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1 Zusammenfassung

Neue Entwicklungen stehen auch in der Dunnschichtchromatographie unter
dem Motto: schneller, kleiner, besser und preisgunstiger. Als Alternative zur
guantitativen Auswertung von HPTLC-Platten mit dem Scanner steht seit den
80er Jahren die Videodensitometrie, ein bildverarbeitendes Verfahren, zur Verfi-
gung. Software und Technik haben sich im Laufe der letzten Jahre stetig verbes-
sert, so dall deren Attraktivitat in der instrumentellen Analytik stark

zugenommen hat.

Ziel dieser Arbeit war es, die Mdglichkeiten und Grenzen, in Hinblick auf den
Einsatz zur Quantifizierung, der heute angebotenen Gerate zu evaluieren und
einen direkten Vergleich zum klassischen Scanner herzustellen. Am Beispiel der
Gehaltsbestimmung von Tabletten konnte gezeigt werden, daf} sich das Video-
gerat zur quantitativen Bestimmung von Wirkstoffen in pharmazeutischen Fertig-
arzneimitteln eignet. Es wurden die Wirkstoffe Acetylsalicylsaure, Coffein und
Paracetamol in Mono- und Kombinationspraparaten quantifiziert. Die Detektion
der Wirkstoffe erfolgte Uber Fluoreszenzldschung bei einer Wellenlange von
254nm. Weiterhin wurde der Einsatz des Videoscanners zur Reinheitsprifung
am Beispiel der Rohstoffpriifung von Theophyllin und der Reinheitsprifung von
Chlordiazepoxid nach der Methode des Deutschen Arzneibuches untersucht.
Auch die Quantifizierung nicht UV-aktiver Verbindungen mittels der Bildverarbei-
tung war nach postchromatographischer Derivatisierung moéglich. Zwei Inhalt-
stoffe eines, noch in der Entwicklung stehenden, Lungensurfactant konnten
nach der Derivatisierung mit dem klassischen Scanner bei 268nm quantifiziert
werden. Zur videodensitometrischen Bestimmung wurde die DC-Platte mit
Weililicht aufgenommen und ausgewertet.

Die sehr empfindliche Fluoreszenzmessung wurde an Cinchocainhydrochlorid,
einem Lokalanasthetikum, durchgefuhrt. Nach Extraktion des Wirkstoffes aus
einer Hamorrhoidalsalbe und dunnschichtchromatographischer Entwicklung
konnte der Gehalt bestimmt werden. Die Gehaltsbestimmung mit dem Scanner
bei 312nm und mit dem Videogerat bei 366nm zeigten Ubereinstimmende

Ergebnisse.



2 Einleitung

2.1 Geschichtliche Entwicklung

Wie in anderen Bereichen der instrumentellen Analytik ist auch in der
Dinnschichtchromatographie eine fortschreitende Automatisierung
zu verzeichnen. In den Bereichen Auftragung, Entwicklung und Eva-

luierung ist die Instrumentierung nicht mehr wegzudenken:

Aus der manuellen Auftragung mittels Kapillare entwickelte sich ein
hochtechnisiertes, mikroprozessorgesteuertes Verfahren. PC-
gesteuert kdnnen mit einem Autosampler unterschiedliche Proben
sequentiell mit einer Spritze aufgespriht werden. Beispiel hierfir ist
der Probenautomat Il ATS3 (Camag) [1] und der TLC-Applicator AS
30 (Desaga) [2].

Die traditionell verwendete Trogkammer erhielt Konkurrenz durch die
ADC-Kammer (Automated Development Chamber) [3] und das
AMD-Geréat (Automated Multiple Development) [4], in denen automa-
tische Entwicklung und Trocknung moglich ist. Weiterhin kann mit
der AMD-Kammer eine mit der HPLC vergleichbare Gradientenent-

wicklung in der Dinnschichtchromatographie durchgefiihrt werden.

Zu Beginn der Entwicklungsgeschichte der DC wurden die Substanz-
flecken nach der Trennung zur quantitativen Erfassung von der

Platte abgekratzt, mit einem geeigneten L&sungsmittel eluiert und



3 Einleitung

anschlieBend photometrisch vermessen [5]. Mitte der 60er Jahre
begann die Entwicklung kommerzieller MelRgerate fur die photometri-
sche Direktauswertung, der sogenannten Densitometer. Bereits
1970 waren 15 Densitometermodelle, die heute weltweit als Scanner
bezeichnet werden, auf dem Markt [6]. Das Prinzip der densitometri-
schen Auswertung unterliegt meistens einem mechanischen gefihr-
ten Abtastverfahren. Das bedeutet, dal3 die DC- oder HPTLC-Platte
auf einem Melf3tisch an dem feststehenden Mel3spalt vorbeigefihrt
und mit einem Lichtstrahl definierter Wellenlange abgetastet wird.
Das schrittweise Abtasten der einzelnen Bahnen erfordert entspre-
chend viel Zeit; dadurch enstand die Motivation, die Platte als Gan-

zes auszuwerten.

Auf dem Gebiet der Elektrophorese publizierten Hannig und Wirth
bereits Ende der 60er Jahre ein elektronisches Bildverarbeitungsver-
fahren zur quantitativen Auswertung von Pherogrammen [7]. Es
waren Messungen sowohl im VIS als auch im UV-Bereich mdglich.
Die heute in Anlehnung an das Densitometer als Videodensitometrie
bezeichnete Technik sollte die densitometrische Auswertung von
Dinnschichtchromatogrammen beschleunigen. Mit dem Telechrom
OE 976 (Chinoin) wurde 1976 der Grundstein fur kommerziell erhalt-
liche Videodensitometer gelegt. Das von Kerenyi und Devenyi ent-
wickelte Aufnahmegerat setzt sich aus einer TV-Kamera (Vidicon)
mit Zoomobjektiv, einer Beleuchtungseinheit und einem Rechner
zusammen [8][9]. Devenyi fihrte mit einer weiterentwickelten Version
dieses Modells, mit dem Messungen in Reflexion und Transmission

sowie Fluoreszenzmessungen madglich waren, quantitative Bestim-
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mungen von Aminosauren in pflanzlichen Proteinen und freien Ami-
nosauren in Blut durch [10]. Mit dem PC konnten die digitalisierten
Videodaten ausgewertet werden. Eine stetige Weiterentwicklung der
Computertechnik und der Kamera flihrte zu einer Verbesserung der
Bildanalyse. Im Jahre 1983 quantifizierten Ford-Holevinski et al.
Cholesterol und Stearylsphingosine. Mit einer Schwarz-Weil3-Video-
kamera wird von einer auf einem Lichtkasten liegenden Platte ein
Transmissionsbild erzeugt [11][13]. Eine entsprechende Software
zerlegt das Bild in 192 x 280 Bildelemente. Ein einziges Bild ent-
spricht somit 53 760 bit. Sie untersuchten den Einflul3 verschiedener
Parameter wie Arbeitsbereich, Filter und Lichtquelle auf das Ergeb-
nis. Ein dhnliches System zur Quantifizierung von Elektropherogram-
men wurde bereits 1981 von Mariash et al. vorgestellt, jedoch mit
deutlich niedriger Bildauflosung (8 192 pixel) und geringerer Grau-

stufenzahl (64 Graustufen) [12].

Gianelli et al. stellten 1981/83 einen “Multikanal Bildphotospektrome-
ter” vor [14][15]. Hierbei handelt es sich um ein auf der Grundlage
eines SIT (Silicon intensified target)-Vidicon und Rechner basieren-
des System, mit dem gleichzeitig ein vorgeschalteter Monochromator
angesteuert werden kann. Mit einer SIT-Vidicon-Kamera (Quantex
QX-10) wurden monochromatische Transmissionsmessungen zur
guantitativen Bestimmung von Tetraphenylporphinen durchgefihrt.
Burns et al. wendeten den “Multikanal Bildphotospektrometer” in der
zweidimensionalen DC an [16]. Mit einer hochauflésenden Kamera
(Pulnix TM-64K) konnten Belchamber et al. die Qualitdt der Ergeb-

nisse durch eine Untergrundkorrektur (mathematische Subtraktion
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einer Leerplatte) verbessern [17]. Als damals ungelostes Problem
stellte sich die dadurch entstandene hohe Datenmenge, das
schlechte Ansprechverhalten der Kamera im UV-Bereich und der
hohe Kostenfaktor dar. Eine Hamamatsu-Hochprazisionskamera mit
Quarzoptik (C 1000-13) wurde 1986 von Miwa et al. zur b- Radiolu-
mineszenzmessung und 1987 von Prosek et al. eingesetzt [18][19].
Diese ermdglicht im Gegensatz zu den vorherigen Anwendungen im
VIS-Bereich einen Arbeitsbereich von 200-700 nm. Aktuelle quantita-
tive Bestimmungen mittels Videodensitometrie zeigen das wach-
sende Interesse an dieser Methode [20]. Es finden sich
Anwendungen im Bereich der Lebensmittelchemie wie die Bestim-
mung von Coffein aus Coca-Cola® [21], Saccharose in fermentiertem
und unfermentiertem Sojabohnenmehl [22] und von Lebensmittel-
farbstoffen [29]. Auch im pharmazeutischen Bereich wird die Vide-
odensitometrie zur Quantifizierung der Verunreinigungen eines
Diuretikums [23] oder zur Anabolikabestimmung aus Urin [24] einge-

setzt.

2.2 Problemstellung

Trotz einer grofRen Zahl technischer Neuerungen zum Beispiel die
Kopplungsmethoden DC-FTIR [25], DC-MS [26], DC-HPLC [27] und
DC-NIR [28] ist in der DC noch keine vollstandige Online-Kopplung
auf dem Markt. Daher ist das Bestreben die Teilschritte der Dinn-
schichtchromatographie zu rationalisieren entsprechend grof3. Ein
bisher in der Dinnschichtchromatographie wenig genutztes Medium,

das diesem Trend gerecht werden koénnte, ist die Videodensitome-
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trie. Der Vorteil der Videodensitometrie gegentber dem klassischen
Scanner zeigt sich in der schnelleren Auswertung und in der Mog-
lichkeit der Dokumentation. Auf3erdem hat sich die Bildverarbeitung
bei Problemen in der Fleckposition, zum Beispiel bei asymmetri-
schen Flecken und schiefen Bahnen, als besonders geeignet

erwiesen.

Das Videogerat erméglicht aufgrund seiner technischen Ausstattung
drei verschiedene Beleuchtungsmoglichkeiten: Bestrahlung mit
254nm, 366nm und mit Weilllicht. Zum Einsatz kommen zwei
Videogerate unterschiedlicher Hersteller, die sich sowohl in der
Kamera (1-Chip- und 3-Chip-Kamera), als auch in der Software

unterscheiden.

Die Applikationen werden so gewahlt, dal3 sowohl diese geratetech-
nischen Moglichkeiten ausgeschopft als auch die beiden speziell fir
die pharmazeutische Industrie wichtigen Freigabe- und Laufzeitspe-
zifikationen der Qualitatskontrolle — Gehaltsbestimmung und Rein-
heitsprifung — mit einbezogen werden. Zum direkten Vergleich von
Scanner und Videodensitometrie mul3 jeweils dieselbe Platte mit
dem Scanner und mdglichst sofort im Anschlul3 mit dem Videogerat
aufgenommen werden. Sofern es technisch méglich und sinnvoll ist,
soll die Messmethode des Scanners auf das Videogerat lbertragen

werden.

Die Gehaltsbestimmung soll am Beispiel kommerziell erhaltlicher
Fertigarzneimittel unter Verwendung von HPTLC-Platten mit Fluores-

zenzindikator F,¢ 4 erfolgen. Die Reinheitsprifung spielt eine wichtige
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Rolle bei der Rohstoffkontrolle (Prifung auf Syntheseverunreinigun-
gen) und bei Stabilitadtsprufungen (Prifung auf Abbauprodukte). Die
Rohstoffkontrolle soll am Beispiel des Theophyllins, die Prifung auf
Abbauprodukte am Beispiel von Chlordiazepoxid als Hauptinhaltstoff
eines Fertigpraparates erfolgen. Anhand der postchromatographi-
schen Derivatisierung von Phospholipiden, die Bestandteile eines
Surfactants sind, soll untersucht werden, ob sich die Videodensito-
metrie auch zur Auswertung farbiger Substanzen im VIS-Bereich eig-
net. Die Gehaltsbestimmung von Cinchocainhydrochlorid aus Salbe
soll fluorimetrisch mit dem Videogerat bei einer Anregungswellen-

lange von 366 nm durchgefihrt werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand unterschiedlicher Einsatzgebiete, die
Maoglichkeiten und Grenzen der quantitativen Bildanalyse nach dem
Stand der Technik zu beurteilen. Der Vergleich der videodensitome-
trischen Auswertung mit der Scannerauswertung soll zeigen, ob fir
die spezielle Mel3methode der Einsatz des Videogerates moglich ist
oder sogar den Scanner ersetzen kann. Ein Vergleich der unter-
schiedlichen Anwendungen soll eine Beurteilung der Grenzen der

Videodensitometrie ermdglichen.



3 Theoretische Grundlagen

3.1 Dunnschichtchromatographie

3.1.1 Stationare Phase

In der Dunnschichtchromatographie werden, im Gegensatz zur
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), zu 90% soge-
nannte Normalphasen als stationare Phasen fur die Trennung einge-
setzt. Es handelt sich hierbei um amorphes, hochpordses Siliciumdi-
oxid (Kieselgel). Die dabei zugrunde liegenden Trennmechanismen
beruhen auf dem Prinzip der Adsorption, die jedoch haufig von Ver-
teilungsvorgangen tberlagert ist. Aufgrund der Si-OH-Gruppen zeigt
das Kieselgel polare Eigenschaften, die wegen ihrer Reaktivitat che-
misch leicht modifiziert werden konnen. Es entstehen dadurch
gebundene Phasen (bonded phase, BP), die neue physikalisch-che-
mische Eigenschaften aufweisen, bis hin zu den sogenannten
Umkehrphasen (reversed phase RP). Diese zeigen aufgrund der
Anbindung langkettiger Kohlenwasserstoffen hydrophobe Eigen-
schaften. Die Selektivitat eines Systems ist abhangig von der Wech-
selwirkung zwischen der Substanz, dem Schichtmaterial und der
mobilen Phase. In der Literatur finden sich fir die verschiedenen
Phasen vielféltige Einsatzgebiete: Kieselgel 60 [52] [54], Schichten
mit Aluminiumoxid [87], Trennungen auf Cellulose [88], RP-Phasen
[89] oder modifiziertes Kieselgel mit speziellen funktionellen Gruppen

wie Amino- oder Cyanogruppen. Aul3erdem koénnen Enantiomere
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zum Beispiel tUber b-Cyclodextrin-Kieselgelplatten bzw. RP-Platten
getrennt werden [90]. Die Trennleistung eines Schichtmaterials
(Mel3groRe: Bodenhdhe oder Trennzahl) wird in erster Linie von der
Geometrie des Sorptionsmittels (KorngréfRe und -verteilung sowie
Packungsdichte) und von der Homogenitat des Porensystems (spe-
zifische Oberflache, Porendurchmesser, Porenvolumen) bestimmt.
Die Trennung ist stark abhangig von der relativen Luftfeuchte, der
Temperatur, der Dampfraumsattigung und vom Kammertyp [91].
HPTLC-Fertigschichten mit einer geringeren Korngréf3e (5 nm) und
einer engeren Partikelverteilung zeigen eine deutlich héhere Trenn-
leistung als konventionelle DC-Fertigschichten (mittlere Korngrof3e
15 mm). Industriell angefertigte Fertigschichten zeigen gegeniber
handgestrichenen Platten reproduzierbare Trenneigenschaften, die

auf die gute Schichthomogenitat zurickzufiuhren sind [92][93].

3.1.2 Chromatogrammentwicklung

Neben der normalen Trogkammer existieren noch verschiedene
Varianten wie die Horizontalkammer oder die Doppeltrogkammer.
Letztere besitzt zwei getrennte Kammern und eignet sich speziell
zum Vorkonditionieren unter definierten Bedingungen. Mit der ADC-
Kammer [3] lassen sich Dunnschichtplatten vollautomatisch entwik-
keln. Ein CCD-Sensor uberwacht das Fortschreiten der Flie3mittel-
front. Nach beendeter Entwicklung wird die DC-Platte mit gefilterter
Warm- und Kaltluft getrocknet. Verschiedene Parameter wie Vorkon-
ditionierung, Entwicklungsmodus (Tank- oder Sandwichkonfigura-
tion), Lange der Trennstrecke sowie Trocken- und Heizzeit kbnnen

eingestellt und abgespeichert werden, es konnen jedoch keine
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gesattigten Kammerzustande erreicht werden [31]. Eine weitere voll-
automatisierte Chromatogrammentwicklung ist mit der AMD-Technik
maoglich. Auch hier sind verschiedene Parameter wie die Trenn-
strecke (Uber die Entwicklungszeit) und Trocknungsschritte wéhlbar,

zusatzlich besteht die Moglichkeit der Gradientenentwicklung [32].

3.1.3 Detektionsmoglichkeiten

Je nach Problemstellung stehen verschiedene Madglichkeiten der
Detektion zur Verfigung. Handelt es sich um UV-aktive Substanzen,
werden in der Regel HPTLC-Platten mit Fluoreszenzindikator (kor-
rekterweise Phosphoreszenzindikator) verwendet, wobei der statio-
naren Phase Mangan-aktiviertes Zinksilikat zugemischt wird. Dieser
Indikator wird durch UV-Licht (254 nm) zur Phosphoreszenz ange-
regt. Auf der Platte vorhandene Substanzen absorbieren das UV-
Licht und erscheinen daher als dunkle Flecken auf der Platte. Nicht
UV-aktive Substanzen kénnen durch pra- oder postchromatographi-
sche Derivatisierung sichtbar gemacht werden. Die UV/VIS Derivati-
sierung erfolgt in der DC Uuberwiegend postchromatographisch,
wobei die Reagenzien meist in Form von Lésungen zum Spruhen
oder Tauchen angewandt werden. Die postchromatographische
Detektion hat den Vorteil, dal3 die Trennung nicht beeinfluf3t wird und
die Umsetzung samtlicher getrennter Proben gleichzeitig erfolgt. Als
nachteilig kénnen sich Uberschiissige Reagenzien und technische
Probleme beim Bespriihen oder Tauchen erweisen. Im Vergleich zur
postchromatographischen Derivatisierung findet durch prachromato-
graphisches Derivatisieren meist eine (positive oder negative) Ande-

rung des Trennverhaltens statt. Der zeitliche Aufwand der
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prachromatographischen gegentber der postchromatographischen
Derivatisierung ist deutlich hoher, da jede einzelne Analysenprobe
umgesetzt werden muf3. Der Vorteil daran ist, dal’3 tberschuissige

Reagenzien noch vor der Trennung entfernt werden kdnnen.

3.1.4 Melprinzipien

Zur Messung der Wechselwirkung von an DC-Schichten adsorbier-
ten Substanzen und Licht kdnnen verschiedene Mel3prinzipien ein-
gesetzt werden: Transmission, Remission, simultane Remission-
Transmission, Fluoreszenz und Fluoreszenzminderung [33] [34]. Im
Vordergrund stehen heute die Remissions- und Fluoreszenzmessun-

gen sowie Fluoreszenzléschungen.

Unter Remission versteht man die an rauhen Oberflachen auftre-
tende diffuse Reflexion. Die Strahlung, die von den Teilchen nicht
absorbiert wird, wird an der Partikeloberflache gestreut und diffus
reflektiert (Abb 3-1). Mathematisch wurde der quantitative Zusam-
menhang zwischen Konzentration der absorbierenden Partikel und
Lichteinwirkung auf streuende Medien von Kubelka und Munk erfal3t
[35]. Diese gehen von einem vereinfachten Modell aus, in dem sie
die Absorption und Streuung in und gegen die Einfallsrichtung
bertcksichtigen, nicht aber die Streuung in alle Richtungen. Voraus-
setzung fur die Gultigkeit der Kubelka-Munk-Funktion ist eine
“unendliche Schichtdicke”, wobei 2-3mm als ausreichend angese-

hen werden kdnnen.
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Abb. 3-1: Lichtstreuung an einer DC-Schicht.

