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CSAV, Oddelenie technickej mikrobiolégie Biologického ustavu
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V predchddzajiicej praci [1] sme referovali o izoldcii a o niektorych vlast-
nostiach antibiotika, ktoré sme predbeine oznadili S-82. Antibiotikum ma
§iroké spektrum ddéinnosti, je idéinné na niektoré grampozitivne a gramnega-
tivne baktérie a na niektoré huby. Zistili sme aj to, Ze ma neutralny charakter.

Pouzitim metéd papierovej chromatografie a infradervenej spektroskopie
sa nam podarilo toto antibiotikum identifikovat.

Experimentalna ast

Materidl a metédy
Antibiotika

Z dostupnych neutrdlnych antibiotik z hdb so Sirokym spektrom uéinnosti sme na
porovndvanie s antibiotikom S-82 pouzili: auranciogliokladin, frekventin, gliotoxin,
patulin a viridin.

Stuhrnny chromatogram

Antibiotikum S-82 a uvedené standardy sme Studovali metédou stithrnného chromato-
gramu [2] v 10 systémoch, pouzivanych v naSom laboratériu: 4. destilovand voda,
B. 80 9%, acetén, C. n-butanol nasyteny vodou, D. etylacetdt nasyteny vodou, E. chloro-
form nasyteny vodou, F. benzén nasyteny vodou, G. acetén—benzén—voda (24 : 15 : 1),
H. izopropanol—benzén—voda (18 : 20 : 2), I. n-butanol—hexdn—acetén—voda (9 : 20 :
:10: 1), K. metanol—izoamylacetdt—voda (25 : 14 : 1).

Vysolovaci chromatogram

Na zistenie prislusnosti antibiotik do jednotlivych skupin podla vysolovacieho chro-
matogramu [3, 4] sme pouzili stipajici rad koncentrécii chloridu aménneho vo vode,
I. destilovand voda, I1. 0,5 %, I11.1,0 %, IV.2,0 %, V 3,0 %, VI.5,0 %, VII. 10,0 %:
VIII. 20,0 9%, IX. nasyteny roztok NH,Cl.

Detekcia chromatogramov

Polohu skvfn auranciogliokladinu na sihrnnom a vysolovacom chromatograme sme
zistovali podla p6évodného pomarandovozltého sfarbenia, viridin ddval na chromato-
gramoch zlté Skvrny po vystaveni udinku pdr amoniaku. Pre ostatné antibiotiké sme
pouzili bioautografickii detekeiu pomocou Bacillus subtilis (S-82, gliotoxin a patulin)
a pomocou Candida pseudotropicalis (frekventin).

Infradervené spektrd

Pouzili sme dvojludovy spektrofotometer UR 10 Zeiss s NaCl kyvetami o hrubke
1,030 mm. Koncentrécia vzoriek bola 3,0 g/l chloroformu.
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Vysledky a diskusia

Hodnoty Rr zo sthrnnych chromatogramov Studovanych antibiotik su
zhrnuté v tab. 1.

Tabulka 1
Hodnoty Rr na sthrnnych chromatogramoch porovndvanych antibiotik

. Rp x 100 v systéme
Antibiotikum S =

4| B | c¢c| D| E|F | e ]| H]|]I|K
S-82 20 96 85 97 95 93 | 96 89 I 89 72
auranciogliokladin 80 97 92 96 93 96 97 94 93 90
frekventin 00 90 89 96 95 87 96 91 | 88 75
gliotoxin 25 97 86 96 91 97 98 94 95 71
patulin 80 | 95 82 94 95 00 95 91 89 75
viridin 00 97 76 98 96 98 98 93 95 | 64

Z uvedenych udajov vidiet, Ze sthrnny chromatogram antibiotika S-82
sa ndpadne podobd suhrnnému chromatogramu gliotoxinu, kym ostatné
antibiotikd maji zasadne odlisné sihrnné chromatogramy. Pre porovnanie
uvadzame na obr. 1 grafické zndzornenie sihrnnych chromatogramov antibio-
tika S-82 a gliotoxinu.
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Obr. 1. Sahrnny chromatogram S-82 Obr. 2. Vysolovaci chromatogram S-82
(O—0—) a gliotoxinu (®------ ). (®) a gliotoxinu (A).

Z tab. 2 vidiet, Ze vysolovaci chromatogram antibiotika S-82 sa takisto
ndpadne podobd vysolovaciemu chromatogramu gliotoxinu a 1i§i sa od v3et-
kych ostatnych porovnavanych $tandardov.

