorption) und fiir die 2. Dimension 
hydrophobiertes Papier (Vaseline: Verteilung) verwendet wurcle. uber neue Arbeiten 
in dieser Klasse s. [3S4, 3573, 

(6) c ,,-steroicZe (Oestrqp7ze) 

Oestrogene lassen sich ohne besondere Schwierigkeiten in den iiblichen Steroidsyste- 
men chromatographieren (vgl. Tab. 31, Systeme I, II, III), vgl. au& Tab. III in [x50]. 

Fi.ir Oestriol wird besser ein st8rker polares System verwendet als fiir Oestradiol 
~zncl Oestron. Alle sind leicht nachweisbar, besonders mit Ferrichlorid-ICaliumferri- 
cyanid, Folin-Ciocalteu, ferner mit Antimonpentachlorid, Antimontrichlorid, Phos- 
phorsgure, lut-Dinitrobenzol fiir Oestron, Dinzo-Reagens sowie andere (vgl. Nachweis- 
reaktionen IV I e)# Die Trennung einer ganzen Reihe von Oestrogenen ist mit den 
Iksungsniittelsystemen P/Methylcyclohesan, F/o-Dichlorbenzol, F/Cyclohesan und 
F/Methylencl~loricl beschrieben worden [17g, 2661. So liessen sich in einem oder 
mehreren LG.ufen unterscheiden : Oestriol, Oestradiol-(17a) und -(17/J), Oestron, 
6-Dehydro-oestron, 7-Ketooestron, Equilin, Equilenin, r7a-i);thinyloestradiol etc. 
Hierfiir werden verschiedene Farbreaktionen beschrieben und eine quantitative 
Restimmungsmethode durch Spektrophotornetrie cler Eluate bei 2So-282 rnp ange- 
geben. In einem System Benzol-Methanol-Wasser (IO: S : 2) erhglt man bei 24” die 
in Tab. 31 unter V angegebenen XF-Werte [2S2]. Der Nachweis erfolgt mit Phthal- 
s&ire-Zinkchlorid (gelbgriine Fluoreszenz). Fiir die Chromatographie in neutralen 
Systemen sind noch weiterevarianten angegcben worden [2S5,337 und neuerdings 379, “““” 

3881. Eine Verscl-$ebung zu lcleineren RF-Werten erfolgt, wenn man als station&e Phase 
statt Wasser eine wkissrige LBsung von Lithiumchlorid oder Calciumchloricl * 2 H ,O ver- 

I;iferalu~ S. 2_j2/258. 
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wend& (mobile PhaseToluol-illethanol [2g4, 3351, Tab. 31, System VI. Bei den Oestro- 
genen bieten sich ausserdem weiterevariationen durchverwendung allcalischer Phasen: 
Man equilibriert zuerst mit beiden Phases (station&e: 0.5 N-NH,*OH, mobile: 
Chloroform-Benzol-i’J-NH,OH (I : g : I)) clas Whatman Papier No. I und entwickelt 
dann absteigend 2-3 Stunden [255], lip-Werte s. Tab. 31, System VII. uber andere 
alkalische Systeme vgl. [2S4, 3391. Auch das reversed phase Verfahren ist fiir Oestro- 
gene, insbesondere ihre Ester oder iither, herangezogen worden [rgg, 2001; das 
Papier wird mit 5% Sililcon (Acluates 4040) in Cyclohesan hydrophobiert und I 
Stunde bei IIOO getrocknet. Von der Mischung Wasser-Methanol-Benzol-PetroKther 
(2: 7: 3 : 6) verwendet man die untere Schicht als mobile Phase und die obere als 
stationgre, mit welcher das GefZss gesgttigt und equilibriert wird ; RF-Werte vgl. Tab. 
31, System VIII. Schliesslich kijnnen Oestrogene such in Form von Azo-Derivaten in 
Liisungsmittelsystemen vom BUSI-I-Typ getrennt werden [23S, 340) ; dieses Verfahren 
diirfte allerdings im Vergleich zu den neueren im allgemeinen nicht mehr so aktuell 
sein. 

TABELLE 3 1 

PAPIERCI.IRO~IATOGR,\PNID VON OESTROGENEN 

I II III IV V VI VII VIlI 

Ocstriol 0.00 0.00 0.05 0.05 0.18 0.00 0.02 
Ocstracliol( r 78) 0.36 o*g3 I .40 1.25) O.GY 0. 2 7 0.75 
Ocstracliol( I7rr) 0.45 
Ocstron 2 . a -2 I .G;? 2.01 I.57 O.SG 0.78 o.sg 
Equijin 0.G.j 

I 7u-Athinylocstracliol 0.51 
Ocstracliol( 17p) -cliacetat O.-l’ 

Ocstradiol( I7P)-clipropionat 0.20 

Ocstradiol( x 7/Q-clibenzoat 0.68 

Ocstronacctnt 0.72 

I = Prop~lcn~l~lcol/‘Toluo I 
II = Formamicl/Renzol-CI-ICI, (I : I) 
III = Petrolathcr-Ucnzol-h/Ietllanol-~V~sser (3 : 7 : .j : _j) = 13L, 

I 

f?,g-Wcrtc (S = C’orticustcron) 

IV = UL,, 3s” c 
v = 13cn^zol-Mcth~nol-Casser (I o : 8 : 2) 

, 

VI 
VII 

= Toluol-Metl~nnol-LiCl ocler CaCl,* 2 H,O in \,\‘asset 
= CI-ICl,-l3enzol-N-N&01-I (I : g : I) 

VIII = Silikonpapier, polare Phase van ~Vasscr-~Iethanol- 
Ucnzol-Petroliitlicr (1: 7 : 3 : G) I 

ripwcstc 

(c) c ,,-Steroide (I@-elostcroitle) 

In Tab. 32-35 sincl die Rs-Werte zahlreicher C,,- Steroide in verschiedenen Systemen 
wiedergegeben [36], vgl. such Tab. III in [ISO]. Diese C,,-Steroide lassen sich zweck- 
rkissig in Gruppen verschiedener Nachweisbarkeit (alle nicht recluzierend !) einteilen, 
wie 2.13. k*-g-Ketosteroide (UV-Absorption bei 240 rnp, Natronlaugefluoreszenz), 

Liternlur S. 252/25Y. 
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IT-Ketosteroicle (DNB), Steroicle ohne reaktive Ketogruppen (Antimontrichlorid, 
Phosphor&i.iure, Pl~ospl~omolybd2bMiure etc.). Letztere Gruppe ist meist am schwierig- 
sten nachweisbar, lxsonders solche mit x1-Ketogruppen, wtihrend Triole mit Anti- 
n~ontricl~lorid relativ gut reagieren. Eine sehr ausfiihrliche Studie iiber die Papier- 

II!,~-\\~EIZTI~ (S = Co~~osox) vex Cly-S-172R0~~~~, U\’ -k C3O.j 
_. _.. . . _...... _. ._.__ _. .._... .-__^_ . ..__ -._--__---- -----.- ..__. -. --__- __._ - 

,!1”-~\llrlrc~stcnf~l( 1 1p)-rlic111(3, r 7) 0.00 0.32 0.32 + + 
~\tlWIlCJStC?r-CJll I o.Yc) .07’ 0.7-j 0.45 
.~~J-:\liC~~~~~tCllf~i~JIl(3, 17) 1.1s I.71 I ._to I .S6 :I: (Z) 
‘I‘cstostcron o.64 I 0 -_ *CL+ 0.79 1.17 
‘Tostostcron( 1 7’1) 0.74 1.’ 3 0.93 ‘*-I 7 CJ -- 
‘I’cstololncton I 0. 0 -: 0.93 0.42 0.4 ICj 

I -I‘~oli~~clro-~csic~lolactc.~il 0.0 j 0.1 I 0, I G 0 0 

. _ _- __...... _. ---.._ . .._ ._ .-..----_-----------_--..- _“.“__ - ._._ - .___ ----._------__~- 

J’;‘l’ol I:/ Bc-Cy 
(1:x) 

:\ntl~ostaiicliol(3~~, I Ip)-on( 17) 
.ilG-hiiclrostcnol(3/I)-clion( 1 I, I 7) 

:\llclrostallol(3p)-clilm( I I, 17) 

‘I’cstnnol(3u)-clicJn( 1 1, t 7) 
‘L’cstanol(3~)-tlion( 1 I, I 7) 

i\nrlrostanol(3rr)-clion( 1 1 , t 7) 
:\nclrostantriori (3,t I,1 7) 
‘I’cstantrion (3,II, 17) 
I~cl~~clrocpinntlrostcl-all 
.Anclrostcron 

0.14 0.20 

O._jO 0. .I .j 

O._jCJ 0.44 
0.65 0.66 
0.07 0.75 

I.32 

I , ‘2 3 

0.84 

I .OI 

0.0s 
0.3’ 
0.34 
0.4 7 
0.50 

O._jcJ 

1.12 

I.14 

O.YG 

1 s3.5 

I . I 4. 

1.1 I I . I .j 
I .gq 

3.1” 

--.---_--_-_- “__ _..._ ___-__ ~-_--_-. 