Bei absorbierenden DC-Flecken lautet die Kubelka-Munk-Funktion:

PRy = ) K= oxfX @)
Ry = absolute Remission einer unendlich dicken Schicht
K = Absorptionskoeffizient nach Kubelka-Munk
k = Proportionalitatsfaktor
S = Streukoeffizient der Remission
¢ = Konzentration der Substanz im Fleck

e= Absorptionskoeffizient

Bei einheitlicher, konstanter Korngré3enverteilung kann der Streuko-
effizient S bei einer bestimmten Wellenlange naherungsweise als
konstant betrachtet werden. Au3erdem sollte die Korngrdf3e deutlich
kleiner als die Dicke der untersuchten Schicht sein [36]. Es ergibt
sich dann eine lineare Beziehung zwischen der Kubelka-Munk-(KM)-
Funktion und der Probenkonzentration. In der Dinnschichtchromato-

graphie sind die Voraussetzungen der KM-Funktion nicht oder nur
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teilweise erflllt. Daher erhadlt man bei Remissionsmessungen Uber
groRere Konzentrationsbereiche meist keine lineare Kalibrierkurve.

Diese wird nur in diskreten Bereichen naherungsweise erfullt.

Im Gegensatz zur Absorptionsmessung wird bei der Fluoreszenz-
messung nicht bei der Wellenlange des einfallenden Lichtes gemes-
sen, sondern moglichst im Maximum des Fluoreszenzspektrums,
das gegeniber der Anregungswellenlange bathochrom verschoben
ist. Die MeRanordnung der Fluoreszenz entspricht der der Remis-
sion. Jedoch mufd zwischen DC-Platte und Detektor ein Monochro-
mator oder Kantenfilter geschaltet sein, der unter Absorption der
Anregungswellenlange das emittierte Fluoreszenzlicht durchlafit.
Dadurch wird die Fluoreszenzmessung sehr empfindlich und fur
bestimmte Stoffe spezifisch. Die quantitative Grundlage ftr die fluori-

metrische Auswertung wird durch folgende Gleichung beschrieben:

g = kxlgxc (3-2)

I = Intensitat des emittierten Fluoreszenzlichtes
Iy = Intensitat des eingestrahlten Lichts
k = Proportionalitatskonstante

¢ = Konzentration der Substanz im Fleck
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3.2 Klassischer Scanner

3.2.1 Gerateaufbau

Gitter Lampenspiegel
Spalthéhe/-breite

Spiegel

Wolfram-,
lS Filterrad Deuterium-,
S~ . . Quecksilberlampe
Remissionsphotomultiplier
SN
< N | A ———> Kantenfilter

%ﬂ MeRobjekt

T Transmissionsphotomultiplier

Abb. 3-2: Schematische Darstellung des Scanneraufbaus.

Das klassische Densitometer weist einen typischen Spektrometer-
aufbau auf. Als Lichtquelle stehen drei Lampen zur Auswahl: die
Deuterium-, die Wolfram- und die Quecksilberdampflampe. Die Wolf-
ram- und die Deuteriumlampe als Kontinuumstrahler decken ein
Spektrum von 200-1200 nm gleichméfig ab. Im Gegensatz dazu ist
die Quecksilberdampflampe (Hg-Hochdruckbrenner) ein Linienstrah-
ler, der wegen seiner hohen Lichtintensitat hauptsachlich zur Fluo-
reszenzmessung verwendet wird. Die Quecksilberdampflampe zeigt
charakteristische Linien bei 254, 311 und 365 nm. Der Lampenspie-
gel leitet das Licht zum Filterrad um, welches mit seinen beiden Fil-
tern dazu dient stérendes Fremdlicht schon vor dem Monochromator
herauszufiltern. Bestandteil des Monochromators ist ein Beugungs-

gitter, das der Wellenlangendispersion dient. Die aufgetrennten Wel-
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lenldngen werden unter verschiedenen Winkeln reflektiert und nur
ein schmaler Bereich des Spektrums gelangt auf den Eckspiegel.
Durch einen in H6he und Breite einstellbaren Spalt kann der Licht-
strahl begrenzt werden. Uber einen Spiegel wird das Licht auf das
MefRRobjekt gelenkt, welches sich auf einem in x- und y-Richtung
beweglichen Tisch befindet. Das Licht wird von hochempfindlichen
Photomultipliern (Sekundarelektronenvervielfacher, SEV), reflektier-
tes Licht vom Remissionsphotomultiplier und transmittiertes Licht

vom Transmissionsphotomultiplier detektiert.

3.2.2 HPTLC-UV-Kopplung

Gegenuber der UV-Messung von Loésungen weist die photometri-
sche Direktauswertung einige Besonderheiten auf. So héngt das
Absorptionssignal nicht nur von der Substanzmenge sondern auch
von ihrer Verteilung im Fleck ab. Diese ist nicht Gber die ganze Fla-
che gleichmali3ig, sondern weist idealerweise eine symmetrische
Substanzdichteverteilung mit dem Profil einer Gaul3schen Glocken-
kurve auf. Mittels der im Scanner einstellbaren Option der Fleckopti-
mierung, die in x- und y-Richtung automatisch die maximale
Absorption bestimmt, wird somit im Substanzmaximum gemessen.
Im Gegensatz zur Absorptionsmessung in Lésung zeigt die Messung
an festen Schichten keinen linearen Zusammenhang zwischen Kon-
zentration und Schichtdicke. Dies ist auf die Lichtstreuung an den
Sorbenspartikeln zurtickzufiihren. Bei kleinen Substanzmengen zeigt
sich der Einfluf3 der Schichtstruktur, wobei sich Inhomogenitaten der

Schicht in verstarktem Rauschen bemerkbar machen.
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3.3 Videodensitometrie

3.3.1 Gerateaufbau

Kamera -
A/D-Wandler
Lichtquelle:
254 nm
366 nm
VIS /
Mel3objekt

!

Lichtquelle
Transmission

Abb. 3-3: Schematische Darstellung des videodensitometrischen Aufbaus.

Der Videodensitometer setzt sich aus zwei Einheiten zusammen:
einem Bildaufnahmeteil, bestehend aus Beleuchtungsquellen und
Kamera, und einem Bildverarbeitungsteil, zu dem der A/D-Wandler
und der PC gehoren. Das Melobjekt ist feststehend und kann, je
nach Problemstellung, mit drei verschiedenen Lampen beleuchtet
werden. Fur Aufnahmen im VIS-Bereich stehen Weililichtlampen zur
Verfigung, die sowohl Remissions- als auch Transmissionsmessun-
gen ermoglichen. Als Beleuchtungsquelle fir Aufnahmen mit 254
und 366 nm dienen je eine Quecksilberniederdruckréhre. Die Lam-
pen sind auf beiden Seiten der Abdeckvorrichtung angebracht. Der
Lichtstrahl fallt auf die DC-Platte, wird dort reflektiert und trifft auf die

Sensorflache (CCD-Elemente) der Kamera. Das optische Signal wird
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von den CCD-Elementen in ein elektrisches Signal umgewandelt und
im A/D-Wandler digitalisiert. Mit dem PC kodnnen diese digitalen
Daten weiterverarbeitet, das Bild gespeichert und nach Bedarf gra-

phisch dargestellt bzw. gedruckt werden.

3.3.2 Digitale Bildverarbeitung

3.3.2.1 Bildaufnahme

Uber einen opto-elektronischen Wandler wird das analoge, optische
Signal in ein analoges elektrisches Signal gewandelt. Dies geschieht
durch CCD-Elemente (charge-coupled-device = ladungsgekoppelte
Halbleiterelement-Anordnung), deren Sensorflache aus flachig ange-
ordneten MOS-Halbleiterkondensatoren (MOS = Metal Oxide Sili-
con) besteht. Ein Analog-Digital-Wandler (sog. Frame-Grabber)
transformiert zur Grauwertquantisierung das analoge in ein digitales
Signal. Je nach Kamera-Typ stehen zur Umwandlung des optischen
in das elektronische Signal ein oder drei CCD-Elemente zur Verfi-
gung. Bei der 3-Chip-Kamera wird der einfallende Lichtstrahl mit
Hilfe eines Prismas geteilt und die Teilstrahlen je einem Chip der drei
Grundfarben Rot, Griin und Blau zugefihrt. Die Glte des opto-elek-
tronischen Wandlers und die Auflosung des Analog-Digital-Wandlers
bestimmen die Zahl der Quantisierungsstufen. Flr eine gute Bildre-
konstruktion sind mindestens 100 Quantisierungsstufen notwendig

[38].

Mit einer CCD-Kamera kdonnen 256 Graustufen digitalisiert werden.
Um Bilder verarbeiten zu kénnen, mussen die Grauwerte und die

Ortsvariablen quantisiert oder diskretisiert werden. Im diskreten Fall
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Ist ein digitales Bild eine Matrix mit M Spalten und N Zeilen. Die Ele-
mente der digitalen Bildmatrix sind die diskreten Bildpunkte, auch
Pixel genannt. Die Digitalisierung laf3t sich in zwei Schritte aufteilen:
Rasterung und Quantisierung. Im ersten Schritt wird das Bild durch
Uberlagerung mit einem rechteckigen oder quadratischen Gitter in
Rasterflachenstiicke unterteilt. Das Gitter ist bestimmend fir die
Datenmenge und den Informationsgehalt des digitalisierten Bildes.
Ist das Raster zu grob, gehen eventuell Bildinhalte verloren; ist es zu
fein, wird die Datenmenge zu grof3. Bei der Quantisierung wird jedem
Rasterstuck ein Grauwert aus einer Grauwertmenge G zugewiesen.
Als Grauwertmenge hat sich G = {0-255} durchgesetzt, da diese 256
Grauwerte mit einem Byte (1 Byte = 8 Bit und 2% = 256) dargestellt

werden kdénnen [37]. Der Wert 0 wird als Schwarz und 255 als Weil3

definiert (Abb. 3-4).

Abb. 3-4. 3-Dimensionale Darstellung der Flecken auf der HPTLC-Platte nach
der Umwandlung in ein Graustufenbild.
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3.3.2.2 Datenverarbeitung

Ist das Bild digitalisiert, stehen noch verschiedene Verfahren der
Bildverbesserung zur Verfigung. Zu den Grauwerttransformationen
gehodren die lineare und die logarithmische Skalierung der Grau-
werte. Bei der linearen Skalierung werden alle Bereiche der Grau-
wertmenge gleichmafig verandert und so Kontrast und Helligkeit
beeinflu3t. Die logarithmische Skalierung hat den Vorteil, dal3 man
den Kontrast selektiv verdndern kann. Spezielle Frequenzen, die
durch Rauschen oder Stérungen bei der Bilderfassung entstanden
sind, sollen unterdriickt werden, die restliche Bildinformation jedoch
erhalten bleiben. Im Falle des Desaga-Videodensitometers steht
hierfir ein Gaul3-Tiefpalifilter, im Falle des CAMAG-Videogeréates ein
Savitsky-Golay-Filter zur Verfiigung. Ein Vergleich der Abbildungen
3-5 und 3-6 zeigt in letzterer eine deutliche Glattung der Oberfla-
chenstruktur und somit eine Veringerung des Rauschens. Mit einem
Laplace-Hochpalifilter (Abb. 3-7) koénnen strukturreiche Bereiche
hervorgehoben und weniger strukturreiche unterdriickt werden [39];
es kommt zu einer Kontrastverstarkung. Der Laplace-Filter reagiert
sehr stark auf Rauschanteile im Bild, d.h. auch das Rauschen wird
verstarkt. Welcher Filter geeignet ist, mul3 fir das jeweilige Problem

entschieden werden.
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Abb. 3-5: 3-Dimensionale Darstellung eines Peaks nach Umwandlung in ein
Graustufenbild.

Abb. 3-6: Bild 3-5 nach Anwendung eines Gaul3-Filters.

Abb. 3-7: Bild 3-5 nach Anwendung eines Laplace-Filters.
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Mathematische Grundlage der Bildauswertung ist der Algorithmus.
Der Bildverarbeitungsalgorithmus sollte den Anspriichen der moder-
nen Datenanalyse genugen. Hierzu gehdren voraussagbare, zuver-
lassige und optimale Ergebnisse. Ein schnellerer und effizienter
Algorithmus wirkt sich unmittelbar auf die Applikation aus, da ein
hoherer Durchsatz mit einer weniger leistungsfahigeren Hardware

(kostengunstigere Videokamera) erreicht wird [40].

3.4 Vergleich des klassischen Scanners mit der
Videodensitometrie

Aus dem geratetechnischen Aufbau (s. Kapitel 3.2.1 und 3.3.1) erge-
ben sich Vor- und Nachteile des Scanners gegentber dem Videoge-
rat. Grundlegender Vorteil der Videotechnik ist die hohe Ver-
arbeitungsgeschwindigkeit. Wahrend die Bildaufnahme und Auswer-
tung mit dem Videodensitometer nur ein bis zwei Minuten dauert,
kann die Auswertung mit dem Densitometer bei voller HPTLC-Plat-
tenauslastung bis zu 30 Minuten beanspruchen. Dies ist auf die Art
der Aufnahme zurlckzufthren. Die Signale werden mittels CCD-
Kamera von ca. 500 000 Sensoren parallel verarbeitet, wobei die
Platte als Ganzes erfal3t wird. Eine gleichmal3ige Ausleuchtung des
Mel3objektes ist deshalb zwingend erforderlich, konnte aber bisher
noch nicht in ausreichendem Mal3e realisiert werden (Abb. 3-8), wah-
rend der schmale Spalt des Scanners homogen ausgeleuchtet wer-

den kann.
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Abb. 3-8: Aufnahme einer Leerplatte (HPTLC Kieselgel 60 F,5,) bei 254 nm.

Beim Scanner kann man von einer “Null-dimensionalen” Aufnahme
sprechen, da — wahrend Bahn fr Bahn am Spalt vorbeigefthrt wird—
immer nur ein Punkt aufgenommen wird. Aufgrund der zweidimen-
sionalen Aufnahmetechnik ist die Videodensitometrie im Gegensatz
zum Scanner unempfindlich gegentber schiefen Bahnen und
ungleichmaliger Fleckverteilung und deshalb fir zweidimensionale
Entwicklungstechnik besonders geeignet. Das Signal wird beim Den-
sitometer mit 19 Bit digitalisiert, da der Sensor eine wesentlich
hohere Dynamik besitzt als der CCD-Chip der Kamera, dessen
Signal vom Frame-Grabber mit 8 Bit digitalisiert wird. Da pro Bit ein
doppelter Informationsgehalt erhalten wird, ist die Informations-

menge beim Scanner signifikant hoher.

Ein weiterer Vorteil des Scanners ist die Wellenlangenselektion
durch den Monochromator, der aus einem Spektrum von 200-
700nm definierte Wellenlangen selektiert. Beim Videogerat ist die

Wellenldnge durch die Wahl der Beleuchtungsquelle vorgegeben.
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Dies wirkt sich bei Substanzen mit Absorptionsmaxima, die nicht im
Bereich der Anregungswellenldnge der Beleuchtungsquelle liegen,
nachteilig aus. Da nicht der gesamte Spektralbereich zur Verfiigung
steht, kann mit dem Videodensitometer auch kein Spektrum aufge-
nommen werden, so dal} eine Substanzidentifizierung nur mit dem

Scanner erfolgen kann.

Ein herausragendes Argument fur die Verwendung des Videosys-
tems ist die zusatzliche GMP-konforme Dokumentation. Das Bild
kann archiviert, verwaltet, gedruckt und in Dokumente eingebunden

werden.

Der Spektrometeraufbau des Scanners schlagt sich natirlich auch
auf den Preis nieder, so dald ein Scanner derzeit doppelt so teuer ist

wie ein Videogerat.



4 Gehaltsbestimmung von
Analgetika

4.1 Wirkstoffbeschreibung

Paracetamol (1) gehdrt unter den Analgetika zur Gruppe der Amino-
phenolderivate. Es zeigt gute antipyretische und analgetische Wir-
kung. Paracetamol wird sowohl als Mono- wie auch als
Kombinationspraparat, zum Beispiel in Kombination mit Acetylsali-
cylsaure (2), eingesetzt. Acetylsalicylsaure zeigt im Vergleich zu
anderen Salicylsaurederivaten aufgrund der veresterten phenoli-
schen Hydroxylgruppe starkere antipyretische und antiphlogistische
Wirkung und besitzt aul3erdem einen thrombozytenaggregations-
hemmenden Effekt. Coffein (3) ist ein Xanthinderivat und wird als

zentralwirksames Stimulans eingesetzt.
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4.2 Quantifizierung der Arzneistoffe

In der Literatur sind neben photometrischen [41], titrimetrischen [42]
und gaschromatographischen [43] Methoden eine Vielzahl von flis-
sigchromatographischen [44][45][46] und dunnschichtchromatogra-
phischen Methoden [47][48][49][50] zur Bestimmung von Acetyl-
salicylsaure, Coffein und Paracetamol beschrieben. Weit weniger
Literaturangaben findet man zur quantitativen Bestimmung mittels
Videodensitometrie. Als Beispiel sei die Bestimmung der Verunreini-
gungen von Torasemid [23] genannt. Im Bereich der Lebensmittel-
chemie wurde auch Coffein mittels Videodensitometrie quantifiziert

[21].

4.3 Dunnschichtchromatographie

Da die untersuchten Arzneistoffe keine Eigenfluoreszenz zeigen und
auch im VIS-Bereich nicht detektierbar sind, wurde die Gehaltsbe-
stimmung mittels Fluoreszenzléschung bei 254nm durchgefihrt.
Dies hat jedoch zur Folge, dal3 Coffein mit einem Absorptionsmaxi-
ma bei 270 nm nur sehr schwache Absorption zeigt und aufgrund
dessen die Detektion mit dem Videosystem schlechter ist. Um einen
direkten Vergleich von Scanner und Videogerat durchfiihren zu kon-
nen, wurde die Wellenlange am Scanner nicht an das Coffein ange-
paldt. Bei den untersuchten Tabletten handelt es sich sowohl um
Mono- als auch um Kombinationspraparate unterschiedlicher Zu-

sammensetzung (Tab. 4.1).
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Tabelle 4-1: Zusammensetzung der Tabletten in [mg]/Tabl.

Tablette Paracetamol ASS Coffein
ParacetamolPlus- 400 — 50
ratiopharm®
Paracetamol-ratio- 500 — —
pharm®500
ASS-ratiopharm — 500 —
500%®
Spalt® 300 300 —
1200 | ﬂ Paracetamol
1000
800
W 600
<
400 - . g
Acetylsalicyl- T
saure
200

N
t Start
%

'_‘_
o
N
S

30 40 50 60 70 80

[mm]

Abb. 4-1: HPTLC-Chromatogramm einer Spalt®-Tablette mit den Wirk-
stoffen Paracetamol und ASS bei einer Mel3wellenlange von 254 nm und
einem Spalt von 0,1 x 2,0 mm.
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Abb. 4-2: HPTLC-UV-Chromatogramm einer ParacetamolPlus-ratio-
pharm®-Tablette bei einer MeRwellenlange von 254 nm und einem Spalt von
0,1 x 2,0 mm.

Als FlieBmittel zur Trennung von Acetylsalicylsaure und Paracetamol
wurde ein in der Literatur beschriebenes terndres Gemisch aus
Toluol, Ethylacetat und Ameisensaure eingesetzt [113]. Um die Tren-
neigenschaften zu verbessern wurde der Gehalt an Toluol um 25 %
erhoht, der Ethylacetatgehalt um 25 % erniedrigt wahrend der Anteil
an Ameisensaure gleichbelassen wurde. Die Trennung von Coffein
und Paracetamol erfolgte mittels einer Mischung aus Ethylacetat und

Methanol (95 + 5, v+v).
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4.4 Kalibrierfunktionen und Nachweisgrenzen

Die theoretischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden aus
den linearen Kalibrierfunktionen (Abb. 4-3...4-5) nach Funk berech-
net [105]. Hierzu wurden sieben aquidistante Standardkonzentratio-
nen in einem Arbeitsbereich von 80-120% des Gehaltes der Probe

auf die Platte aufgetragen.
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Abb. 4-3: Lineare Kalibrierfunktion von ASS mit Konfidenzintervall (a=0,05).
Video (links) R=0,9947, Scanner (rechts) R=0,9994. Vgl. Tab.9-8.
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Abb. 4-4: Lineare Kalibrierfunktion von Paracetamol mit Konfidenzintervall
(a=0,05). Video (links) R=0,9940, Scanner (rechts) R=0,9991. Vgl. Tab.9-4.
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Abb. 4-5: Lineare Kalibrierfunktion von Coffein mit Konfidenzintervall
(a=0,05). Video (links) R=0,9615, Scanner (rechts) R=0,9904. Vgl. Tab.9-9.

