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Nachweis von Sterinen mit Perchlorsiure-Naphthochinon-Reagens auf
Kieselgelschichten®

Das sehr empfindliche Phosphormolybdinsiure-Reagens zur Sichtbarmachung
von Lipoiden hat bei der Auftrennung von ungereinigten oder teilweise gereinigten
Lipoidextrakten den Nachteil, dass es relativ unspezifisch ist und keine selektiven
Farbreaktionen mit einzelnen Verbindungsklassen zeigt!. Antimon(III)chlorid, das
vielfach zum Nachweis von Steroiden herangezogen wird2-% und dessen Nachweis-
grenze fiir Cholesterin im entwickelten Chromatogramm in derseliven Gréssenordnung
liegt wie die des Phosphormolybdédnsiure-Reagenses, gibt auch eine positive Reak-
tion mit anderen fettléslichen Verbindungen, besonders mit Carotinoiden und
Vitamin A%8, Die in der Diinnschicht-Chromatographie zur' Anwendung kommenden
anorganischen Adsorbentien machen auch die Verwendung aggressiver Reagentien
mit anschliessendem Erhitzen zur Identifizierung von Substanzen méglich. Auf dem
Steroidgebiet sind ausser dem LIEBERMANN-BURCHARD-Reagens 70 %ige Perchlorsiure
oder g8%ige Schwefelsdure®, 50%ige Schwefelsiurel?, Kaliumbichromat-Schwefel-
sdure!? und Chlorsulfonsiure-Eisessig?:8:12,:13 zum Nachweis verwendet worden.
Die Empfindlichkeit der Farbreaktion dieser Reagentien ist jedoch nur fiir Essig-
siureanhydrid-Schwefelsdure und Chlorsulfonsiure-Eisessig ausserordentlich gross.

In diesem Laboratorium wurde zum Nachweis von Sterinen in Diinnschicht-
Chromatogrammen mit Erfolg das von Apams!4 fiir histologische Zwecke entwickelte
Perchlorsdure-Naphthochinon-Reagens verwendet. Dieses Reagens zeigt zwar wie
das Vanillin—-Schwefelsiure-Reagens mit Sterinen im U.V.-Licht keine Fluorescenz,
hat aber den Vorteil:

(a) dass es mit 38-Hydroxy-5-en- und 38-Hydroxy-§,7-dien-Sterinen und ihren
Estern eine spezifische Blaufiarbung von starker Intensitit ergibt,

(b) dass die Reaktion ausserordentlich empfindlich ist,

(c) dass andere in Lipoidextrakten auftretende Verbindungen diese Blau-
farbung nicht zeigen,

(d) dass der Farbton fiir lingere Zeit bestindig ist, wenn die Platten in einem
Exsikkator iiber einem Trockenmittel aufbewahrt werden,

(e) und dass das Reagens selbst fiir einige Wochen haltbar ist,

Fig. 1 zeigt an Hand von Cholesterin einen Vergleich der Empfindlichkeit des
Perchlorsdéure-Naphthochinon-Reagenses mit der gebriduchlicher empfindlicher
Spriihreagentien fiir Steroide. Wie zu erkennen ist, liegt die Nachweisgrenze von
Cholesterin mit Perchlorsdure-Naphthoclinon-Reagens (IIT) im entwickelten Chro-
matogramm bei 0.03 ug. Diese hohe Empfindlichkeit wird von 40 % Orthophosphor-
sdure nur bei Nachbehandlung mit Phosphormolybdinsiure (I) erreicht. TSCHESCHE
UND SNATZKE!® geben als Nachweisgrenze fiir Cholesterin mit Chlorsulfonsiure—
Eisessig 0.025 ug an. Der Nachweis von Cholesterin init den anderen untersuchten
Reagentien scheint etwas weniger empfindlich zu sein. Fiir Antimon(II1I)chlorid—
Eisessig (II) liegt die Nachweisgrenze mit 0.05 ug in demselben Bereich, den auch
SNATZKE® fiir das Anfirbeverfahren von Cholesterin mit Antimon(III)chlorid und
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Fig. 1. Nachweisgrenze verschicdener Spriithreagentien fiir Cholesterin im entwickelten Chromato-
gramm. Adsorbens: Aktive Kieselgel G-Schichten nach den Standardbedingungen bereitet.
Fliessmittel: Chloroform—Aceton (80:20). Laufzeit: 30 Min. Rp-Wert: 0.53. Anfiarbung: I = 409
Orthophosphorsiiure, nachbchandelt mit 1.59 alkoholischer Phosphormolybdéinsiure; Il =
Antimon(Ill)chlorid-Eisessig; 111 = Perchlorsiiure~Naphthochinon-Reagens: IV = Vanillin—
Schwefelsiure; V = Essigsiiureanhydrid-Schwefelsture.

Antimon(V)chlorid in Chloroform feststellte. BENNETT UND HEFTMANN!® geben als
Nachweisgrenze fiir Sterine mit 50 %iger Schwefelsiure 0.1 g, DAVIDEK UND BLATTNA?
fitr Vitamin D, mit 709%iger Perchlorsidure 3 ug an.

