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wurde erneut in gleicher Weise hydrolysiert und die Behandlung wiederholt, bis alles Aus- 
gangsmaterial umgesetzt war. Daa wabr. Hydrolysat wurde durch eine Aluminiumoxyd- 
Siiulefiltriert und die Siiule so lange rnit Weseer gewaachen, bis das Filtrat nur noch schwach 
gelblich gefiirbt war. Zur r6stlosen Entfernung der Zonenbase wurde daa Filtrat nochmals 
durch eine Aluminiumoxydsiiule gegeben. Das Filtrat dieser Adsorption machte man mit 
Natronlauge schwach alkallisch und schiittelte rnit Essigester aus. AnschlieBend wurde 
mit verd. Salzsiiure angeeiuert und die Eluatbase rnit Chloroform ausgeschuttelt. Die 
getrocknete Chloroformlosung hinterlieb beim Verdampfen das H y d r o c  h lor id  d e r  
E l u a t b a s e .  Aus seiner konz. Liisung in Methanol fie1 bei Zusatz von gesiitt. P i k r i n -  
aiiure-lijsung daa o r a n g e r o t e  P i k r e t ,  daa zur Reinigung in Chloroform gelost und 
durch Zugabe von Ather ale flockiger, orangerotar Niederschlag wieder ausgefiillt wurde: 

Die Zonenbase  wurde aus Actinomycin C (neu) 80 dargestellt, daO die Hydrolyse 
mit azeotroper Salzeiure im Waaserbad nach 30 Min. durch Abdestillieren der Salzsiiure 
i.Vak. beendet wurde. Der Rucketand wurde in Butanol eufgenommen und die Lijsung 
a n  Aluminiumoxyd chromatographiert. Die Eluatbase konnte durch liingeres Nach- 
waachen mit Butanol vollig entfernt werden. Sodann wurde das Butanol in der Saule 
durch Athanol verdriingt, dieses durch Wasser und endlich durch n/lo NaOH. D m  alkal. 
Eluat wurde schwach angesiiuert und mit Butanol-Chloroform (1 : 9) ausgeschiittelt. Nach 
Verjagen des Usungsmittelgemisches i. Vak. wurde das zuriickgebliebene Zonenbw- 
Hydrochlorid in gleicher Weise wie daa der Eluatbaae in des Pikrat iibergefiihrt. Daa 
Pikrat wurde in wenig Methbnol gelost, mit ? Z / ~ ~ H C ~  versetzt und die Pikrinsiiare im 
Perkolator ausge&thert. AmchlieBend wurde die Zonenbase in Butenol-C%loroform (1 : 9) 
geschiittelt und hinterblieb beim Verdampfen des Lijsungsmittels als amorpher, gelh- 
brauner Ruckstand. 

39. Hans Brockmann und Willfried Henkel: Pikromycin, ein bitter 
sehmeckendes Antibioticum aus Aetinomyceten (Antibiotica 8us Actino-- 

myceten, V1. Mitteil.*)) 
[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitiit Gottingen] 

(Eingegangen am 16. November 1950) 

Es nird die Isolierung eines bitter echmeckenden Antibioticums 
aus einem Slwptonzyces-Stamrn beechrieben, fiir daa die Bruttoformel 
C,,H,O,N ermittelt wurde. Durch Alkali lieB sich damus ein stick- 
stoff-freies Abbauprodukt CZoH,,O, gewinnen. 

Wie' bereits kurz mitgeteilt, konnteri wir aus der Kulturflussigkeit eines 
noch nicht naher charakterisierten, in unwrem Institut von W. Lindenbein  
und I. Olfermann isolierten Streptomyces-Stammes (Stamm 326) ein kristalli- 
sieites Antibioticum abtrennen, das wir seines bitteren Geschmackes wegen 
P ik romyc in  genannt haben'). Im  folgenden berichten wir ausfuhrljcher ubcr 
Darstellung und Eigenschaften der neuen Verbindung. 

