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Ein neues chromatographisches System zur Trennung strukturisomerer
freier Gallensiuren

Die Trennung strukturisomerer Di- und Trihydroxycholansiduren stellt ein noch
unbefriedigend geldstes analytisches Problem dar!.

Die chromatographische Auftrennung des gerade fiir klinische Untersuchungen
wichtigen Isomerenpaares Chenodesoxycholsiure (CDCA) und Desoxycholsiure
(DCA) kann trotz der von verschiedenen Autoren?—4 erprobten Verbesserungen nicht
voll befriedigen. (Geringe Rp-Wert-Differenzen, grosse Laufstrecken).

Andere Bearbeiters-7 versuchen, differenziertere Nachweisreaktionen fiir die
einzelnen Gallensduren einzusetzen, um eine quantitative Bestimmung zu ermdglichen.
Auch hierbei ergeben sich Schwierigkeiten. Einerseits sind die angewandten Farb-
reaktionen nicht absolut spezifisch, andererseits beeinflusst Kieselgel, das man als
Trigermaterial einsetzt, den Nachweis der Gallensiuren mittels Absorption in
Schwefelsiure. GANsHIRT und Mitarbeiter® priiften andere chromatographische
Sorbentien auf ihre Eignung zur Trennung von Gallensiuren, darunter auch Polyamid,
das sie fiir ungeeignet befanden.

Gerade zur Trennung strukturisomerer Verbindungen jedoch setzte man die
Chromatographie an Polyamid erfolgreich ein?-11, Diese Tatsache einerseits, zum
anderen die guten Erfahrungen, die wir bei der Polyamid-Chromatographie von
Steroiden!?-15 ynd einfachen Indolderivaten!® sammelten, veranlassten uns, die

Fig. 1. Trennung freier Gallensduren an Polyamid; Laufmittel A, Substanzen nach steigendem
Rp-Wert geordnet. Keilstreifen 1: 10 ug Lithocholséiure; Keilstreifen 2: je 10 ug Hyocholsiure und
Cholsiure; Keilstreifen 3: je 10 pug Lithochaolsiiure, Hyodesoxycholsdure, Chenodesoxycholsiure,
Desoxycholsiure und Cholsidure; Keilstreifen 4: je 10 ug Hyodesoxycholsiure, Chenodesoxychol-
siture und Desoxycholsiure,
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Auftrennung strukturisomerer Gallensduren an Polyamid-Diinnschichten zu er-
proben.

Solange wir die in der chromatographischen Analyse der Gallenséduren iiblichen
sauren Laufmittelsysteme anwandten, erhielten wir keine befriedigenden Ergebnisse.
Erst als wir in Anlehnung an KRITCHEVSKY UND McCANDLESS!® basische Laufmittel
benutzten, ergaben sich einwandfreie Trennungen.

Experimeniteller Teil

Reinigung des Trigermaterials'?. Als Ausgangsprodukt dient Miramid TP
(Hersteller: VEB Chemische Werke Leuna, Krs. Merseburg).

Monomere, die die Chromatographie stéren wiirden, beseitigt man folgender-
massen: 150 g Miramid FP werden in 1000 ml eines Gemisches von Methanol p.a. und
Wasser 1:1 suspendiert und im Dreihalskolben im siedenden Wasserbad unter
Riickfluss 60 min lang mit geringer Tourenzahl geriihrt. Nach dem Abkiihlen saugt
man ab, suspendiert anschliessend das Polyamid erneut in 8oo ml Methanol p.a.,
kocht nochmals 60 min lang am Riickfluss, saugt ab und trocknet das Pulver bei 80°.
Anschliessend wird das Produkt gemahlen, entweder in einer Kugelmiihle 1o Std. lang
oder in einer hochtourigen Mixette (3 mal 1 min lang). Schliesslich siebt man durch
ein Sieb der Maschenweite 0.16 mm, Man erhiilt ein feinkorniges leicht gelblich
gefirbtes Pulver.

Schichtbereitung. Weitgehend abriebfeste Schichten ergeben sich, wenn man
nach KEIBEL'® das Polyamidpulver mit einer zweiprozentigen Stidrkelésung anriihrt,
30 sec in einem Erlenmeyer-Kolben kriftig schiittelt und in einer Schichtdicke von
0.5 mm ausstreicht. Die iiber Nacht bei Zimmertemperatur getrockneten Platten sind
dann gebrauchsfertig.

