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SUMMARY 

Desalting of streptomycin on Sephadex G-so 

The behaviour of mixtures consisting of streptomycin-sulphate and alkali metal 
salts in gel filtration with Sephadex G-Io was investigated. Elution with deionized 
water results in a practically saltfree product. Yield is about 95 %. Streptomycin is 
eluted in two fractions with deionized water. The normal molecular-sieve effect is 
obtained using buffer-solutions for elution. 

EINLEITUNG 

Seit geraumer Zeit wird zur Auftrennung von Substanzgemischen, deren 
Bestandteile sich in ihrer Molektilgr6sse unterscheiden, neben Dialyseverfahren die 
Methode der Gelfiltration angewendet 1. Zur Abtrennung oder Fraktionierung nieder- 
molekularer Verbindungen, wozu auch die Entsalzung organischer Substanzen zu 
rechnen ist, sind Gele mit hohem Vernetzungsgrad geeignet 2-9. Namentlich dicht 
vernetzte Gele zeigen aber neben dem tiblichen Molektilsiebeffekt Adsorptionser- 
scheinungen, die auf Wechselwirkungen der gel6sten Stoffe mit der Gelmatrix zurtick- 
zuftihren sind. 

GELOTTE 1° beobachtete eine Adsorption heterozyklischer und aromatischer 
Verbindungen an Sephadex G-25. In Abh~ingigkeit yon der Ionenst~irke und dem 
pH-Wert des Eluens fand er eine Retardierung bei einigen starken Basen und einen 
teilweisen Ausschluss saurer niedermolekularer Verbindungen vom Gelinneren. 

LINDQVlST 11 berichtete tiber die Auftrennung der Komponenten von Puffer- 
salzen wghrend der Gelfiltration mit Sephadex G-25. Ftir einige der beobachteten 
Nebeneffekte werden kleine Mengen an Carboxylgruppen verantwortlich gemacht, 
die in der Gelmatrix enthalten sind. Diese Dextrangele erhalten dadurch Eigenschaf- 
ten schwach saurer Kationenaustauscher mit geringer Austauschkapazit~t12, la. 
Mitunter wird dutch einen solchen Nebeneffekt die gewtinschte Auftrennung von 
Substanzgemischen erreicht 1~, 15. Im Verlaufe der Herstellung von pSN l-Streptomycin 
mussten einige IOO mg des Rohproduktes yon der zwei-dreifachen Menge Alkalisalzen 

* Di rek to r :  Professor  Dr. J .  MOHLENPFORDT. 
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befreit werden. Im Hinblick auf die genanntell Anomalien, die bei dicht vernetztell 
Dextrangelen auftreten k6nllen, wurde das Verhalten yon definiertell Geinischen aus 
Streptoinycinsulfat (Sm-Sulfat) und Alkalisalzen bei der Entsalzung mit  Sephadex 
G-Io n~her untersucht. 

MATERIAL UND METHODEN 

Trennsi~ule 
Sephadex G-Io (Pharinacia AB, Uppsala) wurde fiber Nacht in deiollisiertem 

Wasser gequollen ulld ill eine S~ule von 1.44 cm Durchinesser eingefifllt. Die Ftillh6he 
des Gelbettes betrug llach 48-sttindigem Durchlaufen von deionisierteIn Wasser I13 
cin. Alle Trennullgen wurden Init dieser S~ule durchgeffihrt. 

S i~ulenvolumina 
Das Gesamtvolumen V, des Gelbettes betrug 184 ml. Das 5,ussere Volumen Vo 

wurde Init St~trke als Testsubstanz zu 73 inl bes t immt.  Das illnere Volumen Vi (68 ml) 
wurde berechnet* llach 

d" W r 
v~ - - ( v , -  Vo). wr + i 

Zur Erinittlullg des Elutionsvoluinens Ve wurden die Peak-Maxiina der Elutions- 
kurven verwendet. 

Testgemische 
Io-2oo mg Sin-Sulfat (VRB Jenapharm,  Jena) wurden mi t  IO-2OO mg Nat1, 

Na2SO 4, KC1 oder K2SO 4 versetzt und in I Inl des verwendeten Elutionsinittels 
gel6st. 

Elutionsbedingungen 
Das Probevolumen betrug in alien Versuchen I ml. Die Elution erfolgte mit  

deionisiertem Wasser oder 0.2 M Ammoniuinacetat-Puffer (pH 6.5) bei Ziinmer- 
temperatur.  Die Fliessgeschwindigkeit wurde Init einer Mariotte'schen Flasche oder 
einer Feindosierpumpe auf 8-12 Inl/h eillgestellt und das Eluat in I -2  ml-Fraktionen 
gesaminelt. Die Leitf~ihigkeit des Eluates wurde kontinuierlich verfolgt. 

