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Z kmena Penicillium notatum Westling S-52, izolovaného z prirody,
sme ziskali antibakteridlne antibiotikum. Na zdklade ,,sumdrneho chro-
matogramu‘‘ [8], ,,pH chromatogramu‘‘ [10], vysolovacieho chromatogramu
[12], infraderveného spektra a niektorych dalsich fyzikdlnochemickych
a biologickych. vlastnosti identifikovali sme toto antibiotikum ako citrinin.
Pomocou infra¢ervenych spektier sme spresnili jeho §truktdru uddvanu
v literatiire.

V préci [1] sme referovali o antibiotickych vlastnostiach hib, izolovanych
z réznych prirodnych zdrojov v okoli Bratislavy. Z tejto kolekcie antibioticky
aktivnych kmenov sme izolovali antibiotikum S-82 [2], identifikované neskorSie
ako gliotoxin [3], a nové antibiotikum cyanein [4, 5].

Zaoberali sme sa aj antibioticky aktivhym kmetiom Penicillium sp. S-52,
izolovanym zo vzduchu v sklenikoch Chemickej fakulty SVST v Bratislave.
Tento kmen sa vyznafoval silnym antagonizmom voéi Bacillus subtilis.
Penicilindazovym testom [6] sme Zzistili, Ze produkuje antibiotikum odli§né
od penicilinu, a rozhodli sme sa ho izolovat.

Experimentalna Gast

Charakteristika a identifikdcia produkéného kmetia

Po 10 az 12 diovej kultivécii pri izbovej teplote kolénie na Czapekovom agare do-
sahuju priemer 2,5—3 cm, neskorSie az 3,5 cm. Vzhlad kolénii je zamatovy, vzrast
pomerne dost nizky, vytvéraju sa lu¢ovité brazdy. Kultura silne sporuluje. Konididlne
oblasti s modrozelenej farby, neskorSie tmavsie zelené, tizky okraj kolénie je biely,
stred vidSinou biely alebo zlty. Tvoria sa hojne svetloZlté transpiraéné kvapky, drobné
alebo v priemere 2—3 mm. Opak koldnii je svetlozlty, neskorsie svetlohnedy s difundo-
vanym pigmentom do substratu.

Vetvenie konidionosi¢a je typicky asymetrické (obr. 1). Stetka je pomerne dost dlhd,
jej ¢asti s volne usporiadané. Konidionosié, ako aj konidic maji hladké steny. Retiazky
konidif vytvaraju stipiky. Konidionosi¢ je vé@$inou rozdeleny na viac vetiev. Vetva md
rozmery 12—I17 p X 2,5—3 u, metuly 10—16 g X 2,5—3 u, sterigmy 7,5—11u X

%

% 2—3 p. Konidie st okrahle, priemerne 3,2 u velké, v zhlukoch zltozelenej farby.
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Obr. 1. Mikrofotografia konidionosida Penicillium notatum Westling S-52
pri 1200 ndsobnom zviééseni vo fazovom kontraste.

Uvedend charakteristika zodpovedé druhu Penicillium notatum Westling [7]. N4S kmen
v dalSom oznadujeme zbierkovym zaradenim Penicillium notatum Westling S-52 alebo
P. notatum S-52.

Chromatografické Stidium antibiotika

Z 10 dnovej staciondrnej kultury P. notatum S-52 v 500 ml Rouxovej banke v 120 ml
modifikovaného Czapekovho—Doxovho média [4] pri 25 °C sme ziskali filtrdt
kultivaéného média. Spracovali sme ho pre chromatografické $ttdium metédou, po-
uzfvanou pre tento ud¢el v naSom laboratériu [8], nasledujtcim sp6ésobom: do 100 ml
filtrétu sme pridali 120 ml aceténu, zahriali sme na 50 °C a po ochladenj sme sfiltrovali.
Filtrdt sme za vdkua odparili do sucha a odparok sme rozpustili v 5 ml 80 9%, vodného
aceténu. Tento koncentrét sme pouzili pre chromatografické §tidium antibiotika.

