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Diinnschichtchromatographische Trennung oraler Kontrazeptiva
neben einigen Sexualsteroiden

Von I. SzfkAcs und M. KLEMBALA

Auws der Biochemischen Abteilung _‘de.f Staatl. Instituts fiir Hygiene, Budapest

(Eingegangen am 1. Juli 1969)

Eine zweidimensjonale diinnschichtchromatographische Methode wird beschricben, die das Trennen und Identifizieren einer Anzahi

oraler Kontrazeptiva und verwandter Steroide ermoglicht.

Thin layer chromatographic separation of oral contraceptives and some sex steroids
A two dimensional thin layer chromatographic method is deseribed for the separation and identification of a number of oral contraceptives

~ and related steroids.

Zur Analyse oraler Kontrazeptiva sind in der Fachlitera-
tur nur wenige Verfahren bekannt. ZANDER und Mit-
arbeiter (1) sowie GRAEF und STAUDINGER (2) berichten
iiber die Trennung und Bestimmung verschiedener
Steroide. Fine dinnschichtchromatographische Me-
thode zur Analyse oraler Kontrazeptiva und ihrer thera-
: peutisch angewandten Komponenten wurde unlingst
- von RODER verdffentlicht (3).
Im Laufe unserer Untersuchungen erwies es sich als

i

' notwendig, einige Steroide, darunter auch orale Kontra-

zeptiva, in biologischem Material zu trennen bzw. zu
identifizieren. Um dies zu erreichen, wurde zuerst das

. Ropersche Verfahren herangezogen. Da der erwiinschte
' Trenneffekt nicht erreicht wurde, waren wir gezwungen,
die Methode zu modifizieren, wobei eine ausgezeichnete
Trennung der zu untersuchenden Stoffe erzielt werden
konnte. Die Modifikation besteht im wesentlichen darin,
daB wir die zwei von RODER angegebenen FlieBmittel-
systeme mit einem dritten, bestehend aus Chloroform
und Aceton, erginzten. Die drei verschiedenen Systeme
werden entweder simultan oder zu zweit, d.h. ein
RODERsches, kombiniert mit dem von uns vorgeschlage-
nen System, zweidimensional zur Anwendung gebracht.

Methodik

Die folgenden Substanzen') wurden untersucht:

Progesteron, Mestranol, Norethinodrel und Ethynodioldiacetat
(Arzneimittelfabrik X6banya, Budapest, Ungarn)

Mestranol und Lynestrenol (N. V. ,,Organon®, Oss, Holland)

1) Progesteron = A4-Pregnen-3,20-dion, Mestranol = 41,3,5
(10)-3-Methoxy-19-Nor-17x-pregnatrien-20-in-17-0l, Norethino-
drel = A5 (10)-19-Not-17a-pregnen-20-in-3, 17-diol, Ethynodiol-
diacetat = 38, 17x-Diacetoxy-44-19-nor-pregnen-20-in, Lynestre~
nol = A4-19-Nor-17x-pregnen-20-in-17-ol, Cyproteron = 1,2x-Me-
thylen-6 chloro-A44,6-pregoadien-17c-0l-3,20-dion, Chlormadinon-
acetat = A 4-6-Chlor-6-dehydro-17x-acetoxy-pregnen-3,20-dion,
Infecundin=0,1 mg Mestranol+2,5 mg Norethinodrel pro Tablette,
Bisecurin = 1 mg Ethynodioldiacetat + 0,1 mg Mestranol pro Ta-
blette, Lyndiol = 2,5 mg Lynestrenol + 0,075 mg Mestranol pro
Tablette, C-Queens I = 0,08 mg Mestranol pro (weilie) Tablette,
C-Queens II = 0,08 mg Mestranol + 2 mg Chlormadinon-acetat
pro (gelbe) Tablette, Enavid = 2,5 mg Norethinodrel + 0,1 mg
Mestranol pro Tablette, Orgametril = 5 mg Lynestrenol pro
Tablette.
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Cyproteron und Cyproteronacetat (Schering AG, Berlin)

Ostron, Ostradiol, Ostradioldipropionat (Arzneimittelfabrik Ko-
bénya, Budapest, Ungarn)

Die oralen Kontrazeptiva:

Infecundin und Bisecurin (Arzneimittelfabrik Kébdnya, Budapest,
Ungarn)

Lyndiol (N. V.,,Organon*, Oss, Holland)

C-Queens L.~ und II. (Lilly and Comp., USA)

Enavid (Seatle, England).

