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Note

Dinnschicht-, Saulen- und Hochleistung-Fliissigkeitschromatogra-
phischer Auftrennung pflanzlicher Sterole an alkylsilylierten Kiesel-
gelen

A. HIERMANN* und K. MAYR
Institut fiir Pharmakognosie, Universitit Graz, Universititsplatz 4, A-8010 Graz (Austria)
(Eingegangen am 12. Mirz 1986; geiinderte Fassung eingegangen am 22. Miérz 1986)

Uber die Auftrennung und Quantifizierung pflanzlicher Sterole wird in der
Literatur eingehend berichtet. In diesem Zusammenhang sei auf die umfassende Dar-
stellung von Gorég! verwiesen. Von den chromatographischen Methoden werden
dabei vornehmlich Diinnschicht- (DC), Gas- (GC) und Hochleistung-Fliissigkeits-
chromatographie (HPLC) eingesetzt. Die DC-Auftrennung der Phytosterole erfolgt
im allgemeinen an imprédgniertem (Paraffin?, AgNO,3, Formamid#) Kieselgel sowie
MgO?3. Wihrend in der Literatur iiber die DC-Auftrennung von Steroidhormonen
an alkylsilylierten und NH, gebundenen Kieselgelschichten berichtet wird®.7~8, fanden
wir iber eine geeignete SC- und DC-Auftrennung pflanzlicher Sterole an RP-18
Schichten keine Hinweise. In der vorliegenden Arbeit wird uber die DC- und Siulen-
chromatographische (SC)-Auftrennung pflanzlicher Sterole an RP-18 Schichten
sowie deren Quantifizierung durch Remissionsmessung in situ berichtet. Da fiir die
HPLC-Auftrennung pflanzlicher Sterole hauptsichlich RP-18 Sdulen®:1° verwendet
werden, sollen auch Méglichkeiten zur Trennung dieser Verbindungen an RP-8 Sdu-
len aufgezeigt werden.

MATERIAL UND METHODEN

Diinnschichtchromatographie

Die DC-auftrennung der freien Sterole (Brassicasterol, Campesterol, Stigma-
sterol, Ergosterol, B-Sitosterol und Cholesterol) erfolgt an RP-18 Schichten (Merck,
Art. Nr. 13724) in Form der Durchlaufchromatographie nach Truter’!. Zum Ab-
dunsten des Fliessmittels ragt die DC-Platte (10 x 10 cm) einen Zentimeter aus der
Entwicklungskammer. Die Abdeckung wird mit einem dem Querschnitt der DC-
Platte entsprechenden Schlitz versehen. Als Fliessmittel dient n-Hexan gesattigt mit
Acetonitril. Probelosung, authentische Vergleichssubstanzen und ein Testfarbstoff-
gemisch (Merck, Art. Nr. 9353) werden einen Zentimeter vom unteren Plattenrand
aufgetragen. Die Platten werden solange entwickelt, bis der deutlich sichtbare Farb-
stoff Sudanrot ca. 3,5 cm vom Startpunkt entfernt ist. Die Entwicklungszeit betrigt
ungefdhr 80 min. Nach Vertreibung des Fliessmittels wird fiir die qualitative Analyse
mit Liebermann-Burchard Reagens detektiert. Die Empfindlichkeit liegt bei ca. 0,3
ug. Bei Betrachten im sichtbaren und UV-Licht (366 nm) erscheinen die Flecken
blaugrau bis braunviolett. Die quantitative Analyse erfolgt durch Remissionsmes-
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sung in situ. Dazu werden die entwickelten Chromatogramme kurz in
Perchlorsdure—Naphtochinonsulfonsdure Reagens (0,22 g 1,2-Naphtochinon-4-sul-
fonsdure-Na, 44 ml Wasser, 50 ml Perchlorsdure 60% und 6 ml Formaldehyd 33%
auf 1000 ml Athanol aufgefiillt)!? getaucht und eine Stunde im Vakuumtrocken-
schrank bei 70°C erhitzt. Anschliessend werden die interessierenden Sterolflecken
(blau-braunviolett) bei 500 nm fiir Brassicasterol, 575 nm fiir Campesterol, 560 nm
fir Stigmasterol, 505 nm fiir Ergosterol, 610 nm fiir f-Sitosterol und 615 nm fiir
Cholesterol densitometrisch vermessen. An Hand der zu erstellenden Eichkurven im
Bereich von 0,1-1,7 ug pro Substanz werden die Gehalte ermittelt. Die DC-Auftren-
nung der freien Sterole ist in Fig. 1 dargestelit.

Sdulenchromatographie

Eine priparative Auftrennung des kritischen Paares $-Sitosterol und ,Campe-
sterol konnte an RP-18 LiChroprep-Sdule erzielt werden. Dazu werden ca. 20 mg
eines Gemisches von f-Sitosterol und Campesterol in 4 ml #n-Hexan geséttigt mit
Acetonitril in Losung gebracht und unter Verwendung von n-Hexan gesittigt mit
Acetonitril als mobile Phase iliber eine LiChroprep-Sdule geschickt. Die Bereitung
der Siule erfolgte durch Suspendierung von LiChroprep 40-63 um (Merck, Art. Nr.
13900) in n-Hexan gesattigt mit Acetonitril und anschliessendes Einschlammen in die
Glassdule (diameter 1,5 cm) bis zu einer Hohe von 22 cm. Bei einer Tropfgeschwin-
digkeit von 0,5 ml/min erschien f-Sitosterol im Fraktionsbereich 40-50 m! und Cam-
pesterol bei 60-80 ml.