»Sumédrny chromatogram‘ sme pripravili v zdkladnych Styroch sustavédch nasej
klasifikdcie antibiotik [8]: 1. voda, 2. n-butanol nasyteny vodou, 3. etylacetédt nasyteny
vodou, 4. benzén nasyteny vodou. Detegovali sme bioautograficky pomocou Bacillus
subtilis [9]. Hodnoty Rp antibiotika, predbeZne oznadovaného S-52, su v tab. 1. Podla
nasej klasifikdcie [8] antibiotikum patri do Va. podtriedy.

Na zéklade vysledkov ,,sumérneho chromatogramu‘ pouzili sme pre vyvijanie ,,pH
chromatogramu‘ [10] zdkladnd sustavu 3 (etylaceté4t nasyteny vodou). Detegovali sme
znova bioautograficky. Krivka Rr antibiotika S-52 z ,,pH chromatogramu‘‘ je na obr. 2.
Ukazuje, Zze antibiotikum mé kysly charakter. Podla priebehu krivky By vybrali sme
Pre prvé stupne izoldcie antibiotika tento postup:
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Tabulka 1
Ry hodnoty antibiotika S-52 v zdkladnych ststavéch ,,sumédrneho chromatogramu‘*
Sustava, Rp
1. voda 0,95
2. n-butanol nasyteny vodou 0,68
3. etylacetét nasyteny vodou 0,87
4. benzén nasyteny vodou 0,89

a) extrakcia etylacetdtom z filtrdatu kultiva¢ného média, okysleného na pH 2—3,
b) reextrakcia z etylacetdtu do vodnej fdzy pri pH 8.

Submerznd fermentdcia

Vysporulovana kultiru P. notatum S-52 na Sikmom Czapekovom—Doxovom agare
s pridavkom 2,5 9% kukuri¢ného extraktu sme zaliali 5 ml sterilnej vody. Po uvolnen{
spér sme ich o¢kovali suspenziou Sikmy agar toho istého zloZenia v 500 ml Erlenmeyerovej
banke a inkubovali sme 5 dni pri 25 °C. Vysporulovanu kulttiru sme zaliali 150 ml sterilnej
vody a po uvoIneni spér sme ich suspenziu homogenizovali v 500 ml varnej banke na ro-
taénej trepadke 1 hodinu. 2 ml spérovej suspenzie slizilo na o¢kovanie 150 ml fermen-
taéného Czapekovho—Doxovho média (s pridavkom 2,5 9% kukuriéného extraktu
a 0,1 9% CaCO,, pH po sterilizdeii 6,5) v 500 ml varnych bankéch, do ktorych sme pred
sterilizdciou pridali po jednej kvapke séjového oleja ako protipeniaceho prostriedku.

Submerzni fermentdciu sme uskutoénili na rotaénej trepacke (240 obratok za minitu,

polomer kruznice 5 em) pri 25 °C.

Od 3. dia fermentédcie sledovali sme produkeciu antibiotika kvantitativnou diskovou
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Obr. 2. Krivka Rp antibiotika
S-62 z ,,pH chromatogramu‘‘.
Mobilné féza:
etylacetdt nasyteny vodou.

platiiovou metédou [11]. Ako sStandard sme po-
uzili benzylpenicilin a produkeiu sme hodnotili
v ,,penicilinovych jednotkdch‘. Maximum pro-
dukcie, 250 ,,penicilinovych jednotiek* na 1 ml
média, sme zistili po 6 ditoch fermentdcie.

Izoldcia antibiotika

Podkladom pre prvé stupne izoldcie boli vysled-
ky ,,pH chromatogramu®, ako sme ich uviedli vys-
Sie. Z fermentdcie sme ziskali 5,3 1 filtrdtu. Po tGpra-
ve pH kyselinou fosforeénou na hodnotu 2,5
extrahovali sme dvoma ddvkami etylacetdtu (1,8}
a 0,81) a ziskali sme 2,151 extraktu.

Na reextrakciu z etylacetdtu sme pouzili 0,15
M fosfétovy tlmivy roztok o pH 8,5 v dvoch
ddvkach (0,751 a 0,251) a zfskali sme 1 liter vod-
ného roztoku antibiotika.

pH vodného koncentrdatu sme upravili kyseli-
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nou fosforeénou na hodnotu 2,5 a uskutoénili sme dalSiu extrakeiu chloroformom
v dvoch ddvkach (0,31 a 0,21). Ziskali sme 0,51 extraktu.

