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ul3ER EIN NEUES LbSUNGSMITTELSYSTEM 

ZUR PAPIERCHROMATOGRAPHIE SCHWACH POLARER 

STEROIDVERBINDUNGEN 

GERHARD LANGBEIN UND MANFRED MEYER 

~i/‘iss~rzschuftZicfle Laborato4ien des VEB Jenapkarurt, 
Jena (De2~tschland) 

(Eingegangcn am 21. Dezernber IgGx) 

Zahlreiche Ldsungsmittelkombinationen sind zur papierchromatographischen Analyse 
von Steroiden mit Erfolg erprobt uncl beschrieben worden. Zu den noch unbefriedigend 
geldsten Aufgaben gehijrt vor allem die Trennung wenig polarer Steroide. 

Bei der Synthese des Prednisons aus Schweinegalle standen wir vor der Aufgabe, 
das scliwach polare 3cc,GOc-Diacetoxypregnan-zo-on (XV) von seinem Al79 “O-20- 
Enolacetat (IX) papierchromatographisch trennen zu miissen. Die bei der Priifung 
bekannter Systeme erhaltenen unbefriedigenden Ergebnisse veranlassten uns, das 
Interesse auf Ltisungsmittelsysteme zu richten, deren stationare Phase starke Polari- 
tgt aufweist, fiir die in Prage kommenden Steroide gute Ldsungseigenschaften besitzt 
und bei Zimmertemperatur wenig fliichtig ist. 

EXl?ERIMENTELLES 

Die Priifung verschiedener Systeme 1, besonders solcher mit umgekehrten PhasenZ, 
wobei das Papier mit Silikonijl, Paraffinijl oder Vaseline hydrophobiert wurde, fiihrte 
zu wenig befriedigenden Ergebnissen. Atl~ylenglycolmonopl~enyl&ther (Phenyl- 
cellosolve), mit dem gute Trennungen bei wenig polaren Substanzen beschrieben 
worden sind3, stand nicht zur Verfiigung. 

Nach den geforderten Eigenschaften fiir eine erfolgversprechende station&e 
Phase erschien uns die Verbindung A.thencarbonat sehr geeignet. Die DielektrizitZts- 
konstante des Athencarbonats betragt”: cQOO = Sg.6. Sie ist demnach grtisser als die 
Dielektrizit5tskonstante des Wassers (Q-,” = 73.4). Atliencarbonat zeigt ausreichende 
Lijsungseigenschaften fiir alle bekannten Steroide und ist bei Raumtemperatur kaum 
fliichtig (Pp. 39’; Kp. 236”). Die Ergebnisse unserer Untersuchungen unter Anwendung 
von Athencarbonat als stationgre Phase werden im folgenden beschrieben. 

A rbeitsmethode 

Vorbereitzcflg rZes Pa@‘ers. Athencarbonat wird in einem leicht fliichtigen Lijsungs- 
mittel unter ‘kurzem ErwZrmen gel&t. Wir verwendeten dazu Methanol. Das aus- 
gestanzte Papier wird lcurz durch die Lljsung gezogen. Danach lasst man das Methanol 
verdunsten, wozu 10-15 Minuten ausreichen. Nach dem Auftragen der Substanz 
wird mit der entsprechenden mobilen Phase absteigend chromatographiert. Es wurden 
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Papiere von Schleicher & Schtill Nr. 2043b verwendet. Die Fleckenzeichnung ist bei 

