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Ein neues antifungales Hexaenantibiotikum. Hexamycin. I
Produktion, Isolierung und Reinigung des Hexamycins
Von K. EISENBRANDT

Mit 7 Abbildungen

Inhaltsiibersicht

Der Hexamycinbildner 4/122 gehért zur Gattung Streptomyces. Fiir die Fermenta-
tion erwies sich ein Ndhrmedium mit Sojabohnenmehl am geeignetsten. Das Hexaenanti-
biotikum wurde aus dem Myzel mit Methanol und aus dem Kulturfiltrat mit n-Butanol
extrahiert. Nach Abtrennen eines ,,dtherloslichen Antibiotikums‘ wurde das Rohprodukt
mit Wasser extrahiert und durch Crate-Verteilung im System n-Propanol —Ather —Was-
ser (1:3:3) gereinigt. Lyophilisation aus tert.- Amylalkohol fithrte zu einer gelben, amorphen
Substanz.

Polyenantibiotika sind Stoffwechselprodukte von Streptomyces-
Arten mit 4, 5, 6 oder 7 konjugierten Doppelbindungen, die vorwiegend
das Wachstum von Pilzen hemmen. Im Jahre 1950 wurde von HazEN und
Brown1) das erste Polyenantibiotikum, Fungicidin, isoliert. In den folgen-
den Jahren hduften sich die Mitteilungen iiber Neuisolierungen von Tetraen-,
Pentaen- und Heptaenantibiotika. Die Zahl der Hexaenantibiotika blieb
jedoch gering. Bisher wurden folgende Hexaenantibiotika beschrieben:
Cryptocidin2), Endomycin B3), Flavacid4), Fradicin?®), ,,Fradicin-like-Anti-

1) E. L. Hazex u. R. BrowN, Science (Washington) 112, 423 (1950).

2) J. M. J. Saxamoro, J. Antibiotics (Tokyo) 12 A, 21 (1959).

3) D. Gorrries, P. K. BEATTACHARYYA, H. E. CaRTER u. H., W. ANDERSON, Phyto-
pathology 41, 393 (1951).

4) 1. TarauAsHI, J. Antibiotics (Tokyo) 6 A, 117 (1953).

5) E. A. SwarT, A. H. Romano u. 8. A. WarsMaN, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 73,
376 (1950).

6) R. Uranara, H. Yamazaxr, Y. Oramr u. H. UmezAWwA, J. Antibiotics (Tokyo) 12 A,
73 (1959).

" Y. Orawmi, R. Uranara, S. Nakamvra u. H. Umrzawa, J. Antibiotics (Tokyo) 7 A,
98 (1954).

8) S. Tmarasar u. K. OcaTta, J. Antibiotics (Tokyo) 8 B, 113 (1955).
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physikalischer und chemischer Eigenschaften werden Fradicin, , Fradicin-
like-Antibiotikum® und Mycelin-IMO nicht zu den eigentlichen Makrolid-
Polyenantibiotika gerechnet.

Im Rahmen phytopathologischer Untersuchungen mit Kulturfiltraten
von Aktinomyzetenstammen wurde unsere Aufmerksamkeit auf einen
Hexaenantibiotikumbildner gerichtet. Es zeigte sich, daBl das von diesem
Stamm produzierte Antibiotikum mit keinem der bisher beschriebenen
identisch war. In einer kurzen Mitteilung wurde bereits iiber dieses Hexaen-
antibiotikum, Hexamycin, berichtet®). In folgendem sollen diese Unter-
suchungen ausfiihrlicher mitgeteilt werden.

1. Hexamyeinbildner 4/122

Der Hexamycinbildner 4/122 wurde aus Bodenproben der Umgebung
von Aschersleben isoliert1?). Er gehért zur Stammsammlung des Instituts
tur Phytopathologie, Aschersleben. 4/122 bildet auf Pepton-Glucose-Agar
ein weillgraues Substratmyzel, das nach etwa 8 Wochen dunkelgrau wird.
Abb. 1 zeigt das Wachstum des Aktinomyzeten auf Hafermehlagar und in
Emerskultur. Die elektronenmikroskopische Aufnahme der Sporen (Abb.2)

Abb. 1. Wachstum von
4/122 auf Hafermehlagar (a)
und in Nihriosung 29 in
Oberflichenkultur (b)

Abb. 2. Sporenanhdufungen und Einzel-
sporen von 4/122 bei 7000facher VergroBe-
rung (Aufnahme H. B. SCHMIDT)

9) K. EISENBRANDT, Z. Chem. 7, 311 (1967).
19) Fraulein Dr. HEDWIG KOHLER mbchte ich fiir die Uberlassung des Stammes danken.
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laft an geraden Sporentrigern bischofsstabartige Ketten ovaler Sporen er-
kennen. Nach vorldufiger Bestimmung gehort 4/122 zur Gattung Strepto-
myces™). Eine ausfithrliche Mitteilung dariiber erfolgt an anderer Stelle.

