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PAPIERCHROMATOGRAPHIE DER TETRACYCLINSTOFFE 

M. URX, J. VONDRACKOVA, L. KOVAfifK, 0. I-IORSKY UND M. HEROLD 

Fo~sckun&aslitul fiir Antibiotika, 
Roztoky bei Prag (Tsclrecltoslowakei) 

(Eingcgangen den 26. September 1962) 

Analytische Arbeitcn, die sich mit der Papierchromatographie der Tetracycline 
beschgftigen, beschranken sich auf die Trennung der Tetracycline, die in der allgemei- 
nen klinischen Praxis verwendet werden (Chlortetracyclin, Tetracyclin, Oxytetra- 
cyclin). Die Autoren wenden entweder das System : Butanol-EssigsZure-Wasser in 
verschiedenen Verhaltnissenl-3 oder andere, manchmal ziemlich komplizierte Ge- 
mische als Entwicklungssysteme an *--O. Arbeiten, die sich mit dem Studium der 
Struktur der Tetracyclinstoffe beschaftigen, beschreiben dagegen eine Reihe van 
Systemen, in welchen sich die Grundstoffe von ihren Epimeren trennen7-10 und 
Demethyl- und Dehydroderivate unterschieden werden ktjnnen, 

Von diesen ist fur rasche Orientierungsarbeiten die Methode von SELZER~ be- 
sonders geeignet, die mit dem System Chloroform-Nitromethan-Pyridin (IO : 20 : 3) 
arbeitet und das Rundpapier mit Mcllvaine’s Puffer befeuchtet. . 

Wir haben ein anderes System gesucht, das dieselbe Trennfghigkeit aufweisen 
wiirde und aus solchen Lijsungsmitteln besteht, die allgemein zur Verfiigung stehen. 
Wir hatten eine Schnellmethocle auszuarbeiten, welche ftir die Analyse der kristal- 
linischen Stoffe ebenso wie fur Filtrate der G&l&ungen benutzt werden kdnnte. 

Unseren Ansprtichen entsprach das zweiphasige System : Mcllvaine’s Pufferl8sung 
pH 4.S/Chloroform-Butanol (4: I) am besten. Das System haben wir bei dem von 
MISTRETTA~~ beschriebenen Verteilungsverfahren der Tetracycline in knwendung ge- 
bracht. 

Wie nach den bei der Verteilung der Tetracycline gewonnenen Erfahrungen vor- 
auszusetzen war, hat sich das angeftihrte System besonders bei der Chromatographie 
des Gemisches von Chlortetracyclin, Tetracyclin und ihrer Demethylderivate bewghrt. 
Ftir diese Stoffe geben wir such die RF-Werte an. 

EXPERIMENTELLES 

Frisch destilliertes Chloroform und s-Butanol 
0.1 M CitronensZurelijsung p.a, 
0.2 M sekundares Natriumphosphat p-a. 
Wasserige Ammoniakltjsung konz. 
Rundpapier Whatman No. I, Durchmesser 28 cm, oder 45 cm lange Streifen 
Chromat ographiekammern 
U.V.-Strahlungsquelle : Phillora HPW 125 W, Typ 57202 E/70. 
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Arbeitsweise 

Chloroform und m-Butanol mischen wir im Verhgltniss 4: I (Entwicklungsphase). 
Citronen&ureli%ung und sekundgres Natriumphosphat werden im Verhgltniss IO.92 : 
9.08 gemischt und auf pH-Wert 4.5 eingestellt (wgsserige Phase). Beide Phasen sgttigt 
man gegenseitig durch rz-stiindiges Rtihren. Dann ftillt man beide Phasen getrennt in 
die Chromatographiekammern und l&St diese vollkommen mit den DZmpfen &i,ttigen. 
Auf dem Rundpapier Whatman No. I bezeichnet man, I cm von der Mitte entfernt, 
den Start und trggt 6 Proben von je IO ,ul der Lasung in einer Konzentration von 
goo-IOOO y des Antibioticurns per ml auf. Unmittelbar vor der Entwicklung bespritzt 
man das Chromatographiepapier mit McIlvaine’s Pufferlijsung pH 4.5 (die mit der 
Entwicklungsphase ges&ttigt wurde) so, dass es gleichmgssig befeuchtet ist und stellt 
es gleich in die Chromatographiekammer ein. Die Entwicklung dauert ca. go Minuten. 
Die Front wandert 12 cm vom Start (Fig. I). Das entwickelte getrocknete Chroma- 
togramm s&ttigt man mit Ammoniakdgmpfen und fiihrt die Detektion der gelb fluores- 

