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,»PH chromatografia‘¢ antibiotik (VI)
Rozdelovanie zmesi prirodnych penicilinov

V. BETINA

Katedra technickej mikrobioldgie a biochémie Slovenskej vysokej Skoly technickej,
Bratislava

Na priklade rozdelovania zmesi prirodnych penicilinov vo vzorkach
fermenta¢nych pod sa demonsStruje moznost vyuzitia techniky ,,pH chroma-
tografie’‘ nielen na zistovanie iénového charakteru antibiotik a podmienok
ich izoldcie, ale aj na rozdelovanie zmesi pribuznych antibiotik. Z priebehu
kriviek Ry ionizovatelnych l4tok mozno zistit optimélne pH na ich rozdelo-
vanie pomocou ,,pH chromatografie’‘.

V pracach [1—9] sme opisali sposob zistovania iénového charakteru ne-
zndmych antibiotik a siasné stanovenie podmienok ich izoldcie na zaklade
priebehu kriviek Ry, z ,,pH chromatogramov‘ Pouzitelnost a spolahlivost
tejto techniky sme overili pri izolécii a identifikdcii gliotoxinu [10, 11] a citri-
ninu [12], ako aj pri izolacii a charakterizacii novych antibiotik cyaneinu [13]
a simplicinu [14].

D. E. Dychoviénaja [15] aplikovala techniku ,,pH chromatografie’ na
stanovenie i6nového charakteru celej série antibiotik z aktinomycét, izolova-
nych z péd na Ukrajine.

V tejto praci predkladame vysledky pokusov, v ktorych sme zistovali,
ako pomocou ,,pH chromatografie mozno dokazat pritomnost zmesi pribuz-
nych latok vo vzorkach z fermentacie. Pre tento téel sme pouzili zmes prirod-
nych penicilinov vo vzorkach z fermentacie Penicillium chrysogenum vo fer-
mentadnom médiu, ktoré neobsahovalo prekurzory bodéného radikalu niekto-
rého z biosyntetickych penicilinov.

Materidl a metody
Fermentdcia

Z konzervy vysokoprodukéného kmena Penicillium chrysogenum Wis. 51—20 sa
naockoval glycerol-melasovy sporulaény agar [16], ktory sa 4 dni inkuboval pri 25 °C.

Z tejto vysporulovanej kultiry sme na pornnozovacej pdde pripravili postupom uve-
denym v [17] vegetativne inokulum, ktorym sa ofkovala fermenta¢néd pdda. V tomto
pripade sme vsak z fermentaénej pody, obsahujucej 3,8 9%, kukuriéného vyluhu, vynechali
fenylacetamid.

Fermentécia na rotacnej trepacke pri teplote 25 °C trvala 3 dni. Po 3 ditoch sme aseptic-
kym postupom pripravili filtrét fermentaéného média, ktory sme pouzili pre chromato-
grafiu, a zvySok sme pri + 5 °C uschovali do dalSieho dia.

Chromatografia

Pouzili sme sériu 9 pédsikov chromatografického papiera Whatman 1 (1 x 35 cm),
impregnovanych tlmivymi roztokmi o pH 2,2—10 [1, 2]. Na Start chromatogramov sme
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nandSali po 2 pl filtrdtu fermentadného média. Vyvijali sme vzostupne v etylacetdte
nasytenom vodou, kym ¢&elo sustavy dosiahlo vzdialenost 25 cm od Startu. Po vysuseni
chromatogramov sme detegovali zrychlenou bioautografickou metédou za pouzitia
redoxnych indikdtorov na farebnu reakeiu s dehydrogendzami testovacieho mikroorga-
nizmu Bacillus subtilis [18].

Pre dalSiu chromatografiu sme pouzili pasiky chromatografického papiera s drahou
vyvijania 30 cm, impregnované MecIllwainovymi tlmivymi roztokmi o pH 5,0; 5,5;
6,0; 6,5; 7,0; 7,5 a 8,0. Mobilna faza, sposob vyvijania a detekcia boli rovnaké ako v prvom
pripade.

Vysledky a diskusia

V zavislosti od pH zakotvenej fazy dostali sme na chromatogramoch roz-
liény podet inhibiénych zén s réznymi hodnotami Rr. S prihliadnutim na roz-
dielny stupen hydrofilnosti prirodnych penicilinov [19] stipaju ich hodnoty Ep
v tomto poradi: penicilin X, G, F, dihydro-F a K. K rozdeleniu jednotlivych
penicilinov doslo v prvom pokuse pri hodnotach pH 2,2—8,0. Pri pH 2,2; 3,0;
4,0 a 8,0 sme zistili po dve inhibi¢né zény, pri pH 5,0 po tri zény, pri pH 6,0
a 7,0 po 4 inhibiéné zény.

1,0

S
N
%
\ I
N
ot Ry N
z ;\\
\ N N
SR . WY
\ RR
N
ot N
F N 4 K
0 RR N
* Y N N
\&» SN
\ ) N
” \ N §§§ \
N RN VX Q
NN | & & NENRS
S . N\
2 3 4 5 B 4 & W 55 65 70 75 80
P pH
Obr. 1. Krivky Rp prirodnych penicilinov Obr. 2. Rozdelovanie zmesi prirodnych
z ,,pH chromatogramu‘‘. Mobilné féza: penicilinov pri réznom pH Meclllwai-
etylacetdt nasyteny vodou. novych tlmivych roztokov ako zakotve-

nej fazy. Mobilné féza: etylacetdt nasy-
teny vodou.
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V siilade s uvedenym poradim penicilinov [19] a spojenim hodnét Rr dostali
sme krivky Rr z ,,pH chromatogramu‘‘ penicilinov, ako ich znizornuje obr. 1.
Krivky Ry tvoria akysi ,vejar“, ktory sa najviacej rozélefiuje v intervale
pH 5,0—8,0.

