CHEMICKE ZVESTI XIII, 1 — Bratislava 1959 51

POUZITIE PAPIEROVEJ CHROMATOGRAFIE NA ZISTOVANIE
VHODNEHO pH PRE EXTRAKCIU ANTIBIOTIK

VLADIMIR BETINA

Katedra technickej mikrobiol6gie a biochémie Slovenskej vysokej 8koly technickej
v Bratislave

Pri izolécii a disteni antibiotik, ktoré su rozpustné v organickych rozpustad-
lach nemieSatelnych s vodou, najlastejSie sa pouzivaji extrakéné metédy.
Extrakcia antibiotika je tuéelnd, ak jeho rozdelovaci koeficient medzi roz-
pustadlom a vodou je dostatotne velky. Rozdelovaci koeficient Sasto zdvisi
od pH prostredia, éo plati predovietkym o latkach kyslej a bazickej povahy.
Vypracovali sme metédu na zistovanie vhodnych podmienok pre extrakciu
antibiotik pomocou ,,pH chromatogramu‘‘, ktory siéasne udava aj ich iénovy
charakter. Predbeznu zpravu o metéde sme uverejnili na inom mieste [1].
pH chromatogram zhotovujeme uZ v tom stadiu, ked mame k dispozicii len
kultiry antibiotickych mikroorganizmov na Petriho miskach. Podmienkou
pre zhotovenie pH chromatogramu je poznanie rozpustnosti antibiotika,
ktord tak isto zistujeme v tomto Stadiu vyskumu pomocou papierovej
chromatografie [10].

Experimentalna ¢ast
Materidl a metédy

Rozpustnost antibiotik v 10 rozpustadlich zistujeme pomocou ,,sthrnného
chromatogramu‘‘ podla V Sevé&ika a spolupracovnikov [10], ktori pouzivaji tieto systé-
my: 1. destilovand voda, 2. 3 9%, NH,CI, 3. metanol (100 %), 4. acetén (100 %), 5. etyl-
acetat nasyteny vodou, 6. n-butanol nasyteny vodou, 7. etyléter nasyteny vodou, 8. chlo-
roform, 9. benzén, 10. petroléter.

Detekeiu antibiotik na chromatogramoch uskutoéniujeme bioautograficky pomocou
citlivych testovacich mikroorganizmov a farebné odtla¢ky inhibiénych zén na filtraény
papier zhotovime za pouZitia redoxnych indikitorov [2].

Priprava pH chromatogramov. Sériu 9 harkov filtraéného papiera Whatman 1
napojime tlmivymi citratovo-fosfatovymi roztokmi podla McIlvaina s hodnotami pH 2,2;
3; 4; 5; 6; 7; 8 a fosfatovymi tlmivymi roztokmi s hodnotami pH 9 a 10. Po vysuseni
nastrihdme prazky impregnovanych papierov 20 x 1 em so znadkami pre §tart vo vzdia-
lenosti 4 cm od konca a pre &elo 15 cm od Startu.

Pre kazdé antibiotikum pouZivame 9 impregnovanych prizkov s hodnotami pH od 2, 2
do 10. Z kolénii antibiotického mikroorganizmu v Petriho miske vykrojime 9 agarovych
blo¢kov (d = 10 mm), ktoré umiestime na Start pripravenych prizkov. Po 15—30 minu-
tach blo¢ky z pruzkov odstranime. Tento 8as je postadujuci na diftiziu antibiotik z blo¢kov
do papiera [10]. Po vysuSeni na vzduchu prazky vyvijame vo vybranom rozpustadle,
v ktorom sme predtym zistili rozpustnost prislusného antibiotika pomocou ,,stthrnného
chromatogramu‘‘. Vyvijanie skonéime, ked &elo rozpustadla dosiahne 15 cm od Startu.

Po vysuSeni pruzkov vykoname bioautograficku detekeiu vhodnym testovacim mikro-
organizmom a zhotovime farebné odtlaéky podla metédy [2].
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Vzorky antibiotik. Pripravili sme pH chromatogramy niektorych antibiotils,
o ktorych st zndme wdaje o spdsobe izolacie extrakénymi metédami. Za ndzvom antibio-
tika v zatvorke je uvedené rozpustadlo pouzivané pri extrakeii, ktoré sme pouzili aj pre
vyvijanie pH chromatogramov. PouZili sme tieto antibiotikéa: benzylpenicilin (amylacetéat
nasyteny vodou), kyselina gladiolové (etyléter nasyteny vodou), novobiocin (amylacetét
nasyteny vodou), sarkomycin (etylacetat.nasyteny vodou), erytromyein (amylacetat na-
syteny vodou), spiramycin (benzén) a chloramfenikol (etylacetdt nasyteny vodou).