Fig. I. Chromatogramm’ am Rundpapier. I ‘&. Chlortetmcyclin : 3 = Tetmcyclin ; 5 = Demethyl- 
chlortetracyclin ; 2,4,G = Gemisch aller Tetracycline. 
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zierenden Flecken der Tetracyclinstoffe mitt& U.V.-Licht durch. Bei aufsteigender. 
Entcvicklung folgt man dieselbe Arbeitsweise. Die Entwicklung dauert aber 24 Stun-, ‘: 

den. Die Front wandert bier 34 cm vom Start (Fig 2). ‘, 
. 

ERGEBNISSE 

Die Rundpapiermethode ist besonders deswegen vorteilhaft, weil sie die Miiglichkeit 
rascher orientation iiber die Zusammensetzung des Tetracyclingemisches -bietet. 
Abgesehen van der fur die aufsteigende Entwicklung des Chromatogramms benatig- 
ten lgngeren Zeit ergibt .dieses Verfahren gleichwertige Resultate. Bei der absteigen- 
den Entwickhmg bilden sich regelmZssig “SchwZnze”. 

Die RF-Werte einzelner Stoffe dieser Gruppe sind soweit verschieden (siehe 
Tabelle I), dass sich die Stoffe voneinander vollkommen trennen mit Ausuahme der 
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Methode ist jecioch weit niedrigcr. Man ltann Zonen, die einer Menge von 0.5 y 
der Substanz entsprechen, no& vcrl%sslich nachweisen, mit einiger praktischen 
Erfahrung kann man 0.2 y der Substanz noch wahrnehmen. Die Empfindlichkeit 

. . . . TABELLE I 

RI.-- Wtvf c 

Chlortetracyclin 0.69.5-0.727 
Dcn~ctl~ylcl~lortctracyclin 0.561-0.597 
Tctracyclin 0.47 -0.50 
Dcmethyltetracyclin 0.38 -0.414 
Epimcre 0.27 -0.30 
X’ 0.24 -0.27 

l Dcr Stoff X hat im U.V.-Licht die Eigcnschaften dcr Tetracycline uncl ltann durch Einwir- 
lcung von ChlorwasserstoffsYure in das Anhyclroclerivat iibcrfiihrt wcrclen. Seine gensue chcmischc 
Zusammcnsctzung ist uns j cdoch unbcltannt. 

wird selbst durch Begleitstoffe, die in der G&rlosung enthalten sind, nicht beein- 
flusst. In einem Tetracyclingemisch wird eine Komponente, die 5 % der Tetracycline 
ausmacht such bei einer Cesamtmenge aller Tetracycline von IO y noch verljisslich 
nachgewiesen, 

ZUSAMMENFASSUNG 

Wir haben, eine Methode der Papierchromatographie der Tetracyclinstoffe im zwei- 
phasigen System: McIlvaine’s Pufferlijsung pI3 4.S/Chloroform-+Butanol (4: I) be- 
schrieben. Am Rundpapier findet im Laufe von go Minuten die vollkommene Tren- 
nung des Chlortetracyclins und Tetracyclins von den Demethylanalogen und Epi- 
meren statt. Mittels Fluoreszenzdetektion lcdnnen noch 0.5-0.2 y der Stoffe wahrge- 
nommen werden. 

SUMMARY 

A description is given of a method for the paper chromatography of tetracycline anti- 
biotics, using the two-phase system McIlvaine’s p1-I 4.5 buffer/chloroform-?z-butanol 
(4: I). With circular development, it is possible to obtain a complete separation of 
chlorotetracycline and tetracycline from their demethyl-analogues and epimers 
within go minutes. By observing the fluorescence, it is possible to detect as little as 
0.5-0,~ y of the substances. 
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