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V pricach [1, 2] sme opisali metédu papierovej chromatografie nazvand
,»pH chromatografia‘. Pouzivame ju v naSom laboratériu na sidasné stano-
venie iénového charakteru neznamych antlblotlk a na vyber vhodného pH
pre ich extrakciu, pripadne reextrakeiu.

Spolahlivost ddajov ,,pH chromatografie” sme overovali na sérii znamych
antibiotik. V tejto praci prindSame vysledky Stidia biosyntetickych peni-
cilinov.

Experimentalna ¢ast

Materidl a metdéddy
Antibiotikad

Z Dbiosyntetickych penicilinov sme pouzili: benzyl-, fenoxymetyl-, fenyltiometyl-,
fenylselénmetyl- a alylmerkaptometylpenicilin, vSetky v podobe draselnych soli. Prvé
dva preparédty sme ziskali z laboratérii n. p. Biotika v Slovenskej Lupéi, ostatné poché-
dzali zo VSesvézového vyskumného ustavu antibiotik v Moskve. Na Start chromato-
gramov sme nandSali po 0,5 m. j. prepardtov vo vodnych roztokoch. Okrem toho sme
pouzili benzylpenicilin pritomny vo filtrdte z fermentécie Penicillium chrysogenum Wis.
§1—20 s prekurzorom fenylacetamidom. Na Start sme nandsali ca 0,5 m. j. penicilinu.

Papier

Pouzili sme pésiky chromatografického papiera Whatman 1 o rozmeroch 32 X 1 cm,
impregnované na hodnoty pH od 2 do 10 postupom opisanym v pracach [1,2]. Start
chromatogramov bol vo vzdialenosti 4 cm od spodného konca pédsikov, pre éelo bola
vyznacend vzdialenost 25 cm od Startu.

Rozpustadld a vyvijanie

Pouzili sme rozptstadld n-butylacetdt nasyteny vodou a chloroform nasyteny vodou.
Vyvijali sme vzostupne v 500 ml preparaénych valcoch s 50 ml rozpustadla, opatreng’rch
gumovymi zdtkami so zdrezmi na upevnenie chromatogramov. Pre pohodlnejsie sledo-
vanie pohybu &ela rozpustadiel sme na kazdy chromatogram naniesli kvapku éterického
roztoku Sudan IIT vo vzdialenosti asi 3 cm od znacky pre éelo. Ked rozpustadlo dosiahne
tuto znacku, zadne farbivo putovat s jeho éelom a signalizuje tak presnt polohu. Tento
sposob signalizédcie sa pouziva pri chromatografii antibiotik [3]. Vyvijanie sme prerusili,
ked delo rozpustadla dosiahlo naznac¢end vzdialenost 25 cm od Startu.

Detekcia

Polohu antibiotik na pH chromatogramoch sme zistovali bioautograficky na velkych
sklenych platniach [4] naodkovanych testovacim mikroorganizmom Bacillus subtilis
SDPC (1 : 220). Po inkubécii cez noc pri 37 °C sme zaznamendvali polohu inhibiénych zén.
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Obr. 1. pH chromatogram benzylpenicilinu v n-butylacetéte.
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Obr. 2. Krivka Ry benzylpenicilinu z pH  Obr. 3. Krivka Rp benzylpenicilinu z pH
chromatogramu v butylacetéte. chromatogramu v chloroforme.
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Obr. 4. Krivka Rp benzylpenicilinu z fer-
mentacnej péddy; pH chromatogram
v chloroforme.

08 1

04 A

02 A1

2" camn © ol
10 pH

T T T T T T Y

2 3 4 5 6 7 8 9

Obr. 6. Krivka Ry fenyltiometylpenicilinu
z pH chromatogramu v chloroforme.
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Obr. 5. Krivka Ry fenoxymetylpenicilinu
z pH chromatogramu v chloroforme.
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Obr. 7. Krivka Ry fenylselénmetylpenicilinu
z pH chromatogramu v chloroforme.

Vysledky

pH chromatogram benzylpenicilinu v butylacetdte je na obr. 1. Je typickym prikladom
pH chromatogramu zliéeniny kyslého charakteru. Krivka Rp Standardného benzyl-
penicilinu, benzylpenicilinu z filtrdtu fermentaénej pddy a ostatnych penicilinov je
na obr. 2 az 8. Ako vidiet, medzi krivkami Ry jednotlivych biosyntetickych penicilinov
nie st podstatné rozdiely. Takisto zanedbateIné rozdiely su medzi pH chromatogramom
standardného benzylpenicilinu a benzylpenicilinu z filtrdtu fermentadnej pédy. To zna-
mend, ze balasty z filtrdtu nijako zreteIne neovplyvnili priebeh krivky Rp.
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R Obr. 8. Krivka Ry alylmerkaptometylpeni-
F cilinu z pH chromatogramu v chloroforme.
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Diskusia a zaver

Zaoberali sme sa tiez otdzkou, &i aj v pripade penicilinov ako reprezen-
tantov antibiotik hlavnym momentom pri ,,pH chromatografii‘ je rozdelovanie
latok medzi pohyblivou (organické rozpustadlo) a zakotvenou fizou (voda
v papieri).