Testsubstanzen

Cholsdure (CA)

Chenodesoxycholsdure (CDCA)

Hyocholsdure (HCA)

Desoxycholsdure (DCA)

Hyodesoxycholsiure (HDCA)

Lithocholsdure (LA)

CA und CDCA waren analysenreine Handelsprodukte, die restlichen vier
Sduren wurden uns von der Forschungs- und Entwicklungsabteilung des VEB
Berlin-Chemie iiberlassen, und von uns diinnschichtchromatographisch an Polyamid
wie folgt gereinigt:

Laufmittel: Wasser, Butanon-(2), 25 %iges Ammoniak (80:20:35).

Auftragen: Bandformig, kein Keilstreifen.

Nachweis: Eine schmale Randzone, die mit Phosphormolybdinsidure

angefirbt wird, dient als Referenz,

Elution: mit Athanol; die Extrakte werden im Vakuum eindampft.

Chromatographicbedingungen fiir die Analyse
Technik: Aufsteigend, Keilstreifen nach MATTHIAS!?, entsprechende
Schablone, Briickenbreite 4 mm, Linge der Briicke 10 mm.
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Auftragen: Mit selbstgeeichten Schmelzpunktréhrchen Punkt fiir Punkt
itber die ganze Briickenbreite, Breite des Startstriches in Lauf-
richtung 3...4 mm, Auftragsmenge 1o ug.
Laufmittel: (A) Wasser, Butanon-(2), 25 %iges Ammoniak (80:20:5);
(B) 0.05 N Natronlauge (simtlich p.a.-Substanzen).
Laufstrecke: 12 cm.

Laufzeit: 110 bis 120 min, je nach Kammersittigung.

Nachweis. IFarbreaktion mit Phosphormolybdinsiure: Man bespriihtdie Platten
leicht mit 10%iger wissriger Phosphorsiure, erhitzt sie 10 min lang auf 120°, be-
spriiht die heissen Platten sofort mit 10%iger alkoholischer Phosphormolybdénsiure-
Losung und belisst die Platten so lange bei 120° im Trockenschrank, bis die Gallen-
sdurebanden maximal kontrastreich erscheinen (durchschnittlich 6 bis 8 min).

Bei zu langem Erhitzen verblassen die angefirbten Zonen, und die Untergrund-
firbung verstirkt sich. In Ammoniak-Atmosphire verblasst die Untergrundfirbung.

Ergebnisse und Diskussion
. Die aufgetrennten Gallensiuren, sowie die entsprechenden Rp-Werte sind in
Tabelle I angefiihrt. Die Rp-Werte stellen Mittelwerte aus drei Analysen dar.

Es ergibt sich in kurzer Zeit eine Auftrennung der isomeren Di- und Trihydroxy-
cholansiuren, lediglich HCA als Trihydroxysiure und DCA als Dihydroxysidure
zeigen im Laufmittel A dhnliche Rp-Werte. Diese beiden Siuren lassen sich an Poly-
amid jedoch in Laufmittel B trennen.

Inzwischen stand uns MN-Polygram®-Polyamid-Folie zur Verfiijgung. Im
Vergleich zu Miramid-FP ergeben sich' dhnliche Trennungen und eine schirfere
Fleckzeichnung bei einer um ca. 50 9% erhéhten Laufzeit.

TABLELLE I

Substanz Clolansiure, Rp X roo
OH -swubstituiert :
in Stellung Im Laufmitlel 4 I'm Laufmittel B

(H,0, Butanon-(2), 0.05§ N NaOH
25%iges NHy,

80:20:5)
Lithocholsédure 3 21 2
Hyodesoxycholsdure 3¢, Ger 39 9
Chenodesoxycholsiiure 3, 70¢ 53 16
Desoxycholséiiure 3¢, 12¢ 71 21
Hyocholséiure 3¢, Gor, 12¢ 69 35
Cholsiiure 3%, 7%, 12 88 67

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

Wir haben die Absicht, die Glyko- und Taurokonjugate der Gallensduren im
Hinblick auf ihr chromatographisches Verhalten an Polyamid zu untersuchen,
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Da das Polyamid im Vergleich zu anderen Sorbentien eine hohe Beladungs-
kapazitit aufweist!9,20 21, sollte sich das angegebene Verfahren auch gut fiir pripara-
tive sdulenchromatographische Trennungen der angefithrten Siduren eignen.

Fiir die Uberlassung von Gallensduren méchten wir auch an dieser Stelle den
Herren Dr. KoprPe (VEB Berlin-Chemie), Professor Dr. WEINGARTNER und Dipl.-
Chem. GrRUNDIG (Universitit Halle/Saale) danken, sowie Herrn Dr. WOLLENWERBER
(IFa. Macherey-Nagel und Co., Diiren) fiir die Sendung von MN-Polygram®-Polyamid-
Folie.
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