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»»,pH CHROMATOGRAFIA“ ANTIBIOTIK (II)
ANTIBIOTIKA KYSLEHO CHARAKTERU

VLADIMIR BETINA

Katedra technickej mikrobioldgie a biochémie Slovenskej vysokej §koly technickej
v Bratislave

Metédou ,,pH chromatografie [1] sme v predchadzajicej praci [2] Studovali
skupinu biosyntetickych penicilinov a dokazali sme zavislost kriviek Rp z pH
chromatogramov od rozdelovacich koeficientov penicilinov medzi vodou a or-
ganickym rozpustadlom pri prislunych hodnotich pH.

Na prikladoch dalsich antibiotik kyslého charakteru porovnavame v tejto
praci udaje ,,pH chromatografie” s izolaénymi postupmi pre uvedené latky.
Zaoberame sa i hladanim dalsich faktorov, ktoré uréuji priebeh kriviek Rp.

Experimentalna Gast
Materidl a metédy
Antibiotikd

Pracovali sme s dvoma antibiotikami kyslého charakteru z aktinomycét (novobiocin
a sarkomyecin) a so 7 antibiolitami — kyselinami z hub (kyselina gladiolovd, cefalosporin
P,, kyselina mykofenolové, citrinin, fomecin 4, geodin a kyselina tereovd).

Priprava chromatogramov

Pouzili sme chromatografické papiere impregnované na hodnoty pH 2—10, pripravené
podobne ako v predchddzajucej préci [2]. Jednotlivé antibiotikd sme na Start chromato-
gramov nanés3ali takto: novobiocin po 5 meg (v metanole), obchodny preparédt sodnej soli
sarkomyecinu po 20 meg (vo vode), kyselinu gladiolovd po 10 meg (vo vode), cefalosporin
P, po 15 meg (v aceténe), kyselinu mykofenolovi po 20 meg (v metanole), citrinin po
10 meg (v aceténe), fomeecin 4 po 40 mecg (v acetdéne), geodin po 20 meg (v metanole)
a kyselinu tereova po 50 meg (v metanole). Technika vyvijania bola také istd ako v pred-
chddzajacej préci [2].

Rozpustadld

Na vyvijanie chromatogramov sme pouzili tieto rozpustadld (vSetky nasytené vodou):
n-amylacetdt pre novobiocin, n-butylacetdt pre kyselinu tereovi, kyselinu mykofenolovu
a pre cefalosporin P,, etylacetdt pre novobiocin, sarkomycin a fomecin 4.

Benzylpenicilin

Pre porovndvanie uvedenych antibiotik kyslého charakteru s najzndmejSim reprezen-
tantom tejto i6novej skupiny antibiotik sme pripravili aj pH chromatogramy benzyl-
penicilinu v butylacetdte, etylacetdte a v chloroforme. Na Start chromatogramov sme
nané3ali po 0,5 m. j. draselnej soli vo vode.

Detekcia

Chromatogramy sme detegovali bioautograficky, chemicky alebo v ultrafialovom
svetle. Pre benzylpenicilin, novobiocin, sarkomyecin, cefalosporin P,, fornecin 4 a pre
kyselinu tereovii sme pouzili testovaei mikroorganizmus Bacillus subtilis SDPC (1:220),
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pre kyselinu mykofenolova Candida pseudotropicalis C-126. Na bioautograficku detekeciu
sme pouzivali velké sklené platne [3]. Inkubovali sme cez noc pri 37°C. Parami amo-
niaku sme na chromatogramoch detegovali geodin (z1té sfarbenie) a kyselinu gladiolova
(tmavozelené sfarbenie). Polohu citrininu sme zistovali v ultrafialovom svetle, kde ddva
intenzivnu Zltozelenu fluorescenciu [4]. Kedze fluoreskuje len v podobe volnej kyseliny,
vystavili sme chromatografické pasiky s hodnotami pH 6 a vysSie udinku pér kyseliny
solnej a a% potom sme pozorovali fluorescenciu.

