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SUMMARY 

Thitt-layer chromatography of active compounds from ointments and suppositories for- 
lowed bJ7 direct quantitative analysis by remission 

The paper describes a method for simultaneous thin-layer chromatographic 
separation of hydrocortisone, hydrocortisone acetate or hydrocortisone caproate 
alongside dibucaine hydrochloride, hexachlorophene and clemizole undecylate as 
well as clemizole hexachlorophenate in ointments and suppositories. Development of 
thin-layer chromatograms is carried out on silica gel 60 F-254 pre-coated plates. All 
four active ingredients can be separated on one silica gel plate using one solvent system 
and determined directly by the remissionmethod using a densitometer. Hydrocortisone 
and its two esters are measured at 248 nm, dibucaine hydrochloride at 325 nm, hexa- 
chtorophene at 300 nm, and clemizole undecylate as well as clemizole hexachloro- 
phenate at 275 nm. Evaluation of thin-layer chromatograms takes place on-line from 
a linear calibration curve using an IBM 1800 computer. The described method is very 
suitable for analyses of these active ingredients in drug forms, such as ointments or 
suppositories and is reproducible with coefficients of variation of 1.29-3.56 %. 

EMLELTUNG 

Das Kortikoid Hydrocortison und seine Ester Hydrocortisonacetat oder 
Hydrocortisoncapronat sind als entziindungshemmende Zus&re in Himorrhoidal- 
saiben und Suppositorien, zum Teil zusammen mit einem Antihistaminicum wie 
Clemizolundecylat oder Clemizolhexachlorophenat, einem Lokalaniistheticum wie 
Dibucain hydrochlorid und einem Desinfiziens wie Hexachlorophen enthalten. 

Uber Methoden zur colorimetrischen, fluorimetrischen oder chromatogra- 
phischen Bestimmung von Hydrocortison und seiner Ester sind zablreiche VerGffent- 

l Herrn Prof. Dr. Heinz Gibii zum 60. Geburtstag gewidmet. 



392 M. AMIN, U. JAKOBS 

lichungen erschienen 1-z1_ F3ei den beschriebenen colorimetrischenld und fluorime- 
trischen’ Methoden werden die Substanzen ohne vorhergehende chromatographische 
Trennung in LBsung gemessen. Bei den in den Arbeitens-21 beschriebenen Methoden 
handelt es sich entweder urn colorimetrische Bestimmungen in Kombmation tit der 
Papier- oder SQulen&romatographiraphies-‘d bzw. um diinnschicht-15-18, lXissigkeits-1g*20 

oder gaschromatographischecheZ1 Bestirmnungsmethoden. Bei den diinnschichtchroma- 
tographischen (DC) Methoden werden die Substanzen nach chromatographischer 
Trennung aus dem Sorbens eluiert und in LBsung gemessen. Uber Hexachlorophen 
sind colorimetrische22, fliIssigkeitschromatographische2f-t5, polarographischet6 und 

27-31 gaschromatographische Methoden publiziert. Die in der Literatur erschienenen 
Arbeiten iiber Dibucainhydrochlorid 32-35 befassen sich mit spcktrophotometrischen 
sowie fIuorimetrischen Bestimmungsmethoden des Wirkstoffes in Lijsung und einer 
gaschromatographischen Methode. Die Arbeiten”js3’ fiber Clemlzole befassen sich 
mit dem qualitativen papier- oder diinnschichtchromatographischen Nachweis. 

In der bier vorhegenden Arbeit wird eine schneIIe spezifische Bestimmungs- 
methode fur die genannten Substanzen beschrieben, mit der sich alle vier Komponenten 
auf einer KieseIgeIpIatte, mit einem Laufmittelsystem sowohl von den Fettanteilen 
als such voneinander simultan trennen und direkt quantitativ nach der Remissions- 
methode bestimmen lassen. 

EXEERIMENTELLEP, TElL 

Wfrkstoffe 
Hydrocortison, Hydrocortisonacetat, Hydrocortisoncapronat, Dibucainhydro- 

chlorid (2-Butoxy-chinoIin4-carbons%rre-[2-di&hylamino-8thylJ-amid Hydrochlo- 
rid), Hexachforophen (2,2’-Methylenbis-[3,4,6-trichlorphenol]), Clemizol (I-[4-Chlor- 
benzyll-2-[pyrrolidin-1-yhnethyl]-benzimidazol), Clemizolhydrochlorid, Clemizolun- 
decylat und Clemizolhexachlorophenat. 

Clemizol und Clemizolhydrochlorid werden nur als Reinsubstaizen mit unter- 
sucht. 