Agarové bloéky sme pouzili z kultiry producenta penicilinu Penicillium chrysogenum
@ 176 a z kultary Aspergillus sp. 82, ktord produkuje bliZ§ie neuréené antibakteridlne
antibiotikum 4-82 [9]. pH chromatogram penicilinu z bloékov sme pripravili vyvijanim
vo vlhkom amylacetéate a pH chromatogram antibiotika 4-82 v chloroforme.

Detelkeciu vSetkych uvedenych antibiotik sme uskutoénili bioautograficky s vynim-
kou pH chromatogramu kyseliny gladiolovej, kde sme pouZili chemicku detekeiu po-
striekanim chromatografickych prazkov 3 % NH,OH, s ktorym kyselina gladiolova dava
tmavozelenu farebnu reakeiu [7]. Pre penicilin a antibiotikum A4-82 testovacim mikroor-
ganizmom bol Bacillus subtilis SDPC 1: 220, pre ostatné antibiotikd Bacillus subtilis
ATCC 6633.

Yysledky a diskusia

Polohy $kvin na pH chromatogramoch pri jednotlivych hodnotdch pH sa
pre uréité antibiotikum charakteristické. Ak ide o latku kyslého charakteru,
dostdva sa najdalej od Startu v kyslej oblasti a so sttipajicim pH sa vzdiale-
nosti §kvin od Startu zmens$uji. Béazické antibiotikd maji pH chromatogram
obriteny: so stupajucim pH sa zvidSuje aj vzdialenost Skvin od Startu. Neu-
tralne antibiotikum md Skvrny pri vSetkych hodnotach pH prakticky v rov-
nakej vzdialenosti od Startu. Z celkového charakteru pH chromatogramu
spozname teda i6novy charakter antibiotika.

Dal$im délezitym tdajom vyplyvajicim z pH chromatogramu je zistenie
vhodného pH pre extrakciu a Sistenie antibiotika. Hodnota Ry okrem iného
priamo zavisi od rozdelovacieho koeficienta antibiotika medzi pohyblivou
fazou, ktorou je organické rozpustadlo, a zakotvenou fazou, ktorou je voda
viazand v papieri [3]. Z toho uzatvarame, Ze pre extrakciu antibiotika z vodné-
ho roztoku do organického rozpustadla najvyhodnejsie bude to pH, pri ktorom
mé pH chromatogram najvaésiu hodnotu Ry, pretoze tam je rozdelovaci
koeficient latky medzi rozpustadlom a vodou najvacsi. Naopak, reextrakcia
antibiotika z organického rozpustadla do vody sa vyhodne uskutoéni pri tom
pH, kde $kvrna antibiotika uZ zostala na Starte. Je teda za danych podmienok
v organickom rozpustadle prakticky nerozpustna.

Na obr. 1 je pH chromatogram benzylpenicilinu vyvijany v amylacetéte.
Charakter pH chromatogramu potvrdzuje jeho kysld povahu. Najvyhodnejsie
PH pre extrakciu penicilinu z vody do amylacetatu podla pH chromatogramu
by malo byt v oblasti pH 2, kde je 8kvrna antibiotika najdalej od Startu.
Z amylacetdtu je moznd reextrakcia do vody pri pH 7—8, kde $kvrna zostala
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na Starte. Tento udaj pH chromatogramu vplne sthlasi s priemyselnymi
metédami izolacie penicilinu [5].

pH chromatogram penicilinu z agarovych blodkov kultiry P. chrysogenum
Q 176 (obr. 2) je vcelku podobny pH chromatogramu Standardného benzyl-
penicilinu. Dalsie $kvrny na $tarte pri pH 4 a 5 a pretiahnutie Skvrny pri pH 6
sposobil niektory dalsi prirodzeny penicilin, pravdepodobne penicilin X, ktory
pri chromatografickom oddelovani penicilinov v kyslej oblasti zostava na

Starte [8].
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Obr. 1. pH chromatogram benzylpenicili- Obr. 2. pH chromatogram penicilinu
nu vyvijany  amylacetite. @ = Start. z agarovych blo¢kov z kolénii P chry-

sogenum @ 176 vyvijany v amylacetéite
® = §tart,

pH chromatogram kyseliny gladiolovej (obr. 3) potvrdzuje jej kysly cha-
rakter a uddva moznost extrakcie éterom v kyslej oblasti, ¢o siihlasi s literati-
rou [7].

