CHEMICKE ZVESTI XV, 11—12 — Bratislava 1961 853

,»pH CHROMATOGRAFIA“ ANTIBIOTIK (IV)
AMFOTERNE ANTIBIOTIKA

V. BETINA, P. NEMEC

Katedra technickej mikrobiolégie a. biochémie Slovenskej vysokej Skoly technickej
v Bratislave

V pracach [1—3] sme uverejnili vysledky stddia antibiotik kyslého a bazic-
kého charakteru metédou ,,pH chromatografie®.

Zaujimala nas otazka, aky charakter budd mat pH chromatogramy amfo-
térnych antibiotik. Vybrali sme najzndmejSie amfotérne antibiotika a cyklo-
serin, o i6bnovom charaktere ktorého st v literatire nejednotné tdaje. Pred-
bezni zpravu o vysledkoch tohto $tudia sme publikovali na inom mieste [4].

Experimentalna ¢ast

Materidl a metédy

Antibiotika

Pouzili sme tieto antibiotika: chlértetracyklin (Aureomykoin, Spofa), oxytetracyklin
(Terramycin, Pfizer), tetracyklin (Achromycin, Lederle), nystatin (Fungicidin, VUA)
a cykloserin (oxamycin).

Priprava chromatogramov

Pre ka?dé antibiotikum sme pouZili sériu impregnovanych pésikov Whatman 1,
pripravenych podobne ako v précach [1—3]. Na Start chromatogramov sme nanéSali
po 15 meg chlértetracyklinu v metanole, po 30 meg oxytetracyklinu v metanole, po
20 mcg tetracyklinu v metanole, po 90 mcg nystatinu v metanole a po 10 meg cyklo-
serinu vo vode.

Rozpustadld

Pre tetracyklinové antibiotikéd a nystatin sme pouZili n-butanol nasyteny vodou
a pre cykloserin bezvody metanol.

Vyvijanie a detekcia

Vyvijali sme vzostupnou technikou [1], detegovali sme bioautograficky. Pre nystatin
sme pouzili testovaci ke Candida pseudotropicalis C-126 a pre ostatné antibiotikéd
Bacillus subtilis SDPC (1 : 220).

—Vysledky

pH chromatogramy tetracyklinovych antibiotik st uvedené na obr. 1 az 3.
MoéZeme ich povaZovat za kombindcie pH chromatogramov kyselin a zasad.
Zodpoved4 to aj charakteru amfotérnych zliéenin, ktoré sa vyznadéuju , kom-
bindciou’ vlastnosti kyselin a zasad.
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Obr. 1. pH chromatogram tetracyklinu

v n-butanole.

Obr. 3. pH chromatogram oxytetracyklinu
v n-butanole.
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Obr. 2. pH chromatogram
chlértetracyklinu v n-butanole.
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Obr. 4. Krivky Rp tetracyklinovych
antibiotik z pH chromatogramov
‘v n-butanole.
a — oxytetracyklin, b — chlértetracyklin,
¢ — tetracyklin.

Krivky Ry z pH chromatogramov amfotérnych tetracyklinovych antibiotik
si spoloéne zndzornené na obr. 4. Maji niektoré zhodné a niektoré odlisné
znaky. Spoloény je ich amfotérny charakter, t. j. krivky nie sa také , hladké*,
ako sme ich poznali v pripade kyselin a zasad. Krivky Rp chlértetracyklinu
a oxytetracyklinu maji maximum v tej istej oblasti (pH 8), kym maximum
krivky Rj oxytetracyklinu lezi pri niZz8om pH (pH 6). Predpokladime, Ze
priéiny tohto rozdielu st v rozdielnom poéte funkénych skupin oxytetracyklinu:
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Porovnanim Struktirnych vzorcov vidime, Ze zakladnad d&ast molekuly
vietkych troch tetracyklinov je rovnaka. Je to derivat naftacénu, pridom
jeden z kruhov ma aromaticky a dalsie hydroaromaticky charakter. Nositelkou
zasaditych vlastnosti vo vSetkych troch latkach je pravdepodobne dimetyl-
aminoskupina. Kyslymi funkénymi skupinami s zasa skupiny —OH, ktoré
st na v8etkych $tyroch kruhoch a piata je na spoloénom uhliku kruhov ¢ a D.
Oxytetracyklin ma vSak eSte Siestu skupinu —OH na kruhu C. Pravdepodobne
tento rozdiel v poéte kyslych funkénych skupin spésobuje odliny priebeh
pH chromatogramu oxytetracyklinu.

