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Worum geht es?

 Von der DC zur HPTLC  

 Das allgemeine Kapitel 2.8.25

 HPTLC in der Praxis

 HPTLC Fingerprints und ihre quantitativen Aspekte

 HPTLC Fingerprints als Alternative zum HPLC Assay
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Von der DC zur HPTLC – Erste Ausgabe PhEur 1969
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Aus: Egon Stahl, Dünnschichtchromatographie 
Ein Laboratoriumshandbuch Springer 1967 Selbstgestrichene Platten

 Gesättigte Kammer (20x20 cm)

In den Monographien definiert:

 Adsorbens/Aktivierung

 Untersuchungs- und Testlösung

 Auftragevolumen

 Mobile Phase, Temperatur, Laufstrecke

 Trocknung, Derivatisierung

 Resultate



Von der DC zur HPTLC – Vierte Ausgabe PhEur 2001, Kapitel 2.2.27.
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Aus: H. Wagner, S Bladt, Plant Drug Analysis, A TLC Atlas, 
Springer 1996

 Fertigplatten

 Gesättigte Flachboden- oder Doppeltrogkammer

 Punktauftragung oder Bandauftragung

 2D – Entwicklung

Neu: Horizontalentwicklung (impliziert HPTLC?)

 1-2 mm Punkte oder 5-10 mm Bänder

 Entwicklung von gegenüberliegenden Seiten

 2D

Neu: Quantitative Auswertung

 Densitometrie

 Absorptions- oder Fluoreszenzmessung



Von der DC zur HPTLC – Pharmeuropa 15.3, 2003
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Von der DC zur HPTLC – Pharmeuropa 15.3, 2003

Swissmedic Expertentreffen 20186

HPTLC ist miniaturisierte DC mit speziellen,
feinkörnigen Platten und angepassten
Parametern

 Zeitersparnis

 Weniger Lösungsmittel

 Einfach zu standardisieren

 Reproduzierbare Ergebnisse

Schweiz: Antrag auf Revision 
des Kapitels 2.2.27



HPTLC = Miniaturisierte DC
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HPTLC = miniaturisierte DC

3. Weniger Fliessmittel, kürzere Entwicklungszeit, mehr Proben

2. Die Schicht

Kleine Teilchen, enge 
Klassierung → höhere 
Trennleistung

HPTLC: 20 x 10 cm

1. Die Platte

TLC: 20 x 20 cm
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Von der DC zur HPTLC – Ausgabe 5.4 2005
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 Vorwaschen und Trocknen der Platte

 Derivatisierung («behandeln»)

NEU: HPTLC Parameter in [Klammern]

NEU: Dokumentation



Mobile Phase: Dichlormethan, Ethylacetat 98:2 (v/v)
Platte: Kieselgel 60
Derivatisierung: Anisaldehyd-Reagenz 

Identifizierung von Acanthopanax für PhEur
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Welches Chromatogramm soll die Basis für 
die Resultatbeschreibung sein? 



Viele Parameter sind in 2.2.27 nicht eindeutig definiert und werden in den 
Monographien unterschiedlich beschrieben …
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Platten Layout Punkt oder Band Bandlänge Abstand Fliessmittelpegel

3 cm       4 cm       5 cm      6 cm       7 cm     8 cm

Laufstrecke

TTC HDC

unges. ges. vorkon. unges. ges. sandw.
Kammerkonfiguration/-sättigung  Relative Feuchte
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2012 HPTLC Association: www.hptlc-association.org
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Ringversuch: HPTLC von Flavonoid-Drogen, EDQM Gruppe 13B

1                                   2      3      4                             1                          2                  3                         1       2      3      4       X                        1        4                   3        2   

1                          2                         3                          4                                             1                         2                         3                         4        

Laboratory 5 (instrumental) Laboratory 5 (manual)

1             2     3      4                                1      2                          1       2      3       4      X 

Laboratory 8 Laboratory 2 Laboratory 3

Laboratory 6 Laboratory 7

Römische Kamille, Blüten
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Kapitel 2.8.25. PhEur 9.0 Januar 2017
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 20x10 cm HPTLC Glasplatte Si 60 F254

 Auftragung: 15 Bahnen, 8 mm Bänder, 8

mm vom unteren Rand, erste Bahn bei

20 mm

 Konditionierung bei 33% relative Feuchte

 Entwicklung: Doppeltrogkammer, 20 min

Sättigung (Filterpapier), 5 mm

Fliessmittelpegel, 70 mm vom unteren

Rand



1 2 3 4 5 6

1: Isoquercitrin; 2: Hyperosid; 3: Isovitexin; 4: Apigenin; 5: Rutin; 6: Chlorogensäure

2

6

1

2

3

6

1

5

3

4

Systemspezifische Eignungsprüfung (SST) Beispiel: Flavonoide
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Mobile Phase: Ethylacetat, Ameisensäure, Wasser (80:10:010)
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1. Ethylacetat, Essigsäure, 
Ameisensäure, Wasser 
(100:11:11:27)