Zur Isolierung des Antibioticums wurde der Stamm 326 im Submers-Ver- 
fahren mit Glycerin und Glykokoll als Kohlenstoff- bzw. Stickstoff- Quelle 
kultiviert, wobei die gegen Staphylococcus aureus getestete antibiotische Wirk- 
samkeit der Nahrlosung nach 6-8 Tagen ihr Optimum erreichte. Ather oder 
beaser Athyl- bzw. Amylacetat nahm beim Verruhren mit der vom Mycel be- 

*) V. Mitteil.: B. R. vorstehende Arbeit, R. 84, 260 [1951]. 
l) H. B r o c k m a n n  u. W. H e n k e l ,  Naturwiss. 35, 138 [1950]. 
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frPiten2), schwach alkalisch reagierenden Kulturfliissigkeit das Antibioticum 
zusammen mit vielen Begleitstoffen auf und hinterlie13 beim Verdampfen einen 
z$hfliissigen, braunen, bis zur Verdiinnung 1 : 200000 gegcn St. aureus wirk- 
samen Riickstand, der als Ausgsngsmaterial fur die neiteren Versuche diente. 
Seine Gewinnung lie13 sich noch dadurch vereinfachen und im Liisungsmittel- 
verbrauch verbilligen, daB die Kulturfliissigkeit zunachst i. Vak. auf den fiinf- 
zigsten Teil ihres Volumens eingeengt und dann erst mit Amylacetat oder 
i4 ther ex t rahiert wurde. 

Versuche, auf chromatographischem Wege eine Anreicherung des Aus- 
gangsmaterials zu erzielen, verliefen unbefriedigend. Bei der Adsorption aus 
Benzol an Aluminiumoxyd bildeten sich mehrere Zoncn aus, auf die das Anti- 
bioticum zwar ungleichmaBig, aber doch zu wenig unterschiedlich verteilt war, 
u m  eine nennenswerte Konzezltrierung zu erreichen. 

Geeigneter erwies sich eine Verteilung des Ausgangsmaterials zwischen 
90-proz. Methanol und Petrolather, bei der das Antibioticum zusammen rnit 
bIaB gelb gefarbten Begleitstoffen das Methanol aufsuchte, wiihrend braune, 
schmierige Beimengungen im Petrolather blieben. Die Wirksamkeit der Me- 
thanol-Fraktion war etwa doppelt so grol3, wie die des Ausgangsmaterials. 
Bemiihungen, durch Behandeln des Methanolextrakt-Ruckstandes rnit ver- 
schiedenen Losungsmitteln eine weitere Fraktionierung zu erreichen, hatten 
keinen Erfolg. Dagegen war die chromatographische Adsorption des durch 
Verteilung vorgereinigten Materials wirkungsvoller als beim braunen Aus- 
gangsprodukt. Die beste hierbei erhaltene Fraktion, ein farbloses Pulver, war 
gegen St. aureus bis 1 : 1000000 wirksam. Bei seiner erneuten Adsorption - 
diesmal an fluorescierendem Leuchtfarben-Al~miniumoxyd~) - bildete sich 
eine im kurzwelligen UV-Licht gut erkennbare Zone, die auch bei liingerem 
Nachwaschen einheitlich blieb, ein Zeichen, daB bereits ein cinigermaBen reines 
Produkt vorlag. 

I n  diesem Stadium der Arbeit fie1 uns der bittere Geschmack der Frak- 
tionen auf. I n  der, wie sich sp@ter herausstellte, richtigen Annahme, daB der 
bittere Geschmack dem Antibioticum zuzuschreiben sei, wurde die Geschmacks- 
probe mit zur Kontrolle der Anreicherung herangezogen. 

Eine wesentliche Vereinfachung des Anreicherungsverfahrens brachte die 
Erkenntnis, daB sich Pikromycin auf Grund seines basischen Charakters aus 
organischen Losungsmitteln in verd. Saure iiberfiihren und dadurch von der 
Hauptmenge der Begleitstoffe abtrennen 18Bt. Zur Aufarbeitung des Aus- 
gangsmaterials wurde nunmehr dessen braune Atherlosung mit verd. Salz- 
skure ausgeschiittelt und die waBrige Phase nach Einstellen auf PH 8-9 wie- 
derum mit Ather extrahiert. Beim Verdampfen des Athers hinterblieb ein 
farbloser, lackartiger Riickstand, der zum groSten Teil aus Pikromycin be- 
stand. Zur weiteren Reinigung wurde in die konz. AtherlGsung dieses Riick- 
standes trockener Chlorwasserstoff eingeleitet, wobei das Hydrochlorid des 

2, Des Mycel enthielt nur wenig Antibioticum; euf seine Aufarbeitung wurde daher 
venichtet. 

s, H. Brockmenn u. F. Volpers. B. 82,95 [1949]; K. Brockmann u. E. Reyer, 
Angew. Chem., im Druck. 