Kedze v8ak na relativne kratkej vyvijacej drahe nenastalo wplné oddelenie
niektorych zén, zopakovali sme rozdelovanie _penicilinov z tej istej vzorky na
dlhgich chromatogramoch so zhustenim hodnét pH v intervale 5,0—8,0.
Vysledky tohto rozdelenia znazornuje obr. 2.

Kym pri hodnotach pH 5,0; 5,5; 7,5 a 8,0 zistujeme len po tri Skvrny, pri
hodnotéch pH 7,0 az S$tyri 8kvrny, pri pH 6,5 je ndznak piatej Skvrny, ktora sa
zretelne oddelila pri pH 6,0. Za danych experimentalnych podmienok opti-
malne rozdelenie zmesi prirodnych penicilinov nastalo pri pH 6,0.

Chromatografické rozdelovanie prirodnych penicilinov na papieri opisali
mnohi autori. Prehlad najznamejsich 30 prac s touto tematikou sme uviedli
na inom mieste [20]. VidSina autorov pouzivala ako zakotvend fazu tlmivé
roztoky v rozmedzi pH 5—7. Najéastejlie pouzivanymi mobilnymi fizami
boli etyléter a estery kyseliny octovej, nasytené vodou.

V naS8ich pokusoch sme sa snazili overovat a demonStrovat najmi ta sku-
toénost, Ze pomocou ,pH chromatografie“ mozno stanovif nielen iénovy
charakter antibiotik a podla priebehu kriviek Rr uvazovat o moznostiach ich
izolacie, ale Ze touto technikou sa d4 zistovat aj pritomnost zmesi ionizova-
telnych pribuznych antibiotik vo vzorkich z fermentéacie. Urdenim optimal-
neho pH pre ich chromatografické rozdelenie mozno stanovit podet antibiotik
v analyzovanej vzorke. Ako sme ukazali v pracach [4—6], krivka Rr z ,,pH
chromatogramu® je funkciou pK, pH a rozdelovacieho koeficienta medzi
mobilnou a zakotvenou fazou pri danom pH. Aplikdciou tychto poznatkov
na ,,pH chromatogram‘ zmesi antibiotik mozZno z jeho priebehu usudzovat
na vyber vhodného pH vodnej fdzy aj pre protipriadové oddelovanie jednotli-
vych zloziek.

Z.Vacek a J. Stanék [21] s uspechom aplikovali nasu techniku ,,pH chro-
matografie’ aj na separdciu chlérnitrofenolov a nitrofenolov, priéom ju kom-
binovali s metédou obratenych faz pri vyvijani. Sledovali zavislosti priebehu
kriviek Rrod pK analyzovanych latok a od pH pouzitych tlmivych roztokov,
pritom zistili optimalne hodnoty pH pre ich separaciu.
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«H XPOMATOTI'PAO®USfI» AHTUGHOTHKOB (VI)
PA3JEJEHINE CMECEl ECTECTBEHHBLIX INEHMIIUJIJINHOB

B. Betmna

I\"a(I)eJIpa TEXHH 9eCKOM MHKI)O6HO.TIOI‘I’[H H OMOXMMMH CJIOBHI.IKOI‘O NOJINTEXHMYECKOr'o
MHCTATYTA, Bpa'mc.uaaa

OnnmcriBaeTcst pasfesieAne cMeceil ecTecTBeHHbIX IIEHNIM/UIMHOB B 00pasax u3 jepmen-
Tanmpd popa Penicillium chrysogenum wis. 51—20 ¢ mnomomplo «pH xpomarorpadimy.
OnmamanbEoe 3nauyenne pH Gydeproro pacrBopa MarmsuiBaiiHa [t MMIIperHE pOBaHH I
xpomartorpaduueckoit Oymarn Batman N°1 6oiio 6,0; B KayecTBe MOABUIKHOH (ashr HCIOIb-
30BajE BTHJIANeTaT, BachieHBAul Bopoii. Ha paccrosmmm 30 c¢M ypasioc paspennTs O pas-
JHYHBIX eCTeCTBeHHBIX NeHMIMymHOB. OOcyjaeTcs IpuMeRMMOCTb «pH xpomaTorpaduu»
A1 BBIOOpa ONTHMAJIBHOrO 3HAYEHHA pH IpH YCTAHOBJIEHHH YMCJIA KOMIIOHEHTOB B CMeCU
PO;ICTBCHHBIX MOHM3UPYIOMMXCA aHTHOHMOTHKOB.

Prelozila T. Dillingerovd

»PH-CHROMATOGRAPHIE“ DER ANTIBIOTIKA (VI)
TRENNUNG DER GEMISCHE NATURLICHER PENICILLINE

V. Betina

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

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Trennung der Gemische nattrlicher Penicilline
in Proben aus der Fermentierung des Stammes Penicillium chrysogenum Wis. 51—20
mittels der Methode der ,,pH-Chromatographie* berichtet. Der fiir die Impregnierung
des Chromatographiepapiers Whatman Nr.1 optimale pH-Wert der McIllwainschen
Pufferlésung, bei Verwendung des mit Wasser gesittigten Athylacetats (mobile Phase),
betrdgt pH 6,0. Auf einer 30 cm langen Wanderungsstrecke konnte die Trennung
der 5 verschiedenen natiirlichen Penicilline erzielt werden. Es wird iiber die Méglichkeit
der Anwendung der ,,pH-Chromatographie® fiir die Wahl des optimalen pH-Wertes
zur Bestimmung der Anzahl von Komponenten in einem Gemisch von verwandten
ionisierbaren Antibiotika diskutiert.

Prelozil M. Liska
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