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Note

Die Bestimmung von Diumycin mittels direkter quantitativer Diinnschicht-
chromatographie

FRANZ KREUZIG
Forschung und Entwicklung der Biochemie G.m.b.H., A-6250 Kund! (Osrerreich)
(Eingegangen am 9. April 1975)

Zur Analytik der von Streptomyceten gebildeten phosphorhaltigen Antibiotika
Diumycint'?3, Macarbomycin3, Moenomycin*%, Prasinomycin® 8036 RP7, 11837 RP*
und 19402 RP? wurden bisher lediglich mikrobiologische Methoden'®—!2 beschrieben.
Der Grund hierfiir ist zum Teil in der noch mangelhaften Strukturaufklirung dieser
Antibiotika zu suchen.

Unsere Versuche, den in diesen Substanzen zu etwa 29 enthaltenen Phosphor
nach Probenveraschung zur Bestimmung heranzuziehen (Phosphormolybdinblau-
reaktion), brachten keinen Erfolg, da es praktisch unméglich ist, Phosphat aus der
Fermentationsbriithe bzw. im weiteren Aufarbeitungsprozess vollends zu entfernen
und ausserdem aufgrund des geringen Phosphorgehalts des Molekiils eine solche
Methode nicht allzu genau sein kann. Das einzige, analytisch brauchbare physiko-
chemische Merkmal, ein bei 257 nm gelegenes Absorptionsmaximum, hervorgerufen
durch ein chromophores C,s-Lipid im Molekiil, ist generell nicht anwendbar, da dieses
Lipid nicht in allen Komponenten, aus welchen diese Antibiotika jeweils bestehen,
enthalten ist; von allen bisher bekannten Diumycinen absorbieren in ausreichender
Intensitit nur A und A’ im Ultraviolett-Licht. Eine spektralphotometrische Bestim-
mung bei 257 nm wiire nur bei identischer Komponentenzusammensetzung von
Standard und Probe sowie Abwesenheit von Begleitstoffen durchfiihrbar —eine For-
derung, die in der Praxis wohl kaum erfiillbar ist.

Es schien daher zielfithrend, Diumycin mittels direkter quantitativer Diinn-
schichtchromatographie (DC) zu bestimmen, wobei die Fliessmittel so auszuarbeiten
waren, dass alle Diumycine denselben R -Wert aufweisen.

MATERIAL UND METHODEN

Die folgenden Sorbens—Fliessmittel-Kombinationen wurden untersucht: A,
Kieselgel G nach Stahl (Merck, Nr. 7731), selbst gestrichen, und 1-Butanol-Eisessig-
Wasser—Athanol (37:10:20:33): B, Fertigplatten G 1500 Silicagel (Schleicher &
Schiill) und 1-Butanol-Eisessig—Wasser—-Athanol (24:23:33:20); C, DC-Fertigplatten
Cellulose F (Merck Nr. 5718/0025) und 1-Butanol-Methanol-Propionsiiure-Wasser
(38:25:7:15); D, Fertigfolien Polygram® Polyamid 11 (Macherey-Nagel) und 1-
Butanol-1-Propanol-Eisessig—-Wasser (20:30:30:20).

Wallhiusser et al.!' verwendeten als Sprithmittel zur Anfirbung des auf Kiesel-
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gelplatten aufgetrennten Moenomycin-Komplexes Chlorsulfonsiure-Eisessig. Die
Zubereitung und Anwendung dieses Spriihmittels ist nicht ungeféhrlich, {iberdies erhilt
man nur relativ blasse, orangegelbe Flecken. Als ungefihrlicher und zudem kontrast-
reicher erwies sich das Phenolreagenz nach Folin—-Ciocalteu, welches blaue Substanz-
flecken nach dem Besprithen und Erhitzen hervorruft, wobei die Diinnschichtplatte
vor dem Besprithen ammoniakalischem Milieu ausgesetzt wird.

Die optimale Versuchsanordnung war die Kombination B (R fiir Diumycin ca.
0.75), insbesondere deshalb, weil auf Kieselgel wesentlich intensiver gefirbte Sub-
stanzflecken resultieren als auf Cellulose oder Polyamid.

Die iibrigen Materialien waren: Auftragegeriit fiir die DC (Merck, Nr. 10226),
Einmal-Mikropipetten 3 1 (Brand, Nr. 709105) und Zeiss-Schablone Nr. 507246;
Standard: Diumycin-Reinsubstanz 1000 pg/mg; 300, 600 und 900 ug Diumycin pro
ml 50 %iges Methanol p.a.: Proben: Lésungen, die 400-800 #g Diumycin/ml 50 %{-
iges Methanol p.a. enthalten sollten; Spriihreagenzien: A, 10 ml konz. Ammoniak
p.a. und 90 ml Athanol p.a.; B, 20 ml Folin—-Ciocalteus-Phenolreagenz (Merck, Nr.
9001), 25 ml dest. Wasser und 40 ml Athanol p.a. (Bei Nichtgebrauch im Kiihlschrank
lagern).