____. 
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Antibioticums als flockiger, in Wasser spielend loslicher Xederschlag ausfiel. 
Aus der konz. wa.Brigen Losung des Hydrochlorides schied sich bei schwach 
alkalischer Reaktion das Antibioticum amorph aus. Langsames Eindunsten 
einer waBrigen Losung dieser Fraktion lieferte die ersten, charakteristischen 
Kristalle des Pikromycins, die als Impfmaterial verwendet, nun leicht die 
Gewinnung grol3erer Mengen kristallisierten Materials ermoglichten. Das fol- 
gende Schema gibt den Gang der Anreicherung wieder : 

Scheme. der Pikromycin-Gewinnung 

Kulturfiltrat 
Eingeengt '160 1. ausgeathert be1 p~ 9.0 
des urspriinglichen 

Volumens 

3. be1 p~ 8-9 ausgeathert 
< ~ ..- Atherextrakt 

4 .  verdampft 1 
5. in absol. Ather geldst 

HCI elngeleitet 
Rucketand .+ 

Riickstand, liefert 7. verdampft 

kriet. Pikromycin 

Atherextrakt. 

1 2 .  ausgeschiittelt 
mit 0.1 nHCl 

Selzeaureauszug 

Niederschlag 
6. In wenig Wasser 
gel66t. bei p~ 8-9 1 ausgeathert 

Atherextrakt 

Im weiteren Verlauf der Untersuchung stellte sich heraus, da13 man in den 
meisten Fallen auf die Reinigung iiber das Hydrochlorid verzichten und be- 
reits den Ather-Ruckstand vom Arbeitsgang 3 (vergl. das vorstehende Schema) 
zur Kristallisation bringen kann. 

Pikromycin kristallisiert aus Methanol in sargdeckeliihnlichen, farblosen 
Kristallen vom Schmp. 169-170° und [a]:: 4 0 . 2 O  (Chloroform), [a]": +8.20 
(Alkohol). Die Grcnze der antibiotischen Wirksamkeit gegen St. aweus lie@ 
bei der Verdunnung 1 : 2000000, die dosis letalis minima bei intravenoser Ver- 
abreichung zwischen 0.1 und 0.7 g/kg Maus. 

I n  Wasser ist das Antibioticum wenig, in verd. Sauren ist es ebenso wie 
in den meisten organischen Losungsmitteln gut loslich. Charakteristische Ab- 
sorptionsbanden im UV fehlen. Die orangerote b s u n g  in konz. Schwefelsure 
zeigt ebenfalls nur Endabsorption. Pikrin- und Pikrolonsiiure fallen aus der 
wiihigen =sung ein amorphes Pikrat bzw. Pikrolonat. 

Aus unseren Analysen und Mol-Gew.-Bestimmungen ergibt sich fur Pikro- 
mycin die Bruttoformel C,H,O,N: Nach Untersuchungen von H. Gen th4) 
liegt der Stickstoff in Form einer Dimethylamino-Gruppe vor. t b e r  die 
Funktion der Sauerstoff-Atome konnen wir noch keine Angaben machen; 
Methoxy-Gruppen sind nicht vorhanden, und auch fur das Vorliegen von Keto- 
oder Aldehyd-Gruppen haben sich bisher keinerlei Anhaltspunkte gefunden. 

4, Dieaertat. GCittingen, 1951. 
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Pikromycin bleibt bei 3 stdg. Erhitzen auf 1250 i. Yak. vollig unverandert. 
Kurzes Erwarmen mit verd. Saure oder Lauge fuhrt zum Verlust der anti- 
biotischen Wirksamkeit. Die beim Kochen mit Salzsaure erhaltenen Abbau- 
produkte zeigen keine Ninhydrin-Reaktion. 

Durch milde Alkali-Einwirkung konnten wir aus Pikromycin ein kristalli- 
siertes, stickstoff-freies Abbauprodukt gewinnen, dem auf Grund der Analysen 
und Mo1.-Gew.-Bestimmungen die. Bruttoformel C a 3 , 0 ,  zukommt. ES ist 
antibiotisch unwirksam, in Sauren uiid Laugen wenig loslich und zeigt keinen 
bitteren Geschmack. Dieses fur die Konstitutionsermittlung des Antibioti- 
cums wichtige Spaltprodukt scheidet sich in geringer Ausbeute aus, wenn die 
auf PH 8 eingestellte Losung des Pikromycin-hydrochlorides 12-14 Stdn. 
bei 600 gehalten wird. Die Gewinnang des Abbauproduktes l$eB sich bisher 
nicht in allen Amiitzen reproduzieren. Die Ursache dafur konnte noch nicht 
ermittel t werden . 

