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Note 

Uhertragung von stark wasserhaltigen Reversed-Phase-HochdrucktEsig- 
keitschromatographischen Systemen auf die Diinnschichtchromatographie 
und Bioatiographie von Reversed-Phzrse-biinnschichechroma~gramen 

E. VON ARX und M. FAUF’EL 
Forschangskzboratorien der Division Pharma der Ciba-Geigy AG, Base1 (Schweiz) 

(Eiqegangen am 29. November 1977) 

Bei der HochdrucklXissigkeit-Chromatographie (HPLC) zeichnet sich in der 
letzten Zeit ein starker Trend zu reversed-phase (RP) Trennsystemen an CgCrs- 
alkylsilanisierten Kieselgelen ab. Diese Systeme ermiiglichten den Einsatz der HPLC 
speziell fur stark poke (hydrophile) Stoftklassen, die bis anhin nur mittels Ionenaus- 
m&her-Chromatographie aufgetrennt werden kOMten. Mit diesen neuen Systemen 
kormten ausgezeichuete Treummgen erzielt werden. Die Anwendung der RP-Dii~- 
schichtchromatographie @P-DC) mit alkylsilanisierten Kieselgelen als stationare 
Phase steht hingegen erst in den Anf%rgen. 

Fur unsere Versuche beniitzten wir vorerst mit ISieselgel bescbichtete DC- 
Fertigplatten die nach Gilpin und Sisco’ mit Dodecyltrichlorsilan silauisiert wurden. 
Nach diesen Autoren liefert eine C,,-BeIegung die hesten Trennungen in der RP- 
Schichtchromatographie, die such mit Chromatogrammen auf C,B-beiegten RP- 
HPLC-S&den verglichen werden k&men. Ein Nachteil der Methodik von Gilpin und 
Sisco besteht darin, dass die bereits mit Kieselgel bescbichteten Platten silanisiert 
werden, was relativ atiwendige Wasch- und Trockenprozesse erfordert. Wir be- 
schreiben bier eine Methode zur Beschichtuug der Platten mit dodecyl-silanisiertem 
Kieselgel uud die da& erhahenen Resultate. 

Wie es bei der RP-HPLC meistens erforderlich ist, wurden haupt&hhch 
Fhessmittel mit einem Wassergehait von iiber 25 % eingesetzt. Die Versuche wurden 
tit Gem&hen von Methanol-Wasser und AcetonitriI-Wasser mit ZusHtzen von 
Essigs%.ue, Trifluoressigs%rre, Ammoniumsulfat, Ammoniumcarbonat und Natrium- 
perchIorat durchgefuhrt. 

Fiir den Nachweis von Antibiotika verwendeten wir die Technik des Bioauto- 

a-. 

%SATEmLIEN UND METHODEN 

Als Testsubstanzen dienten Steroide, Peptide und Antibiotika, die zum Teil 
in unseren Laboratorien synthetisiert wurden. 
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Hersfelhng der sfafior&en Phase 
Verwendet wurden: Kieselgei 60 F (Merck), 0.04-0.063 mm, getrocknet bei 

120” am Hochvakuum; Dodecyltrichlorsilan, PCR 27930 (PCR, Gainsville. Fla., 
U.S.A.); Toluol, absolutiert mit Alox W 200 (Woehn). Rieselgel (l-1 1 kg) wurde in 
10 1 Tolnol bei 50” unter gutem Riihren langsam mit 96 g Dodecyltrichlorsilan, gel&t 
in 11 Toluol, versetzt. Nach Rtihren iiber Nacht bei 50” wurde abgekiihlt, titriert, 
und der Rtickstand mit vie1 Toluol, Aceton und Methanol gewaschen. Der Riickstand 
wurde anschliessend mit 3 1 Methanol wahrend 2 h verri&rt, nochmals filtriert und 
bei 120” am Hochvakuum zur Gewichtskonstanx getrocknet; Ausbeute 1.19 kg. 