2. Ermittlung geeigneter Kulturbedingungen

Zur Bestimmung geeigneter Kulturbedingungen wurden verschiedene:
im hiesigen Institut bereits fiir eine groBle Zahl anderer Aktinomyzeten-
stdmme erprobter, komplexer Néhrmedien (28, 29, A-4, A-7, A-12 und
A-20a)12-1%) verwendet.

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, wurde in Emerskulturen (25°C, 21 Tage)
in Nédhrlésung 29 und A-20a der meiste Wirkstoff gebildet. Néhrlosung 29
enthielt zusétzlich zum Sojabohnenmehl Fleischextrakt, dem eine fordernde
Wirkung zuzukommen schien. Im Unterschied zu Nahrlssung 29 war im
Nahrmedium A-20a gekeimter Hafer enthalten.

Tabelle 1
Abhingigkeit der Antibiotikumbildung von ver-
schiedenen N#hrlosungen in Emerskulturen

« Verdiinnungen der Kulturfiltrate, bei
Nahe- R R . .
. der die Sporenkeimung von Fusarium
lésungen .o :
culmorum vollstindig gehemmt wurde
28 1:10
29 >1:50
A4 1:25
A-T 1:5
A-12 1:5
A-20a 1:50

Den zeitlichen Verlauf der Antibiotikumbildung in Emerskultur gibt
Tab. 2 wieder. Die héchste Leistung erreicht 4/122 in Nahrlosung 29 nach
19 Tagen. Unabhangig vom Nihrmedium wurde allgemein der meiste Wirk-
stoff nach 18—22 Tagen gebildet.

11y Herrn Dr. H. J. MULLER danke ich fir die Unterstiitzung bei der vorldufigen Be-
stimmung des Stammes und Herrn Dr. H. B. ScumipT fir die Anfertigung der elektronen-
optischen Aufnahmen.

12) H, K6HLER, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh. Hyg., Abt.II,
115, 701 (1962).

13) 8. A. WaksmaN, Chronica Botanica, Waltham, Mass., 1 (1950).

i) D. R. WaARREN, J. F. Prokor u. W. E. GRunpY, Antibiot. and Chemother. 5, 6
(1955).

15) W. A. Goss u. E. Karz, Appl. Microbiol. 5, 95 (1957).
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Tabelle 2
Abhéngigkeit der Antibiotikumbildung von der Kulturdauer in
Emerskulturen
Verdinnungen der Kulturfiltrate, bei der die Sporenkeimung
Kulturdauer von Fusarium culmorum vollstindig gechemmt wurde
in Tagen Néhrlosung
28 29 A4 A7 A-12 A-20a
15 1:5 1:5 1:10 1:5 0 1:1
16 1:5 1:5 1:10 1:5 1:1 1:10
17 1:10 1:5 1:10 1:5 1:1 1:25
18 1:10 1:25 1:10 1:5 1:1 1:50
19 1:25 [ >1:50 1:10 1:5 1:5 1:50
21 1:25 | >1:50 1:25 1:5 1:5 1:50
22 1:25 1:50 1:25 1:5 1:5 1:50
23 1:25 1:50 1:25 1:5 1:5 1:25
244 1:25 | >1:50 1:25 1:5 1:5 1:25
25 1:25 1:50 1:25 1:5 1:56 1:25
27 1:26 | >1:50 1:10 1:1 1:5 1:10
28 1:10 1:50 1:10 1:1 1:5 1:1
29 1:10 1:50 1:5 1:1 1:1 1:1
30 1:10 1:25 1:5 1:1 1:1 0
31 1:10 1:25 1:5 1:1 1:1 0

In Schiittelkulturen waren die Nahrlosungen 29 und A-4 annidhernd
gleich gut (Tab. 3). Nach 6 bzw. 7 Tagen kam es zur optimalen Bildung
des Antibiotikums. Fiir die iibrigen Néhrlosungen schwankte die Kultur-
dauer zwischen 5 und 10 Tagen.

