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angesauerten wasserigen Phase isoliertc man 459 mg Sideramin 2 in der vorstehend beschriebencn 
Weise unter Verwendung von l'hmol/Chloroform. NaC1-haltiger Salzsaure, &kther/Pctrolather, 
Hyflo-Superccl und Methanol als braunrotes Pulver, das zur Analysc 70 Std. bei 20"/0,001 Torr 
iiber P,O,/ICOH getrocknct uwrde: Gcf. C 49,26, H 6,76, N 13,36, C1 2,89, (C)CH, 2,92, Fe .5,16%. 
UV.-Spektrum in H,O: I,,,: 228; 318; 430 m p  (Et:b=329; 3.5; 27,2). Titration22): ~ l i & ~ ~ : a )  
9,80 (hquiv-Gew.: 952), b) 11,45 (gcschatzt). Verteilungskoeffizient in1 System VIZ3) : A' = 2,18 
(vgl. Fig. 6). Papier- chromatographie und -Elektrophorcse vgl. Fig. 7 und 8. 

Sideramin Z entstand auch in annahernd quantitativer Ausbeute bei 48 stdg. Stehenlasscn 
von Ferrimycin X in 2~ Natriumacetat bci 25". 

SUMMARY 

The iron containing antibiotics Ferriniycin A, and A, have bEen isclated from 
culture fluids of a strain of Streptomyces griseoflavus. Their physical and chemical 
properties are described. 
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In einer vor kurzem erschienenen zusammenfassenden Darstellung z, haben wir 
iiber Vorkommen, Bedeutung und uber einige Eigenschaften der Sideramine be- 
richtet. Unter dieser Bezeichnung wurden eisenhaltige oder eisenkomplexbildende 
Naturstoffe zusammengefasst, die in enger biologischer 3, und chemischerl) 4, Be- 
ziehung zu den Sideromycinen, einer Gruppe eisenhaltiger Antibiotika, stehen. Die 
Sideramine besitzen fur eine Keihe von Mikroorganismen eine ausgesprochene 
Wuchsstoffwirkung, die durch die Sideromycine aufgehoben werden kann. Umge- 
kehrt l a s t  sich die antibiotische Wirksarnkeit der Sideromycine gegeniiber GRAM- 
positiven Rakterien durch die Sideramine hemmen. Auf diesem Antagonismus be- 
ruhen mikrobiologischc Teste, die es erlauben, die Sideramine selbst in hoher Ver- 
diinnung zu erkennen und ihre Anreicherung zu verfolgen 3). Diese Wuchsstoffe 

25. Mitt.:  Helv. 43, 2105 (1960). 
2, H. RICKEL, E. GAUMANN, W. KELLER-SCHIERLEIN, X r .  PRELOG, E. VISCHER, A.  M'ETT- 

3, H. ZAHNER, R. HUTTER & E. BACHMAHN, A4rch. Mikrohiol. 36, 325 (1960). 
4, H. BICKEL, B. FECHTIG, G. E .  HALL, W. KELLER-SCHIERLBIN, X r .  PRELOC & E. VISCHER, 

STEIN & H. Z ~ H N E R ,  Expericntia 16, 129 (1960). 

Helv. 43, 901 (1960). 
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scheinen in niederen Pflanzen weit verbreitet vorzukommen2) ”. Die von uns unter 
den Stoffwechselprodukten einer grosseren Anzahl von Actinomyceten nachge- 
wiesenen neuen Sideramine haben wir als Ferrioxamine bezeichnet. Die vorliegende 
Arbeit befasst sich mit der Isolierung und Charakterisierung jener Ferrioxamine, 
die von einem der Art Streptowayces pilosus ETTLINGER et al. zuzurechnenden Stamm 
ETH 21748 gebildet werden. 