Vysledky

Krivka Rp novobiocinu z pH chromatogramu v amylacetate je na obr. 1.
Hodnoty Rp v kyslej oblasti az po pH 6 st prakticky rovnaké. To znamen4,
Ze pre extrakciu amylacetatom je vhodné pH 6 a filtraty fermentadnej pédy
netreba okyslovat na niZSie hodnoty pH. Minimalne Ry je pri pH 10, to je
teda vhodnd oblast na prevedenie antibiotika spit do vodnej fazy. Tento tdaj
pH chromatogramu suhlasi s priemyselnym izoladnym postupom, kde sa
pouziva extrakcia amylacetdtom pri pH 6 a reextrakcia do vodnej fazy pri

pH 10 [5].
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Obr. 1. Krivka Rp novobiocinu z pH chro-  Obr. 2. Krivka Ry sarkomycinu z pH chro-
matogramu v amylacetdte. matogramu v etylacetéate.

Krivka R, sarkomycinu z pH chromatogramu v etylacetite je na obr. 2.
Na rozdiel od predchadzajuceho antibiotika sa hodnoty Ry zretelne zniZuju uz
od pH 2, to je teda najvhodnejsie pH pre extrakeciu etylacetdtom, pretoZe
tam je rozdelovaci koeficient medzi rozpistadlom a vodou najvédsi. Vhodna
oblast pre reextrakeciu je v rozpiti pH 8—9. Pri izolacii a ¢isteni sarkomyecinu
[6] sa v prvych stuptioch postupuje podobne: Antibiotikum sa extrahuje
z filtratu fermentadnej pody etylacetdtom pri pH 2 a po vakuovom zahusteni
sa rozpusta vo vode s pridavkom kyslého uhliditanu sodného.

P. W. Brian a spolupracovnici [7] vybrali pre extrakciu kyseliny gladiolo-
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vej chloroform. Vzhladom na mald stabilitu pri pH okolo 3 extrahovali anti-
biotikum chloroformom aZ pri pH 4,4. Podla pH chromatogramu kyseliny
gladiolovej v chloroforme (obr. 3) sa extrakcia musi uskutoénit pod pH 5, od
ktorého nastava prudky pokles krivky Ep. Reextrakcia je moZna pri pH
okolo 10.

Cefalosporin P; patri do skupiny antibakteridlnych antibiotik izolovanych
z Cephalosporium sp. [8]. Okrem cefalosporinu N, ktory je vlastne D-4-amino-
karboxy-n-butylpenicilin [9], sG cefalosporiny zo série P odliné zliéeniny.
Ich izolacia sa uskutodiiuje takto [8]: extrahuju sa butylacetatom pri pH 6,5,
extrakt sa vakuove zahusti a cefalosporiny sa vyzrazaju hexanom. Percentuél-
ne je medzi nimi najviacej zastipeny cefalosporin P;. Jeho krivka R z pH
chromatogramu v butylacetate je na obr. 4. Hodnoty Ry sa v rozsahu pH 2—7
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Obr. 5. hawivka Rp kyseliny gladiolovej Obr. 4. Krivka Ry cefalosporinu P, z pH
z pH chromatogramu v chloroforme. chromatogramu v butylacetéte.
Ry ne
107 101
N C’_U_Pt’—aﬁ\\\ -
0,6 0,61
047 04 1
02 021
¥ T T T T T T T T L) v ¥ & v T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 {0 pH 2 3 4 5 65 7 8 9 10 pH

Obr. 5. Krivka Ry kyseliny mykofenolovej  Obr. 6. Krivka Ry citrininu z pH chromato-
z pH chromatogramu v butylacetéte. gramu v chloroforme.
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menia velmi mélo, krivka zaéina klesat od pH 7. Extrakcia by sa teda mala
uskutoénit v oblasti pH 6—7, o sthlasi s uvedenym izoladnym postupom.
Pomerne vysokd hodnota Rp pri pH 10 v8ak ukazuje, Ze reextrakcia, ako
zistili aj citovani autori [8], by v tomto pripade nebola téelna.