A nalysenmethoden 
Qualitative Nachweise erfolgten Init aliquoten Teilen der Fraktionen. 
Streptomycin:  Sakaguehi-Reaktioll 
Alkaliinetall-Ionen : Flammenf~trbung (Handspektroskop) 
Chlorid-Ionen : als AgC1 
Sulfat-Ionen : als BaS04. 

Die quanti tat ive Bestiminung des Streptomycins wurde nach MONASTERO 16 durch- 
gefiihrt, Chlorid volumetrisch nach MOHR Init 0.0I N oder o.I  N AgNO a best immt.  
Sulfat, Natr ium und Kalium wurden nur quali tat iv nachgewiesen. 

* Die Wer te  fiir d (Dichte der gequollenen Gelpartikel) und  Wr (Wasseraufnahmeverm6gen)  
wurden  der Pharmac ia  L i te ra tur  en tnommen.  
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E R G E B N i S S E  

Elution mit deio~¢isiertem Wasser 
Mischungen aus Sin-Sulfat und Natriumsulfat oder Kaliumsulfat werden an 

Sephadex G-io mit deionisiertem Wasser als Elutionsmittel getrennt (Fig. I). Na- 
triumsulfat folgt unmittelbar auf Sm-Sulfat. Wie aus dem Leitf~hjgkeitsprofil her- 
vorgeht, sind die letzten Sm-Fraktionen nieht salzfrei. Vor dem LeitfS.higkeitsanstieg 
vereinigte StIeptomycin-Fraktionen (etwa 95 % der eingesetzten Menge) ergaben 
einen Gliihrtickstand yon weniger als I rag. Die letzten Salzspuren werden mit deioni- 
siertem Wasser nur schleppend eluiert. 

Ist der Salzbestandteil in Form yon Chloriden enthalten, erh/ilt man den in 
Fig. 2 dargestellten Elutionsverlauf. Es treten zwei Streptomycin-Peaks auf. Ein Tell 
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Fig .  I .  E l u t i o n s v e r l a u f  be i  d e r  E n t s a l z u n g  v o n  2oo m g  S m - S u l f a t  a n  S e p h a d e x  G - I o .  S a l z g e h a l t :  
I 0 0  m g  N a 2 S O  ~. E l u t i o n  m i t  d e i o n i s i e r t e m  W a s s e r  be i  Z i m m e r t e m p e r a t u r .  F l i e s s g e s c h w i n d i g k e i t  
i 0  m l / h .  D a r g e s t e l l t  i s t  d a s  V e r h A l t n i s  d e r  in  1-2  m l - F r a k t i o n e n  e n t h a l t e n e n  M e n g e  c zu r  e inge -  
s e t z t e n  M e n g e  c o (2oo m g  S m - S u l f a t ) .  D i e  L e i t f ~ h i g k e i t  w u r d e  k o n t i n u i e r l i c h  g e m e s s e n .  

F ig .  2. E n t s a l z u n g  v o n  G e m i s c h e n  a u s  S m - S u l f a t  u n d  NaC1 a n  S e p h a d e x  G - i o .  E l u t i o n s m i t t e l :  
d e i o n i s i e r t e s  W a s s e r .  (a) = i 0  m g  S m - S u l f a t  + i 0  m g  NaC1;  (b) ~ 2o m g  S m - S u l f a t  + 2o m g  
NaC1;  (c) = 2oo m g  S m - S u l f a t  -t- i 0 0  m g  NaC1;  ( d ) L e i t f i i h i g k e i t .  ( - - )  - -  R e l a t i v e  S m - K o n z e n -  
t r a t i o n ;  ( . . . . .  ) = r e l a t i v e  C h l o r i d - K o n z e n t r a t i o n .  
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des A n t i b i o t i k u m s  wird  als Chlorid eluiert .  Der  Mengenante i l  in beiden F r a k t i o n e n  
is t  abh~ingig von den e ingese tz ten  S t rep tomycin-Mengen ,  jedoch im un te r such ten  
Konzen t ra t ionsbe re i ch  wei tgehend  unabh~ingig vom Molverh~iltms der  Anionen im 
Gemisch  (Tabelle I).  Das  Molverh~tltnis Chlor id:  S t r e p t o m y c i n  in der  zweiten Sm- 
F r a k t i o n  is t  be i  m a x i m a l e r  S m - K o n z e n t r a t i o n  wenig gr6sser  als 3, dem theore t i schen  
W e r t  ffir Sm-Chlorid.  Na t r i umch lo r id  wird  zule tz t  eluiert .  Auch hier  wird  der  Le i t -  
f~thigkeitswert des ve rwende ten  deionis ier ten  Wassers  nur  l angsam erreicht .  

