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Z u r  K e n n t n i s  y o n  L e v o r i n  A u n d  C a n d i c i d i n  a 

L e v o r i n  ( A n t i b i o t i k u m  26/1) is t  e in  a n t i f u n g i s c h  wirk-  
sames  S t o f f w e c h s e l p r o d u k t  e ine r  Spezies  v o n  A ainomyces 
levoris (Kras)z,3. N a c h  BOROWSKI, MALYSHKINA, SOLO- 
VIEV n n d  ZIMI~SKI ¢ h a n d e l t  es s ich  u m  e in  G e m i s c h  
zweier  P o l y e n a n t i b i o t i k a ,  L e v o r i n  A u n d  B.  Sie geh6 ren  
e iner  U n t e r g r u p p e  ~ a r o m a t i s c h e r ,  H e p t a e n m a k r o l i d e  an,  
die M y c o s a m i n  a n d  p - A m i n o a c e t o p h e n o n  Ms S t r u k t u r -  
e l e m e n t e  e n t h a l t e n L  W i i h r e n d  s ich L e v o r i n  B g u t  y o n  
b e k a n n t e n  V e r t r e t e r n  d ieser  G r u p p e  a b g r e n z e n  liess, w a r  
das  als  H a u p t p r o d u k t  a u f t r e t e n d e  L e v o r i n  A n u r  au f  
G r u n d  sehr  k le iner  U n t e r s c h i e d e  bei de r  Cra igschen  Ver-  
t e i l ung  u n d  im s i c h t b a r e n  Bere i ch  des  E l e k t r o n e n s p e k -  
t r u m s  y o n  C a n d i c i d i n  ~ zu d i f fe renz ieren .  Die  y o n  d e n  
rus s i schen  u n d  p o l n i s c h e n  A u t o r e n  a u n t e r s u c h t e n  Levo r in -  
P r / i p a r a t e  w a r e n  aus  Myce l ien  des  u r sp r f ing l i chen  
S t a m m e s  ode r  y o n  d a v o n  a b g e l e i t e t e n  indus t r i e l l en  Mu-  
t a n t e n  d u r c h  E x t r a k t i o n  m i t  w~issrigem A z e t o n  ge- 
w o n n e n  worden ,  l~ber  d e n  U r s p r u n g  des Cand ic id in -  
Pr~Lparates w u r d e n  ke ine  A n g a b e n  gemach t .  

D a  es s ich be i  a r o m a t i s c h e n  H e p t a e n a n t i b i o t i k a  v o m  
C a n d i c i d i n t y p  u m  kompl iz ie r t e ,  labi le  Stoffe s ch l ech t  
d e f i n i e r b a r e n  R e i n h e i t s g r a d e s  h a n d e l t ,  k a n n  die s ichere  
I d e n t i f i z i e r u n g  m i t  g rossen  Schwie r igke i t en  v e r b u n d e n  
sein 5. 

Charakterisierung yon Levorin A .  D a n k  e i n e m  E n t g e g e n -  
k o m m e n  des  F o r s c h u n g s i n s t i t u t e s  ffir A n t i b i o t i k a ,  L e n i n -  
grad ,  k a m e n  wi r  in  d e n  Bes i t z  e ine r  V e r s u c h s m e n g e  y o n  
L e v o r i n  AL Das  P r / i p a r a t  e n t h i e l t  n a c h  A n g a b e n  des  
Her s t e l l e r s  e ine mik rob io log i sche  A k t i v i t ~ t  yon  30000 
E i n h e i t e n  p ro  nag. 

Vorl~uf ige  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e ,  spek t roskop i -  
sche  u n d  mikrob io log i sche  U n t e r s u e h u n g e n  sowie Ver-  
t e i l u n g s v e r s u c h e  8 t iber  30 u n d  80 S t u f e n  best~i t ig ten die 
n a h e  V e r w a n d t s c h a f t  ode r  allfiillige Iden t i t i t~  yon  Levo-  
f in  A m i t  Cand ic id in  (vergle iche Tabe l le  I). 