pH chromatogram kyseliny mykofenolovej (obr. 5) poukazuje na moZnost
extrakcie butylacetatom pod pH 6. Reextrakcia pri pH 10 by takisto bola
malo udinna. Pri izolacii antibiotika [10] sa pouZivala extrakcia amylacetd-
tom v kyslej oblasti, vdkuové zahustenie extraktu a rozpustanie v alkohole,
z ktorého sa draselnd sol vyzrazala pridanim KOH.

Citrinin podla pH chromatogramu v chloroforme (obr. 6) je mozné extra-
hovat pri pH 2—3 a reextrahovat pri pH 9. E. Schwenk a spolupracovnici
[11] pri $tddiu biogenézy citrininu ako prvy stupen izolacie pouzili extrakeciu
chloroformom v kyslej oblasti bez blizsieho udania pH. V nasej praci [12] sme
pri izolécii citrininu pouzili extrakeciu pri pH 2,5 etylacetatom a reextrakeciu
do vody pri pH 9, ¢o sihlasi s pH chromatogramom.

Pri izolacii fomecinu A4 [13] sa zo skdSanych rozpustadiel dal pomerne naj-
vyhodnejsie pouzit etylacetat. AvSak i v tomto pripade bola extrakcia malo
i¢inné vzhladom na pomerne maly rozdelovaci koeficient medzi rozpustadlom
a vodou aj pri nizkom pH. S tym sthlasi aj priebeh pH chromatogramu
v etylacetite (obr. 7), kde hodnoty Ry st relativne nizke i v oblasti pH 2—4.
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Obr. 7. Krivka Ry fomecinu 4 z pH chro- Obr. 8. Krivka Rp geodinu z pH chromato-
matogramu v etylacetéte. gramu v dietyléteri.

To teda naznatuje, Ze pre fomecin A si extrakéné met6dy menej vhodné.
Ako udévaji jeho objavitelia [13], lepSie sa osved¢ili metédy adsorpeie a eld-
cie, spojené s vakuovym zahustovanim.

Geodin sa podla objavitelov [14] d4 z okysleného vodného roztoku
extrahovat dietyléterom a po jeho odpareni kry3talovat z etylacetatu. pH
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chromatogram v dietyléteri (obr. 8) potvrdzuje slabo kysly charakter anti-
biotika a ukazuje moznost extrakcie v kyslej oblasti, kym reextrakcia by
nebola vyhodna.

Posledné antibiotikum, Studované metédou ,,pH chromatografie, kyselina
tereova je silnejSou kyselinou nez geodin (obr. 9). pH chromatogram pouka-
zuje na moznost extrakeie chloroformom pri pH okolo 2 a na reextrakciu
do vodnej fazy okolo pH 7, kde krivka Ry je blizko minima. M. A. Kaplan
aspolupracovnici [15]uvadzaju, Ze extrakeia chloroformom je vyhodna pri pH 2
a reextrakcia tlmivym roztokom pri pH 7, o tiplne sdhlasi s idajmi pH chro-
matogramu.

Diskusia a zaver

Na uvedenych antibiotikdch kyslého charakteru sa teda potvrdila spolahli-
vost ,,pH chromatografie”’, ktora dava spravne tdaje o ich iénovom charak-
tere, ako aj o moZnostiach ich izolacie.

