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SUMMARY

Quantitative thin-layer chromatographic determination of the macrolide antibiotic
turimyecin H and some of its degradation products by densitometric in situ measurement
with the image analyser “Quantimet 720"

A method for the quantitative determination of the macrolide antibiotic com-
plex turimycin H, its componeats turimycin H,, H; and Hj, as well as the degradation
products 4”-deacylturimycin H and demycarosyliurimycin H, is described. Thin-
layer chromatography is used for the separation of the mixtures. The image analyser
“Quantimet 720" is employed for densitometric in situ quantitation. The reprodu-
cibility of evaluation of coloured spots on thin-layer chromatograms by image
analysis is studied. Spotting errors, conditions of visualization and the sensitivity of
the detector (vidicon tube) were responsible for the variance of repeated determina-
tions. The method is demonstrated by analysis of some synthetic mixtures as well as
turimycin complexes obtained from different fermentation batches.

EINLEITUNG

Die densitometrische Auswertung von Diinnschichtchromatogrammen ist eine
schnelle und empfindliche Methode zur quantitativen in-siru-Bestimmung von Sub-
stanzen. Uber Faktoren, die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit dieser Technik
becinflussen, wurden wiederholt Untersuchungen verdffentlicht’. In letzter Zeit
wurde diese Méthode zur quantitativen Analyse der Antibiotika Tetracyclin®, Ery-
thromycin®, Gentamycin’, Everninomicin D2, Penicillin®, Antibiotikum SF-837%°
sowie der Polyenmakrolidantibiotika Candidin und Candihexin®! angewandt.

Das Makrolidantibiotikum Turimycin wird von Streptomyces hygroscopicus
JA 6599 gebildet und besteht aus einem Gemisch chemisch verwandter Komponenten.
Auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit der Komponenten sind sowoh! spektro-
metrische als auch chemische und mikrobiologische Bestimmungsmethoden pur zur
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Bestimmung des Gesamtkomplexes geeignet. Da die Zusammensetzung des Kom-
plexes in Abhingigkeit von Fermentationsbedingungen und Reinigungsoperationen
variieren kann und die einzelnen Komponenten unterschiedliche mikrobiologische
Wirksamkeiten besitzen, ist eine Methode zur quantitativen Erfassung der Einzel-
komponenten in einem Komplex von allgemeinem Interesse. Fiir pharmakologische
und pharmakokinetische Untersuchungen ist ferner die quantitative Bestimmung
von Metabolisierungsprodukten des Antibiotikums von Bedentung. )

In der vorlicgenden Arbeit wird iiber eine dinnschichtchromatographische
Methode zur Trennung von Turimycin-H-Komplex {(THK) in seine Einzelkompo-
nenten sowie iiber die Trennung des Turimycin H von 4"-Desacylturimycin H (4°-
DATH) und Desmycarosylturimycin H (DMTH) berichtet. Die Struktur der Ver-
bindungen ist in Fig. 1 dargestellt. Zur dirckien densitometrischen Quantifizierung
dieser Substanzen wurde ein Bildanalyseverfahren erarbeitet, das auf der Bestim-
mung der Extinktion cines farbigen Fleckes beruht.

CH, CH,—CHO OH N(CHy);
RI
]
CH,
HO CHy
. Z=-0 OR,
0
CHy

Fig. 1. Struktur von Abbauprodukten und Komponenten des Makrolidantibiotikums Turimycin H.

Rl Rz .
Desmycarosylturimycin H OH —
4”-Desacylturimycin H z H
Turimycin H, Z -CO-CH;
Turimycin H, VA -CO-CH.-CH;
Turimycin H VA —-CO-CH.-CH(CH3),

THEORIE UND METHODIK

Bildanalyseverfahren zur Substanzmengenbestimmung

In der Dinnschichtchromatographie (DC) ist die Grosse, die Form, die Farb-
sdttigung und das Absorptionsprofil eines Chromatogrammfleckes abhingig von der
Verteilung der Masse M einer Substanz am Adsorbens. Nimmt man an, dass die
Extinktion bestimmter Bereiche des Fleckes konstant ist, so erhilt man