7’~\T3EI..T.l’: 34 

’ fl’s-\\:IfR’I‘& (S = coIaTIcosTERox) VOX cl”- STEROII:JE.~ (DN13 +) [36j 
._-----_- _ ---- --.-.-_.---__--~. - .--.- - 

I’ f ‘I ‘of /i/lit2 ii/JA?-CJ.JCi, 
(I :I) J3J.,“*’ U.VJ=JI 

_. ._ _. . ..__ -_-_----_-.- ._._____ _-._ --_---.-. -- -------_- _--- 

il”-:\nclrostcndio1(3P, 1. r/Y)-on( i 7) 
t\nclrostnncliol(3/3,~ I/Q-on(17) 
‘l’cstai~cliol(3f~. 1 I/3)-oii( Ii) 

‘l’cstancll(3rL)-dil,n( 11, I 7) 
.A”-Anclrostcnol(3P)-dion( 1 1, I 7) 

i\nclrostanol(3cr)-clicm( I I, I 7) 
~\nclrostanol(3P)-clion( 1 I ,l 7) 

AJ-Androstcnol(~ IF)-dion(3, I 7) 
YTestanol(3/ZI)-dion( I I ,I 7) 

r\nclrostantrion(3,1 1, L 7) 
‘I’cstantrion(3, I 1, I 7) 

o.Go 
0.68 
0.74 
2.30 
2.34 

1 .jo 
o.OG 

3.30 
3.20 
3.20 
3.23 

1.1’3 
o.gx 

1.7’) 

l.G7 
I .68 

I .bg 

I *.I” 

I .Yo 

I .g2 

1.95 

I.OG 

I .20 
I.20 (+) 

I.40 tz; 

1.40 I:; 
I ._jq (,22”) +, LTV + 

1.48 (-t) 
l.Gj 
I.70 

._.“. ~-.- _- . -..--.. _...._. -_--.-_..- ..-._._.__._.__.. ._-- __..-.._. _ .._.._ -_.- .._ -_- .._. ____ _.___ ._ __,.._ _ ___..__ _,____ --_-- 
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r.~l~-:\nclr~~stcntl-ic~I(3~, 1 I/3, Ii/j) 
:\Iltl~~.~Sti~llt~iol(3~, I l/j, Ii/j) 
‘L’cstantriol(3r~, I rp, I _ip, 
‘I’cstant1~iol(3~, I I/3,17/)) 
.~\ntlI~~Jst~llltriol(3f~, I l/1, IF[j) 

,l”-:\I1clrc~st~11~li~.)l(3/2, IT/j)-on( l 

.-\Ilclrc.)stanclic~l(3~, I ~P)-I rn ( I 1 ) 
‘I’c.-kaIxliol(3f~, I ifi)-oIi( 1 I) 
‘L‘cstancliul(3/~, I i/3)-on( I 1) 
~\I~rl~ost;~Iiclic~l(3rr, i 7/j)-on( I I) 
t\IlCl~tlSt~LllCli~~l( I l/Y, I i/j)-Oil(3) 

‘l‘cstaIiclic~l( 1 I/j,! 7fi)-on(3) 

CJ.;?C) 

0.2s 

0.35 
O._jO 

0.tic.l 

0.7;t 

I .oo 
I .ocl 

I I I _j 

l-4.5 

l *.5-l 

0.3 I 
0.34 
0.3CJ 

U.-t7 
0 . _j 0 

0.73 
O.iO 
0 , s G 

o.Sfj 

0.93 
I .1u 

I. IO 
O.<)cJ 

1.1s 

clxomatographie von C,,- Steroiden stammt van S.-\v.+Rn [ISO, 2321, cler besonclers 
Propylei~glyl;ol/I,igroin als Lijsungsmittel bevorsugt (50 y{, Propylenglyl~ol in Metl1anol 
zur Impr@nierung von Whntman No. 1). Zur Fiestimniung der “relativen MTander- 
gescl~wincligliei t” (RpWert) der einzelnen Ketosteroide .werden Anclrosteron uncl 
Androstancliol(3a,rr/3)-on(r7) als l’cstsubstanssen beniitxt, cleren absolute Wander- 
geschwindiglteit etwa x cm/Stcl. lxw. 0.1 cni/Stcl. betr;igt. Der I\‘yl-Wert wircl nach cler 

cm Substnnx s 
ITormel RY, = __..___-.-_ - 

cm TcstSulxtana 
I\: (K = cm ‘I’estsubstanz/Stcl.) errechnet. Die RT- 

Wertc verschieclener Steroidgruppen lassen sic11 entsprechencl Tab. 36 zusammen- 
fassen. Wegen der hohen I\‘vl-Wcrte cler Gruppe I in cliesem System trennt man sie 
besser in einem schwkher polaren T,Bsungsmittelsystem. In Gruppe II lassen sic11 
die gesattigtcn 3,17- o&r 3,20-Diketone gut von den entsprechenclen d‘l-ui~gesZ.ttigten 
untersclieiclen. Isomere, die sic11 nur clurch sterisclie Isomeric am C-Atom 5 unter- 
schciclen, sincl hum trennbar. Teilweise gilt dies such fiir Gruppen III uncl IV (s. 
hierzu Abschnitt IV 3). Die Analyse komplescr Steroiclgemische kann man sicli ahr 
unter Umsthinclen erleichtern, wcnn man vorher clie 3a- uncl 3/3-Hyclrosysteroicle 
mittels Digitonin trennt. 13ei sclir Gnlich laufcnclen I<etosteroiden wurclen Ver- 
clrhgungseffekte bcobachtet. In1 iibrigen sei allf clie Originalliteratur \Ferwicsen. 

‘I’?\ nRl.l.E 36 

____ . ..___ _ _...__ _ .._ _ ____ -- _.___. _~-- . . __-_-_-_-_-_-__ _._----_.______- .._ ------_--.---.~I__- 

GItfI)pE .Stcroiti~riippt:i I+.-ll’crlc~ 
._._-- .._.. . _._... ._.. - _-.- __..-_... ----I---~-~----~.___---- .---.- -.._-_.- --..._ -__. ._.._.. --------__...---.-_- 

.I hlonokctostc~oiclc, hloI1oh~rlrr~s~~stcroitlc 3.0 
1 I l~iltctostcroicle I .5-3.0 

I .I 1. h’loIloll~~clros~-llloIl~lc~~~~sterc,icl~ 0.2-I ,.j 

IV h’l’oIirJh~clros~~-clikctostcroicle, TrilwtustwcAtlc 0.‘2- I **j 

v I~~il1vtl~os~-Ii1onol~~tc~stc~c~iclc, i\ilr~I1ol1~~rl~r~s~-t~il~~tr~stcr~~iri~, 

Ijili?,dros~-clikctostcroiclc u.,o I-0,” 

--._-____._ ____._ -_____-_._---..~---_--.---.-. .__..._. _.-___-_- ..__...._. -- . . ..__.._..__ -... _.__.__ ._.____- --- _..-... -...-. ~. - . . _ 
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Entwiclcelt man die mit Propylenglykol impx%gnierten Papierstreifen mit Benzol- 
Cyclollesan (I: I) statt Ligroin [230] so scheint dies fiir die Trennung epimerer 17- 
Ketosteroide von Vorteil zu sein (vgl. aucll Tab. 33 und 34). Das gleiche Liisungs- 
mittelsystem wird zur Trennung und quantitativen Bestimmung von I7-Ketosteroiden 
verwendet, indem man die Chromatogramme mit alkal. g?z-Dinitrobenzollijsung 
optimal anfiirbt, clurch ei.n Transparenzijl durchzieht uncl dann direkt densitometriert 
[227]. Aucll Pl~enylcellosolve/Heptan und Propylenglykol/Heptan wurden fiir die 
quantitative Bestimmung van sieben I7-Ketosteroiden aus Harn verwendet [ZII, 
2211, nur werden llier clie Steroide vor der Farbreaktion eluiert. Eine weitere Mijglich- 
keit zur Trennung von C,,-sowie C,, -Steroiden (relativ schwach polare) bietet sich 
durch Verwendung der Systeme Formamid/Delcalin bzw. Cyclohesan, Propylen- 
glyl;ol/Metl~ylcyclol~esan, Rutandiol/Metl~ylcyclohesan [231]. In Verfolgung dieser 
Arbeiten und unter zus%tzlicher Verwendung von Formamid/Metl~ylencl~lorid gelang 
die qualitative Identifizierung van 12 C,,O,-Verbinclungen, zur Hauptsache r7-Keto- 
steroide aus Harncstrakten (s. Schema cler Trennung in [321]). uber die zalllreichen 
Farbreaktionen siehe unter Abschnitt IV I e. Wie bereits eingangs gezeigt wurde, 
eignen sich selbstvcrst%indlich such BusI<-Systeme fiir dieTrennung von C,,,-Steroiden. 
Weitere 5linliclie Beispiele sind in [341] grapliisch dargestellt und in [342] angeftihrt. 
Schliesslich ist noch ein reversed phaseVerfahren zu erwshnen [ZOI], das mit silikon- 
imprtigniertem Papier (5O/” Dow Corning Silicone No. 1107 in Cyclohesan) uncl 
Wasser-Ethanol-Chloroform (G : IO : IO) als mobile Phase (polarer Anteil) arbeitet, 
wogegen das Gef&,s mit dem unpolaren Anteil equilibriert wircl. Die Trennungen 
scheinen befriecligend zu sein, cloth cliirfte lceinerlei Vorteil gegeniiber den obk er- 
w%hnten, einfacheren Methoden bestellen. 

