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Poznamky k pouziti Zimmermannovy reakce pfi papirové
chromatografii 17-ketosteroida*

L. STARKA

Vyzkumny stav endokrinologicky, Praha

Ke stanoveni C4-steroidtt z biologického materidlu se pouzivd prevazng
Zimmermannovy reakce; steroidni latky, reagujici pozitivné za vzniku fialové-
ho zabarveni s m-dinitrobenzenem v alkalickém prosttedf, jsou oznadoviny
jako 17-ketosteroidy (17-KS8).

Pro jejich déleni papirovou chromatografii pouziva se zejména Zaffaroniho
soustav se zakotvenou polarnéjsi organickou fazi, jako nap¥. formamidem nebo
nékterymi glykoly. Pritomnost zakotvené fize nebo nutnost jejiho odstranéni
pied vyhodnocenim chromatogramu pon&kud ovliviiuje kvantitativni stanoveni
17-ketosteroidt po chromatografii; spolus dal§imi faktory je t¥eba tuto skuteé-
nost uvazit pti volbé vhodnych podminek stanoveni 17-KS.

Experimentalni éast
Metodika

Papir Whatman 1 byl impregnovén 30 9, methanolickym roztokem glykolu nebo
formamidu obvyklym zpusobem. Chromatogramy byly vyvijeny petroletherem nebo
tetrachlormethanem.

Detekce byla provddéna protazenim chromatogramu smési 9 dila 0,5 9, ethanolického
m-dinitrobenzenu a 1 dilu 45 9, vodného KOH a minutovym zahi'dtim na 90 °C.

Stanoveni 17-ketosteroidua

Metoda A

Stanoveni 17-KS v odparku podle A. F. Holtorffa a F. C. Kocha [1] po eluci papiru
methanolem bez piedchozi detelzce. Steroid byl lokalizovén podle polohy standardu.

Metoda B
Zimmermannova reakce in situ a tficetiminutovd eluce fialového zabarveni 3 ml
ethanolu a fotokolorimetrie pii 520 my.

Metoda C

Detekee a eluce skvrn chloroformem s 1 9 kyseliny octové (2 X 3 ml) a fotokolorimet-
rie 17-KS v odparku po znovuprovedené Zimmermannove reakci podle Holtorffa a Kocha
s vytiepdanim fialového zbarveni do chloroformu [2, 3].

* Prednesené na Semindri o kvantitativoych metédach v chromatografii na papieri
v Bratislave 25. aprila 1963.
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Metoda D

Piimé denzitometrie v prochdzejicim svétle 30 minut po protazeni chromatogramu
detekénim roztokem s pomoci denzitometru podle B. Keila (vlastni konstrukece; nepubli-
kovéano).

Vysledky

Zvyseni citlivosti Zimmermannovy reakece za piitomnosti propylenglykolu
na papife zjistil jiz diive G. Oertel [4]; doporudil jeho piidavek do detekéni-
ho &inidla. Z tab. 1 vyplyva, %s senzibilizace reakce je jeSté vyrazn&jsi pfi
pouziti triethylenglykolu a Ze stoupd s molekulovou védhou glykolu. Uspoko-
jiva citlivost na papite impregnovaném formamidem je komplikovana tmavsim
pozadim. ProtoZe formamid interferuje i pii stanoveni 17-ketosteroidi ve
zkumavece, je jej nutno z papiru pfed vyhodnocenim chromatogramu odstra-
tovat, coz neni nutné pfi pouZiti glykolt jako zakotvené faze. Z obr.1 je
zfejm4 interference zakotvené fize pfi provedeni Zimmermannovy reakce
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Obr. 1. Zévislost extinkce po reakei 50 ug dehydroepiandrosteronu ve zkumavce na dase ¢
) (min.) a na mnozstvi pridané zakotvené faze.
Pridéno vody, triethylenglykolu (TEG), propylenglykolu (PG) a ethylenglykolu (EG).
1. 0,00 ml; 2. 0,02 ml; 3. 0,08ml; 4. 0,16 ml.
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ve zkumavece: extinkei sniZuje ve stoupajicim potadi pfidavek propylenglykolu,
ethylenglykolu a vody, triethylenglykol neinterferuje, formamid stanoveni
ztéZuje tvorbou nespecifickych chromogeni.

