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Quantitative Diinnschichtchromatographie:
Praktische Erfahrungen mit der
direkten spektrophotometrischen Auswertung

Quantitative Thin-Layer Chromatography: Practical Experience with the
«in situ» Spectrophotometric Evaluation

G. Székely
Zentrale Analytik, Ciba-Geigy AG, Basel

Einleitung

Die quantitative Diinnschichtchromatographie (DC) setzen wir hauptsichlich
fiir selektive Gehaltsbestimmungen ein. Bisher wurden zahlreiche Wirksubstan-
zen in pharmazeutischen Darreichungsformen, in agrochemischen Formulierun-
gen und in verschiedenen anderen chemischen Produkten bestimmt. Um unsere
Arbeitswiese aufzuzeigen, wird ein konkretes Beispiel herausgegriffen. Es handelt
sich um die Bestimmung der pharmazeutischen Wirksubstanz 6-Chlor-3,4-dihy-
dro-2H-1,2,4-benzothiadiazin-7-sulfonamid-1,1-dioxid in ESIDREX® 25 mg Ta-
bletten, zwecks Uberpriifung der Gehaltseinheitlichkeit.

Experimentelles
Extraktion

Jede einzelne ESIDREX® 25 mg Tablette wird mit 25 ml Ethanol nal zermah-
len. Zu diesem Zweck wird eine von der Laborautomation der Ciba-Geigy ent-
wickelte und als PREPSET bezeichnete Vorrichtung angewendet (1). Dieses ein-
fache Gerit besteht aus 5 Einzelteilen (Abb. 1) und wird ab Friihling 1982 im
Handel erhiltlich sein (Hamilton, Bonaduz, Schweiz). Die Wolfram-Karbid-Kugel,
die Tablette und 25 ml Ethanol werden in das Extraktionsgefifl aus Polypropylen
gegeben und dieses mit dem Schraubdeckel verschlossen. Die Extraktion erfolgt
durch Schiitteln innerhalb einiger Minuten. Nachdem die Wirksubstanz in Lo-
sung gegangen ist, kann die Suspension durch Einschieben des Filtereinsatzes fil-
triert werden. Als Standardlosung werden 25 mg Wirksubstanz in 25 ml Ethanol
gelost.
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Abb. 1. PREPSET Extraktionsvorrichtung

1 = Extraktionsgefif}
Schraubdeckel
Wolfram-Karbid-Kugel
Filtereinsatz mit Siebboden
Filter
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Chromatographische Trennung

Konventionelle Kieselgel-60 F 254-Fertigplatten, Format 20 x 20 cm (Merck
Art. Nr. 5715) werden mit einem speziellen Schneidegerdt (2) in 10 x 20 cm Stiik-
ke geteilt. Das Auftragen der Probel6sungen erfolgt mit kalibrierten 1 ul Glaska-
pillaren, 15 mm vom unteren Plattenrand entfernt. Bei 17 Auftragungen pro Plat-
te betrdgt der seitliche Abstand zwischen den einzelnen Startpunkten 9 mm. Pro
Platte werden 4 Tablettenextrakte je zweimal aufgetragen; jeder Extrakt ist von
einem Standard flankiert (Abb. 2). Die aufgetragenen Losungen lilt man bei
Raumtemperatur und 50—60% relativer Feuchte eintrocknen. Danach wird die
Platte in einer ungesittigten Camag-Doppeltrogtrennkammer fiir 10 x 20 cm
Platten mit dem Fliefmittel Chloroform-Essigsdureethylester-Methanol (4 : 5 : 1)
chromatographiert. Die Laufzeit betrigt 20 Minuten fiir 8 cm Laufstrecke und
die zu bestimmende Wirksubstanz befindet sich bei ungefihr Rf 0,28.

Spektrophotometrische Messung

Als Mefgerit wird ein Shimadzu High Speed TLC-Scanner Model CS-920
verwendet. Dieses Instrument besitzt einen Gittermonochromator fiir den Wel-
lenlingen-Bereich 200—630 nm, Bahnwechselautomatik, Zickzack-Abtastung so-
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Abb. 2. Laterale Messung, quer zur Laufrichtung
S8y = Standards entsprechend 100% der Deklaration
P,, P; etc. = Proben, jeweils zweimal aufgetragen

I

Die Proben werden jeweils auf den Mittelwert der beiden direkt benachbarten
Standards bezogen

wie eingebauten elektronischen Integrator mit Drucker, Linearisierungs-Korrek-
tur gema Kubelka-Munk (3) und einen Rechner fiir Eichungen mit internen bzw.
externen Standards.

Im erwihnten Beispiel erfolgt die Messung im Remissionsverfahren bei
270 nm Wellenlinge, mit 1,2 x 1,2 mm Lichtfleck und 9 mm Maiander-Breite,
quer zur Trennrichtung (Abb. 2). Diese vorteilhafte laterale Messung wurde be-
reits beschrieben (4, 5) und bedingt konstante RoWerte sowie vollstindig ge-
trennte Zonen. Eine Platte kann auf diese Weise in 3 Minuten gemessen werden.
Dank der automatischen Korrektur der Remissionswerte nach Kubelka-Munk ist
das Verhiltnis zwischen Konzentration und Mefiwert im Bereich von 0,2—20 ug
Substanz pro Zone linear.