Chloroformovy extrakt sme odparili do sucha a moznosti dalSieho &istenia antibiotika
sme hladali pomocou chromatografie na papieri. Pritom sme zistili, Ze antibiotikum
na chromatogramoch mé Zltozelenu fluorescenciu v ultrafialovom svetle.

Odparok sme rozpustali zmesou chloridu uhli¢itého a etylénglykolu v pomere 1 1.
Po oddeleni fdz sme chlorid uhlidity odparili do sucha, odparok sme rozpustali v aceténe
a po sfiltrovani sme zahustili do krystalizdcie. Ziskali sme 100 mg Zltych ihligkovitych
kryStdlikov antibiotika S-52. Etylénglykolovy roztok sme takisto odparili do sucha,
rozpustili sme v aceténe a ziskali sme hnedoderveny, antibioticky inaktivny roztok.
Prehlad izoldcie antibiotika poddva schéma 1.

Schéma 1
FILTRAT
extrakcia etylacetdtom
pri pH 2,5
|
vodné féza 1. EXTRAKT
extrakcia tlmivym
roztokom o pH 8,5
|
2. EXTRAKT etylacetét
extrakeia chloroformom
pri pH 2,5
vodné féza 3. EXTRAKT
vékuové odparenie
ODPAROK
rozpustanie v CCl,
a v etylénglykole (1 1),
oddelenie faz
hnedy pigment ANTIBIOTIKUM
v etylénglykole v CCl,
l
vékuové vakuové
odparenie odparenie
odparok ODPAROK
rozpustanie
1ozpustanie v aceténe a
v aceténe krystalizécia
tmavocerveny KRYSTALICKE
neuéinny roztok ANTIBIOTIKUM

S§-52
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Chromatografickd klasifikdcia a identifikdcia antibiotika S-52

Pripravili sme rozsireny .,sumérny chromatogram®, dalej ,,pH chromatogram‘ a vy-
solovaei chromatogram [12] izolovaného antibiotika a porovnavali sme ho so zndmymi
antibiotikami z huab.

Pre ,,sumdrny chromatogram® sme okrem vysSie uvedenych zdkladnych ststav
pouzili eSte Styri doplnkové ststavy, pouzivané v nasej klasifikécii [8] pre antibiotikéd
IV.a V. triedy a oznadované I, J, K a L:

I: izoamylacetdt—metanol—-kyselina mravéia—voda 40 : 20 : 10 : 30 (dolnd vrstva),

J: n-butanol—metanol—voda 40 10 50 (dolnd vrstva),

K: metanol—n-hexédn 60 40 (dolnd vrstva),

L: benzén—cyklohexanén—>MecIllwainov citratovo—fosfatovy tlmivy roztok o pH 7,4
5:35: 60 (dolnd vrstva).

Podla hodnét RBp v zékladnych sustavédch ,,sumarneho chromatogramu‘’ antibiotikum
S-52 patri do Va. podtriedy. Zo zndmych a dostupnych antibiotik z hib zaradili sme
do tej istej podtriedy tieto [8]: citrinin, trichotecin, patulin, iludin M, iludin S, 5-metoxy-
-p-toluchinén a kyselinu gladiolovii. Pre porovnanie uvddzame Rp hodnoty antibiotika
S-52 a uvedenych ldtok v tab. 2.

S vynimkou citrininu ostatné antibiotiké maji odliSné hodnoty Rr od hodnét Rp
latky S§-62 v 5. aZ 6. sustave. Velmi ndpadne sa podobaji ,,sumérne chromatogramy‘
S-52 a citrininu, ¢o eSte viac vynikd vyjadrenim Rp hodnét S-52 vzhladom na citrinin
(Rcitr.) v ‘tab. 3.