Auf eine DC-Platte werden je zweimal nebeneinander 3 ul Probe und Standard
. im Abstand von je 11 mm aufgetragen:

Probe 1 Standard Probe 2 Standard Probe 3 Standard Probe 4

300 pug/ml 600 ug/ml 900 pg/ml
X X x X X X X X X X < X = >
={ Fldche
600 —
400 ~
200
360 l ' 660 Fi lDlumyc:lnl'ml 9;)0

Fig. 1. Eichkurve fiir die DC Bestimmung von Diumycin.
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Wihrend des Auftragens trocknet man mit einem Warmluftgeblise. Die Laufstrecke
von 10 cm ist in der gesiittigten Trennkammer nach 2 Stunden erreicht. Das Fliess-
mittel wird im Trockenschrank abgedampft (60 Min bei 110°). Dann bespriiht man
die Platte in geeigneter Weise mit Reagens A, ohne dass das Sorbens feucht wird und
dann mit B; die Entwicklung der Farbflecken erfolgt im Trockenschrank (20 Min bei
130°).

Die simultane Messung von Transmission und Remission bei 580 nm wurde
am Chromatogramm-Spektralphotometer (Zeiss) durchgefiihrt, welchem ein Potentio-
meterschreiber (Goerz-Servogor RE 542) angeschlossen ist. Vor der Messung wird die
Unterseite der Diinnschichtplatte mit Aceton abgerieben.

Die Messbedingungen waren: M-Pr, A/l/6, frfy = 100:40; Spalt, ca. 0.06
mm; Schlitz, 10 mm: Tischvorschub, 50 mm/Min; Papiervorschub am Schreiber, 600
mm/Min. Die Peakflichen ermittelt man mit der Zeiss-Schablone, zeichnet die Eich-
kurve (Fig. 1) und fiihrt die Ablesung der Werte durch.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Es wurden 21 verschiedene Proben nach der beschriebenen Methode sowie mit
dem Agar-Diffusionstest (Testkeim Staph. aureus FDA 209 P)!? analysiert (Tabelle I).
Aus diesen Werten errechnet sich ein Korrelationskoeffizient »r von 0.978, entsprechend
cinem Bestimmtheitsmass B von 0.956, womit eine hohe Ubereinstimmung beider
Methoden trotz unterschiedlichster Komponentenzusammensetzung der Proben be-

TABELLE I
ANTIBIOTIKGEHALT DER 21 VERSCHIEDENEN PROBEN

Probe Zusammensetzung  Antibiotikagehalt (%)

Diinnschiche- Mikro-
chromarographisch  biologisch
| A, A’, B, B’ 81.4 81.5
2 A’ 34.5 30.8
3 A, A 48.0 45,0
4 AL A 50.0 56.0
5 A 81.5 89,0
6 A 82.7 94.0
7 A, B, B, U" 89.2 921.0
8 A, B, B’ U 73.0 74.5
9 A 88.6 85.0
10 A’ 75.7 74.0
R A’ 85.7 . 74.5
12 Al 223 18.3
13 A, A 59.4 55.0
14 A, B, B U 58.8 65.0
15 B, U 86.2 90.0
16 B”, U 82.2 79.0
17 B” 81.8 86.0
18 A 74.0 74.5
19 B”, U 84.4 87.0
20 A,B”, U 18.4 18,7
21 A, B 99.8 98.3

* B und U sind Komponentenbezeichnungen gemiiss Sattler und Kreuzig™.
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Fig. 2. Regressionsgerade (¢ == 1.03x — 1,68) der in Tabelle | angeftihrten Resultate.

wiesen ist. Das Spriihreagens spricht also auf alle Komponenten in gleicher Weise an.

Die Regressionsgerade () == 1.03 x — 1.68) ist in Fig. 2 dargestellt. Der
Standardfehler des Mittelwertes s+7/ /N betrigt unter Annahme einer 959 igen sta-
tistischen Sicherheit (fiir N = 10) o 3.1%. (s = Streuung: ¢ = Signifikanzschwelle.)

Um die auch bei Fertigplatten durch Inhomogenitiiten der Sorbensschicht ver-
ursachten, gestdrten Basislinien zu glitten, wurde simultan in Transmission und Re-
mission gemessen, da nur auf diese Weise'$'!6 der Untergrund an der Messtelle selbst
korrigiert werden kann und gleichzeitig die optimale Ausniitzung der gesamten Plat-
tenfliiche fiir 14 Auftragspunkte (= 4 Proben) gegeben ist.

Die beschriebene Analysenmethode erfordert weitaus weniger Arbeitsaufwand
als die bisher tiblichern mikrobiologischen Bestimmungsverfahren,
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