Podla tedrie papierovej chromatografie pri chromatografii vaésiny organic-
kych zltéenin hlavnym faktorom je rozdelovanie ldtok medzi rozpustadlami
a vodou [5]. Pre hodnotu Ry vtedy plati vztah

1
RF=—— 2

kde « je rozdelovaci koeficient latky medzi vodou a rozpustadlom, A4g je
mnozstvo vody v papieri a A7 mnoZstvo rozpustadla preteéeného papierom.

Na overenie platnosti uvedeného vztahu medzi hodnotou Ry a rozdelovacim
koeficientom v pripade ,,pH chromatografie“ sme pouzili jednak tdaje pH
chromatogramu benzylpenicilinu v chloroforme, jednak vysledky merania
rozdelovacich koeficientov penicilinu medzi chloroformom a vodou pri réznych
pH (pozri [6]). Hodnoty Rr sme ziskali z pH chromatogramu, hodnoty rozde-
Iovacich koeficientov z pramena [6], takZe v uvedenej rovnici zostavala esSte
neznima veli¢ina Ags/Ar, ktora sa experimentalne stanovuje pomerne tazko.
R. Consden a spolupracovnici [7], ktori zaviedli metédu papierovej chro-
matografie, v podobnej situdcii si pomohli takto: Do vy3Sie uvedenej rovnice
dosadili namerand hodnotu Rr glycinu a hodnotu rozdelovacieho koeficienta
tejto aminokyseliny namerani pri pretrepavani a tak vypoditali hodnotu
Ag/Ay. Ta potom dosadzovali do tej istej rovnice pre dalSie aminokyseliny
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a z hodndét Rp mohli vypoditat rozdelovacie koeficienty, ktoré sa skutoéne
zhodovali s nameranymi hodnotami, uviddzanymi v literatire.

Analogicky postup sme pouzili aj v naSom pripade. Do rovnice sme dosadili
namerant hodnotu Er benzylpenicilinu pri pH 6 z pH chromatogramu v chloro-
forme (0,15, pozri obr. 3) a z pramena [6] hodnotu rozdelovacieho koeficienta
medzi vodou a chloroformom pri pH 6,04, ktord je reciproénou hodnotou
rozdelovacieho koeficienta medzi chloroformom a vodou (0,036) a m4 ¢&iselni
hodnotu 27,3. Po dosadeni do rovnice dostavame:

AglAL = - \z 1) = 0,206

Takto vypoéitanu hodnotu Ags/4r sme pouzili na vypolet Rp pre ostatné
hodnoty pH z rozdelovacich koeficientov podla ddajov [6]. ,,Vypoditana‘
krivka Rp spolu s krivkou Rr z pH chromatogramu benzylpenicilinu v chloro-
forme je zndzornend na obr. 9. Vidime, ze krivky st v podstate zhodné.

Podobny postup sme pouzili aj na vypoléet rozdelovacich koeficientov
penicilinu medzi vodou a chloroformom podla vztahu
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Obr. 9. Porovnanie krivky Rp benzyl- Obr. 10. Zdvislost rozdelovacich koeficien-
penicilinu z pH chromatogramu v chloro- tov benzylpenicilinu medzi vodou a chloro-

forme (Rp.) a vypoditanej krivky Rp formom od pH.
z rozdelovacich koeficientov (B ). ®, experimentélne zistené a o vypoditané
® —-—@ Rr, O O Rr z pH chromatogramu v chloroforme.

O i 2= O o A A“t
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Obr. 10 znazornuje zavislost rozdelovacich koeficientov penicilinu medzi
vodou a chloroformom od pH, vypoéitanych z pH chromatogramu a prevza-
tych z pramena [6].

Na zaklade vysledkov zndzornenych na obr. 9 a 10 dochiadzame k ziveru,
ze pri ,,pH chromatografii’ penicilinu (a to isté sa da oéakavat aj pre iné
antibiotikd) rozdelenie latky medzi rozptstadlom a vodou zakotvenou v pa-
pieri je tiez hlavnym faktorom. Esovita krivka Ry ziskand z pH chromatogramu
je teda funkciou: @) pH, b) rozdelovacich koeficientov pri danych pH, ¢) diso-
ciadnej konstanty (ako uvedieme v praci [8]).

