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„pH CHROMATOGRAFIA" ANTIBIOTÍK (V) 
NEUTRÁLNE ANTIBIOTIKÁ 

VLADIMIR BETINA 

Katedra technickej mikrobiológie a biochémie 
Slovenskej vysokej školy technickej v Bratislave 

V sérii prác [1 — 4] sme referovali o výsledkoch štúdia antibiotík kyslého, 
bázického a amfotérneho charakteru metódou „pH chromatografie". Pre 
kyseliny a zásady sme dokázali závislosť hodnôt Rp od troch veličín: od p H , 
rozdělovačích koeficientov a disociačných konštánt. 

V tejto práci predkladáme hodnotenie niektorých neutrálnych antibiotík 
„ p H chromatografiouť í. 

Experimentálna časť 

Materiál a metódy 
Antibiotiká 
Z dostupných neutrálnych antibiotík sme vybrali tieto: aktinomycín C, aurancio-

gliokladín, frekventín, gliotoxín, chloramfenikol, iludín M, iludín S, 5-metoxytoluchinón, 
patulín, pleuromutilín, trichotecín a viridín. 

Príprava chromatogramov 
Postup prípravy bol podobný ako v práci [1]. Nanášky antibiotík na štart chromato

gramov boli nasledujúce: aktinomycín C, gliotoxín, chloramfenikol po 10 mcg; aurancio-
gliokladín, iludín S a viridín po 15 mcg; patulín, pleuromutilín po 20 mcg; trichotecín 
25 mcg, frekventín 50 mcg a iludín M 80 mcg. Na rozpúšťanie vzoriek sme použili tieto 
rozpúšťadlá: vodu pre chloramfenikol, metanol pre gliotoxín, acetón pre aktinomycín C, 
patulín a frekventín, etylacetát pre iludín S a aktinomycín C, chloroform pre aurancio-
gliokladín, viridín, 5-metoxytoluchinón, pleuromutilín, trichotecín a iludín M. 

Rozpúšťadlá 

Na vyvíjanie chromatogramov sme použili také isté rozpúšťadlá, ako sa používajú 
pri extrakcii príslušného antibiotika: pre patulín dietyléter [5], pre chloramfenikol 
etylacetát [6], pre iludín S etylacetát [7]; chloroform pre aktinomycín C [6], aurancio-
gliokladín [8], frekventín [9], gliotoxín [10], iludín M [7], 5-metoxytoluchinón [11], 
pleuromutilín [12], trichotecín [13] a pre yiridín [14]. Všetky rozpúšťadlá sme nasýtili 
vodou. 

Vyvíjanie a detekcia 

Chromatogramy sme vyvíjali vzostupnou technikou, opísanou v práci [1]. Antibiotiká 
na chromatogramoch sme detegovali bioautograficky alebo chemicky. Na bioauto-
grafickú detekciu sme použili testovací mikroorganizmus Bacillus subtilis SDPG 1:220 
pre aktinomycín C, gliotoxín, chloramfenikol, iludín M, iludín S, 5-metoxytoluchinón 
a pre pleuromutilín; testovací kmeň Candida pseudotropicalis C-126 pre frekventín 
a trichotecín. Auranciogliokladín sme detegovali podla pôvodného žltého sfarbenia, 
patulín podla žltého sfarbenia po vystavení účinku pár amoniaku [15] a viridín podľa 
žltého sfarbenia v ultrafialovom svetle po predchádzajúcom účinku pár amoniaku. 
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Výsledky ä diskusia 

Typický p H chromatogram neutrálneho antibiotika, akým je chloramfenikol 
[6], je na obr. 1. Ako vidieť, hodnoty RF sa s p H nemenia a zostávajú rovnaké 
v celej stupnici p H chromatogramu. Chloramfenikol ako látka neutrálna 
nedisociuje, odpadá teda vplyv disociaönej konštanty, ktorá mala vplyv na 
priebeh chromatogramu kyselín a zásad. Zároveň sa vylučuje aj vplyv pH, 
ktoré v prípade ionizovatelných látok vplýva na disociáciu a v súlade s ňou 
sa menia aj rozdeľovacie koeficienty. V prípade neutrálneho antibiotika zostáva 
rozdeľovači koeficient jediným faktorom, ktorý určuje hodnotu RF, ak sa 

Obr. 1. pH chromatogram chloramfenikolu 
v etylacetáte. 
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Obr. 2. Priamka Rp aktinomycínu C z pH Obr. 3. Priamka Rp aktinomycínu C z pH 
chromatogramu v chloroforme. chromatogramu v etylacetáte. 