M= = Ez AF,

€2 =3

wobei AF, die Fliche der zur Extinktion E; ; gehorenden Aquidensite { ist und &; der
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Extinktionskoeffizient der Substanz bei der Wellenlange 4 des Messlichtes. Unab-
hangig von der Objekttextur werden die Aquidensitenflichen AF; mit dem Bild-
analysator direct gemessen. Lediglich aus der Annahme der niherungsweise kon-
stanten Extinktion im entsprechenden Extinktionsintervall resultiert ein Messfehler,
der von der Empfindlichkeit des Empfangers abhangt. Bei vorgegebenem Kontrast-
umfang der Chromatogramme erreichten wir mit der Vidiconkamera ein Aufl6sungs-
vermbgen von etwa 20 Graustufen. Die Eichung der Graustufen, die mit dem 2D-
Detector in der Betriebsart “Autodelineation” in 20 dquidistanten Schritten pro-
grammierbar eingestellt wurden, ergab cinen sehr get linearen Zusammenhang
zwischen Extinktionswert und dem Logarithmus des relativen Grauwertes, d.h. dem
Verhiltnis des Grauwertes der auf die Durchlissigkeit 1009 normierien Umgebung
zum aktuellen Grauwert des Objektes. Ein dem Messsystem on-line nachgeschalteter
Tischrechner HP 9100 B verarbeitete die Daten nach obiger Gleichung. Die Mess-
und Auswertezeit pro Fleck betrug 2 sec.

EXPERIMENTELLER TEIL

Gerdte und Materialien

Bildanalysegerdt “Quaniimet 720" mit Vidiconkamera. Programmierbarer
Tischrechner HP 9100 B. Glaschromatographiegefdsse (20.5<12.5x21.0cm; VEB
Glaswerke Ilmepau, Ilmenau, D.D.R.). 5-gl-Einmalkapillarpipetten “capilette”
(LLabora Mannheim, Mannheim, B.R.D.). Kieselgel-Fertigplatten (20 cm X 20 cm X
0.25 mm; E. Merck, Darmstadt, B.R.D.).

Der THK wurde aus der FermentationslGsung von Streptomyces hygroscopicus
JA 6599, Mutante R 27, isoliert. Die Einzelkomponenten Turimycin H,, H; und H;
wurden durch S#ulenchromatographie aus dem Komplex abgetrennt und diinn-
schichtchromatographisch auf Reinheit iiberpriift. 4”-DATH wurde durch enzyma-
tische Spaltung von Turimycin H; mit Hilfe eines Rattenleberhomogenisats herge-
stellt und sdulenchromatographisch gereinigt. DMTH wurde durch saure hydro-
Iytische Spaltung von THK erhalten und sdulenchromatographisch gereinigt.

Standards

Je 24 mg THK, 4™-DATH und DMTH wurden gemeinsam in 10 ml Chloro-
form gelést (Stammldsung I).

Je 24 mg Turimycinkomponenten H,, H; und H; wurden gemeinsam in 10 ml
Chloroform geldst (Stammlésung II). Von beiden Stammlésungen wurden Verdiin-
nungen mit Chloroform hergestellt, die 2, 3, 4 und 6 pg einer jeden Substanz pro 5 ul
Losung enthielten.

Diinnschichtchromatographie

Die zu untersuchenden Substanzen wurden als ChloroformlGsungen in 5-zl-
Portionen in 2 cm Entfernung von der unteren Kante und 2.7 cm von den Seiten-
kanten punktiférmig auf die DC-Platten aufgetragen und mit den aus Fig. 2 und 3
ersichtlichen Lsungsmittelsystemen chromatographiert. Die Laufstrecke betrug in
allen Fallen 13 cm. Zur Detektion wurden die Platten mit einer 5 %igen L8sung von
Phosphorwolframséure in 10%iger Schwefelsdure bespritht und 30 min bei 90° im
Trockenschrank erhitzt. Alle Substanzen ergaben violett-graue Flecke. Die fertigen
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Fig. 2. Trennung von Turimycin-H-Komplexen. Lésungsmittelsysteme: Benzol-Methanol = 3:1
{1 %) und Benzol-Methanol (4:1) (2x). Substanzen: Als Standard (St) wurde ein Gemisch der
Turimycinkomponenten Hs (obere Reihe), H; (mittlere Reihe) und H, (untere Reihe) im Gewichts-
verhiltnis 1:1:1 verwendet. Von links nach rechts wurden auigetragen: St, (je 2 #g); St; (je 3 ¢g);
dreimal synthetisches Gemisch (3 ug Hs, 3 ug H;, 6 ug H,); St; (je 4 1#2); Sty (je 6 ug); dreimal 9 ug
Charge 112; St;; St,; dreimal 9 ug Charge 111; St;; St,.