Dalsie antibiotikum kyslej povahy — sarkomycin — podla pH chromato-
gramu (obr. 4) moze sa extrahovat etylacetatom pri pH 2 a z neho reextrahovat
do vodného roztoku pri pH 8—9. Priemyselne sa sarkomycin extrahuje etyl-
acetatom pri pH 2 a po zahusteni sa extrakt neutralizuje sédou, pri¢om anti-
biotikum prejde do vodnej fazy [5].

Z pH chromatogramu novobiocinu (obr. 5) vyéitame jeho kysly charakter
a moznost extrakcie amylacetatom v rozsahu pH 2—6 a z neho reextrakciu
vodou pri pH 10. V tovarenskej vyrobe sa pouziva extrakcia amylacetatom pri
pH 6, z neho do vody pri pH 10 a z vody naspéit do amylacetatu pri pH 6 [6].

Antibiotikum A4-82 podla pH chromatogramu (obr. 6) je kyselina a dé sa
extrahovat chloroformom pri pH 6 a z neho vodou pri pH 10.

Bézicky charakter erytromycinu potvrdzuje jeho pH chromatogram (obr. 7).
Z polohy skvin vyplyva, Ze sa modze extrahovat amylacetdtom pri pH 9
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a reextrahovat vodou pri pH 4, ¢o uplne sihlasi so spésobom priemyselnej

izolacie [11].

Dalsie bézické antibiotikum spiramycin podla patentovej literattiry [4]
extrahuji benzénom pri pH 9 a extrakt zahustia. pH chromatogram (obr. 8)
neprotireéi tymto ddajom a je stdasne charakteristicky pre latku bazicke]

povahy.
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Obr. 3. pH chromatogram kyseliny
gladiolovej vyvijany v etyléteri.
® = Start.
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Obr. 5. pH chromatogram novobiocinu
vyvijany v amylacetite. @ = Start.

"'.'

.....‘.'w

pH 22 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 4. pH chromatogram sarkomycinu
vyvijany v etylacetate. @ = Start.
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Obr. 6. pH chromatogram antibiotika
A-82 vyvijany v chloroforme. @ = Start.

pH chromatogram chloramfenikolu (obr. 9) ma Skvrny pri vsetkych pH
v rovnakej vzdialenosti od $tartu, ¢o zodpoveda jeho neutralnemu charakteru.
Extrakeciu etylacetdtom, sihlasne s literatirou [5, 11], mozno uskutoéiiovat

v kyslej i v zasaditej oblasti.
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Uvedené priklady znamych antibiotik potvrdzujd, Ze pomocou pH chro-
matogramu spolahlivo zistime iénovi povahu antibiotik, ¢o je jeden z dolezi-
tych tdajov pre ich identifikiciu. Nie menej dolezité je zistenie vhodného pH
pre ich extrakciu a izolaciu. Velkou prednostou metdédy je, Ze o antibiotikdch
ziskame naraz dva také dolezité udaje uz vtedy, ked mame k dispozicii len
kultiry ich produkénych mikroorganizmov na agarovych platniach, ¢o mé
velky vyznam najmé pre vyskum novych antibiotik.
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Obr. 7. pH chromatogram erytromycinu Obr. 8. pH chromatogram spiramycinu
vyvijany v amylacetite. ® = Start. vyvijany v benzéne. @ = Start.
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Obr. 9. pH chromatogram chloramfenikolu vyvijany v etylacetate. @ = Start.

Metéda pH chromatografie je pouZitelnd aj pre vypracovanie postupov na
chromatografické oddelovanie chemicky pribuznych latok. Z pH chromato-
gramu mozno vy¢itat pH, pri ktorom zlozky rozdelovanej zmesi maji naj-
vyhodnejsie hodnoty R (pozri obr. 2).
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Stihrn

Opisuje sa jednoduchd a rychla metéda na zistovanie pH, vhodného pre
extrakciu antibiotik z vodnych roztokov do organickych rozpustadiel a pre
pripadnti reextrakciu do vody. Udaje o mo#nostiach extrakcie sa ziskaji
z ,,pH chromatogramu®, ktory sa pripravi vyvijanim pufrovanych chromato-
grafickych papierov (rozsah pH od 2 do 10) s nanesenymi vzorkami anti-
biotika za pouzitia organického rozpustadla. Antibiotikd sa nana$aju na
Start v agarovych blotkoch z kolénii produkénych mikroorganizmov. pH
chromatogram udédva stGdasne aj i6novy charakter antibiotika. Metdéda je
vyhodné najmi pre vyskum novych antibiotik, kde poznanie iénového cha-
rakteru a moznosti extrakcie je mimoriadne délezité.