Entsprechend ihrer chemischen Verwandtschaft rnit den Ferrimycinen liessen 
sich die Ferrioxamine mit den fur diese Antibiotika ausgearbeiteten Methodenl) 
isolieren. Dabei konnte das Verfahren, speziell wegen der vergleichsweise grosseren 
Stabilitat der Ferrioxamine, vereinfacht werden. Kulturen des Starnmes ETH 21748 
lieferten nach Zusatz von Ferrisulfat, Filtration und erschopfender Extraktion mit 
Phenol-Chloroform ein Rohprodukt, das die gesamte Sideraminaktivitat enthielt. 
Es l i e s  sich durch CRAIG’sche Verteilung in 4 aktive Hauptfraktionen 11-V zerlegen 
(Fig. 4), aus denen die einzelnen Ferrioxamine bei der anschliessenden Chromato- 
graphie an Dowex 50 in reiner oder stark angereicherter Form erhalten wurden. 
Wir bezeichnen sie als Ferrioxamin A, B, C, D, , D,, E und F. Eine fjbersicht uber 
ihr papierchromatographisches und elektrophoretisches Verhalten geben die Figuren 1 
und 2.  
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Fig. 1. Papierchromalographie (lev Fevriox- 
amine A-F im System tert .  Butano1/0,004~ 
HCl/gesatt. wass. NaC1-Lsg. (2:  1 : l) ,  WHAT- 
~ a ~ - P a p i e r  Nr. 1, impraigniert mit Aceton/ 

H,O/ges. NaC1-Lsg. (6 : 3 : 1). 
(Schematische Darstellung) 

Fig. 2. Papievelektrophorese der Ferrioxamine 
A-F in 0 , 3 3 ~  Essigsaure wahrend 4l/, Std. 
bei 220 V. X = Fructose als neutrale Ver- 
gleichssubstanz. ( Schematische Darstellung) 

Das aus der Verteilungsfraktion I11 isolierte Ferrioxawain B ist die Hauptkom- 
ponente des vom Stamm ETH 21748 produzierten Sideramingemisches. Sein Hydro- 
chlorid, das in Form eines braunroten Pulvers erhalten wurde, ist loslich in Wasser 
und stark polaren organischen Losungsmitteln. Es verhalt sich papierchromato- 
graphisch und in der CRAIG’schen Verteilung als einheitliche Substanz von ahnlicher 
Polaritat wie die Ferrimycine A, und A21), und wandert bei der Elektrophorese in 

5 ,  J. B. NEILANDS, Bacteriol. Rev. 21, 101 (1957). 
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schwach essigsaurer Losung nur wenig langsamer als jene. Ferrioxamin B zeigt im 
UV. Endabsorption gegen 220 mp und im sichtbaren Bereich die fur Siderochrome 
typische Eisenkomplex-Bande bei 430440 m p  z ) .  
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Im wenig differenzierten 1R.-Spektrum (Fig. 3) lassen sich im 3p-Gebiet v (NH)- 
Banden fur Aminogruppen und im 6p-Gebiet die fur Amidgruppen typischen v (C0)- 
Banden erkennen. Gemass Titration 6, handelt es sich beim Ferrioxamin-B-hydro- 
chlorid um das Salz einer einsaurigen Base von pK& 9,74, mit einem Aquivalent- 
gewicht um 700. Ahnliche Aquivalentgewichte errechnen sich aus Chlor- und Eisen- 
Gehalt. 

Die aus den Verteilungsfraktionen I1 und IV in kleinen Mengen isolierten Ferrz- 
oxarnine A und C verhalten sich physikalisch-chemisch sehr ahnlich wie die Haupt- 
komponente B. A ist im Papierchromatogramm und in der CRAIG'schen Verteilung 
ein wenig polarer als B ;  Substanz C verhalt sich umgekehrt. Diesem Befund ent- 
spricht auch die im Vergleich zu B schwach erhohte Basizitat von A, sowie seine 
etwas grossere elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit in schwach essig- 
saurer Losung, bzw. die im Vergleich zu B kleinere Basizitat und elektrische Beweg- 
lichkeit von C. A und C zeigen weiterhin ahnliche Spektren und Loslichkeitseigen- 
schaften wie Ferrioxamin B und konnten wie dieses als Hydrochloride bis anhin 
nur in amorpher Form erhalten werden. 

