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Kvantitativni stanoveni estert 7-dehydrocholesterolu a dalSich steroida
chromatografii v tenké vrstvé kysliéniku hlinitého*

J. BESTOVS

Vyjchododeské chemické zdvody — Synthesia, n. p., Pardubice—Semtin

Adsorpéni sloupcova chromatografie provitamini a vitamint skupiny D
a n&kterych produkti, vznikajicich pii jejich syntéze, je propracovana zejména
se ztetelem na déleni téchto latek z biologickych materidla a farmaceutickych
smési. V poslednich letech bylo uvetejnéno nékolik praci i o chromatografii
téchto smési na tenké vrstvé Al,O, &i silikagelu s pojidlem [1, 2] nebo v tenké
vrstvé Al,O, bez pojidla [3, 4]. Tenkych vrstev adsorbentu bylo pouzito k semi-
kvantitativnimu & kvantitativnimu stanoveni ergokalciferolu a z jinych steroi-
did k stanoveni progesteronu a testosteronu, které byly stanoveny spektro-
fotometricky po chromatografii v tenké vrstvé Al,O, ¢&i silikagelu a po eluci
[3, 5].

V naSem pripadé jsme pouzili chromatografie v tenké vrstvé Al,O, bez pojidla
ve spojeni se spektrofotometrii ke kvantitativhimu vyhodnocovani reakénich
smési syntézy vitaminu D;, zejména smési po dehydrobromaci esteru 7-brom-
cholesterolu na ester 7-dehydrocholesterolu. Smés piichdzejici k analyze je
roztokem reakei vzniklych steroida ve vySevroucim, zpravidla aromatickém
rozpoustédle, obsahujicim navic latky nesteroidni, slouZici jako dehydrobro-
maéni dinidlo (pyridinové baze, derivaty anilinu atd.). Smés steroida se sklada
z 30—55 9, esteru 7-dehydrocholesterolu, 15—35 9, estert dal$ich cholestadie-
nold, zbytek &ini estery cholesterolu, jeho hydroxyderivati, eventualné brom-
derivath a izomerni cholestatrieny. Vzdjemna interference téchto litek nedo-
voluje piimé spektrofotometrické vyhodnocovani dehydrobromaéniho procesu,
ktery je nejdulezitéjsi fazi syntézy vitaminu D,.

Kromé hlavni slozky je mozno stanovit po eluci pifsluSnych skvrn i ostatni
produkty spektrofotometrickym proméfenim eluadtu bud piimo v ultrafialové
oblasti, nebo ve viditelné oblasti po vyvolani barevné reakce.

Experimentalni ¢ast

Zavizent

Tenkd vrstva byla nandSena na sklenéné desky 245 x 100 X 2 mm. Stérka byla
rozdélena prouzky 3 X otolené spofaplasti na useky po 24 mm. K nandSeni smési na

* Prednesend na Semindri o kvantitativnych metédach v chromatografii na papieri
v Bratislave 25. aprila 1963.
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chromatogram se pouZivalo mikropipety s mikrometrickym Sroubem (vyrobce Glaswerke

Illmenau). Elu¢ni kolonky mély svétlost 6 mm, délku 70 mm. Horni ¢dst byla rozsifena

v ndlevku a spodni vytazena do $piky, do niz se pfed pouzitim vklddal chomdéek vaty.
Méieni se provddéla na spektrofotometru SF 4; pouzily se 1 cm kyvety.

Chemikdlie

K ptipravé tenké vrstvy se pouiivalo Al,O; pro chromatografii, ktery byl predem
neutralizovdn a aktivovdn na aktivitu IV. Pro Fedéni smési a vyvijecf soustavu se pouziva-
lo rozpoustédel n. p. Lachema, Brno, pro eluce z tenké vrstvy spektralniho etanolu.

Prtiprava detekéniho éinidla [6]

Zdlkladni roztok: 2,5 g FeCl, 6H,0 se rozpusti ve 100 ml 85 %-ni H;PO,. Cinidlo se
piipravi doplnénim 8 ml zdkladniho roztoku na 100 ml H,SO, konc.

Pracovni postup

Stérkou rozdélenou tizkymi prouzky spofaplasti se vytvori na desce 3 pruhy Al,O;
o §ifce 24 mm. Na start prvého a druhého pruhu se nandsi po 500 pug deriviti esteru
cholesterolu ve 100 ;1 cyklohexanu &i petroléteru, kterym se pro nandSeni fedi reakéni
smés; tfeti pruh je-volny. NandSeni stejnych mnoZstvi na start srovndvaciho a mérného
useku je nutné, protoze Ry délenych ldtek Zévisi na naneseném mnozstvi.

Chromatogram sa vyviji ve tié soustavou petroléter—chloroform 10: 1. Béhem 20 mi-
nut urazi éelo drédhu cca 22 cm. Poté se soustava nechd té€kat ve tmé za normalni teploty
10 minut & dal$ich 10 minut v susédrné pii 40 °C.

Na chromatogramu se smés rozdéli na 3 zény:

Ry 0,85 : 2,4,6-, (3,5,7-) a 4,6,8(14)-cholestatrieny. Eludt se méii v oblasti 280—310 my.,
ve které neinterferuji nesteroidni latky (xylen, pyridinové béze), pfitomné na chromato-
gramu Vv téZze z6né.