To teda znamena, Zze z pH chromatogramu okrem iénového charakteru
antibiotika moézZeme spolahlivo zistit vhodné podmienky izoldcie. pH chro-
matogramy biosyntetickych penicilinov udavaji aj vhodné podmienky izolécie:

1. extrakcia organickym rozpuastadlom z vody pri pH 2,

2. reextrakcia do vodnej fazy pri pH okolo 7.

Tieto udaje s zhodné s pouzivanymi priemyselnymi metéddami [9].

Sahrn

Metédou ,,pH chromatografie [1, 2] sme Studovali niektoré biosyntetické
peniciliny. Okrem ¢istych preparatov sme pouzili aj filtrat fermentaénej pody
obsahujici benzylpenicilin. Zistili sme, Ze boéné radikaly biosyntetickych
penicilinov len malo ovplyviiuji charakter kriviek Ry pri chromatografii v tom
istom rozpustadle. Dokazali sme zavislost hodnét Rx od rozdelovacich koefi-
cientov benzylpenicilinu medzi vodou a chloroformom pri prislusnych hod-
notéch pH. Udaje pH chromatogramov dostatoéne presne ukazuji moznosti
izolacie a koncentracie antibiotik pri pouziti extrakecie a reextrakcie.

«pH XPOMATOI'PA®HIfI» AHTUBMOTHUKOB (1)
BUOCMHTETHMYECKNE IMNEHUIMJIJIMHEI

BJIAOJUMHP BETHHA

Radgenpa Texanueckoil Mukpobuosoruu u Guoxumuu CiioBalfkoli BuicIIell TeXHu9ecKoi
mKonsl B Bparuciape

BpiBont

Metomom «pH xpomatorpadmm» [1, 2] MBI U3yuaju HEKOTOpPLIC OOCHHTETHYECKME IECHH-
uuynnHb. HpoMe YMCTEIX ITpenapaToB ML 1I0JIL30BAJHCh TOME (IALTPATOM (pepMEHTALHOH-
HOII cpefnl, cojepsKanieil GeH3HIMeHUIMINIME. MBI OIPEICIMIN, YTO PAJIMKAIL B OOKOBLIX
HenbAX OMOCHHTETHYECKIX I HUIMILTHHOB OKA3BBAIOT HE3HAUMTE/ILHOC BIUSHIC HA XapaKTep
KpuBpIX Rp npu xpoMaTorpaguu B TOM K€ CAMOM PACTBOPUTEIC. MLI ONPEAEIHIIM 3aBACH-
MOCTh 3HaYeHHMHt Rp Ha pacIpelelHTeNbHBIX KOIPUIMCHTAX UCHINJIICHHLMIJINHA MEHIY
BOJOM M xyopogopmom mpu cooTBeTcTBylomuX 3Hauerusax pH. Jlaumne pH xpomatorpamm
JI0CTATOYNO TOYHO IIOKA3BLIBAIOT BO3MOMKHOCTH M30JIAIMH M rcomwlrrp;umuhammﬁnq’rm{on

Npu IPUMEHeHHH SKCTPAKIMMA M PedKCTPAKIIMM.
HocTynuio B pepaxmuio 23. 11. 1960 r.
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»PH-CHROMATOGRAPHIE® DER ANTIBIOTIKA (I)
BIOSYNTHETISCHE PENICILLINE

VLADIMIR BETINA

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

Zusammenfassung

Mittels der Methode der sog. ,,pH-Chromatographie [1, 2] unterstichte der Autor
einige biosynthetische Penicilline. Ausser der reinen Prdparate wurde auch das Filtrat
der Fermentationsfliissigkeit, welches Benzylpenicillin enthélt, verwendet. Der Autor
stellte fest, dass die Seitenradikale der biosynthetischen Penicilline den Charakter
der Kurven der Rp-Werte bei der Chromatographie in demselben Ldésungsmittel nur
wenig beeinflussen. Weiter wurde die Abhéngigkeit der Rp-Werte von den Verteilungs-
koeffizienten des Benzylpenicillins zwischen Wasser und Chloroform bei den entsprechen-
den pH-Werten nachgewiesen. Die Angaben des pH-Wertes der Chromatogramme zeigen
mit ausreichender Genauigkeit die Moglichkeiten der Isolierung und Konzentrierung
der Antibiotika fiir die angewendeten Extraktionen und Reextraktionen.

In die Redaktion eingelangt den 23. 11. 1960
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