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Nachweis van Sterinen mit PerchlorsZiure-Naphthochinondteagens 
Kieselgelschi&hton* 

NOTES 

auf 

Das sehr emptindliche Pl~osphormolybcl~nsk,n-e-Reagens zur SiclltbarrIlachung 
von Lipoiden hat bei der Auftrennung von ungereinigten oder tcilweise gcreinigten 
Lipoidextrakten den Nachteil, dass es rclativ unspezifisch ist und lceine selelctiven 
Parbreaktionen mit einzelnen Verbindungslclassen zeigtl. Antimon(III)cl~loricl, das 
vielfach zum Nachweis von Steroiden herangezogen wird2-‘J und dessen Nachweis- 
grenze fiir Cholesterin im entwickelten Chromatogramm in derselLen Gr8ssenorclnung 
liegt wie die des Phosphormolybd~ns~ure-Reagenses, gibt such eine positive Reak- 
tion mit anderen fettltislichen Verbindungen, besonders mit Carotinoiden und 
Vitamin ATy8. Die in der Diinnschicht-Chromatographie zur’ Anwendung lcommenden 
anorganischen Adsorbentien machen such die Verwendung aggressiver ‘Rkagentien 
mit anschliessendem Erhitzen zur Identifizierung von Substanzen mtiglich. Auf clem 
Steroidgebiet sind ausser den1 LIEBERAIANN-BURClcIARD-ReagenS70 %ige Perchlors5ure 
oder gS %ige SchwefelsgureD, 5.0 %ige Schwefels$.ure lo, Kaliumbichromat-Schwefel- 
skrell und Chlorsulfon&ure-Eisessigfiv fig 129 13 zum Nachweis verwendet worclen. 
Die Empfindlichlceit der Farbrealction dieser Reagentien ist jedoch nur fiir Essig- 
&iureanhyclrid-Schwefels5ure und Chlorsulfonstiiure-Eisessig ausserordentlich gross. 

In diesem Laboratorium wurde zum Nachweis von Sterinen in Diinnschicht- 
Chromatogrammen mit Erfolg das van ADAMS 14 fi.ir histologische Zweclce entwiclcelte _ 
PerchlorsZure-Naphthochinon-Reagens verwendet. Dieses Reagens zeigt zwar wie 
das Vanillin-Schwefels%ure-Reagens mit Sterinen im U.V.-Licht keine Fluorescenz, 
hat aber den Vorteil: 

(a) dass es mit 3@Hyclrosy-s-en- und 3/3-Hydrosy-5,7-dien-Sterinen und ihren 
Estern eine spezifische Blaufgrbung von starker Intensitgt ergibt, 

(1~) dsss die Reaktion ausserorclentlich empfindlich ist , 
(c) dass andere in Lipoiclestrakten auftretende Verbinclungen diese .Blau- 

fkbung nicht zeigen, 
(6) dass der Farbton fiir ltingerc Zeit bestG.ndig ist, wenn clie Platten in einem 

Essikkator iiber einem Trockenmit tel aui’bewahrt werden, 
(e) und dass clas Reagens selbst fiir einige Wochen haltbar ist. 
Fig. I zeigt an Hand von Cholesterin einen Vergleich der Empfincllichkeit des 

Perchlors&ure-Naphthochinon-Reagenses mit der gebr%uchlicher empfindlicher 
Spriihreagentien fi_ir Steroide. Wie zu er’kennen ist, liegt die Nachweisgrenze van 
Cholesterin mit Perchlorskre-Naphthochinon-Reagens (III) im. entwickelten Chro- 
matogramm bei 0.03 pg. Diese hohe Empiindlichkeit wird von 40 % Orthophosphor- 
skiure nur bei Nachbehandlung mit Phosphormolybd~ns~ure (I) erreicht . TSCHESCHE 
UND SNATZICE~~ geben als Nachweisgrenze fiir Cholesterin mit Chlorsulfons#ure- 
Eisessig 0.025 ,ug an. Der Nachweis von Cholesterin mit den ancleren untersuchten 
Reagentien scheint etwas weniger empfindlich zu sein. Fiir Antimon (I’II) chloricl- 
Eisessig (II) liegt die Nachweisgrenze mit 0.05 pg in clemselben Bereich, den au& 
SN.ATZI& iiir das Anf&beverfahren von Cholesterin mit Antimon(III)chlorid un:l 
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Fig. I. Nachwcisgrenze verschieclener Spriihreagentien ii.ir Cholesterin im cntwiclcelten Chromato- 
gramm. Adsorbens : Alctivc Kieselgel G-Schich ten nach den Stnndardbeclingungen bereitet. 
Flicssmittel: Chloroform-Aceton (80 : 20). Laufzeit : 30 Min. RF-Wert : 0.53. AnfBrbung : I = 40 oh 
OrthophosphorsLure. nwhbehandelt mit I. 5 O/O alltoholischer Phospl~ormolybd~nsBure ; II = 
.-\ntimon(.III)chlorid-Eisessig; III = Perchlorstiure-Nsphthochinon-Rcagens: IV = Vanillin- 
ScliwcfelsSiurc: V = Essigs!iurcanhydrid-SchwefclskLure. 

