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109. Hans Brockmann, Klaus Bauer und Ilse Borchers: Rhodomy-
cin, ein rotes Antibioticum (Antibiotica aus Actinomyceten, VII. Mitteil.*))

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Goéttingen}
{Eingegangen am 11. Juni 1951)

Aus Streptomyces purpurascens (nov. spec.) wurde ein rotes, gegen
Staphylococcus aureus stark wirksames Antibioticum, das Rhodo-
mycin, als kristallisiertes Perchlorat isoliert. Rhodomycin enthilt
Stickstoff, ist amphoter und wird durch Séure zu roten, stickstoff-
freien, antibiotisch wirksamen und farblosen unwirksamen Verbin-
dungen abgebaut. Das eine der farbigen Abbauprodukte wurde kri-
stallisiert erhalten. Durch Gegenstromverteilung lie8 sich das Anti-
bioticum in zwei Fraktionen mit gleich starker Wirksamkeit, das
Rhodomycin A und ‘B zerlegen. Ein erheblicher Teil des Antibio-
ticums ist im Mycel gebunden und wird erst durch milde Séure-
einwirkung freigelegt.

In einer Zusammenstellung der farbstoffbildenden Actinomyceten-Stimme,
die bisher in unserem Institut isoliert worden sind?), haben wir als 4. Gruppe
solche Stimme zusammengefaBt, die wasserlésliche, rote, mit Alkali blau oder
violett werdende Farbstoffe bilden?). Bei einem Vertreter dieser Gruppe, der
von W. Liindenbein?) als neue Species erkannt und Streptomyces purpuras-
cens genannt wurde, zeigte die nach Entwicklung des Mycels rot gewordene,
als Nihrstoffe Glycerin und Glykokoll enthaltende Kulturfliissigkeit starke
antibiotische Wirkung gegeniiber Staphylococcus aureus.

Unsere Versuche, das Antibioticum des neuen Stammes zu isolieren, gingen
von der Annahme aus, daB die bakteriostatische Wirkung der Kulturlésung
durch deren roten Farbstoff hervorgerufen wird; denn sein Verhalten war
dem der Oxybenzochinone bzw. Oxynaphthochinone dhnlich, von denen man-
che durch antibiotische Wirkung ausgezeichnet sind. Diese Arbeitshypothese,
die zunichst in der bei Anreicherungsversuchen beobachteten Propottionalitit
zwischen Farbstoffgehalt und antibiotischer Wirksamkeit eine Stiitze fand,
hat sich durch die Isolierung des roten Antibioticums Rhodomycint) als
richtig erwiesen.

I.) Die Isolierung des Rhodomyoins

Die ersten Konzentrate des Antibioticums erhielten wir duroh Extraktion
der roten Kulturlésung mit Butylacetat und Behandlung des Butylacetat-
Riiockstandes mit Benzol. Dabei hinterblieb ein rotes 001, welches das Wachs-
tum von Staphylococcus aureus noch in der hohen Verdiinnung 1:1.5x10®
hemmte. Durch Behandeln mit Tetrahydrofuran lieBen sich daraus erhebliche
Mengen unwirksamer Begleitstoffe entfernen. Der rote, pulvrige Riickstand,
im folgenden als Tetrahydrofuran-Fraktion bezeichnet, war gegen St.
aureus bis 1:3x107 wirksam. Er léste sich mit roter Farbe in Wasser und

*) VI. Mitteil.: B. 84, 284 [1951].

1) Die Isolierung der St&mme wurde von W, Lindenbein u. I. Olfermann durch-
gefiihrt. 2) H. Brockmann, H. Pini u. O. v. Plotho, B. 88, 162 [1950].

3) Unveriffentlicht. 4 H. Brockmann u. K. Bauer, Naturwiss. 87, 492 [1850].
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lieB sich mit Ammoniumsulfat wieder ausfillen. Beim Erwirmen der wiB-
rigen Losung mit verd. Salzséiure wird das Antibioticum in einen farblosen,
wasserloslichen Anteil und eine als roter Niederschlag ausfallende Komponente
gespalten, die im Gegensatz zum Ausgangsmaterial in Ather l6slich ist. Dieser
Niederschlag hemmte St. aureus bis zur Verdiinnung 1 : 300000.

Die Bereitung groBerer Mengen der, wie sich spiter herausstellte, an Rhodo-
myecin bereits weitgehend angereicherten Tetrahydrofuran-Fraktion wurde da-
durch erschwert, daB die Kulturfliissigkeit bei der Extraktion mit Butyl-
acetat schwer zu brechende Emulsionen bildete und bei manchen Ansitzen
iiberdies nur wenig Antibiotioum enthielt. Wir haben daher zunichst unter-
sucht, ob sich auch aus dem meist kriftig rot gefirbten Mycel unseres Stam-
mes Rhodomyecin gewinnen 148t. Extraktion mit verschiedenen Lésungsmit-
teln entfernte neben farblosen auch rote, antibiotisch schwach wirksame
Inhaltsstoffe, die Hauptmenge des Farbstoffes blieb jedoch im Mycel. Da
dieses Verhalten auf eine Bindung an Zellbestandteile hindeutete, haben wir
versucht, den Farbstoff durch Saurehydrolyse freizulegen, die selbstverstind-
lich so durchzufiihren war, da8 die oben erwihnte Siurespaltung des Anti-
bioticums vermieden wird. Tatsichlich gelang es mit 80-proz. Aceton, das
29, Schwefelsiure enthielt, erhebliche Mengen Rhodomycin aus dem Mycel
herauszulosen, ein Befund, der insofern bemerkenswert ist, als er zeigt, daf
es bei der Suche nach neuen Antibiotica u.U. nicht geniigt, allein die Kultur-
16sung auf Wirksamkeit zu priifen. Um die Extraktion zu beschleunigen,
wurden die Mycelzellen durch Ausfrieren zerstort.