Ka l iumsa lze  ve rha l t en  sich bei  der  En t sa l zung  von Sm-Sulfa t  an Sephadex  G-IO 
analog  den en t sprechenden  Nat r iumsalzen .  Besonders  deu t l ich  is t  die Anionen-  
selektivit~tt des Gels (Fig. 3). Die E lu t i onsvo lumina  s ind  bei  verschiedenen Ausgangs-  
konzen t r a t i onen  und  fiber l~tngere Ze i t abs t~nde  gut  r ep roduz ie rba r  (Tabelle II) .  

TABELLEI  

M E N G E N V E R H A L T N I S  S m - S U L F A T  : S m - C H L O R I D  IM ~ L U A T  B E I  V E R S C H I E D E N E N  A U S G A N G S M E N G E N  

Eingesetztes Nlolverhg~ltnis Mengenverhi~ltnis 
Sm-Sulfat Chlorid : Sulfat Sm-Sulfat : 
(rag) im Gemisch Sm-Chlorid im Eluat 

io 8: i  i :  5 
2 0  8 : I  I : I  

2 0 0  4 : i  9 : I  

TABELLE II 

~ L U T I O N S V O L U M I N A  g e B E I  E L U T I O N  M I T  D E I O N I S I E R T E M  W A S S N R  

Ve (ml) g e - -  770 K a - -  
Vi 

Sm-Sulfa~c 73 ~= 3 o 
Na2SO4 93 0.294 
Sm-Chlorid I°3 =~ 3 o.441 
NaC1 115 =L 4 o.617 

NaCI 

100 150 
E[uatvolumen (rod 

Fig. 3. Auftrennung von Sulfat und Chlorid an Sephadex G-Io. Aufgegebene Menge : 20 mg Na2SO 4 
+ 2o mg NaC1. Elution mit deionisiertem Wasser. Fliessgeschwindigkeit 8 ml/h. 
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Elution mit  Pufferl6sung 
Die eine normale  Moleki i ls iebwirkung des Gels f iber lagernden Effekte  kSnnen 

h/iufig durch  Verwendung  von E lek t ro ly t l 6 sungen  als E lu t Jonsmi t t e l  ve rmieden  
werden 1°. Zur  En t sa l zung  ist  der  E in sa t z  fl t tchtiger Puffer erforderl ich.  Die E lu t ion  
wurde  mi t  0.2 M A m m o n i u m a c e t a t - P u f f e r  von p H  6.5 durchgef i ihr t .  Der  E lu t ions -  
ver lauf  is t  in Fig.  4 darges te l l t .  Befindet  sich die Trenns~iule im Wasser-Gle ich-  
gewicht ,  t r e t en  zwei S t r e p t o m y c i n - P e a k s  auf. Der  erste is t  Sm-Sulfa t ,  er eilt  der  
Puf fe r -Fron t  voraus.  I m  Gleichgewicht  mi t  der  Puffer l6sung is t  zu erwar ten ,  dass 
Ka t ionen  als Ace ta te ,  An ionen  als Amrnoniumsalze  in der L6sung vorl iegen.  Demen t -  
sprechend erfolgt  eine VerS.nderung der  E lu t i onsvo lumina  gegentiber  den bei  deioni-  
s ie r tem Wasse r  b e o b a c h t e t e n  W e r t e n  (Tabelle III1.  

o.2  I 
0,20[ ~ I~<1 p, 

°.1° F I 

o L / \ "  

>~ 0.25 I 

I fl 
0.20[ U 

/ I  
/ ~ 0.05 / 

50 100 150 
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Fig. 4- Entsalzung von Sm-Sulfat an Sephadex G-io. Aufgegeben: 20 mg Streptomycinsulfat + 2o 
mg NaC1. Elution mit o.2 M Ammoniumacetat-Puffer, pH 6.5. ( ) = Relative Sm-I~onzen- 
tration; (--  ) relative Chlorid-Konzentration. (a) = S~nle im\¥asser-Gleichgewicht; 
(b) S~tule im Puffer-Gleichgewicht. 