ArzneljCormen 
Wasser/Ol Emulsionssalbe mit 0.5 % Hydrocortison und 2.5 % Clemizolhexa- 

chlorophenat (Prgparat A). 
Hydrophiles Lipogel mit : 0.29 % Hydrocortison (Ptiparat Bl); 0.32 % Hydro- 

cortisonacetat (P&par& B2); 0.40% Hydrocortisoncapronat (Pr~parat B3) und je- 
weils 0.5 % Dibucainhydrochlorid, 0.5 oA Hexachlorophen und 1.0 oA Clemizolun- 
decylat. 

Suppositorien mit 1.3 m g Hydrocortisoncapronat, 1 .O mg Dibucainhydro- 
chlorid, 2.5 mg Hexachlorophen und 5.0 mg Clemizolundecylat pro Stuck (Praparat C). 

Herstel/ung der uniersuchten Gsungen 
Von jedem mparat werden 1.00 g bzw. ein Suppositorium mit Chloroform- 

Methanol (9:1) zn 25 ml gel&t. Als Standard werden von den reinen Substanzen 
Lasungen in gleicher Kouzentration der Prsparatliisungen rnit Chloroform-Methanol 
(9 : 1) hergestellt. 
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Diinnschichtcltromatographie 
.Als Sorbens werden Fertigplatten Kieselgel 60 F-254 (Merck, Darmstadt, 

B.R.D.) von 20 x 20 cm Griisse und 0.25 mm Schichtdicke verwendet, die in 1.5 cm 
breite Bahnen eingeteilt sind. Die L&ungen der genarmten Substanzen werden punkt- 
f&n@ mit Mikropipetten’ aufgetragen. Ffir die Eichgeraden sind Substanzmengen 
von l-10 yg pro Fleck einzusetzen. Die Variabilititskoeffizienten werden bestimmt 
aus 1 I Substanzliecken gleicher Menge aus verschiedenen Lijsangen, die nebenein- 
ander auf einer Kieselgelplatte chromatographiert wurden. 

Zur Trennung von Hydrocortison und den Komponenten (Prgparat A und 
Bl) wird als Laufmittel, bei gesattigter Kammer, Hexan-Chloroform-MethyIen- 
chlorid-Methanol (3 :3 :3 : 1) verwendet. Die Kieselgelplatte wird zweimal je 20 cm in 
einer Laufzeit von jeweils 60 Min entwickelt und dazwischen 3 Min im warmen Luft- 
Strom getrocknet. 

Zur Trennung von Hydrocortisonacetat oder Hydrocortisoncapronat und den 
Komponenten (Ptiparat B2, B3 und C) wird als Laufmittel Hexan-Chloroform- 
Methylenchlorid-Cyclohexan-Methanol(30 : 30 :30 : 5 :5) ebenfalls nach S%ittigung der 
Kammer benutzt. Die Entwicklung erfolgt dreimal je 20 cm in einer Laufzeit von 
jeweils 60 Min mit einer jeweiligen Trocknungszeit von 3 Min im warmen Luftstrom. 

Remissionsmessung und Auswertung 
Die getrennten Substanzflecken werden direkt auf der Kieselgelplatte mit dem 

Chromatogramm-Spektralphotometer PMQ II (Zeiss) nach der Remissionsmethode 
gemessen und die Messwerte on-line zum IBM 1800 Computer fibertragen. Die quan- 
titative Ausw-ertung der Diinnschichtchromatogramme erfolgt durch Integration der 
Peaks und Berechnung der Peakflachen und Flschenquadrate. Ffir die aufgefiihrten 
Beispiele wird der lineare Zusammenhang zwischen Peakflache und aufgetragener 
Substanzmenge festgestellt. Fiir die Berechnung der Regressionsgeraden, y = a~ f b 
(wobei y = Remissionsflgche, x = Substanzmenge, a = Steigung der Geraden, und 
b = Schnittpunkt auf der Ordinate), steht ebenso wie fiir die Berechnung der 
Variabilitgtskoeffizienten, jeweils ein Programm zur Verfiigung. 