Priebeh kriviek Rp, ako st uvedené na obr. 1—9, je v jednotlivych pripa-
doch navzdjom odli¥ny. Krivky Ry niektorych antibiotik so stipajicim pH
maji pomerne prudky spad (napriklad kyselina tereovd), pri inych je tento
spadd pomalsi (napriklad novobiocin) alebo celkom mierny (geodin). Ak by
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Obr. 9: Krivka Rp kyseliny tereovej z pH
chromatogramu v chloroforme.
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Obr. 10. Krivky Ry benzylpenicilinu (a),

citrinfnu (b), kyseliny gladiolovej (c) a geo-

dinu (d) z pH chromatogramov v chloro-
forme.

sme priebeh kriviek Rp porovnali s priebehom titraénych kriviek, dalo by sa
usudzovat o rozdielnej sile tychto kyselin. Antibiotikd kyslého charakteru
patria do skupiny ,,slabych kyselin®. Toto oznadenie mé viak pomerne Siroky
vyznam. Mierou ,,sily* kyselin sd ich disociadné kon§tanty alebo ich logarit-
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mické vyjadrenie v hodnotidch pK. Porovnivanim kriviek Ry antibiotik
kyslého charakteru dochddzame k zaveru, Ze celkovy priebeh kriviek je. aj
funkciou hodnét pK.

Na obr. 10 si krivky Rp Styroch antibiotik z ich pH chromatogramov
v chloroforme. So stipanim pH sa najrychlejsie zmensuji hodnoty Rr benzyl-
penicilinu. Krivka Rp dosahuje minimum u# pri pH 7. Potom nasleduje
krivka Ry citrininu, kyseliny gladiolovej a nakoniec krivka Rp geodinu. Pre
benzylpenicilin sa uddva pK = 2,76 [10], pre kyselinu gladiolovi pK =
= 4,45 [4]. Hodnoty pK pre citrinin a geodin nie st zname. Podla priebehu
kriviek Ry moZno vSak usudzovat, Ze pK citrininu je medzi uvedenymi hod-
notami pre benzylpenicilin a kyselinu gladiolovi. pK geodinu by zasa malo
byt vyssie nez pK kyseliny gladiolovej. Ked totiz priebeh kriviek Ry benzyl-
penicilinu a kyseliny gladiolovej je nielen funkciou pH a rozdelovacich koefi-
cientov [2], ale aj funkciou pK, malo by to analogicky platit i pre dalSie dve
antibiotikd. Potom pre uvedend skupinu antibiotik dostavame toto ,,poradie
acidity*’: benzylpenicilin ) citrinin > kyselina gladiolova > geodin.

Ako sme ukazali v predchddzajicej praci [2], hodnoty Ry st funkeciou roz-
delovacich koeficientov pri danych pH. C. Golumbic a spolupracovnici [16,
17] dokézali zavislost rozdelovacich koeficientov slabych organickych kyselin
a zasad od ich disociaénych kon$tant. A. Waksmundzki a spolupracovnici
[18] dokdzali tito zdvislost aj pre hodnoty Ry pri chromatografii na papieroch
impregnovanych tlmivymi roztokmi.

Na obr. 11 porovnadvame krivky Rp benzylpenicilinu, kyseliny tereovej,
kyseliny mykofenolovej a cefalosporinu P, z ich pH chromatogramov v butyl-
acetdte. Okrem benzylpenicilinu je zndme pK kyseliny tereovej (4,0—4,5) [15].
Poradie kriviek Rp tychto latok takisto sihlasi s poradim ich pK hodnét. Na
tomto zéklade je potom mo#né uréif ,,poradie acidity’ celej §tvorice antibiotik
takto: benzylpenicilin > kyselina tereovd » kyselina mykofenolové == cefalo-
sporin P, .

Krivky Rp dalSej Stvorice antibiotik z ich pH chromatogramov v etylacetéte
porovnavame na obr. 12. Z nich pre novobiocin sa udavaji hodnoty pK; = 4,3
a pK, = 9,1 [5]. Miernej&f pokles krivky Ry novobiocinu v porovnani s benzyl-
penicilinom znova sihlasi s rozdielmi hodnét pK. Krivka Ry fomecinu 4 je
osobitnym pripadom a ukazuje, Ze hodnoty Ry, ako sme uz uviedli, si na pH
chromatogramach skutoéne zavislé aj od rozdelovacich, koeficientov. ,,Poradie
acidity‘ pre tito Stvoricu antibiotik je nasledujice: benzylpenicilin ) sarko-
myecin ) novobiocin ) fomecin 4.