Chromatogramme wurden mit Glasplatten abgedeckt und bis zur Messung im
Dunkeln aufbewahrt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Diinnschichtchromatographische Trennung

Wie Fig. 2 zeigt, fithrt die DC des Aantibiotikum-Komplexes in den ange-
gebenen Systemen zur Auftrennung in die drei Hauptkomponenien Turimycin H,,
H; und H; mit den R-Werten 0.59, 0.65 und 0.71. Als Spurenkomponenten werden
Turimycin H,; (R-Wert 0.68) sowie eine unbekannte Verbindung mit dem R -Wert
0.77 beobachtet. Um Storungen durch diese Substanzen zu vermeiden, wurden bei
-Modellversuchen synthetische Gemische der drei Hauptkomponenten untersucht.

Bei der DC-Treanung cines Gemisches von DMTH, 4"-DATH und THK
ergeben die beiden ersten Substanzen je einen einheitlichen Fleck beim Rg-Wert
0.10 bzw. 0.38, wihrend eine beginnende Aufirennung des Turimycins zur Bildung
eines Doppelfiecks (Re-Wert =~ 0.6) fihrt (vgl. Fig. 3). Leizterer wird bei der quanti-
tativen Bestimmung wie ein Fleck behandelt.
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Fig. 3. Trennung von Desmycarosylturimycin H (untere Reihe), 4”-Desacylturimycin H (mittlere
Reihe) und Turimycin-H-Komplex (obere Reihe). Losungsmittelsystem: Benzol-Methanol (2:1).
Substanzen: In der Reihenfolge von links nach rechts wurden folgende Mengen als Gemisch der drei
Substanzen (Gewichtsverhilinis 1:1:1) aufgetragen: je 2 pg, je 3 g#g, dreimal je 4.8 g, je 4 ug, je 6
g und Wiederholung in gleicher Reihenfolge.

Reproduzierbarkeit als Funktion der Anzahl der Messungen, der Probenmenge und der
Anzahl der aufgetragenen Flecke

Je ein Fleck mit 2, 3, 4 und 6 ug 4”-DATH wurde nach chromatographischer
Entwicklung und Detektion mehrmals (7 = 10) vermessen. Als arithmetische
Mittel der Messwerte ergaben sich: 33.37, 51.25, 74.04 und 114.05. Mit relativen
Standardabweichungen zwischen 0.49 und 1.76%/ wird eine sehr gute Reproduzier-
barkeit der Auswertung mit dem Quantimet erreicht.

Zur Untersuchung der Abhingigkeit der Messwerte von der Substanzart
sowie des Einflusses von Aufiragungsfehlern wurden definierte Mengen von DMTH,
4"-DATH und THK in 6facher Wiederholung punkiférmig aufgetragen und chroma-
tographiert. Die Flecke wurden zweimal vermessen, wobei dic DC-Platten nach der
ersten Messung um 180° gedreht wurden, um Unterschiede der Schichtdicke bzw.
einc gewisse “Wolkigkeit” der Platten zu climinieren. Vor jeder Messicihe wurde fiir
jede Platte eine elektronische Ausleuchtungskorrektur vorgenommen.