HPLC

Neben den bei der DC aufgefiihrten freien Sterolen wurden auch die Propion-
sdure-, Capronsiure-, Caprylsdure-, Caprinsiure- und Palmitinsdureester des f-Si-
tosterols und Campesterols mittels HPLC an RP-8 Saulen aufgetrennt. Die Auftren-
nung der freien Sterole erfolgte under den nachstehenden Bedingungen. RP-8 Siule
(Seibersdorf), 7 um, 25 x 0,5 cm; Acetonitril-Isopropanol-Wasser (50:25:25);
Durchflussrate 1,5 ml/min; Detektion bei 213 nm; Probeldsung 3 mg pro Substanz/ml
in Isopropanol; Einspritzvolumen 20 ul. Die k’-Werte der aufgetrennten freien Stero-
le sind in Fig. 2 aufgezeigt.

Zur Auftrennung der f-Sitosterol- und Campesterolester wurden die HPLC-
Bedingungen modifiziert. RP-8 Sdule (Knauer), 5 um, 25 x 0,5 cm;
Tetrahydrofuran—Acetonitril-Isopropanol-Wasser (68:66:33:33); Durchflussrate 1,3
ml/min; Detektion 213 nm; Probelosung 3 mg pro Substanz/ml in n-Hexan; Ein-
spritzvolumen 20 ul. Die k’-Werte sind der Fig. 3 zu entnehmen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bei Verwendung von RP-18 Schichten gelingt eine gute DC-Auftrennung (Fig.
1) der hidufig vorkommenden, pflanzlichen Sterole f-Sitosterol (hRs, 174,8), Stig-
masterol (162,0), Campesterol (149,1), Brassicasterol (138,8), Cholesterol (131,1) und
Ergosterol (77,1), die iiblicherweise nur an imprégnierten Kieselgelschichten erfolgt.
Das Wegfallen der Impragnierung erweist sich dabei als vorteilhaft. Eine quantitative
densitometrische Auswertung nach Behandlung mit Perchlorsdure-Naphtochinon-
sulfonsdure ist im Bereich von 0,1-1,8 ug moglich. Die im experimentellen Teil an-
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Fig. 1. DC-Auftrennung der freien Sterole an RP-18 Schicht. Gemisch 2-7 (1), p-Sitosterol (2), Stigma-
sterol (3), Campesterol (4), Brassicasterol (§), Cholesterol (6), Ergosterol (7), Testfarbstoffgemisch (8).
Fliessmittel: n-Hexan gesittigt mit Acetonitril; Detektion: Liebermann-Burchard; Durchlaufentwicklung.

Fig. 2. HPLC-Auftrennung der freien Sterole an RP-8 Sdule. k° = 7,75, Brassicasterol (1); k' = 9,66,
Ergosterol (2); k' = 12,66, Cholesterol (3); k' = 14,66, Campesterol (4); k' = 16,0, Stigmasterol (5);
k' = 18,53, p-Sitosterol (6). Stationdre Phase: RP-8 (Seibersdorf) Sdule 7 um (25 x 0,5 cm); mobile Phase:
Acetonitril-Isopropanol-Wasser (50:25:25); Durchflussrate: 1,5 ml/min; Detektion: 213 nm.

gegebenen Absorptionsmaxima wurden durch Aufnahme der Absorptionsspektren
in situ ermittelt. Die relative Standardabweichung der Bestimmung betragt + 2,8%
(n = 10).

Da handelstbliches f-Sitosterol sehr oft mit Campesterol (bis zu 40%) ver-
unreinigt ist, untersuchten wir die Moglichkeit der SC zur Trennung dieser beiden
Verbindungen. Durch Anwendung von RP-18 LiChroprep als Adsorbens gelingt
diese priaparative Trennung unter den im experimentellen Teil angegebenen Bedin-
gungen ohne groBeren Zeitaufwand. Das dabei gewonnene fS-Sitosterol zeigte die
charakteristischen Spektraldaten.

Die Ergebnisse der HPLC-Auftrennung der freien Sterole sowie der aufge-
fiihrten Campesterol- und f-Sitosterolester sind in den Fig. 2 und Fig. 3 veranschau-
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Fig. 3. HPLC-Auftrennung der Sterolester an RP-8 Siule. k&’ = 3,37, Campesterolpropionat (1); k" =
3,75, B-Sitosterolpropionat (2); k' = 4,87, Campesterolcaproat (3); k' = 5,37, -Sitosterolcaproat (4);
k’ = 6,12, Campesterolcaprylat (5); k' = 6,75, B-Sitosterolcaprylat (6); k' = 7.75, Campesterolcaprat
(7); k' = 8,50, B-Sitosterolcaprat (8); k' = 15,25, Campesterolpalmitat (9); k' = 17,25, p-Sitosterolpal-
mitat (10). Stationire Phase: RP-8 (Knauer) Sdule 5 pm (25 x 0,5 cm); mobile Phase:
Tetrahydrofuran—Acetonitril-Isopropanol-Wasser (68:66:33:33); Durchflussrate: 1,3 ml/min; Detektion:
213 nm.
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licht. Sie zeigen, daB auch RP-8 Sdulen zur Auftrennung dieser apolaren Verbindun-
gen geeignet sind. Die k’-Werte der Sterolester erh6hen sich dabei mit zunehmender
Kettenlidnge der Sduren, wobei die Campesterolester vor den entsprechenden Sitos-
terolestern eluiert werden.
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