Die Beschichtnng der Glasplatten erfolgte mit einer Aufschl&nmung von 30 g 
stationtier Phase to.6 g Calciumsulfat gebrannt (Merck 2162) in 60 ml Alkohol- 
Wasser (1: 1) auf einem Eigenbau-Streichgerat*. Anschliessend wurden die Schichten 
iiber Nacht bei Raumternperatur getracknet’. 

Die Substanzproben wurden mit dem Linomat HI (Camag, Muttenr, Schweiz) 
1 cm breit aufgetigen. Als Trennkammer wurde eine Doppeltrogkammer, 20 x 20 cm 
(Camag, Mutter& Schweiz)3, venvendet. 

Fliessmitrei 
Fiir RP-DC und RP-HPLC wurden die folgende Fliessmittel verwendet : I, 

Methanol-Wasser-Essigslure (60:38 :2); II, Methanol-Wasser-Trifluoressigsaure 
(64:35: I) : HI, Acetonitr~-Wiser-Natriumperchlorat (5 :995 :0.7, v/v/w). Die Lauf- 
zeiten fur RP-DC betrugen CQ. 4 Stunden fur 13-15 cm Laufstrecke. 

Nachweis erfolgte mit UV bei 254 nm, 50% H,SO., in Methanol, TDM-Rea- 
gens (Modifikation der Chlor-o-Tolidin Farbreaktion4) und Bioautographie. 

Hersrellung der Bioautogramm-P&ten 
Das B&e&m, Neisseria catarrhalis ETH 4163 (NC), wird in Lyoampullen 

oder aufSchrZgagarri%rchen bei 4”aufbewahrt. Fiir die Stammanzucht werden in einem 
500-ml Erlenmeyerkolben mit einer Schikane, 100 ml BHJ--NIhrl&ung(BBL) mit 2.5 % 
einer 24 h-Kultur von Neisseria catarrhdis beimpft, Der Kolben wird 24 h bei 250 
upm und 25” geschtittelt. 

In eine rechtectige Glass&ale (21 x 34 cm) werden 300 ml DST-Agar (Oxoid) 
als Grundschicht gegossen. Nach dem Erstarren werden 100 ml DST-Agar, der tit 
2 % einer SchiittelIcuhur VOQ Neisserrh catarrhdis beimpft ist, auf die Grunclschicht 
gegossen (= Oberschicht). Nachdem die Oberschicht der Bioautogrammplatte fest 
geworden ist, wird die Platte mr 45 min bei 37 getrocknet. Auf der OberflZche des 
Agars darf kein Kondenswasser sichtbat sein. Anschliessend wird die beschichtete 
Seite der entwickelten DC-Platte sehr sorgfZllig auf die Bioautogrammplatte gelegt. 
Zwischen der DC-Platte und der Agarobefiche sollen keine Luftblasen sein. 

* Eine entsprecheade Fertigplatte wird van der Fa. Antec hergestdt. FertigpIatte Kieselgel UP 
(Umkebr-Phase) C,,, Antec AG. CH427, Bidelden, Schwek. 



70 NOTES 

Die Bioautogrammplatte wird darauf fiir 30 min bei 4” gehalten, damit die 
Substanzen von der DC-Platte in den beimpften Agar diffundieren kijmen. Dana& 
wird die DC-Platte vorsichtig entfemt und die Bioautogrammplatte fiir 18-24 h bei 

37” inkubiert. 

Antibiotisch aktive Substanzen erscheinen auf der Bioautogrammplatte als 
klarc Zonen in denen kein Wachstum voa Neisseria catarrhalis erfolgt. 