Citlivost a chyba stanoveni dehydroepiandrosteronu jednotlivymi metodami
po chromatografii v soustavé triethylenglykol—petrolether—tetrachlormethan
je uvedena v tab. 2.

Pri fotokolorimetrii eluovaného zbarveni (metoda B) a pfi denzitometrii
(metoda D) je dilezité provést stanoveni po definované dobé& po detekei vzhle-
dem k poklesu intenzity zabarveni s dasem (obr. 2). Poditedni intenzita kless
priblizné na polovinu v pribéhu jedné hodiny. Ptitom se ponékud vyrovna-
vaji rozdily ch-omogennich vlastnosti jednotlivych 17-ketosteroidd, zndmé
i z jejich analytického stanoveni ve zkumavce, kde jsou je§té mnohem vy-
raznéj8i. Na dobé eluce skvrny pii pouziti metody B ptili§ nezaleZi, sniZeni
vysledné extinkce prodlouZenim eluéni doby z 30 na 60 minut nepiekroéilo
nikdy 3,8 %.

Tabulka 1
Zsyvislost citlivosti stanoveni dehydroepiandrosteronu na papife s riiznou zakotvenou fazf
Metoda
Zakotvens féze B D
extinkce/100 pg cm?/100 pg
voda 0,155 4,2
ethylenglykol 0,340 7,7
propylenglykol 0,355 8,2
triethylenglykol 0,410 10,5
formamid 0,305 7,1

Tabulka 2

Citlivost a chyba stanoveni dehydroepiandrosteronu po chromatografii v soustavédch
se zakotvenym triethylenglykolem rtznymi metodami

Metoda extinkeo/100pg | 5. . (o)
A 0,660 0,8
B 0,410 1,0
c 0,205 2,5
primé stanoveni ve
zkumavce 0,690 0,7
D 10,5 (cm?/100 p.g) 1,5

* Chyba stanoveni 20 pg dehydroepiandrosteronu pfi Sestindsobném opakovéni.
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Obr. 2. Pokles intenzity skvrny A
17-ketosteroidit (30 pug) s casem po
detekci.
1. dehydroepiandrosteron;
2. epiandrosteron; 3. 4-androsten-
-3,17-dion.
Méieno metodou B. 02
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Pifi provedeni reakee in situ protazenim Zimmermannovym roztokem a po
nisledujicim oddéleni nezreagovaného steroidu a jeho stanovenim bylo zjisté-
no, %2 znadn4 &ast (az 20—40 9%,) steroidu neni reakei postizena. Nezreagované
mnozstvi je pfimo iimérné nandasce.

Vzhledem k uvedenym skutednostem lze pfi kvantitativni papirové chroma-
tografii 17-ketosteroidii doporudit pouZivani soudasné zpracovavaného éistého
steroidu jako standardu, nejlépe ve dvou znamych mnoZstvich v pfibliZném
rozmezi oéekavaného obsahu litky v biologickém vzorku. Pro praktické po-
uZiti je pak vhodnd denzitometrie nebo fotokolorimetrie fialového zbarveni
eluovaného po detekei z papiru.

Souhrn

Pri papirové chromatografii 17-ketosteroidd byly nejdfive pirezkouseny
ruzné Ziffaroniho soustavy vzhledem k citlivosti detekéni reakee s m-dinitro-
benzenem (podle Zimmermanna). Jako zakotvené fiaze se pouZilo vody, ethy-
lenglykolu, propylenglykolu, triethylenglykolu a formamidu. N3jvétsi citlivosti
jak pfi piimém denzitometrickém stanoveni in situ, tak pti spektrofotometrii
eluat bylo dosaZeno s pouZitim triethylenglykolu (tab. 1).