17rr, Ig-‘Dillyclrosy-cortcson 
Sp, T 7c(-nihyclrosY-corteson 

Go-I-I~dros~-co~ticostcl-on 
I 9-Hyclrosy-corticostcron 
Cortisol 
G/hHyclroxy- I I -clch~~clrocorticostert~~~ 
n4-3-Ketopregncntr:101(2o,2o,2 ])-I S- 

s%urelacton (I 8 a--f 20) 
Cortison 
Alclostcron 
lcpHyclrosy-cortxxson 
Corticostcron 
I IU, I7u-Dillydrosy-cortcson (efii-Cortisol) 
I ru-Hydrosy-corteson (spi-Corticosteron) 

V.I.3 0.1g 

0.3 1 0*49 

0.30 c.00 
o.Go o.Gg 
I .oo 1 .oo 

I a7 

2.46 
1 ag.5 “,51 

I .IY 2,5g 

4,’ 1 

04’20 
5.07 

0.36 O.‘ZO 

0..$3 0.44 
0.31 
0.53 

O._=)Cl 0.31 0.35 
I*37 o.Yo 0.64 
1 .oo I .oo I .oo 
1.62 0.9 1 0.70 

2.75 2.76 I .81 

Z-39 I .g1 I .60 
‘2a27 1.5’ 

2.7s 2 #34 
1.03 

I .71 

3,s ’ 2.02 
0.4G 0.24 0.2-j 

3.17 2.15 t .42 

0.35 0.04 
0.59 0.90 

0.40 0.q I 

o-77 0.83 
I .oo I;00 

0.75 0.49 

I .G7 I.39 
I .38 I .32 
0.97 0.73 
1.40 1 .“4 

0.3 I 0.81 

I *37 I .3G 

rot 
rdtlich 
orange 

blat: 
gelbgriin 
blau 

bJLZJicJi 
0 

0 

gelbgriin 
griin 
griin 

AlJc geben clic typische gclbc N~tronlauge-flllorcszenz mit Ausnahtnc von I 7c1, I g-Diliyclroxy- 
cortcson (blaugriin), Ig-I-Iyclrosy-corticostcron (gelb-griinlich) Ii. Ig-Hyclrosy-cortcson (blangriin). 

Lilerulzrr*S. 25212 jS. 
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fl’,s-\\‘~~z~r~s (s’ = C’owrrso~) \ION ('012'1‘ICos.rISr~oTl)r~N (I;\: -, WI‘ +) [“q_j1 

.----. ..___ -----__-.-.~-- --.-- 

_- _.-.. ._ ._______--_.__ __._.__ _____~__ 

~\ll~~-'I'I-I-~~c~l-ti~c~l (3fl,5ff) 1 \ 
Tl-J-Cortisol (3f1,_5/1) 
t\llo-'l'l-J-Co~tisol (3f1.5~) 
~\llo-'T1-I-C'ol-tison (jf.i,.jff) 

TJ-I-Cortison (3ff,_jp) 
:\llolJ""6nantric~l(3~, I irl,2 I)-on(2o) 

:\ll0-l~I-I-~.'0l~~iSc~l (.jff) 

III-I-Cortisol (5@) 
I~rc~iiantriol(3ff,i 7fr,;r I)-on(zo) 
.'\ll~>-'I'I-I-C'c.lrticostcron (3/j,5ff) 
DJ-I-Cfwtiscm (_j/l) 

'J'I-I-Cc?rticostcron (Jfl,.j;jp) 

.~\llo-I)I-I-Cortisc.)n (.jf.!) 

.-\llo-'I'l-l- 1 I -~>~~l~~t~~O~O1~~i~~JS~~~~~ll (3P,.jfr) 

-1:kr-1 I-l)oll?.clrocc,rticc-)stcrc,n (sff,_j/j) 

J~*IcfJ’IcI, I#, 
--_.--_-- 

0.21 0.33 
0.2s 0.3s 
o..to 0 a .j .j 
C) . 7 CJ 0.7” 

1.0 I 0 . *q !) 
2._jjo 2.s7 
I.61 I .SO 
I.43 I .CJg 

2.7CJ 2.Sl 

2.63 1.64 
2.sq 2.s3 
2.60 3.2‘1 

3.1 I 2.so 

3.7 * 3.19 
3.75 3.7' 

0.57 I.12 

0.63 I.51 

o.s1 I.37 
0.77 1.7s 

0 . s s I .C)2 

1.03 2.51 
’ *43 1.40 
1.5 1 I .‘I(, 

l.Sl '2 . 1 7 
1 .Gi I a61 
1.73 L -66 
2.01 I-G;? 

I.71 1.Go 

1.74 I ._j’2 

1.92 2.16 

violctt-omngc 
\*iolctt-orange 
gclblicli-lila 
llcllblnLl 
I~lalI 
rotviolctt 
oixngu-lila 
oran&lila 

0 
(I>lnu-k*iolctt) 
lIl:L\l 

0 
I )IXLI 

0 

cl 

_.._. -.-__-_.-_---_-- ___ ___-___-__-____~-___-___-_____-_.-_ .-_-----__.-.- _--_- .-.- ..-.-. _ . . . . ._ _-.-. 

Neben clcn Herzglyl;osiclcn ist es clime Iilasse von Steroiden, die von der Einfiihrung 
gecigneter Lijsullgsmittclsystell7c al3 1950 [Igx] vermutlich an1 meisten prolitiert 
hat. Aus cltcn ‘I’al~ellen 37-45 [36] ist bercits ersichtlich, Lvelclie Lijsungsmittel- 
systenie (Typ %:\l:I::wONI ocler 13vsn) sic11 fiir die ganz verscl~ieclen l~olnren C,,- 
Stcroiclc eignen uncl wie sic sicli clurch I\‘-Wcrte uncl Nachweisbarkeit untersclwiclcn 
lassen. In erstcr Liiiie clicnen liicr UV-Absorption, Reclul~tionsteste, Nntronlau~c- 
Fluoreszene, I~liosl~liors~urc, Ai~ti~iioxitricliloricl, Tricllloressigs~~-iurc, Dinitrolhmyl- 
liyclrazin uncl anclere (vgl. hierzu Absclinitt IV r e). Durcli Konibination ausgew2ldter 
Lijsungsl~littelsyste~~lc uncl Inclikatoren, gelang NEEIIX UND \Vm--rs~nr~ [zg5] die 
l~apiercl~ron~ntogral,hiscl~c Iclcntilizierun~ aller bisher in clen Nebennieren en tcleckten 
Stcroicle in I\llikromen~en ; x*gl. hicrzu such Tab. 37-45 uncl die graphisclw Dnrstellung 
in [q5]. Es wurclen liierbei fast allc cler in Fig. 4 erwdintcn Lijsungstiiittelsystelllc 
\*erwenclct. l;iir eino schr grosse Anmlil vw C,, -Steroiclen mit uncl ohne Hyclrosyl- 
gruplx ani C,, hat I<l:rNI<li15 [150] R.s-Wcrte fiir verscl~icclenc Systeme angegeben, 

.il'l-~"rc~:n~lltctrc)I(I I[), 1 yff;20/-2,2 I)-on(3) 0 . ‘2 .j o.,ts 0.1 C) 0.23 cl.32 0.6s gdl,' 

.~1~~-1~rcgnc~Iltriol( I if.C,20/3,2 I)-cliolI(~,l I) 0.S.I l.;cS 0 . f.5 7 0.50 0 . .j S U.i(J cl* 

.~I~~-1J~cJgnc~~triol(17ff,~off,~l)-clic~n(~3,1 I) O.(].j 1 ’ 5 9 0.72 0. _t 0 0.5s 0.72 Of 

;i~.~-1~rcjino~lclic~I(~c1~,~ 1 )-clion(3, I I ) ‘._I I 2 .c>.t l.SrJ 1.3~1_ ’ *39 I..10 Of 

o.o,t O.OL} 0.10 o.I3 o.67 rot** 

0.q 7 O,L[ 6 1 .OJ I .I2 s.8H (rBtlicli)*' 
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I Ga- 

1 fju- 

1 g- 

.I Ifl- 

7? 
I’.ZU- 

IS- 

cig- 

I q1- 

1 px- 
s- ocl. g- 

1 Ifi- (= CkJl-ticostcroJ1) 

0.19 

0:23 
0, ‘2 s 

0.35 
O..I.O 

O.-l_G 

o._=)s 

0.59 

0.70 

CJ.77 

o.go 

I .OC.J 

I .3c, 
1 .chs 

O.GCJ 
0, Gg 

I .oo 

1.00 

I *q’ 

;?. ICJ 

0.3 ’ 
cl.‘2 7 

0.47 
0 .70 

0. ‘1 _I 

o.Lfg 

0. 7’J 

0.09 

0.77 
I .oo I .OO 

I 

. .._-_ 

_ .-- 

griin 

-.____________..___ ._ _____._._ . ____ .___..,. __ - --._--..-- ____._____.____._ ____. -_._..-..- _--.- -. 

~~llo~~~c~nan.triol(~JZ,l iu,::l)-GIt(zo) 

~l.“~cgnnnt~iol(3a,i 

r\llo-‘l’~l-C’orticostc~on (3fi,fjcr) 
‘I’.L-I-Corticostcrc.rlll (3u,_j/j) 
:1’)1-1 -Cortison ($3) 
I\llo-I>l-I-Coltisun (_jU) 
i\llu-Tl-I-I I-l~cli\-clroco~ticrJst~~[Jli (3p,5fl) 
Tl-I.- I t -I~cll~clroccJ~ticc~stcrc~n (3U,_j/Y) 
~\llo-l~l-l-Co~ticostc~rJn (5~) 

Prcgnailclic.~l( 17rf,2 I)-clicm (3;20) 

O.IL} 

0.1s 

0 . ‘2 4 
0.32 
0.30 
0.3” 
O.&p 
O.bCJ 

I .SI 

(tailing) 
1 a.57 

(tailing) 
2.03 
‘2 , s I 

3.02 

O.-j,0 

0.53 
o..ts 
0.il3 
O.GS 

0 . _t 0. 
o.s3 
0.97 
I.35 

I .iG 

I .GS 

I .G.! 