,,pH chromatografla" antibiotík (V) 8 6 1 

použije to isté rozpúšťadlo a ak obsah vody v papieri sa nemení. Platí teda 
známy vzťah o priamej úmernosti medzi RF a rozdeľovacím koeficientom 
medzi rozpúšťadlom a vodou alebo obrátene, RF je nepriamo úmerné rozdelo-
vaciemu koeficientu a medzi vodou а rozpúšťadlom, ak hodnota AS/AL je 
konštantná [16]: 

RF 

l 

AL 

To však súčasne znamená, že poznaním neutrálneho charakteru antibiotika 
pomocou p H chromatogramu vieme, že pre extrakciu organickým rozpúšťad
lom nie je potrebná úprava p H a že reextrakcia do vody za zmeneného p H 
nie je možná. 

Na obr. 2 a 3 sú výsledky „pH chromatograŕie" aktinomycínu C v dvoch 
rozpúšťadlách, ktoré sa používajú pri jeho izolácii. W. S. S p e c t or [15] však 
uvádza, že aktinomycíny sú slabé zásady. Osvetlenie tejto nezrovnalosti 
s naším výsledkom, ktorý ukazuje neutrálny charakter aktinomycínu C, sme 
hľadali v ďalšom pokuse. Pripravili sme 6 sérií pásikov chromatografického 
papiera Whatman 1 impregnovaných tlmivými roztokmi o p H 2,5; 4,5; 6,5 
a 8,5. Na všetky sme naniesli po 10 mcg aktinomycínu v acetóne a každú 
sériu sme vyvíjali v inom rozpúšťadle. Výsledky získané po detekcii chromato-
gramov pomocou Bacillus subtilis sú uvedené v tab. 1. Aj tento pokus ukázal, 
že aktinomycín C je neutrálna látka. 

Výsledky štúdia ostatných neutrálnych antibiotík metódou „pH chromato-
graŕie" sú v tab. 2, v ktorej pre každé antibiotikum udávame použité rozpúš
ťadlo a priemernú hodnotu RF z p H chromatogramu v tomto rozpúšťadle. 

p H chromatogramy neutrálnych antibiotík ukazujú rozdiely od ostatných 

T a b u ľ k a 1 

Hodnoty RF aktinomycínu C pri rôznych p H 

Rozpúšťadlo* 

acetón 
n-butanol 
n-butylacetát 
etylacetát 
dietyléter 
chloroform 

2,5 

86 
91 
87 
96 
85 
86 

RF X 100 

p H 

4,5 6,5 

87 87 
91 91 
88 88 
97 97 
85 85 
87 85 

8,5 

85 
91 
88 
97 
86 
87 

* Všetky rozpúšťadlá okrem acetónu boli nasýtené vodou. 
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T a b u l k a 2 

pH chromatogramy neutrálnych antibiotík 

Antibiotikum 

aktinomycín C 
aktinomycín C 
auranciogliokladín 
frekventín 
gliotoxín 
chloramfenikol 
iludín M 
iludín S 
6-metoxytoluchinón 
patulín 
pleuromutilín 
trichotecín 
viridín 

Rozpúšťadlo* 

etylacetát 
chloroform 
chloroform 
chloroform 
chloroform 
etylacetát 
chloroform 
etylacetát 
chloroform 
dietyléter 
chloroform 
chloroform 
chloroform 

RF 

(priemerná hodnota) 

0,97 
0,98 
0,98 
0,94 
0,90 
0,95 
0,90 
0,94 
0,97 
0,91 
0,96 
0,96 
0,98 

* Nasýtené vodou. 

skupín látok (kyseliny, zásady, amfotérne látky). Kým v týchto skupinách 
sme ukázali krivkové zmeny hodnôt RF v závislosti od p H a ostatných fakto
rov, hodnoty BF neutrálnych látok závisia prakticky len od rozdělovačích 
koeficientov a sú preto rovnaké pri všetkých pH, ak sa dodržia štandardné 
podmienky práce. Vo všetkých skúšaných rozpúšťadlách boli hodnoty RF 

väčšie než 0,90, čo poukazuje na možnosti extrakcie antibiotík z vodných 
roztokov. Keďže roztoky pre chromatografiu jednotlivých antibiotík sme 
vyberali podľa toho, ako sa používajú pri extrakcii týchto látok, uvedený 
záver je oprávnený. 