allen in der Tabelle I angeftihrten Verbindungen sehr scharf. Nur bei wenigen der von 
uns untersuchten Verbindungen (z.B. 3cc,Gcc-Diacetoxy-I6(17)-pregnen-2o-on), die in 
Tabelle I nicht aufgeftihrt sind, wurde S -1lweifbildung beobachtet, Die Losungs- 
mittelfront legt in etwa 3 Stunden bei den Sysremen A bis D der Tabelle I bei einer 
Arbeitstemperatur von 18 -27” eine Laufstrecke von etwa 10-15 cm zuriiclc. Der 
RF-Wert und der Trenneffekt bei ahnlich polaren Verbindungen ist durch Erhiihung 
des Anteils an stationarer Phase auf dem Papier stark beeinflussbarfi. Fiir Athen- 
carbonat fanden wir ahnliche AbhZngigkeiten. Man erzielt unterschiedliche Mengen 
Athencarbonat auf dem Papier, indem man das Chromatogramm mit Athencarbonat- 
Methanol-Lijsungen verschiedener Konzentration tr%nkt oder indem man das Chroma- 
togramm nach dem Verdunsten des Methanols ein zweites Ma1 durch die Liisung der 
stationaren Phase zieht. Da Athencarbonat bei Raumtemperatur im festen Aggregat- 
zustand vorliegt, lasst sich die station~re Phase sehr gut dosieren. Man kann die auf 
das Papier aufgetragene Menge Athencarbonat nach dem Verdunsten des Methanols 
durch Wggung bestimmen. Wir gelangten zu folgenden Werten: 

Bei einmaligem Tauchen des Papiers in einer Lijsung von IOO g Athencarbonat 
in 200 ml Methanol erhalt man 0.7 g Athencarbonat pro drn2 Papier. In einer Lijsung 
von IOO g h;thencarbonat in 37.5 ml Methanol erhalt man 1.4 g pro dm”. 

Der Einfluss, den die Athencarbonatmenge auf dem Papier auf die Laufzeit der 
Substanzen ausiibt, sei an dem Beispiel der ausserordentlich wenig polaren Verbin- 
dungen 3cc,Gcc-Biacetoxy-24,2+diphenyl-23 (24) -cholen (II) und 3cr,Gcc-Diacetosy- 
24,24-diphenyl-20(22),23(24)-choladien (IV) erlautert. 

Auf einem in eine Lijsung von IOO g Athencarbonat in 37.5 ml Methanol ge- 
tauchten Chromatogramm (System A der Tabelle I) befinden sic11 II und IV beim 
Eluieren mit Schwerbenzin nach sechssttindiger Laufzeit uud einer Laufgeschwindig- 
keit von etwa 12 cm in ISO Minuten ca. 3-5 cm hinter der Lijsungsmittelfront. Wird 
jedoch das Papier durch zweimaliges Tauchen in die angegebene Lijsung vorbe- 
handelt, so befinden sic11 die genannten Verbindungen bei einer Laufstrecke von 
5 cm etwa 15 cm hinter der Liisungsmittelfront. 

Ar,chweisreaktionen. Verbindungen mit Cholestanseitenkette wurden nach 
CAVINA~ angefarbt. Die iibrigen in der Tabelle angefiihrten Verbindungcn wurden nach 

der von SCHINDLER UND REICHSTEIN’ angefiihrten Methode sichtbar gemacht. Deut- 

lithe Fleclcen wurden bei vielen Verbindungen erst dann erzielt, wenn die Konzen- 

tration des wh-Dinitrobenzols in Benz01 auf mindestens 15 “/0 (Gewicht/Volumen) 

erh6ht wurde. 

In der Tabelle I sind die in den Systemen A-E untersuchten Steroidverbindungen 
ihrer Polarittit nach so geordnet, dass die, Laufgeschwindigkeit von oben nach unten 
abnimmt. Die urspriinglich beabsichtigte Trennung der Verbindungen IX und XV, 
die beispielsweise nach der Enolisierung des 3cc,Gcc-Dihydrosy-pregnan-2o-on@ im 
Gemisch vorliegen, kann einwandfrei durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus lassen 
sich bisher schwer trennbare Verbindungen gut analysicren. Die Verbindung IV 
wanclert infolge ihrer zustitzlichen Doppelbindung langsamer als II. Ebenso lassen 
sich die ,Cholestaclienone III und .V vom q-Cholesten-3-on (I) trennen. _ 