Das  z u m  Verg le ich  h e r a n g e z o g e n e  Cand ic id in  h a t t e n  
w i t  aus  e i n e m  k~uf l i chen  P r g p a r a t  9 d u t c h  e in fache  F~ill- 
u n g e n  (D ime thy l su l fox id -Wasse r ,  B u t a n o l - A z e t o n )  u n d  
E x t r a k t i o n e n  ( W a s s e r - B u t a n o l )  au f  v e r g l c i c h b a r e  E x -  
t i n k t i o n s w e r t e  ange re i che r t .  

Die  s p e k t r o s k o p i s c h  e r m i t t e t t e n  V e r t e i l u n g s k u r v e n  
be ide r  Pr~.para te  (F igur  1) ze ig ten  m e r k l i c h e  A b w e i c h u n -  
gen  v o n  d e n  e n t s p r e c h e n d e n  t h e o r e t i s e h e n  K u r v e n  ~0. W i t  
v e r m u t e t e n  desha lb ,  dass  es sich in b e i d e n  FAllen u m  die 
S u m m a t i o n s k u r v e  sehr  ~ihnlicher K o m p o n e n t e n  h a n d e l t e .  

Diese w u r d e  be i  de r  Cra igschen  V e r t e i l u n g  fiber 600 
S t u f e n  (F igur  2) ev iden t .  Be ide  P r ~ p a r a t e  ze ig ten  n e b e n  
de r  H a u p t s p i t z e  ( K I ° =  0,96 ffir L e v o r i n  A, K = 1,00 
fiir  ange re i che r t e s  Candic id in)  deu t l i che  N e b e n s p i t z e n  in 
de r  G e g e n d  y o n  K = 0,6 u n d  K = 1,3. 

Au/ t rennung yon Levorin A in  die Komponenten A v A 2 
und A a. L e v o r i n  A w u r d e  d u r c h  eine pr~ .para t ive  Ver-  
t e f lung  f iber  80 S t u f e n  f r ak t ion ie r t .  Die aus  den  E l e m e n -  
t e n  22-32,  36-43 u n d  46-56  d u r c h  E i n d a m p f e n ,  E x t r a -  
h i e r en  m i t  D i m e t h y l s u l f o x i d  u n d  F~l len  m i t  W a s s e r  in  
F o r m  gelber  P u l v e r  i so l ie r ten  dre i  Pr~ipara te  l iefer ten,  
n a c h  e r n e u t e r  p r / i p a r a t i v e r  V e r t e i l u n g  f iber  je  80 S tufen ,  
3 Haupt~[rakt ionen ,  die wi r  Ms L e v o r i n  An, A 2 u n d  A 3 
beze ichnen .  Auf  G r u n d  de r  a n a l y t i s c h e n  V e r t e i l u n g  
(F igur  3) h a n d e l t  es s ich  u m  w e i t g e h e n d  e inhe i t l i che  Ver-  
b i n d u n g e n  (K = 0.60;  t , 07 ;  1,37). 

I m  P a p i e r c h r o m a t o g r a m m  v e r h a l t e n  s ich die 3 Ver -  
b i n d u n g e n  gle ich  wie L e v o r i n  A (vergle iche  Tabe l l e  I). 

1 64. Mitteilung der Reihe ,Stoffwechselprodukte von Mikroorga- 
nismem~. 63. Mitteilung: Experientia, im Druck (1968). 

2 V. A. TsvGAr~ov, P. N. GOLVAKOV, A. M. BEZBORODOV, V. P. 
NAMESTNIKOVA, T. V. KItOPKO, S. N. SOLOVIEV, M. A. MALYSIt- 
KINA und L. O. BOLSnAKOVA, Antibiotiki d, 21 (1959). 

a Zur Frage der Taxonomie des Levorin*produzierenden Stammes 
vergleiche, P. N. GOLYAKOV, Antibiotiki 4, 287 (1961). 

a E. BOROWSKI, M. MALYSHKINA, S. SOLOVIEV und T. ZIMII~ISKI, 
Chemotherapia lO, 176 (1965166). 

5 0bersiehtsreferate: W. OROSHN~K und A. D. MEBANE, Fortschr. 
Chem. org. NatStoffe 21, 17 (1963); L. C, VImN% Hindustan 
Antibiot. Bull. 3, 37 (1960). 

a H. LEEHEVALIER, R. F. ACKER~ CH. T. CORKE, C. M. HAENSELER 
und S. A. WAKSMAN, Myeologia 45, 155 (1953). 
Levorin A, Charge No. 19. Wir danken Herrn Dr. W. O. KULBACIt, 
Forsehungsinstitut ftir Antibiotika, Leningrad, auch an dieser 
Stelle fiir die l~berlassung des Materials. 