Die theoretischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind mit dem
Videogerat aufgrund des hdheren Vorhersagebereichs ca. doppelt
bis dreifach so hoch, wie die fir den entsprechenden Arbeitsbereich
mit dem Scanner ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

(Abb. 4-6).
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Abb. 4-6: Theoretische Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, der ange-
wandten Arbeitsbereiche fur Acetylsalicylsaure (ASS), Paracetamol und
Coffein.

4.5 Wiederfindung

In der EU sind fur Fertigarzneimittel (und damit auch fur Tabletten)
Freigabespezifikationen fir den Wirkstoffgehalt von 95-105% vorge-
schrieben. Nur in begrindeten Ausnahmeféllen ist eine Ausweitung
dieser Grenzen moglicht. Liegt der gefundene Gehalt in diesem
Bereich kann die Bulk-Charge zur Konfektionierung und Verpackung
freigegeben werden, sofern alle weiteren Prifanforderungen erflllt

sind.

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden die einzelnen Hilfstoff-
komponenten der Tabletten nach ihrer Deklaration (s. Exp. Teil Tab.

9-2) zusammengemischt. Die Wirkstoffe wurden entsprechend ihrem
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Gehalt in der Tablette zugegeben. Diese Mischung wurde pulveri-
siert und der Wirkstoffgehalt nach der fur die Gehaltsbestimmung
beschriebenen Methode analysiert. Die Wiederfindung (Tab. 4-2)
liegt mit dem Scanner fur Paracetamol bei 102,9%, fur ASS bei
99,2 % und fir Coffein bei 96,7% wéahrend fur die videodensitometri-
sche Bestimmung fur Paracetamol eine Wiederfindung von 101,4%,
ASS von 101,5% und fir Coffein von 103,9 % ermittelt wurde. Der
Absolutwert der videodensitometrischen Auswertung weist im Ver-
gleich zum Scanner eine doppelt bis dreifach so hohe Standardab-

weichung auf (Abb. 4-7).
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Paracetamol Paracetamol ASS ASS Coffein Coffein
Scanner Video Scanner Video Scanner Video

Abb. 4-7: Vergleichende Darstellung der Wiederfindung Wf (n=6) und der
dazugehdrigen Standardabweichung RSD ermittelt mit Scanner und
Videogerat.
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Tabelle 4-2: Wiederfindung der Wirkstoffe mit Standardabweichung RSD.

Scanner RSD [%] Video [%] RSD [%)]
[%]
Paracetamol 102,9 0,48 101,4 2,25
ASS 99,2 1,71 101,5 6,26
Coffein 96,7 4,61 103,9 8,50

Deutlich hebt sich der mit dem Scanner ermittelte Korrelationskoeffi-

zient der Kalibrierfunktion von Paracetamol, ASS und Coffein vom

Korrelationskoeffizient der videodensitometrisch ermittelten Kalibrier-

kurve ab (Abb. 4-8). Vergleicht man die Substanzen untereinander,

so ist der Korrelationskoeffizient von Paracetamol und ASS anna-

hernd gleich wahrend der Korrelationskoeffizient von Coffein auf-

grund der geringeren Konzentration und Absorption deutlich

schlechter ist.
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Abb. 4-8: Korrelationskoeffizient R der Kalibriergeraden zur Gehaltsbe-

stimmung der Probe.



33 Gehaltsbestimmung von Analgetika

4.6 Anwendungen

Die Gehaltsbestimmung erfolgte bei ASS-, Paracetamol- und Coffe-
inhaltigen Tabletten. Es wurden sowohl Gehaltsbestimmungen aus
Mischmustern als auch Tabletteneinzelbestimmungen zur Prifung

der Gleichférmigkeit des Gehaltes [51] durchgefuhrt.

Der Gehalt der Mischmuster mul3 innerhalb der Spezifikationsgren-

zen (Gehalt £ 5 %) (Tab. 4-3) liegen.

Tabelle 4-3: Spezifikationsbereich der Wirkstoffe
pro Tablettentyp.

Wirkstoff Bereich [mg]
Paracetamol (Spalt®) 285-315

Paracetamol (Kombi) 380-420

Paracetamol (Mono) 475-525
Coffein 47,5-52,5
ASS (Mono) 475-525
ASS (Spalt®) 285-315

Abbildung 4-9 gibt graphisch den mittels Videogerat und Scanner
bestimmten Gehalt der Tabletten wieder. In einigen Fallen war der
mittels HPLC bestimmte Gehalt des Analysenzertifikates bekannt
und wurde zum Vergleich in die Graphik mit aufgenommen. Zusatz-
lich wurden zwei unterschiedliche Chargen der ParacetamolPlus®-

Tabletten vermessen und angegeben.
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Abb. 4-9: Gehalt der Mischmuster bestimmt mit dem klassischen Scanner
und Videogerat (P=Paracetamol 1,2= unterschiedliche Chargen, C= Coffein)
im Vergleich zu HPLC-Analysewerten.

Die Prifung auf Gleichférmigkeit des Gehaltes einzeldosierter Arz-
neiformen beruht auf der Bestimmung des einzelnen Wirkstoffge-
halts einer Anzahl einzeldosierter Einheiten. Die Prifung wird
durchgefuhrt, um festzustellen, ob der Gehalt einer Einheit innerhalb
der festgelegten Grenzen liegt, die auf den Durchschnittsgehalt
eines Musters bezogen werden. Von 10 zufallig nach dem Stichpro-
benverfahren entnommenen Einheiten wird einzeln der Wirkstoffge-

halt mit Hilfe eines geeigneten Analysenverfahrens bestimmt.
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Fur Tabletten entspricht die Zubereitung der Prifung, wenn jeder
Einzelgehalt zwischen 85 und 115 % des Durchschnittsgehalts liegt.
Sie entspricht nicht, wenn mehr als ein Einzelgehalt au3erhalb dieser
Grenzen liegt, oder wenn ein Einzelgehalt aul3erhalb der Grenzen 75
bis 125 % des Durchschnittsgehalts liegt. Die durchgefihrten Einzel-
bestimmungen lagen im geforderten Bereich von 85-115% bzw. 75-

125% (Tab. 4-4).
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Abb. 4-10: Graphische Darstellung der Tabletteneinzelbestimmung.
Angegeben ist der gefundene Bereich (Kasten), die Grenzwerte (75, 85 und
115 %), sowie der Mittelwert der Proben (P = Paracetamol 1,2 =
unterschiedliche Chargen, C = Coffein, V = Video, S = Scanner).
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Abb. 4-11: Graphische Darstellung der Tabletteneinzelbestimmung von
Coffein (C) in ParacetamolPlus-ratiopharm®-Tabletten. Kasten = gefundener
Bereich, V = Video, S = Scanner.

In Abbildung 4-10 und 4-11 ist graphisch das Ergebnis der Tabletten-
einzelbestimmung dargestellt. Angegeben sind die Grenzwerte der
Einzelgehaltsbestimmung und der Durchschnittsgehalt der Tabletten
(Probe). Das Rechteck stellt den Bereich dar, der fiir den Gehalt der
10 Einzelbestimmungen bestimmt wurde. Im Falle der Gehaltsbe-
stimmung von ASS500 und P500 mit dem Scanner wurde der Grenz-
wert von 85% bei einer Tabletteneinzelbestimmung Uberschritten,
liegt aber noch innerhalb der 75 %-Grenze. Da nach dem Deutschen
Arzneibuch ein Einzelgehalt aul3erhalb der 85 %-Grenze liegen darf

entspricht die Zubereitung der Prifung.
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Tabelle 4-4: Daten der Tabletteneinzelbestimmungen in [mg].

P = Paracetamol, Coff= Coffein.

Tablette gefundener  75% 85% 115%
Bereich

ASS 500 413,4-470,7 333,4 3779 511,2

Video

ASS 500 363,9-513,2 3459 3920 530,4

Scanner

Spalt P 205,2-259,1 176,2 199,8 270,4

Video

Spalt P 262,4-285,0 203,2 230,3 311,7

Scanner

Spalt ASS 211,3-256,1 174,8 198,2 268,1

Video

Spalt ASS 250,8-289,9 201,9 228,9 309,7

Scanner

P500 359,2-424,7 304,2 344.8 466,5

Video

P500 394,3-522,1 353,1 400,2 541.,4

Scanner

PPlus Para 334,3-366,4 260,5 295,3 399,6

Video

PPlus Para 332,9-364,5 2627 297.,8 402,9

Scanner

PPlus Coff 38,1-48,1 32,2 36,6 495

Video

PPlus Coff 41,2-48,8 32,2 36,5 49 4

Scanner
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4.7 Zusammenfassung und Diskussion der
Ergebnisse

Anhand der Bestimmung von ASS, Coffein und Paracetamol aus
Tablettenmaterial konnte gezeigt werden, dal} eine Gehaltsbestim-
mung mittels Bildauswertung bedingt mdglich ist. Die Wirkstoffe wur-
den sowohl aus Mischmustern als auch aus Einzeleinheiten
erfolgreich bestimmt. Die Bestimmung aus Mischmustern mit dem
Scanner ergab fur Paracetamol eine Wiederfindung von 102,9%, fir
ASS von 99,2% und fur Coffein von 96,7% wéahrend fir die video-
densitometrische Bestimmung fur Paracetamol eine Wiederfindung
von 101,4%, ASS von 101,5% und fur Coffein von 103,9 % ermittelt
wurde. Der Scanner zeigte hierbei mit 0,4-4,6 % eine geringere Stan-
dardabweichung im Vergleich zum Videogerat mit 2,2-8,5 %. Da in
der EU Gehaltsgrenzen von 95-105 % vorgegeben sind, und auch
modernste Herstellungstechnologien eine Variabilitdt des tatsachli-
chen Wirkstoffgehaltes nicht vollkommen verhindern kénnen, sollten
die Gehaltsbestimmungsverfahren mit Variabilitdten > 1,5% zur
Gehaltsbestimmung vorliegen. Ist dies nicht mdéglich, mul3 durch
festlegen einer Anzahl von Parallelbestimmungen versucht werden,
die Messunsicherheit zu reduzieren. Mit der Bildverarbeitung wird die
gesamtzulassige Abweichung von 5% des Soll-Gehaltes tberschrit-
ten, daher kann diese Methode nur als Screeningverfahren zur
Gehaltsbestimmung herangezogen werden. Fir die Bestimmung der
Content Uniformity ist die Videodensitometry geeignet. Die Spezifika-
tionsgrenzen der Tabletteneinzelbestimmung konnten eingehalten

werden, es lagen keine MelRwerte aul3erhalb von 75 %. Aber auch
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hier mul3 wieder auf die Einschrankung durch die hohe Standardab-
weichung hingewiesen werden, die das Verfahren fir die Gehaltsbe-
stimmung nur bedingt zulassen. Voraussetzung fur die
videodensitometrische Bestimmung ist ein Absorptionsmaximum im
Bereich von 254nm. Liegt das Absorptionsmaximum stark auf3er-
halb dieses Bereiches, wird die Fleckintensitat zu schwach und der
Fehler bei der Bildverarbeitung zu grof3. Ein mdglicher Einsatz zur
Gehaltsbestimmung ware der Bereich pflanzlicher Arzneistoffe, in

denen die Spezifikationsgrenzen mit 15-20 % deutlich gréRer sind.



5 Reinheitspriufung

5.1 Theophyllin

5.1.1 Rohstoff Theophyllin

5.1.1.1 Synthese

Die chemische Synthese (Abb. 5-1) des Theophyllins nach der
Traub’schen Purinsynthese geht von N-Cyanacetyl-N,N-dimethyl-
harnstoff (a) aus. Durch Cyclisierung gelangt man zum Aminodime-
thyluracil (b). AnschlieRende Nitrosierung (c¢) und Reduktion der
Nitrosogruppe fuhrt zum Diaminodimethyluracil (d). Die Cyclokon-
densation mit Formamid fuhrt zum Theophyllin (e). Als Nebenprodukt

der Synthese kann Aminodimethylformamidouracil (f) entstehen.
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Abb. 5-1: Schematischer Syntheseweg (a)-(e), sowie strukturverwandte
Substanzen des Theophyllins (f)-(j).

Einziges bekanntes Abbauprodukt von Theophyllin ist das Imida-
zolderivat Theophyllidin (g), das durch Einwirken starker Base auf
Theophyllin entsteht [52]. Zum Beleg der Leistungsfahigkeit chroma-
tographischer Reinheitsprifungen werden in der pharmazeutischen
Industrie meist strukturverwandte Substanzen in die Reinheitspri-

fung mit aufgenommen. Es handelt sich hierbei um Theobromin (h),

Methylxanthin (i) und Etofyllin (j).
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5.1.1.2 Pharmazeutische Anwendung

Neben der zentralanregenden Wirkung besitzen Methylxanthine
auch positiv ionotrope, chronotrope und dromotrope Effekte auf das
Herz sowie diuretische Eigenschaften. Theophyllin sowie seine was-
serloslichen Salze mit organischen Basen sind wie die b,-Sympatho-
mimetika starke Bronchospasmolytika. Zur Asthmaprophylaxe
werden Theophyllinkapseln oder Tabletten meist in retardierender

Form eingesetzt.

5.1.1.3 Monographie der Arzneiblcher

Die USP 1995 [53] sieht eine HPLC-Bestimmung auf einer RP-18-
Kieselgelsaule als stationare Phase und mit Theobromin als internen
Standard vor. Als Fliemittel wird Acetatpuffer und Acetonitril ver-
wendet. Auch GC-Bestimmungen und Trennungen sind in der Litera-
tur beschrieben [54]. Nach dem Deutschem Arzneibuch wird die
Reinheit von Theophyllin HPLC-analytisch mit RP-18-Kieselgel-Sau-
len Gberprift [55]. Der Gehalt an verwandten Substanzen wird durch

die Vergleichslésung auf je 0,5% begrenzt.

5.1.2 Dunnschichtchromatographie

Zur Reinheitsprifung stellte die Firma Byk Gulden (Konstanz) eine
von ihnen entwickelte DC-Methode zur Reinheitsprifung des Roh-
stoffs Theophyllin zur Verfigung. Es wurden sowohl strukturver-
wandte Substanzen als auch mogliche Syntheseverunreinigungen
untersucht. Im Chromatogramm (Abb. 5-2) erscheinen die Verunrei-

nigungen zum Teil Uberlagert, bis auf Aminodimethylnitrosouracil
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jedoch deutlich vom Wirkstoffpeak getrennt. In der Routineprifung
werden diese in der Summe erfal3t und auf die 0,5 %-ige Vergleichs-
l6sung der absorptionsschwéachsten Substanz (Theophyllidin) bezo-
gen. Die Auftragemenge an Theophyllin laRt sich — zur Konzentration
der Verunreinigungen — nicht unbegrenzt erhéhen, da bei Uberla-
dung der Platte die angrenzenden Substanzen nicht mehr eindeutig
vom Wirkstoffpeak getrennt werden kbnnen. Aminodimethylnitrosou-
racil und Theophyllin besitzen den gleichen R~-Wert, Aminodimethyl-

nitrosouracil kann jedoch mit dem Scanner selektiv bei 314 nm erfal3t
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Abb. 5-2: UV-Chromatogramme aller untersuchten Verunreinigungen von
Theophyllin. FlielBmittel: Toluol, 2-Propanol und 25%-iger Ammoniak.
MeRwellenlange 268 nm, ausgenommen Aminodimethylnitrosouracil bei 314
nm.
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5.1.3 Auswertung

Zur Auswertung standen im Falle der Reinheitsprifung von Theo-
phyllin die Scanner und Videogerate der Firmen Desaga und Camag
zur Verfigung. Die Auswertung an den Densitometern erfolgte bei
einer Wellenlange von 268 bzw. 314 nm und bei 254 nm mit den
Videodensitometern. Die Validierung zeigt, dal3 das Verfahren stati-
stisch gesicherte Ergebnisse liefert und somit zur Bestimmung des
Gehalts von Verunreinigungen eingesetzt werden darf, sofern die

Spezifikationsgrenzen erfullt werden kénnen.

5.1.4 Nachweisgrenzen der Verunreinigungen

Die Ermittlung der theoretischen Nachweisgrenze fiir den angegebe-
nen Arbeitsbereich erfolgte rechnerisch (Gl. 9-9, S. 96) aus der linea-
ren Kalibrierfunktion (Tab. 5-1).

Tabelle 5-1: Berechnete Nachweisgrenzen der Verunreinigungen
in [ng].

Desaga Camag DVideo CVideo
Aminodimethyl- 24 24 125 104
nitrosouracil
Theophyllidin 39 54 71 45
Aminodimethyl- 13 24 61 37
uracil
Cyanacetyldime- 29 23 222 122
thylharnstoff
Aminodimethyl- 19 40 81 64
formamidouracil
Theobromin 24 23 81 49
Etofyllin 8 33 86 46

Methylxanhin 16 19 50 67
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Die theoretische Nachweisgrenze ist sowohl von der gemessenen

Substanz als auch vom verwendeten Mel3gerat abhéngig (Abb. 5-3).
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Abb. 5-3: Darstellung der Nachweisgrenzen mit unterschiedlichen
Auswertegeraten (Densitometer: Camag, Desaga; Videogeréate: Camag:
CVideo, Desaga: DVideo).

5.1.5 Anwendung

Die Uberpriifung der Methode erfolgte anhand von Wiederfindungs-
experimenten. Hierzu wurde das Fertigpraparat Euphylong® mit
einer definierten Menge an Verunreinigungen versetzt und der
Gehalt an Theophyllin und dessen Verunreinigungen bestimmt (Abb.

5-4).
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Abb. 5-4: Wiederfindungsrate [%] von je 250 ng der Verunreinigungen.
Theo = Theophyllidin, Aminonitro = Aminodimethylnitrosouracil, Methyl =
Methylxanthin, Aminouracil= Aminodimethyluracil, Cyan= N,N-Dimethyl-
cyanacetylharnstoff, Aminoform= Aminodimethylformamidouracil.

Der mit dem Scanner ermittelte Theophyllin-Gehalt von 101,0 %
zeigt mit 0,6% einen deutlich kleineren Variationskoeffizienten (VK),
Im Vergleich zu 5,4 % VK fur den mit dem Videogerat ermittelten

Gehalt von 99,7 % (Abb. 5-5).
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Abb. 5-5: Vergleichende Darstellung von Scanner und Videogerat des
gefundenen Wirkstoffgehalts, bezogen auf den Soll-Gehalt, mit Variations-
koeffizient [%] von Theophyllin.

5.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Reinheitsprifung von Theophyllin auf sieben mdglichen Verun-
reinigungen wurde bei unterschiedlichen Wellenlangen durchgefihrt.
Mit dem Scanner wurde eine MelRRwellenldnge von 314 nm fir
Aminodimethylnitrosouracil und 268 nm fir die weiteren Substanzen
gewadahlt. Die Bildverarbeitung erfolgte bei 254 nm, hierdurch ver-
schlechtern sich die Bedingungen fiir die videodensitometrische Aus-
wertung, da nicht im Absorptionsmaximum der Substanzen
gemessen werden konnte. Aminodimethylnitrosouracil konnte video-
densitometrisch nicht zusammen mit Theophyllin erfal3t werden, da
die Wellenlange nicht selektiert werden kann und somit das unter

Theophyllin liegende Aminodimethylnitrosouracil nicht erfaf3t wird.
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Die Scanner unterscheiden sich sowohl in den durchschnittlichen
Nachweisgrenzen 23 und 24 ng als auch in den Variationskoeffizien-
ten von 3,2 und 4,1% nicht signifikant. Sie sind somit beide zur
Erfassung von Verunreinigungen geeignet. Beim Vergleich der vier
Gerate zeigte sich eine starke Diskrepanz der beiden Videogeréte,
die sich in durchschnittlichen Varationskoeffizienten von 5,9 % und
17,4 % bemerkbar machte. Mangel des Suchalgorithmus in der Aus-
wertesoftware bei einem Videogerat fihrten neben sehr hohen Vara-
tionskoeffizienten haufig zu nicht auswertbaren Ergebnissen. Eine
Optimierung der Auswertesoftware und des Suchalgorithmus witrde
eine Auswertung mit diesem System verbessern. Der Einsatz der
Videosysteme ist zum derzeitigen Stand nicht zur quantitativen
Erfassung von Verunreinigungen im Nanogrammbereich geeignet,
da die Nachweisgrenzen bereits im Bereich der Spezifikationsgren-
zen (0,1 % = 10 ng, 0,2 % = 20 ng, 0,5 % = 50 ng) liegen. Die Hard-
ware und Dokumentationssoftware der beiden Videogerate sind von

vergleichbarer Giite, die 3-Chip-Kameras sind identisch.