Alle Substanzen — mit Ausnahme von Ostradiol — wurden in
frisch destilliertem Chloroform p. a., das Ostradiol in einem Ge-
misch von Chloroform-Dioxan 1:1 gel&st. In einigen Fillen be-
nutzten wir als Losungsmittel anstatt Chloroform Dichlormethan;
die Verschiedenheit der Lésungsmittel verursachte weder in den
Ry-Werten noch in den nach der Sichtbarmachung entstandenen
Farben einen Unterschied. .

Zur Analyse der Kontrazeptiva wurden 2—S5 Tabletten mit der glei-
chen Menge Seesand fein verricben und viermal mit2,5 m/frisch de-
stilliertem Chloroform p. a. extrahiett. Die in einem Destillierkolben
vereinigten Extrakte wurden im Vakuum bei Raumtemperatur
unter Np-Gasstrom cingedampt und die von Ldsungsmittelresten
vollkommen befreiten Riickstinde in Chloroform oder Dichlo:r-
methan aufgenommen. Aus dieser Losung wurden sodann die
bené&tigten Mengen auf Diinnschichtplatten aufgetragen.

20 X 20 cm Glasplatten wurden mit einer Kieselgel-G-Wasset-
Suspension (24 g Kieselgel in 48 m/ Wasser fiir 4 Platten) mit
Hilfe eines ,,Desaga“-Streichgerits bestrichen, zur Aktivierung
bei 110° im Trockenschrank 30 Min. erhitzt und nachfolgend
24 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Unmittelbar vor der
Anwendung wutden die Platten fiir 10 Min. in einen Trocken-
schrank gestellt und nach Abkiihlen mit den zu untersuchenden
Substanzen beschickt.

Die aufsteigende Entwicklung wurde in Trennkammern durchge-
fithrt, die mit Filterpapier ausgekleidet und 1 Std. lang mit dem
FlieBmittel gesittigt waren.

Folgende FlieBmittel wurden angewendet:

a) Athylacetat-Cyclohexan-Aceton 25:75:10 (v/v)
b) Athylacetat-Cyclohexan 54:46 (v/v)

¢) Chloroform-Aceton 90:10 (v/v).

Zur zweidimensionalen Chromatographic erwiesen sich die fol-
genden Kombinationen als geeignete Systeme:

1. FlieBmittel 2) — FlieBmittel b)
II. FlieBmittel ¢) — FlieBmittel a)
III. FlieBmittel ) — FlieBmittel b)’

Die fiir die Chromatographie etrforderliche Temperatur war
20—23°, die Yaufzeit bis zu ciner Hohe von 15 cm betrug durch-
schnittlich 30—40 Min.
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Rp-Werte, Farben und Fluor::‘:zli:..nz1 der untersuchten Substanzgn
FlieBmittel a FlieBmittel b FlieBmittel ¢
Farbe nach Detektion mit Farbe nach Detektion mit Farbe nach Detektion mit
Name Metharinl v Methanat Erescle Methanat Elsestig
Ry Tagee UV, Tager UV. | Re Toge- UMD TaE e T TR Cohe  hén Liont

Norethyno- 0,35 rotlich- braun = rdtlich- braun 0,60 rétlich- braun roétlich- bordo '0,48 rotlich-. rétlich- rétlich- braun

drel braun braun braun braun braun, , braun braun
Mestranol 0,45 rot orange- violett- rot 0,65 rot orange- violett- rot 0,54 rot orange- violett- rot
gelb rot gelb rot gelb rot

Lynestrenol 0,53 gelblich- gelblich- brdun- gelblich- 0,70 gelblich- braun  brdun- rétlich- 0,58 gelblich- gelblich- brdun-  braun
braun braun lich rot braun braun lich rot braun braun braun lich rot

Ethinodiol- 0,52 gelblich- gelblich- brdun- braun 0,66 rotlich- gelblich- gelblich- gelblich- 0,73 gelblich- gelblich= rétlich- rétlich-

