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ZUR IDENTIFIZIERUNG UND BESTIMMUNG VON STEROLEN

TH. KARTNIG uxp G. MIKULA
Institut fiiv Pharmmakognosie deyr Universitat Graz, Grvaz (Osterrveich)
(Eingegangen am 9. Juni 1970) .

SUMMARY
T he identification and gquantitative determination of sterols

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.

EINLEITUNG

Die Untersuchung von pflanzlichem und tierischema Material auf Sterole ist
nicht nur von wissenschaftlichem, sondern auch von praktischem Interesse. Da ent-
sprechend der Bedeutung der Sterolforschung auch die Zahl der einschligigen Ver-
offentlichungen sehr gross ist, soll hier nicht nidher darauf eingegangen werden, sondern
lediglich auf die Arbeiten von PEEREBOOM UND Roos! sowie SEHER UND HOMBERG?
hingewiesen werden, in denen umfassende Zusammenstellungen der neueren, ein-
schldgigen Literatur, insbesondere der Bestimmung von Sterolen, gebracht werden.

Die Sterole, die frei oder gebunden vorliegen konnen, finden sich im Unter-
suchungsmaterial sehr oft als Gemische. Die Auftrennung solcher Sterolgemische
erfolgt heute vorwiegend papier- oder diinnschichtchromatographisch, wobei hiufig
auf imprédgnierten Schichten gearbeitet wird (Verteilungschromatographie) oder Um-
setzungsprodukte der Sterole (Acetate, Bromide) getrennt werden. Uber die Auftren-
nung freier Sterole auf nicht-imprédgnierten Schichten (Adsorptionschromatographie)
wurden nach SEHER UND HoMBERG? noch keine befriedigenden Ergebnisse berichtet.
SEHER UND HOMBERG selbst gelingt die Auftrennung der Sterole durch die Chromato-
graphie der acetylierten Produkte auf MgO-Al,0,~CaSO -Schichten.

EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Bei unseren Untersuchungen iiber die Brauchbarkeit des MgO als Sorptions-
mittel in der DC von Pflanzeninhaltsstoffen3-3% zeigte es sich, dass bei der Beniitzung
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entsprechender Fliessmittel auch freie Sterole und deren natiirlich vorkommende
Ester (7 B. Palmitate, Stearate) auf MgO- Sclnchten getrennt werden konnen. Dar-
tiber sei im folgenden berichtet.

Abtrennung der Stevole

Die Abtrennung der Gesamtsterole aus dem Untersuchungsmaterial erfolgt
nach der bei PEEREBoOM UND Roos! angegebenen Vorschrift durch Féllen mit Digi-
tonin nach vorangegangener Verseifung. Die Spaltung der Digitonide wird mittels
Pyridin® durchgefiihrt. Die letztlich in chloroformiger Lésung vorliegenden Sterole
werden von uns wié folgt aufgetrennt.

Auftrennung der Sterole mittels DC

Sorptionsmittel

Als Sorptionsmittel verwenden wir MgO (Handelspriparat Merck, ‘“MgO fiir
die DC"”), das unmittelbar vor dem Einschlimmen (15 g MgO -+ 68 ml H,0) durch
Sieb VI gebiirstet wird. Die Beschichtung erfolgt wie iiblich. Trocknung bei r30°
durch 30 min. Die Platten sind iiber einem Trocknungsmittel unbeschrinkt haltbar.

Fliessmittelgemische

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

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

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

FG (c), Petrolither (40-60°)-Eisessig (99.9:01);

FG (d), Petrolidther (40-60°)—-Aceton (g8:2);

FG (e), Tetrachlorkohlenstoff.

Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgt bei Zimmertemperatur und
normaler Kammersittigung. Die Laufstrecke betrigt 15 cm, die Laufzeit etwa 30 min.

Deteltionsmittel ,

Vanillin-Schwefelsdure. 3 % Vanillin in H,SO, konz.: Nach dem Bespriihen
ca. 10 min auf r120° erhitzen. Rot- violette Flecken auf hellem Grund. Nachweisgrenze
Ca. 5 8.