‘2 -03 0 
I.73 0 

I .Gg 0 

________.._.---._-.__ __ . .._.. -_---.--.-. . ..-. ._ . . _-_- .._.. _.- _..._. - _._._......... .._. ___. .._ -.. ..-. _..-. ..- . _-_ _.._ 

cleren Wieclergabe bier ZLI weit fiihren \viirdc. Teiltveise sinci clime Steroicle, in den 
eigcnen Tabellen clieses Kapitels enthalten. %u erw$hnen sincl j ecloch die weniger 
bekannten, aber ebenfalls bewGrten LOsungsn7ittelsystellle [Iso, 37S] : Carbitol ,.iV 
(=Di~tl~ylenglyl;ol-~iiono~~tl~yl~tl~er)/iMetl~ylcyclol~esan und Carbitol-Forrnaniid 
(I : I)/Hesan. Es sei bier vor allem such auf die sehr niitzlichen Angaben von ZAITA- 

*J~ONI [INS, 2331 sowie diejenigen von BUSH in [ION, 177, ISI] uncl SAVAIW [do, 2321 

L~~enQ.wr S. 252/258. 
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d”-~~‘r~~ll~llC1~~J~(~~~,~I )-CliOll’(3, 1 I) o. 16 
t 

0.47 0.3 I 

Ll“-I’~o~:ncnl:I.ioI( I ~fl,‘O/Y,” I)-Oil(3) 
l 

0:20 O.*TO 0.39 
,4~1-I~rcgnc~~ol( i p)-(lion(3,Lo) 3.11 . 1 .sg t.27 J-l<J : I,lau l 

.*. 
SKI, 

.~\1lcJp~cgllal~tl~iol(3~, I pf,zofl) 0.30 I .oG I.1 I rBtlicli l ’ 
I-‘1.c~:n~tntl-i01(3rr, I iff,“ou) o.g.0 I .07 I .os blnu l l 

:\II~Jpr”~llalltrirJl(3~, I yfA,“op) o.Lt” I .2s I . I .s rfitlicli * l 
~\~~~J~~~~~ll~lIlC~i~J~(3~,I 7fA)-Otl(20) 1.1’ I .os 2.13 

l * 

I’/ -I’d F;cy-r3l,‘c’ 
(I :I) 

II, ,.,“W 

-_----.------_.- .._ -.__-..._. .._ ._ _ .___. . . - ._._ --._--_.- . - ._-..-.. ._.__ ___ _______________ ____ _._,_ _., 

CcJrticostcr0n CJ I 2.4 0.q 0.07 
I ~-1-1~‘clros~~cortcsor1 Cl.14 0.05 

l I-~~~h~~t~I~~~l~~Jrt~~~JSt~r~Jll ” a 5 5 0.13 0.15 

1 -1:~c]l~dr~Jc(JrtI~SI~ll 0.77 0.00 0.6.t 0.3x 

Cortisolmcctnt 

CorticostcroIi:~cct~~t 

1 7-i-l\‘c1rOS?‘C~J~tcS(JIlLLcctat 

I I - I~ch~-c1l~cJcol~ticclstcl-~Jnacct~lt 

~.CJrtcSOllmXt~~t 

I g-I-l~~rl~os~c~.~l~tcsc,ll-~ 1 -acctxt 

I cJ-1-~?‘C1rlJ.~?‘cOl’tc.~(JIl- I :)-XctIIt 

1 g-1-1\‘C1rus?.c(Jrtc_~cJXl- Ig,? I -CliiICct:lt 

G/j-I-t~.tlros~.ct,I’tcson-cliacotnt 

Off-l-I~~cl~os~~cort~~soli-cli~I~~t~t 

0.0s 
O.&j I 

o.Gi 
0.90 
I .(jG 

0. I -1. 

0. .j 0 

I .gr 

I ..ji 

f~.bp\\‘l~I<Tl~ (S = c:.olzTIssos) \‘OS c,, -S~~J~~ZOII~IS.V (Uj* --, 13’1’ -+ USII, U\* --, JW --) [3(.i 
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I~regli~~ntriol(3rr, i ifr,r J)-on(20) 

~\llv-l)l-I-CorticcJstcroIl[_jf~) 

~1”-I~rc~licIicliol(3~,~ I)-oli(2cJ) 

i\llo-‘]‘I-i-Corteson (jfi,gfr) 

DI-i- I I - I~cll~~clruccJ~ticostcl’c.Jll (5/j) 

:\llo-I_)~-l- I I -Itch\-clrocorticcJstcroIi (.5u) 

I?regnanol(z I)-trloii (3.6,zo) 

.-\llo~~rc~~ian~~l(3a)-clion( i t .20) 
Alloprc;:Ilanol(3~)-I~1l( 20) 

rl”-J:J~cgIlcIlol(3~)-on( ,u) 

_-- _-.-._.- -.-.- . .13’L’ _l- ____. ~,_,_;,___ . . . ------ --.--.-.- 

. . . ,.. ,. 

-_--__-------..- ___.--__..__ 

o.3G 0.” I 8 0.33 
o.<tg tailing 0 . ‘2 ‘ c 

O.-Ii O.ji 0.6s 

O._{S O.Si 0.79 

0.7.5 O.;$’ 0.35 
o.so 0.33 0.37 
0.241 0.12 

0.8s 

I .O_j 1 .iO 

I .o_t I .sy J a37 
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A! .I? 
N$ 

IsuOctr~11-:l‘olllol-~lctllnnoI-\\’asscl- (2 .j : 2.j: 3-j: 1.j) 
%S~CJ~t~~ll-~~:CJ~~1CJ~-~~~~t~l;~tl~~-\\’~~SS~~ (16.5: 33*_j : 30: 20) 

E, Isooctall-n’Jctllnnc.~l-\\‘~~sscr (5O:-_l.j:.j) 
E,.13 Isl_,oct;~n-/c~l.-l3lltnnol-\Vnsscl (50: 2-j : -15) 
K., ‘~SO~~t~~Il-/~~/~/.-~.~~~~~~~~~J~-i\Tct~~~~llCJ~--~~r~~SS~l (50 : ‘22.-j: 22,_j : _j) 
i, I ‘Iso~~“‘~~‘?‘l!itllc~-~~~/,-IZllt~lllol-\\:asscl’ (v :Z_j : 30) 

J.5 (, I-lcsnll-le~l.-I~Lltnllol-~Ictll~~llol--\\’ass~l~ (50 1’22.5: 2’2.5 : ‘20) 

hingewicsen, die ixu einzelnen bercits an anderer Stcllc diescs Kapitels diskutiert 
worden sind. Die BUsJ-r-Teclmik wurcle such insofernc variiert, inden man, ~111 die 
Ecluilibrierungszeit zu vernieiclen, dns Papicr clirckt mit einer Lijsung x~on Aceton- 
Wasser 7 : 3 tl%.lllitC und clann wassergesiittigte Mischungcn van I-Iesan, 13enzo1, 
'lYoluo1 uiicl All~ol~1olcn aIs niobile Please verwenclete [345]. Die ursprtingliclie Methocle 
hat sich jedoch bishcr behaupten kijnncn. Verschiedcnc Variantcn fiber 7:‘ T-sI-J-systenle, 
lxsonclers fiir stark polarc Corticosteroide sind von PECI-IX-~ [346] angegeben worden, 
wobei die Papiere ebenfalls zuerst niit cler w&srigen Phase iniprZgniert werden. 
Interessantere Varianten liabcn E:ull:rzr_r<I;\r uN:Jl EoNC;IO~-~NNI [347-J eingefiihrt (vgl. 
Tab. 4G). Sie ecluilibrieren etwa IO0 hijher als nachher chron~atographiert Lvird. Nach 
unseren Erfahrungen crli;ilt nian jecloch gleichn~~ssigere Ergebnisse tvenn clie Texmpe- 
ratur iiber die ganze Zeit konstant gehalten wircl, vorteilhaft wie bei den BUSH- 
Systenien auf etwa 3s”. Von den ncuen Systenlen erwies sich besonders clas l&B, 
genannte fiir Corticosteroiclc als niitzlich (s. Tab. 37-39, da die Sequenz cler As-Werte 
teilweise eine andere ist als bei den iibrigen Systeqen (vgl. such [305]). Neuerdings 
ist such wieder .~~tliylenglyl~ol/‘l’ol~iol statt Propylenglyl~ol/Toluol fiir spezielle 

Litel’NfZC?’ s. 352/25ls. 
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Zweclie ~erwenclet worden [34S], wKhrenc1 \vasserfreie *~ylol-h4etllanol-Systeme 
[34g] lWi1len crsichtliclien Vortcil bieten. Fiir scl~wacl~ polare C,,O, uncl C,,O,,-Stcroiclc 
hat Aslxrior~ [23r] neben hreits cr~vKllntcn Systemen l.~orma~i~icl/I>ccnlin uncl 1,3- , 

13utancliol/~Ietl~ylcyc~~l~esan verwenclet. Die \~‘aricler~esc~1\\rincliglieit in cm/Std. von 
sehr hoch polaren Corticosteroi den nli t einigcn iilAicl~en Systemen ist in C3.501 ange- 
geben. Uber die relativen \Yanclergescliwincligkeitell von Alclosteron und seinen 

I i/cYcr(/fV s. a 3_jZ/2_jS. 
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Acetates vgl. [295] und [35x]. GRAY cl n2. 13521 
Bus13 B,-System fiir: 

I-‘rcclnisolon 0.22 
C(JrtiSOl 

\‘OJ_. 1. (I@) 

Cortison O._1G 

Noch ausgepr%gtere Unterschiecle z~vischen A“- und Al* “-3-Iietosteroiclen sincl 
mit einigen %~\l:I:r\IiOSI-Systen~en erli~ltlicli. Als weitcre Systeme fiir Corticosteroicle 
sincl noch Butanol-Wasser [333] uncl Heptanol-M’asser [2oG , 2071 \~erwenclet ivorclen, 
letzteres als reversed phase System, cloth sincl clicsc den m&ten ancleren aus cleni 
einen ocler ancleren Gruncl unterlegen. %..~NI)III< el crL. [304] haben einc I&lie van 
Evw-Varianten fiir die Chromatographie relativ scl~~vacl~ polarer Stcroiclc in1 Hinblick 

