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Ein neues chrematographisches System zur Trennung strukturisomerer 
freier Gallendiuren 

Die Trennung strukturisomerer Di- und Trihydroxycholaris$iuren stellt ein noch 
unbefriedigend gel6stes analytisches Problem da+. 

Die chromstographische Auftrennung des gerade fiir klinische Untersuchungen 
wichtigen Isomerenpaares Chenodesoxychols&ure (CDCA) und DesoxycholsZure 
(DCA) kann trota der von verschiedenen Autorenz-4 erprobten Verbesserungen nicht 
voll befriedigen. (Geringe Xp-Wert-Differenzen, grosse Laufstrecken), 

Andere Bearbeiterc-7 versuchen, differenziertere Nachweisrealctionen fiir die 
einzelnen Gallcn&i.uren einzusetzen, urn eine quantitative Bestimmung zu erm8glichen. 
Auch hierbei ergeben sich Schwierigkeiten. Einerseits sind die angewandten Farb- 
reaktionen nicht absolut spezifisch, andererseits beeinflusst Kieselgel, das man als 
Trkgermaterial einsetzt, den Nachweis der GallensZuren mittels Absorption in. 
Schwefel&ure. GXNSWIRT und Mitarbeiteti priiften andere chromatographische 
Sorbentien auf ihre Eignung zur Trennung von Gallens~uren, darunter such Polyamid, 
das sie fiir ungeeignet befanclen. 

Gerade zur Trennung strukturisomerer Verbindungen j edoch set&e man die 
Chromatographie an Polyamid erfolgreich einD-ll. Diese Tatsache einerseits, zum 
anderen die guten Erfahrungen, die wir bei der Polyamid-Chromatographie von 
Steroiclenl!+lG und einfachen IndolderivatenlG sammelten, veranlassten uns, die 

Fig. I, Trennung freior Gallens5uren an Polyamid; Lnufmittel A. Substanzcn nach stcigcnclcm 
Rp-Wcrt gcorclnet. Keilstreifen 1 : I0 pg Litl~ocl~ols~iurc; Keiktreifen 2 : je I0 pg EIyocl~ols~ure und 
CholsOurc; licilstrcifcn 3 : jc IO pg Lithochols~urc, I-Iyoclesoxychols5urc, Chcnoclesoxycholstiure, 
.Dcsoxychols5ure und Cholstiurc; Keilstreifcn 4 : jc I0 pg I-Iyodesoxychols!lurc. Chcnoclesoxycl~ol- 
&Lure uncl DesoxycholsZurc. 
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Ruftrennung strukturisomerer Gallensauren an Polyamid-Diinnschichten zu er- 
proben, 

Solange wir die in der chromatographischen Analyst der Gallensguren iiblichen 
sauren Laufmittelsysteme anwandtcn, erhielten wir keine befriedigenden Ergebnisse. 
Erst als wir in Anlehnung an KRITCWBVSKY UND MCCANDLESS~~ basische Laufmittel 
benutzten, ergaben sic11 einwandfreie Trennungen. 

Ex~erimentezzeY Teil 
Reinigung des TdgemzateviaW~. Als Ausgangsproclukt dient Miramid FP 

(Hersteller : VEB Chemische Werke Leuna, Krs. Merseburg) . 
Monomere, die die Chromatographie storen wtirden, beseitigt man folgender- 

massen: 150 g Miramid FP werden in IOOO ml eines Gemisches von Methanol p.a. und 
Wasser I : I suspendiert und im Dreihalskolben im siedenden Wasserbad unter 
Riickfluss 60 min lang mit geringer Tourenzahl geriihrt. Nach dem Abktihlen saugt 
man ah, suspendiert anschliessend das Polyamid erneut in Soo ml Methanol p.a,, 
kocht nochmals 60 min lang am Rtickfluss, saugt ab und trocknet das Pulver bei So”. 
Anschliessend wird das Produkt gemahlen, entweder in einer Kugelmtihle IO Std. lang 
oder in einer hochtourigen Mixette (3 ma1 I min lang). Schliesslich siebt man durch 
ein Sieb der Maschenweite 0.16 mm, Man erhalt ein feinktjrniges leicht gelblich 
gefarbtes Pulver. 

Sclzichtbereitzt?zg. Weitgehend abriebfeste Schichten ergeben sich, wenn man 
nach KEIBEL~~ das Polyamidpulver mit einer zweiprozentigen StarkelGsung anrtihrt, 
30 set in einem Erlenmeyer-Kolben kraftig schiittelt und in einer Schichtdicke von 
0.5 mm ausstreicht. Die iiber Nacht bei Zimmertemperatur getrockneten Platten sind 
dann gebrauchsfertig. 