Tabulka 2
»Sumdrne chromatogramy‘‘ antibiotik Va. podtriedy

'] S g | Rp x 100 v sustave
Antibiotikum 7 1 3 . P ‘ r ; ° | - T
i

S-52 ’ 73 71 84 89 89 91 |. 76 69
citrinin S 72 84 92 90 90 76 70
trichotecin CoTT 95 98 94 89 74 84 53
patulin l~9¢ | 7 91 | 94 | 91 | s8¢ | 74 | 84
iludin M I 88 = 90 95 95 90 67 88 84
iludin S ‘l 92 81 96 60 85 91 84 91
5-metoxy-p-toluchinén 1 63 80 96 95 86 83 80 79
kyselina gladiolova | 93 92 98 83 81 90 76 91

Tabulka 3
Prepocet Rr hodnét antibiotika S-52 vzhladom na citrinin (Rgjt;.)

|
Ststava i 1 3 4 I J K L

Reitr. | 0.97 099 100 097 099 101 1,00 099

. pH chromatogramy‘ vymenovanych antibiotik sme publikovali v prédcach [13, 14].
Okrem citrininu a kyseliny gladiolovej ostatné antibiotiké tejto podtriedy st neutrdlne
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latky. Kyselina gladiolové podla ,,sumérneho chromatogramu‘ a na zéklade dalsich
vlastnosti sa zdsadne 1i8i od latky S-52. Naproti tomu ,,pH chromatogramy‘‘ citrininu
a S-52 st velmi podobné. Krivky Rp z ich ,,pH chromatogramov‘ porovnivame na-
obr. 3.

Vysolovacie chromatogramy vymenovanych antibiotik sme uverejnili v préeci [15].
Podla nich iba citrinin a trichotecin st zo skupiny C [12], do ktorej patri aj S-562. Tri-
chotecin sa od §-52 1i§i neutrdlnym charakterom, antifungdlnou aktivitou, ,,sumérnym
chromatogramom*‘ a viacerymi dal§imi vlastnostami. Vysolovacie chromatogramy S-52
a citrininu st vSak ndpadne podobné (obr. 4).
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Obr. 3. Krivky Rp z ,,pH chro- Obr. 4. Vysolovaci chromatogram S-52
matogramov‘ S-52 (spojité) (spojitd krivka) a citrininu (prerusovand
a citrininu (preruSovand). krivka).
Mobilné féza: Rimskymi ¢islicami st oznadené sustavy
etylacetét nasyteny vodou. podla [12].

Podla ,,sumérneho chromatogramu®, ,,pH chromatogramu‘ a vysolovacieho chroma-
togramu sa S-52 népadne podobé citrininu. Na podobnost mozno usudzovat eSte podla
dalsich vlastnosti.

Pri spot-testoch na papieri maji S-52 a citrinin zltozelent fluorescenciu v ultrafialovom
svetle, ktord sa potldda tidinkom pdr amoniaku a obnovuje sa pésobenim pdr HCI. Pri
spot-teste obidve latky ddvaji pozitivnu reakciu s FeCl; (hnedé sfarbenie). Uvedené
vlastnosti a antibakteridlna aktivita S-52 sa zhodujt s vlastnostami citrininu.

ITzoldcia S-52 zrdfacou metédou

A. C. Hetherington a H. Raistrick [16], ktori objavili citrinin, pouzili pri jeho
izoldeii zrdzaciu metdédu. Okyslenim filtrétu kultivaéného média kyselinou solnou na
pH 2—3 sa vyzrédzal citrinin v podobe jemnych zltych krystdlikov. Tato metédu sme
vyskusali aj pre izoldciu S-52.

Produkény kmeii P. notatum S-52 sme kultivovali povrchove v Soykovyeh bankéch,
obsahujtcich po 600 ml modifikovaného Czapekovho—Doxovho média [4]. Kultivicia
pri 28—30 °C trvala 10 dni.

Po skondeni kultivécie sme antibiotikum izolovali postupom, ktory znézortiuje sché-
ma 2. Z 12 litrov filtrdtu a z mycélia sme dostali 2,7 g krystalického antibiotika.
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Schéma 2
KULTURA P. notatum S-52

filtrcia
i |
MYCELIUM FILTRAT

| extrakois aréanie s HCL, pH 2,

I vodou pri pH 8 separécia
I o

mycélium EXTRAKT ZRAZENINA VODNA FAZA
zl;ysﬁnzie HCl extrakcia extrakcia
o5 tf akci;, benzénom, benzénom
benzénom separacia 1:6
1:3
i zrazenina vodna faza
vodna faiza EXTRAKT EXTRAKT EXTRAKT

vakuové odparenie
ODPAROK

rozpustanie
v acetone pri 40 °C,
filtracia

i

FILTRAT nerozpustné zlozky

pridavok trojnédsobného
objemu zried. HCI, pH 2,
vznik olejovej vrstvy hore,
rozdelenie féz

VODNA FAZA olejové féza
|

pridavok trojndsobného
objemu zried. HCI,
zraZzanie, chladenie,
filtrécia

FILTRAT JEMNE KRYSTALIKY

.52
odparenie S-52, 2,7g

acetonu
za vakua,
chladenie,
filtrécia

filtrét JEMNE KRYSTALIKY
S-52, 0,3 g
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Pouzitelnost zrdzacej metédy ako prvého stupiia izolaéného postupu znova potvrdila
podobnost S-52 s citrininom.

