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(54) ZpGsobd stanoveni muciderminii

Vyndlez se ty¥kd zpisobu stanoveni muciderminu, protihoubového antibiotika, ziskaného

z produk3niho kmene Oudemansiella mucida fermentadnim procesem, v meziproduktech vyroby

nebo ve finilni substanci. Chemicky je muéidermin methylester kyseliny 6-fenyl-3-methyl-

2-methoxymethylen 3,5-hexandienové. V meziprodnuktech pi#ipravy gisté ldtky muciderminu I

byvaji jedtd piitomny dal3{ 14tky podobnych fyzikdlné chemickjch vlastnosti, nap¥. muci-

dermin II, rozkladné produkty, doprovodné 1dtky apod. Znalost pFesného obsahu muciderminu

v meziproduktech p¥ipravy $isté ldtky je dileZitd z techmologického hlediska i p¥i pfes-

ném nastaveni obsahu muciderminu v konednych 1lékovyeh formdch.

Stanoveni muciderminu Je provddéno, mimo méné pPesné a Sasovdé ndrolné biologické

metody /311 % rel./ stanovujici pouze sumu biologicky G3inngch 1dtek, metodou spektrofo-

tometrickou, denzitometrickou a metodou plynové chromatografie. Metoda p?imé spektrofoto-

metrie, bez odd&lovéni balestnich ldtek, je moZnéd prakticky pouze u %¥isté substance, U me-

ziproduktd nebo nedostate3nd 3isté 1ldtky muciderminu I se stanovi vliastnd suma ldtek ab-

sorbujicich pFi méFeném maximu /mucidermin II, 8t&pné produkty, balastni ldtky apod./.

Metoda denzitometrickd, po chromatografii na tenké vrstvé, je proveditelnd u vBech mezi-

produktd, vyZaduje vBak peflivou pPipravu chromatogramu, pou?it{ standardni substance

a v neposledni ¥adé drahé speciflni zafizeni. Chyba stanoveni p¥i dorZeni v3ech podminek

Zini a¥ +10 % rel. Stanoveni pomoci plynové chromatografie je zaloZeno na kvantitativni
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destrukei muciderminu vysokou teplotou /220 °C/ na methylester kyseliny 5-fenyl-2-methyl-

benzoové, Touto metodou viak pravdépodobnd nelze odlidit mucidermin I od muciderminu II.

Nové byla vypracovina Jednoduchd, pfistrojovd nendrodng metoda, - jeji¥ podstata sposi-
vd v rozdélen{ muciderminu I a II & Jejich odddleni od balastnich ldtek, privodnich meta-
- bolitd, barevngch pigmentd nebo rozkladnych produktd, chromatografii na tenké vrstvd si-
likagelu s fluoreacendnim indikdtorem UV 254 nm, s vihodou na Silufolu UV 254, s pouzitim
spolehlivé d8lici eludni soustavy benzen - octan ethylnaty 95 : 5, v detekei zdn mucider-
mind pod UV 254 nm, jejich extrakei do orgapického rozpou¥tddla, s vyhodou do methanolu,
oddéleni rozptjlendho silikagelu, napf. filtraci p¥es skelnou vatu, a zméFeni absorbanci
takto ziskanfch roztokd na vhodném spektrofotometru v maximu absorpce muciderminu I p#i
293 nm, proti roztoku piipravenému stejnym sledem operaci ze'stejné plochy slepého pruhu.
Pomoci znémého extink¥niho koeficientu muciderminu I se potom, s vfhodou bez pouZiti stan-

dardu, vypodte obsah muciderminu I nebo II v procentech,

V§hodou zp§sobu stanoveni podle vyndlezu je rychlé odd&lens balastl, 3tdépnych pro-
duktd, barevnych pigmentd apod. od mucidermind pomoci chromatografie na tenké vratvé, jed-
noduché a §Sinnd extrakce do organického rozpoudtddla /methanclu/ a rychlé spektrofotome-
trické vyhodnoceni zigkanych roztokl, s vyhodou bez pouiivini standardnino muciderminu.
Obzv1d¥té vihodné je pouZiti hotovych folii se silikagelem s fluorescendnim indikdtorem
/nap¥.: Silufol UV 254 - silikagel s fluor. indikdtorem UV 254 nm na hlinikové podloZce/, -
JakoZto noside, nebof zdetekovand a dfle zpracovédvané zony lze Jednadude z chromatogramu
vyst#ihnout a vzhledem k tomu, Ze silikagel velmi pevnd 1pi na hlinfkové podloZce, je
znedi8t&nf extraktu ziskandho z tdchto zon, uvolnénymi d4stedkami 8ilikagelu velmi mald.
Stanoveni lze provést nejen u muciderminu I, ale stejnd piesnd i u muciderminu II, po-
pPipadd rozkladnyeh produktd chromatograficky oddslitelnych, v kone¥ném v¥ypodtu podita-
nych jako mucidermin I. ‘