Aus einem zweiten Streptomyces-Stamm, der mit Stamm 326 nicht iden- 
tisch ist, konnten K. B a u e r  und B. Benfey5) in unserem Institut ebenfalls 
Pikromycin isolieren. Die Menge des gebildeten Antibioticurns war hier groBer, 
seine Isolierung durch schwer abtrennbare Begleitstoffe aber schwieriger. 

Kiirzlich ist von R. Q.  Marstone) die Abtrennung von drei Antibioticis 
aus der Kulturfliissigkeit von Proactinomyces gurdneri beschrieben worden, die 
als Proactinomycin A, B und C bezeichnet sind. Prosctinomycin A konnte 
kristailisiert erhalten werden und zeigt in seinen Eigenschsften groBe iihn- 
lichkeit mit unserem Pikromycin. h i d e r  sind von Marston uber den Ge- 
scbmack und die spezif. Drehung seines Praparates keine Angaben gemacht, 
so daB die Frage, in welcher Beziehung Pikromycin zum Proactinomycin A 
steht, vorlaufig offen bleiben muB. 

Der Notgemeinsc ta f t  der  Deutschen Wissenschaft  und insbeeondere den  
Farbenfabr iken  Bayer ,  Werk Elberfeld,  danken wir fiir weitgehende Unteretiit- 
zung unserer Arbeiten. Die Durchfiihrung der grohren Submeraaneiitze verdanken wir 
Hm. Dr. B oh n e , Werk Elberfeld der Farbenfabriken Bayer. 

Beschreibung der Versuche 

Kul tu r  des S tammes  326 
StammkuI tur :  Die Stammkultur wurde bei 20° in Schriig-Agar-RijYuchen gehalten. 

Nahrboden war die unten angegebene, durch Zustltz von 3% Agar gelierte Kulturlosung. 
Vorkul tur :  J e  50 ccm der unten angegebenen Niihrlosung wurden in 300 ccm-Erlen- 

meyer-Kolben sterilisiert und mit Impfmaterial aus der Stammkultur veraetzt. Die Kolben 
schiittelte man 5 Tage bei 30°, wobei sich daa Mycel vermehrte. Die Liisung hemmte 
nach Ablauf dieeer Zeit daa Wachstum von Staphylococcus aurew in einer Verdiinnung 
yon 1 : 50 bis 1 : 100. 

Hauptansatz ') :  Die verwendete Kulturlosung enthielt in 500 1 Leitungswaimr: 10 kg 
Glycerin, 0.75 kg Glykokoll, 1 kg Maisquellwaseer, 0.75 kg K2HP04, 0.5 kg NaC!, 25 g 
MgSO,, 5 g FeSO, und 5 g CaCO,. 

Die Niihrlosung wurde in einem mit Biihr- und Beliiftungsvorrichtung versehenem 
1OOOZ-Kessel 1 Stde. bei 12O0 sterilisiert. Nach Abkiihlen auf 300 impfte man unter 

5) B. Benfey, Diplomarbejt, Gottingen 1950. 
Brit. Journ. Exprim. Pathol. 1960, 398. 

') Ihrchgefiihrt von Dr. Bohne, Werk Elberfeld der Farbenfabriken Bayer. 
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sterilen Rcdingungen mit ctwa 1 I der vorstehend beschriebenen Vorkultur und bebriitete 
tinter Ruhren und Bcliiftcn 6-8 Tagc bei 30°. 

Daa pH dcr Nahrliisung betrug anfangs 6.8-7.2 und stieg wiihrend der Bebriitung 
auf 7.4-8.1 sin. IXc schon vor dem Reimpfen schwach braun gefiirbte Niihrliisung andertc: 
ihre Farbe beim Wachstum der eingeimpften Mikroorganismen nicht. 

Nachdem daa Mycel (Trockengepicht etwa 2 kg) sbzentrifugiert war, wurde die Kultur- 
fliiesigkeit i.Vak. auf 8 I eingeengt und zweimal mit dem gleichen Vol. Ather durchge- 
achiittelt. Statt.dic Kulturlo$ung einzudampfen, kann man sie auch direkt mit Athyl- 
oder Amylacetat extrahieren und don beim Verdampfen dieser Losungsmittel hinter- 
bleibendcn ltiickstand als Ausgangsmaterial verwenden. 