Auf Grund seiner Spezifitdt und grossen Empfindlichkeit gelang es, mit dem
Perchlorsdure~Naphthochinon-Reagens geringe Mengen Sterin in Lipoidextrakten.
die in dem L&sungsmittelgemisch von WAGNER ef a/.15:1% chromatographiert worden
waren, einwandfrei zu identifizieren. Ir diesem Fliessmittel wandern die schwach
polaren Sterine dicht unter der Lésungsmittelfront. Der Rp-Wert betrug im Mittel
aus 2I Trennungen 0.92. Von den mit der Front wandernden Neutralfetten liessen sich
die Sterinflecken sicher unterscheiden, da Triglyceride mit dem Perchlorsiure—
Naphthochinon-Reagens eine Brauntirbung ergeben. Natiirliche Lecithine und
Kephaline zeigen gelbe bis braune Farbténe, wéihrend synthetisches £,y-Dipalmitoyl-
L-g-lecithin (Sigma Chemical Company) vollig farblos bleibt. Auch bei Auftrennung
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von Lipoidextrakten in weniger polaren Fliessmitteln erscheinen auf mit dem Per-
chiorsidure—Naphthochinon-Reagens bespriihtern Platten lediglich die Sterine als
blaue Ilecken. Freie Fettsiuren bleiben farblos oder zeigen eine schwache Gelb- bis
Braunfirbung und auch Glyceride erscheinen gelb bis braun.

Metlodil:

Herstellung des Reagenses. 100 mg 1,2-Naphthochinon-2-sulfonsiure werden in
100 ml eines Gzmisches Athanol-609% Perchlorsiure—40 % Formaldehyd-Wasser
{2:1:0.1:0.9, V/V) geltst.

Anwendung. Nach dem Chromatographieren werden die Platten getrocknet,
um das IFliessmittel aus den Schichten zu entfernen. Dann wird mit dem Reagens
bespritht bis die Schichten gleichmiissig durchfeuchtet sind. Durch anschliessendes
Erhitzen bei 70-80° werden die Sterine sichtbar gemacht. Wihrend des Erhitzens
beobachtet man die Farbténe. Die Sterinflecken erscheinen zuerst rosa. Bei weiterem
LErhitzen vertieft sich der Farbton und geht allméhlich in blassblau und dunkelblau
iiber. Wird zu lange erhitzt, werden die Flecken braunschwarz. Die Geschwindigkeit
der Farbentwicklung ist temperaturabhiingig. Je hoher die Temperatur ist, um so
schneller verlduft die Entwicklung. Temperaturen iiber 100° sollten moglichst ver-

Fig. 2. Farbentwicklung verschiedener Sterine mit Perchlorsiure—Naphthochinon-Reagens im
entwickelten Chromatogramm. Adsorbens: Aktive Kieselgel G-Schicht nach den Standard-
bedingungen bereitet. Flicssmittel: Chloroform—Aceton (8o:z20). Laufzeit: 30 Min. Aufgetragen:
jeso ug CH. Ac. = Cholesterylacetat (Rp = 0.81); CH. = Cholesterin (I¥;» = 0.52); E. = Ergosterin
(Rp = o0.51); ST. = Stigmasterin (Bp = 0.52).
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TABELLE 1

FARBENTWICKLUNG VERSCHIEDENER STERINE MIT PERCHLORSAURE—NAPHTHOCHINON-REAGENS

Sterin Nach 15 Min. Nach 30 Min, Nach 45 Min. Nach 60 Min.
Lrgosterin tief rosa, bereits tief blau ' braunschwarz ticf braunschwarz
schwache Blau-
fiarbung .
Stigmasterin rosa tief rosa, begin-  blau tief blau
nende schwache
Blaufiarbung
Cholesterin schwach rosa rosa tief rosa mit blau
blauver Firbung
Cholesterylacetat kaum sichtbar schwach rosa tief rosa mit blassblau
schwacher Blau-
fiirbung

mieden werden, da sonst der Ubergang der Fidrbung in braunschwarz so schnell
verlduft, dass die rosa und blauen Farbténe kaum noch registriert werden kénnen.

Fig. 2 veranschaulicht die Farbentwicklung von drei Sterinen und einem Ste-
rinester mit Perchlorsdure-Naphthochinon-Reagens in einem Chromatogramm, das
nach dem Besprithen bei 60° erhitzt und in Zeitabstdinden von 15 Min. photographiert
wurde (Tabelle I).
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1 H. PP, KAUFMANN UND Z. Manrus, Fette, Seifen, Anstrichmitiel 62 (1960) 1014,
2 R, ZeLNik uNnp L, M., Zrrr, J. Chromatog., 9 (1962) 3771,

3 T. GoraB UND D. S. LLAvNE, J. Chromalog., o (1962) 321.

4 R. TscuEscHE uND G. Liprp, 4dnun., 615 (1058) 210.

5 R. TscHEscHE, W, FREYTAG UND G, SNATZRE, Chem, Ber., 92 (1959) 3053.
6 G. S~naTzkE, J. Chromatog., 8 (1962) r10.

2 F. H. CARrR UND E. A, PricE, Biochem. J., 20 (19206) 497.

S V. E, LEvINE UND E. RicuMAN, J. Biol. Chem., 101 (1953) 373.

o J. Davinex uNpd J. BLATTNA, J. Clhyomatog., 7 (1962) 204.
1o R. D, BenveTt uNp E. HEFTMANN, . Chromalog., 9 (19062) 359.
11 E. Haanuti uNp T, NIKKARI, Acta Chem. Scand., 17 (1963) 536.

t2 R, TscuuscHE, I, LLAMPERT UND G. SNATZKE, J. Chromatog., 5 (1961) 217,
13 R. TscHESCHE UND G. SNATZKE, A#7n., 636 (r960) 105,
14 C. W. M., Apams, Nature, 192 (1961) 331.
15 H: WAGNER, Fette, Scifen, Anstrichmittel, 63 (1961) 1119,
16 H. WAGNER, L. HORHAMMER UND P. WoLFF, Riochem. Z., 334 (1961) 175.

Eingegangen den 24. August 1964

" Gegenwitrtige Anschrilt: Sicrichstrasse 72, 2000 Hamburg 39, Deutschland,

J. Chromatog., 18 (1965) 164—~167