Na chromatogramech dehydrospiandrosteronu s pouZitim triethyleng!ykolu
jako zakotvené faze byly pak porovniviny &tyki mstody kvantitativniho
vyhodnocovéni:

A. Eluce skvrn do methanolu bez pfedchozi detekce a kolorimetrické stano-
veni steroidu v odparku (podle Holtorffa a Kocha).

B. Eluce skvrn steroidu do ethanolu po provedené Zimmermannové detekei
a kolorimetrie eludti.
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C. Eluce skvrn steroidu do chloroformu s 1 %, kyseliny octové po provedené
detekei, odpateni eludtu a kolorimetrie po znovuprovedené Zimmermannové
reakei s vytfepanim produktu reakce do chloroformu.

D. P¥ima denzitometrie chromatogrami v prochazejicim svétle 30 minut
po detekei a vyhodnocovani denzitogramu podle plochy.

Z vysledku (tab. 2) vyplyva, Ze metoda 4 je nejoitlivéjsi a nejpresnéjsi,
metody B a D jsou dostateéné presné a vzhledem k jejich jednoduchosti 1ze
je doporudit k praktickému pouziti p¥i sériovych analyzich. Chyby téchto me-
tod se pohybovaly v mezich béznych p¥i kolorimetrickém a denzitometrickém
vyhodnocovani chromatograma s variaénim koeficientem 5 9%, (metoda B)
a 7,5 Y% (metoda D).

K BOIIPOCY NNPUMEHEHHWA PEARIIMII IMMMEPMAHHA
IIPUI XPOMATOTPAO®HUI 17-RETOCTEPOHIOB HA BYMATE

JI. Crapka

HccenmenoBaTenbCKEE HHCTUTYT BHAOKPUEOJIOTHYecKHit, [Ipara

IIpm xpomaTtorpadunm 17-keTocTepongoB Ha Gymare OLIIE B epBYIO 0Uepelb OPOBEPEHLI
pasenie cucrembl IladdapoRM ¢MOTpA K TyBCTBATENHLHOCTH PEAKIUM NPOABIEHHA C /M-IA-
HaTpoGeH3ooM (mo IlmMmepMaBHyY). B KadecTBe cTammoHapHOI a3kl MpEMeHMIIACH BOAA ,
STHJICHIVIMKO/Bb, HOPONMJIEHIVIAKONb, TPUITHIeHrnEKoiab u (gopmamupn. Camas Goabimas
9yBCTBETEJIHHOCTH TAK IPH IPAMOM JEHCATOMETPHIECKOM OIIPEHeNIeHNH , KAK B OPH CHEKTPO-
$oTOMETpHH 37I0aTa KOCTUIVIACH IPH OPHMEHEHMH TPHITHJIEHrInKoas (rab. 1).

Ha xpomaTorpaMmax [AerufposOMaHAPOCTEPOHA ¢ IpPOMEHeHWeM TPHATHIIEeHTIHKOJIA
B KauecTBe CTANHOHADPHOM (pas3sl CONOCTABHIMCH HYeTHIPE METOAB! KOJHYECTBEHHOH ONEHKH:

A. mionus OATeH METHJIOBHIM CHEPTOM Ge3 IpefBapHTEILHOTO NPOABIERHS OKPACKH
H KOJIOpPAMETpHIecKOE OIpefiesleHne CTepOUoB 1o Bemapke (1o Xonerapdy a1 Koxy).

5. Smondsi OATeH CTEPOHJOB JTUIOBHIM CHOHPTOM HOCJe NPOABJIEHMS OKDacKA IO
IlnMMepMaHHY H KOJIODHMETDHSI 3III0ATOB.

B. Sumonus naTen crepougos xiaopodopMmoM ¢ 1 9, yKCYCHOM KHCJOTEL HOCJIe OPOsBIIe-
HHAsI OKPACKM, BEIIAPKA 5II0aTa H KOJOPHMETPUs HOcie HOBTOPHOTO IpeBeleHAs peaKIuH
mo IlmMMepMaBEY ¢ SKCTpaKIHUell TPOXYKTA PeaKOuA B XI0PofopM.