Alkalische Permanganatlosung. o.x M I(Mn04-Losung - gleiche Teile 10 %ige,
wissrige NaOH: Nach dem Bespriihen ca. 1o min auf 120° erhitzen. Helle Flecken
auf violettem Grund. Nachweisgrenze ca. 10 ug.

Wasser. Nach vorsichtigem Bespriihen erscheinen helle Flecken auf dunklerem
Grund. Nachweisgrenze ca. 20 ug.

Tiir die quantitativen Bestimmungen verwenden wir Wasser als Detektions-

mittel, das es uns ermdéglicht, auch die Bahnen, deren FFlecken abgeschabt werden,
zu bespriihen.

Quantitative Bestimmung der Sterole

ZAFFARONI? und neuerdings LEVORATO® haben darauf hingewiesen, dass Adreno-
corticosteroide in konzentrierter Schwefelsdure im UV-Bereich absorbieren. Eigene
Untersuchungen? ergaben, dass auch Sterole, Steroidglykoside und triterpenoide Ver-
bindungen in konzentrierter Schwefelsiure specifische Absorptionsbanden im UV-
Bereich aufweisen und durch Messung der Absorption quantitativ bestimmt werden
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kénnen. Die spektrophotometrische Messung wird so durchgefiihrt, dass die abge-
schabte Zone des Chromatogrammes in einem Reagensglas in 0.2 ml konz. HCI geldst
und sodann mit 3 ml konz. H,SO, versetzt und gut durchgeriihrt wird. Man erwédrmt
durch 15 min auf 60° (oder lisst 2 h 30 min bei Zimmertemperatur stehen), kiihlt
ab und misst die vollig klare IFliissigkeit bei der entsprechenden Wellenlinge (fiir
Sterole 318 nm) gegen 0.2 ml HCl konz. + 3 ml H,S0, konz., worin eine entsprechende
Menge MgO gelist wurde. Ein allfidlliger Niederschlag von MgSO, wird abzentrifugiert.

Sollen die Sterole ohne vorherige Trennung mittels DC gemessen werden, so
bringt man die Substanz oder deren Ldsung in ein Reagensglas, dampft das Losungs-
mittel ab und verfihrt weiter wie oben angegeben.

Die Erfassungsgrenze dieser Messmethode Dbetrigt fiir Sterole ca. 5 ug, die
Standardabweichung -+4-1.4 %.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Qualitative Auftrennung von Sterolen und Slerolestern mit Hilfe der IFliessniitielge-
mische a—e

Bei Verwendung der I'G (a) und (b) kénnen die untersuchten Sterole mit Aus-
nahme des Campesterol, das bislang in nur wenigen Olen nachgewiesen werden konnte,
auch im freien Zustand zufriedenstellend aufgetrennt werden. Durch Verlingerung
der Laufstrecke auf 25 cm und Verwendung des I'G (a) gelingt auch die Auftrennung
der kritischen Paare Campesterol (73), Cholesterol (78) und f-Sitosterol (66). Die
Auftrennung der Sterole in Form der natiirlich vorkommenden Palmitate und Stearate
gelingt mit den FG (c—e), wird jedoch sinnvoll nur dort angewendet werden, wo eine
Abtrennung iiber die Digitonide nicht nétig ist (Tabelle I, IFig. 1).

