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Slovenskej vysokej S8koly technickej v Bratislave

V sérii prac [1—4] sme referovali o vysledkoch Stidia antibiotik kyslého,
bazického a amfotérneho charakteru metédou ,,pH chromatografie. Pre
kyseliny a zdsady sme dokdzali zdvislost hodnét Br od troch veli¢in: od pH,
rozdelovacich koeficientov a disociaénych konstant.

V tejto praci predkladime hodnotenie niektorych neutralnych antibiotik
,»,PH chromatografiou‘.

Experimentalna cast

Materidl a metédy
Antibiotikd
Z dostupnych neutrélnych antibiotik sme vybrali tieto: aktinomyecin C, aurancio-
gliokladin, frekventin, gliotoxin, chloramfenikol, iludin M, iludin S, 5-metoxytoluchinén,
patulin, pleuromutilin, trichotecin a viridin.

Priprava chromatogramov

Postup pripravy bol podobny ako v préci [1]. NandSky antibiotik na Start chromato-
gramov boli nasledujtice: aktinomyein C, gliotoxin, chloramfenikol po 10 meg; aurancio-
gliokladin, iludin S a viridin po 15 meg; patulin, pleuromutilin po 20 meg; trichotecin
25 meg, frekventin 50 meg a iludin M 80 mcg. Na rozpustanie vzoriek sme pouzili tieto
rozpustadlé: vodu pre chloramfenikol, metanol pre gliotoxin, acetén pre aktinomyecin C,
patulin a frekventin, etylacetét pre iludin S a aktinomyecin C, chloroform pre aurancio-
gliokladin, viridin, 5-metoxytoluchinén, pleuromutilin, trichotecin a iludin M.

Rozpiustadla

Na vyvijanie chromatogramov sme pouzili také isté rozpustadld, ako sa pouzivaji
pri extrakeii prisluSného antibiotika: pre patulin dietyléter [5], pre chloramfenikol
etylacetét [6], pre iludin S etylacetdt [7]; chloroform pre aktinomyecin C [6], aurancio-
gliokladin [8], frekventin [9], gliotoxin [10], iludin M [7], 5-metoxytoluchinén [11],
pleuromutilin [12], trichotecin [13] a pre viridin [14]. VSetky rozpustadld sme nasytili
vodou.

Vyvijanie a detekcia

Chromatogramy sme vyvijali vzostupnou technikou, opisanou v préci [1]. Antibiotiké
na chromatogramoch sme detegovali bioautograficky alebo chemicky. Na bioauto-
graficki detekciu sme pouZili testovaci mikroorganizmus Bacillus subtilis SDPC 1:220
pre aktinomyecin C, gliotoxin, chloramfenikol, iludin M, iludin S, 5-metoxytoluchinén
a pre pleuromutilin; testovaci kmen Candida pseudotropicalis C-126 pre frekventin
a trichotecin. Auranciogliokladin sme detegovali podla pévodného zltého sfarbenia,
patulin podla Zltého sfarbenia po vystaveni tidinku par amoniaku [15] a viridin podla
zltého sfarbenia v ultrafialovom svetle po predchddzajicom téinku pdr amoniaku.
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Vysledky a diskusia

Typicky pH chromatogram neutralneho antibiotika, akym je chloramfenikol
[6], je na obr. 1. Ako vidiet, hodnoty R, sa s pH nemenia a zostavaju rovnaké
v celej stupnici pH chromatogramu. Chloramfenikol ako latka neutrdlna
nedisociuje, odpada teda vplyv disociaénej konStanty, ktord mala vplyv na
priebeh chromatogramu kyselin a zasad. Zaroven sa vylutuje aj vplyv pH,
ktoré v pripade ionizovatelnych latok vplyva na disocidciu a v stlade s riou
sa menia aj rozdelovacie koeficienty. V pripade neutralneho antibiotika zostava
rozdelovaci koeficient jedinym faktorom, ktory uréuje hodnotu Rp, ak sa
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Obr. 1. pH chromatogram chloramfenikolu

v etylacetdte.