Daldi podrobnosti vyplyvaji z p¥ikladu provedeni ;

Tenkd vrstva silikagelu /Silufol UV 254/ se rozddli rjhami ve smdru vyvijeni na pru-
hy 2,2 cm 8iroké., Na dva starty takto upravené tenkd vratvy se potom v délce 1,5 cm nane-
se po 50 ml roztoku vzorku /mno¥stvi vzorku odpovidajici 40 mg 3istd substance v 10 mb
smdsi izopropylatkohol - methanol 1 : 1/, na daldi start 50 ul roztoku ovdFend substance
/40 mg ové¥ené substance muciderminu v 10 ml smési izopropylalkohol - methanol 1 : 1/

a Jeden pruh se ponechd volny, Vyviji se v nasycené komo¥e smési benzen - octan ethylna-
t¥ 95 ; 5 do vzddlenosti Sela alespor 18 cm. Po skondendm vyvijeni se deska vysu’{ v prou-
du-studeného vzduchu /a8i 5 minut - do odstranéni rozpoudtédel/. Pod UV 254 nm Jsou potom
zfetelné zhéSejici pruhy muciderminu I 8hodné polohou a intenzitou s hlavnim zhéSe jicim
pruhem ﬁvﬁfené substence o Rp = 0,61, pop*ipadd zhdfejfci pruhy muciderminu IT shodné
polohou s vedlejSim zhdejfcim pruhem ovéiens substance o Ry -'0.44. Pruhy muciderminu

I a II se tufkou rychle zaznadi a sedkribnou se /v pFipadd Silufolu vystFihmou niZkami
/%sk, aby plochy o stejném Rps vietnd plochy z volného Pruhu, byly stejné veliké. SeZkrdb-
nuty silikagel se kvantitativnd vnese /vyast$iZend obdé1lnidky se vio%i/ do zébrusovich né.
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dobek, piidd se 50 ml methanolu /pro UV nebo p.a./, uzavie se zétkou & t¥epe se 1/2 hodi-
ny na mechanické t¥epadce. Potom se roztoky vhodnym zplsobem zbavi rozptylenych Sdstelek
silikagelu, nejlépe se pipetou majici 3pidku obalenou pPedidténou skelnou vatou /1 g skel-
né vaty se povabi se 100 ml methanolu, methanol se slije, vata se umisti v ndlevce a opla-
‘chuje se daldimi 100 ml methanolu. Vata se, potom zbavi zbytkd methanolu vytladenim a vysu-
Senim v suddrnd/, odebere vhodné mn?istvi roztoku do 1 cm kiemenné kyvety a na vhodném
spektrofotometru se p¥i 293 nm *+ 1 nm zmé¥*i absorbance proti methanolu jako slepé zkousce,
Obsah muciderminu I, reap. muciderminu II ve vzorku v procentecdh, poditanych jako mucider-
min I, se vypodte pomoci extinkdniho goeficientu muciderminu I, podle vzorce

- A,y - 100 . 100
% /hmot./hmot./ = L A!i_i;fﬁgi% !
o n

kde sz je absorbance roztoku vzorku 8 muciderminem I /resp. 8 muciderminem II/ - primér
dvou pruhd,
Ay je absorbance rozioku slepého pruhu o stejném Rp jako mucidermin I /resp. jako
amucidermin II/,
n je navdika vzorku v gramech a

1 100 je extinkdni koeficient a muciderminu I v methanolu pfi 293 nm.

PEEDMET VYNKLEGZU

zpdsob stanoveni micidermind, vyznadujici se tim, Ze se na tenké vratvé silikagelu
0ddd1i balastni l4tky, rozd$li mucidermin I a II, zony mucidermind se zpracuj{ extrakci’
do methanolu a po filtraci pFes pFe¥i¥tdnou skelnou vatu se provede spektrofotometrické
vyhodnoceni, pFidem¥ obsah muciderminu I, resp. muciderminu II ve vzorku v procentech,
poditanfch jako mucidermin I, se vypo&te pomoci extinkdniho koeficientu muciderminu I,
podle vzorce
A . Feddni . 100
1 100 . navéike /v g/

% /hmot./hmot./ =

kde A je absorbance roztoku s muciderminem korigované o absorbanci roztoku se slepym
pokusem o stejném Ry a
1 100 je extinkdni koeficient a muciderminu I v methanolu p¥i 293 nm.
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