I so l ie rung  d e s  P i k r o m y c i n s  
Das eingeengte Kulturfiltrat oder der rnit Waaeer aufgenommene Verdampfungsruck- 

stand des Athylacetat- bzw. Amylacetat-Extraktes der Kulturfliissigkeit wird auf pH '9.0 
eingeetellt und mit dem doppelten Vol. Athcr ausgeriihrt. Dcr Atherauszug wird auf ein 
bequem zu handhabendea Volumen (0.5-1 1 )  eihgeetlgt uad mit dem Dreifachen der zur 
\Teutralisation des baaischen Antibioticums erforderlichen Menge 0.1 n HC1 ausgeschu t- 
t,elt, wobei das Antibioticum in die wiil3r. Phese geht, die nach dem Ausechiitteln 
pH 1-2 zeigen soll. Im Ather bleibt die Hauptmenge der farbigcn Bcgleitstoffe zuriick. 
Um noch im Ather enthaltenes Antibioticum zu gewinnen, wiischt man dicscn zweimal 
mit wenig Waaser und vereinigt das Waachwasser mit der sauren, wiiBr. Losung des Anti- 
bioticums. In  diese Losung wird unter Ruhren und laufender Kontrollb dea pH-Wertes 
quniichst, um die Hauptmenge der Siure zu neutralisieren, starke Natriumcctrbonat- 
&sung eingetropft. Dann steflt man durch Zugabe von 2 n Na,CO, auf pH 9 -10 ein, 
wobci eine milchige TriibunG, bzw. eine kasige Fallung auftritt. Die nun erfolgende er- 
schopfendc Extraktion mit Ather kann durch Au&en der kolloidalen, wLBr. Losung 
erheblich beschleunigt werden. Die vollig alkalifrei gewaachenc Atherlosung wird - zu- 
letzt i. Vak. - zur Trockno verdampft, wobei bisweilen schon spontane Kristallieation 
cintritt. Zur Reinigung wird aus siedendom Methanol oder Athano1 umkristallisiert und 
init eiskaltem Methanol nachgewaschen. Falls die Kristallieation nicht gelingt, wird der 
&her-Riickstand, wie im theoretischen Teil beschrieben, iiber daa Hydrochlorid gereinigt 
und zur Gewinnung von Impf-Kristallen eine wiillr. Lijsung dee amorphon Antibioticums 
langsam eingedunstet. 

Pikromycin ist in Waasaer, Petrolather und Schwefelkohlenstoff schwer loslich, leicht 
dagegen in Aceton, Benzol, Chloroform, Essigester und Dioxan. 100 ccm Athanol nehmen 
bei 200 3.5 g Antibioticum auf. Die Lijsung in Eiseasig entfiirbt eine wal3r. Kaliumpermtb 
ganatlosung raach, mit Rrom-Eisessig dagegen reagiert sie nicht merklich. Mit pWitro- 
phenylhydrazk sowie mit Semicarbazid reagiert Pikromycin weder bei mehrstiindigem 
h v a r m e n ,  noch bei mehrtiigigem Aufbewahren bei 200. Rei der Zinkstaubdeatillation 
des Antibioticums geht ein leicht fliichtiges, gegen Lackmus und Kurkuma stark alkdisch 
reagierendes bl iiber, dewen Geruch demjenigen aliphatischer Amine ahnelt. 

Gef. C 63.866) H 9.02 N 2.92 Mo1.-Gew. 45P) 
C,',,H,,O,N (469.6) Ber. C 63.94 H 9.23 N 2.98 

A 1 k a 1 i - A b b a u d e s Pi k r o m y c i n s 
Eine Lijsung von 80 mg P i k r o m y c i n - h y d r o c h l o r i d  in 25 ccm Waaser wird mit 

2 NaOH auf p H  8.0 eingestellt und 10 Stdn. bei 600 aufbewahrt. Dabei scheiden Bich 
hiiufig gut ausgebildete, farbbse Kristalle ab, die denen des Pikromycins sehr iihnlich 
sind. Nach Umkristallisieren aus Methanol-Waseer liegt dcr Schmp. bei 172O. In konz. 
Schwefelsiiure lost sich daa Abbauprodukt orangegelb. 

C,oH,oO, (350.4) Rer. C 68.55 H 8.63 Gef. C 68.74 H 8.77 Mo1.-Gew. 3309) _ _  . - 
Mittelwert &us 6 Analyeen von dreimal umkristallisierten %paraten. 

9, Nach R a s t  in C'ampher bestimmt. 