2. Ethylacetat, Ameisensäure, 
Wasser (15:1:1)

Hyperosid
Chlorogensäure

1       2 2                   2

Isoquercitrin Isoquercitrin
Caftarsäure Chlorogensäure

Systemspezifische Eignungsprüfung (SST) Beispiel: Flavonoide
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Einführung von Intensitätsmarkern – Beispiel Chlorogensäure (CA)
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Intensive Zone: 
Intensiver als CA- Zone (a)

Zone ohne Intensitätbeschreibung:  
Ähnlich der Intensität der CA – Zone (a)

Schwache Zone:
Ähnlich der Intensität der CA – Zone (b)

Sehr schwache Zone:
Weniger intensive als CA Zone (b)

Zur visuellen Beurteilung

R R
¼ 

4-fach verdünnt

(a)            (b)
Chlorogensäure

Apigenin-
7-O-glucosid

R und R¼: Referenzlösungen
17



HPTLC in Pharmeuropa und Knowledge Datenbank: Römische Kamillenblüten
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Standardisierte Arbeitsweise - Reproduzierbarkeit qualifizierter Daten 
Ganoderma

2012

2016

2012
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HPTLC in der Praxis

 Off-line Prozess (alle Schritte sind unabhängig in Zeit und Ort)

 Trennung nach Position (gleiche Zeiten für alle Komponenten)

 Detektorsignal als Funktion des Ortes auf der Platte

 Unvollständige Trennung der Probe  fixe 2-dimensionale Anordnung auf der Platte

 Vollständige Massenbilanz!

 Mehrfachauswertung möglich

 Elektronische Bilder 
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HPTLC in der Praxis

Probe(n)

Analyse

Datenerzeugung

Chromatographie

Fingerprint

Auswertung
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HPTLC Fingerprint (1): eine Bahn

 Ein HPTLC Fingerprint:

 Ist das (elektronische) Bild des Chromatogramms 

 Ist ein Abbild der Probe (Proben ID)

 Schliesst Auftrageposition und Front ein

 Besteht aus einer Sequenz (farbiger) Zonen 

 Kann mehrere Bilder aus verschiedenen

Detektionsmodi enthalten 
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HPTLC Fingerprint (2): die Platte

Eine Bahn (normalerweise Bahn 1) enthält den SST, die Chromatogramme sind klar strukturiert, die 

Zonen sind parallel und horizontal, RF Skala! 

Bis zu 14 Fingerprints pro Platte, die mit der Platten ID verbunden sind (Chromatographische Daten)

Ein HPTLC Fingerprint enstammt immer einer bestimmten Platte:

Bei gleicher Chromatographie und bestandenem SST können Fingerprints 
von verschiedenen Platten miteinander verglichen werden
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HPTLC Fingerprint (3): Peak Profile 

 Scanning-Densitometrie

 200 nm bis 800 nm

 Absorptions – oder Fluoreszenzmessung

 Bildauswertung

 UV 254 nm, UV 366 nm, (Weisslicht) vor Derivatisierung

 (UV 254 nm), UV 366 nm, Weisslicht nach Derivatisierung

200 nm
250 nm
300 nm
350 nm
366 nm
400 nm
450 nm

Black cohosh
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Peakprofile aus elektronischen Bildern

Auftrageposition

Front 50 % der Zone werden 
ausgewählt und pro Zeile 

gemittelt

5 % unterhalb der Auftrageposition und 
5% über der Front

Bildpunkte

R: 223
G: 160
B: 003

Für jeden RF Wert wird die mittlere  
Luminanz berechnet

L =  1/3 R + 1/3 G + 1/3 B

Darstellung von L als Funktion von 
RF erzeugt das Peakprofil vom Bild
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HPTLC Fingerprint (4): Quantitative Information 
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Ginkgo biloba Profil
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Produkt mit  
eingestelltem Gehalt

51 g Droge

1 g 
Trockenextrakt

240 mg 
Flavonoide

120 mg  
Extrakt + 
Hilfsstoffe 

Äquivalent zu 100 mg Droge 
in 1 mL Probenlösung

Ginkgo – quantitativ gesehen….

Ginkgo 
Blätter
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«Comprehensive HPTLC Fingerprinting»

 HPTLC Fingerprints (Bilder), die zur Identifizierung erstellt 
wurden, enthalten zusätzliche Information… 

 Comprehensive HPTLC fingerprinting beinhaltet: 

Information über 
 Identität
 Reinheit
 Gehalt

Bilder Peak Profile von Bildern (PPI)

Diese 
Darstellung 

erlaubt 
quantitative 
Auswertung
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Qualitätskontrolle einer Pflanzendroge – Fallstudie Angelica gigas

Diese Methode (PhEur Angelica spp.) kann 28 Angelica und verwandte Arten 
unterscheiden  

Reinheit

Gehalt

Kann sie Mischungen mit anderen Arten detektieren?  3 asiatische Hauptarten von Angelica

1% A. 
acutiloba 
in A. gigas

1% A. 
gigas in A. 
acutiloba

1%  A. 
sinensis 
in A. gigas

1% A. 
gigas in A. 
sinensis

Gegen einen Referenzstandard wird der Mindestgehalt überprüft

Identität
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HPTLC - Fingerprints als Alternative zu (HPLC) Assays in TCM Drogen?