5.2 Chlordiazepoxid

5.2.1 Benzodiazepine

Benzodiazepine bilden die grof3te Gruppe innerhalb der Tranquillan-
tien. Sie besitzen meist eine sedierende Wirkungskomponente, sol-
len Angst und Spannungen abbauen und einen Zustand innerer Ge-
|6stheit hervorrufen, ohne dabei die Leistungsfahigkeit und das

Denkvermégen zu beeinflussen. Sie werden als Beruhigungsmittel,
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Muskelrelaxantien, aber auch zur Schlaftherapie, zur Narkoseeinlei-
tung oder als Antikonvulsiva eingesetzt [56]. Benzodiazepine kbnnen
in Kombination mit Antidepressiva zur Behandlung von Angstzustan-
den im Rahmen einer Psychose eingesetzt werden [57]. Benzodi-
azepine wirken als allosterische Effektoren des GABA-Rezeptorkom-
plexes. Sie verstarken den inhibitorischen GABA-Effekt, der durch
den Einstrom von Chloridionen zustande kommt [58]. 1960 wurde
Chlordiazepoxid (Librium®) als erstes 1,4-Benzodiazepin in die The-
rapie eingefihrt [59]. Chlordiazepoxid besitzt eine N-Oxid- und eine
Amidinteilstruktur. Durch letztere ist eine Salzbildung mdglich. In
wassriger Lésung findet sowohl sdure- als auch basekatalysiert eine
hydrolytische Spaltung zum Demoxepam (2), 7-Chloro-1,3-dihydro-
5-phenyl-2H -1,4-benzodiazepin-2-on-4-oxid, und in saurem Medium

weiter zu 4-Amino-5-chlorobenzophenon (4) und Glycin statt (Abb. 5-

6).
\g CH

H
N\{ rll\go O NH,
Cl O /N\ _>CN _ C/(‘éo
o}
(2) O (3) O (4) O

Abb. 5-6: Strukturformeln von Chlordiazepoxid (1) und seinen moglichen
Verunreinigungen Demoxepam (2), Nordazepam (3) und Aminochlorobenzo-
phenon (4).
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5.2.2 Analytische Methoden

Zur Quantifizierung der Verunreinigungen sind in der Literatur gas-
chromatographische [60], superkritisch-flissig- [61] und hochlei-
stungsflissigchromatographische Verfahren [62] sowie dinnschicht-

chromatographische Verfahren [63] beschrieben.

5.2.3 Arzneibuchmonographien Chlordiazepoxid

Sowohl das Deutsche Arzneibuch [64], als auch das Europdaische
Arzneibuch [65] flhren fur Chlordiazepoxid die Identitats- und Rein-
heitsprifung dunnschichtchromatographisch durch: Die Prifung
erfolgt unter Verwendung einer Kieselgel 60 F,5,-Platte. Die Unter-
suchungsldsung, sowie die zu 0,1 % verdunnte Referenzlésung und
eine Losung von Aminochlorobenzophenon werden mit einem Funf-
komponentenflieBmittel (Kap. 5.2.4) entwickelt. Die Auswertung des
Chromatogramms erfolgt visuell mit ultraviolettem Licht bei 254 nm,
wobei kein Nebenfleck der Untersuchungslésung grofRer oder inten-
siver sein darf als der Fleck der 0,1 %-igen Referenzldsung. Nach
Besprihen der Platte mit Natriumnitrit/HCIl und Naphtethylendiamin-
hydrochlorid/Ethanol zum Nachweis priméarer aromatischer Amine
darf kein dem Aminochlorobenzophenon entsprechender Fleck im
Chromatogramm grol3er sein als die 0,1%-ige Vergleichsldsung.
Auch das USP 1995 fuhrt Reinheitspriafungen mit DC durch, prift
aber zusatzlich auf Demoxepam [66]. Die Konzentrationen durfen
0,1% Demoxepam und 0,01% Aminochlorobenzophenon nicht
Uberschreiten. In Kapseln oder Tabletten werden héhere Konzentra-

tionen, vor allem an Demoxepam (4 %), zugelassen.
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5.2.4 Dunnschichtchromatographie

Zur Reinheitsprifung wird im Europdaischen Arzneibuch ein Finfkom-
ponentenflieBmittel [65], bestehend aus Toluol, Ethanol, Ethylacetat,
Diethylamin und Wasser verwendet, wahrend das USP 1995 [66] ein
einfaches EinkomponentenflieBmittel (Ethylacetat) einsetzt. In Vor-
versuchen wurden beide FlieBmittel versuchsweise eingesetzt,
wobei sich das Ethylacetat als ungeeignet herausstellte. Ethylacetat
wurde in hochreiner Form (fir die Chromatographie) bezogen, es
zeigte sich jedoch, dal3 sich in der Fliemittelfront Verunreinigungen
akkumulierten, die entweder aus dem Kieselgel der Platte herausge-
l6st oder mit dem Ethylacetat mitgefihrt wurden. Dies macht eine
Bestimmung des Aminochlorobenzophenon, welches in der Front
mitlauft, unmaoglich. Auch ein Vorreinigen der Platte in Ethylacetat
erzielte nur geringfligige Verbesserungen, daher wurde fir die Rein-
heitsuntersuchung das Finfkomponentengemisch des DAB verwen-
det. Im Mehrkomponentengemisch kdnnen die Verunreinigungen der
Chlordiazepoxid-Base gut von der Hauptsubstanz getrennt werden.
Die Bestimmung des Aminochlorobenzophenon zeigt — insbeson-
dere in der Videodensitometrie — eine hdhere Standardabweichung
als die anderen Verunreinigungen, da der Fleck aufgrund des hohen
Ri-Wertes diffus wird. Eine typische Trennung gibt Abbildung 5-7

wieder.
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Abb. 5-7: HPTLC-UV-Chromatogramm einer gespikten Probe (gestrichelte
Linie) und den Standardsubstanzen Demoxepam, Nordazepam und
Aminochlorobenzophenon.

5.2.5 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Ermittlung der theoretischen Nachweis- (NG) und Bestimmungs-
grenze (BG) fir den angegebenen Arbeitsbereich erfolgte rechne-
risch aus der linearen Kalibrierfunktion (GI. 9-9 und 9-10 Exp. Teil).
Fir Demoxepam sind die Grenzen fir den Scanner mit 22,8 (NG)
und 33,7 ng (BG) im Vergleich zu 47,2 (NG) und 68,7 ng (BG) der
videodensitometrischen Bestimmung nur halb so hoch. Mit nahezu
identischen Werten (22,0 NG und 33,7 ng BG im Vergleich zu 47,2
NG und 68,7 ng BG) ist dieser Befund auch fir Nordazepam wieder-
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zufinden. Aminochlorobenzophenon weist dagegen fur das Videoge-
rat verglichen mit dem Scanner (32,5 bzw. 48,0 ng) um das dreifach
hohere Nachweis- und Bestimmungsgrenzen auf (83,0 bzw. 122,9

ng) (Abb. 5-8).

ONachweisgrenze O Bestimmungsgrenze

140+

1201

1001
801

[ng]

601
401

20 '/

[
]

Dem
Scanner
Dem
Video
Nor
Scanner
Nor
Video
Amin
Scanner
Amin
Video

Abb. 5-8: Vergleich der von Scanner und Videogerat ermittelten
theoretischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von Demoxepam
(Dem), Nordazepam (Nor) und Aminochlorobenzophenon (Amin).
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5.2.6 Anwendung

Die Anwendung der Methode erfolgte an Radepur®-Dragees (10 mg
Chlordiazepoxid/Dragee), die mit je 70 ng Demoxepam, Nordaze-
pam und Aminochlorobenzophenon gespikt und anschlie3end deren

Wiederfindung bestimmt wurde.

B Demoxepam Nordazepam 4 Aminochloro
120
110 E |
~— 100
S T T
A
90
80 1
70
Scanner Video

Abb. 5-9: Vergleich der mit dem Scanner und Videogerat ermittelten
Wiederfindung [%] (n=6) von Demoxepam, Nordazepam und
Aminochlorobenzophenon mit der entsprechenden Standardabweichung.

Abbildung 5-9 zeigt, dal3 die Wiederfindung mit dem Scanner dem
theoretischen Wert besser entspricht, als die Auswertung mit dem
Videogerat. Das Ergebnis mittels Videodensitometrie zeigt starke
Abweichungen vom Soll-Wert und auch die Standardabweichungen
von 8-13% sind deutlich héher, wie die entsprechenden beim Scan-

ner.
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5.2.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die guten Ergebnisse der Wiederfindung sowie die niedrigen theore-
tischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermdglichen die Aus-
wertung der Reinheitsprifung nach Ph. Eur. mit dem Scanner.
Hierbei ist zu beachten, dal} es sich nur um die Nachweisgrenzen fir
diesen Arbeitsbereich handelt, praktisch kdnnen mit dem Scanner
Nachweisgrenzen im unteren Nanogrammbereich erreicht werden.
Dieser Arbeitsbereich ist aber mit dem Videogerat nicht zuganglich.
Eine videodensitometrische Quantifizierung ist ab einer Konzentra-
tion von 0,35% Verunreinigung fir Demoxepam und Nordazepam
maoglich. Fir Aminochlorobenzophenon ist eine quantitative Bestim-
mung aufgrund der hoheren Bestimmungsgrenze ab 0,6 % video-
densitometrisch realisierbar. Da die Spezifikationsgrenzen der Arz-
neibuchmonographien bei 0,1% Demoxepam liegen, ist eine Rein-
heitsprifung mittels Videodensitometrie nicht madglich. In
Fertigarzneimitteln ist jedoch ein Gehalt von 4 % Demoxepam zuge-
lassen, so dal3 die Reinheitsprifung von Kapseln oder Tabletten

auch mit Videodensitometrie durchgefiihrt werden kann.
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6.1 Pharmazeutische Bedeutung

POPG und DPPC sind sogenannte Surfactants. Naturliche vorkom-
mende Surfactants sind malR3geblich fir eine intakte Lungenfunktion
verantwortlich [67][68]. Diese ist nur gegeben, wenn auch die klein-
sten Einheiten der Lunge, die Alveolen (Lungenblaschen), funktions-

fahig sind.

Die innere Oberflache der Alveolen ist von einem Flissigkeitsfilm
bedeckt, der — wenn er nur aus Wasser bestehen wirde — aufgrund
der hohen Oberflachenspannung zu einer Instabilitat fuhren wirde.
Tatsachlich ist jedoch die Oberflachenspannung der Alveolen 10mal
kleiner als dies flur eine wassrige Grenzschicht zu erwarten waére.
Der alveolare Flussigkeitsfilm enthélt also Substanzen (sog. Surfac-
tants), die die Oberflachenspannung herabsetzen. Es handelt sich
hierbei um ein Gemisch aus Proteinen und Lipiden, wobei zu 90 %
Phospholipide (vorwiegend Phosphatidylcholin und Phosphatidyl-
glycerin) die Oberflachenaktivitat bestimmen. Ist die Bildung oder
Wirksamkeit dieser oberflachenaktiven Substanzen gestort, so kolla-
bieren viele Alveolen. Fallen ganze Lungengebiete zusammen, so
bezeichnet man dies als Atelektase. Dies ist eine lebensbedrohliche
Krankheit mit einer hohen Sterblichkeitsrate von 40-70 %, die bisher
nicht pharmakologisch therapiert werden kann. Voraussetzung fur

eine gesunde Lunge ist die intakte Biosynthese der Surfactantkom-
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ponenten sowie ihr Transport in den Lungenraum. Durch aul3ere Ein-
fluiBRe wie toxische Gase und Verbrennungen oder krankhafte
Veranderungen z.B. Sepsis oder Pneumonien kann die Biosynthese
oder das Surfactantsystem gestort werden und damit zu akutem Lun-
genversagen fuhren. Mit synthetisch hergestellten oder aus biologi-
schem Material gewonnenen Surfactants versucht man ein
Lungenversagen zu verhindern. POPG und DPPC (Abb. 6-1 und 6-2)
sind Inhaltsstoffe eines noch in der Entwicklung befindlichen Medika-
ments zur Behandlung akuten Lungenversagens (ALI, engl. acute

lung injury).

_ cH,
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CH3-(CH2)14-COO/\/\ o—llvl—o/\/ &y 3

O °
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Abb. 6-1: 1,2-Dipalmitoyl-3-sn-phosphatidylcholin (DPPC)
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|
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OOC(CH,),CH=CH(CH.).CH,

Abb. 6-2: 1-Palmitoyl-2-oleyl-3-sn-phosphatidylglycerol (POPG)
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6.2 Chromatographische Methoden

Kolorimetrische [69][70] und fluorimetrische Verfahren [71] sind zeit-
intensive Methoden zur Lipidbestimmung und fur die Routineanalytik
ungeeignet. Die HPLC ist in der Phospholipidanalytik aufgrund der
Detektionsproblematik nur bedingt einsetzbar [72][73][74]. Es sind
mehrere HPLC-Methoden zur Bestimmung von oberflachenaktiven
Phospholipiden der Lunge beschrieben [75][76][77]. Eine Alternative
hierzu stellt die dunnschichtchromatographische Bestimmung dar.
Zur RDS-Diagnose (Respiratory Distress Syndrom) entwickelten
Iwamori et al. [78] eine dinnschichtchromatographische Immunode-
tektionsmethode zur Bestimmung des Phospholipid/Sphingomyelin-
Verhaltnisses im Fruchtwasser. Wahrend Goppelt und Resch [79]
eine Bestimmung von Phospholipiden aus biologischem Material mit-
tels eindimensionaler DC durchfuhrten, fihrten Ruiz und Ochoa [80]
zusatzlich eine Bestimmung von Lipiden aus biologischem Material
mittels Image Analysing durch. Eine der Videodensitometrie &hnliche
Methode wendeten Yamamoto et al. [81] zur Bestimmung von Phos-
pholipiden aus Sojabohnen an. Rischer et al. [82] stellen eine
HPTLC-Methode zur Reinheitsprifung und Bestimmung des Log-P-
Wertes eines neuen Phospholipids vor. Es sind vielfaltige dinn-
schichtchromatographische Methoden unterschiedlichster Anwen-
dungsgebiete [85] bekannt, zum Beispiel zur Bestimmung von
Phospholipiden in Lecithinen [86], aus pharmazeutischen Produkten

und Hirnpraparaten [83] sowie aus Nahrungsfetten [84].
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6.3 Dunnschichtchromatographie
6.3.1 Gehaltsbestimmung

6.3.1.1 HPTLC-UV-Chromatogramm

Die Voraussetzung fur die Absorption, ein Chromophor, ist bei den
Phospholipiden nicht gegeben. Substanzen, die im UV-Bereich nicht
absorbieren und auch keine Fluoreszenz zeigen, kbnnen durch Deri-
vatisierung detektierbar gemacht werden. Hierfir stehen zwei Ver-
fahren zur Verfigung: die prad- und die postchromatographische
Derivatisierung (vgl. Kap. 3.1.3). Am Beispiel des Phosphorsauregly-
cid und -cholinesters wurde die postchromatographische Derivatisie-
rung mit Kupfer-(ll)-sulfat/Phosphorsaure-Reagenz durchgefuhrt.
Durch anschlieRendes Erhitzen erscheinen die Flecken hellbraun auf
hellblauem Hintergrund. Die Chromatogramme werden mit dem
Scanner bei 365 nm erstellt (Abb. 6-3). Die videotechnische Auf-
nahme erfolgte mit Weildlicht im VIS-Bereich (Abb. 6-4). Es ist not-
wendig, die derivatisierte DC-Platte innerhalb von 30 Minuten zu

vermessen, da die Farben schnell verblassen.
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Abb. 6-3: UV-Chromatogramm der Probe (durchgezogene Linie) und einer
Standardldsung (gepunktete Linie). Trennstrecke: 6 cm, Mel3wellenlange
365 nm.
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Abb. 6-4: Videodensitometrische Aufnahme mit Weil3licht nach Tauchen der
Platte in Kupfer-(ll)-sulfat/Phosphorséurelésung und anschlieendem
Erhitzen (Probe P auf Bahn 1,5,9 und 13 und Standardbahnen S1-S3).



61 Analyse von Surfactants

6.3.1.2 Quantitative Auswertung

Zur quantitativen Auswertung wurde eine Kalibrierung mit sieben
aquidistanten Kalibrierpunkten durchgefuhrt. Die in Kapitel 9.5.4.5
angegebenen Kalibrierkenndaten lagen innerhalb der geforderten
Grenzen, so dal3 diese Methode statistisch gesicherte Ergebnisse
liefert und zur Bestimmung des Gehalts von DPPC und POPG einge-

setzt werden kann.
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Abb. 6-5: Mit dem Scanner ermittelte Kalibriergerade von DPPC mit
Konfidenzband (a=0,05). y= 277,42x+ 6846,81. R= 0,9968.
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Abb. 6-6: Mit dem Videodensitometer ermittelte Kalibriergerade von DPPC
mit Konfidenzband (a=0,05). y= 14,02x + 253,06. R= 0,9946.
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Abb. 6-7: Mit dem Scanner ermittelte Kalibriergerade von POPG mit
Konfidenzband (a=0,05). y= 21,57x+ 119,50. R= 0,9984.
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Abb. 6-8: Mit dem Videodensitometer ermittelte Kalibriergerade von POPG
mit Konfidenzband (a=0,05). y= 338,74x + 4401,78. R= 0,9990.

Die Verfahrensvalidierung und Methodenkalibrierung wurde mit einer
Siebenpunkt-Kalibrierung statistisch abgesichert. Der Gehalt der
Probe wurde anschlie3end Uber eine in der Industrie tbliche Drei-
punkt-Kalibrierung, die Teil dieser Siebenpunkt-Kalibrierung ist,
ermittelt. Aus den Kalibrierkurven ergaben sich mit dem Scanner
Korrelationskoeffizienten von 0,9980 und videodensitometrisch

0,9967.

6.3.2 Wiederfindung

Zur Bestimmung der Wiederfindung wurde die Hilfstoffmischung aus
Calciumchlorid, Palmitinsdure und Natriumhydrogencarbonat mit der

einer Probe entsprechenden Wirkstoffmenge versetzt. Die so herge-
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stellte Probe wurde nach der bei der Gehaltsbestimmung beschrie-
benen Methode dem analytischen Verfahren unterzogen. Aus den
ermittelten Konzentrationen konnte die Wiederfindungsrate (Abb. 6-
9) nach Gleichung (9-8) bestimmt werden. Fir POPG ergaben sich
eine Wiederfindung von 106 und 109%, fur DPPC 95 und 97%.
Auch bei der Wiederfindung wurde mit beiden Mel3geréten ein Varia-
tionskoeffizient von 5-6 % ermittelt; es ist daher anzunehmen, daf

dies auf die Derivatisierung zurtckzufuhren ist.
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Abb. 6-9: Vergleich der Wiederfindung von POPG und DPPC.
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6.3.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die theoretischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden
sowohl fir POPG als auch fur DPPC nach Funk [105] ermittelt. Die
Bestimmungsgrenze liegt fir die klassische und die videodensitome-
trische Auswertung sowohl fiur DPPC als auch fur POPG ungefahr

eineinhalbmal héher als die Nachweisgrenze.
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Abb. 6-10: Graphische Vergleich der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen
von Scanner und Videogerat fur POPG und DPPC.