8 S~imfliehe Craigsche Verteilungsversuche wurden im gleichen 
System ausgefiihrt: Chloroform-Methanol-Boratpuffer pH 8,4 
(2:2:1). Boratpuffer: 59,21 g Na2BaO ~ " 10HuO + 25,88 g KH1PO a 
ad 5 1 Wasser. Die Extinktionsmessung bei 381 nm (Zeiss, Modell 
PMQ II) erfolgte nach Homogenisieren und Verd/innen tier Pha- 
sen mit 80% wassrigem Methanol auI ein konstantes Volumen. 

s Candieidin, Lot 342-NBF-2. Wir danken der Firma S.B. Peniek 
& Co., New York, ftir die Oberlassung yon Versuchsmaterial. 

x0 Berechnung des Verteilungskoeffizienten K und der theoretisehen 
Kurven naeh E. HECKER, Verteilungsver/ahren im Laboratorium 
(Verlag Chemi% Weinheim 1955). 

Tabelle I. 

Levorin A Candicidin 

Papierchromatogramm (Whatraan No. I, Bioautograph. Nachweis mit Candida albicans) 
Rf-Werte in Essigester-Pyridin-HzO (4 : 3 : 21 0,66 
Rf-Werte in n-Butanol-Pyridin-H~O (6 : 4: 5) 0,71 
Rf-Werte in Methanol-25% NHz-HzO (20:1:4) 0,55 

Elektronenspektrum~ {80% w/isseriges Methanol) 2max tE t% ~ in nm 400 (540) 1 el'P) 
378 (630) 
358 (453) 

Craigsche Verteilung (80 Stufen} s 
Verteilungskoeffizient K 9 

In vitro Akfivit~it (Verdiinnungstest mit C. albfcans) 
Minimale Hemmkonzentration in/~glml ~ 

0,66 
0,71 
0,55 

402 (461) b 
379 (540) 
359 (386) 

0,98 1,02 

0,02-0,03 0,02-0,03 

s Die in Nujol aufgenommenen, wenig differenzierten IR-Spektren sind praktiseh deckungsgleich, b Das als Ausgangsmaterial verwendete, 
kommerzieIle Pr~parat zeigte folgende Werte: 403 (295), 380 (350), 360 (190) am. ~ Wit danken Herrn Dr. KSOSEL aus unseren Biologischen 
Laboratorien ffir die Ausfiihrung dieses Testes. 
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Tabelle II. 

irma x t~ l% ~ in 80% wAssrigem Methanol ~ l c m  t 

Levorin A t 402 (893} 380 (1050} 359 (725) 341 {455) nm 
Levorin A~ 400 (750) 378 (882) 358 (616) 340 (392) nm 
Levorin A s 400 (769} 378 (900) 358 (630) 340 (402) nm 

Fig. 1. Craigsche Verteilung fiber 80 Stufen (10 + 10 ml) s. - . . . .  ex, 
perimentelle, - - - - theoret isehe Kurve; a Levorin A (10 mg) ; K ~ 0,98, 
b angereichertes Candieidin (10 rag) ; K = 1,02. 
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Fig. 2. Craigsche Verteilung fiber 600 Stufen (25 + 25 ml; Kreislauf- 
verfahrea in 200 Element-Apparatur) a. a Levorin A (75 mg); 
K = 0,96, b angereichertes Candicidin (75 rag); K = 1,00. 
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Fig. 3. Craigsche Verteilung fiber 80 Stufen {10 + 10 ml) a. Levorin A~ 
(10 mg}, K = 0,60, Levorin A, (10 rag), K = 1,07, Levorin A a 
(10 mg), K = 1,37. 

I h r e  in  N u j o l  a u f g e n o m m e n e n  I R - S p e k t r e n  s i n d  u n t e r  
s i ch  s e h r  ~ihnlich u n d  k a u m  zu  u n t e r s c h e i d e n  y o n  j e n e m  
y o n  L e v o r i n  A.  E b e n s o  v e r h ~ l t  es  s ich,  a b g e s e h e n  y o n  
d e r  H S h e  t ier  E x t i n k t i o n e n ,  m i t  i h r e n  e l e k t r o n i s c h e n  
S p e k t r e n  (Tabe l l e  I I ) .  