Aus dem tiefroten, mit Natriumoarbonat auf py 6.5 eingestellten Aceton-
auszug konnten durch Ausschiitteln mit dem gleichen Volumen Ather unwirk-
same Begleitstoffe abgetrennt werden. Sie gingen in die Atherphase, wiih-
rend das Antibioticum in der im folgenden als Acetonextrakt bezeichneten
unteren Phase verblieb, die als Ausgangsmaterial fiir die Anreicherungsver-
suche diente. Von groflem Wert fiir diése Versuche war die Beobachtung, da8
Rhodomyoin nicht nur saure, sondern auch basische Eigenschaften hat und
deshalb aus seiner wilrigen, wifrig-alkoholischen oder wiflrig-acetonischen
Losung mit Pikrinsiure, Pikrolonsiure und einer Reihe anderer Basen-Fil-
Iungsmittel abgeschieden werden kann. Wegen seines amphoteren Charakters
ist das Antibioticum aus wiflriger Lésung nur in der Nihe seines isoelektri-
schen Punktes (py 8.5) mit organischen Solvenzien extrahierbar.

Der naheliegende Versuch, das Antibioticum aus dem mit Wasser verdiinn-
ten Acetonextrakt durch Pikrinsiure auszufillen, verlief unbefriedigend. Der
braunrote Niederschlag enthielt zwar das gesamte Rhodomycin, daneben aber
so reichliche Mengen an Begleitstoffen, daf die Abtrennung von reinem Rhodo-
mycin.pikrat nicht gelang. Es war also notwendig, die mit Pikrinsiure fill-
baren unwirksamen Anteile des Acetonextraktes vor der Pikrat-Fillung so
weit wie méglich auf anderem Wege zu entferhen. Das gelang z.Tl. durch
Fillung mit basischem Bleiacetat, bei der das Rhodomyecin in Losung blieb.

Das mit Natriumhydrogencarbonat von iiberschiissigem Bleisalz befreite
Filtrat dieser Fillung wurde auf py 8.6—9.0 eingestellt und mit Butanol aus-
geschiittelt. Aus der roten Butanollosung liefl sich nach Verdiinnen mit dem



702 Brockmann, Bauer, Borchers: [Jahrg.84

gleichen Vol. Ather das Antibioticum auf Grund seiner basischen Eigenschaft
leicht in 10-proz. Kssigsiure iiberfithren, wihrend Begleitstoffe in der Butanol-
Ather-Phase zuriickblieben. Auf Zusatz von Pikrinsiure schied sich aus der
essigsauren Losung hellrotes, amorphes Pikrat ab, das gegen St. aureus bis zur
Verdiinnung 1: 5 x 107 wirksam war. Dieses nahezu reine Rhodomyecin-pikrat
diente als Ausgangsmaterial fiir die weiteren Versuche. Das folgende Schema
gibt den Gang der Anreicherung wieder.

Gewinnung von Rhodomycin-pikrat aus dem Mycel

Ather
_(Begleitstoffe)

Mycel —_— Acetonauszug _—
nach Ausfrieren mit nach Einstellen auf py \stser '} Acei{ton
80-proz. Aceton (0.4 6.5 mit gleichem Vol, (Aceton-Extrakt)
n Hy80,) extrahiert Athergextrahiert

bas. Pb-lacetat

Niederschlag

10-proz. Essigsiure-Losung <«— Butanol-Lésung <«—— Filtrat

, nach Zugahe der glei- bei pyy 8.6-9.0 mit Bu-
Pikrin—lséure ) chen Menge Ather mit tanol extrahiert
10-proz. Essigsdure ge-
schiittelt

Rhodomycin-pikrat

Als zur Rhodomycin-Gewinnung in gréBerem MaBstabe an Stelle der Ober-
flichenkultur das Submersverfahren angewandt wurde?®), fielen groe Mengen
roter Kulturflissigkeit an, fiir deren Aufarbeitung der oben beschriebene Weg
zu umsténdlich und kostspielig war.

Gewinnung von Rhodomycin-pikrat aus der Kulturlésung

Kulturfliissigkeit —_— Niederschlag —_— Acetonlésung

Beipyy 8.6 eingeengt u. kalt ausgezogen mit Aceton eingeengt, mit Wasser
mit Ammoniumsulfat verdannt u. bei pyy 3.0

gesittigt mit Ather extrahjert

) Atherphase
Niederschlag T
Alkohol-Wasser Chloroform Filbrat <« Waialrige Phase
- — - .

Chloroform + Alkohol iltra bei pyy 9.0 mit bas. Pb-

acetat versetzt
Pikrin -lsiure

Rhodomycin-pikrat

Ein brauchbares Verfahren zur Gewinnung von Rhodomycin aus der
Kulturlésung ergab sich aus der Beobachtung, daB das Antibioticum in der
Nihe seines isoelektrischen Punktes mit Ammoniumsulfat aus wiBriger Lo-
sung ausgefillt werden kann. Auf die i.Vak. auf den fiinfzigsten Teil ihres
urspriinglichen Volumens eingeengte rote Kulturlésung "angewandt, lieferte
diese Fallungsmethode ¢inen Niederschlag, der die Gesamtmenge des Anti-
bioticums enthielt. Beim Behandeln mit Aceton gewannen wir daraus einen

5) Dieses Verfahren wurde von Dr. Bohne im Werk Elberfeld der Farbenfabriken .
Bayer entwickelt.
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dunkelroten Auszug, dem nach Einengen, Verdiinnen mit Wasser und Ein-
stellen auf py 3.0 durch erschépfende Extraktion mit Ather unwirksame Be-
gleitstoffe entzogen werden konnten. Nachdem bei py 9.0 ein weiterer Anteil
unwirksamer Beimengungen mit bagischem Bleiacetat ausgefillt war, wurde
.das vom Bleisalz befreite Filtrat dieser Fallung mehrfach mit Chloroform unter
Zusatz von Alkohol extrahiert, wobei das Volumenverhiiltnis Wasser-Alkohol-
Chloroformt 2:1: 2 betrug. Dabei ging das Rhodomycin in die Chloroform-
Phase und wurde anschlieBend als rotes Pikrat ausgefillt. Es hatte die gleiche
antibiotische Wirksamkeit wie das aus Mycel gewonnene Pikrat. Auch in
den sonstigen Eigenschaften haben wir bisher keine Unterschiede zwischen
den beiden Préiparaten gefunden.