6.3.4 Anwendung

Die Methode wurde auf das von Byk Gulden zur Verfligung gestellte
Probenmaterial (Venticute®) angewandt. Es handelte sich hierbei um
pulverformiges Material (in Sterilflaschen), das zur Anwendung in
Wasser geldst wird. Neben POPG und DPPC ist in der Probe noch

Palmitinsaure enthalten, die jedoch von den beiden Wirkstoffen gut
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getrennt wird und somit die Bestimmung der Surfactants nicht beein-
fludt. Fur die Wirkstoffe wurde generell ein Gehalt von mehr als
100% bestimmt (Abb. 6-11). Dieses Ergebnis war unabhangig vom
Mel3gerat und wurde durch Mehrfachmessungen bestatigt. Ein hoher
Variationskoeffizient von 5-6 % wurde nicht nur bei der Bildverarbei-
tung ermittelt, sondern durch die Scannerauswertung bestatigt (vgl.

auch Wiederfindung Kapitel 6.3.2).
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Abb. 6-11: Gehaltsbestimmung von POPG und DPPC mit Scanner und

Videogerat bezogen auf den deklarierten Wirkstoffgehalt.

6.3.5 Reinheitsprifung

Die Reinheitsprufung erfolgte nach Gesichtspunkten der Arzneibuch-
monographien. Fiir Venticute® sind folgende Spezifikationsgrenzen-
gemeldet: unbekannte Verunreinigungen <1 %, LPC und LPG
< 2 %. Es wurde eine 1%-ige und eine 0,5%-ige DPPC-Vergleichs-

l6sung aufgetragen und der prozentuale Gehalt aller Verunreinigun-
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gen bestimmt. Die Probe enthalt zwel bekannte
(Lysophosphatidylglycerol LPG und Lysophosphatidylcholin LPC)
sowie mehrere noch unbekannte Verunreinigungen, die sich jedoch
gut von den Hauptkomponenten trennen (Abb. 6-12 und 6-13). Die
aus den Peakflachen ermittelte Konzentration aller Verunreinigungen

liegt mit 2% Uber der 1%-Vergleichskonzentration von DPPC.
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Abb. 6-12: Reinheitsprufung: Remissions-Ortskurve einer Surfactant-Probe
und den 0,5 bzw. 1 % DPPC-Vergleichslosungen.
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Abb. 6-13: Videoaufnahme der Reinheitsprifung mit 0,1 % (V1) und
0,5 % (V2) -DPPC Vergleichslosung. U = Untersuchungsldsung.

6.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Gehalt von DPPC und POPG wurden nach postchromatographi-
scher Detektion mit einem Variationskoeffizienten von 5% be-
stimmt. Diese hohen Schwankungen wurden mit beiden Auswerte-
verfahren ermittelt. Das heil3t, eine Auswertung im sichtbaren
Bereich ist prinzipiell sowohl mit der Bildverarbeitung als auch mit
dem Scanner moglich, da das Ergebnis unabhédngig vom MelR3gerat
ist. Die Reinheitsprifung wies neben Lyso-DPPC und Lyso-POPG

noch mehrere nicht bekannte Verunreinigungen auf, deren Summe
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mit 2 % grol3er als der zulassige Gesamtgehalt an Verunreinigungen
ist. Das videodensitometrische Ergebnis wurde durch den Scanner

bestétigt, so daR auch eine Reinheitsprifung mit dem Videogerat
moglich ist.



7 Fluorimetrische Bestimmung von
Cinchocainhydrochlorid

7.1 Cinchocain

Cinchocain (2-Butoxy-N-[-2-(diethylamino)ethyl]-chinolin-4-carbox-
amid ist ein Chinolinderivat. Es wird im amerikanischen Sprachraum

auch als Dibucain bezeichnet.
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Abb. 7-1: Strukturformel von Cinchocain.

Cinchocain wird als Lokalanasthetikum eingesetzt, welches reversi-
bel die Erregbarkeit der schmerzvermitteInden sensiblen Endorgane
durch Blockade der Natriumionenpermeabilitat der Nervenmembran
unterbricht. Dadurch wird die SignallUbertragung zuerst in autono-
men, dann in sensorischen und schlief3lich in motorischen Nervenfa-
sern gehemmt. Cinchocain wird zur Spinalanasthesie [94][95] sowie
zur topischen Anwendung bei Hautverletzungen und Juckreiz ver-

wendet.
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7.2 Gehaltsbestimmung von Cinchocain-
hydrochlorid

Neben einer Vielzahl dinnschichtchromatographischen Verfahren —
es seien hier nur einige zitiert [96][97] — kennt man unterschiedlich-
ste Methoden zur Bestimmung von Lokalanasthetika: Das Europai-
sche Arzneibuch fuhrt die Gehaltsbestimmung mittels potentio-
metrischen Titrationsverfahren durch, wahrend das USP 1995 mittels
HPLC quantifiziert. Au3erdem werden photometrische [98], fluorime-
trische [99] und polarographische Verfahren [100] zur Gehaltsbestim-
mung eingesetzt. Zur Analytik aus biologischem Material — auch
neben Metaboliten und anderen Arzneistoffen — wird neben HPLC
[101] und GC [103] auch die Dunnschichtchromatographie einge-
setzt [104]. Fluoreszenzdetektion mittels Videodensitometrie wurde
auf dem Gebiet der Kapillarzonenelektrophorese bereits durchge-

fuhrt [102].

7.3 Dunnschichtchromatographie

Da Cinchocainhydrochlorid Eigenfluoreszenz zeigt, erfolgte die
dinnschichtchromatographische Bestimmung mit Kieselgel 60-
HPTLC-Platten ohne Fluoreszenzindikator. Der Einflu3 der Messme-
thodik schlagt sich bei Fluoreszenzmessungen in einem grof3en
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis nieder. Zur Verdeutlichung wurde das
Fluoreszenzchromatogramm (Abb. 7-2 A) von 400ng Cinchocainhy-
drochlorid auf 1 normiert und der Rauschbereich vergrof3ert (Abb. 7-

2 B). Im Vergleich dazu wurde ein UV-Chromatogramm (Abb. 7-3A)
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von 400 ng Paracetamol ebenfalls normiert und im selben Mal3stab
der Rauschbereich vergrofRert (Abb. 7-3B). Deutlich ist das verrin-

gerte Rauschen der Fluoreszenzmessung zu erkennen.
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Abb. 7-2: Normiertes Fluoreszenz-Chromatogramm von 400 ng
Cinchocainhydrochlorid. Anregungswellenlange 366 nm.
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Abb. 7-3: Normiertes UV-Chromatogramm von 400 ng Paracetamol.
MelRwellenlange 254 nm.

Cinchocainhydrochlorid erscheint blau fluoreszierend auf schwarzem
Hintergrund; zur besseren bildlichen Darstellung wurde die Auf-
nahme der HPTLC-Platte in ein Graustufenbild umgewandelt und

invertiert (Abb. 7-4).
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Abb. 7-4: Beispiel einer Fluoreszenzaufnahme (Faktu®-SaIbe mit Standard-
Ldsungen) nach Umwandlung in ein Graustufenbild und anschlie3ender
Invertierung.
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Abb. 7-5: Dreidimensionales HPTLC-Fluoreszenz-Chromatogramm:
Standards S1-S7 mit Probe (grau unterlegt). Fliel3mittel: Toluol + Aceton +
Methanol + 25%-iger Ammoniak (25+15+2,5+0,5, v+v).
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7.4 Aufnahme und Auswertung der
Chromatogramme

Zur Aufnahme der Chromatogramme (Abb. 7-5) wurde beim klassi-
schen Scanner ein 370 nm-Kantenfilter eingesetzt, bei der videoden-
sitometrischen Aufnahme konnte die Anregungswellenlange
(366 nm) mittels eines Gelbfilters eliminiert werden. Als Vorteil der
Videodensitometrie erwies sich die Moglichkeit der Bildaddition. Hier-
bei wird durch Integration mehrerer Bilder rechnerisch eine Kontrast-
verstarkung erreicht, so dal3 auch schwach fluoreszierende Flecken
erkannt werden. 1987 wurde von Belchamber et al. [106] die quanti-
tative Bestimmung von derivatisierten Arylsulfonaten mittels Video-
densitometrie beschrieben. Zur Kontrastverstarkung war jedoch eine
Addition von 800 Bildern notwendig. Bei der Quantifizierung des Cin-
chocainhydrochlorids war eine Integration von maximal 20 Bildern

ausreichend.

7.5 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die theoretische Nachweis- und Bestimmungsgrenze im angegebe-
nen Arbeitsbereich wurde nach Funk [105] tber die linerare Kalibrier-

funktion berechnet (Abb. 7-6 und Abb. 7-7).



75 Fluorimetrische Bestimmung von Cinchocainhydrochlorid
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Abb. 7-6: Lineare Kalibrierfunktion aus den Flacheninformationswerten des
Scanners mit Konfidenzintervall (a= 0,5). y= 3,27x +51,8. R= 0,9993.
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Abb. 7-7: Lineare Kalibrierfunktion ermittelt aus den Flacheninformations-
werten des Videogerates mit Konfidenzintervall (a= 0,5). y= 116x +2174. R=
0,9958.
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Fur Cinchocainhydrochlorid konnte mit dem Videogerat eine Nach-
weisgrenze von 14 ng und eine Bestimmungsgrenze von 21ng
ermittelt werden. Mit dem Scanner waren die Nachweis- und Bestim-

mungsgrenze mit 7 und 11 ng um den Faktor 2 niedriger (Abb. 7-8).

ONachweisgrenze O Bestimmungsgrenze

251

201

154
10'/_
| ]

Scanner Video
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Abb. 7-8: Vergleich der mit dem Scanner und Videogeréat ermittelten theo-
retischen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen.

7.6 Anwendung

Die Bestimmung des Wirkstoffgehaltes von Cinchocainhydrochlorid
wurde an einem Salbenpraparat (Faktu®-Salbe) durchgefiihrt. Der
Soll-Gehalt von Cinchocainhydrochlorid in der Salbe betragt
10mg/100g, wobei eine Abweichung von 5% zugelassen ist. Fir
die Probenvorbereitung war eine einfache Filtration der geldsten
Salbe durch einen Membranfilter ausreichend. Der Gehalt der unter-
suchten Chargen lag in den Spezifikationsgrenzen von 95 bis 105 %

(Abb. 7-9). Fur den Scanner und das Videogerat wurden Abweichun-
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gen der Wiederholmessungen unter 1% ermittelt, wobei beim Video-

gerat die gemessenen Werte starker von den Soll-Werten

abweichen.
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1 Video
102 T
101
] o
100 R R R E R R BRI I EE R PRI I eI PR iR e
S
£, * [}
98 -
T 4
s i
97 -
Charge 1 Charge 2 Charge 3

Abb. 7-9: Prozentualer Gehalt unterschiedlicher Salben-Chargen. Vergleich
von Scanner und Videodensitometer.

7.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die fluorimetrische Bestimmung von Cinchocainhydrochlorid erwies
sich als geeignete Methode in der diinnschichtchromatographischen
Gehaltsbestimmung. Sowohl mit dem Scanner als auch mit dem
Videogerat konnte zuverlaRig der Wirkstoffgehalt aus Salben
bestimmt werden. Insbesondere fir die videodensitometrische Aus-
wertung ist diese Methode geeignet, da ein deutlich geringeres Rau-
schen Bestimmungsgrenzen von 21 ng ermdglicht. Mit dem Scanner

konnten Bestimmungsgrenzen im unteren Nanogrammbereich
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erreicht werden. Bei der videodensitometrischen Auswertung mulf}
jedoch die hohere Verfahrensstandardabweichung mit einbezogen

werden.

Ein entscheidender Vorteil des Videogerates fur die Aufnahme von
fluoreszierenden Substanzen ist die schnelle Digitalisierung der
dunnschichtchromatographischen Platte (einige Sekunden). Dies
kann besonders bei Verbindungen, die erst durch Derivatisierung zur
Fluoreszenz angeregt werden entscheidend sein, zumal die Fluores-
zenz innerhalb von Minuten nachlaf3t [106]. Kombiniert mit der ratio-
nellen Probenaufbereitung erweist sich daher die Videodensitometrie
als schnelle und sichere Methode zur Bestimmung von Cinchocain-

hydrochlorid aus einer Salbenmatrix.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals umfassende Untersu-
chungen zur videodensitometrischen Auswertung in der Dinn-
schichtchromatographie im Bereich der pharmazeutischen Qualitats-
kontrolle  durchgefiihrt. Parallel zur videodensitometrischen
Auswertung wurde eine klassische densitometrische Auswertung

durchgefiihrt und die erhaltenen Ergebnisse miteinander verglichen.

In der Literatur sind bereits unterschiedliche Themen videodensito-
metrisch bearbeitet worden. Es handelt sich jedoch meist um sehr
spezifische Anwendungen, die sich nur auf eine Substanz oder eine
Detektionsmethode beziehen. Um die Mdglichkeiten und Grenzen
der Bildverarbeitung in der Diinnschichtchromatographie ermitteln zu
kénnen, war es daher notwendig, sowohl unterschiedliche Anwen-
dungsgebiete wie die Gehalts- und die Reinheitspriufung mit einzube-
ziehen, als auch verschiedene Detektionsmethoden der DC wie
Fluoreszenzmessungen, Fluoreszenzléschung und postchromato-

graphische (VIS) Detektion zu untersuchen.

Die Gehaltsbestimmung pharmazeutischer Produkte unterliegt stren-
gen Qualitatskriterien, die durch das Europaische Arzneibuch (bzw.
Deutsche Arzneibuch) sowie behdrdlichen Anforderungen zur Ertei-
lung der Zulassung festgelegt werden. Ob die Gehaltsbestimmung

auch videodensitometrisch maglich ist, wurde anhand der Wirkstoff-
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bestimmung in Tabletten untersucht. Der Gehalt von Acetylsalicyl-
saure, Coffein und Paracetamol wurde in Mono- und
Kombinationspraparaten bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte
gemal dem Kommentar des Européaischen Arzneibuches sowohl an
Mischmustern als auch an Tabletteneinzelbestimmungen. Fur Cof-
fein ergab sich eine Wiederfindung von 97 %, fur Paracetamol von
103% und fur ASS eine Wiederfindung von 99 %. Es zeigte sich
jedoch, daf’ der Variationskoeffizient der mit dem Videodensitometer
ermittelten Ergebnisse mit 2-8,5 % deutlich hdher war, als die mit
dem Scanner ermittelten Werte mit einem Variationskoeffizienten von
0,5-4,6%. Dies ist auf die geringere Auflosung des Videogerates
gegentber dem Scanner zurlckzufihren. Die gefundenen Abwei-
chungen liegen mit der klassischen densitometrischen Bestimmung
im zugelassenen Bereich, so dal’ eine dinnschichtchromatographi-
sche Gehaltsbestimmung mit dem Scanner madglich ist. Mit dem
Videogerat kann aufgrund der hohen Standardabweichung im Rah-
men dieser Spezifikationsgrenzen keine zuverldssige Aussage zum
Gehalt gemacht werden, daher ist eine Auswertung mittels Bildaus-

wertung nicht geeignet.

Ein weiterer Prifpunkt der Qualitatskontrolle stellt die Reinheitspru-
fung dar. Der zulassige Gehalt an Verunreinigungen ist fir jede Arz-
neiform festgelegt. In der Dlinnschichtchromatographie erfolgt meist
ein visueller Vergleich mit einer 0,5- bzw. 1 %-igen-Referenzlésung.
Dieser Vergleich unterliegt natirlich den subjektiven Einschatzungen
des Betrachters. Der dabei auftretende Fehler konnte durch eine

geratetechnische Auswertung eliminiert werden. In dieser Arbeit
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wurde diskutiert, ob die Videodensitometrie eine mogliche Alternative

zur optischen Auswertung darstellt.

Die Reinheitsprifung ist bei Freigabeuntersuchungen pharmazeuti-
scher Substanzen im Routinebetrieb u.a. in der Rohstoffkontrolle
wichtig. Die Rohstoffkontrolle wurde am Beispiel des Theophyllins
durchgefiihrt. Dieses wurde auf funf Syntheseverunreinigungen und
auf zwei strukturverwandte Substanzen geprift. Die Nachweisgren-
zen fur die Verunreinigungen lagen mit der videodensitometrischen
Bestimmung bei 50 ng im Vergleich zu 15 ng bei der klassischen
Bestimmung. Diese stark differierenden Ergebnisse sind auf die
unterschiedlichen Verfahren zurlckzufihren. Wahrend mit dem
Scanner bei einer Wellenlange von 268 nm im Bereich des Absorpti-
onsmaximum der Substanzen gemessen werden konnte, muf3ten die
HPTLC-Platten mit dem Videodensitometer bei 254 nm ausgewertet
werden. Dies hatte zur Folge, daf’ die Absorption deutlich schwacher
und somit auch das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis signifikant schlech-
ter war. Besonders gravierend hat sich dieser Sachverhalt bei der
Bestimmung des Aminodimethylnitrosouracils ausgewirkt, das bei
den gegebenen Trennbedingungen den gleichen R-Wert besitzt wie
Theophyllin. Mit dem Scanner kann Aminodimethylnitrosouracil bei
314 nm trotz Uberlagertem Theophyllin selektiv vermessen werden.
Da mit dem Videogerat keine Wellenlangenselektion durchfiihrbar
Ist, ist es nicht mdglich Aminodimethylnitrosouracil bei der Reinheits-
prifung von Theophyllin mittels Videodensitometrie zu erfassen. Fir
die Verunreinigungen ergaben sich Nachweisgrenzen zwischen 8

und 50 ng mit dem Scanner und 37-222 ng fur die videodensitometri-
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sche Auswertung. Die Summe der Verunreinigungen wurde auf die
absorptionsschwachste Substanz, Theophyllidin, bezogen, welches
eine densitometrisch ermittelte Nachweisgrenze von 39 (54) bzw.
eine videodensitometrische Nachweisgrenze von 45 (71) ng auf-
weist. Dadurch ist es nicht moglich die Spezifikationsgrenze von
0,1% an Verunreinigungen einzuhalten. Fir diese Anwendung ist
die videodensitometrische Auswertung daher nicht geeignet. Jedoch
wéare es denkbar sie fir Rohstoffkontrollen einzusetzten, deren
Absorptionsmaxima im Bereich von 254 nm liegen. Anhand dieses
Beispiels konnte demonstriert werden, dal3 der Anwendbarkeit der
Videodensitometrie deutliche Grenzen in Bezug auf die Auswahl der
Wellenlange gesetzt sind und daher eine mdgliche Anwendung indi-

viduell auf die Substanzen bezogen werden muf3.

Fur die Reinheitsprifung von Theophyllin wurde sowohl ein Ver-
gleich zwischen klassischem Scanner und Bildverarbeitung durchge-
fuhrt als auch der Vergleich zweier Gerate- und Software-Hersteller
(jeweils Video und Densitometer). Zwischen den beiden Scannern
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Nach-
weis- und Bestimmungsgrenzen lagen jeweils um 20ng mit ver-
gleichbaren Standardabweichungen von 4-5%. Im Gegensatz hierzu
wurde ein deutlicher Unterschied bei den Ergebnissen der Videoge-
rate sichtbar. Der implementierte Algorithmus der einen Auswerte-
software wies schwerwiegende Fehler auf, die zu Extremwerten in
der Standardabweichung bis hin zu nicht auswertbaren Ergebnissen
fuhrten. Durch eine andere Auswertemethode bzw. eines geeignete-

ren Algorithmus traten diese Probleme beim zweiten Videogeréat
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nicht auf, obwohl auch hier im Vergleich zum Scanner die Standard-
abweichungen hoéher waren. Aufgrund des besseren Algorithmus
waren auch die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen niedriger.
Dadurch wird deutlich, dal3 in der Bildverarbeitung die Auswertesoft-
ware einen entscheidenden Einflu@ auf das Ergebnis hat. Erwar-
tungsgemall  hatten dadurch niedrigere  Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen sowie niedrigere Standardabweichungen fir
die Gehaltsbestimmung von Tabletten und die Reinheitsprifung von

Chlordiazepoxid erreicht werden kénnen.