Tabelle 3
Abhidngigkeit der Antibiotikumbildung von der Kulturdauer in Schittel-
kulturen

Verdiinnungen der Kulturfiltrate, bei der die Sporenkeimung
Kulturdauer von Fusarium culmorum vollstindig gehemmt wurde
in Tagen Nihrlésung
23 28 29 A4 A-7 A-12 0 A-20a S
3 0 1:1 1:5 1:1 0 0 0 0
4 1:1 1:10 1:5 1:5 0 0 0 0
b 1:1 1:25 1:25 1:10 0 0 0 0
6 1:10 1:25 1:50 1:10 0 0 1:10 0
7 1:10 1:10 [>1:50 1:50 0 1:1 1:50 0
8 1:1 1:5 1:50 1:50 1:1 1:1 1:25 0
9 1:5 1:1 >1:50 1:50 1:5 1:5 1:10 0
10 1:1 0 1:50 1:2H 1:5 1:10 1:25 1:1
11 0 0 1:50 1:1 1:5 1:5 1:5 1:1
12 0 0 1:50 1:5 1:1 1:5 1:1 0
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Die Kulturbedingungen fiir das Tieftankverfahren wurden in 6-1-Vier-
halsriithrkolben ermittelt. Als Substrat diente Néahrlosung 29, die sich bei
den bereits beschriebenen Fermentationen als die geeignetste erwiesen hatte.
Sie wurde mit 7 Tage alten Schiittelkulturen beimpft und beliiftet. In
Tab. 4 ist die Abhidngigkeit der Wirkstoffbildung vom Luftdurchsatz und
von der Kulturdauer dargestellt. Durch Vergroferung der Luftmenge von
50 auf 3001/Stunde wurde die antibiotische Aktivitat betrdchtlich gestei-
gert. Die Kulturfliissigkeit erreichte nach 7—8 Tagen ihre grofite Aktivitat.

Alle Fermentationen erfolgten bei 25 —26 °C.

Tabelle 4
Abhéingigkeitder Antibiotikumbildung von Kultur-
dauer und Luftmenge in Submerskulturen

Verdinnungen der Kulturfiltrate, bei
der die Sporenkeimung von Fusarium

Kulturdauer culmorum vollstindig gehemmt wurde
in Tagen Luft (I/Stunde)
| 50 I 100 l 200 300
3 | o | o 0 0
4 0 0 0 1:5
5 |0 0 1:5 1:5
6 0 0 1:5 1:10
7 i 1:1 1:1 1:25 1:25
8 1:1 1:5 1:10 1:50
9 i 1:1 1:5 1:25 1:50
10 | 0 1:1 1:10 1:50
11 ‘ 0 ] 1:10 1:25
12 | 1:10
13 | 1:10

3. Isoliernng des Rohproduktes

Der Stamm 4/122 bildete zwei verschiedene Antibictika, ein ,,dther-
lI6sliches Antibiotikum‘ und ein Hexaenantibiotikum. Beide waren sowohl
im Myzel als auch im Kulturfiltrat enthalten. Die Kulturbriihe wurde des-
halb filtriert und Myzel und Kulturfiltrat wurden getrennt aufgearbeitet.

Die Extraktion des Myzels erfolgte mit Methanol. Die gelbgefdrbten
methanolischen Losungen wurden im Vakuum zur Trockne gebracht, der
Riickstand in wenig Methanol gelést und mit einem AtheriiberschuB8 aus-
gefallt. Das getrocknete Rohprodukt stellte eine gelbe amorphe Substanz
dar, die bis zur weiteren Reinigung kiihl gelagert wurde. Zur Abtrennung
des Antibiotikums aus den Kulturfiltraten diente n-Butanol. Zweimalige
Extraktion war ausreichend. Die Butanolextrakte wurden im Vakuum ein-
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Schema der Produktion, Isolierung und Reinigung des Hexamycins
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gedampft und nach Losen des Riickstandes in Methanol mit Ather das
Rohprodukt ausgefillt. Der Niederschlag wurde zentrifugiert und iiber
CaCl, getrocknet. Das bioautographisch entwickelte Summenchromato-
gramm des Butanolextraktes zeigt Abb. 3 [Lésungsmittel von links nach

