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ZUR IDENTIFIZIERUNG UND BESTIMMUNG VON STEROLEN 

TIE. KARTNIG UND G. MIKULA 
Imstitut ftir Pharrnakog?zos,ie der Univcrsititt Gmz, Gras (~sterveicJ~) 

(Eingcgangen am 9. Juni 1970). 

SUMMARY 

The identification and quantitative deterlnination of stevols 

A method for the separation of free sterols by thin-layer chromatography is 
described using magnesium oxide as adsorbent and cyclohexane-diethyl ether-acetic 
acid as the solvent system. When using other solvent systems the naturally occuring 
palmitic and stearic acid esters of these sterols could also be separated on magnesium 
oxide. The quantitative estimation of sterols separated by precipitation with digitonin 
followed by thin-layer chromatography on magnesium oxide is carried out by UV- 
spectrophotometric measurement in concentrated sulphuric acid. The application of 
this method is demonstrated by the identification and quantitative determination of 
the sterols of some vegetable oils. 

E INLEITUNG 

Die Untersuchung von pflanzlichem und tierischem Material auf Sterole ist 
nicht nur von wissenschaftlichem, sondern such von praktischem Interesse. Da ent- 
sprechend der Bedeutung der Sterolforschung such die %a111 der einschkigigen Ver- 
6ffentlichungen sehr gross ist, sol1 bier nicht nZ.her darauf eingegangen werden, sondern 
lediglich auf die Arbeiten von PEIZREBOO~I UND Roosl sowie SEHER UND HOMBEI~G~ 
hingewiesen werden, in denen umfassende Zusammenstellungen der neueren, ein- 
scblagigen Literatur, insbesondere der Eestimrnung von Sterolen, gebracbt werden. 

Die Sterole, die frei oder gebunden vorliegen konnen, finden sic11 ini Unter- 
suchungsrnaterial sebr oft als Gemiscbe. Die Auftrennung solcher Sterolgemische 
erfoIgt heute vorwiegend papier- oder diinnscl~ichtchromatograpl~iscl~, wobei haufig 
auf irnpragnierten Schichten gearbeitet wird (Verteilungschromatographie) oder Um- 
setzungsprodukte der Sterole (Acetate, Bromide) getrennt werden. Uber die Auftren- 
nung freier Sterole auf nicht-impr5gnierten Schichten (Adsorptionschromatographie) 
wurden nach SEHER UND HOMBERG~ noch keine befriedigenden Ergebnisse~bericbtet. 
SEHER UND HOMBERG selbst gelingt die Auftrennung der Sterole durch die Chromato- 
graphie der acetylierten Produkte auf MgO-Al,O,-CaSO,,-Schichten. 

EIGENE UNTERSUCHUNGBN 

Bei unseren Untersuchungen iiber die Brauchbarkeit des MgO als Sorptions- 
mittel in der DC von Pflanzeninhaltsstoffena-6 zeigte es sich, dass bei der Beniitzung 
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entsprechender Fliessmittel such freie Sterole und deren nattirlich vorkommende 
Ester (z.B. Palmitate, Stearate) auf MgO-Schichten getrennt werden kijnnen. Dar- 
tiber sei im folgenden berichtet. 

Abtremaacng der Sterole 
Die Abtrennung der Gesamtsterole aus dem Untersuchungsmaterial erfolgt 

nach der bei PEEREBOOM UND Roosl angegebenen Vorschrift durch Pallen mit Digi- 
tonin nach vorangegangener Verseifung. Die Spaltung der Digitonide wird mittels 
PyridinO durchgeftihrt. Die letztlich in chloroformiger 
werden von uns wie folgt aufgetrennt. 

L&sung vorliegenden Sterole 

Als Sorptionsmittel verwenden wir MgO (HandelsprYparat Merck, “MgO fur 
die DC”), das unmittelbar vor dem Einschl&nmen (15 g MgO + 6s 1111 H,O) durch 
Sieb VI gebtirstet wird. Die Beschichtung erfolgt wie tiblich. Trocknung bei 130~ 
durch 30 min. Die Platten sind tiber einem Trocknungsmittel unbeschr%nkt haltbar. 

Von cn. 30 versuchten Fliessmittelgemischen (FG) erwiesen sic11 die folgenden 
als am besten geeignet: 

FG (a), Cyclohexan-Diathylather-Eisessig (20 : 79.5 : 0.5) ; 

FG (b), Cyclohexan-Diathylather-Eisessig (50 : 49.5 : 0.5) ; 

FG (c), Petrolather (4o-6o”)-Eisessig (99-g : 01) ; 

FG (d), Petrolather (4o-6o”)-Aceton ($3: 2); 

FG (e) , Tetrachlorkohlenstoff. 
Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgt bei Zimmertemperatur und 

normaler Kammers~ttigung. Die Laufstrecke betrggt 15 cm, die Laufzeit etwa 30 min. 