6, W. SIMON et al., Helv. 37, 1872 (1954). 



Volumen XLIII, Fasciculus VII (1960) - No. 260 2121 

Die Ionenaustausch-Chromatographie der Verteilungsfraktion V lieferte die lipo- 
phileren Ferrioxamine D, E und F. Das zuerst einheitlich erscheinende D liess sich 
durch einfache Verteilungsoperationen in zwei aktive Komponenten, D, und D, , 
auftrennen. Ferrioxamin D,  kristallisierte aus Methanol-kther in langlichen, dunkel- 
roten Prismen, wahrend das nur in sehr geringer Menge anfallende Ferrioxamin D ,  
noch nicht einheitlich vorliegt. Die Spektren von Ferrioxamin D, gleichen wiederum 
jenen von B. Dagegen fallt Ferrioxamin E ,  das in mikrokristalliner Form erhalten 
wurde, durch sein bedeutend differenzierteres 1R.-Spektrum (Fig. 3) auf. Es unter- 
scheidet sich auch durch seine schlechte Loslichkeit in \Vasser und Methanol von 
allen iibrigen Ferrioxaminen. Das ebenfalls lipophile Ferrioxamin F weist im Gegen- 
satz zu D, , D, und E wiederum basischen Charakter auf und ist bezuglich pK-Wert 
und Verhalten bei der Elektrophorese (Fig. 2) mit den hydrophileren A, B und C 
vergleichbar. 

In der Tabelle 1 sind charakteristische physikalische Daten der bisher isolierten 
Ferrioxamine iibersichtshalber zusammengestellt. 

Die Ferrioxamine lassen sich bei der Papier-Chromatographie und -Elektro- 
phorese als orangerot gefarbte Flecke gut erkennen. Sie geben blaue Farbreaktionen 
mit FeCI,-K,Fe(CN),-Reagens7) und nach REINDEL-HOPPE~) . Die basischen Ferri- 
oxamine A, B, C und F reagieren auch mit Ninhydrin unter Blaufarbung. 

Tabelle 1. Physikalische Daten der isolievten Ferrioxamine 

a) cm Laufstrecke in 0 , 3 3 ~  Essigsaure nach 4l/, Std. bei 220 V. Bezugspunkt: Fructose. 

b) Rf-Wert im System I : n-Butanol-Eisessig-H,O (4: 1 : 5). 
") Rf-Wert im System V: tert.-Butano1/0,004 N HCllgesatt. wass. NaC1-Lsg. (2 : 1 : 1) ; 

WHATMAN, Papier Nr. 1, impragniert mit Aceton/H,O/gesatt. wass. NaC1-Lsg. (6: 3 : 1). 
d) Verteilungskoeffizient im System VI : n-Butanol/Benzylalkohol/O,OOl N HCllgesatt. 

wass. NaC1-Lsg. (10:5:15:3). 

Vgl. Fig. 2. 
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Die Mikro-Analysen verdanken wir den Herren Dr W. PADOWETZ und W. MANSER, die 1R.- 
Absorptionsspektren den Hcrren Drs. E. GANZ und R. ZURCHER nnd die Titrationen Herrn 
Dr. W. SIMON. 

Experimenteller Teil10) 
1. Beschreibung und Zuchtung des Organismus. Antisideromycin-Test. ~ Der 

StreQtorriyces-Stamm E T H  21 748 wurde aus einer Bodenprobe von Mendoza, Argentinien isoliert. 
Er  ist durch folgende Merkmale charakterisiert ll).  1. Sporen mit feinen zerbrechlichen Haaren. 
2. Farbe des Luftmycels aschgrau (c inereus) .  3. Sporenketten mit offenen, regelmassigen Spiralen, 
mit mchr als 0 Windungen. 4. Melsnoide Verfarbung peptonhaltiger Nahrboden. - Der Stamm 
ETH 21748 stimmt in allen Merkmalen mit den1 ebenfalls Ferrioxamine bildenden Typusstamm 
(ETH 11686) von Strepfomyces Qilosus ETTLINGER e f  al. uberein, weshalb wir ihn zu dieser Art 
stellen. 