-

Abb. 3. Summenchromatogramm des |
Butanolextraktes

rechts: Wasser (1), 20proz. NH,Cl-Lésung (2), 50proz. Aceton (3), 100proz.
Aceton (4), 90proz. Methanol (), wassergesittigtes n-Butanol (6), n-Buta-
nol—Methanol — Wasser (7), wassergesittigtes Athylacetat (8) und wasser-
gesiittigter Ather (9)]. Die Chromatogramme 4, 8 und 9 enthielten deutlich
zwel verschiedene Antibiotika. Die Substanz mit dem R,-Wert um o
(Chromatogramm 4, 8 und 9) stellt das Hexaenantibiotikum dar.

Andere Methoden zur Abtrennung des Antibiotikums aus der Kultur-
briihe wie Adsorption an a-Kohle und Aluminiumoxid sowie die Verwen-
dung von Ionenaustauschern verliefen unbefriedigend.

4, Reinigung des Rohproduktes

Zunichst wurde das ,dtherldsliche Antibiotikum** mit Ather extrahiert.
Es schlossen sich mehrere Behandlungen mit Wasser an, um hydrophile
Verunreinigungen zu eliminieren. Danach wurde die verbliebene Substanz
durch Craic-Verteilung in einem H0fachen GrundprozeB im System n-Pro-
panol — Ather —Wasser (1: 3 : 3); 1%, NaCl) weiter gercinigt (Abb. 4). Hier-
fir stand eine automatische Apparatur zur Verfiigung®). Die ermittelte
Verteilungskurve besal 3 Maxima. Nach den UV-Spektren muBlten die
Fraktionen des mittleren Gipfels das Hexaenantibiotikum enthalten. Kr-
neute Verteilung der Hexaenantibiotikum-Fraktionen im gleichen Losungs-
mittelsystem fiihrte zu einer symmetrischen Verteilungskurve mit nur cinem
Maximum (Abb. 5). Nochmalige Trennung in den Systemen n-Butanol—

16) R. SeiLkr u. K. E1seNBraxDT, Chem. Techn. 18, 369 (1966).
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Abb. 4. 1. Verteilung in n-Pro-
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Abb. 6. 8. Verteilung in Chloro-
form — Methanol—0,1 n Na-

Acetat (2:2:1)
— —— obere Phase

Athylacetat— Wasser und Chloroform —Methanol - 0,1 n Na-Acetat (2: 2: 1)
zeigte gleichfalls nur einen Aktivitdtsgipfel (Abb. 6 und 7). Das Summen-

chromatogramm enthielt nur eine aktive Substanz.
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Fiir die Reinigung einschlieBlich Produktion und Isolierung des Roh-
produktes wurde der im Schema dargestellte Weg beschritten. Die Ausbeute
betrug 3—4 mg Reinsubstanz/l Kulturfiltrat.

Experimenteller Teil
1. Nihrmedien

Pepton-Glucose-Agar: b g Pepton, 5 g MgSO, - TH,0, 10 g Glucose, 1 g KH,PO,,
20 g Agar, 1000 m} Wasser; pH 7.

Hafermehlagar; 30 g Haferflocken, 20 g Agar, 1000 ml Wasser; pH 7.

Niahrlosung 23: b g Pepton, 10 g Glucose, 5 g Fleischextrakt, 5 g NaCl, 1000 ml
Wasser; pH 7,1 (Waxsaax 1950).

Néhrlosung 28: bg Pepton, 15 g Maisschrot, 5 g NaCl, 10 g Glucose, 1000 ml
Wasser; pH 7,1 (WaxsmaxN 1950).

Niahrlosung 29: 10 g Sojabohnenmehl, 10 g Glucose, 0,5 g Liebigs Fleischextrakt,
5g NaCl, 1g CaCO,, 1000 mI Wasser; pH 7,1 (Waksmax 1950),

Nahriosung A-4: 10 g Sojabohnenmehl, 10 g Glucose, 5 g NaCl, 1 g CaCO,, 1000 ml
Wasser; pH 7,1 (WARREN, ProkxoP und GRuUNDY 1955).

Nahrlosung A-7: 7g Sojabohnenmehl, 20 g Glucose, 2,5 g Hefeextrakt, 4 g KCl,
5 g (NH,),80,, 8 g CaCO;, 0,4 g KH,PO,, 1000 ml Wasser; pH 7,1 (WARREN, PrRoKOP und
Gruxpy 1955).