Trotz vieler Bemiihungen ist es 1 och nicht gelungen, das Rhodomycin-pikrat zur Kri-
stallisation zu bringen. Ebensowenig Erfolg hatten wir mit dem Pikrolonat und Styphnat.

Rhodomycinsalz¢ von Mineralsiuren lassen sich aus der gesittigten acetonischen Lé-
sung des Pikrates durch Zugabe der betreffenden Saure gewinnen. Chlorid, Bromid, Jodid,
Nitrat, Sulfat und Phosphat fallen dabei als rote Niederschlige aus. Im Gegensatz zum
Pikrat und Pikrolonat sind diese, ebenfalls nur amorph erhaltenen Salze in Wasser mehr
oder wcniger 15slich.

Das einzige bisher kristallisiert erhaltene Derivat des Antibioticums ist das
Perchlorat. Es fillt als roter Niederschlag aus, wenn die gesittigte walrige
Losung des Rhodomyecinchlorids mit einer konz. wiiBrigen Natriumperchlorat-
Losung versetzt wird. Aus verd. Methanol 1aBt sich das Salz in mikroskopisch
kleinen, roten Nadelchen erhalten, die bei 198° unscharf unter Zersetzung
schmelzen. Es enthillt weder Schwefel noch Methoxygruppen. Seine Analysen- .
zahlen passen auf die Bruttoformel C,,HO),NCl. Bei der katalytischen Hy-
drierung des Perchlorates in Methanol mit Platinkatalysator zeigte die Kurve
der Wasserstoffaufnahme nach anfangs steilem Anstieg einen scharfen Knick.
Nimmt man an, daB der bis zu diesem Knick aufgenommene Wasserstoff zur
Hydrierung einer Chinongruppierung verbraucht wird, so errechnet sich aus
seiner Menge fiir das Perchlorat das Mol.-Gewicht 528, ein Wert, der leidlich
mit dem fiir obige Formel berechneten Mol.-Gewicht 519 iibereinstimmt. Fiir
Rhodomycin wiirde demnach die Formel C,Hyg0,N in Frage kommen. Sie
kann auf Grund der weiter unten angefithrten Befunde iiber die Uneinheit-
lichkeit des Rhodomyecins vorliufig nur als Niherungsformel angesehen werden.

Rhodomycin selbst 1aBt sich aus der auf py 8.5 eingestellten wiBrigen Lo-
sung des Perchlorates oder seiner anderen wasserloslichen Salze am einfach-
sten durch’ Aussalzen mit Ammoniumsulfat oder etwas umsténdlicher durch
Extraktion mit Butangl oder Benzol gewinnen. Wir erhielten es als dunkel-
rotes Pulver, um dessen Kristallisation wir uns bisher vergeblich bemiiht
haben. Gegen St. aureus waren die besten Priparate bis zur Verdiinnung
1:7 x 107 wirksam. Die rote Benzollésung zeigte unscharfe Absorptionsbanden .
mit Maxima bei 575, 542, 535, 504 myu.. Von Alkali wird das Antibioticum mit
blauvioletter Farbe aufgenommen. Kurzes Erwirmen der alkalischen Lésung
zerstort die antibiotische Wirksamkeit. Bei der Verteilung des Rhodomycins
zwischen Benzol und Pufferlésungen von verschiedenem pyy ist der Vertei-
lungskoeffizient Benzol/Wasser bei py 8.5, dem isoelektrischen Punkt des
Farbstoffes, am groBiten.
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IL) Der Sdureabbau des Rhodomycins

Da aus Rhodomycin, wie oben erwihnt, schon bei kurzer Saureeinwirkung
ein wasserunlosliches, rotes Abbauprodukt entsteht, schien es das Gegebene,
die Konstitutionsermittlung des Antibioticums mit dem Studium dieses Spalt-
stitckes zu beginnen. Man erhilt es am bequemsten durch kurzes Kochen
von Rhodomycin-chlorid oder -phosphat mit 2 n HCl. Es fallt als gelbroter,
stickstoffreier Niederschlag -aus, dessen Menge etwa 309, des eingesetzten
Rhodomycins betrigt. Die stickstoffhaltige Gruppe des Rhodomyecins ver-
bleibt in Form noch unbekannter Abbauprodukte im farblosen, antibiotisch
unwirksamen Filtrat des Niederschlages

Der rote Niederschlag besteht, wie seine chromatographische Untersuchung
ergeben hat, aus mehreren farbigen Komponenten. Sie bilden bei der chromato-
graphischen Adsorption an Calciumsulfat eine am oberen Rand der Adsorp-
tionssiule haftende rote Zone 1, eine darunter befindliche gelbrote Zone 2 und
zwei noch tiefer liegende, sehr wenig Substanz enthaltende und daher noch
nioht niher untersuchte orangefarbene Zonen. .

Das Eluat der roten Zone 1 hinterlieB einen dunkelroten Riickstand, dessen
rote A’t_herlt‘)sung gelb fluorescierte und charakteristische, scharfe Absorptions-
bahden zeigte. Beim Durchschiitteln der Atherlésung mit 2 n NaOH farbte
sich diese rein blau. Von Natriumhydrogencarbonat-Losung wurde der Farb-
stoff nicht aufgenommen.

Der Verdampfungsriickstand des Eluates der Zone 2 kristallisierte aus verd.
Methanol in gelbroten, rechteckigen Blittchen, die unscharf gegen 217° schmol-
zen. Beim Erhitzen iber den Schmelzpunkt bildete sich eine Verbindung,
deren Absorptionsbanden langwelliger sind als die des Ausgangsproduktes.

