I20 NOTES

CHROM, 3565

Zur clunnschlchtchromatograph|schen Trennung und Identifizierung
tuberkulostatisch wirkender Antibiotica

Zur Behandlung der Tuberkulose werden in steigendem MaBe neben anderen
Tuberkulostatica Antibiotica eingesetzt. Hierbei kommen auch sehr hiufig Arznei-
mittelkombinationen zur Anwendung. In Cavernenfiillmassen zur Behandlung der
chronischen Lungentuberkulose werden gleichfalls Antibiotica eingearbeitetl. Im
einzelnen handelt es sich um Rifamycin SV, Capreomycinsulfat, Kanamyecinsulfat,
Viomycinsulfat, pL-Cycloserin und Streptomycinsulfat (gelegentlich auch um Di-
hydrostreptomycinsulfat). Zur Lésung vielfiltiger Problemstellungen ist eine ein-
deutige Trennung und Identifizierung der Antibiotica erforderlich. Zur analytischen
Auftrennung bot sich die Diinnschichtchromatographie an. Bisher liegen hierzu nur
wenige Literaturhinweise vor. ITo et 2.2 trennten auf Cellulose MN 300-Diinnschicht-
chromatographie-Platten Streptomycin, Vioemycin und Kanamycin. IKEKAWA ¢¢ al.3
berichteten weiterhin iiber die Trennung von Kanamycin A und Viomycin auf Kiesel-
gel G-Schichten. Dariiber hinaus gelingt nach NUSSBAUMER UND SCHORDERET? ein
Nachweis von Streptomycin neben Dihydrostreptomycin durch Zusatz von Phenyl-
hydrazin (Reaktion mit der Aldehydgruppe des Streptomycins). Da die angefithrten
Verfahren nur einzelne Antibiotica beriicksichtigen und eine Trennung aller oben an-
gefithrten Verbindungen nicht zulassen, bemiihten wir uns um Ausarbeitung eines
geeigneten Verfahrens.

Wir {iberpriiften zunichst neben einer Reihe unterschiedlicher Entw1cklungs-
fliissigkeiten insbesondere die bereits auf dem Antibioticagebiet zur Anwendung ge-
kommenen Losungsmittelgemische, u.a. die von ITo und IKERAWA beschriebenen,
ohne daB hiermit eine eindeutige Trennung der 6 Antibiotica zu erreichen war. Wih-
rend aus einem Antibioticagemisch im allgemeinen Rifamycin und Cycloserin relativ
leicht abtrennbar waren, bereitete die diinnschichtchromatographische Identifizierung
der weiteren Antibiotica~insbesondere von Capreomycm Viomycin und Kanamycin-
erhebliche Schwierigkeiten.

Die Anwendung von Cellulose und Aluminiumoxid als Schichtmaterial fiihrte
gleichfalls zu keinem optimalen Trenneffekt. Giinstigere Ergebnisse erhielten wir mit
der zweidimensionalen Technik. Wurde das Antibioticagemisch auf Platten mit
Kieselgel G-Schichten auf den Startfleck appliziert und mit dem L&sungsmittel-
gemisch #-Butanol-Methanol-Pyridin-Eisessig~Wasser (30:24:20:1:30) behandelt
und in der zweiten Dimension mit Chloroform-Methanol-Ammoniakldsung (259%)
(40:40:20) entwickelt, so lieBen sich alle Antibiotica trennen. Die Sichtbarmachung
durch Anfirbereagentien bereitet nach diesem Verfahren allerdings erhebliche
Schwierigkeiten, so daB3 wir eine Verbesserung anstrebten. Diese wurde schlieBlich
durch zweimalige Entwicklung mit unterschiedlichen Lésungsmittelgemischen er-
reicht. Zu beriicksichtigen ist bei der Dunnschlchtchrornatographle der genannten
Antibiotica, daB nicht alle Verbindungen mit einer Reagenslésung anfirbbar sind.
Wihrend Viomycin, Kanamyecin, Cycloserin, Capreomycin und Rifamycin mit Nin-
hydrinreagens erfaBbar sind, mus Streptomycm (Dihydrostreptomycin) anderweitig
angeférbt werden. Wir bevorzugen hierbei eine methanolische Nitroprussidnatrium-
16sung. Nach Aufsprithen derselben und Trocknen, ist eine weitere Behandlung mit
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alkalischer Kaliumpermanganatlésung notwendig, nach der das Antibioticum mit
gelber Farbe auf rosa Untergrund erscheint. Rifamycin ist bereits durch seine Eigen-
farbe identifizierbar. : ‘