Rp 0,4—0,5 : estery izomernich cholestadienoll [5,7-dehydrocholesterolu, 4,6- a 6,8-
(14)-cholestadien-3f-olu] a cholesterolu s maximy v oblasti 228—294 my., jez se na chro-
matogramu nedokonale od sebe déli, jez vSak je moZno spektrofotometricky vedle sebe
dobfe stanovit.

Start: ester}‘r hydroxyderivdti a bromderivéatt cholesterolu, necesterifikované steroly
a nékteré nesteroidni latky, pritomné v analyzované smési.

Prostfedni pruh chomatogramu se deteguje pokapénim detekénim éinidlem. Stejné
velké tiseky na obou postrannich pruzich, odpovidajici uvedenym zéném, prevedou se
do eluénich kolonek, kde se eluuji 8 ml etanolu nejprve beztlakové, po projiti prvé kapky
pod tlakem dusiku do odmérnych banék 10 ml. Spektrofotometricky se proméii eluédty
mérného tiseku proti slepému tseku.

Stanoveni bylo vypracovéno pro zminéné derivaty benzodtu a acetétu cholesterolu,
plesnost metody byla stanovena pro benzodt a acetdt 7-dehydrocholesterolu.

Pti pouziti prodejného (alkalického) Al,O, pro chromatografii dochdzelo jednak k hydro-
lyze esterii, jednak k &4stedné deformaci spektra esteru dehydrocholesterolu. Ubytek
benzodtu 7-dehydrocholesterolu po chromatografii a eluci z prodejného Al,Q; pro chro-
matografii byl v praméru 12 9, pfi¢em? odchylky jednotlivych stanoveni dosahovaly
£ 6 %.
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Neutrdlni Al,O, nemd vliv na stabilitu stanovovanych latek. Prabéh spektra estert
7-dehydrocholesterolu po eluci z chromatogramu a pii pfimém méfeni je totoZny. Na
velké ploSe chromatogramu jsou vsak délené latky citlivéjsi na piisobeni svétla, teploty
a vzdusného kysliku nez v pevném stavu. Vyzaduji pro zachovéni uvedené presnosti
vyvijeni ve tmé, nizkou teplotu pri tékani soustavy (do 40 °C) a co nejkratsi styk plochy
skvrny se vzduchem, zejména na svétle.

P1i pouziti neutrdlniho Al,O; byl variaéni koeficient v = 1,6 9, (ze souboru 30 stano-
veni), ve srovnéni s analyzou éistého produktu bez pouziti chromatografie. Z toho va-
ria¢ni koeficient pro nandseni vzorku je 0,1 %,.

Rychlost provedeni umoziuje pouziti této metody pro béznou analytickou kontrolu.

Na experimentdlnt édsti spolupracovala H. Sdgnerovd.

Souhrn

Byla vypracovana metoda na stanoveni acetdtu nebo benzodtu 7-dehydro-
cholesterolu v reakéni smési ze syntézy vitaminu D, vedle dalsich steroidd
a piitomnych nesteroidnich latek. Steroidni latky se stanovi po rozdéleni na
tenké vrstvé neutrdlniho Al,O; bez pojidla a po eluci etanolem spektrofoto-
metricky. Variadni koeficient metody je 1,6 9%, pro benzoat 7-dehydrocholeste-
rolu.

ROJUNYLECTBEHHOE ONPEIEJEHHE 2OHPA
7-JJETHOPOXOJECTEPOJA U JAJLHEWIMNNX CTEPOHIOB
C 1IOMOIILIO XPOMATOI'PA®III HA TOHHKOM CJIOE OKHNCH AJIIOMHHIIA

fl. BemToBa

Bocrounouenickie Xumuueckne 3aBojisl — Synthesia, H. 1., Ilapnybnne—Cemrnr

Brur paspaboran MeToj A/isI ONpefc:leHMs ameTarta Iin Gemsoata 7-1erupoxosecTeposia
B PEaKIMOHHOII cMecH nocae cnuTesa [l; BATAaMIHA BOo3Je HajlHEUINIIX CTePOMIOB U NPUCYT-
HBIX HecTepOM;(HHIX BellecTB. CTepoM/IHEIE BeIlecTBA ,0NpPEXENIAIOTCS II0CjIe paclpeiesIeHa s
H4 TOHKOM cJjoe HelirpanmpHOro_Al,O; Ge3 coeaNHMTEILHOIO,BellleCTBA M 3JIIONMH 3TaHOJIOM
CIIeKTPOPOTOMETPUUCCKEM MeToJoM. BapuanuonHsiii xoadunuent meroga 1,6 9% mma Gen-
30aTa 7-JeTHpoxXoJiecTepoJia.

QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER ESTER VON 7-DEHYDROCHOLESTERIN
UND WEITERER STEROIDE MITTELS DER DUNNSCHICHT-CHROMATO-
GRAPHIE VON ALUMINIUMOXID

J. Bestovd

Ostbéhmische Chemische Werke — Synthesia, Nationalunternehmen, Pardubice—Semtin

Es wurde eine Methode zur Bestimmung des Acetats oder Benzoats von 7-Dehydro-
cholesterin im Reaktionsgemisch aus der Synthese des Vitamins D, neben weiteren
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Steroiden und anwesenden nichtsteroiden Stoffen ausgearbeitet. Die steroiden Stoffe
werden nach der chromatographischen Trennung auf der Dinnschicht aus neutralem
Al,0, ohne Bindemittel und nach der Elution mittels Athanol spektrophotometrisch
bestimmt. Der Variationskoeffizient dieser Methode betrigt 1,6 %, fiir Benzoat von
7-Dehydrocholesterin.
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