Na obr. 2 sme graficky znézornili vysolovacie chromatogramy antibiotika
S-82 a gliotoxinu.
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Tabulka 2
Hodnoty Rp na vysolovacich chromatogramoch porovndavanych antibiotik

Rp x 100 v systéme
Antibiotikum |
1| o m| w | v | vi|vi|vin| ix
S-82 34 | 3¢ | 34 ] 33 | 33 | 32 | 34 ‘ 3¢ | 34
auranciogliokladin 79 81 81 80 79 79 76 | 77 76
frekventin 00 00 00 00 00 00 00 00 | 00
gliotoxin 34 34 34 31 33 34 34 34 34
patulin 83 80 80 80 @ 82 84 86 89 89
viridin 00 00 00 00 | 00 00 00 00 00
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Obr. 3. Infradervené spektrum antibiotika S-82.
100
80 N/ ==
* \
% % .
o i
£ 40 e
§ -
-: 20 ' L ——
N ‘
0 I ! | !
O O 9 9 9 9 9 9 9 8 2 o o o 9 9o 9
S S S o S
§ 3§83 8§ B8 8 R YL B E S &8 8

vinocet jem’/
Obr. 4. Infradervené spektrum gliotoxinu.

Z vysledkov suhrnnych a vysolovacich chromatogramov sme usudzovali,
ze antibiotikum S-82 je pravdepodobne totozné s gliotoxinom. Tento pred-
poklad sa potvrdil porovnanim infradervenych spektier obidvoch vzoriek
(obr. 3 a 4).

Na infradervenom spektre obidvoch vzoriek vidief silny absorpény pés
v oblasti 1060 cm-1, prislichajici deformaénym vibracidm primérnej alkoho-
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lickej skupiny, ako aj absorpény péas v oblasti 1335 em—1, prisluchajici defor-
maénym vibraciam skupiny C—O. Velmi intenzivny absorpény pds pri
1700 em~! poukazuje na pritomnost skupiny C=0 (valenéné vibracie vizby
C=0). Absorpény pés pri 1670 cm~? patri vibraciam vézieb C=C. Absorpény
pas pri 1425 cm~! prislicha deformaénym vibracidm skupiny CH, viazanej
s dusikom. Absorpény pas s maximom pri 3420 cm~! poukazuje na pritomnost
vnutromolekulovej vodikovej vizby. Na spektre sa v8ak objavuje aj absorpény
pas pri 3600 cm~1, prislichajici vibraciam volnych skupin OH.

Absorpéné pasy vizieb —S—S sa nedali zachytit, pretoze vibracie tychto
skupin maji mald intenzitu a moZno ich zistit v oblasti okolo 500—400 cm~1.
Najlepsie by sa dali dokdzat na Ramanovom spektre.

Infraéervené spektrd v8ak poukazuji na pritomnost charakteristickych
skupin gliotoxinu v stilade so $truktarou, ktord uddvajia M. R. Bell a spolu-
pracovnici [5]:
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Metédami papierovej chromatografie (stihrnny chromatogram, vysolovaci
chromatogram) sme porovnanim s autentickymi vzorkami zndmych antibiotik
z htb identifikovali antibiotikum S-82 ako gliotoxin. Vysledky chromato-
grafickej identifikdcie sme potvrdili infradervenou spektroskopiou.

NIEHTUONKALIA AHTUBUOTHRA S-82

B. BETUHA, II. HEMEIT, 1. BAJTAH, II. KOBAY

Kadenpa Texnmucckoii MukpoGuosoray 1 Gmoxumun u Hadegpa opraandeckodl XHMAR
CnoBanxoil BricIei TexamdecKoil mmonn B Bparuciase

YCAH, OTjien TexHEYeCKOH MEKPOOROIOTMY BHOIOrAYECKOro HHCTATYTA
CnoBanxoit akagemun Hayk B bpartnciase

Brisogst
Metogamu GymaskHOU xpoMaTorpadmu (cOopHasg xpoMaTorpamMma, BEICAIMBAlOmMAasg Xpo-
MaTOrpaMMa) CpaBHeHEEM C ayTeHTHYHHIME 00pasnaMe 3HAKOMGLIX aHTHOHOTHKOB M3 rpaGOB
Mbl HAeHTHQUOUPOBATA AHTHOMOTEK S-82 Kak MIMOTOKCHA. Pe3yapTaTsl xpomaTorpadm-
4eCKO# MIeHTU(PUKALAN ME DOATBEDAMIE MHPPAKPACHOH CIEKTPOCKONIMEN.

Hoctynmio B pegakiuio 12. 4. 1961 r.
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IDENTIFICATION OF THE ANTIBIOTIC S-82
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Summary

By comparing authentic samples of known antibiotics from molds by paper chromato-
graphic methods (,,summarized chromatogram®, salting — out paper chromatogram)
the antibiotic described by us previously as S-82 was identified as gliotoxin. The results
of the chromatographic identification were confirmed by infrared spectroscopy.
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