Porovnanie infradervenyjch spektier S-52 a citrininu

Infradervené absorpéné spektrd vzorky S-52 a Standardného citrininu sa merali
na dvojltdovom spektrofotometri Zeiss UR 10 v oblasti 3700—700 cm~!. V oblasti
3700—1800 cm-! sa pouzil hranol z LiF a v oblasti 1800—700 cm~* hranol z NaCl.
Spektrd, sktimanych latok sa merali v kyvetdch z NaCl o hribke 1,030 mm, pri¢om
koncentrécia pri citrinine bola 4,5 g/l CCl, a pri vzorke S-52 5,3 g/l CCl,.

Infradervené absorpéné spektré skumanych ldtok sii uvedené na obr. 5.

Vzorka S-52 po krystalizdcii z CCl, ddvala na infrac¢ervenom spektre pri 1740 cm™*
pomerne intenzivny absorpény pés, ktory prishicha valenénym vibrécidm vézieb C=0.
Tento pés viak citrinin neddval, hoci inak boli spektrd velmi podobné. Po prekrystali-
zovani S-52 z dietyléteru intenzita uvedeného pdsa klesla takmer na nulovd hodnotu
a spektrd obidvoch ldtok sa uiplne zhodovali (obr. 5). Z toho sa dd uzatvérat, Ze pritomnost
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Obr. 5. Infradervené absorpéné spektré:
a) §tandardného citrininu; b) vzorky S-52 po krystalizacii z CCl,;
¢) vzorky S-52 po rekrystalizécii z dietyléteru.
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silného absorpéného pdsa pri 1740 cm~! pochddzale zo znedistenin, ktoré sa podarilo
odstranit rekrystalizdciou.

Z porovnania infradervenych spektier vyplyva, ze S-52 je totoiné s citrininom, é¢im sa.
potvrdili vysledky chromatografického Studia a dalSieho porovndvania obidvoch vzoriek.

Zaujimavé je vSak konStatovanie, ze Standardny citrinin a takisto prekrystalizovand.
vzorka S-52 nevykazuji absorpciu zodpovedajicu valenénym vibrédcidm vizieb C=0
volnej karboxylovej skupiny, ako by to malo byt podla §truktury udévanej pre citri-
nin [17]:

OH
HOOC
\| 70
7
\K\( CH
CH, CH,

Naproti tomu pri 1690 cm~-? je absorpény pés, prisluchajici vibrdcidm skupiny C=0
v karboxylovej skupine, ktord s hydroxylovou skupinou v orto-polohe tvori silnt chelé-
tovt vizbu. Poloha tohto absorpéného pésa sa len velmi mélo meni vplyvom rozliénych
rozpustadiel. Struktiru citrininu by teda bolo mozné pisat takto:

,H\
o

— C\/\/ Yo

A

| | CHs
CH, CHa

Okrem toho existuje aj moznost vytvorenia cheldtového kruhu s karbonylovym kysli-
kom, ¢omu nasvedéuje absorpény péds v oblasti okolo 950—960 cmn-1, ktory patri de-
formadnym vibrdcidm skupiny OH v skupine karboxylovej. V oblasti 3600—3500 cm—*
sa na spektrdch Standardného citrininu a vzorky S-52 nenachddzaji absorpéné pésy
prislichajice valenénym vibrdcidm vézieb volnych fenolickych skupin O—H. Pre
citrinin potom mozno prijat existenciu obidvoch foriem, ktoré stt v rovnovéZnom stave.