Die gelbrote Atherlosung des kristallisierten Abbauproduktes zeigt starke
gelbe Fluorescenz. Ihre Absorptionsbanden sind kurzwelliger und unsohirfer
als die des roten Produktes aus Zone 1. Aus der Atherlssung nimmt Natron-

lauge das Abbauprodukt mit violetter Farbe auf, an Natriumhydrogencarbonat
" dagegen wird nichts abgegeben.

Die ersten kristallisierten Priparate des gelbroten Abbauproduktes gaben
Analysenzahlen, die gut auf die Formel C;;H,,0, passen®). Bei der kataly-
tischen Hydrierung zeigte die Kurve der Wasserstoffaufnahme ebenso wie beim
Rhodomycin nach anfangs steilem Anstieg einen ausgeprigten Kmnick. Be-
rechnet man in gleicher Weise, wie es oben fiir Rhodomycin angegeben ist,
aus der bis zum Knickpunkt aufgenommenen Wasserstoffmenge das Mol.-
Gewicht, so erhilt man Werte, die gut auf die Formel C;;H,,0, stimmen.

Inzwischen haben B, Franck und H. Patt in unserem Institut die Trennung des
gelbroten und roten Abbauproduktes verbessert und deren Untersuchung weitergefiihrt.
Von ihren Ergebnissen, iiber die in der nidchsten Mitteilung berichtet wird, soilen nur
folgende hier schon Erwihnung finden. Bei der erneuten Analyse sorgfiltig gereinigter
Proben des gelbroten Abbauproduktes haben sich Werte crgeben, die besser auf die Formel
C,¢H,,0, passen, doch mochten wir die endgiiltige Festlegung der Bruttoformel noch
zuriickstellen. Ferner hat sich gezeigt, daB das Abbauprodukt keine Methoxygruppen

enthilt und bei der Chromsdureoxydation nach Kuhn-Roth annahernd 1 Mol. Sdure
liefert, die anscheinend keine reine Essigsiure ist.
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Seinem Verhalten nach konnte das Abbauprodukt ein Oxyanthrachinon-
oder ein Oxynaphthochinon-Derivat sein. Fiir ein Oxyanthrachinon-Derivat
— sofern es nicht partiell hydriert ist — liegt der gefundene Wasserstoffwert
etwas zu hooh. Auch spricht gegen das Vorliegen eines Anthrachinon-Deri-
vates, daB bei der Zinkstaubdestillation des Abbauproduktes keine Anhalts-
punkte fiir die Bildung von Anthracen-Derivaten gefunden wurden.

Naheliegender scheint es uns daher, auf Grund der bisher vorhegenden
Befunde das Abbauprodukt als Naphthoohmon-Denva,t anzusehen. Seine
blauviolette Farbe in Alkelilauge und konz. Schwefelsiure, die starke Farb-
aufbellung beim Acetylieren und schlieBlich der mit dem Auftreten einer star-

_keni roten Fiuorescenz verbundéne Farbumschlag von Gelb nach Violett beim
#rmén seiner Acetanhydrid-Losung mit Pyroboracetat konnen als Beweis
mr angesehen werden, daB zwei OH-Gruppen in Nachbarstellung zum
Chmon.sa,uerstoff stehen, Das gelbrote Abbauprodukt wire demnach, falls es
/meh vom Naphthochinon ableitet, ein Derivat des Naphthazarins (5.8-Dioxy-
/ mphthochlnon (1.4)), so wie das Alkannin®), das Javanicin?) und das neuer-
4 aus Fusarien isolierte Fusarubin®). Mit den beiden letztgenannten
Naphthazarin- Derlva,ten stimmt unser Produkt in der GroBe der Wachstums-
hemmung von St. aureus iiberein. Dem Fusarubin dhnelt es sehr inr der Lage
der Absorptionsbanden, unterscheidet sich von ihm jedoch durch das Fehlen
der Methoxygruppe und dadurch, daB es in Lisung im Gegensatz zum Fusa-
rubin eine starke, gelbe Fluorescenz zeigt. Eine gewisse Ahnlichkeit unseres
gelbroten Produktes mit Fusarubin und Alkannin besteht darin, daf es beim
Erhitzen iber den Schmelzpunkt und ebenso beim Kochen mit konz. alkoho-
lischer Salzsiiure in eine Verbindung tibergeht, die langwelligere Absorptions-
banden hat als das Ausgangsmaterial. Auch das rote Rhodomyecin-Abbau-
produkt aus Zone 1 wandelt sich beim Erhitzen in eine Verbindung um, deren
Absorptionsbanden gegeniiber denen des Ausgangsproduktes nach Rot ver-
schoben sind. Die Untersuchung dieser Umwandlungsprodukte wird sicher
einen Einblick in die Konstitution der roten Spaltprodukte ermdglichen, deren
endgiiltige Aufklirung auf den gleichen Wegen zu erreichen sein diirfte, wie
die des Alkannins und Fusarubins.

II1.) Gegenstromverteilung des Rhodomycins

DaB beim Salzsiure-Abbau des Rhodomycins mehrere farbige Abbaupro-
dukte entstehen, kann folgende Griinde haben: 1.) Einsetzen der Hydrolyse
an verschiedenen Stellen des Rhodamycinmolekiils, . 2.) sekundire Umwand-
lung eines zuniichst ainheitlichen Abbauproduktes, 3.) Uneinheitlichkeit des
Ausgangsmaterials.

Dsa wir unsere Abbauversuche mit amorphen Rhodomycin-Priparaten
durchgefiihrt haben, war es naheliegend, den Grund fiir das Auftreten meh-
rerer farbiger Spaltstiicke in der Uneinheitlichkeit des Ausgangsmaterials zu

®) H. Brockmann, A. 521, 24 [1935).
7y H. R. V, Arnstein u. A. H. Cook, Journ. chem. Soc. London 1947, 1921.
) H.