Zuchtung.  Fur die Herstellung der Ferrioxamine wurde der Stamm ETH 21748 in Gartank- 
kultur bei 27" wahrend 4-10 Tagcn auf einer Nalirlosung folgender Zusammensetzung geziichtet : 
hlannit 20 g, Sojamehl 20 g, dest. H,O 1000 ml. 

Die mikrobiologische Bestimlnung dev Fevrioxavnine erfolgte in der bereits beschriebencn 
\Veise2j3) durch den Antagonismustest mit Ferrimycin auf Testplatten mit Bacil lus  subtil is  oder 
Staphylococcus aureus (modifizierter HONIFAS-Test), 

2. Isolierung von Rohferrioxamin. - 20 1 Kulturlosung wurden unter Ruhren mit 400 g 
Hyflo-Supercel und 200 ml ciner 10-proz. wasserigcn Ferrisulfatlosung versetzt und filtriert. 
Das Filtrat extrahierte man nach Zugabe von 3,6 kg Koclisalz in einem Luwesta-Extraktor mit 

E425 

i 
0.1 5 - 

0.10 - 

--c 
FRAKTION N *  

I n  m Ip Y 
Fig 4. Gegenstrovnvertezlung von Rohferrzoxamaiz 

-0- -D- Extinktion bei 425 mp. 1- Antisideromycin-Wirksamkeit in mm BoNIFAs-Test 

lo) Die UV.-Absorptionsspektren sind niit einem CARY-Spektrographen Modell 14 M-50 
gemcssen; die 1R.-Absorptionsspektren wurden mit einem PERKIN-ELMER Zweistrahl-Spektro- 
graphen Modell 21 aufgenommen. 

11) Systematik nach I>. ETTLINGER. R. CORBAZ & K. HUTTER, Arch. Mikrobiol. 31, 326 (1958). 
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2 1 Phenol/Chloroform (1 g: 1 ml), trocknete den Extrakt uber Natriumsulfat und liess ihn inner- 
halb 1 Std. in eine gut geruhrte Suspension von 200 g Hyflo-Supercel in 2 1 Ather und 10 1 Petrol- 
ather einlaufen. Nach dem Filtrieren des pulverigen Gemenges aus Filterhilfsmittel und Nieder- 
schlag und Auswaschen rnit ca. 2 1 Ather wurde 5mal rnit je 600 ml Xethanol eluiert. Die ver- 
einigten Eluate lieferten beim schonenden Eindampfen 10 g rohes Ferrioxamin in Form eines 
braunroten Pulvers. 

3. CRAIG’SChe Verteilung von Rohferrioxarnin. - 4 g rohes Ferrioxamin wurden im 
System n-Butanol/Benzylalkoho1/0,02 N HCl/ges. w a s .  NaC1-Lsg. ( 5  :10 : 15 : 3) uber 80 Stufen 
zu je 100 ml organischer und 100 ml wasseriger Phase verteilt. Die Auswertung der Verteilung 
erfolgte durch mikrobiologische Testierung und durch Extinktionsmessung bei 425 mp : jeder 4. 
Einheit entnahm man 2 ml obere und untere Phase und vermischte diesc mit 32 ml Methanol, 
wobei eine homogene Losung erhalten murde, deren Konzentration fur beide Testierungen geeig- 
net war (Fig. 4). Die gemass dieser Auswertung in 5 Gruppen (I-V) zusammengefassten Vertei- 
lungsfraktionen enthielten, wie sich papierchromatographisch zeigen liess, neben dem Haupt- 
produkt Ferrioxamin I3 (in Verteilungsfraktion 111) weitere antisideromycin-\Yirksame, rot- 
gefairbte und rnit FeC1,-K,Fe(CN)B-Reagens 7, unter Blaufarbung reagierende Verbindungen. 
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6-1 8 

19-32 
33-62 
63-80 __ 
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Ferrioxamin 1 Fraktion No. 1 Sammelfraktion 

