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EINLEITUNG 

Die Gaschromatographie besitzt unter den verschiedenen belcannten Chromato- 
graphiemethoden die hochste Trennleistung und Empfindlichkeit. Sie ist daher ftir die 
Analyse und Identifilcation nur in Spuren vorkommender biologischer Substanzen 
sehr geeignet, 

Die gaschromatographischen Peaks werden im allgemeinen mit Hilfe der 
Retentionszeiten den entsprechenden Substanzen zugeordnet. Wir haben gezeigt, 
dass bei der gaschromatographischen Analyse von Steroiden in biologischem Material, 
insbesondere bei der Verwendung ungeeigneter Hydrolysenverfahren, Steroidpeaks 
von St&- bzw. Zersetzungsprodukten unterlagert sein lcijnnenl. 

Daraus ergibt sich haufig die Notwendigkeit, di.e Gaschromatographie mit 
anderen Analysen- und Detelctionsverfahren zu koppeln. Unter den zahlreichen 
Moglichkeiten ist die Kombination mit der Dtinnscl~iclztcl~romatograpl~ie besonders 
leistungsstark. Es ist das Ziel der vorliegenden Untersuchung, die Kombination Gas- 
cl~romatograpl~ie-Diinnscl~icl~tcl~romatograpl~ie fiir die Analyse von Steroiden einzu- 
setzen. Wir haben zu diesem Zweck die von KAISER beschriebene Apparatur modi- 
fiziert2, 

Gaschromatograph “Aerograph 1520” mit Splitter vor dem FID; Chromato- 
graphiesaule aus Glas von 2 m Lange und z .7 mm 0. 

Ausrtistung zur Diinnscl~icl~tcl~ron~atograpl~ie der Firma C. Desaga, Heidelberg 
(W.-Deutschland). Die Diinnschichtplatten wurden mit Kieselgel G beschichtet und 
luftgetrocknet. 

CI-IEhlIKALIEN 

Alle Lijsungsmittel p.a. und frisch destilliert, 
Die verwendeten Steroide wurden von den Firmen Ikaphnrm (Israel) und Merck 

(W.-Deutschland) bezogen. 

l Direlctor: Prof. Dr. A. I?RADBR. 
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REAGENZIEN 

FLiessmittel fiir d&3 D~~z~zscltic7ttchro~natogra~7zie 
(I) Methylenchlorid-Aceton (70 : 30). 
(2) C1~loroform-Aethanol (go : 10). 

S$wii.lzmitte~j& die Dii?~lasc~iclitckrolrtatogra~7zie 
(I) Methanol-SchwefelsBure konz. (I : I) ; Farbentwicklung : 20 Min. bei I 10~. 
(2) I o/o Vanillin in IO o/0 wassriger I-IClO,,; Farbentwicklung : 5-7 Min. bei 110~. 

(3) 0.5 g KMnO, in 15 ml Schwefelsaure konz.; Farbentwicklung: sofort bei 
Raumtemperatur. 

(4) Zunachst S-IO o/o FeCl, in Wasser, dann 5 O/” Kaliumferricyanid in Wasser; 
Farbentwicklung ; sofort *bei Raumtemperatur. 

(5) 1-2 o/0 Tetrazolblau in Wasser-z N NaOH in Methanol (I : g) ; Parbent- 
wiclclung : sofort bei Raumtemperatur. 

(6) Antimon(III)chlorid in Eisessig (I : I) ; Parbentwicklung : 5 Min. bei 95 O, 

Silylierzt?ags~~nzisck ffir die Gasclzromatogra$hie 
3 ml Hexamethyldisilazan + 0.1 ml Trimethylchlorsilan (verschlossen auf- 

bewahren, jeden 2. Tag frisch ansetzen). 

Testgemisclt 
Je IO mg Allopregnandiol, Pregnandiol, Androsteron,; Etiocholanolon, Dehydro- 

epiandrosteron, Pregnanolon, Pregnantriol, II-Ketoandrosteron, II-Ketoetiochol- 
anolon, I I-EIydroxiandrosteron, 
Aethanol ad IOO ml. 

1 I-Hydrosietiocholanolon und’ .Pregnantriolon in 

EXI?ERIMENTELI&S 

Zu I ml in einem Schliff-Rahrchen getroclcneter Testmischung werden 0,5 ml 
Silylierungsgemisch gegeben und gut verschlossen I Std. in den W&rneschrank bei 60 O 
gestellt. Das tiberschiissige Silylierungsgemisch wird anschliessend bei etwa 40” nit 
absolut getrocltnetem Sticlcstoff abgedampft. Den Rtickstand nimmt man in 50 ~1 
absolutem Hexan auf. Von dieser L&sung werden IO ,ul in den Gaschromatographen 
injiziert. 

XE 60, 3 Y. auf Gaschrom P, So-loo mesh; %c 2 loo, 1'3 265”; N,, 50 ml/Min. 