TABELLE I
Rp X 100 WERTE VON STEROLEN UND STEROLESTERN

Verbindiung Fliessmittel
a b c a e

Cholesterol 86 51 —_ — —
Stigmasterol 8o J1 — — —_
B-Sitosterol o4 60 — — —
Ergosterol 61 27 — —_— —
Campesterol 90 55 — — _—
Lumisterol 10 15 — — ——
Lanosterol 100 75 — — _—
Cholesterolacetat —_ —— 57 100 —
Stigmasterolacetat — —— 45 S3 —
pB-Sitosterolacetat — — 68 100 —
Ergosterolacetat —_ — 21 53 _
Cholesterolpalmitat —— — —_— 86 So
Stigmasterolpalimitat — — — 66 70
B-Sitosterolpalmitat — — — 05 96
Ergosterolpalmitat — — —_— 13 55
Cholesterolstearat —_— —rn — 76 78
Stigmasterolstearat — — — 55 6o
B-Sitosterolstearat — — — 03 92
Lrgosterolstearat —_ — — 38 48
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Fig. 1. Auftrennung von Sterolen und Sterolgemischen mit I'G (b). Sorptionsmittel, MgO; Laufs-
strecke, 15 cm. I = Lanosterol, II = g-Sitosterol, III = Cholesterol, IV = Stigmasterol, V =
Ergosterol, VI = Lumisterol, VII = Campesterol, VIII == Oleum Olivae, IX = Oleum Arachidis
und Oleum Ricini (Sterole identisch). * Nicht identifizierbares Stcrol.

Quantitative Bestimmung der Sterole

Die quantitative Bestimmung der isolierten Sterole erfolgt durch die oben be-
schriebene spektralphotometrische Messung in konzentrierter Schwefelsiure mit
grosser Genauigkeit. Die giinstigste Menge sowohl zur DC Auftrennung wie auch zur
spektroskopischen Messung liegt zwischen 40 und 100 ug pro Sterol. Die Standard-
abweichung der Gesamtbestimmung liegt bei +2.59%. In Tabelle II und Fig. 2 sind
die Extinktionswerte und Eichkurven einiger Sterole und Sterolester als Beispiele
gefiihrt.

Der Vorteil der beschriebenen Bestimmung, deren Erfassungsgrenze (ca. 20 ug)

TABELLE 1I

EXTINKTIONEN DER EICHKURVEN EINIGER STEROLE UND ESTER
A = 318 nm.

Verbindung Extinktion fiir

50 ug 75 1g 100 HE

Cholesterol 0.305 0.450 0.600
Stigmasterol 0.370 0.550 0.740
pB-Sitosterol 0.370 0.550 0.740
Cholesterolacetat 0.255 0.375 0.500
Stigmasterolacetat 0.275 0.400 0.540
p-Sitosterolacetat 0.250 0.370 0.490
Cholesterolpalmitat 0.210 o0.310 0.420
Stigmasterolpalmitat 0.210 0.320 0.425
pB-Sitosterolpalmitat ©.190 0.280 0.375
Cholesterolstearat 0.200 0.285 0.380
Stigmasterolstearat 0.200 0.300 0.410
p-Sitosterolstearat 0.170 0.260 0.350
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und Genauigkeit (Standardabweichung -4 2.5 %) zufriedenstellend scheinen, liegt
durch die Auftrennung der Sterole auf MgO darin, dass sich das Sorptionsmittel der
abgeschabten Zone im Salzsdure—-Schwefelsiuregemisch vo6llig 16st und somit das
gesamte in der Beschichtung (MgQO) vorhandene Sterol zur Umsetzung und Messung
gelangt. Diesbeziigliche Versuche mit eingewogenen Reinsubstanzen und von der
DC abgeschabten Flecken ergaben identische Extinktionswerte.
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TFig. 2. Eichkurven einiger Sterole und Sterolester. UV-Spektroskopische Messung in konz. H,SO,
bei 318 nm. 1 = fF-Sito- und Stigmasterol, 2 = Cholesterol, 3 = f8-Sito- und Stigmasterolpalmitat,.
4 = Cholesterolpalmitat.

ANWENDUNGSBLEISPIELE

Als Anwendungsbeispiele der vorgestellten Methode bestimmten wir die Sterol-
gehalte einiger im OAB g angefiihrter Ole. Die Chromatogramme der iiber die Digito-
nidfillung erhaltenen Sterolgemische des Oleum Olivae, Oleum Arachidis und Oleum
Ricini zeigen neben vier bekannten Sterolen die I'lecken von 3 bzw. 4 weiteren, nicht
identifizierbaren Sterolen (siehe IFig. 1), wobei die Zusammensetzung der Sterolfrak-
tion des Oleum Arachidis und Oleum Ricini praktisch gleich ist. Die in Kolonne 1 der
Tabelle I11 angefithrten Gesamtsterolgehalte sind gleichzeitig die Sterolgehalte nach
der Methode von PEEREBOOM UND Roos!.