8) H. W. Ruelius u. A. Gauhe, A. 569, 38 [1950].
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suchen. Um unser Rhodomycin in dieser Hinsicht zu priifen, verwendeten
wir die fraktionierte Gegenstromverteilung, ein Verfahren, das sich fiir diesen
Zweck geeigneter erwies als die chromatographische Adsorption. Als nicht.
wiiBrige Phase diente dabei Butanol. Wie Vorversuche ergaben, erreicht man
den fiir die Trennung giinstigsten Wert 1 fiir den Verteilungskoeffizienten,
wenn als wiillrige Phase eine Pufferlésung vom pyg 7.2 angewandt wird. Die
Abbildung zeigt die Kurve einer in diesem System iiber 24 Stufen durchgefiihr-
ten Verteilung des Rhodomyecins, bei der die von N. Grubhofer?) entwickelte
Apparatur verwendet wurde.

/;\ I I Auf der Ordinate sind — aus-
: ; gedriickt in der stufenphoto-

/ metrisch gemessenen Extink-
. / \ A tion — die Farbstoffkonzen-
\ / \ trationen in den einzelnen Ge
/\/ \ - faBen aufgetragen. Die beiden
A — . weit auseinander liegenden
7 . e Maxima zeigen, daB das einge-
setzte Rhodomyecin aus zwei
vt s e T ¢ 7 2 #  Fraktionen besteht. Die in den

Abbild. Verteilungskurve eines Rhodomyecin- Gefa..ﬂe.n 1-6 ve.rbhebex‘le be-
Priparates zwischen Butanol und m/,, Phos- fand sich vorwiegend in der
‘phat-Puffer vom py 7.2 wiiflrigen Phase und ist im
' folgendenals RhodomyecinA
bezeichnet. Die andere in den GefiBlen 18—24 vorwiegend in der Butanol-
phase vorliegende Fraktion, deren Menge etwa halb so gro3 war wie die von
A, bezeichnen wir vorlaufig als Rhodomycin B. Beide Fraktionen waren
gegen St. aureus bis zur Verdinnung 1: 4 x 107 wirkeam, und beide erwiesen
sich als optisch aktiv. Fiir das Pikrat der Fraktion A wurde gefunden:
[0 ]380 7g0: + 1810 +249 fiir das der Fraktion B [«]28,. 75 : +109° 1100 Die
unsymmetrische Verteilungskurve der Fraktion B zeigt, daB diese offenbar
noch nicht einheitlich ist. Das aus dem Mycel gewonnene Rhodomycin ver-
hielt sich bei der Verteilung ebenso wie das aus der Kulturfliissigkeit ge-
wonnene. Statt der Phosphat-Pufferlésung vom py 7.2 haben wir in einem
Versuch auch eine Borax-Kaliumdihydrogenphosphat-Pufferlésung vom py; 7.6
verwendet. Der Verteilungskoeffizient, der hier bei etwa 1.4 lag, wurde durch
Zugabe von Cyclohexan auf 1 herabgesetzt.

Von Interesse ist, ob sich die beiden Rhodomyecin-Fraktionen in der Konstitution
ihrer Farbstoffkomponenten unterscheiden. Orientierende Versuche haben ergeben, daB
bei der Siaurehydrolyse von Rhodomycin A iiberwiegend der rote, langwellig absorbie-
rende Farbstoff entsteht, wihrend beim Abbau von Rhodomycin B neben dem roten
Farbstoff die gelbrote, kristallisierte Fraktion auftritt. Eine der nichsten Aufgaben wird
sein, von beiden Rhodomycin-Fraktionen kristallisierte Derivate herzustellen, sie niher
zu charakterisieren und zu ermitteln, in welchem Mengenverhiltnis bei ihrem Abbau das
rote und das gelbrote Abbauprodukt gebildet wird. Erst nach Klirung dieser Frage kann

entschieden werden, ob in den Fraktionen A und B einheitliche chemische Verbindungen
vorliegen.

L S

£
o Sy

%) Chem.-Ing.-Technik 22, 209 [1950].
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Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und dem Werk Elber-
feld der Farbenfabriken Bayer, insbesondere Hrn. Dr. Auhagen und Hrn.
Dr. Bohne, danken wir dafiir, daB sie die Durchfiihrung dieser Arbeit ermoglicht haben.

Beschreibung der Versuche

Kulturbedingungen des Streptomyces-Stammes: Der aus Waldboden der
Umgebung Gottingens isolierte Stamm Streplomyces purpurascens, nov. spe¢., wurde zu-
néchst auf Schrig-Agar-Réhrchen kultiviert. Zur Gewinnung von ITmpfmaterial wurden
Vorkulturen in 200 ccm-Erlenmeyer Kolbchen auf der gleichen Néhrldsung wie bei den
GroBversuchen angelegt. Die nach 6—8tigigem Wachstum bei 25—30° gebildeten Sporen
wurden zusammen mit. der Kulturflissigkeit zum Beimpfen der in P- Kolben bei 130°
sterilisierten Niahrlosung 'verwendet, die folgende Zusammensetzung hatte: 29 ‘Glyeerin,
0.059%, Glykokoll, 0.19% Dikaliumhydrogenphosphat, 0.29 Natriumchlorid, 0.005% Magne-
siumsulfat, 0.001% Eisen(II)-sulfat, 0.01% Calciumcarbonat und 29 ungehopfte Bier-
wiirze?), gelsst in Leitungswasser. Das py der Nahrlosung war vor dem Sterilisieren 6.8-7.0.

Bei einer Bruttemperatur von 25—30° zeigten sich 6—8 Tage nach der Beimpfung der
P-Kolben kleine weiBe, an der Unterseite rot gefirbte Kolonien. Gleichzeitig wurde roter
Farbstoff an die Néhrlésung abgegeben. Am 12. Tage nach der Beimpfung war die Kultur-
flussigkeit gegen St. aureus bis zur Verdiinnung 1:500 wirksam, am 18. bis 20. Tage
bis zur Verdiinnung 1 : 2000 und in manchen Ansitzer bis 1:5000. Bei lingerer Kultur
nahm die Wirksamkeit wieder ab.