diacetat braun braun lich rot braun braun braun braun braun braun violett braun
N
Chlormadi- 0,27 tiirkis- griin tirkis- griin 0,51 griin griin tiirkis= griin 0,59 ﬁrﬁn- tiirkis- griin-  griin
nonacetat grin grin ° blau ich- grin lich-
: i blau blau
Progesteron 0,36 farblos schwach farblos schwach 0,53 farblos schwach farblos schwach 0,56 farblos schwach farblos griin-
bldulich- griin blau griin blau lich-
griin blau
Ostron 0,31 gelb schwach rosa zitro- 0,57 gelb schwach rosa orange- 0,48 zitro-  schwach rosa gelb
griinlich- nengelb grinlich- gelb nengelb griinlich-
gelb gelb gelb
Ostradiol 0,23 gelb schwach rosa orange- 0,49 orange- schwach rosa orange- 0,26 zitro- schwach gelblich- gelb
griinlich- gelb gelb gelblich- gelb nengelb griinlich rosa
gelb griin gelb
Ostradioldi- 0,63 zitro- schwach rosa zitro- 0,75 gelb schwach gelblich- gelb 0,74 zitro- schwach gelblich~ zitro-
propionat nengelb griin nengelb gelblich= rot nengelb griin rosa nengelb
NN griin
A .
Cyproteron 0,22 rotlich- brdun- rot braun 0,45 rotlich- braun rot braun 0,39 braun braun blau braun
braun lichgriin braun
Cyproteron- 0,23 blaulich- tiirkis- griinlich- griin 0,43 blau hellblau griinlich griin 0,563 blau hellblau tiirkis- braun
acetat grin blau blau blau grin

Die bei Raumtemperatur getrockneten Platten wurden zur Sicht- acetat, die im ROpERschen FﬁeBmi_ttelsystem gleichcn

f::;icz};::g mit einem der von RODER verwendeten Spriih- R-Wert, Farbe lfnd.Fluorcszepz auiéweiscg, kénnen

aufgrund unterschiedlicher Rp-Werte in dem von uns
modifizierten FlieBmittelsystem einwandfrei getrennt
werden.

a) Phosphorsiure-Methanol 1:1 (v/v) oder

b) Antimon[III]-chlorid-Eisessig 1:1 (g/v) bespriiht und 10 bis
20 Min. im Trockenschrank bei 110° erhitzt. Die abgekiihlten . . . .
Platten wurden zunichst schwarz-weiB photographiert, sodann 1m UV-Licht sind 1ug, meist aber noch geringere Sub-
unter UV-Licht (Wood-Filter, Osram Hg-v 300, 75 W) gestellt.  stanzmengen nachweisbar.

Die stark fluoreszierenden Flecken wurden ebenfalls schwarz- . : . o
weiBl und nachfolgend auch auf farbige Emulsion (Orwo Color In Abbildung 1 a—c ist das Trennungsvermdgen der

UT 16,5%-CuSO,Filter) photographiert. Die mit sorgfalig 4t¢l zweidimensionalen Verfahren einander gegeniiber

gereinigten Glasscheiben bedeckten Platten wurden an allen gestellt.
Seiten luftdicht mit Klebstreifen verklebt. Auf diese Weise konnten

die farbigen Flecke lingere Zeit konserviert werden. Es zeigt sich, daf im Losungsmittelsystem II. bzw. IIL.

die einzelnen Steroide besser getrennt werden kénnen
als in dem von RGDER beschriebenen System I.

Die hohe Empfindlichkeit des Verfahrens erméglicht die
Anwendung zur Reinheitsprisfung von Handelspripa-
Die Untersuchungsergebnisse sind in Tabelle 1 zusam- raten. Unsere Befunde zeigten z. B., daB das Produkt
mengestellt. Enavid auBer Norethynodrel und Mestranol noch andere
Die in Tabelle 1 angegebenen Zahlen sind Durchschnitts-  gut nachweisbare, von uns jedoch nicht identifizierte
werte von 24—156 Bestimmungen; die einzelnen Paral- Steroide enthilt, wihrend die Chromatogramme der
lelbestimmungen weichen im Ry-Wert voneinander Lyndiol und Orgametril-Tabletten nur kaum nachweis-
hchstens um 4+ 0,03 Rp-Wert ab. bare Spuren unbekannter Substanzen auBer Mestranol
und Lynestrenol bzw. Lynestrenol aufweisen.

Ergebnisse

Aus Tabelle 1 ist zu ersehen, daB jede der von uns unter-
suchten Substanzen mit Hilfe von drei Charakteristika,
namlich Rg-Wert, Farbe bei Tageslicht und Fluoreszenz, Fiir das zur Verfiigung gestellte Material sprechen wir den Firmen
eindeutig charakterisiert werden kann. Selbst sich_zhn- Arzneimittelfabrik Kobanya, Budapest; N. V. ,,Organon®,

A | Oss; Searle, England, und Herrn Prof. F. NEuMANN, Schering
lich verhaltende Substanzen wie z. B. Lynestrenol und AG, Berlin, unseren aufrichtigen Dank aus. Fiir die technische

Ethynodioldiacetat, oder Cyproteron und Cyproteron-  Assistenz danken wir Herrn VALENTIN VARGA.
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Auf diese Anzeige kdnnten wir lhnen einen opti-
malen Mitarbeiter vermitteln:

Unseren klinischen Vollautomaten

MODELL DSA 560

Dirfen wir lhnen unsere Bewerbungsunterlagen
zuschicken oder um ein unverbindliches, per-
sonliches Gespréch bitten?