Wir gehen im Prinzip wie folgt vor. Aui' die auf einer Kleselgel-Platte markierten
Startpunkte werden die Antibiotica in Form wisseriger Ldsungen wie folgt appliziert:
Startpunkt 1 Streptomycin, Startpunlxt 2 und 3 Mischung aller genannter Antibiotica,
auf die Startpunkte 4-8 jeweils ein Antibioticum als Vergleichssubstanz. Nach Be-
handlung mit dem Lé&sungsmittelgemisch ‘Aceton—wésserige Natriumacetatlésung
(2%) (90:10) und anschliessend mit einem System #»-Butanol-Pyridin—-Methanol—
Eisessig-Wasser (30:20:20:1:30) (Laufzeit 40 min bzw. 130 min) wird die Platte luft-
getrocknet (Fén). Die zu den Startpunkten 1 und z gehtrenden Laufstrecken werden
mit einer Glasplatte abgedeckt und die verbleibende Kieselgelschicht mit Ninhydrin-
Losung bespriitht und fiir 60—go sec in einen auf 100° vorgeheizten Trockenschrank ge-
bracht. Nach dieser Behandlung werden die Ninhydrin-positiv anfirbbaren Antibiotica
Capreomycin (violette Farbe), Kanamycin und Viomycin und Cycloserin (braun-
gelb) sichtbar, wihrend Rifamycin durch diese Behandlung seine E1genfarbe nicht
wesentlich veréndert. Daraufhin wird der angefidrbte Teil der Platte mit einer Glas-
platte abgedeckt, um nunmehr den bisher unbehandelten Teil der Platte (Startflecke
mit Streptomycin und Antibiotica-Gemaisch) mit Nitroprussidnatriumlésung und nach
dem Trocknen mit Kaliumpermanganatlésung bespritht. Bei Féntrocknung wird
nunmehr Streptomycin bzw. Dihydrostreptomycin (ungetrennt) sichtbar. Es sei dar-
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Fig. 1. Dunnscluchtchroma.tograplusche Auftrennung tuberkulosta.tlsch wirkender Antibiotica
nach Behandlung mit Laufmittel (1) Accton—Natriumacetatlésung (2%) (90:10) und Laufmittel
(=) - ButanoI—Pyrxdm—-Methanol—Elsessxg—Wa.sser (30:20:20:1:30). R
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auf hingewiesen, dal3 auch Rifamycin, Cycloserin, Viomycin und Capreomycin, die
bereits durch die Ninhydrin-Behandlung identifiziert werden konnten, ansich auch
durch eine Nitroprussed—Kaliumpermanganatbehandlung erfaf3bar sind, allerdings
ist die Anfarbung sehr unbestéindig. Fig. 1 gibt einen Uberblick t{iber die Auftrennung.
Als optimale Nachweismenge pro Antibioticum sind 5 ug anzulinemen, wéhrend
Capreomycinsulfat, Viomycinsulfat, Rifamycin SV und besonders prL-Cycloserin be-
reits in Mengen von jeweils 2 ug sichtbar werden, sollte Kanamycinsulfat in Mengen
von 3—4 ug und Streptomycinsulfat in Mengen von 4—5 ug aufgetragen werden. Die
Auswertung der Diinnschichtchromatogramme sollte innerhalb einiger Stunden er-
folgen, da die Farbflecke (mit Ausnahme des Rifamycins) nicht bestidndig sind. Eine
weitere Verbesserung der Identifizierung einiger Antibiotica lieB sich noch dadurch
erreichen, daB3 die zu den Startpunkten 4-8 gehérenden Laufstrecken mit einem -
Dimethylaminobenzaldehyd~Ninhydrin-Reagens bespriiht werden. Hierdurch lassen
sich nach Trocknung Capreomycin (braunviolett), Kanamycin (gelbbraun), Viomycin
(rotviolett) und Cycloserin (orangebraun) durch bessere Farbnuancierungen noch
eindeutiger unterscheiden. *

Das Verfahren ermdglicht eine Auftrennung und Identifizierung der tuber-
kulostatisch wirkenden Antibiotica Rifamycin SV, Capreomycinsulfat, Kanamycin
sulfat, Viomycinsulfat, pL-Cycloserin und Streptomycin- bzw. Dihydrostreptomycin

sulfat.

Experimenteller Teil
Heprstellung der Antibiotica-Lisungen. Jeweils 25 mg eines Antibioticums werden

auf 1o ml Wasser geldst. Zur Herstellung einer Mischung aller zu iiberpriifender Anti-
biotica werden jeweils 1 ml dieser Standardlésungen verwendet. Die Lésungen sind
bei Aufbewahrung im Kiihlschrank einige Tage stabil.

Folgende Antibiotica wurden eingesetzt: Capreomycinsulfat (Ely Lilly, Eng-
land); Kanampycinsulfat (Pierrel S.p.A., Milano, Italien); Viomycinsulfat, Viocin
(Pfizer G.m.b.H., Karlsruhe, D.B.R.); pL-Cycloserin (Chinoin, Budapest, Ungarn);
Rifamycin SV (Lepetit, Milano, Italien); Streptomycinsulfat (VEB Jenapharm,
D.D.R.); Dihydrostreptomycinsulfat (VEB Jenapharm, D.D.R.).

Vorbehandlung der Platten. Zur Beschichtung einer Platte in der GréBe17 X 8cm
wird 1.5 g Kieselgel G (Merck) mit 6 ml Isopropanol angeriihrt und auf die Platte ge-
bracht. Die beschichteten Platten werden im Trockenschrank bei einer Temperatur
von 105 30 min aktiviert. 3 cm von der unteren Kante der Schmalseite der Platte
wird eine Startlinie gezogen und auf dieser 8 Startpunl\te im gleichen Abstand mar-
kiert.

