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CHROM. 4178 

Die diinnjihichtc’hromatographische Trennung der freien GallensfZuren im 
Durchlaufverfahren und ihre Isolierung mit einem modifizierten Leitchroma- 
tograrkm 

Der quantitativen Trennung der isomeren Gallensauren DesoxycholsZure (DC) 
und Chenodesoxychols&ure (CDC) kommt im Hinblick auf Pool-Gressen- und Turn- 
over-Bestimmungen von Gallensauren (WOLLENWEBER et al.=) eine besondere Bedeu- 
tung zu. Bei den von verschiedenen Autoren 2--7 beschriebenen Verfahren lassen sich 
diese beiden strukturisomeren Gallensauren nur unvollst%ndig’ trennen. BENNET UND 
HEFTMAN’N~ trennten verschiedene nahe verwandte Steroide mitteld Dtinnschicht- 
chromatographie im Durchlaufverfahren. Auf ahnliche W&se l%sst sich ebenfalls eine 
Trennung der DC und CDC mit ausreichendem Laufunterschied erreichen. 

Kieselgel G* wird in Schwefels&ure und Salzs%ure gewaschenD. Das Kieselgel 
wird dann 48 Std. bei 100’ im Trockenschrank getrocknet und anschliessend gesiebt 
(Porengr&se nach DIN 60). Zur Herstellung der Diinnschichten werden 50 g gewasche- 
nes Kieselgel mit 95-100 ml Wasser gemischt. Dieser Brei wird zu 0.375 mm dicken 
Schichten ausgestrichen. Die lufttrockenen Platten werden I Std. bei 100’ getrocknet 
und anschliessend offen aufbewahrt. Vor dem Auftragen werden die Platten 15 Min. 
bei IOOO aktiviert. 

Als Standard wurden 2ithanolische Lijsungen von Chol&iure (C)**, Desoxychol- 
sgure (DC).* * und Chenodesoxycholsgure (CDC)* l benutzt. CDC wurde nach der 
Wilzbach-Methode mit Tritium markiert* * *. Durch mehrfaches Abdestillieren von 
grossen Mengen Athanol wurde das labile Tritium beseitigt und durch anschliessende 
Diinnschichtchromatographie die Substanz weiter gereinigt. 

Zur Bestimmung der Gallensguren der Galle wurde Duodenalsaft durch eine 
Sonde gewonnen und mit Methanol-Aceton extrahiertD. Die konjugierten Gallensau- 
ren wurden enzymatisch* ** * (NAIR et aZ.lO) gespalten und in &hanol aufgenommen. 
Die Gallens&uren wurden als 0.5-0.75 cm breite Banden mittels Mikro-Pipetten aufge- 
tragen. Dabei wurden jeweils IO ~1 C, CD, und CDC Standardliisung bzw. IO ~1 Gallen- 
extrakt aufgetragen. 

.’ Zur Chromatographie werden Kammerns mit seitlich angebrachten Ftih- 
rungsrinnen verwendet. Der Deckel der Kammer wird nicht benutzt. Urn ein Abdamp- 
fen des Fliessmittels am oberen Rand der Platte zu erreichen, wird die Kammer oben 
durch zwei Glasplatten von 7 x 25 cm Grijsse so abgedeckt, dass aber der oberen Kante 
der Chromatographieplatte ein Spalt von I cm Breite offen bleibt, 

Als Fliessmittel dient ein Gemisch Isooctan-Essig&iure&thylester-Essigsgure 
(IO :3 :2), Gesamtmenge 75 ml. Dieses Gemisch l&St sich nur bei einer ‘konstanten 
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Raumtemperatur von 5 O (Ktihlraum) verwenden. Zur Chromatographie bei. Zimmer- 
temperatur kann ein Fliessmittel Isooctan-Essigs&ure&thylester-Essigsgure (10:s :2) 

verwendet werden. Die Laufzeit liegt je nach Luftbewegung am Chrornatographie- 
platz zwischen 4 und 6 Std. DC und CDC laufen unter diesen Bedingungen,etwa ~2-14 
cm hoch. 