Die Bestimmung der antibiotischen Wirksamkeit erfolgte im Verdiinnungstest gegen
St. aureus. DieVerdiinnung (1g Sbst. in a ccm Waaser), bis zu der nach Ablauf von 24 Stdn.
noch eine Wachstumshemmung zu beobachtén war (das Testrohrchen war im Gegensatz
zur Kontrolle vollkommen klar), ist im folgenden als MaB der Wirksamkeit (abgekiirzt
-»W.*) angegeben. Die Durchfiihrung der Teste verdanken.wir Frln. I. Olfermann.

In einer groBeren Versuchsreihe wurde die Zusammensetzung der Néhrlosung in bezug
auf die Kohlenstoff- und Stickstoffquelle, sowie auf Zusitze variiert, wihrend die Salz-
mengen die gleichen blieben, wie oben angegeben. Die Tafel 1 (S. 708) zeigt die zu ver-
schiedenen Zeiten gefundene Wirksamkeit verschiedener Nahrlésungen.

Gewinnung von Rhodomycin-Konzentrat aus der Kulturlésung: 101 einer
vom Myecel abfiltrierten Kulturlésung (W. 1: 1000) wurden bis zur Entfirbung der wi8r.
Phase mit Butylacetat durchgeschiittelt, wonach die wilr. Phase noch W. 1: 20 zeigte.

" Die rote Butylacetatlosung hinterlieB beim Verdampfen i.Vak. ein rotes Ol (2 g mit W,
1: 800000), das mit Benzol digeriert wurde. Ein Teil blieb ungeldst, wurde fest und bildete
getrocknet ein rotes Pulver (0.12 g, W. 1: 107)). Der 6lige Riickstand des Benzolauszuges
hatte W. 1 : 100000.

Beim Behandeln des roten Pulvers mit Tetrahydrofuran ging ein Teil mit roter Farbe
in Losung. 32 mg mit W. 1:4x107 blieben ungeldst zuriick. Diese Fraktion war weit-
gehend angereichertes Rhodomycin. Beim Verdampfen des Tetrahydrofuranextraktes
hinterblieb ein sliger Riickstand mit W. 1 : 60000.

Darstellung von Rhodomycin-pikrat. 1.) Aus dem Mycel 42kg lufttrok-
kenes Mycel wurden zur Zertriimmerung der Zellen in Aceton suspendiert, einige Zeit bei
—50° gehalten, dann abfiltriert und nach dem Trocknen in der Kugelmiihle fein zermahlen.
Das so erhaltene hellrote Pulver wurde mehrmals mit insgesamt 20 ! 80-proz. Acetons
"(enthaltend 2% Schwefelsiure) kalt extrahiert und abgepreBt. Die dunkelrote Lésung
brachte man durch Zugabe von Natriumcarbonat auf py 6.5, filtrierte vom ausgefallenen
Natriumsulfat ab und versetzte mit 20 | peroxydfreiem Ather. Nach Durchschiitteln ent-
hielt die untere wilr.-acetonische Phase (etwa 51) den gesamten wirksamen Farbstoff,
die Atherschicht dagegen unwirksame Begleitfarbstoffe und Fette. Zur wiBr.-acetoni-
schen Phase gab man anteilweise eine konz. methanol. Losung von bas. Bleiacetat, bis
nichta mehr ausfiel, filtrierte und fillte aus dem Filtrat iberachiiss. Bleisalz mit Natrium-
hydrogencarbonat. Nachdem mit Natriumcarbonat auf py 8.6—9 eingestellt war (die rote
Farbe der Losung schlug dabei nach Violétt um), wurde der Farbstoff mit Butanol aus-

10) Die Bierwiirze verdanken wir der Stddtischen Brauerei in Go6ttingen.
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Tafel 1. Wirksamkeit verschiedener Nahrlésungen nach ver-
schiedenen Zeiten

'Nihrlosung Alter der Wirksamkeit der
(Kohlenstoff- u. Stickstoff-haltige Kultur | Wachstum  ulturlosung
Bestandteile u. besondere Zusitze) in Tagen Stapg}fgfzr;reus

Glycerin/Kaliumnitrat ............. 16 1: 100
’ 22 . miBig 1: 500
) . 30 unwirksam
Glycerin/Kaliumnitrat +Hefekochsaft . | , 186 unwirksam
23 schlecht 1: 500
30 1: 200
Glycerin/Glykokoll ...:............. 16 . 1: 500
22 méflig 1:1000
Glycerin/Glykokoll+Hefekochsaft . ... . 23 1: 200
30 schlecht unwirksam
Glycerin/Natriumnitrat, Bierwiirze + 16 1: 500
Mycelhydrolysat .......... e 22 gut 1:2000
30 unwirksam
Glycerin/Glykokoll, Probacit ........ 16 1: 100
22 miig 1: 200
30 1:1000
Milchzucker/Natriumnitrat .......... 16 1: 100
23 miBig 1: 500
30 unwirksam
Glucose/Glykokoll .................. 16 1: 500
' ' 22 gut 1: 2000
30 1: 500
Glucose/Pepton/Probacit ............ 16 unwirksam
23 schlecht 1: 50
30 1: 200

geschiittelt. Aus der mit konz. Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschenen und mit
dem gleichen Vol. Ather verdiinnten Butanolphase lieB sich das Rhodomycin quanti-
tativ mit 10-proz. Essigsiure ausziehen. Aus dieser Losung entfernte man zunichst durch
Ausschiitteln mit Ather das Butanol, vertrieb den Ather i.Vak. und versetzte sie dann
mit einer kopz. wilr. Pikrinsiure-Losung. "Es fielen 9 g hellrotes, amorphes Rhodo-
mycin-pikrat mit W.1:5x 107 aus.

Das Pikrat ist leicht dslich in Aceton.und Eisessig, schwerer loslich in den nieder-
molekularen Alkoholen und unléslich in Ather, Benzol, Petrolither und Wasser.