Eine weitere Reinheitspriufung wurde fir Chlordiazepoxid-Base nach
einer Methode des Deutschen Arzneibuch durchgefuhrt. Chlordiaz-
epoxid wird Uber Demoxepam zu Nordazepam und schliel3lich zu
Aminochlorobenzophenon zersetzt [107]. Der Gehalt an Verunreini-
gungen darf nicht mehr als 0,1 % betragen. In der Videodensitome-
trie erwies es sich als schwierig Aminochlorobenzophenon zu
bestimmen, da es aufgrund der langen Migrationsstrecke zu einer
Fleckverbreiterung kommt, so dafl3 die Fleckrdnder bei niedriger
Konzentration nicht mehr scharf gegen das Rauschen abgrenzbar
sind. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen ermdglichen eine
Reinheitsprifung mittels Bildauswertung im Bereich fester Arznei-
formen, da hier eine Konzentration von 4 % Demoxepam zugelassen
ist, wahrend die 0,1 %-Grenze der Arzneibuchmonographien des
Wirkstoffs nicht eingehalten werden kann. Mit dem klassischen
Densitometer liegt fur diesen Arbeitsbereich die Bestimmungsgrenze
mit 10 ng Uber der Spezifikationsgrenze, es wére jedoch — im Gegen-

satz zur videodensitometrischen Bestimmung — moéglich den Arbeits-
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bereich zu senken, um so die Spezifikationsanforderungen zu
erfillen. Am Beispiel von gespikten Radepur®-Tabletten wurde die
Methode Uberprift. 70 ng der Verunreinigungen konnten von der

Hauptkomponente abgetrennt und bestimmt werden.

Haufig werden UV-inaktive Verbindungen, sofern sie keine Fluores-
zenz zeigen, durch pra- oder postchromatographische Detektion der
Auswertung zuganglich gemacht. Da sich diese Methoden stark auf
die Auswertung auswirken kénnen, war es Ziel dieser Arbeit zu zei-
gen, dall auch DC-Platten nach postchromatographischer Derivati-
sierung videodensitometrisch ausgewertet werden kdnnen. Dies war
am Beispiel der Inhaltsstoffe POPG und DPPC eines noch in der
Entwicklung stehenden Surfactants moglich. Da es sich hierbei um
Phospholipide handelt, die weder UV-aktiv sind noch fluoreszieren,
wurden sie mittels eines Phosphorsaure-Kupfersulfat-Reagenzes
sichtbar gemacht. Mit der Videokamera erfolgte die Aufnahme im
VIS-Bereich, mit dem Scanner bei einer Wellenlange von 365 nm.
Die Gehaltsbestimmung konnte mit beiden Mel3geraten erfolgreich
durchgefuihrt werden. Es ergaben sich Wirkstoffgehalte von
1025 (103y) % fur DPPC und 1094 (105,) % flir POPG, wobei
sowohl der Scanner also auch die Bildauswertung relativ hohe Varia-
tionskoeffizienten von ca. 5-6 % aufwiesen. Dies konnte auf den Ein-
fluld der postchromatographischen Derivatisierung zurickzufihren
sein. Wahrend fur DPPC eine Wiederfindung von 95 und 97 % ermit-
telt wurde, war die Wiederfindung von POPG — wie auch die Gehalts-
bestimmung — mit 106 und 109% deutlich erhdht. Die hohen

Variationskoeffizienten wurden durch die Wiederfindungsexperi-
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mente bestéatigt. Es konnte also gezeigt werden, dal3 auch nach
postchromatographischer Detektion eine videodensitometrische

Auswertung erfolgreich durchfuhrbar ist.

Eine weitere sehr empfindliche Methode stellt die Fluoreszenzmes-
sung dar. Mit den auf dem Markt angebotenen Videogeraten ist nur
eine Fluoreszenzanregung mit 366 nm maoglich. Dald damit auch fluo-
reszierende Substanzen anderer Anregungswellenlange quantifiziert
werden kdnnen, wurde am Beispiel der quantitativen Bestimmung
von Cinchocainhydrochlorid aus Salbenpréparaten gezeigt. Mit dem
Scanner wurde ein durchschnittlicher Gehalt von 99,6% und mit
dem Videogerat von 98,9 % ermittelt. Abweichungen der Wiederhol-
messungen zwischen 0,06 und 0,2% beweisen die Einsatzfahigkeit
der Methode bei Messungen im Datenschwerpunkt der Kalibrier-
kurve, wie sie bei Gehaltsbestimmungen durchgefiihrt werden. Mit
der Fluoreszenzmessung konnten Nachweisgrenzen im unteren
Nanogrammbereich erreicht werden. Als besonders vorteilhaft fur die
Bildverarbeitung erwies sich das durch die Mel3methodik stark ver-
minderte Rauschen. Auch Hilfsstoffe, die oft stérend mitchromato-
graphiert werden, treten nicht in Erscheinung. Fur Cincho-
cainhydrochlorid ist die Videodensitometrie in Kombination mit der
rationellen Probenaufbereitung als schnelle, reproduzierbare

Methode zur Gehaltsbestimmung hervorragend geeignet.

Bei beiden Auswerteverfahren (Video und Scanner) konnte ein soge-
nannter “Randeffekt” der HPTLC-Platten beobachtet werden, der
nach Angaben des Herstellers auf das Produktionsverfahren der

Platten zurtickzufthren ist und zu hohen Standardabweichungen auf
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der Platte fuhrt. Dieser Effekt wird durch die ungleichméafige Aus-
leuchtung der Platte bei der Bildverarbeitung noch verstarkt (Abb. 3-
8). Solange dieses Problem vom Hersteller nicht behoben wird, kann
der Fehler nur durch einen grofReren Abstand zum Plattenrand mini-
miert werden, was allerdings die Effektivitat der diinnschichtchroma-

tographischen Platten stark einschrankt.

Das Ziel, eine moglichst umfassende Arbeit tGber den Einsatz der
Videodensitometrie in der DC zu erstellen, konnte erfillt werden. Es
wurden verschiedene Applikationsformen von Arzneistoffen wie
Tabletten, Pulver und Salben und unterschiedliche Melimethoden
wie Fluoreszenzldéschung, postchromatographische Derivatisie-
rung/VIS-Auswertung und Fluoreszenzmessung in den Vergleich mit
einbezogen. Anhand der vielfaltigen Anwendungsgebiete konnte
gezeigt werden, dal3 der Einsatz der Videodensitometrie eine
schnelle Alternative fur die Auswertung in der DC darstellt. Ob die
Videodensitometrie eingesetzt werden oder sogar den klassischen
Scanner ersetzen kann, mul3 im speziellen Fall abgeklart werden.
Eine allgemeingultige Aussage ist nicht moglich, da die Entschei-

dung von folgenden Faktoren abhangig ist:

o den Spezifikationsgrenzen
o den zu untersuchenden Substanzen

o der chromatographischen Methode.

Generell kann man davon ausgehen, dal3 ein Einsatz des Videoden-
sitometers in der Spurenanalytik beziehungsweise im unteren Nano-
grammbereich nicht sinnvoll ist, da die Nachweisgrenzen und die

Standardabweichungen zu hoch sind. Eine Optimierung des imple-
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mentierten Algorithmus in der Auswertesoftware der Bildverarbeitung
wird die Auswertung verbessern. So wére es denkbar, eine Auswer-
tung mittels multivariater Datenanalyse (fuzzy logic pattern recogni-
tion) einzuftihren, die alle Informationen des Chromatogramms (z.B.

Graustufen, R-Wert) miteinbezieht.
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9.1 Gerate

9.1.1 Scanner

Die densitometrischen Aufnahmen wurden mit einem Densitometer
CD60 der Firma Desaga (Wiesloch) durchgefihrt. Die geratetechni-
schen Einstellungen, wie zum Beispiel Spalt und Wellenlange, wur-
den fur die entsprechenden Anwendungen angepalit, und werden in

den analogen Kapiteln zu den Anwendungen aufgefihrt.

9.1.2 Videogerat

Fur die bildtechnische Auswertung stand zunachst ein Videodensito-
meter VD40 der Firma Desaga (Wiesloch) mit einer elektronisch an-
steuerbaren 1-Chip-Kamera vom Typ Mitsubishi M300E zur Verfi-
gung. Mit dem VD40-Videoscanner wurden die Gehaltsbestimmun-
gen der Tabletten (Kapitel 9.5.1) und die Reinheitsprifung von
Chlordiazepoxid (Kapitel 9.5.3) durchgefihrt. Zur Reinheitsprifung
von Theophyllin (Kapitel 9.5.2) sowie zur Bestimmung von POPG
und DPPC (Kapitel 9.5.4 ) und Cinchocain (Kapitel 9.5.5) stand ein
Videogerat der Firma CAMAG mit einer 3-Chip-Kamera, Typ Hitachi
HV-CD20, zur Verfigung.
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Experimenteller Teil

Tabelle 9-1: Technische Daten der Videosysteme.

Desaga

Camag

Kamera

Abtastelemente

Pixelanzahl

Videonorm

Horizontalauflésung

Storabstand

Lichtempfindlichkeit

Signalausgabe
Farbtemperatur
Objektiv
Objektiv

Lichtstarke
Zoom
Signalverarbeitung

Framegrabber (Digi-
talisierung)

Videonorm

Signaleingang

Mitsubishi M300E

1-Chip CCD, 1/3”,
470.000 Pixel total

752H*582V
(440.000 Pixel
effektiv)

PAL, 625 Zeilen,
2:1, Zeilensprung-
verfahren

430 TV Zeilen

> 46 dB

1 Ix/F 1.8. Gain
+30

Y/C

eingebaut moto-
risch gesteuert

F=1:1,8
f=6,5-52 mm

PAL, NTSC,
SECAM

Y/C

Hitachi HV-CD20

3-Chip CCD, 1/27,
470.000 Pixel total

NTSC: 768H*494V
PAL: 752H*582V

(440.000 Pixel
effektiv)

NTSC/PAL

700 TVLY
580 TVL RGB

200 Ix, f 8, min.
illum: 5,5 Ix

Y/C, RGB
3200 K, 5600 K

manuell

f=11,5-69 mm

Synoptics Prysm
Grabber (Generic
PCI)

FBAS

RGB
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Tabelle 9-1: Technische Daten der Videosysteme.

Desaga Camag
Farbaufldsung 24 Bit Farbtiefe, 24 Bit Farbtiefe,
(16,7 Mio. Farben), (16,7 Mio. Farben),
True Colour True Colour
Auflésung 768*576 Punkte
Videoabtastrate 14,75 MHz
Speicherformat YUV 4:2:2
VGA-Ausgabe 640*480, 800*600,

1024*768 Bild-
punkte (non inter-

laced)

Ausgabe

Graphikkarte 24 Bit bei Matrox MGA Mille-
1024*768 Bild- nium Power Desk
punkte L

24 Bit bei

16,8 Mio. Farben 1024*768 Bild-
(True Colour) punkte

9.1.3 Probenauftragung

Der Probenauftrag erfolgte mit dem automatischen Probeauftragege-
rat Linomat IV (CAMAG, Berlin). Mit Hilfe einer 100 m-Hamilton-
Spritze (Linomat Syringe 695.0014) wurden die methanolischen
Losungen bandférmig bei gleichzeitigem Stickstoffstrom mit einer

Auftragegeschwindigkeit von 8 s/l aufgespruiht.

9.1.4 ADC-Kammer

Die ADC-Kammer wurde zur Gehaltsbestimmung von Tabletten ein-
gesetzt. Es wurden folgende Parameter eingestellt: Konfiguration
“Tank”, FlieBmittelstrecke 8 cm, Vorkonditionieren: 10 Minuten, Trok-
kenzeit 10 Minuten, Heizzeit: 0,30 Minuten. Ca. 13 ml FlieBmittel

wurden eingeflllt. Die Entwicklungszeit betrug ca. 18 Minuten.
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9.2 Diunnschichtchromatographie

9.2.1 Stationare Phase

Die dunnschichtchromatographische Trennung wurde mit HPTLC-
Fertigplatten Kieselgel 60 F,5,, 10 x 20 cm (Nr. 1.05642, Merck,
Darmstadt) durchgeftihrt, die einen mit mangan-aktivierten Zinksili-
kat-Indikator enthalten. Lediglich fir die Fluoreszenzmessungen
wurden Kieselgel 60-HPTLC-Platten 10 x 20 cm ohne Fluoreszen-
zindikator (Nr. 1.05641, Merck, Darmstadt) verwendet. Als Trager-

material der 200 mm dicken Silikatschichten diente Glas.

9.2.2 LOsungsmittel

Fur die Herstellung des FlieBmittels und der Probenldsungen wurden
Losungsmittel in p.a.- und LiChrosolv®-Qualitat der Firma Merck

(Darmstadt) verwendet.

9.3 Quantitative Auswertung

Die Aufnahme und Auswertung der Chromatogramme wurde mit
Hilfe der CD60-Software (Version 5.3) des Desaga-Scanners durch-
gefihrt. Die Integration erfolgte automatisch, zur Auswertung wurden
die Peakflachen herangezogen. Die Bildaufnahme und Auswertung
erfolgte mit einem Pentium-II-Rechner (NT4.0-Betriebssystem). Zur
videodensitometrischen Bestimmung wurde im Fall des VD40

(Desaga) die Aufnahmesoftware Doclt (Version 2.x) und zur Auswer-
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tung die ProResult-Software (Version 2.x) eingesetzt. Im Falle des
CAMAG Videosystems wurde die entsprechende CAMAG-Software
VideoStore (Version 1.01) und VideoScan (Version 1.01) eingesetzt.

9.4 Statistische Kenngro6f3en

9.4.1 Kalibrierung

Die Kalibration erfolgte nach statistischen Methoden, die in der Lite-
ratur zur Chemometrie beschrieben sind [109][110]. Um die funktio-
nalen Zusammenhange zwischen Mel3groen und den
vorgegebenen Gehalten richtig angeben zu kénnen, bedarf es einer
Kalibrierung des Analysenverfahrens. Die Kenndaten der Kalibrier-
funktion geben Auskunft Uber die Leistungsfahigkeit des Analysen-
verfahrens. Zur Erstellung einer Kalibrierfunktion wurden
Standardl6ésungen im erwarteten Arbeitsbereich (80-120% der Mel3-
groRe) in aquidistanten Abstdnden vermessen. Die Auswertung

erfolgte tber die Peakflachen.

9.4.2 Linearitat

Da in der Dunnschichtchromatographie, bedingt durch das Mef3prin-
zip, haufig eine nichtlineare Kalibrierfunktion vorliegt, mul3 die Kali-
brierfunktion auf ihre Linearitdt hin geprift werden. Die
Entscheidung, ob eine lineare oder nichtlineare Funktion (Polynom
2. Grades) vorliegt, kann nicht visuell beurteilt werden, sondern muf3
mittels eines Linaritatstests berechnet werden. Die Linearitadt der
Analysenfunktion wurde mit Hilfe des Anpassungstests nach Mandel

[105] nach DIN 38402, Teil 51 Uberprift. Dieser Linearitatstest hat
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gegenuber dem einfachen Vergleich der Restvarianzen zweier unter-
schiedlicher Kalibrierfunktion den Vorteil, dal3 die Prufgrof3e nicht
durch die unterschiedlichen Freiheitsgrade beeinflul3t wird. Aus der
linearen und quadratischen Kalibrierfunktion ergeben sich die Rest-
standardabweichungen sy; und s,,. Aus den Reststandardabwei-

chungen wird die Differenz der Varianzen DS? berechnet:
DS’= (N-2)" 5,,°~(N=3)" 5,,° (9-1)

wobei N die Anzahl der Kalibrierpunkte angibt. Aus DS? wird die
PrufgroRe PG berechnet:

2
PG = 9_5_2 (9-2)

Sy2

Der Vergleich der Prufgréf3e mit dem tabellierten F-Wert (P = 99%,
f, =1, f, = N-3) ergibt keine signifikant bessere Anpassung durch die
Ausgleichsfunktion 2. Grades, falls PG < F. Die Kalibrierfunktion
kann durch eine lineare Funktion berechnet werden. Wenn PG > F

Ist, stellt die Regression 2. Ordnung eine bessere Anpassung dar.

9.4.3 Varianzhomogenitat

Zur Uberprufung der Varianzhomogenitat wurden jeweils 10 Stan-
dardproben der niedrigsten x und der héchsten Konzentration X
des Arbeitsbereichs getrennt analysiert, wobei jeweils 10 Informati-
onswerte erhalten wurden. Aus diesen wurde jeweils der Mittelwert
berechnet und die dazugehdrige Standardabweichung s; und sq.

Mit Hilfe des einfachen Varianzentests wurden die Streuungen der
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Informationswerte an den Grenzen des Arbeitsbereichs auf signifi-
kante Unterschiede hin untersucht. Dazu wurde folgende Prufgrofe

bestimmt;

2
S

PG = 22 falls s >s, (9-3)
S

und mit dem F-Wert (P = 99 %, f; = n;-1, f, = nyp-1) verglichen. Ist

die PrufgrofRe PG < F, so ist der Unterschied zwischen den Varianzen

lediglich wahrscheinlich, fir PG > F ist er signifikant.

9.4.4 Richtigkeit und Prazision

Unter Richtigkeit versteht man das Ausmald der Anndherung des
Erwartungswertes des Analysenergebnisses an den Bezugswert.
Bezugswert ist der wahre Wert bzw. der Soll-Wert. Die Richtigkeit
erfal3t systematische Abweichungen im Analysenverfahren. Die
Richtigkeit wurde mit dem Sollwert+t-Test [111] Gberprift und mit dem
Wert aus der t-Tabelle verglichen:

t= Kol g (9-4)

S

x= ermittelter Mittelwert

m= Sollwert (Standard)

s = Standardabweichung

n = Zahl der Wiederholmessungen
Ist der berechnete Priufwert £ t-Wert (P=95 %), so ist der Unterschied
zufallig, liegt der berechnete t-Wert zwischen t (95 %) und t (99%)
so ist der Unterschied wahrscheinlich, bei einem Priufwert >t

(P=99 %) handelt es sich um einen signifikanten Unterschied.
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Die Prazision ist eine qualitative Bezeichnung fir die Ubereinstim-
mung voneinander unabhéngiger Analysenergebnisse bei mehrfa-
cher Anwendung eines Analysenverfahrens. Durch Bestimmung der
Prazision werden zuféllige Fehler erfal3t. Als Mal3 dient die Standard-
abweichung s oder der Variationskoeffizient VK. Der Variationskoeffi-
zient wurde aus Mehrfachmessungen unabhéangiger Proben

bestimmt.

VK = 22 - 100 (9-5)

e
SN

9.4.5 Vertrauensbereich

Die Kalibrierfunktion ist, ebenso wie der Informationswert der Ana-
lyse, fehlerbehaftet. Aus dem Fehlerfortpflanzungsgesetz ergibt sich
hierfir ein durch zwei Hyperbeldste begrenztes Prognoseintervall
(oder Vertrauensbereich), in dem auch die wahre Kalibrierfunktion
mit einer durch den Student-t-Faktor gegebenen statistischen Sicher-
heit liegen wird. Fir eine lineare Regression besitzt die Hyperbelglei-

chung folgende Form:

~ 22
y = a0+almytjﬁ+;+m

_ 2 (9-6)
N S(x;,—x)

ag = errechneter Blindwert der Kalibrierfunktion

a; = Steigung der Kalibrierfunktion

N = Anzahl der Kalibrierpunkte

N= Anzahl der Parallelanalysen an derselben Probe

sy = Reststandardabweichung

t = Student-t-Faktor (P, f)

_)__( = Schatzwert des Mittelwertes der Konzentrationen X;
X = berechnetes Analysenresultat

X; = Konzentraton der i-ten Probe
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9.4.6 Lineare Kalibrierfunktion

Aus der Geradengleichung der linearen Kalibrierfunktion kann die
Steigung a; entnommen werden, die die Empfindlichkeit des Analy-
senverfahrens wieder gibt. a, ist der berechnete Blindwert der Kali-

briergeraden.

y = ag+a;X (9-7)

9.4.7 Wiederfindung

Das Verhaltnis des unter Wiederholbedingungen gemessenen Mittel-
wertes zum richtigen Wert des Analyten in der Probe wird als Wie-
derfindungsrate oder einfach Wiederfindung bezeichnet. Einer
Placeboprobe wird eine definierte Menge Standardsubstanz zuge-

setzt und nach folgender Gleichung die Wiederfindung berechnet:

w = X x100 (9-8)
XR
W = Wiederfindungsrate in %

X = gemessener Mittelwert, Xg= richtiger Wert

9.4.8 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Als Nachweisgrenze eines Analyseverfahrens bezeichnet man dieje-
nige kleinste Menge oder Konzentration eines Stoffes, die mit einer
geforderten statistischen Sicherheit bei einmaliger Analyse mit einem
Fehlerrisiko von 5% qualitativ nhachgewiesen werden kann. Unter
der Bestimmungsgrenze eines Analyseverfahrens versteht man die-
jenige kleinste Menge oder Konzentration eines Stoffes, die mit einer
geforderten statistischen Sicherheit bei einmaliger Analyse mit einem

Fehlerrisiko £ 5 % quantitativ nachgewiesen werden kann [112].
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Die Nachweis- (XN) und Bestimmungsgrenzen (XB) lassen sich
rechnerisch aus den Kalibrierkenndaten ermitteln. Dies hat gegen-
Uber der Bestimmung durch das Blindwertverfahren den Vorteil, daf
Streuungen “realer Mel3werte” zur Ermittlung herangezogen werden,
die eher im Sinne einer Normalverteilung um den Mittelwert streuen
als die MelRwerte von Blindproben. Aul3erdem werden subjektive
Fehler, die bei der Auswertung von Blindwertsignalen auftreten, ver-
ringert bzw. vermieden. In der videodensitometrischen Auswertung
stellte sich die Blindwertmethode zudem als Problem dar, da das
angegebene Chromatogramm keine oder nur sehr indifferente Ska-
lierungen aufwies, wodurch die Nachweis- und Bestimmungsgren-

zen nur grob geschatzt werden kdnnen.