TABELLE III 

ELUTIONSVOLUMINA V e BI~I ELUTION MIT 0 .2  ]V~ AMMONIUMACETATPUFFER 

Ve (ml) 
K a  - -  V e  - -  V o 

V, 

Streptomycin 92 ± 4 o.279 
(NH4)2SO,t 97 4- 3 o.353 
Na-aeetat i 15 o.624 
NH¢C1 14° ~ 7 0-985 
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DISKUSSION 

Die Elutionsfolge der untersuchten Substanzen entspricht sowohl in den Ver- 
suchen mit  deionisiertem Wasser als auch mit  Pufferl6sung der zu erwartenden, 
wenn man die Gr6sse der hydratisierten Kationen und Anionen als best immend ftir 
den beobachteten Trenneffekt ansieht. Jedoch l~tsst sich die Position des zweiten 
Sm-Peaks bei Elution mit  deionisiertem Wasser damit  nicht erkl~ren. Geringe Mengen 
an Chlorid sind bereits zwischen beiden Streptomycin-Fraktionen nachweisbar. Leit- 
f~thigkeitsprofil und relative Chloridionenkonzentration im Eluat deuten darauf lain, 
dass dieser Teil des Streptomycins yon der Gelmatrix retardiert  und vom nach- 
folgenden Salz eluiert bzw. verdr~ingt wird. Offenbar ist ftir die Auftrennung des 
Streptomycins in zwei Fraktionen weniger eine Molekfilsieb-Wirkung verantwortlich 
als vielmehr das Vorhandensein yon zum Kationenaustausch befS, higten Gruppen in 
der Gelmatrixl°, 13. Dieser Effekt kann nur dann deutlich werden, wenn sich die 
Elutionsvolumina yon Streptomycin und dem als Elutionsmittel  wirkenden Salz 
wesentlich unterscheiden, wie im Falle yon NaC1. Da keine Beziehung besteht zwischen 
dem Mengenanteil in beiden Sm-Fraktionen und dem Molverh~iltnis der Anionen im 
Gemisch, kann es sich nicht um die Auftrennung der im Gleichgewicht gem~iss 

Sm2(SO4) a + 6 NaCI ~ 3 Na2SOi + 2 SmC13 

vorliegenden Komponenten handeln. Zudem wiirde die Molektilsiebwirkung des Gels 
immer die Bindung des gr6ssten hydratisierten Anions an das gr6sste hydratisierte 
Kat ion begiinstigen. 

Auch das schleppende Absinken der Leitf~ihigkeit auf den Wert  fiir deionisiertes 
Wasser spricht fiir Adsorptionserscheinungen, die sich bei Salzen mit  Ionenaustausch 
erklitren lassen. Acetatpuffer als Elutionsmittel  normalisieren das Elutionsverhalten. 
Da hierbei Ammonium- und Acetationen im Vergleich zu den zu trennenden Ionen in 
grossern Crberschuss vorhanden sind, werden die Substanzgemische in Form ihrer 
Ammoniumsalze (Anionen) bzw. Acetate (Kationen) aufgetrennt. Sm-Acetat und 
(Ntl4)2SO 4 haben vergleichbare Elutionsvolumina, so dass der Streptomycin-Peak 
teilweise von letzterem tiberdeckt wird. 

Die Selektivit~tt des Gels far Anionen unterschiedlicher Gr6sse und der im 
Vergleich dazu geringe Trenneffekt bei verschiedenen Alkaliionen wurde bereits von 
anderen Autoren beschriebenlL Der durch Gelfiltration an Sephadex G-io erreichbare 
Grad der Entsalzung von mehr als 99 % bei einer Ausbeute an salzfreiem Strepto- 
mycin von etwa 95 % ist fiir pr~tparative Zwecke ausreichend. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Das Verhalten von Mischungen aus Streptomycin-Sulfat  mit  Alkalisalzen bei 
der Gelfiltration an Sephadex G-Io wurde untersucht. Elution mit  deionisiertem 
Wasser ergibt ein praktisch salzfreies Produkt  bei einer Ausbeute von etwa 95 %. 
Streptomycin wird durch kationenaustauschf~thige Gruppen in der Gelmatrix mit  
deionisiertem Wasser in zwei Fraktionen eluiert. Normale Molektilsieb-Wirkung 
des Gels tr i t t  auf bei Verwendung von Pufferl6sungen als Elutionsmittel.  
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