Fliissigkeits-Chromatographie 
Als Pumpen wurden Waters Assoc. M 6OU0, Orlita DMP 1515 und fiir die Bei- 

mischung des Farbreagens eine Langhubkolbenpumpe ISCO 3 14 gebraucht. Einspritz- 
kopf, Waters Assoc. U6K; SZulen, Stahl, 250 x 3 mm, thermostatisiert bei 40”; 
Packung, Nucleosil Cis, Eigenftillung. Detektion, (A) UV 254 nm (Waters Assoc. 
UV-Detektor 440) und (B) Derivatiserung nach der !Gule mit einer OPA-Variante 
nach Benson und Hares. Am Ende der SHule wird folgende Mischung iiber ein Misch- 
T-St&k zugepumpt: 215 ml 0.6 m BorsZure in Methanol-Wasser (600X10), 215 ml 
0.6 m KOH in Methanol-Wasser (600:400), 320 mg o-Phtalaldehyd (Fluka, 7976 
z-A.) in 5 ml Methanol, und 0.7 ml Mercaptoaethanol (Fluka, 73600 pm-urn). Die 
FIuoreszenzmessung erfoigt mit einem Aminco-Fluorometer 4-7439 oder einem 
Perkin-Elmer LC loo0 Fluoreszenz-Detektor. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

An Hand der glarten Auftrennung von Steroiden, Peptiden und Cephalospo- 
rinen konnte die erfolgreiche Ubertragung von RP-HPLC-Systemen auf RP-DC 
gezeigt werden. Die Trennungen wurden jeweils auf den RP-HPLC-Siiulen und auf 
den RP-DC-Platten mit den gleichen Fliessmitteln durchgefiihrt. Fiir den Nachweis 

der Wirkstoffe aus der Cephalosporin-Reihe wurden Bioautogramme (Fig. 1) die sich 
bei uns in der DC seit 3ahren bewshrten hergestellt. Diese Methode, wie such die 
zum Nachweis dienenden Sprfihreagenzien liessen sich ohne Schwierigkeiten auf die 
RP-DC iibertragen. 

Im ersten Beispiel (Fig. 2) wurden Corticosteroide im Fliessmittel I aufge- 

Fig. 1. Cephalosporine von Fig. 4 vergr6sm-t. 1 = Desacetyl-Cephalosporin C; 2 = Cephaiosporin 
C. Auftragung: (a) je SOpug; (b) 1, 10~s; 2, 1 pg. Nzchweis: (2) UV 254m-n; (b) Bioautographie. 
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Fig. 2. Steroide, Chromatogramme mit Fliessmittel I. 1 = Cortison; 2 = Corticosteron: 3 = Cor- 
texon. Auftragungr RP-HPLC, je 7 pg in Methanol; RP-DC, je 7 pg in Methanol (Gemisch je 3 pg). 
Nachweis: RP-HPLC, UV 254; RP-DC, HISO 50% in Methanol_ 

trennt. Fig. 3 zeigt eine Trennung von Peptiden im System II. Im dritten Beispiel 
(Fig. 4) wurden 2 Cephalosporine im System III glatt aufgetrennt. 

Die RP-DC solhe es, neben dem Einsatz als Reinheitskontrolle, ermiiglichen, 
auf einfache und rasche Art und Weise geeignete Lijsungsmittelsysteme aufzufinden. 
die sich auf die RP-HPLC fibertragen Iassen. 

Fig. 3. Peptide, Chromatogmmme mit Fliessmittel II. 1 = Calcitonin M-(1 I-32)-docosapeptidamid; 
2 = Ckkitonin M-sulfoxid; 3 = Calcitonin M. Auftrennung: RP-HPLC, 1 und 2 je 2jzg und 3, 5 
pg in Wasser; RP-DC, je 5Opg in Wasser. Nachweis: RP-HPLC, OPA; RP-DC, TDM. 
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Fig. 4. Cephalosporine, Chromatogramme mit Ries.smittel IIL. 1 = Desaeetyl-Cephalo~porin C: 2 = 
Cephalosporin C. Auftragung: RP-HPLC, je 5 gg in Wassex; RP-DC, 50 pg. Nachweis: W 254 und 
Bioautographie (vgl. Fig. 1). 
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