Den Ergebnissen (Tabelle I) ist zu entnehmen, dass generell grossere Fehler
als bei wiederholter Messung am Einzelfieck auftreten. Dariiberhinaus werden Unter-
schiede zwischen den Messreihen a und b beobachtet, wenngleich die Ubereinstim-
mung ausser bei 2.4 ug 4°-DATH im Rahmen der Genauigkeit des Auswertesystems
in bezug auf einzelne Flecken befriedigend ist. Die vorhandenen Unterschiede
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zwischen beiden Messreilien weisen darauf hin, dass neben den Auftragungsfehlern
zusitzlich apparativ bedingte Fehler auftreten. Dabei handelt es sich um ortsabhéngige
Restfehler der Ausleuchtungskorrektur sowie optische und clektronische Abbildungs-
fehler der Vidiconkamera. Diese Fehler werden jedoch auf Grund ihrer systemati-
schen Natur bei Drehung der Platien zumindest teilwiese kompensiert. Als Mass fur
den mittleren Fehler der Substanzmengenbestimmung wird der Mittelwert der rela-
tiven Standardabweichung aus beiden Messreihen benutzt. Er liegt fiir THK bei
4.72 bzw. 5.75%;, fir 4"-DATH bei 5.66 und 7.26%; und fir DMTH bei 5.08 bzw.

6.0%.

Messwerte als Funktion der aufgetragenen Substanzmengen

Zur Untersuchung der Abhingigkeit der Messwerte von den aufgetragenen
Substanzmengen wurden auf drei verschiedenen DC-Platten je 1-8 pg der drei
Substanzen in 3- bzw. 4-facher Wiederholung punktformig aufgetragen. Die relativen
Standardabweichungen lagen fiir 4, 6 und 8 pug der drei Substanzen unter 5.059,,
wihrend fiir 1 und 2 pg Standardabweichungen bis zu 119, gefunden werden.

Zur Beurteilung der auf verschiedenen DC-Platten erhaltenen Ergebnisse
wurden aus den experimentellen Daten einer jeden Platte fiir die drei Substanzen
die Gleichungen der Regressionsgeraden in der allgemeinen Form

y={(mn L sp)x+ (b5

ermitielt, in der x = aufgetragene Substanzmenge pro Fleck in ug, y — Messwerte,
m = Regressionskoeffizient (Steigung der Regressionsgeraden), & = Schnitipunkt der
Regressionsgeraden mit der y-Achse, s, = Standardabweichung von m und s, =
Standardabweichung von b bedeuten (Tabelle IT).

TABELLE I

KONSTANTEN DER REGRESSIONSGERADEN FUR THK, 4”"-DATH UND DMTH
DC-Platte m Sm b Sp r
No. )

THK 1 34.198 0.451 5.114 2.246 0.9986
I 32.395 0.766 8.677 3.819 0.9956
III 35.130 0.432 4.857 2.151 0.5988

“-DATH 1 29.090 0.425 —9.034 2.120 0.9983

I 33.309 0.531 —6.233 2.644 0.9980
IIi 38.620 0.394 —5.026 1.965 0.9692

DMTH I 15.850 0.149 2.885 0.743 0.9993
I 19.062 0.283 6.347 1.409 0.9980
11X 17.508 0.231 0.922 1.152 0.5986

Korrelationskoeflizienten zwischen r = 0.9956 und 0.9993 lassen fiir alle drei
Substanzen im untersuchien Konzentrationsbereich weitgehende lineare Abh#ngig-
keit der Messwerte von den Substanzmengen erkennen. In Fig. 4 ist der Verlauf der
Regressionsgeraden dargestellt. Wie ein Vergleich der Regressionskoeffizienten m
und deren Standardabweichungen s, zeigen, ist die Steigung der Regressionsgeraden
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fir dieselbe Substanz auf verschiedenen DC-Platten unterschiedlich, obwohl die
chromatographischen Bedingungen weitgehend standardisiert wurden. Das bedeutet,
dass bei der Bestimmung unbékanater Substanzmengen jede DC-Platte durch
Eichpunkie normiert werden muss.

3001

s
.

200

150

100

n
[~

Mefiwert {willkirl. Einheiten )

Fig. 4. Regressionsgeraden und Einzelmesswerte. I = Turimycin-H-Komplex, y = (34.198 + 0.451)
x + (5.114 13- 2.246) .11 = 4"”’-Desacylturimycin H, y = (29.09 - 0.425) x + (—9 034 1 2.12). 111 =
Desmycarosylturimycin H, y = (15.85 &+ 0.149) x 4 (2.885 1 0.74).