In allen drei untersuchten Olen erwiesen sich sowohl bei den frei vorliegenden
wie auch bei den gebunden vorliegenden Sterolen die qualitative wie auch die quanti-
tative Zusammensetzung dieser beiden Fraktionen praktisch als gleich.

DANK

Herrn Prof. Dr. J. W. Copius PEEREBoOM danken wir die grossziigige Uberlas-
sung hochreiner Sterole. Ebenso gilt unser Dank Herrn Prof. Dr. A. SEHER fiir die
Uberlassung von Campesterol.

J. Chromatog., 53 (1970) 537-543.



TH. KARTNIG, G. MIKULA

542

9]0193G [3591 Y €€

9101935 "P3sa1 % ¢ €

i

a1019) 13591 Y 1°€

(vequarzytuopr Jyotu)
3101915 219)19m €

[019383101]) % €01 10193591040 95 1791 103935910Y) % 9'91 joI3389]0 )
jo1ysewsng % e 1€ o193seWwiSyg Y, L-of jorsewdyg 9% €-1€ [0193s2WSNS g
1o1035031G-¢4 % 08t lo1035031G-¢ % 0¥ 1010350015 % 0°8t 10193503154 t1€ A% £ gFte wnajo
(reqaorzyruapt Jyoru)
310193 13591 9, €g 9]0103G 3591 Y% tg 9]0193§ 351 % €-g 9]0193§ d19319m €
o1d3s9104) 9 g°€1 01938910y % 8°€1 10193591049 %, §°€1 1019359104
jomsewsng % L-le roxsewsng % gle [omysewsng Y, L-Le [0303sRWIS IS SIpIjoRIY
101935031G-ff % 0°0€ 101035001G-§ % 0°0S 1019)5031G-§ %005 [013)50G-¢ trer oS¢ 00°§T wns|Q
(xequorzynuapt JyoIu)
a1019g 3sa1 Y ti1c 91019)§ {3501 Y 0ce 9101935 13531 % 9'1¢ 3]019)g 219319Mm JTATQ
101935031~ % §°8L (0193503154 % 08l [o103s031S-g % gL 1019350315-¢ g6 er€ t6c1 wnaj0
(% Sws) (% i)
uapuNnqas 3j04g 1w4f 3]043)S 2]0A3]SjUIDS L) SIYISUUIT|04I]S SIP uapungad 1uf (% )
M:E.MN&,:E:::;:N a31043jS
SAYISNNISI0AIIS SIP SUNZPISUNMMDSNZ I0VJIUDN] anogong 210491 -plupsas)

6 (¥ S4a 310 YIDINIY ILTVHIDTOUNTIS ¥3d HNNNKIISIAL

1 IT199VL

J- Chromatog., 53 (1970) 537-543



IDENTIFIZIERUNG UND BESTIMMUNG VON STEROLEN 543
ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird eine Methode zur diinnschichtchromatographischen Trennung freier
Sterole beschrieben, wobei Magnesiumoxid als Sorptionsmittel und das System Cy-
clohexan-Diithyldther-Eisessig (20:79.5:0.5) als Fliessmittelgemisch beniitzt wer-
den. Bei Verwendung weiterer I'liessmittelgemische kénnen auch die natiirlich vor-
kommenden Palmitinsiure- und Stearinséiureester der Sterole auf Magnesiumoxid
getrennt werden. Die quantitative Bestimmung der iiber Digitonidfillung und Diinn-
schichtchromatographie auf Magnesiumoxid aufgetrennten Sterole (sieben Substan-
zen) erfolgt durch UV-spektroskopische Messung in konzentrierter Schwefelséiure. Als
Anwendungsbeispiele wird der Sterolgehalt einiger Ole bestimmt.
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