Nihrlésung A-12: 10g Sojabohnenmehl, 10 g Dextrin, 20 g ,,cornsteep-liquor*,
5 g NaCl, 2 g CaCO,, 2 g K, HPO,, 1000 m] Wasser; pH 7,1 (Goss und Karz 1957).

Nahrlosung A-20a: 20 g gekeimter, gemahlener Hafer, 5 g Glucose, 10 g Dextrin,
5g NaCl, 5 g NHNO,;, 5g CaCO4, 1000 ml Wasser; pH 7,2 (modifiziert von KOHLEER;
WARREN, Proxor und GRUNDY 1955).

2. Mikrobiologische Teste

Der Sporenkeimverdimnungstest wurde entsprechend einer Vorschrift von KorLER1?)
mit Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc. durchgefithrt. Fiir das bioautographische
Entwickeln der Papierchromatogramme fanden Spiegelglasplatten, 25 x 33 em, und Alu-
miniumrahmen, 2,5x20,5x29,56 em, Verwendung. Sie wurden im Trockenschrank 2 bis
8 Stunden bei 150°C sterilisiert. Auf die durch die Aluminiumrahmen begrenzte Fliche
wurde unter sterilen Bedingungen 300 ml auf 45—50 °C abgekiihlter Pepton-Glucose-Agar
gegossen. Im Pepton-Glucose-Agar befanden sich 5 ml Sporensuspension eines Fusarium
culmorum-Schrigrohrchens. Sobald der Agar erstarrt war, konnten die mit Kaltluft
getrockneten Papierchromatogramme aufgelegt werden. Die abgedeckten Platten standen
48 Stunden bei 25°C. An den Stellen der Papierchromatogramme, die das Antibiotikum
enthielten, bildeten sich Hemmbhofe.

3. Herstellung der Kulturiliissigkeiten

a) Emersverfahren: Je 500 ml der Nahrlosung 29 wurden in Penicillinkolben einge-
fiillt, mit Wattestopfen verschlossen und 4mal an aufeinander folgenden Tagen im Dampf-
topf sterilisiert. Danach wurden die Niahrlosungen beimpfit. Hierfiir wurden 6—~8 Wochen

17) H. K6HLER, Einfihrung in die Methoden der pflanzlichen Antibiotikaforschung,
Akademie-Verlag, Berlin, 1956,

2  J.prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 38.
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alte Schrigrohrchenkulturen von 4/122 in 10 ml sterilem Wasser aufgenommen und der
Inhalt eines Rohrchens auf 2 Penicillinkolben verteilt. Sie wurden anschlieBend 19 Tage bei
25°C bebritet.

b) Submersverfahren: Fir die Herstellung von Schiittelkulturen wurden in 500-ml-
Kochflaschen je 100 ml der Nihrlosung 29 eingefullt, mit Wattestopfen verschlossen und
4mal im Dampftopf sterilisiert. Die mit 10 ml sterilem Wasser hergestellte Sporensuspen-
sion einer Schrigrohrchenkultur von 4/122 reichte fiir 5—6 Kolben. Danach erfolgte 6tigige
Fermentation bei 25°C auf einer rotierenden Schiittelmaschine. Die Umdrehungsgeschwin-
digkeit des Schiittelrahmens betrug 130 U/min, Die Tieftankfermentation erfolgte in 6-1-
Vierhalskolben bei 25 °C. Alle Einzelteile wurden im Trockenschrank bei 150 °C 3 Stunden
sterilisiert. Das Kulturgefd8 war mit KPG-Rithrer, Thermometer, Einleitungsrohr und
einer 30 cm langen, mit Watte gefiillten Raschigkolonne bestiickt. Bevor die von auflen
durch eine Wasserstrahlpumpe angesaugte Luft in das Gefa gelangte, stromte sie durch
einen Rotamesser und eine mit Watte gefiillte Raschigkolonne. Die Abluft passierte an-
schliefend einen weiteren Wattefilter und gelangte {iber eine WouLFFsche Flasche zur
Wasserstrahlpumpe. Uber den Hahn der WouLFFschen Flasche konnte die Luftmenge regu-
liert werden. Sterilisation von 51 der Nahrlosung 29 erfolgte in 6-1-Kolben im Dampitopf
unter den iiblichen Bedingungen. Nach Einfillen wurde sie mit 500 ml Impflésung, die in
Schiittelkulturen hergestellt worden waren, beimpft.