Vn~tillilz-Sclzzoefelsiizlre. 3 YO Vanillin in H,SO, ‘konz. : Nach dem Bespriihen 
cn, IO min auf 120~ erhitzen. Rot-violette Flecken auf hellem Grund. Nachweisgrenze 
ca* 5 pg. . 

Adknlische Penlaa~agalaatliiszllzg. 0.1 Al IWInO,-Lijsung + gleiche Teile IO o/ige, 

wassrige NaOH: Nach dem Besprtihen cu. IO min auf 120’ erhitzen. Helle Flecken 
auf violettem Grund. Nachweisgrenze ca. IO ,q. * 

Wnsser. Nach vorsichtigem Bespriihen erscheine; helle Flecken auf dunklerem 
Grund. Nachweisgrenze ca. 20 pg. 

Fiir die quantitativen Bestimmungen verwenden wir Wasser als Detektions- 
mittel, das es uns ermijglicht, such die Balmen, deren Flecken abgeschabt werden, 
zu besprtihen. 

Qacnditntive Bestinanaauag der Sterole 
ZAFFARONI und neuerdings LEVORATO~ haben darauf hingewiesen, dass Adreno- 

corticosteroide in konzentrierter Schwefelsjiure in1 UV-Bereich absorbieren. Eigene 

UntersuchungerP ergaben, dass such Sterole, Steroidglykoside und triterpenoide Ver- 
bindungen in konzentrierter Schwefelstiure specifische Absorptionsbanden im UV- 
Bereich aufweisen und durch Messung der Absorption quantitativ bestimmt werden 
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l&men. Die spektrophotonletrische Messung wircl so durchgefiillrt, class die abge- 
schabte Zone des Chromatogralllmes in einenl Reagensglas in 0.2 ml konz. HCl gel&t 
und sodann nlit 3 ml konz. H,SO, versetzt und gut durchgeriihrt wird. Man erw2mnt 
durch 15 min auf Go” (oder kst 2 11 30 min bei Zimmerternperatur stehen), kiihlt 
ab uncl misst die vijllig lclare Fliissigkeit bei der entsprechenden Wellenlkge (fiir 
Sterole 318 nnl) gegen 0.2 ml HCl konz. + 3 ml H,SO, ltonz., worin eine entsprechende 
Menge MgO gel&t wurdc. Ein allfglliger Nieder+lag von MgSO, wird abzentrifugiert. 

Sollen die Sterole ohne vorherige Trennung rnittels DC gemessen wcrclen, so 
bringt man die Substanz oder deren L&sung in ein lieagensglas, clampft das Lkmngs- 
rnittel ab und verf%hrt weiter wie oben angegeben. 

Die Erfassungsgrenze dieser lMessmethode betrKgt fiir Sterole IX. 5 /Ag, die 
Stanclardalxveicl~ung rfi 1.4 “/o. 

13ei Verwendung der l;G (a) und (b) khnen die untersuchten Sterole mit Aus- 
nahme des Canlpesterol, das bislang in nur wenigen Olen nachgewiesen werden konnte, 
such in1 freien Zustand zufriedenstellend aufgetrennt werden. Durch VerK.ngcrung 
der Laufstrecke auf 25 cm und Verwendung des FG (a) gelingt such die Auftrennung 
der kritischen Paare Caxnpesterol (73), Cholesterol (75) und @Sitosterol (66). Die 
Auftrennung cler Sterole in Form der natiirlich vorkonmlenden Palrnitate und Stearate 
gelingt nlit den FG (c-e), wird jedoch sinnvoll nur dart angewendet werden, wo eine 
Abtrennung i_iber die Digitonide nicht nijtig ist (Tczbelle I, liig. I). 

-._. _.. _... _... -- ..- 

Cholcstcrol 
Stigmastcrol 
/3-Sitostcrol 
Ergosterol 
Campcstcrol 
Lumistcrol 
Lanoatcrol 
Cl~olestcrolacctat 
Stigmnstcrolncctat 
p-Sitostcrolacctnt 
Ergostcrolacetat 
Cl~olcstcrolpnln~itat 
Sti~ttiastcroll,altnitnt 
p-Sitostcrolpnlniitat 
~r:rgoatcrolpal~nitnt 
Cholcstcrolstcnrnt 
StiGxil”stcrolstcar~Lt 
@-Sitostcrolstcnrat 
I.~rgosterolstcarat 

_.__. .______._. ____-_..--.--.--.--- _I__._--_.---_- 
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Fig. I. Auftrennung von Stcrolen und Stcrolgemischen mit FG (b). Sorptionsmittel, MgO; Laufs- 
streclcc, 15 cm. I = Lanosterol, II = ,9-Sitosterol, III = Cholesterol, IV = Stigmasterol, V = 
Ergosterol, VI = Lumisterol, VII = Campcsterol, VIII = Oleum Olivac, IS = Oleum Arachiclis 
uncl Oleum Ricini (Sterolc iclentisch). * Nicht iclentifizicrbares Stcrol. 