I 
- I 

I1 A 
TI1 B 
IV c 
v D,, D,, E und F 

Die Verteilungsfraktion 111 schuttelte man rnit 3 1 Petrolather. Die tiefrot gefarbte wasserige 
Phase wurde mit Chloroform gewaschen, mit Kochsalz bis zu einer Konzentration von 10% ver- 
setzt und mit Phenol/Chloroform (1 g : 1 ml) erschopfend extrahiert. Den Phenol-Chloroform- 
Extrakt wusch man ausgiebig rnit 10% NaCl enthaltender 0 , O l  N Salzsaure, filtrierte durch eine 
kleine Saule von 20 g Celite und fallte die Inhaltsstoffe durch Zugabe von 25 g Hyflo-Supercel, 
500 ml Ather und 1 1 Petrolather unter Riihren bei 0”. Das pulverige Gemenge aus Filterhilfs- 
mittel und Niederschlag wurde gut mit Ather gewaschen und hierauf rnit wenig Methanol eluiert. 
Aus dem Methanoleluat erhielt man beim schonenden Eindampfcn 982 mg rohes Ferrioxamin €3 
als braunrotes Pulver. 

Die noch sehr uneinheitlichen Verteilungsfraktionen IT, IV und V wurden jeweilen mit ent- 
sprechenden Fraktionen aus weiteren CRAIG’schen Verteilungen vereinigt und auf gleiche Weise 
aufgearbeitet. 

4. Ionenaustausch-Chromatographie der Verteilungsfraktionen 11,111, IV und V. - 
Zur Isolierung der Ferrioxamine 4 ,  B, C, D,, U,, E und 17 wurden die bei der Gegenstromvertei- 
lung von Rohferrioxamin anfallenden Verteilungsfraktionen 11, 111, IV bzw. V an Dowex 50 WX, 
(100/200 mesh) mit Ammoniumacetatpuffer als Elutionsmittel chromatographiert. Das Harz rei- 
nigte man vorerst nach der Vorschrift von HIRS et aZ.12). Es wurde in der Ammoniumform durch 
Sedimentation auf die Saule gebracht und vorgangig der Substanzauftragung 70-100 Std. rnit 
der zur Elution verwendeten Pufferlosung bei einer Durchlaufgeschwindigkeit von ca. 20 ml/cm2/ 
Std. aquilibriert. Die Substanzen trug man je nach Loslichkeit in l--lO-proz. Losung auf die 
Saule auf und entwickclte die Chromatogramme bei einer Durchlaufgcschwindigkeit von 5-15 ml/ 
cm2/Std. mit Ammoniumacetatpuffer von pH 4,s-4,7 in steigender Iionzentration (Gradient- 
Elution). Die Bewertung der Chromatogramme erfolgte durch Extinktionsmessung bei 425 mp. 
Die entsprechend zusammengefassten Eluatfraktionen wurden nach Zusatz von 10% Kochsalz 
rnit Phenol/Chloroform (1 g: 1 ml) erschopfend extrahiert und nachfolgend in der bereits beschrie- 
benen Weise als Trockensubstanz gewonnen. 

4a. Chromatographie vox IfI: Ferrioxamin B (vgl. Fig. 5 und Tab. 2). Saule: 66 cm x 7,14cm2. 
Substanzmenge: 865 mg. Pufferlosung bei Beginn: 0,2nr, pH 4,6. Durchlaufgeschwindigkeit : 

C. H. W. HIRS, S. MOORE & W. €€. STEIN, J .  biol. Chemistry 279, 623 (1956) 
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100 ml/Std. Umstellung auf Gradient-Elution mit 1 1  Mischkammer und Zufluss von Z M ,  pH4,7- 
Puffer nach 72 Std. Volumen der Eluatfraktionen: 40 ml. Mit der Numerierung der Fraktionen 
wurde kurz vor Austritt der ersten gefarbten Bande begonnen. 