Krivka Ry nystatinu (obr. 5) je v stlade s jeho amfotérnym charakterom,
ktory je bezpedéne potvrdeny inymi metédami [5]. Maximum krivky je pri
pH 8.
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Obr. 5. Krivka Rp nystatinu. Obr. 6. pH chromatogram cykloserinu.
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Na obr. 6 je pH chromatogram cykloserinu. O jeho iénovom charaktere
st nejednotné tdaje. Harned a spolupracovnici [6] uvadzaju, Ze je slabou
kyselinou, kym podla inych [7] je amfotérny. pH chromatogram cykloserinu
je v8ak typicky pre amfotérnu latku a nie pre kyselinu. Tym sa potvrdzuju
tidaje autorov [7]. pH chromatogram cykloserinu tiez ukazuje, Ze metdéda
,,PH chromatografie’ pomodZe spresnit, pripadne stanovit iénovy charakter
latok, ktory nie je presne alebo vobec znamy.

Diskusia a zaver

Podla uvedenych prikladov mézeme krivky Rr amfotérnych antibiotik
odvodit od kriviek Ry kyselin a zasad. Maximum krivky R amfotérnej latky
mozno povazovat za miesto, v ktorom by sa pretinala krivka R, kyseliny
s krivkou Ry zdsady. Z chemického hladiska by to mohla byt oblast pH, kde
sa rovnako silne prejavuju kyslé a bazické funkéné skupiny. Od neho smerom
k nizsim pH sa zaéinaji prejavovat zasadité vlastnosti (pokles krivky s klesa-
nim pH) a naopak, smerom k vy$s§im pH sa zadinaji prejavovat kyslé vliastnosti
(pokles krivky so stipajicim pH). Iné znime amfotérne latky, napriklad
aminokyseliny maji v tejto oblasti ,,rovnovahy‘* kyslych a bazickych funké-
nych skupin izoelektricky bod. Pre uvedené antibiotiké je to eSte nie zname.
Neprotireéilo by to viak ani skutoénosti zndmej z extrakcie slabych kyselin
a zasad, ktoré z vody do organickej fazy najlepsie prechadzaji pri hodnotach
pH, kde ich disocidcia je silne potladend, takze lepsie prechadzaji z polarnejSej
vody do menej poldrneho organického rozpustadla. Spominané latky maja
na pH chromatogramoch v tejto oblasti pH maximélne Rp. Amfotérna latka
vystupuje navonok ako elektricky neutrdlna prave v izoelektrickom bode,
kde kyslé funkéné skupiny sa intramolekulove neutralizuji bazickymi skupi-
nami. V oblasti pH, do ktorej spadd izoelektricky bod, by na pH chromato-
grame mala byt maximalna hodnota Ry a malo by to teda byt pH najvhod-
nejsie pre pripadnd extrakciu organickym rozpustadlom z vodnej fazy.

Uvedeny nézor podporuji aj skusenosti z rozdelovacej chromatografie
aminokyselin na papieroch impregnovanych na rézne hodnoty pH, ked aj
vyvijacia stistava sa nasytila tymi istymi tlmivymi roztokmi, ako to urobil
E. F. McFarren [8]. Maximé4 Ry aminokyselin oby&ajne leZali v oblasti ich
izoelektrickych bodov. Autor [8] to sice vyslovne nekonstatuje, ale ked jeho
vysledky porovndme s idajmi o izoelektrickych bodoch tychto aminokyselin
[9], dostaneme sihlasné hodnoty:

maximum Rp

pri pH (8) pI (9)
valin 6 5,96
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lyzin 10 9,74
arginin 10,5 10,76

Nadhodenou otdzkou sa mienime zaoberat dalej.

Sahrn

Uvadzaji sa vysledky $tidia amfotérnych antibiotik metédou ,,pH chro-
matografie”” pH chromatogramy amfotérnych latok st uréitou kombindciou
pH chromatogramov kyselin a zasad. Diskutuje sa o moznej stivislosti polohy
maximalneho Ry s polohou izoelektrického bodu.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse des Studiums der amphoteren
Antibiotika mit Hilfe der Methode der ,,pH-Chromatographie‘‘ angefiihrt. Die pH-Chro-
matogramme der amphoteren Stoffe stellen eine bestimmte Kombination der pH-Chro-
matogramme von Siuren und Basen dar.” Es schliesst sich eine Diskussion iiber einen
moglichen Zusammenhang der Lage des maximalen Ry mit der Lage des isoelektrischen
Punktsan.

In die Redaktion eingelangt den 23. 11. 1960
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