BECKMANINSTRUMENTS GMBH
8 Miinchen 45, Frankfurter Ring115, Tel.38871, Telex05-23823

LAt

: Beckman®

.

Technische Biiros: Berlin, Diisseldorf{, Frankfurt, Hamburg, Hannover,
Miinchen, Stuttgart

Internationale Niederlassungen: Fullerton/USA, Gentf, Paris,
Glenrothes/Schottland, Tokio, Kapstadt, Wien, Amsterdam, swckholn.
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Asmus

Einfihrung
in die Hohere Mathematik
und ihre Anwendungen

Ein Hilfsbuch fiir Chemiker, Physiker
und andere Naturwissenschaftler

Von Prof. Dr. Erix AsMmus

5. Auflage. Oktav. Mit 184 Abbildungen.
XII, 410 Seiten. 1969. Plastik flexibel DM 24,—

Wir wollen mit ganz besonderem Nachdruck darauf
hinweisen, daB hier ein Buch vorliegt, das so sehr in
der Sprache des Naturwissenschaftlers geschrieben wird,
daB es fiir den Biologen, Chemiker oder Physiker in
ganz besonderem MaBe lesbar wird. Vom Stoff her
vermittelt das Buch ausfiihrlich und an Hand sehr vieler
Beispiele aus der Praxis des Naturforschers die Differen-
tialrechnung, und die Integralrechnung.

Die Natur, Stuttgart

Walter de Grﬁyter & Co - Berlin

NI TEyd A RN

der programmierbare Disk-Elektrophorese-

Avutomat EA 100 fahrt wahlweise

o prdparativ
e oder
o analytisch

und liefert bei préparativer Verwendung
automatisch

| konzentrationsgerechte Fraktionen
und quantitative Diagramme.

| Fordern Sie Unterlagen an! Bei lhrem Fachh&ndler
oder direkt bei uns!

Wissenschattlich-Technische Werkstatten GmbH

Dr:hab.K.Slevogt - 812 Weilheim - Tel. (0881) 26 38/2784

Verkaufbiros: Essen, Lénsberg 22, Tel. 510019
Dusslingen, W. Bohn, Farrenbergweg 5
Hagen, HestertstraBe 64, Tel. 45857
Bad Nauheim, Frankfurter Str. 39, Tel. 4860

(26)

Aminosaure-
Trennungen
kénnen Sie mit
dieser Apparatur

in 15 Minuten

-Es ist das neue CAMAG
Hochspannungs-Elektrophorese-
System mit seinem einzigartigen
Kihlprinzip. Wollen Sie wissen,
wie das funktioniert? Sie brauchen
dazu Leitungswasser und etwas Luft,
beides haben Sie ja wohl im Hause.
An das Wasser schliessen Sie die
Zelle an, und mit der Luft...
aber das zeigen wir lhnen am besten
in Funktion, in Ihrem Hause.

Wenn Sie wollen, schicken wir lhnen
unseren Prospekt, aber lieber
kommen wir zu Ihnen mit der ganzen
Ausriistung.

Natirlich kdnnen Sie auch andere
niedermolekulare Substanzen
trennen, z.B.:

Indole, Porphyrine, Zucker, Purine,
Vitamine, anorganische lonen.

I Iy

Chemie-Erzeugnisse und Adsorptionst
Homburgerstrasse 24 4132 Muttenz/Schweiz

Unser Zweigbetrieb in der Bundesrepublik:
CAMAG, 1000 Berlin 45, Baseler Strasse 65

|

echnik AG
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Abb. 1

Steroidchromatogramme
a) FlieBmittelsystem I; b) FlieBmittelsystem 11; c) FlieBmittelsystem 111

1.: Mestranol, 2.: Cyproteron, 3.: Cyproteronacetat, 4.: Progesteron, 5.: Ostron, 6.: Ostradiol, 7.: Ostradiol-dipropionat,
8,: Lynestrenol, 9.: Ethynodioldiacetat

3. RODER, E., Dtsch. Apoth. Ztg. 707, 1007 (1967).
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