Tabelle 2. Fevvioxamin B durch Ionenaustausch-C.hromatographie 

13-1 8 
93-125 

185-197 

Menge in mg Substadz 

62 noch nicht naher charakterisiert 

36 nicht identifiziert 
544 1 Fervioxanzin- B-hydrochlorid 

Ferrioxamin-B-hydrochlorid, das man als braunrotes Pulver erhielt, ist loslich in LVasser, 
Methanol, Alkohol, Phenol, Dimethylformamid und Eisessig, schlecht loslich in Butanol und 
praktisch unloslich in Chloroform, Aceton, Ather und Essigester. Zur Analyse wurde das Praparat 
einmal aus Methanol-Aceton und viermal aus Methanol-Essigester umgefallt und hierauf 24 Std. 
bei SO0/0,0Ol Torr iiber P,O, getrocknet. Einwaage und Nachtrocknung im Schweinchen. 

Gcf. C 46,17 H 7,46 N 12,90 Fe 8,54% 

1R.-hbsorptionsspektrum, vgl. Fig. 3 ,  Kurve 1. Titration, UV.-Absorption, vgl. Tab. 1. 
Papierchromatographie und -elektrophorese: Nachweis durch Eigenfarbe, Farbreaktionen mit 
FeCl,-I<,Fe(CN),-Reagens7) (Blaufarbung), Ninhydrin (Rlaufarbung), REINDEL-HOPPE~) (Blau- 
farbung) und bioautographische Entwicklung (vgl. Fig. 1 und 2 sowie Tab. 1). Verteilungskoeffi- 
zient im System VI  (vgl. Tab. 1): Bestimmung durch CRAIG'SChe Verteilung von 10 mg uber 
34 Stufen zu je 3 ml organischer und 3 ml wasseriger Phase bei 23-25"; Extinktionsmessung 
(425 mp, 2 em) der mit Alkohol aui 10 ml verdunnten Fraktionen. 

E 4 2 5  

t 

Fig. 5. Chvolnatographie uon Verteilungsfraktion 111 a n  Domex 50 W X ,  
-0-0- Extinktion bei 425 mp 

Rote Losungen von Ferrioxamin B werden durch Zusatz von Natriumdithionit entfarbt. Die 
dabei erhaltenen Losungen gewinnen beim Stehen an der Luft die urspriingliche Farbung zuruck. 
Das im Ferrioxamin B gebundene Eisen wird dem Komplex bei der Einwirkung von Mineral- 
sauren oder starken Alkalien entzogen. Fur den 3-wertigen Zustand des Eisens spricht auch der 
Befund, dass angesauerte Ferrioxamin-B-Losungen mit Kaliumferrocyanid, j edoch nicht mit 
Kaliumferricyanid, momentan unter Bildung von Berlinerblau reagieren. 
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4b. Chromatographie von 11: Ferrioxami,n A (vgl. Fig. 6 und Tab. 3). Saule: 90 cm x 22 cm2. 
Substanzmenge: 5 g. Pufferlosung bei Beginn: 0,1 M, pH 4,6. Durchlaufgeschwindigkeit: 110 ml/ 
Std. Volumen der Eluatfraktionen : 3 5 4 0  ml. Umstellung auf Gradient-Elution mit 4 1 Misch- 
kammer und Zufluss von O , ~ M ,  pH 4,60 - Puffer bei Fraktion Nr. 90, und 1 , 7 5 ~ ,  pH 4,7 - Puffer 
bei Fraktion Nr. 283. Numerierung der Eluatfraktionen vom Zeitpunkt der Substanzauftragung 
an. 

E 4 2 5  

ii 

2.6 

2 6  

2.2 

50 ion 150 200 250 300 350 400 450 500 

Fig. 6. Chromatographie von Verteilungsfraktion 11 a n  Dowex 50 W X ,  
_.-._ Extinktion bei 425 mp 

Tabelle 3. Ferrioxamin A durch Ionenaustausch-Chromatographie 

Fraktion 

283-300 
301-325 
326-3 5 2 
353-385 
416445 

I Menge in mg I Substanz 

302 
488 
393 
452 
415 

I 

Ferrioxamin-A -hydrochlorid 
Gemisch von Ferrioxamin B +  A 

I noch nicht naher charakterisiert I 
Ferrioxamin-A-hydrochlorid ist ein braunrotes Pulvcr, das sich in Wasser, Methanol, Alkohol, 