Verg~ioh  m i t  Candic id in .  D a s  b e r e i t s  d u t c h  FAl lungs -  
u n d  E x t r a k t i o n s o p e r a t i o n e n  a n g e r e i c h e r t e  C a n d i c i d i n -  
P r~ .pa ra t  w u r d e  f iber  80 S t u f e n  p r A p a r a t i v  v e r t e i l t .  ] ) a s  
a u s  d e n  E l e m e n t e n  3 4 - 4 6  i so l ie r te ,  a m o r p h e  P r ~ p a r a t  
z e i g t e  i m  s i c h t b a r e n  B e r e i c h  d e s  e l e k t r o n i s c h e n  S p e k -  

f171% "l. trums Xrna~ X~lcmJ- 399 (740), 377 (870), 357 (610), 340 
(392) nm (80% w~ss. IViethanol)11 Das Spektrura erweist 
s i c h  i m  t i b r i g e n  ~ls p r a k f i s c h  d e c k u n g s g l e i c h  m i t  j e n e m  
y o n  L e v o r i n  A 2 ( F i g u r  4). 

J e  50 m g  y o n  L e v o r i n  Az u n d  y o r e  s t a r k  a n g e r e i c h e r t e n  
C a n d i c i d i n - P r ~ p a r a t  s o w i e  e in  G e m i s c h  y o n  je  25 m g  d e r  
b e i d e n  P r ~ p a r a t e  w u r d e n  sch l i e ss l i ch  u n t e r  m 6 g l i c h s t  
i d e n t i s c h e n  B e d i n g u n g e n  ( A u s s c h l u s s  y o n  L i c h t  u n d  

ix S. A. WAKSMAN, H. A. LECHEVALIER und C. P. SCHAFFN~R, Bull. 
Wld Hlth Org. 33, 219 (1965) geben ffir reines Candicidin in 
Methanol folgende Werte an: 403, 380 (1150), 360 nm. 

0,B 

k 

0,6 ~ 

I 
0/, 

0.4 [ ' 

I o,2 
I 

0,2 I- ~ 
% 

I "-% "J:' 
l 

01 , , , , , 

Fig. 4. - - - -  Levodn A~, .... Candicidin (stark angereichert), 

Eo•o1• Icrn 

r O,B 

I 
I 
1 

1/,,., 
0 , 



424 Specialia EXPERIENTIA 24/5 

Sauerstoff, konstante Temperatur) einer 600-stufigen ana- 
lytischen Gegenstromvetteflung im IZreislaufverfahren 
unterworfen (Figur 5): Sowohl das Levorin A 2 als auch 
das Candicidin-Prliparat enthalten noch Anteile der 
Nebenkomponenten. Die Hauptspi tzen beider Pr~parate 
zeigen gleiche, geringe Abweichungen (Verflachungen) in 
Bezug auf die entsprechenden theoretischen Kurven. Die- 
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Fig. 5. Craigsehe Verteilung tiber 600 Stufen (25 + 25 ml; Kreislauf- 
verfahren in 200 Element-Apparatur) s. - . . . .  experimentelle, 
- - ~  theoretische Kurven. a Levorin A~ (50 mg); K = 1,07. b Ge- 
misch yon Levorin A 2 (25 rag) und Candieidin (stark angereiehert) 
(25 rag); K = 1,05, c Candicidin (stark angereichert); K = 1,02. 

selbe Abweichung zeigte auch die Kurve des Mischpr~- 
parates. Die Unterschiede der Verteilungskoeffizienten 
(K = 1,07 fiir Levorin A2, K = 1,02 fiir Candicidin) diirf- 
ten somit innerhalb der experimentellen Streuung der 
Versuchsanordnung liegen. 

Schluss]olgerungen. Die Heptaenantibiot ika Levorin A 
und Candicidin stellen komplexe Gemische sehr iihnlicher 
Verbindungen dar. Da es sich um labile Priiparate bio- 
logischen Ursprungs handelt,  dfirfte ihre quali tat ive und 
quant i ta t ive  Zusammensetzung je  nach HersteUungsver- 
fahren und ~Teiterbehandlung etwas varileren. Die Haupt-  
komponenten der yon uns untersuchten Muster der beiden 
Antibiotika sind vermutl ich identisch, da sie in der ver- 
wendeten Testanordnung keine signifikanten Unter- 
schiede zeigen. 