Die Nachweisgrenze XN wird mit Gleichung (9-9) berechnet:

-2
XszxﬁxJ;+1+M ©9)

a aiS(xi — >'<)2

Die Bestimmungsgrenze laf3t sich mit Gleichung (9-10) berechnen:

_a, s v —y)
xN = % 1+1+—2-3-'D---¥-_-—2 (9-10)
. arS(x; —x)

ap = Ordinatenabschnitt der Kalibrierfunktion

a, = Steigung der Kalibrierfunktion

sy = Reststandardabweichung

t = Student-t-Faktor

N = Anzahl der Konzentrationsstufen

Y./Yn = Hilfsgrofen

X;c/y; = Konzentration bzw. Informationswert der i-ten Probe

x oy = Schatzwert des Mittelwertes der Konzentrationen x bzw. Mittelwert
der Informationswerte y;
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9.5 Anwendungen

9.5.1 Gehaltsbestimmung von ASS, Paracetamol und
Coffein

9.5.1.1 Materialien und Reagenzien

Die Gehaltsbestimmung erfolgte anhand folgender im Handel befind-
licher Fertigarzneimittel: ASS—ratiopharm®—500 (Ch.B. 1458T7 und
346T5), Paracetamol—ratiopharm®—500T (Ch.B. 3477T5), sowie
ParacetamolPlus-ratiopharm® (Ch.B. 611T5). Die Standardsubstan-
zen Acetylsalicylsaure, Coffein und Paracetamol sowie die Tabletten
stellte die Firma ratiopharm (Ulm) zur Verfligung. Aul3erdem erfolgte
eine quantitative Bestimmung von ASS und Paracetamol aus Spalt®—
Tabletten (Ch.B. E140). Die Tablettentypen wurden wie folgt
benannt: ASS-ratio-pharm®-500 = ASS500, Paracetamol-ratio-
pharm®-500T = P500, Spalt®—TabIetten = Spalt, ParacetamolPlus-

ratiopharm® = PPlus.

Der Wirkstoffanteil pro Tablette liegt fir ASS-ratiopharm®-500 bei
500 mg ASS, fuir Paracetamol-ratiopharm®-500T bei 500 mg Parace-
tamol, fur ParacetamolPlus-ratiopharm® bei 400 mg Paracetamol
und 50 mg Coffein. Das Kombinationspraparat Spalt® enthalt je
300mg Paracetamol und ASS pro Tablette. Zur Herstellung der ent-
sprechenden Hilfsstoffmischung der Tabletten wurden Aerosil, Cros-
carmellose, mikrokristalline Cellulose, Magnesiumstearat,
Maisstarke und Talkum eingesetzt. Die zur Bestimmung der Wieder-
findung bendtigten Hilfsstoffe stellte der Fachbereich Technologie

des Pharmazeutischen Instituts in Tubingen zur Verfligung.
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9.5.1.2 Dunnschichtchromatographie

Die HPTLC-Platten wurden mit Methanol vorgereinigt und an der Luft
getrocknet. Proben- und Standardldsungen wurden bandférmig (4
mm) in der Data-Pair-Technik aufgetragen. Der Abstand zum linken
und unteren Plattenrand betrug jeweils 1 cm. AnschlielRend wurde in
der ADC-Kammer Uber eine Trennstrecke von 7 cm linear aufstei-
gend chromatographiert. Als FlieBmittel zur Gehaltsbestimmung von
Paracetamol und Coffein wurden Ethylacetat und Methanol (95+5,
v+V) eingesetzt. Fir die Chromatographie von ASS und Paracetamol
wurde ein in der Literatur angegebenes Fliel3mittel [113] modifiziert:

Toluol, Ethylacetat und Ameisensaure (70 + 25 + 5, v+v).

9.5.1.3 Standard- und Probenvorbereitung

Zur Herstellung der Standardlésungen wurden die Reinsubstanzen
in einem 100 ml Mel3kolben in Methanol geldst und anschlieRend 1
zu 10 verdinnt. Je Standardldsung wurden 15 m aufgespriht. Die
Probenlosungen wurden durch Losen eines Aliquots von 10 gepul-
verten Tabletten in 100 ml Methanol hergestellt. Tabelle 8.1 gibt das
mittlere Tablettengewicht wieder. Nach zentrifugieren (EPA 8 Zentri-
fuge, 6000 UpM, Hettich, Tuttlingen) dieser L6sung wurde das Zen-
trifugat zu einer Konzentration von 0,4 ng/m verdinnt. Fir die
Tabletteneinzelbestimmungen wurden die Tabletten einzeln pulveri-
siert, geldst, zentrifugiert und auf eine Konzentration von 0,1 ng/m
verdunnt. Die Wiederfindung wurde bestimmt, indem zu der entspre-

chenden Hilfsstoffmischung (Tab. 9-2) die Reinsubstanz entspre-
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chend dem Tablettengehalt zugesetzt und anschlieRend nach dem

zur Herstellung der Probenldsungen beschriebenen Verfahren wei-

tergearbeitet wurde.

Tabelle 9-2: Mittleres Tablettengewicht (aus 10 Tabletten) und
Hilfstoffe der Tablettentypen [mg/Tablette].

ASS-500 P-500 PPlus Spalt
mg/Tablette 597,67 558,64 365,14 826,03
14,33 14,41 17,86 16,92
Aerosil — 4,8 mg 3,84 mg —
micro. Cellu- 30,0 mg 60,0 mg 48,0 mg —
lose
Cellulosepul- 30,0 mg — — —
ver
Croscarmel- — 12,0 mg 9,6 mg —
lose-Na
Magnesium-  — 3,0 mg 2,4 mg Stearin-
stearat saure
Maisstarke 40,0 mg 41,4 mg 33,1mg —
Talkum 8,0 mg 6,4 mg —
Sonstiges — — — Spezialfett
(gehartet),
Polividon

25
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9.5.1.4 Aufnahmeparameter

Tabelle 9-3: Einstellungen des Scanners und der Mitsubishi-

M300E-Kamera.

Scanner Video
MeRwellen- 254 MeRwellen- 254
lange [nm] lange [nm]

Spalt [mm] 0,1x2,0 Iris 8
Messungen/ 8 Helligkeit 10
Punkt
MelRart Remission/ Details 30
Extinktion
Kontrast 5

Background 10

9.5.1.5 Quantifizierung

Die statistischen Daten der Kalibrierung sind in Tabelle 9-4 bis 9-9

wiedergegeben. Der Linearitatstest nach Mandel (s. Kapitel 9.4.2)

ergab keine signifikant bessere Anpassung

einer Regressionskurve

2. Ordnung. Der nach Kapitel 9.4.3 durchgefihrte Varianzentest

bestétigte die Varianzhomogenitat Uber alle Kalibrierbereiche.

Tabelle 9-4: Kalibrierkenndaten von P500.

Scanner Video
Steigung a; 83,45 726,2
Achsenabschnitt 3272,78 30737,48
dg
Arbeitsbereich [ng] 352,7-651,2 352,7-651,2
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Tabelle 9-4: Kalibrierkenndaten von P500.

Scanner Video
Linearitat 1,04 3,30
F=21,20
Varianzhomogeni- 2,70 1,35
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 0,48 2,25
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 0,9991 0,9940
zient
Rel. Verfahrens- 2,50 2,57
standardabwei-
chung V, [%]
(Préazision)
RIChtlgkelt (tSOH:
2,57, P=95 %,n=6)
oben 2,36 0,03
mitte 1,97 0,43
unten 2,35 0,44

Tabelle 9-5: Kalibrierkenndaten von PPIlus.

Scanner Video
Steigung a 4,06 488,63
Achsenabschnitt -308,98 -121071
o
Arbeitsbereich [ng] 375,8-430,9 375,8-430,9
Linearitat 0,13 10,25
F=21,20
Varianzhomogeni- 2,70 1,35
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 24,22 3385,59

weichung RSD
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Tabelle 9-5: Kalibrierkenndaten von PPIlus.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 00,9736 0,9555
zient
Rel. Verfahrens- 1,31 1,72
standardabwei-
chung V, [%]
(Prazision)
Richtigkeit (tgo=
2,57, P=95 %,
n=6)
oben 2,22 0,40
mitte 2,31 0,08
unten 2,36 0,90

Tabelle 9-6: Kalibrierkenndaten von Paracetamol Spalt.

Scanner Video
Steigung a; 1730 16935,68
Achsenabschnitt 51,9 486,6
o
Arbeitsbereich [ng] 252,7-351,2 252,7-351,2
Linearitat 1,04 3,30
F=21,20
Varianzhomogeni- 2,70 1,35
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 0,48 2,25

weichung RSD
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Tabelle 9-6: Kalibrierkenndaten von Paracetamol Spalt.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 0,9991 0,9940
zient
Rel.Rel. Verfah- 1,08 3,09
rensstandardab-
weichung V, [%]
(Prazision)
Richtigkeit (tgo=
2,57, P=95 %,
n=6)
oben 1,74 2,56
mitte 0,73 0,85
unten 0,23 1,60

Tabelle 9-7: Kalibrierkenndaten von ASS 500.

Scanner Video
Steigung a; 129,07 1987,96
Achsenabschnitt 19,13 232,75
o
Arbeitsbereich [ng] 351,8-654,1 351,8-654,1
Linearitat 0,13 10,25
F=21,20
Varianzhomogeni- 3,23 1,03
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 29,27 589,06

weichung RSD
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Tabelle 9-7: Kalibrierkenndaten von ASS 500.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 00,9918 0,9781
zient
Rel. Verfahrens- 3,04 5,04
standardabwei-
chung V, [%]
(Prazision)
Richtigkeit (tgo=
2,57, P=95 %,
n=6)
oben 1,93 1,85
mitte 2,06 1,15
unten 2,04 1,20

Tabelle 9-8: Kalibrierkenndaten von ASS Spalt.

Scanner Video
Steigung a; 0,02 26,02
Achsenabschnitt -1,69 2905,26
o
Arbeitsbereich [ng] 351,8-654,1 351,8-654,1
Linearitat 0,13 10,25
F=21,20
Varianzhomogeni- 3,23 1,03
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 0,23 416,46

weichung RSD




Anwendungen

106

Tabelle 9-8: Kalibrierkenndaten von ASS Spalt.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 00,9995 0,9463
zient
rel. Verfahrens- 3,04 5,28
standardabwei-
chung V, [%]
(Prazision)
Richtigkeit (tgo=
4,03, P=99 %,
n=6)
oben 2,65 1,42
mitte 0,15 0,20
unten 0,53 1,35

Tabelle 9-9: Kalibrierkenndaten von Coffein.

Scanner Video
Steigung a; 163,8 137,28
Achsenabschnitt 6267,57 2857,79
o
Arbeitsbereich [ng] 37,6-65,6 37,6-65,6
Linearitat 5,74 14,7
F=21,20
Varianzhomogeni- 1,23 1,50
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 257,53 2281,9

weichung RSD
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Tabelle 9-9: Kalibrierkenndaten von Coffein.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 0,9904 0,9615
zient
Rel. Verfahrens- 3,09 6,72
standardabwei-
chung V, [%]
(Prazision)
Richtigkeit (tgo=
2,57, P=95 %,
n=6)
oben 1,01 1,91
mitte 0,64 2,56
unten 1,27 1,28

9.5.2 Reinheitsprifung von Theophyllin

9.5.2.1 Materialien und Reagenzien

Die zur Herstellung der Standardlésungen verwendeten Substanzen
wurden alle von der Firma Byk Gulden Lomberg zur Verfligung
gestellt. Die untersuchten Retard-Kapseln, Euphylong® (Byk Gulden
Lomberg, Ch.B. 198171 ), wurden aus einer o6ffentlichen Apotheke
bezogen. Der Wirkstoffanteil pro Tablette liegt bei 125 mg Theophyl-

lin.

9.5.2.2 Dunnschichtchromatographie

Die verwendeten HPTLC-Platten wurden mit Flielmittel vorgereinigt
und getrocknet. Die Proben- und Standardsubstanzen wurden in
Bandern & 10 mm mit einer Aufsprithgeschwindigkeit von 8 s/m auf-
getragen. Der Abstand betrug jeweils 1,5 cm vom unteren und linken

Plattenrand. Die Chromatographie erfolgte in einer Normalkammer
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ohne Kammersattigung. Es wurde linear aufsteigend tber 5 cm (ca.
35 Minuten) chromatographiert. Als FlieBmittel wurde ein Gemisch
aus Toluol, Isopropanol und 25 %-igem Ammoniak (6+12+2, v+v)

eingesetzt.

9.5.2.3 Standard- und Probenvorbereitung

Zur Herstellung der Standardlésungen 4-Amino-1,3-dimethyluracil,
4-Amino-1,3-dimethyl-5-nitrosouracil, 4-Amino-1,3-dimethyl-5-forma-
midouracil, N-Cyanacetyl-N,N-dimethylharnstoff, Etofylin, 3-Methyl-
xanthin und Theobromin wurden je 2,5 mg Substanz in 100 ml
Methanol geldost. 50 mg Theophyllin wurden in 10 ml Methanol
geldst. Diese LOosung mit einer Konzentration von 5 ng/m wurde als
Pruflésung verwendet. Es wurden 3 Vergleichsldsungen hergestellt:
Vergleichslésungl mit einer Konzentration von 0,01 ng Theophyl-
lin/m (entsprechend 0,2% der Theophyllin-Priflésung),
Vergleichslosung2 mit einer Konzentration von 0,005 ng Theophyl-
lin/M (entsprechend 0,1 % der Theophyllin-Priflosung), und
Vergleichslosung3 mit einer Konzentration von 0,025 ng Theophylli-

din/m (entsprechend 0,5 % der Theophyllin-Priflésung).

Die Probenlésung wurde durch Pulverisieren des Kapselinhaltes der
Euphylong®-Kapseln, anschlieBendem Lésen in Methanol und Ver-

dinnen auf 0,025 ng/m hergestellt.
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9.5.2.4 Aufnahmeparameter

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Default-Werte der

Kameraeinstellung ibernommen.

Tabelle 9-10: Einstellungen des Camag-Scanners und der
Hitachi-HV-C20-Kamera.

Scanner Video
MelRwellen- 268 bzw. 314 MelRwellen- 254
lange [nm] fur Amino- lange [nm]

dimethylnitro-

souracil
Spalt [mm] 0,3x4,0 Belichtungs- 1 Vollbild,

zeit 0,04 Sekun-
den

Messungen/ 8 Bildakkumu-  aus
Punkt lation
Mel3art Absorption/-  Filter keiner

Reflexion

Tabelle 9-11: Einstellungen des Desaga-Scanners und der
Mitsubishi- M300E-Kamera.

Scanner Video
MelRwellen- 268 bzw. 314 MelRwellen- 254
lange [nm] fur Amino- lange [nm]
dimethylnitro-
souracil
Spalt [mm] 0,2x4,0 Belichtungs-  automatisch
zeit
Messungen/ 8 Bildakkumu-  aus
Punkt lation
MelRart Remission/ Filter keiner

Extinktion




Anwendungen 110

9.5.2.5 Quantifizierung

In einem Arbeitsbereich von 50-400 ng wurden die zur Charakterisie-
rung des Analysenverfahrens (Tabelle 9-11 bis 9-18) notwendigen
statistischen Daten ermittelt. Der Linearitatstest nach Mandel (Kapi-
tel 9.4.2) ergab keine signifikant bessere Anpassung einer Regressi-
onskurve 2. Ordnung. Der nach Kapitel 9.4.3 durchgefihrte
Varianzentest bestatigte Varianzhomogenitat tber alle Kalibrierberei-
che. Die Richtigkeit des Verfahrens wurde lber den t-Test (Kapitel
9.4.4) ermittelt (n =5; P =95 %, t;,, = 2,776; P = 99 %, ty,, = 4,604,
P =99,9%, ty, = 8,610).

Tabelle 9-12: Kalibrierkenndaten von Aminodimethyluracil.

Scanner Video
Steigung a 2,53 16,75
Achsenabschnitt 3,72 253,41
o
Arbeitsbereich [ng] 58,4-408,8 58,4-408,8
Linearitat -0,17 0,34
F=21,20
Varianzhomogeni- 2,14 2,05
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 17,06 109,52

weichung RSD
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Tabelle 9-12: Kalibrierkenndaten von Aminodimethyluracil.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 0,9967 0,9984
zient
Rel. Verfahrens- 2,88 2,79
standardabwei-
chung V,q [%0]
(Préazision)
Richtigkeit
oben 2,28 0,50
mitte 0,54 2,29
unten 2,76 1,30

Tabelle 9-13: Kalibrierkenndaten von Aminodimethyl-
formamidouracil.

Scanner Video
Steigung a; 1,37 11,14
Achsenabschnitt 41,37 630,21
o
Arbeitsbereich [ng] 52-364 52-364
Linearitat 13,34 1,94
F=21,20
Varianzhomogeni- 3,23 2,41
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 11,10 129,82

weichung RSD
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Tabelle 9-13: Kalibrierkenndaten von Aminodimethyl-

formamidouracil.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 0,9975 0,9942
zient
Rel. Verfahrens- 3,88 5,60
standardabwei-
chung V, [%0]
(Prazision)
Richtigkeit
oben 1,36 1,05
mitte 4 56 3,49
unten 411 5,46

Tabelle 9-14: Kalibrierkenndaten von Aminodimethyl-

nitrosouracil.

Scanner Video
Steigung a 0,972 12,97
Achsenabschnitt 4 95 -310,3
o
Arbeitsbereich [ng] 55-385 55-385
Linearitat 0,17 0,34
F=21,20
Varianzhomogeni- 1,25 3,26
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 10,33 258,21

weichung RSD
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Tabelle 9-14: Kalibrierkenndaten von Aminodimethyl-
nitrosouracil.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 0,9966 0,9803
zient
Rel. Verfahrens- 3,91 9,04
standardabwei-
chung V, [%0]
(Prazision)
Richtigkeit
oben 0,89 2,10
mitte 3,67 0,03
unten 1,92 1,08

Tabelle 9-15: Kalibrierkenndaten von Cyanacetyldi-
methylharnstoff.

Scanner Video
Steigung a 1,39 9,14
Achsenabschnitt 4,75 27,24
o
Arbeitsbereich [ng] 58-406 58-406
Linearitat
F=21,20
Varianzhomogeni- 1,77 1,36
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 7,15 130,60

weichung RSD
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Tabelle 9-15: Kalibrierkenndaten von Cyanacetyldi-

methylharnstoff.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 0,9987 0,9848
zient
Rel. Verfahrens- 2,20 6,15
standardabwei-
chung V, [%0]
(Prazision)
Richtigkeit
oben 1,12 3,85
mitte 0,46 5,51
unten 432 1,76

Tabelle 9-16: Kalibrierkenndaten von Etofyllin.