Testszcbstanzen 
Cholsaure (CA) 
Chenodesoxychols&ure (CDCA) 
Hyocholsaure (HCA) 
Desoxychols&ure (DCA) 
Hyodesoxycholsaure (HDCA) 
Lithocholsaure (LA) 
CA und CDCA waren analysenreine Handelsprodukte, die restlichen vier 

Stiuren wurden uns von der Forschungs- und Entwicklungsabteilung des VEB 
Berlin-Chemie iiberlassen, und von uns dtinnschichtchromatographisch an Polyamid 
wie f olgt gereinigt : 

Laufmittel: Wasser, Butanon-(2), 25 %iges Ammoniak (So:zo:s). 
Auftragen: Bandfijrmig, kein Keilstreifen. 
Nachweis : Eine schmale Randzone, die mit Phosphormolybdans&ure 

angefgrbt wird, dient als Referenz. 
Elution : mit Ethanol; die Extrakte werden im Vakuum eindampft. 

Cl~ronaatogra~lziebedingungen fiir die Analyse 
Technik : Aufsteigend, Keilstreifen nach MATTWIAS~~, entsprechende 

Schablone, Briickenbreite 4 mm, Lange der Briiclce IO mm. 
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Auftragen : Mit selbstgeeichten Schmelzpunktrijhrchen Punkt fiir Punkt 
iiber die ganze Briickenbreite, Breite des Startstriches in Lauf- 
richtung 3 . . .4 mm, Auftragsmenge IO ,ug. 

Laufmittel : (A) W asser, Butanon-(2)) 25 %iges Ammoniak (So : 20 : 5) ; 
(B) 0.05 N Natronlauge (sgmtlich p.a.-Substanzen). 

Lauf strecke : I 2 cm. 
Laufzeit : IIO bis 120 min, je nach Kammers%ttigung. 

Naclzweis. Farbreaktion mit Phosphormolybd&ns&.ure : Man bespriiht die Platten 
lcicht mit Io”/,iger wgssriger Phosphors%ure, erhitzt sie IO min lang auf 120°, be- 
spriiht die heissen Platten sofort mit ~o%iger alkoholischer Pl~osphormolybd$&i.ure- 
l$sung und, belgsst die Platten so lange bei 120’ im Trockenschrank, bis die Gallen- 
szurebanden maximal kontrastreich erscheinen (durchschnittlich 6 bis 8 min). 

Bei zu langem Erhitzen verblassen die angefjirbten Zonen, und die Untergrund- 
fgrbung versttirkt sich. In Ammoniak-Atmosph&re verblasst die Untcrgrundf5rbung. 

Die aufgetrennten Gallens&uren, sowie die entsprechenden Rp-Werte sind in 
Tabelle I angefiihrt. Die RF-Werte stellen Mittelwerte aus drei Analysen dar. 

Es ergibt sich in kurzer Zeit eine Auftrennung der isomeren Di- undTrihydroxy- 
cholans&uren, lediglich HCA als Trihydroxysgure und DCA als Dihydroxys5ure 
zeigen im Laufmittel A 8hnliche Rp-Werte. Diese beiden SHuren lassen sich an Poly- 
amid jedoch in Laufmittel B trennen. 

Inzwischen stand uns MN-Polygram @-Polyamid-Folie zur Verfi.igung, Im . 

Vergleich zu Miramid-FP ergeben siche Zhnliche Trennungen und eine schtirfere 
Fleckzeichnung bei einer urn ca. 50 Y. erhtjhten Laufzeit. 

- _.___.. ..--. ..--- _.~__- --- _ -___-- 
5% bSlCW2 Cltolavmlwe, lip x IO0 

OH-stcLsCitatie~t - ---__- .-- 
i12 sIczb?wg Ivn Laufvnitlel A Ivvt La~ufntillet B 

(N,O, I3ztlanon-(a). 0.05 N NaOH 
25 Q/0 iges NH,, 
8O:ZfJ:s) 

--._. --- -~.-_ 

Lithocholsiiurc 3a 21 2 

Hyoclcsoxychols~urc 3a, fiat 39 9 
Chenoclcsoxychols~iurc 3a, 7a 53 IG 
I>csoxychols$iurc 3a, xza 21 

I-IyocholsKurc 3cc, Gee, IZQ g; 35 
Chok2urc 3cc, 7ac, IZd as 67 

Die Ursache fiir die einwandfreien Trennungen sehen wir darin, dass es unter 
den angewandten Bedingungen zu einer giinstigen Uberlagerung von Wasserstoff- 
bracken- und Verteilungseffelcten kommt, wobei sterische Effekte einen grossen 
Einfluss haben dtirften, 

Wir haben die Absicht, die Glyko- und Taurokonjugate der Gallen&uren im 
Hinblick auf ihr chromatographisches Verhalten an Polyamid zu untersuchen. 
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Da das Polyamid im Vergleich zu anderen Sorbentien eine hohe Belaclungs- 
kapazit$t aufweistf”p 20, zl, sollte sich das angegebene Verfahren such gut fiir prtipara- 
tive s~ulenchromatographische Trennungen der angefiihrten Sauren eignen. 