:l’hJ31~r_1~1;: 48 
nrr’lTr.E1<15 I?,.-\\‘ICl<TE UN13 I’A~l~l~~r\li’~Ic~S1SS \‘OS 1’I~oc;I~l;‘rIsr~os-~I153‘r\1301.1’1’17N c353.j 

--.--_-- ---.--..-_--___-- -.-._ -.-- -__- -___-._- ._._.. -__- 
S/L/ 3 %uC12 

I’/’ 7’01 I_), -__--- ---.-- 
(:I~-/‘lrrows,_c,, -c,1 ” 
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I”rcgtlnIltriol(3u, 1 7r1,2011) 0.0s 0*-t-c lwt l,hU 

.~\llc~~~~c~nancliol~3/~,~of~) 0.3 I 0.77 I’OSil l.,lLl II 

.l”rc~iiandiol(3f~,~o~~) 0.32 0.73 gcllNmugc l.)liLll 
~\llo~~“‘c~llaIlcliol(3/~,rc~fl) 0.35 0 .71 I-OSil I>lCILl 
~~\llo~~~~~x~~~ticliol(3~,~0~) O..) I 0. _is rosa 1)1:111 

1 ~r~-1-1\-tl~os~progcstcrull 0 ..5 0 0.7’) lJl;Lll blnu 

.,~l”-:I.lrcgilcnol( 3p)-on (20) 0. 7s O.SS sot: I’( 1s;L 
.-\ IloprcgtlancJl(3p) -on (20) O.SO O.Sr) IJliLll 0 
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f~p\\:15wrrz \‘OS 7’1~1SC;N~\S’~IIIOI,~~~ USI) Xl4xI,lcl-Ilrx STICl<Oll)ltS Ibl S\*sTIsar 

I~O~C~~~~S-~l.~~l,~~t-R’1l5~~~Ir\~OI.-\\’~\SSI~I~ (5: 1.j: lG:~i), 12” C. [?;I_? ’ 
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Fr~riwerrktiwr wit 7’ricltIr~rcssi~siirrrc 
I<],-- 1 I’erl -- 

iw ‘I’trqesliclr I iw UV-I.ichl 
-- _... -~---_-_----~-.-_ __-_---______ 

P~cgnrLnt~iol(3fl, 1 7a,2ou) o.33 I.,l;~U I,lau 

Ir”regnantriol(3u, 1 ~u,~o~) O.-f’ blau bla11 
i-\llop’~~n~lltriol(3f~, I px,2orl) 0.3s bhll lxigcgruti 
A1lop~egnantl-iol(3rl:, I~rr,zop) 0.4s I:1 I il. 1 I 1xzigcpx.u 
.~I”-T-‘rcgticnt~iol(3P, t pf,zor~) 0.20 violctt 1’CJSEl 

d”-.Prcgncntr_iol(3P, i 7u,zo(l) 0.33 violett rosa 

_---- .___.. --...--~ -.-_-___- .._._._._.._.._ _.--_- . . . . . . . _.-..-_-.....^-.-.- - 
Entsprcclicnclc Vcrl~incli~ngcn niit I I -lG9_x~gr~1ppc xeigcn tcils kcinc l;al-l,rcal~tic~ncil. 

auf ihre Eignung-besonclers fiir Progesteron untersucht (s. Tab. 47) uncl -fiir letzteres 
au& optimale 13eclingungen cler Nachweisbarlceit gepriift uncl auf ciieser 13asis eine 
~estinlmungslnethode fiir Progesteron ausgearbeitet. Progesteron-Metaboliten, ins- 
besonclere Pregnandiole uncl Pregnantriole, lassen sich LB. in l~ropylenglylcol/Toluol, 
Bush R, ocler Toluol-Isooctan-lMethanol-Wasser (IS : 5 : IG: 4) trennen und mit 
1 i/erwfu/, .I; 4 . 2 jZ/Z.jS. 



Antitnontricldoricl, %inl~chloricl ocler Trichloressigs~iurc [242] nachweisen [242, 256, 
3531. ‘Tab. 4s uncl 49 enthalten einige Rp-Werte uncl Parbreaktioncn. 

Zur quantitativen 13estitnmung +gl. Abschtiitt IV x i uncl [354], Die Auswertungs- 
m~glichkeiteti auf Gruncl van UV-Absorption, Recluldionstesten, Natronlauge- 
Fluoreszenz etc. sincl bier selir zahlreicli, besonclers gihstig it-t Fallen wo cler Fleck 
racliocl~eniiscl~ lolwlisiert werclen kann [IGO, Z&J, 355-J. huch die Densitometrie van 
Fortnazanflecken clirelct auf den transparent gemacliten Chromatogratiitnen ist liier 
er&ilinenswert [235]. Auf weitere Anwenclungsl~eispiele, clerh Stuclium fiir die 
.papierclirotnatographisclie Technil< immcrliiti sehr empfehlenswert ist, kanti nur 
hitigewiesen werclen : Papierchrot~~ntograpl~ische Analyst van Corticostcroiclen uncl 
ihren Nletaboliten aus Urin [322, 3331 IttIc Rincler-Nebennieren [2So] ; ‘13estinnnung 
von;.Alclosteron in Nebennieren [139] oclcr Harn j-210, 3051, Isolierung x7on Cortico- 
steroiclcn [295]. Schliesslicli whit-en als cveitere interessante Anweticlungsbeispiele u.a. 
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m erkilinen : Iclcntifizierung van Nel~ennierenrinclenhor~iioiic~i ini mcnschliclien 
Plss~na. [3+x], in rncnscl~licl~en Ncbennieren uncl Nebennierentulll~ren [323], Iso- 
iierung x~on Alclosteron aus Harn C3563, Iclentifizierung van Corticostcroicl-Mctaboliten 
aus I-Tarn [2g6], cliemisclie l3estirnmung van Progesteron [2x5]. 

Die l~a~~iercl~romatographie lial: sicli such auf diesem Gebict: nls #usscrt: frucll tbar 
erwiesen ; es ist clementslxecl~encl eine grosse Anzalil van Arbeitcn crschicnen, die die 
~l~ro~i~atograpliisclie Metl~odik dieser !ioc!ipolaren StolTgruppc sttinclig 1,.erbesscrt 
haben. Neben vielen wgssrigen Systemen haben sic11 such bier die fiir Steroicle ent- 
cvickelten %;:\I:l~:\I~oxI- uncl 13vsH-Systeme ver\\*enclcn lassen, wobei im allgemeinen die 
Chron~atographie auf Blg:ittern clerjenigen auf Streifen \*orgczogen wircl. 

(I) Digiiccrlis- ,tuad Stro~lta~t,l/~lrs-GLjrlzositlc uutl .4gZykoue. Eercits 1950 ist VOII 
S~~EN~sElrj uND JENSEN [2451 eine brauchbare Metliocle angegeben ~vorclcn. Sie ver- 
wencleten Chloroform-Metllanol-Wasser-Gelnische (I-III in Tab. 50) zur Chromato- 
graphic uncl Tricllloressigs~iure als I’\eagens ; die Iieaktion ist \?el cn~plincllicl~er fiir 

Purpureaglyliosicl I3 mid Digilanicl 13 sowie cleren Spaltllngsproclulite (intend\: blau), 
als fiir die entspreclienclen A-Glyliosicle uncl Spalt:ungs~~roclul;te (riitlicli) ; Digilanicl C, 
Digosin uncl Digosigenin gcben stahlblaue Farbcn. Die Systeme crlauben jedoch in1 

~>AUJ:STJ<riCI<EX \‘OS i-~~Ii~CiI_\‘liOSII~I’S, .‘\GJ,\‘JiOSl~~ USJI JIIJ<ISS ;\CIS’I’>\‘L’I’S IS C;\I 

--- _.__ .___---____.--__.-_-~ -_-._----_.-_- .._.-.-._-.- 

I~-/lkw:o/ J’.~?‘olrrof 
Sllbslarlz _-._.--_.---..-~-__- .--__ - _-.- --I-I--._---_--*-. . . 

2., hSi’lrl. .}S SIII. 2.J .‘ilrl. *IS s/r/. 
.____......_._- ------ -.- .__. --_.---.- . . .._ - .._.. --- .--.. _-- . . - _......-..._ .----.- -_- .-. --.-.-.- -.-. -. 