Eine mit Kieselgel G beschichtete Dtinnschichtplatte von 20 x 20 cm wird an 
den Ausgang der gaschromatographischen Trennsaule angeschlossen. Die Platte wird 
mit Hilfe eines Motors auf einem Wagen fortbewegt; die aus der Trennsaule austre- 
tenden Substanzen kijnnen son& auf der Startlinie nacheinander adsorbiert werden. 
Ein am Ende der Trenns~ule eingebauter “Splitter” trennt den Gasstrom in zwei 
Teile. Nur ca. IC, ‘y. werden dem FID zugefiihrt. Vom zweiten Ausgang des Splitters 
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Fig, 1. Prinzip der I<olllbination GC-DC. I = Einlass-System; 2 = *l.?ellns~L?le; 3 = StrijmLl.fl@- 
splitter ; 4 = Flnlntllclliollisationsdetclctor; 5 s= Rcgistrierger&t; G = Adsorptlonsrohr; 7 = Dunn- 
schichtplatte. 

(a) 

Fig, 2, (a) Schematische Darstellung clcr Apparatur. Platten-Transportwagcll. I == Geheiztes 
Adsorptionsrohr ; 2 -_ D~nnscl~ichtplaf&; 3 =I Plattentr&gcr ; 4 = Rikler; 5 = T-Schienc.: 6 = 
liupplting ; 7 ==: EnCkupplungsl<nopf; S = Spiwlcl; g I Gctriebc; IO = ?Iotort I I ==: NI~~ZLI.I- 
schraube, (b) Querschnitt &x Aclsorption~rohres. A. = Asbcst; Al = Alunlinlumfollc; Ag = Sllber- 
r&r; St. = Stahlrohr. 

8. 
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werden go o/O des Gasstromes durch eine dtinne Metalllcapillarc von 1.5 mm 0 bis 
0.5-r m.m tiber die Di.innschichtplatte geftihrt. Die Kapillare wird vom geheizten 
Detektorofen bis tiber die Platte durch ein Silberrohr von 4.0/2.2 mm 0 geleitet, das 
seinerseits von der ungeheizten Seite ausserhalb des Gaschromatographen an mit 
Asbest und Aluminiumfolie gegen W%rmeverlust isoliert ist. 

Der Wagen wird mit Hilfe eines kleinen Elektromotors tiber ein Getriebe Eort- 
bewegt (siehe Fig. 2). Das Getriebe kann entweder stufenlos sein oder sich auf einige 
vorwaihlbare Geschwindigkeiten einstellen lassen. Die Geschwindigkeit des Wagens 
wird im vorliegenden Beispiel auf 30 cm/h eingestellt. 

Nach der Adsorption der Trimetlzylsilyl~ther auf der Startlinie besprtiht man 
die Diinnschicht-Platte mit einer Lijsung von I Y. HCl in Methanol. Nach dem Troclc- 
nen wird in einem dtinnschichtchrornatographischen Fliessmittelsystem (System I 

oder 2) entwickelt und die freien Steroide mit einem geeigneten Sprtihreagenz be- 
handelt (Sprtihreagenzien r-6). 

:* 

In Fig. 1-4 sind das Prinzip und die Apparatur der Kombination Gaschromato- 
graph%Dtinnschichtchromatographie dargestellt, 

RESULTATE 

In Fig. 5 ist ein Gaschromatogramm von 12 Steroiden als Trimethylsilyl5.ther, 
die Startlinie des Diinnschichtchromatogramms und das entwickelte Chromatogramnz 
der freien Steroide dargestellt. 

%ABELLE I 

&4VERT.E UND FARBSI<ALh VERSCHIEDENER STEROIDE IN FREIER FORM UND ALS 

TRIMETI-IYLSILYLATHER 

System (I) Mcthylenchlorid-Aceton (70 : 30) ; System (2) Chloroform-Aothanol (go : IO). 

.lvo, Slevoid Rp- Werle Fah3’ - 
. .: 

System 1 
System 

2 
N,SO, 50 % 
in MeOH 

Silyht F,YCi ~2qei 

I Allopregnandiol 0.79’ 0.40 0.58 grau 
2 Prcgnandiol 0.79 0.32 0.54 grau 
3 Anclrosteron 0.75. 0.53 ‘0.70 rot-violctt 
4 Etiocholsnolon 0.75 0.46 0;68 , ’ rot-violett 
2 Dehydrocpiandrosteron 0.76 

Prcgnanolon o*75 
0.50 0.52 0.68 0.71 liln-grsu grau-griin 

97 Pregnantriol I I -I<ctoandrosteron 0.80 0.08 : 
0.70 0.42 

o.G3 o.zc hcllgrau grau 

9 I I-ICetoetiocl~olanolou o.Gg 0.35 0.60 hcllgrau 
IO I I-EIydroxiandrosteron 0.67 0.36 0.5G violett 
II I I-I-Iydroxieti~cholanolon o.GG 0.32 0.52 violett-grau 
12 Prenantriolon 0.82 0.05 0.19 gelb 
I3 Oestradiol ,. 0.51 0.57 rot . . . . . 
I4 Oestriol 0.15 0.24 violett 
I5 Oestron 0.63 0.70 rot 
16 Testosteron 0.50 0.66 dunlrelgriin 
I7 Tetrahydro-S 0.25 0.3G braun 
.I8 Xeichstein’s-S O.GI ‘1 braun-rot 
I9 zz-I-Iydroxipreguenolon 

0.50 
0.55 0.70 dunlcelblau 

* Farbung: 13esprtihen mit 50 o/o I$,SO,I in Methanol,. 20 Min. bci,IroO entwiclceln und.die 
Parbe 45 Min. nach dem Besprtihen ablesen. 