Summary. A sample of Russian provenance of the anti- 
fungal antibiotic levorin A, containing 30,000 microbio- 
logical units of activity/rag, was shown to consist of 
several components. Three components, designated 
levorin A t, A2 and A 3, were isolated and shown to be 
distinguishable by their part i t ion coefficients in the 
system chloroform-methanol-borate buffer pH 8.4 (2 : 2 : 1). 
An enriched sample of the antifungal antibiotic candi- 
cidin, prepared from a commercial preparation of 
American provenance, showed a very similar pat tern of 
distribution as levorin A did in 600 transfers. Levorin A~, 
the main component of the levorin A sample, was not 
distinguishable within the error limits of the applied tests, 
from the main component of the enriched candicidin 
sample. 

R. BOSSHARDT und H. BICKEL 

Chemische Forschungslaboralorien des Departements 
Pharrnazeutika der Ciba A kliengesellschafl, 
Basel (Schweiz), 76. Februar 1968. 

Zn(II)-Activated Acid Phosphatase in Liver and Metanephros of Developing Chick 

Acid phosphatase has been shown to be present in liver, 
mesonephros, metanephros, and duodenum in developing 
chick 1-*. This enzyme from erythrocytes and yeast  is 
act ivated by magnesium and manganese 4-~, and that  
from ox kidney by zinc and magnesium s. There is, how- 
ever, no information concerning metallic ion activation 
of acid phosphatase in tissues of the developing chick. The 
present communication reports a s tudy on the activation 
of liver acid phosphatase in the developing chick by 
Mg(II), Mn(II), and Zn(II). Furthermore, a comparat ive 
study has been made on the act ivation of acid phosphatase 
by Zn(II) in brain, heart,  liver, and metanephros of de- 
veloping chick to assess its possible relationship with the 
functional development of each organ. 

Whi te  Leghorn eggs were used in the present study. 
The embryos were sacrificed at  various developmental  
stages. The temperature  and humidi ty  used for incuba- 
tion of the eggs, the processes of dissecting the tissues, 
and the preparation of the tissue homogenates have been 
previously described 9,10. Acid phosphatase was assayed in 
liver, brain, heart, and metanephros homogenates accord- 
ing to the method of LOWRY xl using p-nitrophenyl phos- 
phate as the substrate in 0,05M acetate buffer, pH 5.2, 
without the addition of magnesium. All samples, blanks, 

and standards were determined simultaneously in tripli- 
cates. 

The acid phosphatase act ivi ty  in the liver and the ac- 
t ivation of this enzyme by Mg(II), Mn(II), and by Zn(II) 
in vitro were determined from the eighth day of incuba- 
tion to 1 day after hatching (Figure 1). Among the 3 
divalent cations studied, the most striking stimulation 
was found to be by Zn(II), the least by Mg(II), and 
Mn(II) was intermediate. In order to test the Zn(II) ac- 
t ivat ion of acid phosphatase in tissnes of the developing 

x L. C. U. JUN~UEIRA, Q. J1 microsc. ScL 93, 247 (1952). 
Y. KATO, Devl Biol. I, 477 {1959). 

8 F. Mooo, Anat. Rec. 142, 260 (1962). 
4 A. SCHAFFNER and E. BAUER, Physiol. Chem. 232, 64 (1935). 
5 j .  RocH~ and E. BULUNGER, Enzymologia 7, 278 (1939). 
* B. NAGAI~NA and V. K. NARAYAN ME~ON, Biochim. biophys. 

Acta 1, 61 (1947L 
K. BAILEY and E. C. WEBB, Biochem. J. 38, 394 (1944). 

s j .  SAnASZVAN, Nature 170, 421 (1952). 
9 K. M. WANG, Life Sci. 5, 2209 (1966). 

10 K. M. WANG and A. H. LzN, Europ. J. Pharm. 1, 347 (1967). 
n O. H. LOWRY, N. R. ROB~RxS, M. L. Wu, W. S. HIxoN and E. J. 

CRAWFORD, J. biol. Chem. 207, 19 (1954). 