Eisessig und Dimethylformamid gut lost. Es ist unloslich in Ather, Aceton, Essigester und 
Chloroform. Mikr~analysel~)  nach 80 Std. bei 20"/0,03 Torr iiber P,O,: Fe 7,95%, C1 5,93y0. 
Titration, UV.-Absorption in H,O, Verteilungskoeffizient, Papierchromatographie und -elektro- 
phorese, vgl. Tab. 1 sowie Fig. 1 und 2. Farbreaktionen \vie bei Ferrioxamin B. IR.-A4bsorp- 
tionsspektrum in KBr (s = starke Bande, m = mittlere Bande, w = schwache Bande) : 2,92(s) : 
3,42(m) ; 6,10(s) ; 6,32(s) : 6,88(m) : 7,30(w) : 7,92(w) ; 8,10(w) ; 8,49(w) : 8,98(w) ; 9,55(w) : 10,15(~-) : 
10,67(w) p. 

4c. Chromatographie von I V :  Ferrioxamin C (vgl. Fig. 7 und Tab. 4). Umstellungauf Gradient- 
Elution mit 0 , 9 ~ ,  p H  4,6 - Puffer bei Fraktion Nr. 720, und mit 1,75 M, pH 4,7 - Puffer bei Frak- 
tion Nr. 963. Ubrige Bedingungen wie unter 4b. 

Das als braunrotes Pulver erhaltene Ferrioxamin-C-hydrochlorid zeigt annahernd gleiche 
Loslichkeitseigenschaften wie A und B. Mikr~analysel~)  nach 80 Std. bei 20"/0,03 Torr uber 
P,O,: C1 5,15%, Fe 6,82y0. 1R.-hbsorptionsspektrum in IiBr:  2,92(s); 3,43(s); 5,85(m); 6,10(s): 
6,33(s) ; 6,87(s): 7,30(m) : 7,95(m) : 8,23(w); 8,52(m) ; 9,65(w) : 13,23(m) p. Titration, UV.-Absorp- 

13) Die C-, H- und N-Analysenwerte von solchen Ferrioxamin-Praparaten, die lediglich als 
amorphc Eindampfriickstande erhalten worden waren, zeigten grosse Streuungen. Wir verzichten 
deshalb auf ihre Angabe. 
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tion in H,O, Verteilungskoeffizient, Papierchromatographie und -elektrophorese, vgl. Tab. 1 
sowie Fig. 1 und 2. Farbreaktionen wie bei Ferrioxamin B. 

4d. Chromatographie zlon V .  148 g Verteilungsfraktion V wurden vorerst auf einer Saule von 
1.50 ern x 79 em2 vorfraktioniert. Das Chromatogramm entwickelte man bei einer Uurchfluss- 
geschwindigkeit von 2-3 1/Std. wahrend je 24 Std. mit 0 , l  M, 0,2n1, 0 , 6 ~  und wahrend 100 Std. 
mit 1,8iv1 Ammoniumacetatpuffer von pH 4.7. Es wurden Fraktionen von 5 1 aufgefangen. Die 
zusammengefassten Fraktionen 2-5 enthielten gemass Papierchromatographie vorwiegend 
Ferrioxamine D,, D, und E (44 g),  48-55 hauptsiichlich Ferrioxamin F (8,4 9). 

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 

Fig. 7, Chromatographie zlon Verteilungsfraktion 1 V a n  Domex 50 W X ,  
Extinktion bei 425 mp. 