Quantitative Bestimmung von DMTH, 4-DATH und THK in Gemischen

Aus den vorangehenden Untersuchungsergebnissen ldsst sich ableiten, dass
die Reproduzierbarkeit und Richtigkeit der Ergebnisse wesentlich von der Anzahi
der Eichpunkte, der Anzahl der Analysenpunkte auf einer bzw. mehreren DC-Platten
sowie von der aufgetragenen Substanzmenge abbangig ist. Folgender Substanzauf-
trage- und Auswertemodus hat sich als giiastig erwiesen: Die zn analysierenden
Proben werden 3fach zwischen je zwei verschiedenen Konzentrationen der Standards
aufgetragen. Nach chromatographischer Entwicklung und Detektion werden die
Flecke i Bildanalysator zwei mal in der bereits angegebenen Weise vermessen. Aus
den Messwerten der Eichpunkte werden die Gleichungen der Regressionsgeraden
ermittelt und daraus der Gehalt der Analysenproben errechnet. Zur Demonstration
der Methode sind in Tabelle III Messwerte und Ergebnisse eines Modellversuches
zusammengestellt.

In zwei weiteren Versuchsseriea wurden Gemische von drei Substanzen auf je
zwei verschiedenen DC-Platten analysiert (Tabelle IV). Die Korrelationsfaktorer: der
Eichgeraden variierten zwischen 0.9853 und 1.0. Zum besseren Vergleich wurden aus
n Einzelbestimmungen Mittelwerte (), Standardabweichungen (s), relative Standard-
abweichungen (s %) und Differenzen zwischen Mittelwert und Sollwert (£ —X) sowohl
fiir jede Platte und Versuchsserie einzeln als auch fiir je zwei Platien gemeinsam be-
rechnet. Wihrend bei den Platten IfIa mit 0.27 pg (5.6 %) die grosste Abweichung des
Mittelwertes vom Sollwert bei der Bestimmung von 4.8 yg 4"-DATEI gefunden wurde,
werden bei den Platten II/Ila —inshesondere bei der 2. Versuchsserie— gréssere
Differenzen beobachtet, die im Falle der Restimmung von 2.4 pug 4"-DATH 0.32 pg
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(13.1 %) betragen. Bei der Bestimmung auf zwei verschiedenen DC-Platten werden
jedoch fiir die Abweichungen der Mittelwerte von den Sollwerten in allen Fillen
Werte < 5% gefunden. Die relativen Standardabweichungen fiir 4-DATH liegen
zwischen 4.6 und 11.49;, wihrend die Werte fir DMTH und THK zwischen 3.81
und 6.83 9 variieren.

Quantitative Bestimmung von Turimycin-Komponenten

Bei der quantitativen Bestimmung der Komponenten des Antibiotikums
wurde nach den bereits beschriecbenen Substanzaufirage- und Ausweriemodus ge-
arbeitet. In drei verschiedenen synthetischen Gemischen wurde die Wiederfindungs-
rate der Turimycin-Komponenten H,, H; und H; bestimmt. Der Tabelle V ist zu
entnehmen, dass im Mittel 97.8% der aufgetragenen Gesamtmenge wiedergefunden
werden. Fir die Wiederfindungsraten der Einzelkomponenten in den drei Gemischen
ergeben sich im Mittel fiar Turimycin Hs 101.2 9, fir Turimycin H; 99.7 % und fiir
Turimycin H, 98.7%,. Die relativen Standardabweichungen lagen bei der Bestimmung
der Einzelkomponenten zwischen 1.65 und 9.259%,.

TABELLE V -
QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON TURIMYCINKOMPONENTEN IN GEMISCHEN
Anzahl der Bestimmungen: n = 6.