Als Reagens der getrennten Gallenstiuren wird 5 %-ige Phosphormolybd&r- 
s5ure verwendet. Ftir analytische Zwecke wird ein modifiziertes Leitchromatogramm 
hergestellt. Hierzu werden die im Trockenschrank getrockneten Platten umgekehrt in 
eine 2.5 cm hoch mit destilliertem Wasser gefiillte Kammer gestellt. Die ursprtingli- 
then Auftragstellen befinden sich dann am oberen Rand der Platte. Das Wasser zieht 
in wenigen Minuten in einer waagerechten Front hoch. Sobald ‘es den DC-Fleck er- 
reicht hat, bilden sich in der ursprtinglich waagerechten Front kleine Einbuchtungen. 
Dadurch werden evtl. unterschiedliche Laufstrecken der einzelnen ,Banden erkennt- 
lichy Sobald diese Buchten entstehen, werden die Platten aus dem Wasser genommen, 
die Scheitelpunkte der einzelnen Buchten sofort mit einer Nadel markiert un’d die 
Platten 30 Min. bei IOOO getrocknet. Die Wasserfront kiuft unter diesen Versuchsbe- 
dingungen noch etwa 0.5 cm weiter. Anschliessend wird eine Bande als Leitchromato- 
gramm mit Phosphormolybdansaure angesprtiht und zwischen DC und CDC eine 
Trennungslinie gezogen. Bei den anderen Banden werden solche Trennungslinien ent- 
sprechend den unterschiedlichen Laufhijhen angebracht. Hierzu wird mit einem 
Stechzirkel der Abstand zwischen markiertem Punkt des Leitchromatogrammes und 
Trennungslinie des Leitchromatogrammes auf die nicht ,bespriihten Banden tibertra- 
gen und so die Trennungslinien festgelegt. 

Zur quantitativen Bestimmunga werden die der DC bzw, CDC im Leitchromato- 
gramm entsprechenden unbesprtihten Kieselgel-Bezirke in 3.5 X 4 cm grossen Feldern 
abgeschabt, in Zentrifugenglgser gebracht und mit 65O/-,-iger Schwefel&iure versetzt. 
Nach Durchmischen mit einem Vortexmischer werden die ZentrifugenglZiser 60 ,Min. 
lang in einemwasserbad bei 60” erhitzt undanschliessend 60 Min. &it 3000 Umdrehung- 
en pro Minute zentrifugiert. Der klare ‘Oberstand wird in I ml-Kiivetten dekantiert 
und die DC bei 385, die CDC bei 38opm photometrisch bestimmt. Die Ablesung erfolgt 
gegen Leerwerte, die aus fl&chengleichen unbeladenen Schichtbezirken bei gleicher 
Behandlung angesetzt werden. 

Ergebvtisse 
Fig. I zeigt die Trennung der Gallensauren aus Testlijsungen und Galle-Extrakt. 

Es ist ersichtlich, dass C, DC und CDC deutlich getrennt sind. Die DarstelIung der Gal.- 
lensauren mit Hilfe des modifizierten Leitchromatogrammes zeigt Fig. z., Die Lauf- 
hijhe jeder einzelnen Bande entspricht der Hshe der Scheitelpunkte der Wasserlinie. 
Da sich eine durch das Wasser bedingte Verteilung der DC nur am oberen Rand des 
DC-Fleckes findet, wird dieTrennung von der CDC nicht beeinflusst. ‘.. _ 

Tabelle I gibt das Ergebnis der Untersuchungen mit aH-markierter CDC wieder, 
Im Bereiche der DC wurden im Mittel 3.19% der Gesamtaktivitht gefunden. Ob es 
sich bei der ober- und unterhalb des CDC-Fleckes gefundenen Aktivitgt urn’ CDC ban- 

* delt oder urn Spaltprodukte, die bei der Markierung entstanden und durch das, Reir% 
:.’ gungsverfahren nicht voll&indig beseitigt wurden, konnte im Rahinen dieser Unter- 

suchungen nicht gekltirt werden. . 