[:!*I.31 
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-‘a 

allgenleincn nur den Einsatz van je 5~ Substanx wegen der Tenclenz zur Scllwanzbil- 
clung. Die &Ietl~oclil~ ist s@iiter verbessert: \vorclen clurch Verwenclung cles ZWI~ARONI- 

Systems Formamicl/l3enzol-Chloroform (4: 6) uncl van mehrercn Farbrealdionen wie 
rlntill-iontrichlorid, DNB, Pikrins~~ure, Nitroprussicl-Natium etc. (vgl. Nachweisrealc- 

LitCVd Ztl’ S. 2j2/2 jtY’. 





clenolicle sincl in Tab. 51 wieclcrgegelxm, eine graphiscl~e .Darstcllung in 12341, Farb- 
reaktionen mit ‘Trichlorcssigs~urc uncl ‘l~ollens Tieageiis in [243]. H:~ss.+LI, UNI) &‘~RTIN 

bericliteten 1951-[326] iiber ihre Versuche niit verschieclenen Mischungen aus Wasser, 
Ester, Kctoncti, All;ol~olen, Clilorofornl und Natriuinbenxoat, welche mm ‘I’eil 
lxauchbare Systenie clarstellten (\ygl. aucli Jr\fiIINE’r [241, 2461). Es folgteri weitere 
Varianten auf dieset- Basis (Acetylcleriwte k-011 Gitosigeiiin [35S], Digitalis C24.4, 359, 
3ho]), teilweisc unter Verwcnclung van niit Sililion l~yclropliobierten Papieren [203, 
2731 uncl aronlatischer Alclehyclc als Tnclikatoren [203, 273, 2761, vgl. Tab. 52. Tn- 
zwisclicn ist such clns System B, k-012 Busti mit Erfolg zur Trcnnung lierangezogen 
\vorcleti ( [2oS], s. ‘1’ab. 53). Weiterhin wurclen nucli mit lxitanolgeskittigteni Wasser 
teiljveise gutc Cl~rotiiatogranitiie crhalten [257]. Allerclings ist liier cler RF-Wert cler 
glul;oscfrcien Substatizen cler Purpurea- ut~cl Lannta-Gruppc recht klein. Enttvecler 
beclicnt man sic11 claher cles Durcl~laufcl~rot~~atograxnt~~s oder eines Zusatzes van Eis- 
cssig ocler Rlctlianol : Butaiiol-Eisessig (bzw. ~~etliaiiol)-M~~sser (5 : I: 5) ; clie kissrige 
Phase ist fiir die Purpurea- uncl Lanata-Gruppe, die Rutanol-Phase fur die Stro- 
pliantus-Grul~pe geeigtiet. Auch eine cluantitative Auswertung crscheint miiglich. 
17tir clic Restimmung clcr Komponenten in Digitalisproben l~eniitzten SILI-:I~RM~\N 
UND *VI-IOIZI) [aS71 Essigestcr-Renzol-Wasser wit 1.5-7.5 OL Alkol~.ol uncl Pluoreszenz- 
pllotogml~hie mit clensitometrischer Answertung. T>as System wurde spZ.ter offen- 
siclitlicli verbessert clurcli zus#tzliche Verwenclung van Clilorofortii [361]. Solche 
Systcnie \vUrcleti \veitct+it3 vielfach ~tbgewaticlelt mid je nacli .Reclarf bless fiir Grup- 
pcntrennungen ocler ~in;l,eltrennutlge~l cler Digitalisglykosicle uncl Genine \wwcnclet 
[363]. Nocl1 1 ;otnplizierterc T,i~jsungsnlittelgemische [364] hfriecligten la.um. Mit 
eineni revel-secl plmsc! Systcni kotititcn *~scI-I1Isc.I-rIx cl cd. [2@] gute Resul.tate crreiclien. 
~1Zh.s Papicr wircl liierbei niit cler orgmischcn Pli:m cler Gctnisclie Octanol-Petitanol- 
~Vasser-~ortii~uiiicl .j : 6 : S : 3, (V) , tj : 2 : I : 4 (VI) ocler z.13. Pentniiol-Wasser 1: I (VII) 
inlprKgnicrt uncl clic wsissrigc Phase client als tnobile (s. ‘I.-al>. so). Die quantitative 
‘13estinitnung erfolgt in clenEluatcn niit S~~iitliyclrol.T~iirclicCarclenolicle ausCntt7!cllZclr~~a 
ucaj~~lis werclen nebst den obigen Systemen nocll Isolx~tanol-Wasser (VIII) uncl 
Butanol-Pyriclin-\Vasscr 3 : I : 3 (IS, 7’ab. 50) nacl~ folgenclem Schema verwcnclct 
[362] : 
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In M7eitereiit\vicklLilig ilirer Metlioclik (s. oben) liaben l<EICHS’rISIN LL? d. [3G5] 
ausgezeichnete Systeme fiir stark polarc Glykosicle uncl Aglykone gefunclen, wobei rnit 
Wasser getrklites Papier als station%-c Phase mid ,1b-Butnnol ocler lc-73utanol-‘l’oluol- 
Gemisclie als mobile Phase clienten. Letzteres System ist besonclers brauclibar fiir 



Convallntosit~, Digitalinum-\:erunl-tnonoacetat, Gofrusicl, Frugosicl, Nigrescigenin, 
Oclorobiosicl-G-monoacetat, Oclorotriosicl.-G-tiilonoacetat, Sargcnosicl-cliacetat, Theve- 
hiosicl, ‘Tlievetin : clas ~Vasser-I~L~tatiol.-System -Fiir : Acolot@lorosicl Ii, Oualmin, 
Sarti~entosicl A, /c-Stropliantliiti-P, /+Strol~liantliosicl, Uzarin. Cclegentlicll tritt eine 
leiclite Scl~wanzl~ilclutig auf. Die Resultate sincl in gral~l~iscl~er Form wicclergegeben. 
Diese Systcme sincl wither van cler ‘Rr~rct-rs.I-t~tN-Gruppe fiir clen iNachweis van zahl- 
reiclien mcleren C.~lyl;osicleti ausgiebig uncl niit gutem Erfolg beniitxt worclen, wit aus 
den viclcn Arbci ten in den letatcn _JalirgYngen cler Hclvclicfc Chiuticrr. AC&~ liervorgel-tt. 
Als lxsonclet-s instruktive Eeispiele seien bier lecliglicl~ clie Isolierungcn CLL~S .SI7~of5ltnw 

tlcws ICdiCI~iii p7, Sg] , I~~ysi~~zrm cl~c;f,jcli!oli.iL?Ic [go] uncl (~lossosbcZwz spMh~~lnd~~~u 
[36G] erw#hnt , wobci nuch cinc grossc Atizalil van Farlxcal~tionet7 besclxieben wurcle. 

Fiir die vollstlimclige ‘l’retinung van I)igitalisglyl;osiclen uncl Aglyl~otieti iti1 aufstcigen- 
den Cl~rotiiatoffr~~ti~m gild I<;\tsRt< [367] 2 neuc Liisut~gstilittcl~,lcmiscl~c votii Z\t~I:;\IwNI- 
Typ an: I.‘ort~iatnicl/Sylol--RlctliyliithylI~eton (I : I) fiir die Glykosiclc cler Digitosin- 
stufe uncl Aglyl~one uncl ~~ortiiatiiicl/Cl~lorofo~t~~-~~etrahyortnat~~icI (5 : 5 : 
0.65) fiir die I+-itn~~rglyliosiclc (s. VIII uncl IS in Tab. 50). Systetn VIII ist russet-clcni 
fiir ;/,ahlreicl~e anclcrc wenig wasserli:jsliche Herzglyliosicle gut geeignet. Ausscrcletn 
werclen nocli weitere, sil~nlicl~c I,iisLitig”sniittelsyStetlle Iiir slxsielle Trenntlngeti sowie 
die M6gliclilieiten zut Iclentitizierung cler in den Hcrzglykosiclcn vorkotntnenclen 
Zuckcr lxsch-ielxm. Nach cler Methocle cler l’vlcl~rfacltcl~rotnatogral~l~ie in 170rtnatnicl/ 
Xylol-Metltyl&tl~yllieton (a : r oclcr 3 : I) lasscti siclt die U- uncl p-Fornicn van Aketyl- 
cligitosin, Acctylgitosin uncl Acetylcligo.siti treiincti. Ul’ber citic Variante mit Athyiet~- 
glyliol/Cl-tlorof0rtll \Tgl. i:36S]. 

(2) GL_vkos itlc 2u1.d A ~g;IL:\flw 1l.c 7w12 .‘;‘CiLk.~-H~,Llt~-~‘~~. .1?iir clic Ci-iromatogrupl~ie sellwt 

eignen sich I,iisungsn-tittcl \vic! sie llei clen He@yl<osiclet~ lxscl~riel~en wordcn sincl. 
Als lxsoticlcrs wrteilhaft cr~viescn siclt Colgeticlc Varixnteti votii %.\1:1;;\~~0NI--l:\:I): Pro- 
pylenglylsol-Wasser (4: I)/I~ctlzol-Pctrol~tl~er (I : I) ocler Betizol-Cliloro~fortn (I : I) 

soLvie I~ortnatiiicl/l3etieol-Cl-tloroform (6 : q.) [f$i, 369], wolxi clic Resultate tcils gtx- 
lA~isc1~ [#I tcils nacli RpWerten [36g] angegcbeti sincl. Als Nachwcis client in crstcr 
Linie clie l;arbrealition mit Atititiiotitricl~l0ricl (Angabe clcr verscl~iecleticn Fnrlxn s. 
[96, 369)]) sowic clie I~l~totolioI~ie mit eincr Filtcrlioti~l~itiatiot~ bei 300--350 nip, woniit 
cler fiir den Scill~-:~~ufo-‘l-yl~ cltnraliteristisclic Cutnalitiring slwzitkch erfnsst wircl 
[zzs]. Die ncucste %usammctlstellung finclet sic11 in [3S5]. 

Fiir Sapotiine haben siclt bislier \vlissrige Systenie ani bestcn Ixw$hrt uticl z\var tcils 
saurc wit ~13. ?~.-13utatiol--Essi~s~Lire-M’asscr (4: I : 5) [275, &Xi], tcils ticutrale wie 
Clilorofortii ocler IY3enzol in hliscliungen niit verschiecletieti Lvlissrigeti All~ol~oleti 
(13utano1, Isoat~~_vlall;oliol) ocler selbst basisclie, wie I~etixol-13utaiiol-l:‘yriclit~~-\~~~~ser 
(10: 4 : I : 5) [qs] ; Atititnontricliloricl, nronxt.tisclie Alclehycle oclcr Perjoclat--Pcrnian- 
gnnat (s. Nacl~weisreaktionen IV I e) clienen als It~clil~~~toret~. 