ERGEBNISSE 

In Fig. 1 sind die Remissionsspektren von Hydrocortison und seiner Ester; in 
Fig. 2 die von Clemizol und seiner Salze bzw. Additionsverbindungen und in Fig. 3 
die von Dibucainhydrochlorid und Hexachlorophen graphisch dargestellt. Die Daten 
fiir die Remissionsspektren sowie die Ergebnisse der Gehahsbestimmungen der unter- 
suchten Prgparate sind in Tabelle I zusammengefasst; die gute Reproduzierbarkeit 
der Bestimmungsmethode fiir jede der untersuchten Substanzen zeigen die Variabili- 
t&koeffizienten. Der lineare Zusammenhang zwischen Remissionsflsche und aufge- 
tragenen Substanzmengen besteht fiir Hydrocortison bzw. seine Ester, fiir Dibucain- 
hydrochlorid und Hexachlorophen in dem Bereich zwischen 1 und 5 ,ug und fiir die 
vier Clemizolverbindungen in dem zwischen 2 und 10 pg. Fig. 4 zeigt das Diinnschicht- 
chromatogramm von Prgparat B2 rnit Hydrocortisonacetat, Dibucainhydrochlorid, 
Hexachlorophen und Clemizolundecylat; die gute Trennung der vier Wirkstoffe ist 

* Automat&he Kapillar-Dosienmgspipetten nach Dr. Barrolier 1, 2, 5 und IO& 
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Fig. 1. Remissionsspektren van 0, 5,uug Hydrocortison; A, 5pg Hidrocortisonacetat: 0, 5 ltg 
Hydrocortisoncapronat; auf Kieselgelplatte gemessen. &,=. = 248 nm. 

Fig. 2. Remissionsspektren VOR 0, lo& Clemizol; 0, 10 pug Clemizolhydrochlorid; n, lO/cg 
Clemizolundecyiat; A, lO/cg Clemizolhexachlorophenat; auf Kiesefgelplatte gemessen- LX_ = 
27.5 nm. 
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Fig. 3. Remissionsspektren van 0, 5yg Hexachlorophen; i&+ = 300 nm, und A, 5,ug Dihucain- 
hydrochlorid; A,,,,,_ = 325 m-n; auf KieseIgelplatte gemesscn. 
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TABELLE I 

DATEN DER REMISSIONSSPEKTREN UND ERGEBNISSE DER GEHALTSBESTIM- 
MUNGEN 5 

s 
Wirksrofl Mol. Gem Spektren Ergebnisse der unter- Variabihldts- 

? Compufer- 
suchten Prtiparate koefizienten 

-mnllx. 
(nml einheiten 

(Oh Wirkstoflf Soil) (II = II) 

(Remissions- A BI B2 83 C 
_f?iiche) 

~______I 

Hydrocmtison 
Hjrdrocortison- 
acetat 
Hydrocortison- 
capronat 
Dibucainhydro- 
chlorid 
Hexachlorophen 
Clemizolbase 
Clemizolhydro- 
chlorid 
Clemizolundecylat 
Clemizolhexa- 
chIorophenat‘ 

362 

404 

460 

379 32.5 1306/s PS 
406 300 1250lS /1g 
325 275 2224110 icg 

362 275 2044/10 Pfz 
510 275 1541/1ojJg 

732 

248 

248 

248 

275 

1422/S ,vg 

1669/S .ug 

1123/1o,Ug 

98 102 - - - 

- - loo - - 

-- - 103 97 

- 98 97 101 99 
- 101 99 100 97 
-- - - _ 

-- - - _ 
- 97 103 101 96 

97 - - - - 

2.60%/5 c’g 

2.96 %/5 j&g 

2.23 %/S !lg 
2.!35 %iS w3 
1.29%/1Opg 

1_92%/1O~ccg 
2.47 %j 10 pg 

3.56 %,‘lOpg 

* Bei Clemizolhexachlorophenat wird sowoh! die Clemizolbase als such Hexachlorophen auf 
Kieselgel gemessen (siehe Fig. 6). 

Fig. 4_ Dtinnschichtchromatograrnm des Pr%paratcs B 2. Vom Startpunkt in Richtung Front hegen 
folgende Wirkstoffe: Dibucainhydrochlorid, Hydrocortisonacctat, Hexachlorophen, Clemizohmde- 
cylat. Laufmittei: Hexan-Chloroform-MethylenchIorid-Cyc~ohexar-Methanol (30:30:30:5:5). 
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Fig. 5. Diinnschichtchromatogramm von je 5pg pro Fleck Hydrocortison (l), Hydrocortisonacetat 
(2) und Hydrocortisoncapronat (3)_ Laufmittel: Chloroform-Benzol-Essigester-Methanol(3 :3 :3 :l). 