I'. TpsiMasi GEHCHTOMSTDHsI XpOMAaTOrpaMM B IpoxojsmeM cBere 30 MHHYT mocie
IpOsIBJIEHUs OKPAaCKA I OIeHKA NeHCHTOTpaMM M3 IJIOMANH.

Pesynsrathl (Tab. 2) moka3nIBaloT, 4To MeTOX A Hamboslee WyBCTBHATeJeH H TOYeH,
meronsl b m I' JOCTATOYHO TOUHBI B CMOTPA HA HX IPOCTOTY MOMKHO DEKOMEHJI0BATH JUIA
OpaKTUKM IpH cepHilEsX aHanum3ax. OmmOkm 3THX MeTofoB KoieOmioTcs B Hpelenax,
OOBIKHOBEHHLIX I KOJOPEMETPHYCCKOU M JIGHCHTOMETPHUECKONl OLIEHOK XPOMATOrpaMM
¢ KoadunuenToM Bapmamuu 5 % (y Metoma B) m 7,5 %, (y meroma I').
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BEMERKUNGEN ZUR ANWENDUNG DER ZIMMERMANNSCHEN REAKTION
BEI DER PAPIERCHROMATOGRAPHIE DER 17-KETOSTEROIDE

L. Starka

Endokrinologisches Forschungsinstitut, Prag

Bei der Papierchromatographie der 17-Ketosteroide wurden zunéchst verschiedene
Zaffaronische Systeme iiberpriift, u. zw. mit Riicksicht auf die Empfindlichkeit der Ent-
wicklungsreaktion mit m-Dinitrobenzol (nach Zimmermann). Als stationire Phase wurde
verwendet: Wasser, Athylenglykol, Propylenglykol, Triithylenglykol und Formamid.
Die grosste Empfindlichkeit sowohl bei der direkten densitometrischen Bestimmung in
situ als auch bei der Spektrophotometrie der Eluate wurde bei Verwendung von Tridthy -
lenglykol erzielt (Tab. 1).

Auf den Chromatogrammen des Dehydroepiandrosterons unter Verwendung von
Tridthylenglykol als stationére Phase wurden sodann vier Methoden zur quantitativen
Auswertung verglichen:

A. Elution der Flecke in Methanol ohne vorangegangene Entwicklung, und kolorime-
trische Bestimmung des Steroids im Abdampfriickstand (nach Holtorff und Koch).

B. Elution der Flecke des Steroids in Athanol nach der durchgefiihrten Zimmermann-
schen Farbreaktion mit anschliessender Kolorimetrie der Eluate.

C. Elution der Flecke des Steroids in Chloroform mit 1 9%, Essigsdure nach durchge-
filhrter Sichtbarmachung, Abdampfen des Eluats und Kolorimetrie nach der neuerlich
durchgefithrten Zimmermannschen Reaktion mit Ausschiitteln des Produktes dieser
Reaktion in Chloroform.

D. Direkte Densitometrie der Chromatogramme im durchfallenden Licht 30 Min. nach
der Entwicklung und Auswertung der Densitogramme geméss der Fléche.

Aus den Ergebnissen (Tab. 2) geht hervor, dass die Methode A4 die empfindlichste und
genaueste ist, und dass die Methoden B und D ausreichend genau sind und mit Riicksicht
auf deren Einfachheit fiir den praktischen Gebrauch bei Serienanalysen empfohlen werden
koénnen. Die Fehler dieser Methoden bewegten sich in den bei der kolorimetrischen und
densitometrischen Auswertung der Chromatogramme iiblichen Grenzen mit einem Va-
riationskoeffizienten von 5 %, (Methode B) und 7,5 9%, (Methode D).
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