Na zaklade uvedeného porovnavania antibiotik kyslého charakteru a v sd-

hlase s podmienkami ich extrakcie a reextrakcie mozeme tieto latky rozdelit
podla acidity do 3 kategdrii:
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1. ,silnejsie* slabé kyseliny,
2. ,,stredne slabé kyseliny,
3. ,,velmi* slabé kyseliny.
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Obr. 11. Krivky Rp benzylpenicilinu (a), Obr. 12. Krivky Rp fomecinu 4 (a), ben-

kyseliny tereovej (b), kyseliny mykofenolo-  zylpenicilinu (b), sarkomycinu (¢) a no-

vej (c) a cefalosporinu P; (d) z pH chro- vobiocinu (d) z pH chromatogramov v etyl-
matogramov v butylacetéte. acetdte.

Z hladiska izoladnych moZnosti sa jednotlivé kategérie daji charakterizovat
takto:

,»Silnejsie’’ slabé kyseliny su antibiotika, ktoré sa daji extrahovat z vodnej
fazy organickymi rozpustadlami pri pH 2—3 a reextrahovat do vodnej fizy
pri pH 7—9. Zo spracovanych antibiotik sem patria: benzylpenicilin, sarko-
myecin, kyselina tereova a citrinin. Minimalna hodnota Ry na pH chromato-
grame je mensia nez !/, maximalneho Ry, teda

Rpmin < 1/5 Rrmax

,,Stredne‘ slabé kyseliny sa mozu extrahovat v rozsahu pH 3—6 a reextra-
hovat aZz pri pH 9—10. Patria sem: kyselina gladiolova a novobiocin; mozno
k nim zaradit aj fomecin A. Minimédlna hodnota Rp je vidy védésia od nuly
a dé4 sa charakterizovat takto:

1/5 RFmax < RFmin < 1/2 Rpmax

,,Velmi‘ slabé kyseliny sa mézu extrahovat pri pH 6—7 (napriklad cefalo-
sporiny P pri pH 6,5), pretoze pokles krivky Rp sa vyraznejSie zaéina aZ od
pH 7. Tieto latky sa nedaju reextrahovat ani pri pH 10 (horné hranica pH pri
izolacii antibiotik!) a ich daliia izoldcia z organického rozpustadla sa musi
uskutodénit inym spdsobom (zrazanie, vakuové zahustenie a pod.). Zo spraco-
vanych antibiotik do tejto skupiny patri geodin, kyselina mykofenolova
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a cefalosporin P,. Proti reextrakeii pri pH 10 hovori pomerne vysoka hodnota
miniméalneho Ry, na ziklade doho sa da odakavat aj nepriaznivy rozdelovaci
koeficient pre reextrakciu. Plati tu vztah

RFmin > 1/ 2 RFmax
Zovieobecnenim vy$Sie uvedenej klasifikacie dostavame grafické rozdelenie

pH chromatogramov antibiotik kyslého charakteru (obr. 13).
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Obr. 13. Schematické rozdelenie antibiot{k kyslého charakteru podla pH chromato-
gramov: ,silnejie’ slabé kyseliny (4), ,,stredne* slabé kyseliny (B), ,,velmi‘* slabé
kyseliny (C).