Tabelle 4. Ferrioxamin C durch Ionenaustausch-Chromatographie 

1 Fraktion 
I - 

34-46 
54-68 

218-284 
780-830 
860-900 

1034-1080 
- I 

rlenge in me 

135 
226 

12  
430 
1 94 
360 

Substanz 

I noch nicht naher charakterisiert 

Ferrioxamin- B-hydrochlorid 
Ferrioxaman-C-hydrochlorid 
noch nicht naher charakterisiert 

I 

Tabelle 5. Fevrioxamine D,, D ,  und E duvch Ioneizaustausch-Chromatograpla~e 
--- 

I 
48-56 Fevrioxalnilz D ,  tdnd D ,  1 66-80 1 iii I Ferrioxamin E 

liechromatographie von Fraktion 2-5: Ferrioxamine D,, D, und E (Fig. 8 und Tab. 5). Bedin- 
gungen \vie unter 4 b, jedoch ohne Gradient-Elution. 

Das aus Fraktion 48-56 isoliertc Gemisch von 11, und D, (980 mg) wurdc in 100 ml Wasser 
gelost, mit Kochsalz gesattigt und zweimal mit dem gleichen Volumen Chloroform extrahiert. Der 
Chloroformextrakt hinterliess nach dem Trockncn iiber Natriumsulfat beim Eindampfcn 697 mg 
Ferrioxamin D,. Das kochsalzhaltige, uasserige Raffinat wurde ausgiebig mit Chloroform ge- 
waschen und hicrauf mit Phenol-Chloroform aufgcarbeitet : 95 mg Ferrioxamin D,. 
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760-820 
821-880 
881-980 
981-1072 

1073-1130 - 

phorese, vgl. Tab. 1 sowie Fig. 1 und 2. Farbreaktion mit Ninhydrin negativ, REINDEL-HOPPE*) 
positiv. 

Rechromatographie von Fruklion 48-55: Ferrioxanzi>z F (Fig. 9 und Tab. 6). Pufferlosung bei 
Beginn : 0,5 M Ammoniumacetat pH 4,7. Umstellung auf Gradient-Elution mit Mischkammer 
von 4 1 und Zufluss von 1,75w Amrnoniumacetatpuffer von pH 4,7 bei Fraktion 663. Ubrige 
Bedingungen \vie unter 4b.  

Tabelle 6. Ferrioxamin F durch Ionenaustausch-Chromatogvaphie 

I 
I I Fraktion 1 Menge in mg I Substanz 

572 
1124 
1074 

539 
106 

noch nicht naher charakterisiert 
vormiegend Ferrioxamin-F-hydrochlorid 

noch nicht naher charakterisiert 

Zur Wciterreinigung wurde Fraktion 821-880 im System n-Butanol-Wasser ciner CRaIG'schen 
1-crtcilung iiber 20 Stufen (10j lO ml) unterworfen. Die Inhalte der Elemente extrahierte man 
anschliessend mit je 80 rnl Petrolather, verwarf die Petrolatherphasen und lyophilisierte die 
wasserigen Raffinate. Mit dem aus den Elementen 1-4 gewonnenen Material (590 mg) wurde die 
Vcrteilung iiber 30 Stufen wiederholt. Aus Element 5 erhielt man 64 mg papierchromatographisch 
einheitliches Ferrioxamin-F-hydrochlorid als braunrotes Pulver. Mikroanalyse13) nach 63 Std. 
bei 20"/0,02 Torr uber P,O,: C1 4,10%, Fe 5,57%. 1R.-Absorptionsspektrum in KBr: 2,95(s); 
3,45(m) ; 6,10(s); 6,37(s) ; 6,92(m) ; 7,40(w) ; 7,97(w) ; 8,5O(m) ; 8,88(w) ; 9,72(w) ; 10,10(w) ; 10,70(w); 
13,7S(w) p. 

Ferrioxamin-F-hydrochlorid ist gut loslich in Wasser, Methanol, Pyridin, Eisessig, Athanol, 
Dimethylformamid; wenig loslich in Chloroform; unloslich in Essigester, Aceton, Ather. Papier- 
chromatographie und -elektrophorese, Verteilungskoeffizient, Titration und UV.-Absorption vgl. 
Tab. 1 sowie Fig. 1 und 2. Farbreaktionen wie bei Ferrioxamin B. 

SUMMARY 

Isolation and properties of the ferrioxamines A, B, C, D,, D,, E and F, iron 
containing growth factors belonging to the group of the sideramines, are described. 
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