Etwas eal~lrciclier siticl die Atigabeti tiller Sapogcnine. Von S\~Nrli cc cd. [25g, 
260, 3701 wirclen zucrst ~I3cnziti-Cliloroforni-Essigs5ure-Systetne vorgesclilagen, die 
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sich liaupts~icl~licl~ fiir die Trennung in verschicdene Gruppen eignen cliirften. Neutrale 
wtissrige .?A steme wit Pctrol~tller-‘l’oluol.-Kthaiiol-~Yasser in Miscliungsverh~ltllissen 
x-on o-40:40-0: 1-3: g-7 [247:] sclieinen jecloch vorteilliaftere Resultate zu liefern, 
teilweise aucli fiir die Sapogenin-acetate. Schlicsslich erwiesen sic11 such Systeme vom 
Z..\I:I;;UZONI-T_V~~ mit Carbitol ocler Formamid als station8rc urlcl Hesan-Octan oder 
13ennol als mobile Phase [274] als clurchaus niitzlich, teilweise im I~urclilaufcl~romato- 
gramm unter I3eniitzung van Leitfarbstof’fen. In vielen F~llcn wircl such auf cliescm 
Gebict die Anwenclung beicler Typen van Systemcn vortcihaft sein, vgl. such [3S3], 
‘Die Sapogenine lassen sic11 x.13. mit Antiniontriclilorid, l’ricliloressigs~ure, aroma- 
tischcn Alcleliyclcn ocler auI biologiscl~em Wege (such auf dem Papier) clurch ilire 
Feihigkei t, 13lu t zu lliiniolysieren, nachweisen [247] . 

(g) GaZZe~1~~sii~tr~c~~~., . Stcr~oiclca~~bo~bsiil~~~~~~ 

WZlirencl sic11 fiir die Stiurcester jc nach PolaritZt die fiir die Steroidcliromatograpl~ie 
iibliclicn neutralen S+mc ~1oiii 13r;sH- ocler %;\I;l:..\I~ONI-l~yl~ eignen (vgl. aucli [371]), 
sincl fiir die frcien SKuren saure oclcr basische Systeme zu verwenclen. Als letztere 
clienen bcispiels~veisc qI.-Propanol-NH,OH-Wasser (go : z : S) ocler besscr ,rt-Propanol- 
j-itliaiiolamin-M’asser (go : 5 : 5) [372 3, Colliclin-Wasser (I0 : 3.5) in Ammonial~atmo- 
spll#rc [36x J ocler Isoan~_ylall~ol~ol ges2ttigt mit 3 M-Ammoncarbonatpuffer bzw. 
3 “/{,ig. Anim0niali [27x]. Als saw-e Systeme liaben sic11 z.I3. folgencle bcw~lirt : statio- 
nhire Phase 70 ?&igd Essigskn-e (Impr~gnierung cler Papiere), mobile Phase Isolxopyl- 
$ther-Heptan G : 4, 3:s ocler s*5:1.5 [2g1, 2,521; Butanol, gestittigt mit 3%iger 
w+issriger Essigskiurc 625 I], So %ige Essigskre [271] uncl 7‘01uol-Essigs~ure-\x~~asser 
I : I : 2 [qo]. Diese Systemc sincl meist such fiir die konjugierten l’auro- uncl Glyko- 
Gallens~urcn geeignct, wobei auf- ocler absteigcncl cl~roiiintogral~hiert werclen kami. 
Als Nacllweis clienen u.a. Antijnontr+icliloricl, Pliospliors~ure, Pl~ospl~o~~~olyl~ci#~~- 
ssure, aromatisclle ,4lclel~ycle uncl in Spezialfiillen ,Jocll~aliumjoclicl (vgl. Nachweis- 
realitionen Absclinitt IV I e) uncl im besoncleren die Angaben fiber zahlreiclie SZiiiren 
uncl Ester in [27x]. Gallens2iurcn mit reaktiven Ketogruppen lassen sic11 such als 
GrIi:\Izu-Derivate cliromatograpliieren [373], ini allgemeinen aber wircl man clas Arbei- 
ten mit freien SKuren ocler iliren &tern \rorzielien. Zur quantitativen 13estiiiimung van 
pal~iercliromatograpliiscli getrennten Gallens~uren vgl. [374, 3751, zur autoradio- 
graphischcn Auswcrtung [261]. 

Wie bei den Gallens#uren handelt es sich bier um saure Verbindungen (Konjugation 
mit Glucuron- ocler Scliwefels~ure) fiir welche sicli einige kksrige Systeme gut zu 
bew~illren sclieinen. %u erw2linen sincl besonclers ~a-Butylacetat-~b-~~~tanol-Iocl/,ige 
Essigshiure (ocler 10 ‘;Lige Anieisens~iure) im Verlidtiiis 4: I : 5, bzw. wI3utylacetat- 
Methanol-0. I M-Rarbituratpuffer pH S.z (3 : I : I ; einpliasig) ocler iitliylacetat-12- 
Rutanol-0.2 ‘$:, wgssr. Aninioniak (7 : I : S) ocler Isoal~~ylall~ol~ol-cont. NH,,OH-Wasser 
(55 : 37 : IS). Die RF-W er e einer griisseren Anzahl voii Glucuroniclen [250, 3%) uncl t 
Sulfaten 1376, 3563 sotvolil van C,,-Steroiden, Progesteron- als au& Corticosteroid- 
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Metaboliten sincl in cler Literatur angegeben. Auch wasserges%ttigtcs T3ut~hi ocler 
~itllylacetat-~1.-l_>)utanol-0.2 N-Essigs5ure (9 : 1 : 10) sincl clafiir geeignet, einsclilicsslich 
Oestrogen-Sulfate [263, 38~61, I1i.c Nacl~weisn~ijgliclil~eiteii sind recht enlilrcicl~ [3Sti], 
2.13. UV- Absorp tioii, ?la-I~initroben;l,ol, Pl~ospliomolyi~cl~iis~~~re, Antini0ntricl~l~.,ricl 
so\\yic aiiclere uncl iin Fall der Sulfate Rhoclizon [376]. 

Als ‘letzte Masse seicn schliesslich basiscl1 substituierte Stcroiclc und einigc Alldoiclc 
mit steroicl~linlicl~en~ Skelett crw!ihnt. Fiir Stcroiclnminc, die nur tin Sticlistoffatom 
enthalten wird wassergcs%ttigtcs Butylacetat oder ein inverses System mit Kerosin 
(Paraffin81) uncl cv%ssrigcni Alliol~ol vorgeschlagen [rc)q.]. lMit clicsen Sy5tcmicn llisst 
sich such die Auftrcnnung voii cinigcn 3f~- uncl 3/3-Isomercn crreiclien, 17iir ctic 
Clii-omatogrup~iie vcni All;aloiclen aus ~~r~lff.~‘/‘/z~~bj~i cr~tt~d:\)scrct~~/~c(I, (Conessin, Solanin 
etc.) gcben clie gleichen Autoren ;I\,/;-JVcrtc iii Aniylalliohol-~ssigs~ure.-~5’FLsscr 
(4: I : 5 ; obere I?hasc) ocler Paraffiniil/.~thanol-NI-I,,OH-~~’asser (75 : 2 : 23 ; inverses 
System) an. Dime Systems Inssen sich in weitcn Grciizeii variieren; u.8. wiirclc such 

Butanol-Essigkiure-Wasser (4 : I : 5 : ohere Phase) als sehr niitzlich befunclen [z7S] 
fiir clie genanntcn All~aloicle. Mit Athylncetat-Essig&iure--\Vasser (3 : r : 3 ; uiitcr 

Zusatz van 15 Vol. y0 Athanol zur oberen Phase) lassen sicli die isomeren Solanine 
uncl Chaconine gut cliffcrenziercn [z53]. Fiir Hyclrierungsproclulttc cler Veratrinal- 
lsamine diente niit M-KC1 iinpr~gniertcs Papier uncl niit zF;ig. HCl gesgttigtes I3utanol 
als mobile Phase [279], fiir hypotcnsivc Alkaloicle aus Vc~nt~uwt c~ll~tuu (Proto\-orn- 
trim etc.) wiederuni ein saures System : ~~tl~ylenchloricl-Essigdiure-Wasser (49.5 : r : 

49.5) ocler anclere Lijsungsrnittel anstclle cles .;itliylcnchloricls [377]. Als Inclil~atoren 
l&men teds solclie fiir Steroicle, teils solche fiir Alkaloicle verwenclet wcrclcn. H‘uufig 
konimen Antiniontrichloricl, Antinioripentacliloricl, Pliosl~liori~olyl~~l~iis~inrc, anclere 
Tiluores~enzreaktionen (teilwcisc bcsitzen die Substanzcn ix-n I_JV Eigenfluorcszenz) 
oclcr z.B. I<aliuinjoclplatinat ocler -wismuthat in Rage (s. Nacllweisreaktionen, IV I e). 