Scanner Video
Steigung a; 1,19 6,33
Achsenabschnitt 13,57 64,74
o
Arbeitsbereich [ng] 50,5-353,5 50,5-353,5
Linearitat 0,00 0,75
F=21,20
Varianzhomoge- 2,20 3,14
nitat (P = 99 %, F
= 5,35)
Reststandardab- 8,46 240,77
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 0,9957 0,9636
zient
Rel. Verfahrens- 3,51 18,82
standardabwei-
chung V,q [%0]
(Préazision)
Richtigkeit
oben 1,14 4,44
mitte 3,81 3,36
unten 0,22 1,91
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Tabelle 9-17: Kalibrierkenndaten von Methylxanthin.

Scanner Video
Steigung a 1,88 9,29
Achsenabschnitt 17,34 362,31
Qo
Arbeitsbereich [ng] 53,2-372,4 53,2-372,4
Linearitat 5,96 0,30
F=21,20
Varianzhomogeni- 4,55 5,06
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 5,44 113,29
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 00,9991 0,9942
zient
Rel. Verfahrens- 1,44 572
standardabwei-
chung V,q [%0]
(Prazision)
Richtigkeit
oben 1,10 1,31
mitte 4,72 0,25
unten 1,07 1,71

Tabelle 9-18: Kalibrierkenndaten von Theobromin.

Scanner Video
Steigung a; 1,46 9,07
Achsenabschnitt 25,92 114,48
2h)
Arbeitsbereich [ng] 50,1-350,7 50,1-350,7
Linearitat 13,04 11,06

F=21,20
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Tabelle 9-18: Kalibrierkenndaten von Theobromin.

Scanner Video
Varianzhomogeni- 1,98 2,33
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 7,85 79,17
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 0,9986 0,9986
zient
Rel. Verfahrens- 2,67 4,35
standardabwei-
chung V,q [%0]
(Prazision)
Richtigkeit
oben 7,81 3,36
mitte 3,27 2,07
unten 0,55 0,44

Tabelle 9-19: Kalibrierkenndaten von Theophyllidin.

Scanner Video
Steigung a; 2,99 10,92
Achsenabschnitt -111,29 -116,46
qp
Arbeitsbereich [ng] 100,4-401,4 100,4-401,4
Linearitat 8,51 7,33
F=21,20
Varianzhomogeni- 3,25 2,74
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 18,25 77,92

weichung RSD
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Tabelle 9-19: Kalibrierkenndaten von Theophyllidin.

Scanner Video
Korrelationskoeffi- 00,9997 0,9980
zient
Rel. Verfahrens- 2,42 2,84
standardabwei-
chung V,q [%0]
(Préazision)
Richtigkeit
oben 4 56 0,46
mitte 2,66 1,61
unten 1,29 8,34
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9.5.3 Reinheitsprifung von Chlordiazepoxid

9.5.3.1 Materialien und Reagenzien

Chlordiazepoxid-Base wurde — wie auch die Standardsubstanzen
der Verunreinigungen Nordazepam und Demoxepam - von der
Firma Hoffmann-La Roche (Basel) zur Verfigung gestellt. Amino-
chlorobenzophenon wurde von der Firma Sigma (Deisenhofen)
geliefert. Die Radepur®-Dragees (AWD, Ch.-B. 5009) wurden aus
einer Offentlichen Apotheke bezogen. Der Wirkstoffgehalt betragt 10

mg Chlordiazepoxid-Base/Dragee.

9.5.3.2 Diunnschichtchromatographie

Die Chromatographie erfolgte nach der Methode des Europdaischen
Arzneibuches. Die Banden werden 5 mm breit aufgetragen, wobei
der Abstand zum linken Plattenrand 2 cm betragt, der Abstand zum
unteren Plattenrand 1 cm. Mitttels eines 5-KomponentenflielBmittels
wurde Uber eine Trennstrecke von 6 cm in einer ungesattigten Nor-
malkammer chromatographiert. Das Fliel3mittel setzt sich aus Toluol,
Ethanol, Ethylacetat, Diethylamin und Wasser in den Volumenteilen

70+10+15+4+1 zusammen.

9.5.3.3 Standard- und Probenvorbereitung

Zur quantitativen Bestimmung wurden je 5 mg Aminochlorobenzo-
phenon, Nordazepam und Demoxepam in Methanol gelést und auf
eine Konzentration von 0,01 ng/ml verdinnt. 6-18 nl der Standard|6-

sungen wurden aufgetragen. 100,0 mg Chlordiazepoxid-Base wurde
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als Stammldsung in 10 ml Methanol geldst und 2 m dieser Lésung
aufgespriht. Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden fiinf Dra-
gees pulverisiert und ein Aliquot davon in Methanol geldst. Diese
Losung wurde ohne weitere Probenvorbereitung mit je 70 ng der Ver-

unreinigungen aufgetragen.

9.5.3.4 Aufnahmeparameter

Die Bildaufnahme erfolgte mit einer Mitsubishi-1-Chip-Kamera.
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Default-Werte der

Kameraeinstellung beibehalten.

Tabelle 9-20: Einstellungen des Scanners und der
Mitsubishi- M300E-Kamera.

Scanner Video

Melwellen- 354 MelRwellen- 254

lange [nm] lange [nm]

Spalt [mm] 3,0x0,3 Iris 8

Messungen/ 8 Helligkeit 10

Punkt

MelRart Remission/ Kontrast 5
Extinktion

Background 10

9.5.3.5 Quantifizierung

Die Kalibrierdaten von Demoxepam, Nordazepam und Aminochloro-
benzophenon sind den Tabellen 9-20 bis 9-22 zu entnehmen. Der

Linearitatstest nach Mandel (s. Kapitel 9.4.2) ergab keine signifikant
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bessere Anpassung einer Regressionsfunktion 2. Ordnung. Der nach
Kapitel 9.4.3 durchgefiuihrte Varianzentest bestatigte Varianzhomoge-

nitat Gber alle Kalibrierbereiche.

Tabelle 9-21: Kalibrierkenndaten von Demoxepam.

Scanner Video
Steigung a; 1,91 27,39
Achsenabschnitt 14,85 2385,73
ap
Arbeitsbereich [ng] 60,6-181,8 60,6-181,8
Linearitat F = 0,5 4.5
21,20
Varianzhomogeni- 1,02 1,57
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 5,08 126,67
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 0,9985 0,9940
zient
Rel. Verfahrens- 3,19 5,08
standardabwei-
chung V,, (Prazi-
sion)
Richtigkeit (tsq=
478, P=99,9%,
n=10)
oben 3,75 1,58
mitte 1,88 1,88

unten 0,43 0,43
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Tabelle 9-22: Kalibrierkenndaten von Nordazepam.

Scanner Video
Steigung a 1,85 35,06
Achsenabschnitt 4,36 1978.,9
o
Arbeitsbereich [ng] 61,9-185,7 61,9-185,7
Linearitat F = 11,6 5,8
21,20
Varianzhomogeni- 1,43 1,59
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 1,4585 124,17
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 00,9998 0,9966
zient
Rel. Verfahrens- 0,94 3,81
standardabwei-
chung V,, (Prazi-
sion)
Richtigkeit
(tsoll= 4'78'
P=99,9%, n=10)
oben 3,83 0,58
mitte 1,56 2,06
unten 0,04 3,22

Tabelle 9-23: Kalibrierkenndaten von Aminochloro-

benzophenon.
Scanner Video
Steigung a; 2,25 40,55
Achsenabschnitt 13,52 2932,22
ao

Arbeitsbereich [ng] 75,96-177,24 75,96-177,24
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Tabelle 9-23: Kalibrierkenndaten von Aminochloro-

benzophenon.
Scanner Video

Linearitat F = 0,25 6,05
21,20
Varianzhomogeni- 2,20 5,30
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 6,41 5,17
weichung RSD
Korrelationskoeffi- 0,9988 0,9986
zient
Rel. Verfahrens- 2,81 2,45
standardabwei-
chung V, (Prazi-
sion)
Richtigkeit
(tsoII: 4'78
P=99,9%, n=10)
oben 2,16 0,34
mitte 0,05 0,05
unten 0,91 1,04

9.5.4 Gehaltsbestimmung von POPG und DPPC

9.5.4.1 Materialien und Reagenzien

Die Standardsubstanzen POPG und DPPC sowie die Proben LSF
(Ch.B. ERall) wurden von der Firma Byk Gulden Lomberg bereitge-
stellt. Kupfer-(ll)-Sulfat-Pentahydrat sowie 85%-ige Phosphorsaure

wurde in p.a.-Qualitat (Merck, Darmstadt) eingesetzt.
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9.5.4.2 Dunnschichtchromatographie

Die HPTLC-PIlatten wurden im Flielmittel Toluol, Methanol, Eisessig
und Wasser (28+8+3,2+2, v+v) vorgereinigt und an der Luft getrock-
net. Probe und Standards wurden mit einer Aufsprithgeschwindigkeit
von 8 s/m 5 mm bandférmig aufgespruht, wobei ein Plattenrand von
5 cm zum linken und 1,5 cm zum unteren Plattenrand eingehalten
wurde. Die Entwicklung der Platte wurde in einer gesattigten Dop-
peltrogkammer 20 x 20 cm (CAMAG, Berlin) durchgefiihrt. Nach
einer Trennstrecke von 7 cm (ca. 30 Minuten) wurde die Platte kurz
Im Warmluftstrom getrocknet und anschlieRend 7 Minuten bei 110°C

auf der Heizplatte erhitzt.
Derivatisierung:

Die Glasseite der Platte wurde nach Erlangen der Raumtemperatur
mit Ethanol gereinigt. AnschlieRend wurde die Platte in 10%-iger
Kupfer-(I1)-sulfat-Pentahydrat-Losung (in 4 %-iger Phosphorsaure)
fur 2 Sekunden bis zur FlieBmittelfront getaucht. Zum Tauchen wurde
ein elektronisches DC-Tauchgerat (Baron, Reichenau) mit einem 200
x 100 mm Glaseinsatz (Desaga, Wiesloch) verwendet. Nach dem
Tauchen wurde die Platte sofort flir ca. 3 Minuten waagerecht abge-
legt, bis die Tauchlésung eingezogen war. AnschlieBend wurde die
Platte 5 Minuten bei 110°C und dann 30 Minuten bei 170°C erhitzt.
Wahrend der Entwicklung und Derivatisierung muf3te darauf geach-
tet werden, dal3 kein Staub auf die Platte gelangt, da dieser beim

Erhitzen auf 170°C verbrennt und ebenfalls dunkle Flecken ergibit.
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9.5.4.3 Standard- und Probenvorbereitung

Zur Herstellung der Standardlésungen fir die Reinheitsprifungen
wurden 26 mg DPPC in 50 ml Methanol geldst. Dies entsprach einer
Konzentration von 0,5 mg DPPC/mI (1%-Vergleich DPPC fir unbe-
kannte Nebenprodukte). Aus dieser L6ésung wurde durch weitere
Verdinnung eine Konzentration von 0,05 mg DPPC/ml erreicht
(0,5%-Vergleich DPPC fur unbekannte Nebenprodukte). Zur Her-
stellung der Standards fur die Gehaltsbestimmung wurden 40 (D1),
50 (D2) und 60 (D3) mg DPPC sowie 20 (P1), 25 (P2) und 30 (P3)
mg POPG jeweils einzeln in einen 20 ml-Mel3kolben eingewogen.
Durch weitere Verdinnung ergaben sich theoretische Konzentratio-
nen an DPPC von 0,4-0,5 und 0,6 mg/ml, an POPG von 0,2-0,25 und
0,3 mg/ml.

238 mg Pulver wurden fur die Probenlésungen der Reinheitspri-
fung entnommen und in einem 10 ml-Mel3kolben mit Methanol
geldst. 5 ml dieser Losung wurden mit einer EPA 8 Zentrifuge (Het-
tich, Tuttlingen) bis zur Klarung zentrifugiert (ca. 5 Minuten bei 6000
UpM). Die Probenlésung enthalt 10,5 mg/ml DPPC und 4,5 mg/ml
POPG freie Saure. Zur Gehaltsbestimmung wurden 210 mg Pulver
in einem 50 mI-MeRRkolben mit Methanol geldst. 8 ml dieser Lésung
wurden mit einer Eppendorf Zentrifuge zentrifugiert, bis die Lésung
klar war (ca. 5 Minuten bei 3500 UpM). Vom Zentrifugat wurde durch
weitere Verdinnung eine Konzentration 0,5 mg/ml DPPC und 0,25

mg/ml POPG der Probenlésung erreicht.
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Zur Gehaltsbestimmung wurden je 2 m der Probe- und Standard-
l6sungen im Data-pair-Verfahren aufgetragen. Fir die Reinheitspru-
fung wurden 2 m (entsprechend 0,5 %-Vergleich) und 4 m (entspre-
chend 1%-Vergleich) DPPC-Standardlésung aufgetragen, sowie 2 ni

der Probel6sung.

9.5.4.4 Aufnahmeparameter

Die derivatisierte Platte muf3te innerhalb von 30 Minuten aufgenom-
men bzw. vermessen werden, da die Farben verblassen. Die Auf-
nahme der HPTLC-Platte erfolgte mit dem CAMAG-Videogerat.

Tabelle 9-24: Einstellungen des Scanners und der Hitachi-
HV-C20-Kamera.

Scanner Video

MeRwellen- 365 MeRwellen- VIS

lange [nm] lange [nm]

Spalt [mm] 0,1x2,0 Belichtungs- 1 Vollbild,

zeit 0,04 Sekun-

den

Messungen/ 8 Bildakkumu-  aus

Punkt lation

MelRart Remission/ Filter keiner

Extinktion

9.5.4.5 Quantifizierung

Die Kalibrierdaten der Kalibrierfunktionen ergeben sich aus den
Peakflachenwerten der 7 Standardkonzentrationen. Der Linearitats-
test nach Mandel (Kapitel 9.4.2) ergab keine signifikant bessere

Anpassung einer Regressionskurve 2.0rdnung. Die Richtigkeit
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wurde nach Gleichung (9-4) (f=n-1, n=5, P=95%, t,,,= 2,776)
ermittelt. Der nach Kapitel 9.4.3 durchgefuhrte Varianzentest besta-

tigte Varianzhomogenitat Gber alle Kalibrierbereiche.

Tabelle 9-25: Statistische Kenndaten von DPPC.

Scanner Video
Steigung a; 277,42 14,02
Achsenabschnitt 6846,81 253,06
ap
Arbeitsbereich [ng] 0,7-1,3 0,7-1,3
Linearitat F=18,5 0,25 5,30
Varianzhomogeni- 2,60 1,09
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 7,87 204,72
weichung RSD
Korrelationsko- 0,9968 0,9946
effizient
Rel. Verfahrens- 1,11 1,46
standardabwei-
chung V, (Prazi-
sion)
Rel. system. 2,35 1,98
Abweichung (Rich-
tigkeit)
Richtigkeit (tso=
2,77, P=95 %,n=5)
oben 447 1,46
mitte 0,99 0,71

unten 1,41 2,59
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Tabelle 9-26: Statistische Kenndaten von POPG.

Scanner Video
Steigung a 21,57 338,74
Achsenabschnitt 119,5 4401,78
o
Arbeitsbereich [mg] 0,35-0,65 0,35-0,65
Linearitat F=18,5 1,11 0,96
Varianzhomogeni- 1,13 1,20
tat (P =99 %
F =5,35)
Reststandardab- 6,93 52,95
weichung RSD
Korrelationsko- 0,9984 0,9990
effizient
Rel. Verfahrens- 1,13 0,622
standardabwei-
chung V, (Prazi-
sion)
Richtigkeit (tsq=
2,77, P=95 %,
n=>5)
oben 1,48 2,29
mitte 2,04 2,09
unten 1,89 1,85

9.5.5 Quantifizierung von Cinchocain

9.5.5.1 Materialien und Reagenzien

Die Hauptsubstanz Cinchocainhydrochlorid sowie die vermessenen

Salbenproben wurden von der Firma Byk Gulden Lomberg zur Verfu-

gung gestellt. Es handelte sich hierbei um Faktu®-Salbe unterschied-

licher Chargen (Ch.B. 299721, 299701, 299741). Der Wirkstoffgehalt

an Cinchocainhydrochlorid ist mit 10 mg/g Salbe angegeben.
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9.5.5.2 Dunnschichtchromatographie

Probe- und Standardlésungen werden im Data-Pair-Verfahren auf
die Platte aufgespriht. Die methanolischen Lésungen wurden mit
einer Aufspriihgeschwindigkeit von 8 s/ml bandférmig (8 mm) aufge-
spriht. Der Abstand zum linken und unteren Plattenrand betrug
jeweils 1,5 cm. Die Chromatographie erfolgte in einer gesattigten
Doppeltrogkammer mit Toluol, Aceton, Methanol und 25 %-igem
Ammoniak (25+15+2,5+0,5, v+v) als Fliemittel. Zum Erreichen der
Kammersattigung wurde in den vorderen Trog der Kammer Flie3mit-
tel eingefillt. Die HPTLC-Platte wurde in den hinteren, flieBmittel-
freien Trog gestellt, die Kammer mit dem Deckel verschlossen und
10 Minuten in diesem Zustand belassen. Danach wurde — um die
Chromatographie zu starten — die Kammer nach hinten geneigt, so
dal3 die Halfte der FlieRmittelmenge in den Trog mit der Platte flof3. In
einer Zeit von ca. 20 Minuten wurde Uber eine Trennstrecke von 8
cm chromatographiert. AnschlieRend wurde im Warmluftstrom

getrocknet.

9.5.5.3 Standard- und Probenvorbereitung

Ca. 1 g Salbe wurde in 50 ml Methanol bei 40°C im Wasserbad unter
leichtem Umschwenken geldst. Nach dem Abkthlen wurde durch ein
Membran-Einmalfilter 0,45 nm filtriert. Die ersten 1-2 Milliliter des Fil-
trates wurden verworfen, das restliche Filtrat diente als Stammlo6-
sung. Von der Stammlosung wurde 1 ml zu einer Konzentration von

0,01 ng/m verdinnt.
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9.5.5.4 Aufnahmeparameter

Tabelle 9-27: Einstellungen des Scanners und der Hitachi-
HV-C20-Kamera.

Scanner Video
Anregungs- 312 Anregungs- 366
wellenlange wellenléange
[nm] [nm]
Lampe Quecksilber-  Belichtungs- 7 Vollbilder,
dampflampe  zeit 0,28 Sekun-
den
Spalt [mm] 0,1x2,0 Bildakkumu-  an
lation
Messungen/ 8 Filter-Typ Gelbfilter 2A
Punkt (75 x 75 mm)
MelRart Remission/ Kontrastwert 1
Fluoreszenz  der Digitali-
sierkarte

Kanten-Filter 370 nm

9.5.5.5 Quantifizierung

Fur die guantitative Bestimmung von Cinchocain wurde ein Arbeits-
bereich von 50-350 ng gewahlt. Die Peakflachen dienten zur Berech-
nung der Kalibrierkenndaten und der Analysenergebnisse. Der
Linearitatstest nach Mandel (s. Kapitel 9.4.2) ergab keine signifikant
bessere Anpassung einer Regressionsfunktion 2. Ordnung. Der nach
Kapitel 9.4.3 durchgefiihrte Varianzentest bestatigte Varianzhomoge-
nitdt dber alle Kalibrierbereiche. Der t-Wert der Richtigkeit wurde

nach Gleichung (9-4) ermittelt.
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Tabelle 9-28: Statistische Kenndaten von Cinchocain.

Scanner Video
Steigung a; 3,27 116
Achsenabschnitt 51,8 2174
qp
Arbeitsbereich [ng] 106-424 106-424
Linearitat F = 9,95E-05 154
21,20
Varianzhomogeni- 4,0 1,0
tat (P =99 %, F =
5,35)
Reststandardab- 14,56 4,07
weichung RSD
Korrelationsko- 0,99937 0,99579
effizient
Rel. Verfahrens- 1,34 4 35
standardabwei-
chung V,g
RIChtngeIt (tSOH:
2,57, P=95 %,n=6)
oben 2,55 1,97
mitte 2,14 0,72
unten 2,54 1,54
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