Berechnung

/
mg Wirksubstanz pro Tablette = 25 [—13
S
Ip = Integrationswert der Probe

I§ = Integrationsmittelwert der beiden direkt benachbarten Standards
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Als Resultat wird jeweils der Mittelwert von zwei Einzelwerten angegeben.
Die Berechnung erfolgt mit einem programmierbaren HP 9815 A Tischrechner,
da der eingebaute Rechner des Meflgerites hochstens mit 4 Standard-Auftragun-

gen funktionert.
Beispiel

Der Ausdruck mit 17 Integrationswerten ist in Abbildung 3 zu sehen. Die aus
diesen Daten berechneten Analysenwerte entsprechen den ersten 4 Tabletten

der Tabelle 1.
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Abb. 3. Ausdruck einer nach erwihntem Schema chromatographierten Platte

1. Kolonne = Nr. der Auftragung
2.Kolonne = Abstand der jeweiligen Zonenmitte vom Plattenrand

3. Kolonne = Integrationswerte

Diskussion

Der Vergleich des Probeflecks mit jeweils direkt benachbarten Standards ist
von Vorteil. Damit werden offensichtlich die von der Schichtdicke-Schwankung
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Tabelle 1. ESIDREX 25 mg Tabletten, Beispiel von Analysenwerten

bl | Wert 2. Wert Mittelwert
mg mg mg % Deklaration
1 26,1 254 25,7 102,8
2 26,2 26,6 26,4 105,6
3 24,6 24,4 24,5 98,0
4 25,3 24,8 25,0 100,0
5 26,2 26,5 26,4 105,6
6 25:9 26,2 26,1 104,4
7 235 26,3 25,9 103,6
8 26,5 26,1 26,3 105.2
7 25.2 25,4 25.3 101,2
10 25,8 2359 23,9 103,6

verursachten Fehler teilweise korrigiert. Remissionsmessungen im UV-Bereich
mit verschiedenen Substanzen ergaben Streuungen zwischen 1—2% relative Stan-
dardabweichung, jedoch sind Chromatogramme mit runder oder ovaler Flecken-
form und gleichmafiger Steighohe Voraussetzung. Durch wiederholte Messung
ein und derselben DC-Zone (» = 20) mit jeweils 1 ug Substanz, wurde die Ge-
nauigkeit des verwendeten Instrumentes mit verschiedenen Substanzen iiber-
priift. Sie betragt ungefihr 0,2% relative Standardabweichung. Der Hauptanteil
der Gesamtstreuung wird somit nicht vom Scanner, sondern von Fehlern beim
Auftragen der Losungen und von der Chromatographie verursacht. Versuche mit
Kieselgel-HPTLC-Fertigplatten (Merck Art. 5 642) anstelle der erwdhnten kon-
ventionellen Fertigplatten haben auf die Gesamtstreuung keinen EinfluR gezeigt.

Dank

Mein Dank gilt Frau B. A4#t fiir technische Assistenz und Herrn PD Dr. H. Bartels (La-
borautomation, Ciba-Geigy, Basel), der uns die erwahnte PREPSET-Vorrichtung zur Verfii-
gung stellte.

Zusammenfassung

Anhand eines konkreten Beispiels wird eine quantitative DC-Methode zur selektiven
Gehaltsbestimmung beschrieben. Die chromatographische Trennung erfolgt auf konven-
tionellen DC-Fertigplatten, welche mit einem speziellen Schneidegerit in 10 x 20 cm
Stiicke geschnitten werden. Als Mefigerit hat sich der Shimadzu CS-920 Scanner mit ein-
gebautem elektronischem Integrator bewiahrt. Bei sorgfaltiger Arbeit betrigt die Genauig-
keit der Methode 1—2% relative Standardabweichung.
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Résumé

Une méthode quantitative de chromatographie sur couche mince pour la détermination
sélective de substances actives est décrite a 'aide d’un exemple. La séparation a lieu sur des
plaques préfabriquées classiques coupées en deux parties de 10 x 20 cm. Le Scanner CS-920
de Shimadzu avec intégrateur électronique a fait ses preuves comme instrument de mesure.
Une précision de 1 a4 2% (écart-type relatif) peut étre atteinte avec la méthode décrite.

Summary

By means of an example this paper describes the selective determination of active sub-
stances by quantitative TLC. The chromatographic separation is accomplished on conven-
tional precoated plate cut to the size of 10 x 20 cm with a special cutter. The Shimadzu CS-
920 Scanner with built-in electronic integrator has proved suitable for the measurement.
Provided the work is carried out carefully, the precision of the method as measured by the
relative standard deviation is 1—2%.
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