3. Chemische Struktur und chromatographisches Verhalten 

Fiir clas Verhalteii der Steroicle bei der Verteilungschron~atographie lasseu sic11 auf 

Gruncl systernatischer Untersucl~ungen [r7S, ISI, a3z] uncl clcr Tabellcn 30-49 tine 
Reihe von Gesetzrm~issigl~eiten ableiten uncl mm Teil begriinclen. In einenl gegebencn 
Systenl ist der RlT-Wert zunkhst van cler Anzahl clers C- uncl 0-Atome abh~ngig, 
cleren Verh%ltnis die Polaritst cler Substanx bis zu einwm gewissen Gracl bestininlt. 
Gleichwertige Saucrstoffunl~tionen vorausgcsetzt, ninimt die Polarit~t z.‘l3. cler 
folgenclen Jieilie ab (uncl die Rr+Werte zu) : C,,O, > C,,02 > CzlOz; cbenso laufen 
x,13. Propionate scllneller als entspreclienclc ricetate. Neben den7 C/O-Verh%ltnis 
wircl cler ApWert nber in erster Link clurch die Natur cler SauerstofFLlnktioil bestimmt, 
cleren Po1aritZ.t sich folgenclermassen verhdt : 

+-I > >” = (-J > -.-.- COOJ< >. -c_&..o __.& 
> \ 
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Laktongruppen iiben im allgemeinen eincn sttirkeren Enfluss aus als gewijl~nlichc 
Estergruppen. Je nach Lage in7 R’Ioleltiil ist cler Einfluss cler Tietogruppen unter- 
scl~iecllich ; PolaritKt cler Ketone: C:, ocler C,, > C,, > &. Sie Lvird ini \veitercm clurch ; 

konjugierte I>ol~pelbinclungeii folge~-iclcrniasscn dcutlicli beeinflttsst : 

Wlil~rcntl die Thing\-c?rl;iip~ung (A/R cis oclcr /WIZ,S) lxi clen Al-3-Kctonen noch eine 
Rolle spielt, ist clies bei den ges~ttigtcn x-Ketonen praktiscli nicllt nichr cler Fall; sic 
gelxn die gleichen RF-Wertc fiir Allo- uncl Normalreihe. Isoliertc T~ol~l~cll~i~~cl~~~~gen, 
z.13. d”(11) haben ebenfalls keinen signitikantcn Einfluss auf clcn I?]:-Wert. Hingegen 
vcrhalten sich A”-&3-Hydrosysteroiclc in den meisten IWlen et\vas polarcr sls die 
ges#ttigten lvenn nicht zu \,icle an&w Saucrstofunl~tiolie~i vorlianclen skid. 13csonclcxs 
gross urlcl unterscl~icclliclz ist cler Einfluss van Hyclrosylgruppen. Er h#ngt al:, 

I , \-on ilircr lic.)nTol-nlat:iot~ (nsial c~lcr cquatorinl) 
‘2. x*011 stcrisclicn \‘crliiiltnissen 
3, ~011 \\~ccl~s~l~~~i~lc~~~i~,rc~i Inil: clcin <‘li~onlntc.)gr~~~~liic-R4iIici~. 

Es liess sicli zeigen, class de Hyclrosylgruppcn in ccluatorialer Stcllung stcts 
polarer sincl als cliejenigen in asialcr (vgl. Formelsclienia II ~incl III auf S. 124) x.13. 

I Iff > I rp: Gu > c,p: if; > ju : I 7p > 1 711 

Aus Tabelle 40 ergibt sic11 fiir Hyclrosy-cortesone x:13. folgencle ICeihc 
fiir l’/‘l’ol: IOU > I_=jU > 19 > 1 IfI > ‘73 > II > IS = G/!.f > I..pf > 17r.t > s orl. cj > 11p 
i’iir F/‘Bc-Cl-ICI,: I CifL > 1 St1 > .I CJ > 7? > I I II > I8 = op > I ‘(1 > s Ml. q > I ‘If1 > I 7’1 > I I@ 

Fiir lMono-hyclrosy-progesterone ergibt sic11 aus clcr Literatur: 
nit P/J,igroin : Carl > I ou > 1 II > 6p > I +I > I I/I > I p > .: I 

Die Beispiele zeigen, class stcts alle Hyclrosylgruppen in ecluatorialer Stcllung (c) 
polarer sincl als jene in asialer Stellung (a), gleichgtiltig ob es sic11 uni prinilire ocler 
seliuncl~re hanclelt. Die Differenzierung innerl~alb jecler Gruppe (e ocler a) Ivircl u.a. 
clurcli sterisclie Faktoren bestimmt sein, uncl clie einzelneri Verscliiebungen inncrlialb 
clieser Gruppen (e bzw. a) bei 13’. 1 .- 1 ‘cc e+c van Lijsungsniittelsystemcn l#sst sich \venig- 
stem teilweise clurch die ~Yeclisel\virl;ung zwisclien Substanzcn uncl Milieu erlil#ren. 
Die Lage des Gleicllgewiclits \:on ~~~asscrstoI:fbriicl;cnbinclungen m&hen Substanz, 
rf~obiler un.cl stationk-er Phase soivie Cellulose, cliirfte liicrbei eine bccleutencle liolle 
spielen (vgl. such [2og] uncl clas cigenartige Verlialten in1 E,13-System, r34m 
Geracle cliese Unterscliiecle sincl es, die fiir papierclironiatographiscl~e Iclentifizicrungen 
van grijssteni Wert sincl. Reispiele fiir die Secluenz~inclerulig van Siibstanzen beim 
Weclisel van T3r;sI-r- ;LU~ ;/,;\l:I:=\mONI-S?;steiile hid in den ‘l’abellen lcicht zu linden. Hier : 
sci lecliglich auf &is schoit klassische 13eispiel clcs Alclosterons liingewicsen, das, 
lxsonders gut zu inter- uncl intramolekularcn \\‘asserstol’fbriicl;exibinclungcn befYliigt, 
in verscliieclenen Systemen in1 Vergleich ZL~ Cortisol ocler Cortison stark wecl~selncle Ilii, 
RI;-Werte aufweist. 

Die sterisclicn Verli#ltnisse dcr Ringc A uncl T3 becliirfen noch einer dilieren 
T3etrachtung. Die Eiufig zitierte Ikhauptung, class Steroicle niit Sa-Konfguration 
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(A/l3 2, YGIICS c;c mCicher polar sind, trifft in clieser Form sicher nicht zu. Die PolaritZt .’ ) . 1 
hsngt such bier weitgehend da\-on ab, ob sich im Ring A asiale ocler ccluatoriale 
Substituenten befinclen. MW~renci sicli, wie erwshnt, ser.- oder +Steroicle lxaktiscl~ 
nicht trennen lassen, wenn sich in3 Ring A kein Sulxtitucnt oclcr nur eine 3-Iieto- 
gruppe befinclet, tinclert sich die Situation grundlegencl bei Vorliegen eincr Hyclroq-l- 
gruppe in 3-Stellung. Unter Verwenclun, m cler Indices CL uncl /3 fiir die Hyclro.sylgruppc 
in 3- uncl das H-Atom in 5-Stellung, crgibt sic11 aus den ‘I’alxllen eincleutig folgenclc: 
Polarit$itsreihe (fiir Cl,,- uncl C,,-Steroiclo) : 

3p.s =.. 3u,5p > 
3-ot-1 CC1 lI;LtC)l.iill 

1 I 

welclle also clirekt van cler Konformation cler Iiyclrosylgrupl~cn uncl nicht von clcr 
Ringverlintipfung abhZngig ist. Dcr Unterschicd in cler Polaritiit zwischen Gruplw I 
uncl II ist in den nieisten Fhillen gut uncl fiir Trennungen nusreichencl. Der Unterschiecl 
innerhalb cler einzelnen Gruppen ist clurchschnittlich kleiner uncl htingt ziemlicll 
stark van den iilxigen 13eclingungen kvie ,Ltjsungsmittelsystern und zusZi.tzliche Substi- 
tuenten ab, so class er fiir einc Trennung nicht immer ausreicht. Die aou-Hyclrosy- 
gruppe in C,,- Steroiclen ist in cler Regel poker als die 2o/3-Gruppe. Ausnahmcn sincl 
aber mtiglich je nach weiteren Substituenten uncl Lijsungsmittelsysternen, Als 13eispicl 
solclier \47echselwirliungen sei erw5hnt, class cler Eeitrag cler 1x/3-Hyclrosygrul~l~e zur 
Polaritst im %,\l:l:~~Roh’I-Systenl grijsser ist als clerjenige cler zo-Hyclrosygruppen, 
wshrend ini l3vsr?-System das Gegenteil cler Fall ist [350]. Fiir Carclenolide [a433 uncl 
Sapogenine r24.7, 2591 gelten die gleichen Gesetzm~ssigkeiten wit sie fiir die Steroicle 
cliskutiert worden sind. l3emerkenswert ist jecloch, class manche Monoglyliosiclc 
schneller laufen als ihre Aglyltone (vgl. Tab. 50; [azc,]). 

I3ei einer Betrachtung cler bisher gefunclenen ZusammenhZnge zwischen Konsti- 
tution und cleni Verhalten von Steroiden bei cler Verteilungscl~roniatogral~hie sollte 
man aber auch auf die zu&tzlichen uncl noch schwer vorauszusehenclen scli~v~cliercn 
ocler st%rkeren Adsorptionserscheinungcn achtcn, ebenso lvic auf die gelegentliclien 
VerclrKngungseffeli~~~~‘l~ei Gemischen. Wenn sich einerseits durch die sehr starke 
Differenzierung cler Polarit%t ~‘011 verschiedcnen Sauersto.flu~~ktioncn ausgezeichnetc 
Trennungsmiiglichl~eiten ergeben, so ist es anderseits leiclit mijglich, class Steroiclc 
ganz unterschiecllichen Sauerstoffgehaltes in einem bestimmten System clen gleichcn 
&‘p!Yert haben; so liiinnen sich x.13. Triketone wie Hyclrosyketonc oder I’riole \viC 
Dil~yclrosycliketone verhalten, wobei Un,terscliiecle ini C-Gehalt cbenfalls noch aus- 
gleichencl wirlcen liijnnen. Umso wertwoller ist hier die schon mehrninls erlvglinte 
M6glichkeit cler Differenzierung durch anclere Lijsungsmittelsysteme, v-crschieclcne 
Farbrealitionen uncl zus%tzliche physilialisch-chemische Teste (s. IV I f). 

Herrn Dr. A. WETTSTEIN clanlce ich bestens fiir die Fijrclerung clieser Arbeit, Herrn 
Dr. I. E. RUSH fiir die Mitteilung unvertiffentlichter 13efunclc uncl Herrn E. WN ARS 
fiir die Rusfiihrung cler Zeichnungen. 
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