Z rozboru infra¢ervenych spektier Standardného citrininu a vzorky S-52 vyplyva,
Ze citrinin v zriedenom roztoku CCl, obsahuje intramolekulové vodikové vizby, na zéklade
éoho mozno Struktiru citrininu vyznadéit takto [18]:

JH JH
é (l) 0 0
OC\/ 7o . \/ \/ N
é—-——-
H //\ \/\CH3 /\/\/\},

CHa (JHB CH, CH,
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Diskusia

Antibiotikum, izolované z kmena Penicillivin notatum Westling S-52, sme
identifikovali ako citrinin. Ako je zname, citrinin produkuji viaceré druhy
rodu Penicillium, dva druhy rodu Aspergillus (A. candidus a A. terreus)
a izolovali ho aj z listov australskej rastliny Crotolaria crispata [19]. M. M.
Semiakin a spolupracovnici [19] uvadzaji osem producentov citrininu
z rodu Penicillium. Z nich P. citreo-sulfuratum, P. implicatum, P. lividum,
P. phaeo-janthinellum a P. velutinum patria do sekcie Monoverticillata, P.
chrzaszczi do sekeie Asymetrica, subsekeia Divaricata, a P. expansum do sub-
sekcie Asymetrica-Fasciculata [7]. Prvy znamy producent citrininu P. citrinum
[16] je zo subsekcie Asymetrica-Velutina. Do tej istej subsekcie patri aj P.
notatum Westling a tiez P. steckit Zaleski [7], o ktorom neddvno dokizali,
7e produkuje citrinin [20].

P. citrinum a P. notatum patria teda do tej istej subsekcie. K. B. Raper
a C. Thom [7] ako charakteristicky biochemicky znak prvého druhu udivaji
produkeiu citrininu a druhy druh sa vyznaéuje produkciou penicilinu. Okrem
toho cituju starSie idaje o tom, Ze niektoré prechodné typy medzi obidvoma
druhmi sa vyznaduji suasnou produkeciou citrininu aj penicilinu. Podla
naSich doterajsich poznatkov kmen P. notatum Westling S-52 neprodukuje
penicilin, zaujimavy je v8ak produkciou citrininu, o dom sme v literatire
nena8li nijaké daje. Produkcia citrininu naSim kmenom je pritom rela-
tivne vysoka. Z jedného litra média a zo zodpovedajiceho mycélia sme
pri povrchovej kultivacii izolovali takmer 300 mg antibiotika.
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BpaTieiaBa

l{il(I)O,'Ipil U[)l‘ilHll‘lO(f]\'Oii XiIMUIH C.TIOBE\U,}\'O[‘O IO TCXHILUCCKOTO HHCTHTYTA, Bpa'm(‘nunu

Hpir iayuennn  autuduosornuecKuX ¢BolicTB  wmraMMa  Penicdliuvm notatum Westling .
130, POBAHHOIO 113 HIPIPO;THLIX BEIISCTB, MLL O11PE;(C. 1L TH TCHH UL JIHA30BLIM TecToM [6], uto
OHIL BLUCISIOT AHTHOARTePHAIbHBLL AHTHOMOTHR OTIINYAIONUIIiCst oT menimuTInHa. Kon-
HCHTPAT ¢PEILE TICTIC WY ILTHBAIUMI MPONBBO;IITC LU0 IUTAMMA MLL NCIIOIL30BAIIL L5l
XPOMATOT pauee ROI KiaceH PARAIGIL AHTHOMOTITRA [IPH MOMOINI « YMMAPHOM XpoMaTo-
rpaMvnty [8] M LT ONMPEICTICHH s Cro IOHHOTO XaPAKTEpa I YCIOBHIL W30 AW ¢ TIOMOIIUO
spH xpomarorpamyury [10]. Aatuduotir npiHa;ye#nT B Fa no;rpynmy Hamell waacen-
Jusarprn [8] 11 0814, [eT KICILM XaDARTCPOM.
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H3 ¢mipTpara cpeisl mocie epMEHTALEM MBI 9KCTPATH POBAJIM AHTHOMOTHR STHIIALETATOM
opu pH 2,5. W3 stiiiameraTa Mol SKCTPArEpOBA/M ONATH aHTHOmOTHK (ocdaToBbiM Gydep-
HEM pactBopoM pH 8,5, u3 xoroporo 6pu1 mepesexer B xiaopodopm npu pH 2,5. OcraTok
mocsie mcnaperus: xaopodopma Mut pactBopsia cMecbio CCl, m astmaenrnukona 1 1, mpum-
gem apTROMOTHEK nepewmo:1 B CCl,. Ilocse crymiemnsa Mel aBTMOMOTHR IOJTYIMJIM KpPHCTAIIIH-
3amueld W3 amerona.