Re Re
7,0 1 OO —o—C L O f,D‘ O 1o Q Q
0.8 - 08 -
0,6 0,61
0,4 1 041
0,21 02
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 40 pH Z 3 4 5 b 7 8 Y 10 pH

Obr. 2. Priamka Rp aktinomycinu C z pH  Obr. 3. Priamka Ry aktinomycinu C z pH
‘chromatogramu v chloroforme. chromatogramu v etylacetate.
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pouzije to isté rozpustadlo a ak obsah vody v papieri sa nemeni. Plati teda
znamy vztah o priamej tmernosti medzi Rp a rozdelovacim koeficientom
medzi rozptastadlom a vodou alebo obratene, Ry je nepriamo timerné rozdelo-
vaciemu koeficientu « medzi vodou a rozpustadlom, ak hodnota Ags/4r je
konStantna [16]:

PO S

As
1 4+ « AL

To vSak stiasne znamend, Ze poznanim neutralneho charakteru antibiotika
pomocou pH chromatogramu vieme, Ze pre extrakciu organickym rozpustad-
lom nie je potrebna uprava pH a zZe reextrakcia do vody za zmeneného pH
nie je mozna.

Na obr. 2 a 3 su vysledky ,,pH chromatografie’“ aktinomycinu C v dvoch
rozpustadlach, ktoré sa pouzivaji pri jeho izolacii. W. S. Spector [15] vSak
uvadza, ze aktinomyciny st slabé zasady. Osvetlenie tejto nezrovnalosti
s na8im vysledkom, ktory ukazuje neutrdlny charakter aktinomycinu C, sme
hladali v dalSom pokuse. Pripravili sme 6 sérii pasikov chromatografického
papiera Whatman 1 impregnovanych tlmivymi roztokmi o pH 2,5; 4,5; 6,5
a 8,5. Na vSetky sme naniesli po 10 meg aktinomycinu v aceténe a kazdua
sériu sme vyvijali v inom rozpustadle. Vysledky ziskané po detekeii chromato -
gramov pomocou Bacillus subtilis st uvedené v tab. 1. Aj tento pokus ukizal,
ze aktinomyein C je neutrilna litka.

Vysledky $tudia ostatnych neutridlnych antibiotik metédou ,,pH chromato-
grafie su v tab. 2, v ktorej pre kazdé antibiotikum uddvame pouzité rozpas-
tadlo a priemernt hodnotu Ry z pH chromatogramu v tomto rozpustadle.

pH chromatogramy neutralnych antibiotik ukazuju rozdiely od ostatnych

Tabulka 1
Hodnoty Ry aktinomycinu C pri réznych pH

Rp x 100
Rozpustadlo* pH

2.5 4,5 6,5 8,5
aceton 86 87 87 85
n-butanol 91 91 91 91
n-butylacetat 87 88 88 88
etylacetdt 96 97 97 97
dietyléter 85 85 85 86
chloroform 86 87 85 87 '

* Vsetky rozpustadld okrem aceténu boli nasytené vodou.
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Tabulka 2
pH chromatogramy neutrdlnych antibiotik

I e Rp
Antibiotikum Rozpuastadlo* (priemerné hodnota)
aktinomycin C etylacetat 0,97
aktinomyein C chloroform 0,98
auranciogliokladin chloroform 0,98
frekventin chloroform 0,94
gliotoxin chloroform 0,90
chloramfenikol etylacetét 0,95
iludin M chloroform 0,90
iludin S etylacetat 0,94
5-metoxytoluchinén chloroform 0,97
patulin dietyléter 0,91
pleuromutilin chloroform 0,96
trichotecin chloroform 0,96
viridin chloroform 0,98

* Nasytené vodou.

skupin latok (kyseliny, zisady, amfotérne latky). Kym v tychto skupindch
sme ukazali krivkové zmeny hodnét Ry v zavislosti od pH a ostatnych fakto-
rov, hodnoty Rp neutralnych litok zavisia prakticky len od rozdelovacich
koeficientov a st preto rovnaké pri vSetkych pH, ak sa dodrzia Standardné
podmienky price. Vo vSetkych sktSanych rozpustadlach boli hodnoty Rp
vidsie nez 0,90, ¢o poukazuje na moznosti extrakcie antibiotik z vodnych
roztokov. KedZe roztoky pre chromatografiu jednotlivych antibiotik sme
vyberali podla toho, ako sa pouZivaji pri extrakecii tychto latok, uvedeny
zaver je opravneny.

Poznanie neutrilneho charakteru nezndmeho antibiotika, ¢o ,,pH chromato-
grafia‘ spolahlivo umoziiuje, naznaéuje, Ze ho moézeme extrahovat vhodnym
organickym rozpu$tadlom bez tpravy pH vodného roztoku a zZe reextrakcia
z organickej fazy do vodnej fazy sa neda pouzit.