,I, 
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Fig. 5. Diinnschichtchromatogranlm (a) uncl Gaschromatogramm (b) von x2 Steroiclcn. 

Tabelle I zeigt Xr;l-Werte und Farbskala ver,., cphiedener Steroide in freier Form 
und als Trimetl~ylsilyl5ther. 

D :SICUSSION 

Wir haben die Kombination Gaschromatograpl~ie-D~nnscl~ichtcl~romatograpl~ie 
zur Analyse von Steroiden eingesetzt. Ohne grossen Zeitaufwand lconnten wir parallel 
sum analytischen Gaschromatogramm eine diinnschichtchromatographische Ab- 
klkirung der einzelnen Peaks durchfuhren und so die Trennleistung von zwei verschie- 
denen Verfahren addieren. 

Die von KAISER beschriebene Apparatur wurde leicht modifiziert2. Als ge- 
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heizten Ausgang verwendeten wir eine durch ein Silbcrrohr geheizte Kapillare. Die 
gute W%rmeleitung des Silberrohrs ertibrigte eine Wurzelheizung, wodurch such 
ijrtliche uberhitzungen vermieden werdcn konnten. 

Die Steroide lassen sich am vorteilhaftesten als Trimethylsilyl5ther gaschro- 
matographieren 3. Wir haben festgestellt, dass die Derivate nicht sehr hydrolyse- 
empfindlich sind, was einer allgemein verbreiteten Ansicht widerspricht. Sie ltonnten 
sogar unzersetzt diinnschichtchromatographiert werden; ihre Trennung war jedoch 
unbefriedigend (Tabelle I). 

Es erwies sich daher als gtinstig, die Trimethylsilyl~ther mit Methanol-HCl auf 
der Startlinie in ihre Komponenten aufzuspalten und die freigesetzten Steroide in 
einem geeigneten Fliessmittelsystem dtinnschichtchromatographisch zu entwiclteln. 
Es lcann bier die ganze Vielfalt der dtinnscl~ichtchromatograpl~ischen Trennmedien 
eingesetzt werden”. 

Beim Bespriihen cler Diinnschichtplatte mit einem Farbreagenz kommt ein 
weiterer Vorteil der Gaschromatographie-Diinnschicl~tchromatographie-I~opplung 
zur Geltung: Die verwendete Farbreaktion lcann chemisch hochspezifisch sein. Wir 
haben verschiedene Farbrealctionen getestet : Nur wenige Sprtihmittel waren fur alle 
in Frage kommenden Steroide gleich gut gee&net, wie z.B. Methanol-Schwefelsaure, 
Vanillin-Perchlors~ure und Kaliumpermanganat in lconzentrierter Schwefelsaure. 
Viele andere Spriihmittel fkbten die IL-Keto- und r I-Hydroxisteroide nur sehr 
schlecht an. Zur Anfgrbung der Oestrogene eignete sich die Berliner-Blau-Real&ion 
mit Ferrichlorid-Kaliumferricyanid, fur Reichstein’s Tetrahydro-S und Reichstein’s-S 
Tetrazolblau in Methanol. Antimon(III)cl~lorid in Eisessig war ftir alle untersuchten 
Steroide brauchbar, mit Ausnahme der II-Ketoverbindungen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eink Methode zur automatischen, kontinuierlichen Kombination der 
Gaschromatographie mit der Dtinnschichtchromatographie beschrieben. Wir haben 
diese Technilc fur Steroiduntersuchungen eingesetzt, 

Die aus der TrennsZule eluierten Komponentcn werden nacheinander auf der 
Startlinie der Diinnschicht-Platte adsorbiert. Auf einem Wagen liegend wird die 
Platte durch ein Getriebe mit verschieden einstellbarer Geschwindigkeit fortbewegt. 
Die als Trimethylsilylather vorliegenden Steroide werden durch Besprtihen mit HCl- 
Methanol auf der Startlinie gespalten und diinnschichtchromatographisch entwiclcelt. 
Eine Liste geeigneter Spriihmittel fiir die Anfarbung der freien Steroide auf der Diinn- 
schichtplatte ist angefiihrt. 

SUMMARY 

A method for the automatic and continuous combination of gas chromatography 
with thin-layer chromatography is described. This technique has been applied to the 
investigation. of steroids. 

The components eluted from the separation column were adsorbed one after 
another on the startline of the thin-layer plate, This plate rests on a carriage propelled 
by a driving-motor which can operate at various adjustable speeds. The trimethyl- 
silyl ethers of the steroids were split by spraying the startline with hydrochloric acid- 
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methanol, and thin-layer chromatography was then carried out. A list of suitable 
spray reagents for the detection of the free steroids on the thin-layer plate is given. 
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