Ha ocmoBe «cymmapHO# Xxpomartorpammil [8], «pH xpomarorpammen [10] m xpomaro-
rpaMMbl BeICATMBaBUA [12] Mbl AHTHOAOTAK MASHTH(PMUMPOBATM Rak NETPUHUH, uTO OBLIO
OOATBEP;KIeH0 CPaBHeHMeM HHPPAKPACHLIX CIEKTPOB M JAPYTUMU (PU3HKO-XMMHIUYCCKUMH
M GHoyIOTHYeCKEMH CBoitcTBaMH. OIeHKA HAPPAKPACHHX CIEKTPOB TO3BOIUIA YTOUHATH
CTPYKTYpHYIO dopMyily nuTpuBuHa [18].

B pocTynHoi jmTepaType 0 AaHTMOMOTHRAX MLl He BAlIUIM HUKAKHX TaHHBIX O BLLIe/ICHHM
nuTpuBMEA ITaMMamu Pendcillium notatum Westling.

Prelozil M. Fedorotiko

ISOLIERUNG VON CITRININ AUS PENICILLIUM NOTATUM WESTLING

V. Betina, P. Nemec, M. Kutkovd, J. Balan, S. Kov4é

Lehrstuhl fir technische Mikrobiologie und Biochemie and der Slowakischen
Technischen Hochschule, Bratislava

Biologisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften,
Abteilung fiir technische Mikrobiologie, Bratislava

Lehrstuhl fiir organische Chemie an der Slowakischen Technischen Hochschule,
Bratislava

Beim Studium der antibiotischen Eigenschaften des aus der Natur isolierten Stamms
Penicillium notatum Westling haben wir durch den Penicillinasetest [6] festgestellt,
dass dieser Stamm ein vom Penicillin abweichendes antibakterielles Antibiotikum pro-
duziert. Das Konzentrat des Mediums nach der Ziichtung des Produktionsstamms haben
wir fiir die chromatographische Klassifikation des Antibiotikums mit Hilfe des ,,Summar-
Chromatogramms‘‘ [8], und fiir die Bestimmung des Ionencharakters und der Isolierungs-
bedingungen mit Hilfe des ,,pH-Chromatogramms‘ [10] benutzt. Dieses Antibiotikum
gehort in die Va Unterklasse unserer Klassifikation [8] und weist sauren Charakter auf.

Aus dem Filtrat des Fermentationsmediums haben wir das Antibiotikum mit Athyl-
acetat bei pH 2,5 extrahiert. Aus dem Athylacetat haben wir eine Reextraktion durch
eine Phosphatpufferlosung mit pH 8,5 vorgenommen, aus welcher wir das Antibiotikum
in Chloroform bei pH 2,5 iibergefithrt haben. Den Riickstand nach dem Abdampfen
des Chloroforms haben wir in einem Gemisch aus CCl, und Athylenglykol 1 1 aufgeldst,
wobei das Antibiotikum in das CCl, iibergegangen ist. Nach dem Eindicken dieser Phase
haben wir das Antibiotikum durch Kristallisation aus Aceton erhalten.

Auf der Grundlage des ,,Summar-Chromatogramms‘ [8], des ,,pH-Chromatogramms*
[10], und des Aussalzungs-Chromatogramms [12] haben wir dieses Antibiotikum als
Citrinin identifiziert, was sich auch durch einen Vergleich der Ultrarotspektren und
weiterer physikalischer, chemischer und biologischer Eigenschaften bestétigt hat. Durch



Izolécia citrininu 139

die Bewertung der Ultrarotspektren wurde es ermoglicht, die Strukturformel des Citrinins

Zzu

prézisieren [18].
In der zuginglichen Literatur iiber Antibiotika haben wir keine Angaben iiber die

Produktion von Citrinin durch Stémme von Penicillium notatum Westiing vorgefunden.

U W N

0w a3

13.
14.
15.

16

Prelozil K. Ullrich
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