Skisenosti s pouzivanim ,,pH chromatografie”“ v naSom vyskume antibiotik
ukazuju, Ze tdto metéda poskytuje'o neznamych latkach cenné idaje z hladiska
ich izolacie a identifikdcie. Na zaklade udajov ,,pH chromatografie sme mohli
napriklad izolovat antibiotikum kyslého charakteru S-52 [17] a neutralne
antibiotikum S-82 [18].

V tejto praci, ako aj v pracach [1—4, 17, 18] sme uviedli moznosti pouzitia
,»,PH chromatografie v oblasti antibiotik. Aplikicia uvedenej metédy moéze
byt vSak osozné i pri praci s inymi biologicky délezitymi latkami, a to aj
s takymi, ktoré doteraz neboli identifikované a izolované a pozndme ich len
na zaklade ich tdinkov.
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Antibiotikd pouzité v tejto prdci boli z nasledujucich pramefiov: auranciogliokladin,
[frekventin, gliotoxin, patulin a viridin od dr. P. W. Briana z Akers Research Laboratories,
dudin M, iludin S, 5-metoxytoluchinén a pleuromutilin od dr. M. Anchelovej z New York
Botanical Garden, aktinomycin C od dr. H. Kéhlerovej z Institut fiir Phytopathologie
a trichotecin od dr. Q. Q. Freemana z Imperial Chemical Industries. Vsetkym vyslovujeme
uprimnd vdaku.

Sahrn

Metédou ,,pH chromatografie“ sa Studovalo 12 antibiotik neutralneho
charakteru. Uvedené su charakteristické pH chromatogramy, ktoré ukazuja,
ze pri dodrzani Standardnych podmienok hodnoty Ry neutrilnych latok
zavisia len od rozdelovacich koeficientov. Poznanie neutralneho charakteru
nezndmych antibiotik umozZni spresnit podmienky ich izoldcie a ma vyznam
aj ako jeden z dodlezitych identifikaénych tdajov. Diskutuje sa o moznostiach
aplikéacie ,,pH chromatografie‘ aj v praci s inymi biologicky délezitymi latkami.

«H XPOMATOI'PAOUSTy AHTUBNOTNROB (V)
HEUTPAJIbHBIE AHTUBUOTURKU

BJAJUMHNP BETHHA

Hagenpa TexHm9ecKo# MEKPOOHONIOTHR B GUOXMMUH
CroBankoil BeIcIIed TeXHHEUECKOIH IIK0JIbI B BpaTuciase

BrBoant

Merogom ,,pH xpomarorpaduu‘‘ mayuanocs 12 aETEOMOTHKOB HeTpaJbHOTO XapaKTepa.
IlpmBopaTca xapakrepucTdeckme pH xpomarorpaMmei, KOTOpHIe IOKA3kBAIOT, YTO IPH
COOIMIONe A CTAHAPTHLIX YCIOBUIl 3HadeHHs Rp RedTpPasbHEIX BEINECTB 3aBHCHMEL TOIBKO
OT pacHpefelHTeJbHEIX Koa(umumenToB. Ilo3HaHme HeliTpPalabHOTO XapaKTepa He3HAKOMBIX
AHTHOHOTHKOB IO3BOJIAET YTOUHATE YCIOBHs MX M30:Is UMM I MMeeT Toe 3HaUeHHe BaKHeH-
mero HAeHTHQUKAIMOHHOTO AAHHOIO. [MCKYTHDYETCS O BOSMOMKHOCTAX amjmkanmm, »pH
xpomarorpadum« Toe IpH paboTe ¢ JPYIAMHE GHOJIOTHYECKE BaKHBIME BelIeCTBAMH.

IocTymmno B pepakmmio 23. 11. 1960 r.

»PH-CHROMATOGRAPHIE® DER ANTIBIOTIKA (V)
NEUTRALE ANTIBIOTIKA

VLADIMIR BETINA

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

Zusammenfassung

Mittels der Methode der ,,pH-Chromatographie“ wurden 12 Antibiotika neutralen
Charakters studiert. Es werden charakteristische pH-Chromatogramme angefiihrt, welche
zeigen, dass bei Einhaltung von Standardbedingungen die Rp Werte von neutralen
Stoffen nur von den Verteilungskoeffizienten abhiingig sind. Die Erkenntnis des neutralen
Charakters unbekannter Antibiotika erméglicht es, die Bedingungen deren Isolierung
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zu prizisieren und hat auch Bedeutung als eine der wichtigen Identifikationsangaben.
Eine Diskussion tiber die Moglichkeiten der Applikation der ,,pH-Chromatographie‘
auch bei der Arbeit mit anderen biologisch wichtigen Stoffen schliesst sich an.

In die Redaktion eingelangt den 23. 11. 1960
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