Auftragen der Substanzen. Mit Hilfe einer Blutzuckerpipette werden die Ant1-
bioticalésungen wie folgt aufgetragen: :

Startpunkt 1 (von links beginnend): Streptomycin,

Startpunkt 2 und 3: Gemisch aller 6 Antibiotica,

Startpunkt 4-8: jeweils 1 weiteres Einzelantibioticum als Vergleichssubstanz;
aufzutragende Menge je Antibioticum 5 ug. ‘

Entwicklung. Eine Glasschale (g X 19 cm) wird mit dem Lésungsmittelgemisch
(1) Aceton-Natriumacetatldsung (2%) (9o:10) beschickt. Nach Einstellen der Chro-
matographieplatte in die Schale wird diese mit einer Glasplatte verschlossen, nachdem
zuvor die Innenseiten des Schilchens mit Filter-Papierstreifen. ausgelxleldet wurden
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Nach einer Laufzeit von etwa 40 min wird die Diinnschichtplatte entnommen, luft-
getrocknet und in eine weitere Schale, die in gleicher Weise vorbereitet und mit dem
Losungsmittelgemisch (2) #-Butanol-Pyridin-Methanol-Eisessig—Wasser (30:20:20:
I :30) beschickt ist, ibergefiihrt. Nach einer Laufzeit von etwa 130 min wird die Diinn-
schichtplatte entnommen und Féhn- getrocl\net Alle angewandten Losungsmittel
sollen von p.A.-Qualitét sein.

Sichtbarmachiung der Antibiotica. Zur Sichtbarmachung der Antibiotica (Rifa-
mycin SV ist bereits an seiner Eigenfarbe erlxennbar) wird zunichst Startfleck 1 und 2
mit den dazugehérenden Laufstrecken mit einer Glasplatte abgedeckt und der restliche
Teil der Platte mit p-Dimethylaminobenzaldehyd—Ninhydrin-Reagens bespriiht.
Zusammensetzung des Reagenses: 500 mg p-Dimethylaminobenzaldehyd werden unter
Wirmeanwendung in 50 ml Cyclohexan und 200 mg Ninhydrin in 50 ml Aethanol
(95 proz.) geltst. Vor dem Gebrauch werden beide Lésungen vereinigt. Die so behandelte
Platte wird umgehend in einen auf 100° vorgeheizten Trockenschrank fiir 60—go sec
eingebracht. Durch diese Behandlung werden Viomycinsulfat als rotvioletter, DL-
Cycloserin als orangebrauner, Kanamycinsulfat als gelbbrauner und Capreomycin als
braunvioletter Fleck sichtbar. Die Farbe der nach dem gegebenen Verfahren sichtbar
gemachten Antibiotica bleibt fiir einige Stunden bestehen. Die rote Eigenfarbe des
Rifamycin SV wird durch diese Behandlung fiir die Dauer von 1-2 h etwas dunkler.
Als dann wird der angefirbte Teil der Platte mit einer Glasplatte abgedeckt und der
bisher unbehandelte Teil zur Sichtbarmachung des Streptomycinsulfats nacheinander
mit . folgenden Sprithlésungen behandelt. (1) Methanol-Nitroprussidnatriumlésung
(r0%), nach Lufttrocknung Weiterbehandlung mit (2) wéisserige Kaliumperman-
ganatldsung (0.2%), der 1 N NaOH zugefiihrt war und zwar 8 ml auf 1oo ml Kalium-
permanganatldsung (fiir DC modifiziert nach Lit. 5. Bei Féhntrocknung erscheint
innerhalb 30 sec Streptomycinsulfat als goldgelber Fleck auf rosa Untergrund. Mit
gleicher Farbe werden zwar auchi die anderen Antibiotica angefirbt, doch verschwinden
die Flecke innerhalb kiirzester Zeit (weniger Minuten) wihrend der Streptomycinfleck
einige Stunden unveridndert bleibt.

Pharmazeutisches Institut der R. VoicT
Humboldt-Universitit, Berlin (D.D.R.) - A. G. Maa BARED

R. Vorar, D.D.R.-Patent, 30 429, WP 30 h/68 701 von 25.8.1964.

Y. I'to, M. NamBa, N. Nacauama, T. YamacucHt uND T. Oxupa, J. Antibiotics (Tokyo),

Ser. A, 17 (1964) 218,

3 T. Ixexkawa, F. Iwawmi, E, Axita uNp H. UMmeEzawa, J. Antibiotics (Tokyo), Scr. A, 16 (1963)
56.

4 P. NUSSBAUMER UND M. Scnonmnmn Phavm. Acta Helv., 40 (1965) 205.

5 A. Roux unbp J. \Rov). -MATIGNON, Ann Phavm. Franc,, 21 (1963) 255.

[

M

Eingegangen den 16. April 1968
J. Cl_n'omatog., 36 (1968) r20-123