Quantitative Bestimmwag der Sterole 
Die quantitative Bestimmung der isolierten Sterole erfolgt durch die oben be- 

schriebene spektralphotometrische Messung in konzentrierter Schwefelsaure mit 
grosser Genauigkeit. Die giinstigste Menge sowohl zur DC Auftrennung wie such zur 
spektroskopischen Messung liegt zwischen 40 und IOO ,ug pro Sterol. Die Standard- 
abweichung der Gesamtbestimmung liegt bei &- 2.5 %. In Tabelle II und Fig. z sind 
die Extinktionswerte und Eichkurven einiger Sterole und Sterolester als Beispiele 
gefiihrt. 

Der Vorteil der beschriebenen Bestimmung, deren Erfassungsgrenze CC@. 20 rug) 

TABELLE II 

EXTINKTIONEN DER EICHKURVEN EINIGER STEROLE UND ESTER 

A = 31s nm. 

Verbindang 

Cholesterol 
Stigmasterol 
&Sitosterol 
Cholesterolacctat 
Stigmasterolacetat 
/?-Sitosterolacetat 
Cholesterolpalmitat 
,Stigmasterolpalmitat 
&Sitostcrolpalmitat 
Cholesterolstearnt 
Stigmasterolstearat 
fi-Sitosterolstearat 

0,305 01600 0,450 
OS370 
0+37b 

0*55o 0,740 
0.550 0.740 

0,255 0,375 0.500 
o-275 0.400 0.540 
0.250 0.370 0.490 
0.210 0.310 0.420 
0.210 0.320 0.425 
0.190 0.250 o-375 
0.200 0.285 0.380 
0.200 0.300 0.410 
0.170 0.260 0.350 
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und Genauigkeit (Standardabweichung &- 2.5 o/o) zufriedenstellend scheinen, lie@ 
durch die Auftrennung der Sterole auf MgO darin, dass sich das Sorptionsmittel der 
abgeschabten Zone im Salzsaure-Schwefelsauregemisch vtjllig lost und somit das 
gesamte in der Beschichtung (MgO) vorhandene Sterol zur Umsetzung und Messung 
gelangt. Diesbeztigliche Versuche mit eingewogenen Reinsubstanzen und von der 
DC abgeschabten Flecken ergaben identische Extinktionswerte. 

Fig. 2. Eichkurvcn einigcr Stcrolc uncl Stcrolcstcr. UV-Spcktroskopischc iVlcssung in konz. H.,SO, 
bei 3rS nm. I = /?-Sito- uncl Stigmastcrol, 2 = Cholcstcrol, 3 = P-Sito- uncl Sti~masterolp.211~iitnt, 
4 = Cholcsterolpalmi tat. 

ANWENDUNGSBEISPIELE 

Als Anwendungsbeispiele der vorgestellten Methode bestimmten wir die Sterol- 
gehalte einiger im OAB 9 angeftihrter ale. Die Chromatogramme der iiber die Digito- 
nidfallung erhaltenen Sterolgemische des Oleum Olivae, Oleum Arachidis und Oleum 
Ricini zeigen neben vier bekannten Sterolen die Flecken von 3 bzw. 4 Lveitcren, nicht 
identifizierbaren Sterolen (siehe Fig. I), wobei die Zusammensetzung der Sterolfrak- 
tion des Oleum Arachidis und Oleum Ricini praktisch gleich ist. Die in Kolonne I der 
Tabelle III angefiihrten Gesamtsterolgehalte sind gleichzeitig die Sterolgehalte nach 
der Methode von PEEREBOOM UND Roosl. 

In allen drei untersuchten (l)len erwiesen sich sowol~l bei den frei vorliegenden 
wie such bei den gebunden vorliegenden Sterolen die quahtative wie such die quanti- 
tative Zusammensetzung dieser beiden Fraktionen praktisch als gleich. 

DANK 

Herrn Prof. Dr. J. W. COPIUS PEEREBOOM danken wir die grossztigige Uberlas- 
sung hochrciner Sterole. Ebenso gilt unser Dank Herrn Prof. Dr. A. SEHER fiir die, 

Oberlassung von Campesterol. 
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Es wird einc Methode zur diinnscl~ichtchromatographischen Trennung freier 
Sterole beschrieben, wobei Magnesiumosid als Sorptionsmittel und das System Cy- 
clohexan-Di~thyl~tl~er-Eisessig (20: 79.5 : 0.5) als I~liessmittelgemisch beniitzt wer- 
den. Bei Verwendung weiterer Fliessn~ittelgemische ktinnen such die natiirlich vor- 
kommenclen Palmitinshre- und Stearinsgureester der Sterole auf Magnesiurnosid 
getrennt werden. Die quantitative Bestimmung der iiber DigitonidfKllung und Diinn- 
scl~ichtchronlatograpl~ie auf Magnesiutnoxid aufgetrennten Sterole (sieben Substan- 
zen) erfolgt durcli UV-spelctroskopisclie Messung in konzentrierter Schwefcls2ure. Als 
Anwenclungsbeispiele wird der Sterolgehalt einiger Ole bestimmf. 
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