 Analytische Marker beschreiben nur einen kleinen Bruchteil der Droge 

 Kann man Gehaltsbestimmung mit Identifizierung verbinden?

 Wie kann man (visuelle) HPTLC Chromatogramme quantitative auswerten?

 Welche Referenzpunkte gibt es?

 Sind die Ergebnisse mit bisherigen Daten vergleichbar?

 Pilotprojekt in der WP TCM! 
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Fall 1: Referenzextrakt / Referenzdroge mit bekanntem Gehalt wird bis zur
Sichtbarkeitsgrenze verdünnt, um einen Minimalgehalt zu definieren

Top of the plate 

[a] 3 weak fluorescent zones

‐‐‐
[b] Peiminine: A blue fluorescent
zone 

[c] A weak greenish fluorescent
zone
[d] Peimine: a greenish fluorescent
zone
[e] A weak bluish fluorescent zone
‐‐‐
[f] A bluish fluorescent zone
[g] A weak brownish fluorescent
zone
[h] A weak brownish fluorescent
zone

‐‐‐

[a] A faint greenish zone 
(Peimine)

‐‐‐

‐‐‐

[a] A faint greenish zone 
(Peimine)

‐‐‐

Reference solution R1:20 Test solution T1:20

Fritillaria Zwiebeln
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Peimin



Fall 2: Minimalgehalt wird gegen einen Intensitätsmarker bestimmt
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L = 
(0.3xR) + 
(0.3xG) + 
(0.3xB)
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TetrahydropalmatineIntensity
marker

R1/4

Corydalis



Durchschnitts-Fingerprint umfasst die natürliche Varabilität

 Durchschnitts-Fingerprint von 12 Proben
 Es representiert die Durchschnittliche Intensität / 

den Gehalt Referenzbild

Vom Durchschnitts-Fingerprint kann das 
Durchschnitts-Profil berechnet werden

Range

Fall 3: Fingerprint als “Limit Test”



Peimine

A 1      2      3     4       5      6      7      8       9 

Fallstudie Fritillaria

Peiminin

Peimin

1

2

3

4

5

6

7

8

9

A
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FTIR / HPLC
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Fallstudie Fritillaria
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Optimierung der mobile Phase

Extraktionsmethode

Keine kritischen Lösungsmittel  

Vereinfachte Extraktion

Bessere Reproduzierbarkeit

Neu: Toluen, Aceton, Diethylamin
(9:9:1.2); ungesätigte Kammer

Bisher: Ethylacetat, Methanol, Ammoniak 
25% (85:10:5); gesättigte Kammer

Repeatability

 Gleiche Instrumente

 5 Analysen

 ∆RF ≤ 0.02

Swissmedic Expertentreffen 2018



Fallstudie Fritillaria

Fingerprints (ID) und Referenstandards als PeakprofileKalibrierkurven für 2 Marker: Peimin und 
Peiminin

Peimin

Peiminin

Verdünnung der Proben 1:25  im Arbeitsbereich
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Fallstudie Fritillaria

 Gehalt an Markern (Peimin und Peiminin) wurde für 9 Proben bestimmt 

Peimine % Peiminine %
S17754 0.078 0.023
S17755 0.102 0.029
S17756 0.074 0.015
S17757 0.079 0.021
S17758 0.067 0.014
S17759 0.009 0.048
S17760 0.078 0.022
S17761 0.007 0.023
S17762 0.033 0.039

average 0.058 0.026

S17754 S17755 S17756 S17757 S17758 S17759 S17760 S17761 S17762
Peimine 0.078 0.102 0.074 0.079 0.067 0.009 0.078 0.007 0.033
Peiminine 0.023 0.029 0.015 0.021 0.014 0.048 0.022 0.023 0.039

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

0.09

UV 366  NM

Peimine Peiminine
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SOP für einen Ringversuch

SOP  beschreibt Identifizierung der Droge und Test auf Mindestgehalt für 2 Marker
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Fingerprints werden in Peakprofile umgewandelt
Peimine Peiminine 
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Zusammenfassung

 Die HPTLC hatte einen langen und steinigen Weg bis zum allgemeinen Kapitel 2.8.25.

 Neben deutschen und britischen Kollegen haben vor allem Schweizer Experten massgeblich 

zur Entwicklung des HPTLC Konzeptes beigetragen

 Heute ist HPTLC allgemein akzeptiert und es wird geprüft, ob sie quantitativ eingesetzt 

werden kann, um den Einsatz von Monographien für pflanzliche Drogen in der Praxis zu 

vereinfachen
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Herzlichen Dank für Ihre Aufmerksamkeit    
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