Bei der quantitativen Analyse eines Testgemisches aus DC und CDC nach’chro-, 
..’ 
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Fig. I. Dunnschichtchromatographie im Durchlaufvcrfahren mit dem Flicssmittel Isooctan-Essig- 
s&uretithylcster-Eisessig, Anfarbung mit PhosphormolybdHnsDurc. Links wurde zweimal ein Test- 
gemisch aufgctragen, rechts zwcimal ein Gallenextrakt. Man crkennt von untenrnach oben Chol- 
sLlure (C), Chenodesoxycholsaure (CDC) und Desoxycholstiure (CD). 

Fig. 2. Gleichc Versuchsanordnung wie in Fig. I, jedoch mit Anwendung des modifizierten Leit- 
chromatdgrammes. Die GallensPuren wurden nicht sofort nach Chromatograpliic angeflrbt, son- 
dern erst nach Darstellung der Trennung. 

TABELLE I 

CHROMATOGRAPHIE 3H-MARKIERTER CDC; VERTEXLUNG DER AKTIVIT~~T VBER DIE PLATTE NACH, 
EINTEILUNGIN BLACHENGLEICHE FELDER 

O/O der Gesamtaktivittlt. ‘. 

Oberhalb dor DC Ia73 
. 

Bereich dcr DC0 3.14 
Bereich der’CDC 90. so 
Unterhalb der CDC x.72 
Gberhalb der C 0.98 
Bereich der C 0175 
Auftragfllchc :_ I,18 

"j 100.00 

a,Bei io Proben wurdeim Bereich der DC im Mittel3.19 & 1.8% der Gesamtaktivitlt gefun- 
den. ‘,I ‘. : 
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ma.tographie wurden bei 20 Proben 82.4& 4.7 o/o DC und 82.2 & 4.3% CDC wiederge- 
funden. 

Diskussion 8 .t 

Mit den bisher bekannten Verfahren zur dtinnschichtchromatographischen 
Trennung freier Gallensauren wird eine fur quantitative Bestimmungen ausreichende 
Trennung von Desoxycholsaure und Chenodesoxycholsgure kaum erreicht. Mittels der 
von ENEROTH~ und HAMILTON~ angegebenen Fliessmittelsysteme l&sst sich zwar eine 
weitgehende Trennung der beiden Isomeren erreichen, die Abstande zwischen den, bei- 
den Gallensaureflecken sind jedoch gering. Fur einwandfreie quantitative Analysen 
sind grsssere Laufunterschiede notwendig, falls nicht der direlcte Nachweis durch sol- 
the Verfahren miSglich ist, welche die nachfolgende quantitative Bestimmung nicht 
stijren:Solche Verfahren zur Lokalisation der Gallensguren sind bisher nicht bekannt. 
Nach Ansprtihen mit WasserJ’g7 heben sich die Flecke der DC und CDC hell gegen den 
dunkleren Hintergrund ab. Dab& entsteht jedoch ein Hof urn die Gal.len&uren (siehe 
Fig. 2), dessen aussere Begrenzung etwa 2 cm von der:Fleckmitte,entfernt ist. Diese 
Verteilung der Gallensauren spielt sich such zwischen den Gallensgurenflecken ab. 
Das bedeutet bii nur geringem Laufunterschied eine weitere Verschlechterung ,der 
Trennung.’ I 

Mit der hier angegebenen dtinnschichtchromatographischen Methode zur Tren- 
nung der DC un CDC im Durchlaufverfahren wird eine bessere Trennung dieser beiden 
isomeren Gallensauren erreicht . Durch Anwendung des modifizierten Leitchromato- 
grammes kcnnen die Gallensauren isoliert werden, ohne dass es zu einer Verteilung der 
Gallensatiren in den Zwischenraum zwischen DC und CDC kommt. .Das Wasser er- 
reicht bei der angegebenen Methode nur den oberen Rand des DC-Fleckes. Ein Sub- 
stanzverlust, wie er beim Anspruhen mit Wasser durch Wegblasen von Kieselgel leicht 
entstehen kann, ist ausgeschlossen. 
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