IPUMEHEHUE BYMAKHON XPOMATOI'PA®UN
A HANOHIAEHNU A IMTOAXOOAMETO pH JIJIH 9OKKCTPARIINN
AHTUBMOTHUHOB

BJIAIOIIMHP BETHHA

Rade;pa Texmnueckoil Mukpodmosornm m Omoxummm CllOBaLKoil BuicLiell TeXHHYECKOIl
mKoan B Lpatuciase

BuiBojnt

OnncriBaeTcsi mpocToil M OLICTPLII MeTox His HaXommeHHa mojxojsmero pH nas akc-
PaKknuu aBETHOMOTHROB M3 COOTBETCTBYIOMMX DPACTBOPOB B OpPraHUYECKHE PACTBOPUTEI
H HX BO3MO;HOII pesrcTpakuueii B Boxy. [laHHEIe O BO3MOMKHOCTH SKCTPAKIMU OTLICKH-
BaoTcss Ha «pH xpomaTorpamme», KoTOpas CTPOATCS HA OCHOBAHEM XpoMaTorpaduu Hc-
cJleyeMbIX BENICCTB Ha [eBATH mosockax dymarnm Whatman Ne 1, KoTopble mpH IIOMOILH
PacTBOPOB PEry:sATOPOB OLLILI YCTAaHOBJIEHH B rpaHunax 3Havenus pH or 2 xo 10. Ara-
poBbie OJIOUKH, BEIPC3aHHbC M3 KOIOHMII NDOJYKTHDYIOIAX MHKPOOPTaHW3MOB, COLEP-
KAMIMX MaJjplc KOJIMYECTBA AHTHOMOTHMKOB, BRJIAJBIBAJIMCH HAa KOPOTKOE BpeMs Ha CTapT
pery/JupoBalHBIX XpoMaTorpaguuecKmx Mmo:;10coK. Ilociie MX ygasleHHsi H BbICYIIHBAHHS
BCe JeBATH IOJIOCOK IPOSIBIAMNCH B OJHOM OpraHHyYecKOM pacTBOpHUTeIe, B KOTOPOM Ilepe
3THM OLUTa oNpejeseHa PacTBOPHMOCTL COOTBETCTBYIIEro aHTHOHOTHKA. X poMaTOIPaMMELI
OBLII ICTEKTHPOBAHLI IpH TOMOMN o00bI9HON OnoaBTOrpaguueckoii TexmMKm. 113 moso-
JKCHUA NATEH aHTHOMOTHKOB Ha «pH XxpomaTorpamme» npn opmEOUHBIX 3Rauenusx pH, oroic-
KHBacTcsl HamBuirojHefimee smauenue pH 1:iis sKCTpakmum M OJHOBPEMEHHO I HOHHDLIII
xaparrep. MeTo ABIACTCA MPUTOAHLIM IJIABHLIM 00Pa3oM JUls HCCICOBARM s HOBBIX anTI-

OHMOTHKOB.
Hocrymuio B pegariuio 2. 6. 1958 r.

A PAPER CHROMATOGRAPHY METHOD FOR THE DETERMINATION
OF SUITABLE pH VALUES FOR THE EXTRACTION OF ANTIBIOTICS

VLADIMIR BETINA

Chair of Technical Microbiology and Biochemistry of the Slovak Polytechnical University,
Bratislava

Summary

A simple and quick method for the determination of pH values most suitable for the
extraction or eventual reextraction of antibiotics from filtrates of fermentation media into
organic solvents, and from organic solvents into water, respectively, is presented. Data
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for the best possibilities of extraction are obtained from a ,,pH chromatogram‘* which is
prepared by the chromatography of the studied compounds on nine strips of Whatman
No 1. chromatographic paper buffered stepwise from pH 2 to 10. Agar plugs, cut from
colonies of the producing microorganism, containing the crude substance are put on the
starting lines of the paper strips. After their removal and after the drying of the spots the
chromatograms are developed with a suitable organic solvent and for the detection of the
spots the usual bioautographical method is used. From the position of the spots the most
suitable pH for the extraction and simultaneously the ionic character of the studied
compound can be determined. The method is especially advantageous in research of new

antibiotics.
Received June 2, 1958
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