Fig. 6_ Diinnschichtchromatogramm VOIYI je IOpg pro Fleck Clemizol (l), Clemizolhydrochlorid 

{2), (3), Clemizolhexachlorophenat (5). Laufmittel; 
Benzol-Methylenchlorid-Methanol(40:40:15). 

zu sehen. In Fig. 5 sind Hydrocortison und seine Ester und in Fig. 6 sind Clemizol 
und seine Salze bzw. Additionsverbindungen zu sehen. 

Wie die Figuren 5 und 6 zeigcn, Iaufen Hydrocortison und seine Ester auf der 

Kieselgelplatte verschieden hoch, w&rend Clemizol und seine Salze bzw. Additions- 
verbindungen auf gteicher hR,-HGhe bleiben. Der Grund dafiir iiegt in der Hydrolyse 
der Clemizolsalze bzw. Additionsverbindungen wshrend der Chromatographie. Im 
Ietzteren Falle ist im UV-Licht zu&tzlich nur Hexachlorophen zu sehen (Fig. 6). Ein 
solcher Hydrolysevorgang organischer S&e wghrend der DC ist bekannP_ Die in 
Tabelle I angegebenen RemissionsflBchen besatigen, dass bei Clemizol und seinen 
Salzen bzw. Additionsverbindungen auf der Kieselgefplatte nur die freie Base chro- 
matographiert und gemessen wird. Ihre Remissionswerte sind proportional ihres 
Gehaltes an freier Base. Trggt man von diesen Substanzen so vie1 auf, dass jeweils die 
gleiche Menge an freier Base vorhanden ist, so erhdlt man die gleichen Remissions- 
werte. Hydrocortison und seine Ester verhalten sich dagegen anders. .Te hiiher diese 
Substanzen wshrend der beschriebenen DC laufen (Fig. 5), umso griisser werden, 
infoige der Diffusion auf der Kieselgelplatte, die Substanzflecken und damit such die 
Remissionsfldchen (Tabelle I>. 

DISKUSSION 

Die in der Liter&u beschriebenen Bestimmungsmethoden der genannten 
Wirkstoffe eignen sich weder fiir ihre Gehaftsbestimmungen nebeneinander noch fiir 
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ihre Stabilititsuntersuchungen. DC dieser Wirkstoffe mit anschliessender Eluierung 
aus dem Sorbens ist langwierig. Dagegen ist DC mit anschliessender direkter quanti- 
tativer Bestimmung der Flecken auf der Kieselgelplatte nach der Remissionsmethode 
schneller, eleganter, vor allem aber spezifischer und empfindlicher als alle in der Litera- 
tur erwghnten Methoden. 

Ein Versuch in der Gaschromatographie die vier Substanzen aus den genannten 
fetthaltigen Liisunsen auf ein und derselben SIule zu trennen und zu bestimmen 
scheitert an der unterschiedlichen Polaritlit der Substanzen sowie an der zu grossen 
Belastung der SZule durch die Fettanteile. In der Fltissigkeitschromatographie w&-e 
zwar eine Trennung der Salben- bzw. Suppositorienbestandteile von den Wirkstoffen 
miiglich, nicht aber aus Polarithtsgrilnden eine Trennung der verschiedenen Wirk- 
stoffe nebeneinander auf ein und derselben Sgule. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eine simultane diinnschichtchromatographische Trennung von Hydro- 
cortison, Hydrocortisonacetat oder Hydrocortisoncapronat neben Dibucainhydro- 
chlorid, Hexachlorophen und Clemizolundecylat sowie CIemizolhexachlorophenat in 
Salben und Suppositorien mit anschliessender quantitativer Analyse nach der Remis- 
sionsmethode beschrieben. Die diinnschichtchromatographische Entwicklung erfolgt 
auf Kieselgel 60 F-254 Fertigplatten. Auf einer Kieselgelplatte lassen sich alle vier 
Wirkstoffe mit einem Laufnnttelsystem trennen und direkt mit einem Chromato- 
gramm-Spektralphotometer nach der Remissionsmethode bestimmen. Hydrocortison 
und seine beiden Ester werden bei 248 nm, Dibucainhydrochlorid wird bei 325 nm, 
Hexachlorophen bei 300 nm und Clemizolundecylat sowie Clemizolhexachlorophenat 
werden bei 275 run gemessen. Die Auswertung der Diinnschichtchromatogramme 
erfolgt on-line mit einem Computer (IBM 1800) tiber eine Eichgerade. Die beschriebene 
Bestimmungsmethode eignet sich gut fiir die Untersuchungen dieser Wirkstoffe in 
Arzneiformen wie Salben oder Suppositorien und l&St sich mit Variabilitgtskoeffi- 
zlenten von 1.29-3.56 o/0 reproduzieren. 
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