2.) Aus der Kulturlésung!!): 350 I vom Mycel abfiltrierte Kulturlésung wurden
i.Vak. auf 71 eingeengt, auf py 8.8 eingestellt und mit Ammoniumsulfat gesattigt. Die
entstandene Fillung, die das gesamte Antibioticum enthielt, wurde abzentrifugiert, mit
konz. Ammoniumsulfat-Losung gewaschen, abermals zentrifugiert und in feuchtem Zu-
stand anteilweise mit insgesamt 12.5 ! Aceton extrahiert. Den dunkelroten Auszug engte
man i.Vak. auf 1.41 ein. Nach Zugabe von 3] dest. Wasser und Ansiduern mit Essig-
giure bis zum py 3.0 konnten durch erschépfendes Ausithern schwach wirksame Begleit-
stoffe und geringe Mengen Fett entfernt werden. Die wafr. Phase wurde nun, wie oben
beschrieben, nach Einstellen auf py 9.0 mit bas. Bleiacetat behandelt. Das vom iiber-
schiiss. Bleisalz befreite Filtrat (W. 1: 100000) wurde mit Chloroform und Alkohol aus-

11y Mitbearb. von Dipl.-Chem. B. Franck.
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geschiittelt, wobei Wasser, Alkohol und Chloroform im Verhdltnis 2:1:2 vorhanden
waren. Dabei suchte das Antibioticum die untere, hydrophobe Phase auf, wihrend die
wilr.-alkohol. obere Phase fast unwirksam war. Die Chloroform-Phase wurde i.Vak,

" auf 250 ccm eingeengt, mit Wasser verdiinnt und nachdem mit Essigsiure schwach an-
gesiiuert war, mit einer konz. wilr. Pikrinsiure-Losung versetzt. Es fielen 7.9 g dunkel-
rotes Pikrat (W. 1:4x 10%) aus, das in seinen Loslichkeitseigenschaften dem aus Mycel
gewonnenen Pikrat gleich war.

Rhodomycin-phosphat: Eine gesitt. Losung von 330 mg Rhodomycin-pikrat
in Aceton wurde unter Kiihlung tropfenweise mit konz. Phosphorsiure versetzt, bis
nichts mehr ausfiel. Das amorphe, hellrote Phosphat wurde abgesaugt und mit Aceton
und Ather gewaschen; Ausb. 206 mg, W.1:8x 107, Dad Phosphat ist 16slich in Wasser,
Methanol und Athanol, unléslich in Aceton, Ather und Petrolither.

In analoger Weise konnen aus dem Pikrat das Hydrochlorid, Hydrobromid, Hydro-
jodid, Sulfat und Nitrat des Rhodomycins hergestellt werden. Rhodomycin-hydro-
jodid ist in Wasser nur miBig l8slich.

Zerlegung des Rhodomycin-pikrates an gesduertem Aluminiumoxyd: Eine
gesitt. Losung von 330 mg Rhodomycin-pikrat in Aceton wurde durch eine Siule
von Aluminiumoxyd filtriert, das mit Salzedure vorbehandelt und dann getrocknet war.
Im gelben Filtrat befand sich die Pikrinséure, withrend das Rhodomycin auch beim Nach-
waschen mit Aceton am oberen Rand der Siaule eine violett-rote Zone bildete, die mit
Methanol eluiert werden konnte. Eine erst mit salzsaurem Methanol eluierbare schwache
Restzone wurde verworfen. Aus dem Methanoleluat der Rhodomycinzone wurde das
Rhodomycin-hydrochlorid mit Ather ausgefallt; Ausb. 150 mg, W.1:9x10% v

Rhodomycin-perchlorat: In der eben beschriecbenen Weise wurden 990 mg Rho-
domycin-pikrat in das Hydrochlorid iibergefithrt. Aus dessen konz. wiBr. Losung fiel
auf Zugabe einer gesitt. wialr. Natriumperchlorat-Losung Rhodomycin-perchlorat
aus, das abzentrifugiert und mit wenig Wasser gewaschen wurde. Nach Losen in Aceton
und Verdiinnen mit Wasser kristallisierte nach einigen Tagen das Perchlorat in mikro-
skopisch kleinen Nadelbiischeln aus; Ausb. 320 mg. Es ist 18slich in Aceton, Methanol
und Athanol, ziemlich schwer l6slich in Waaser; Schmp. ¥98° (Zers.).

CyHoyO,N-HCIO, (519.9) Ber. C50.82 H5.81 N 2.69 Cl6.82
Gef. C50.30 H6.04 N 225 C16.82

Katalytische Hydrierung: 22.5 mg Perchlorat wurden in Methanol mit 33.7 mg
Platinoxyd (vorher aushydriert) in einer Mikroapparatur hydriert. Nach Verbrauch von
1.06 cem H, (0°/760 Torr) trat ein scharfer Knick in der Kurve der Wasserstoffaufnahme
ein. Ein zweiter Versuch hatte ein analoges Ergebnis.

CpH,O,N-HCIO, Ber. Mol.-Gew. 519.9 Gef. Mol.-Gew. 523, 533

Aus der hydrierten Substanz lieB sich durch Dehydrierung kein Ausgangsmaterial
zuriickgewinnen.

Gewinnung von Rhodomycin aus seinen Salzen: Die willr. Lisung des Chlo-
rides oder Phosphates wurde mit Natriumhydrogencarbonat auf py 8.5 + 0.2 eingestellt
und mit Butanol oder Benzol erschépfend ausgezogen. Beim Verdampfen des roten Aus-
zuges i. Vak. hinterblieb das Rhodomycin als dunkelrotes Pulver (W.1:8x 10?). Die
Maxima der Absorptionsbanden lagen in Benzol bei 575, 542, 535 und 504 my. Die rote,
wiBr. Lésung wurde auf Zusatz von 0.1 » NaOH blau und zeigte Banden bei 618 und
574 mp.