Poznanie neutrálneho charakteru neznámeho antibiotika, čo,,pH chromato-
grafia" spoľahlivo umožňuje, naznačuje, že ho môžeme extrahovať vhodným 
organickým rozpúšťadlom bez úpravy p H vodného roztoku a že reextrakcia 
z organickej fázy do vodnej fázy sa nedá použiť. 

Skúsenosti s používaním „pH chromatografie" v našom výskume antibiotík 
ukazujú, že táto metóda poskytuješ neznámych látkach cenné údaje z hľadiska 
ich izolácie a identifikácie. Na základe údaj o v , ,pH chromatografieÍC sme mohli 
napríklad izolovať antibiotikum kyslého charakteru S-52 [17] a neutrálne 
antibiotikum S-82 [18]. 

V tejto práci, ako aj v prácach [1—4, 17, 18] sme uviedli možnosti použitia 
„ p H chromatografieÍC v oblasti antibiotík. Aplikácia uvedenej metódy môže 
byť však osožná i pri práci s inými biologicky dôležitými látkami, a to aj 
s takými, ktoré doteraz neboli identifikované a izolované a poznáme ich len 
na základe ich účinkov. 
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Antibiotiká použité v tejto práci boli z nasledujúcich prameňov: auranciogliokladín, 
frekventín, gliotoxín, patulín a viridín od dr. P. W. Brian a z Aker s Research Laboratories, 
iludin M, iludín S, 5-metoxytoluchihón apleuromutilín od dr. M. Anchelovej z New York 
Botanical Garden, aktinomycín G od dr. H. Köhler ovej z Institut für Phytopathologie 
a trichotecín od dr. G. G. Freemana z Imperial Chemical Industries. Všetkým vyslovujeme 
úprimnú, vďaku. 

S ú h r n 

M e t ó d o u „ p H c h r o m a t o g r a f i e " sa š t u d o v a l o 12 a n t i b i o t í k n e u t r á l n e h o 
c h a r a k t e r u . U v e d e n é sú charakter i s t ické p H c h r o m a t o g r a m y , k t o r é u k a z u j ú , 
že pr i d o d r ž a n í š t a n d a r d n ý c h p o d m i e n o k h o d n o t y RF n e u t r á l n y c h l á t o k 
závisia len od rozdělovačích koeficientov. P o z n a n i e n e u t r á l n e h o c h a r a k t e r u 
n e z n á m y c h a n t i b i o t í k u m o ž n í spresniť p o d m i e n k y ich izolácie a m á v ý z n a m 
aj a k o j e d e n z dôleži tých ident i f ikačných úda jov . D i s k u t u j e sa o m o ž n o s t i a c h 
apl ikácie „ p H c h r o m a t o g r a f i e " aj v prác i s i n ý m i biologicky dôlež i tými l á t k a m i . 

«pH Х Р О М А Т О Г Р А Ф И Я » А Н Т И Б И О Т И К О В (V) 

Н Е Й Т Р А Л Ь Н Ы Е А Н Т И Б И О Т И К И 

ВЛАДИМИР БЕТИНА 

Кафедра технической микробиологии и биохимии 
Словацкой высшей технической школы в Братиславе 

Выводы 

Методом,,рН хроматографии" изучалось 12 антибиотиков нейтрального характера. 
Приводятся характеристические pH хроматограммы, которые показывают, что при 
соблюдении стандартных условий значения RF нейтральных веществ зависимы только 
от распределительных коэфициентов. Познание нейтрального характера незнакомых 
антибиотиков позволяет уточнить условия их изоляции и имеет тоже значение важней
шего идентификационного данного. Дискутируется о возможностях апликации, »pH 
хроматографии« тоже при работе с другими биологически важными веществами. 

Поступило в редакцию 23. 11. 1960 г. 

„ p H - C H R O M A T O G R A P H I E " D E R A N T I B I O T I K A (V) 

N E U T R A L E A N T I B I O T I K A 

VLADIMÍR BETINA 

Lehrstuhl für 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 angeführt, welche 
zeigen, dass bei Einhaltung von Standard bedingungen die RF Werte von neutralen 
Stoffen nur von den Verteilungskoeffizienten abhängig sind. Die Erkenntnis des neutralen 
Charakters unbekannter Antibiotika ermöglicht es, die Bedingungen deren Isolierung 
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zu präzisieren und hat auch Bedeutung als eine der wichtigen Identifikationsangaben. 
Eine Diskussion über die Möglichkeiten der Applikation der „ pH-Chromatograph i e í l 

auch bei der Arbeit mit anderen biologisch wichtigen Stoffen schliesst sich an. 

In die Redaktion eingelangt den 23. 11. 1960 
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