3cz,Goc-Diacetosypregnan-zo-on (XV) 1Zuft im System B der Tabelle I etwas 
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langsamer sls die entsprechende 3cc,G/&Diacetoxyverbindung (XIV). Gcntigend 
scharfe Trennungen werden erreicht zwischen saH- und #H-Steroiden bei Vorhanden- 
sein von nur einer Carbonylfunktion im Ring A. Auch bei starker polaren Verbin- 
dungen, wie z,B. XXVIII und XXX, ist der Unterschied zwischen einem lconjugierten 
Dien und einer Verbindung mit isolierter Doppelbindung gross genug, urn einen Trenn- 
effekt zu bcwirken. Durch Erhijhung der Athencarbonatmenge gegentiber System A 
auf dem Papicr laufen estrem lipopbile Steroide wie 3cc,Ga-Diacetoxy-24,2+dipbenyl- 
23(q)-cholen (II) oder 4-Cholesten-3-on (I) mehrere cm hinter der Ltisungsmittel- 
front. 

Auf Grund dieser Tatsache gibt es durch Kombination verschiedener Lijsungs- 
mittel in der mobilen Phase mit unterscbiedlichen Mengen Athencarbonat pro dm” 
Papier im Sinne der angeftihrten Vorschriften, besonders fur die Trennung der schwach 
polaren Verbindungen noch mehr Mijglichkeiten, als durch die in der Tabelle I an- 
gefiihrten Systeme gezeigt worden ist. So lassen sich die Rs-Werte gleicher Sub- 
stanzen durch Anwendung verschieden hoch siedender Benzinfraktionen in der mo- 
bilen Phase so vergndern, dass die Trennwirkung urn so grtisser wird, je haher der 
Siedepunlct des verwendeten Benzins ist. 

In einigen orientierenden Versuchen priiften wir die Verwendbarkeit des Systems 
Athencarbonat (station&e Phase) und Toluol (mobile Phase) zur Papierchromato- 
graphie des stark polaren Trihydroxysteroids 11a,ryx,21-Trihydrosyq.-pregnen- 
3,2o-dion (Kendall’s q&F), Die Laufstreclce dieser Substanz betragt im Durchlauf- 
chromatogramm 3 cm bei einer Laufzeit von I 2 Stunden. Dieses Beispiel zeigt, dass 
bei entsprechender Abwandlung der Bedingungen sowohl sehr stark polare als aucb 
sebr wenig poke Steroide bei Verwcndung von Athencarbonat als statiomire Phase 
papierchromatographisch untersucht werden kijnnen. 

DISKUSSIOK 

Die hobe Trennfkihigkeit der Athencarbonatsysteme kommt am besten durch den 
Vergleich mit anderen Systemen zum Ausdruck. Aus den Angaben von ZANDER 
und MitarbeiternD lassen sich fiir verschiedene Bush-Systeme, die im Hinblick auf ihre 
Eignung besonders fur Progesteron und Bhnlich polare Steroide entwiclcelt wurden, 
die in Tabelle II angegebenen Rp-Verhaltnisse entnehmen. Gegentibergestellt sind 
unsere Ergebnisse nacb System B der Tabelle I, deren wesentlich grijssere Werte ein 
direktes Mass der h6heren Trennleistung darstellen. 