Tafel 2. E-Werte in Abhingigkeit vom py der Puffer-Lésung

py 754 792 814 837 848 860 870 921
E 018 02 035 042 044 043 040 0.37

Verteilungsversuche: Von einer 0.1-proz. wilr. Rhodomycin-Ldsung wurden
jeweils 1 ccm mit 5 cem m/y, Borax-Salzsiure-Puffer gemischt, dessen py mit dem Iono-
meter kontrolliert war. Dann wurde mit 6 ccm Benzol bis zur Einstellung des Verteilungs-
gleichgewichtes geschiittelt und der Rhodomycin-Gehalt der Benzol-Schicht mit dem
Stufenphotometer gemessen. In der Tafel 2 sind die gefundenen E-Werte in Abhingig-
keit vom py der Puffer-Losung angegeben.
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Die Rhodomycin-Konzentration der Benzollosung ist also am groBten, wenn die
Puffer-Losung py Werte hat; die in der Niahe von 8.5 liegen.

Gegenstromverteilung des Rhodomycins: 200 mgRhodomyecin (W.1:5x107)
wurden in der von N. Grubhofer?®) angegebenen Apparatur einer fraktionierten Gegen-
stromverteilung zwischen Butanol und m/, Borax-Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer vom
PH 7.6 unterworfen. Dem Butanol war so viel Cyclohexan zugesetzt, dal der Verteilungs-
koeffizient 1 war. Bei einer Verteilung iiber 24 Stufen zeigte die Verteilungskurve zwei
gut voneinander gctrennte Maxima. Die Fraktionen des ersten Maximums blieben vor-
wiegend in der Puffer-Losung der Gefile 3—6 (Rhodomycin A), die des zweiten Maxi-
mums (Rhodomycin B) befanden sich vorzugsweise in den Butanolphasen der GefiBe
20—24. Eine colorimetrische Bestimmung ergab, daB die Menge des Rhodomycins A etwa
doppelt so groB war wie die des Rhodomycins B. Die aus beiden Fra.ktlonen gewonnenen
Pikrate hatten W.1:2x 107"

1.15g Rhodomycin-phosphat (W.1:15x10% wurden in einer Verteilungsappa-
ratur nach Grubhofer, die je Stufe ein Fassungsvermogen von 800 cem (400 cem fiir
jede Phase) hat, zwischen Butanol und m/,, Phosphat-Puffer vom py 7.2 iiber 20 Stufen -
verteilt. Maximum 1 (Rhodomyecin A) lag zwischen Stufe 1 und 8, Maximum 2 (Rhodo-
mycin B) zwischen Stufe 13 und 20. Die Lésungen der Stufen 9—12 waren nur schwach
gefirbt und wurden verworfen.

Der Inhalt der GefiaBe 1—8 wurde vereinigt, die wilr. Phase auf py 8.5 eingestellt und
der Farbstoff quantitativ in das Butanol iiberfiihrt. Die mit wenig Wasser durchgeschit-

telte Butanollésung engte man i. Vak. ein, verdiinnte mit dem gleichen Vol. Ather und

schiittelte das Rhodomycin mit 10-proz. Essigsiure aus. Auf Zusatz einer konz. wilr.
Pikrinsiure-Losung fielen aus der essigsauren Losung 525 mg Pikrat (W.1:15x108).
Aus dem in gleicher Weise aufgearbeiteten Inhalt der Gefile 13—20 wurden 220 mg Pi-
krat (W.1:20x 10%) gewonnen.

200 mg Rhodomycin-phosphat wurden in der gleichen Apparatur liber 24 Stufen
zwischen Butanol! und m/,, Phosphat-Puffer vom py 7.2 verteilt. In jeder Stufe wurde
der Farbstoff, nach Einstellen der Puffer-Lésung auf py 8.5 quantitativ in das Butanol
iberfiihrt. Nachdem die so erhaltenen 24 Butanollosungen auf das gleiche Volumen auf-
gefiillt waren, wurde in jeder der Farbstoffgehalt stufenphotometrisch ermittelt. Die fiir
die Schichtdicke 1 cm mit dem Filter S 53 ermittelten Werte fiir E sind in der in der
Abbildung auf S. 706 wiedergegebenen Verteilungskurve als Ordinate aufgetragen.

Abbau des Rhodomycins mit Salzséure: Eine gesitt. Losung von 1 g Rhodo-
mycin-pikrat in Aceton wurde mit 50 ccm nHCI versetzt. Nach Ausithern der Pikrin-
sidure erhitzte man die saure wiBr. Rhodomycin-Losung 5 Min. zum Sieden, wobei gelb-
rote Flocken ausfielen, die getrocknet 280 mg wogen (W. 1 : 300000).

Fraktionierung desroten Abbauproduktes: Eine Losung von 150 mg des roten
Abbauproduktes in einer Mischung von 7 Vol. Chloroform und 3 Vol. Benzol wurde unter
Uberdruck durch eine Siule von staubfein gemahlenem, auf 180° erhitztem Naturgips
filtriert. Beim Entwickeln des Chromatogrammes mit einer Mischung von 6 Vol. Chloro-
form, 3 Vol. Benzol und 1 Vol. Aceton bildeten sich zwei Hauptzonen aus, von denen die
obere rotlich, die darunter liegende gelbrot gefirbt war. Das Eluat der gelbroten Zone
hinterlieB beim Verdampfen i.Vak. einen Riickstand, der aus verd. Methanol in gelb-
roten Bliattchen kristallisierte. Bei raschem Erhitzen schmolzen sie unscharf gegen 217°.
In Methanol, Ather und Benzol ist die Fraktion mit gelbroter Farbe und gelber Fluores-
cenz loslich. Die Maxima der Absorptionsbanden in Ather lagen bei 582, 518, 496, (463),
(431) my. In Petroldther war das Abbauprodukt fast unléslich.

C;;H,,0, (290.3) Ber. C62.06 H 4.86 Gef. C62.28 H 5.00

Der Verdampfungsriickstand der roten Chromatogrammzone léste sich in Ather und
Methano! karmoisinrot mit gelber Fluorescenz.. Die Absorptionsbanden in Ather waren
schirfer als die der gelben Fraktion. Die Maxima lagen bei 565, 530, 526, 514, 486 my.