Zhrnutim vysledkov a ich hodnotenim mdzeme urobit nasledujice zavery:
Metédou ,,pH chromatografie” sa spolahlivo zisti iénovy charakter antibiotik .
V pripade kyselin a zrejme aj zadsad z pH chromatogramov moZno vyéitat
optimélne pH extrakecie, pripadne reextrakcie. Priebeh kriviek Rr je uréovany
troma faktormi — hodnotami pH, rozdelovacimi koeficientmi pri danych pH
a disociaénymi konStantami latok. V sivislosti s tym je mozné zadelit anti-
biotikd kyslého charakteru do 3 kategérii. Prislusnost k niektorej z nich
ukdZe aj pre nezname antibiotikum ‘jeho ,,aciditu® a optimalne moznosti
izoldcie. Ak v8ak pH chromatogram udava pre extrakciu oblast pH 2—3 a pre
reextrakciu oblast pH 9—10, ¢o su pri izolaénych postupoch antibiotik uz
extrémne hodnoty pH, treba brat do tvahy aj otdzku stability antibiotika
za tychto podmienok.

Dakujem dr. P. W Brianovi z Akers Research Laboratories, Welwyn, Herts za vzorky
kyseliny gladiolovej, kyseliny mykofenolovej, geodinu a citrininu, prof. dr. E. P. Abraha-
movt z Oxford University za vzorku cefalosporinu Py, dr. M. Anchelovej z New York
Botanical Garden, New York za vzorku fomecinu A a dr. I. R. Hooperovt z Bristol Labo-
ratories, Syracuse, New York za vzorku kyseliny tereovej.
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Sdhrn

Metédou ,,pH chromatografie’ sa studovala skupina antibiotik kyslého cha-
rakteru. Vysledky ukazali, Ze idaje pH chromatogramov o iénovom charak-
tere tychto latok a o mozZnostiach ich izolacie st v stlade s tdajmi dostupnymi
v literatiire. Ukazalo sa, Ze krivky Ry z pH chromatogramov st funkciou pH,
rozdelovacich koeficientov a disociaénych konstant.

«pH XPOMATOI'PAOUA» AHTUBUOTHHOB (II)
AHTUBNOTUHRN KUCJIOTO XAPAKTEPA

BJIAOUMHUP BETHHA

HKadenpa Texamyeckoi MEKpoOMOIOrAyN B GHOXAMUM
CroBalko# BEICINEH TeXHMYECKOW MKoJK B BpatuciaBe

Brrsogmt

Meromom ,,pH xpomaTorpadmm» mcciepoBanack rpynnma aETHOHOTHKOB KHCJIOTO XapakK-
Tepa. PeaynbTaTil NOKasasy TOMIecTBeHHLe JaHHbe pH xpomaTorpaMm o MOHOBOM Xapak-
Tepe STHX BEIIeCTB M 0 BOBMOKHOCTH HX H30JIALMA TaK, KAK TO IPUBOAKTCH B JIATEDPATYDE.
Kpusrie Ry u3 pH xpoMaTtorpaMm sBnsaiorcsa ¢ynknuei pH, xospdanmenTos pacmpenene-
HUs U NOCTOAHHBIX [HCCOIAALHH.

Ioctynamno B pepaxnmio 23. 11. 1960 r.

»PH-CHROMATOGRAPHIE“ DER ANTIBIOTIKA (II)
ANTIBIOTIKA SAUREN CHARAKTERS

VLADIMIR BETINA

Lehrstuhl fiir technische Mikrobiologie und Biochemie an der Slowakischen Technischen
Hochschule in Bratislava

Zusammenfassung

Mittels der Methode der ,,pH-Chromatographie’” wurde die Gruppe der Antibiotika
mit saurem Charakter untersucht. Die Ergebnisse zeigten iibereinstimmende Angaben
der pH-Chromatogramme iiber den Ionencharakter dieser Stoffe und iiber die Moglich-
keiten deren Isolierung, wie diese in der Literatur angegeben werden. Es Wurde gezeigt,
dass_die Bp-Kurven aus den pH-Chromatogrammen eine Funktion der pH-Werte, der
Vérteilungskoeffiziente und der Dissoziationskonstanten sind.

In die Redaktion eingelangt den 23. 11. 1960
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