TABELLE 11 

VERGLEICH DER RELATIVEN RF-WERTE (&) EINIGER STEROIDVl%RBINDUNGEN IN VERSCWIEDENEN 

CNROMATOGRAPHIESYSTEMEN (& COI%-t3iOllZlC~tZlt = I .OO) 

Substuns 

Cortcsonacetat 
Progesteron 
Cholesterin 
3g-Acetoxy-g-pregnen- 

ao-on 

1.00 1.00 I,00 I .oo I .oo 

I.33 1.46 1.62 I.89 5.41 
1.72. x.88 24.9 

2.38 3.48 25.8 

J. CI~r~omulog., 8 (1962) 442-448 
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IXEINEKE~O gibt ein Verhjiltnis der Rs-Werte fiir 4-Pregnen-3,II,zo-trion (Rs = 
1.00) zu Pregnan-3,zo-dion (Rs = 3.5) von I :3.5 an. Demgegentiber steht das Rs- 
Verhaltnis im System B der Tabelle I der entsprechenden Verbindung ohne kon- 
jugierte Doppelbindung im Ring A, des Pregnan-3,rI,zo-trions (XXIII) (Rs = 0.09) 
zum Pregnan-3,2o-dion (XII) (Rs = 1.33) von I :14.S: 

Die in der Tabelle I angegebenen Xs-Werte der ausgewahlten Verbindungen sind 
gut reproduzierbar. Sie vermitteln den Eindruck weitgehend konstanter BeitrZge 
einzehler funktioneller Gruppen zur Polaritat: des Steroidmolekiils. Fiir die Polaritat 
der untersuchten Acetoxygruppen ergibt sic11 folgende Abstufung: 

. . 

Ga-O-AC > G/~-O--AC > 17a-0-.4c > 2 1-0-k 

Es wurde gefunden, dass Tosyloxygruppen unter den angeftihrten funktionellen Grup- 
pen den grossten Beitrag zur Polaritat der Verbindung liefern. Die Beispiele der 
Tabelle lassen die grtissere Polaritat der zo-Ketogruppe gegeniiber der rr-Ketogruppe 
erkennen. Den geringsten, aber gerade noch deutlichen Einfluss unter den angeftihrten 
Gruppen haben Doppelbindungen, wobei ein ken j ugiertes Dien langsamer 12uft als eine 
entsprechende Verbindung mit isolierter Doppelbindung. Auf Grund der festgestellten 
Abstufungen l&St sich der Einfluss der einzelnen Gruppen auf die Polaritat des 
Grundtnolektils (C,r- Steroid) folgendermassen festlegen : 

o-Yros > c=c--c=o > c=o > O---AC > c-o-c > c=c-c=c > c=c 

NEI-IER~~ gibt’ die ahnliche Reihenfolge : 

an. 
C-01-1 > C=O > COOR > C-O-C 

Es zeigt sich, dass bei Anwendung von Athencarbonat als station&ire Phase 
gegentiber bisherigen Arbeiten keine wesentlichen Verschiebungen in der Reihenfolge 
auftreten, obwohl es sich bei den angegebenen Beispielen mit Ausnahme des Choleste- 
rins urn Verbindungen ohne Hydrosylgruppen handelt und im ganzen System nur 
noch die Cellulose des Papiers Hydrosylgruppen besitzt, \&ihrend die statiomire Phase 
ein cyclischer Ester ist und als mobile Phasen verschiedene Iiohlenwasserstoffe 
angewendet worden sind. 

Bemerlcenswerterweise sind bei Anwendung solcher Systeme die Abstufungen 
deutlicher. Damit ist die Trennmoglichkeit bei Verbindungen sehr ahnlicher Polaritat 
grosser geworden. 

ZUSARXMENFASSUNG 

Zur Papierchromatographie sehr wenig polarer Steroide (LB. 4-Cholesten-3-on) 
wird Athencarbonat als neue station~re Phase vorgeschlagen, die es gestattet, sehr 
gute Trenneffekte zu erzielen. 

SUMM.4RY 

A method is described for the improved resolution of weakly polar steroids (e.g. 
separation of 4-cholesten-3-one from r,4-cholestadien-3-one) by paper chromatog- 
raphy, using ethylene carbonate impregnated papers, which have hitherto not been 
applied. 

J. C~WO~CL~~~., 8 (1962) 442-448 
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