4. Isolierung und Reinigung des Hexaenantibiotikums

Sowohl Emers- als auch Submerskulturen wurden durch Wattefilter gesaugt und an-
schlieBend bei 8°C an Papierfiltern geklart. Zur Abtrennung des Myzels groBer Ansétze
diente der Klirseparator SBl des VEB Separatorenbau, Hainichen/Sa. mit einem Schlamm-
raum von 3 1. Die Umdrehungsgeschwindigkeit betrug 9000 U/min.

Das noch feuchte Myzel von 35 1 eines Schiittelansatzes wurde in 4 Teilen mit der glei-
chen Menge Seesand im Morser zerrieben und 2mal mit je 11 Methanol auf einer Schiittel-
maschine extrahiert. Die gelbgefarbten Extrakte wurden filtriert und je 21 in 1-1-Kolben
im Vakuum bei 20~ 30°C zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 50—100 ml
Methanol gelést, filtriert und mit der 5 —Gfachen Menge Ather das gelbe Rohprodukt aus-
gefillt. Die Proben standen iber Nacht bei 4°C, wurden zentrifugiert und der Rickstand
iiber CaCl, im Vakuum getrocknet. Aus dem Myzel von 351 Kulturflisssigkeit konnten
5—6 g Rohprodukt erhalten werden.

35 1 Kulturfiltrat eines Schitttelkolbenansatzes wurden 2mal mit je 7 1 n-Butanol durch
2stiindiges Rithren extrahiert. Phasentrennung trat nach mehreren Stunden ein. Nach der
2. Extraktion mufBte eine milchige Zwischenschicht zentrifugiert werden. Fuar groflere
Ansitze diente hierfitr der Milchseparator BS 25 des VEB Maschinenfabrik Kyffhiuser-
hiitte, Artern. Jeweils 2 1 Butanolextrakt wurden in einem 1-1-Kolben im Vakuum bei 20
bis 26 °C zur Trockne gebracht, in 50 —100 ml Methanol gelést, filtriert und mit 300— 500 m1
Ather das Antibiotikumrohprodukt ausgefillt. Nach Zentrifugation und Trocknen iiber
CaCl, im Vakuum konnten 3—4 g Rohprodukt/35 1 Kulturfiltrat erhalten werden.

In 250-ml-Rundkolben wurden 4 g Rohsubstanz 4mal mit je 40 ml Ather am Riick-
fluB gekocht. Zum Lésen des Riickstandes dienten 40 ml tert.-Amylalkohol und 20 ml Was-
ser. Nach Zentrifugation (2 Minuten bei 2500 g) wurde die wiBrige Schicht verworfen und
der Amylalkohol erneut mit 10 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Der ProzeB wurde 6mal
mit je b ml Wasser wiederholt, bis die wiBrige Schicht farblos blieb.

Die obere Phase wurde anschlieBend im Vakuum zur Trockne eingedampft und der
Rickstand in je 20 ml Unter- und Oberphase des.Systems n-Propanol—Ather —Wasser
(1:3:3;5 19, NaCl) geldst. Beide Phasen waren gelb gefiarbt. Sie wurden filtriert und 10 ml
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Unter- und Oberphase in das 3. und 4. Verteilerrohr eingefillt (Nr. 0). Die ersten zwei
Gefifle enthielten je 10 ml reine Ober- und Unterphase, wihrend sich in allen anderen Ver-
teilerrohren nur Unterphase befand. Die Verteilung wurde nach 50 Schritten abgebrochen
und die Extinktionen der oberen und unteren Phase bei 356 nm ermittelt. Die das Hexaen-
antibiotikum enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, im Vakuum unter Stickstoff ein-
gedampft und unter gleichen Bedingungen ein zweites Mal verteilt. Erneutes Eindampfen
der entsprechenden Fraktionen unter Stickstoff fithrte zu einem Rickstand, der in tert.-
Amylalkohol—Wasser (40:20 ml) gelost und mit destilliertem Wasser chloridirei gewaschen
wurde. SchlieBlich erfolgte Lyophilisation. Die Ausbeute betrug 30—40 mg pro 4 g Roh-
substanz.
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vollen Hinweise. Frav INkeN STOoLLE danke ich fiir die technische Assistenz.
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