Turimycin Substanzmengen der Komponente s
aufgetragen gefunden ug %
Komponente pg % Komponente Mittel
ug %
Gemisch A Hs 3 25 3.02 25.17 0.05 1.65
H, 3 25 3.7 26.42 0.14 445
H, 6 50 5.60 46.67 0.11 1.98
Gemisch B Hs 3 25 3.35 2792 0.17 5.04
H; 5] 50 545 45.42 0.20 3.58
H. 3 25 2.88 24.00 0.27 2.25
Gemisch C Hs 6 50 5.47 45.58 0.24 4.35
H, 3 25 3.08 25.67 0.07 237
H; 3 25 3.20 26.67 0.07 223
Standard 9 100 B, 2.44 27.11 0.10 408
H, 4.50 50.00 0.10 2.17
H, 1.42 15.78 0.07 4.57
Standard 18 100 Hs 5.67 31.50 0.21 3.69
H, 9.16 50.89 0.71 7.76
H. 3.28 18.22 038 1165
Charge 111 9 100 H 245* 27.30 0.17 6.73
H, 4.55* 50.67 0.32 7.09
H, 1.67* 18.56 .14 8.10
Charge 112 9 100 H;s 3.55 39.44 0.19 533
- Hj 3.35 37.22 0.26 7.67
B; 0.59 6.56 0406 10.10
Charge 130 9 100 Hs 2.17 24.11 0.13 6.12
H, 498 55.33 0.12 2.30
H; 1.27 14.11 0.09 6.89
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Als Anwendung der Methode in der Praxis wurde die Zusammensetzung von
drei verschiedenen Versuchschargen und einem als Standard verwendeten THK be-
stimmt. Der Géhalt an den Komponenten H;, H, und H, betriigt beim Turimyecin-
H-Standard im Mittel 29.3, 50.5 bzw. 17.0%,. Die Versuchschargen 11! und 130
stimmen in ihrer Zusammensetzung im wesentlichen mit dem Standard iiberein.
Charge 112 unterscheidet sich dagegen eindeutig in der Zusammensetzung von allen
anderen untersiuichten Proben. Der Gehalt an Turimycin H; ist im Vergleick zu den
anderen Chargen um 10-15% erhoht, wihrend die Komponente H; um 13-18%
erniedrigt ist. Diese Erh6hung der biologisch aktiveren Kompenente H; erklirt zu-
mindest teilweise die grossere antimikrobielle Wirksamkeit dieser Charge (1816
Einheiten/mg) im Vergleich zum Standard (1403 Einheiten/mg). Pagegen vermag die
verdnderte Zusammensetzung nicht die Unterschiede in der spezifischen Drehung
(—72.7° gegeniiber —82.0° bis —84.6° bei den iibrigen Chargen) sowie das unter-
schiedliche UV-Verhalten (E}J%. bei ¢ = 10 ug/ml Methanol: 0.245 gegeniiber
0.340-0.390) zu erkldren. Vielmehr ist dafiir eine bisher nicht als Einzelkomponente
isolierte Verbindung unbekannter Struktur verantwortlich, die in den Diinnschicht-
chromatogrammen der Charge 112 nachweisbar ist und einen grésseren Rp-Wert
besitzt als Turimycin H; (vgl. Eig. 2). Als Differenzbestimmung ergibt sich fur diese
Komponente ein Gehalt von 16.8 9.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Makrolidantibioti-
kums Turimycin-H-Komplex, seiner Einzelkomponenten Turimycin H,, H; und H;
sowie der Abbauprodukte 4"-Desacylturimycin H und Desmycarosylturimycin H
beschrieben. Die Trennung der Substanzgemische erfolgt durch Diinnschichtchroma-
tographie. Zur densitometrischen in-situ-Bestimmung wurde das Bildanalysegerit
“Quantimet 720" verwendet. Die Reproduzierbarkeit der bildanalytischen Auswer-
tung farbiger Flecke auf Diinnschichtchromatogrammen wird untersucht. Fir die
Varianz bei Wiederholungsbestimmungen sind Auftragefehler, Detektionsbedin-
gungen und die Empfindlichkeit des Detektors (Vidicon-R6hre) verantwortlich. Am
Beispiel der Analyse einiger Modellgemische sowie verschiedener Fermentations-
chargen des Antibiotikumkomplexes wird die Methode demonstriert.
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