Antimon(V)chlorid in Chloroform feststellte. .BENNETT UND HEFTMANN~~ geben als 
Nachweisgrcnze ftir Sterine mit 50 %iger Schwefelsaure 0.1 pg, DA\;~DEK UND BLATTNA@ 
fur Vitamin D, mit 70%iger Perchlorsaure 3 ,ug an. 

Auf Gruncl seiner Spezifitat und grossen Empfindlichlceit gelang es, mit dem 
Perchlorsaure-Naphthochinon-Reagens geringe Mengen Sterin in Lipoiclestralcten.. 
die in dem Lijsungsmittelgemisch von WAGNER et al .16* In chromatographiert worden 
waren, einwandfrei zu identifizieren. Ir diesem Fliessmittel wandern die schwach 
polaren Sterine dicht unter der Lijsungsmittelfront. Der Rp-Wert betrug im Mittel 
aus 21 Trenrmngen o.gz. Von den mit der Front wandernden Neutralfetten liessen sich 
die Sterinflecken sicher unterscheiden, da Triglyceride mit dem Perchlorsaure- 
Naphthochinon-Reagens eine Braunfarbung ergeben. Natiirliche Lecithine und 
Kephaline zeigen gelbe his braune FarbtGne, wahrend synthetisches p,y-Dipalmitoyl- 
L-c+lecithin (Sigma Chemical Company) vijllig farblos bleibt. Auch bei Auftrennung 
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van Lipoidestrakten in weniger polaren Fliessmitteln erscheinen auf mit dem Per- 
chiorsKure-Naphthochinon-Reagens bespriihtcn Platten lediglich die Sterine als 
blaue Flecken. Freie Fctts$i;uren bleiben farblos oder zeigen eine schwache Gelb- bis 
Braunf5rbung und such Glyceride erscheinen gelb bis braun. 

NevsteZlzc~z,n des Rcagegzsss. xoo mg I ,2-Naphthochinon-2-sulfons5ure werden in 
,100 ml eines Gzmisches ijthanol-Go O/O Perchlorstiure-4s o/O Formalclelzyd-Wasser 
(2 : I :o.I : 0.9, V/V) gel&t, 

A~ZZIY~~Z~ZC~Z~. Nach dem Chromatographieren werden die Platten gctrocknet, 
urn dns Fliessmittel aus den Schichten zu entferncn. Dann wird mit dem Reagens 
‘bespriiht bis die Schichten gleichm3ssig clurchfeuchtet sind. .Durch anschliessendes 
Erhitzen bei ~EI-SO” werden die Sterine sichtbar gemacht. W5hrend des Erhitzens 
beobachtet man die Farbtdne. Die Sterinflecken erscheinen zuerst rosa. Bei weiterem 
Erhitzen vertieft sich der Farbton und geht a.llmWlich in blassblau uncl clunlcelblau 
iiber. Wird zu lange erhitzt, werden die Flecken braunschwarz. Die Geschwindigkeit 
cler Farbentwicklung ist temperaturabhgngig. Je hijher die Temperatur ist, urn so 
,schneller verl5uft die Entwicklung. Temperaturen i_iber 100’ sollten m6glichst ver- 

Fig. 2. Farbentwiclclung verschieclencr Sterine mit Pcrchlorstlure-Naphthochinon-Reagcns im 
cntwicltclten Chromatogramm, Aclsorbcns: Alctive Kieselgcl G-Schicht nsch clcn Stnnclarcl- 
bcclingungcn bereitet. Flicssmittel: Chloroform-Accton (80: 2 0). Lzzufzcit : 30 Min. Aufgctragen: 
je 50 /cgCN. AC. = Ch.alesteryl.s,cetat (I?, = 0.81) : CH. = Cholestrxin (IZl.1 = 0.52) ; E. = Ergosterin 
(RF = 0.51) ; ST. = Stigmasterin (Xp I= 0.52). 
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TABELLE I 

FARBI%NTWICKLUEC; VDRSCHIEDENER STERINE hIIT IJERCHJ.ORS~~URE-NAPNTI~OCHIN~N-Rl~AG~NS 

Ergostcri n ticf rosa, bercits ticf blau braunschtvarz ticf braunschwsrz 
schwacl~c Blau- 
fiirbung 

Stigmestcrin rosa tief rosa, bc&in- bh ticf blnu 
nenclc schwnchc 
BlauMrbung 

Cholcstcrin sclIwnch rosa rosa. ticf rosa. mit bl,zu 
blilucr Fkrbunfi 

Cholcstcrylacetat lsnum sichtbar sch\vach rosa ticf rosa x-nit blassblnu 
schwncher ?31au- 
f&t-bung 

mieclen werclen, da sonst cler Obergnng clcr P~M3ung in braunschwarz so schnell 
verltiuft, class die rosa uric1 blauen Farbtiinc kaum nocli registriert werden ktinnen. 

Fig. z veranschaulicht die Farbentwicklun~ van clrci Sterincn uncl einem Ste- 
rinester mit Perchlors5ure-Naphthochinon-lieagens in einem Chromatogramm, clas 
nach clem Bespriihen bei 60” erhitzt uncl in Zeitabsttinclen von 15 Min. photographiert 
wurde (Tabellc I). 
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