Fur die uberlassung von GallensZuren mtjchten wir such an dieser Stelle den 
Werren Dr. KOPPE (VEB Berlin-Chemie), Professor Dr. WEINGARTNER und Dipl.- 
Chem. GR~~NDIG (Universitgt Halle/Saale) danken, sowie Herrn Dr. WOLLENWEBER 
(Fa, Macherey-Nagel und Co., Diiren) fiir die Sendung von MN-Polygram@-Polyamid- 
Folie. 

1nstitatt fiir Biochemic wad Lebe?zs712itteZclzel72ie 
der Teclznischen Universitdt Dresden’ 
zcnd Ckemisches Zentrallaboratoviz~~~~ * des Bezir/2s?zralzke7a12a~~ses 
Dresde?a-l;risdriclstadt**“, Dresdeja (D.D.R.) 

u. 17R@IM~-I-Ii 

B. &lWTA. 
M. Bi5Cw.NKK 

I J. SJ~VALL, MeiJrods BioGJu?m. Awab., 12 (196~4) 97. 
2 I'. IZNEROTN, J. Lipid Res., 4 (r9G3) I I. 
3 J. G. HAMILTON, A,YGJ~. Bioclrem. BiopJys., IOI (19G3) 7. 
4 A. I?. HOFFMANN, AwaE. RiocAem., 3 (1902) 145. 
5 I% FROSCI-I UND I-I. WAGNER, Z. Kli?z. Cl&em., 2 (1944) 7. 
G D. KRITCHINSKY, D. S, MARTAK UND G. I-I. ROTI-IBLAT, Attal. Biochcm., 5 (19G3) 388. 
7 W. L. ANTI-IONY UND W.T. BI%,w~R, J. Cltromalog., 13 (1964) 567. 
8 1-I. GANSI-IIRT, F. \V. Koss UND I<. MORIANZ, AI~z?teimilleJ-l;ol~scJz., IO (19Go) 943. 
9 V. CARELLI, A. M. LIQUORI UND A. MELE, Nalzcvc, 176 (1955) 70. 
IO L. I%RWAMNER UND H. WAGNIZR, PJtawz. Ztg., 104 (1959) 783. 
I I I<. I-IILLER, PJJagwzazie, 20 (1965) 353. 
12 U. FRLIMYJTN, B. ZAWTA UND M. B~~CI~NIZR, Acla Riob. Med. Cev., 13 (1964) 624. 
13 'U. I?REIMUTII, D. I<.CEIBIZL UND M. EWCJINER, Ada BioZ. Med. CeY., 17 (r9GG) 241. 
14 W. Hunt, Z. CJtem., G (1966) 225. 
15 U. FREIMUTIX, M. B~IINEIZ, B. ZAWTA, W. HURL UN~ D. ICz:Inw, DercC. Gesw~zdheiiszv., 2r 

(r9GG) 2039. 
IG D. KRITCH~VSKY UND R. 1'. J. MCCANDLESS. J. Am. Phawr. Assoc., 45 (r95G) 385. 
I 7 H. I?~TTIu~. Priva/~jzi/feiJ,~~~~g, \%I3 Arzncimittclwcrlt Dresden. 
18 D. KEIBEL, Diplomarbeit, Technischc Univcrsittit Drcsdcr~. r965. 
19 W. MATTNIAS, Naf~icvzviss., 41 (1954) 18. 
20 G. REICI-I UND W. BARTNEL, C;es. AbJ&andl. Deztl. I’ede~i~usl. FveiDelSg/Sn., 14 (1959) 27. 
21 I<. T. WANG UND J. S. Y. WANG. J. Chvomalog., 24 (1060) 458. 

Eingegangen den 11,April rgQ7 

l Direktor: Professor Dr. rcr. nat. habil. U. ~~REIIUUTH. 
** Lcitcr: Doz. Dr. rer. nnt. habil. &I. BUCI-INER. 

* ** .&rztl. Dircktor: Professor Dr. med. hnbil. 0. GUNTI-IIZR. 

J. Chomalog., 30 (1967) Go7-610 


