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Pseudoteloidin-acetonid (VIIT): 200 mg Pseudoteloidin (VII)?) wurden mit
20 ccm Aceton und 1 cem konz. Salzsdure 1 Stde. geschiittelt. Die klare Lésung wurde
tiber Nacht bei Zimmertemperatur aufbewahrt, anschlieBend wurde 15 Min. lang Am-
moniak-Gas eingeleitet, vom Ammoniumchlorid abfiltriert und das Filtrat i.Vak. ein-
gedampft. Der Riickstand, ein von Kristallon durchsetztes Ol, wurde mit siedendem
Benzin (70—-90°) behandelt, wobei die schmierigen Anteile zuriickblieben. Aus der Benzin-
losung kristallisierten nach dem Erkalten 130 mg (48.59, d.Th.) Pseudoteloidin-
acetonid in Form farbloser Nadeln vom konstanten Schmp. 122° aus.

CHsO4N (213.3) Ber. C61.94 H8.98 N6.57 Gef. C61.86 H9.18 N 6.39

Teloidin-3-d.l-a-methyl-buttersaureester (I, R= ~-CH(CH,)-CH,-CH,): Eine
Losung von 500 mg Meteloidin in 30 ccm absol. Athanol wurde mit 50 mg Platinoxyd,
das in 20 ccm absol. Athanol vorhydriert war, mit Wasserstoff bei Atmosphirendruck
geschiittelt. Die Hydrierung war nach !/, Stde. beendet, worauf die vom Katalysator
hefreite Losung i.Vak. eingedampft wurde. Der zunachst olige Riickstand kristalli-
sierte nach Zugabe von einigen Tropfen Benzol sofort durch; die Ausbeute war fast
quantitativ. Nach zweimaligem Umbkristallisieren aus Benzin (70-90°) wurde Telo-
idin-3-d.l-a-methyl-buttersdureester in farblosen Nadeln vom Schmp. 100-102°
crhalten.

C;sHy3O4N (257.3) Ber. C60.67 H9.01 N 5.44 Gef. C60.89 H 8,57 N 5.73

163. Hans Broekmann und Heinz Gréne: Darstellung und Charak-
terisierung reiner Actinomycine, XII. Mitteil. iiber Actinomycine™; Anti-
biotica aus Actinomyceten XXIII. Mitteil.**

{Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Gottingen]
(Eingegangen am 12. Mai 1954)

Die priparative Trennung von Actinomycinen durch fraktionierte
Gegenstromverteilung wurde verbessert und ein Verfahren zur papier-
chromatographischen Trennung von Actinomycinen entwickelt.
Durch Anwendung beider Verfahren auf die aus einundzwanzig
Streptomyces-Stimmen isolierten Actinomycin-Priparate lieB sich die
Existenz von dreizehn verschiedenen Actinomycinen nachweisen, von
denen sieben kristallisiert erhalten und niher charakterisiert wurden.
Alle bisher untersuchten Streptomyces-Stamme bilden Actinomyecin-
Gemische, die ihrer Zusammensetzung nach in drei Gruppen ein-
geteilt werden konnen. In diese Gruppen lassen sich auch Actino-
mycin A und B einordnen.

Das in unserem Institut aus Streptomyces chrysomallus?l) isolierte Actino-
mycin C2), das sich beim Umkristallisieren und bei der Adsorptionschromato-
graphie wie eine einheitliche Substanz verhilt, hat sich durch fraktionierte
Gegenstromverteilung in Actinomycin C,, C, und C; zerlegen lassen?). Da-
durch war zum ersten Male nachgewiesen, dafl bei den Actinomycinen die

*) XL Mitteil.: H. Brockmann u. K. Vohwinkel, Naturwissenschaften 41, 257
1954].
I **) XXII. Mitteil.: H. Brockmann u. K. Vohwinkel, Naturwissenschaften 41, 257
11954]. 1) W. Lindenbein, Arch. Mikrobiol. 17, 361 [1952.].

2) H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwissenschaften 86, 376 [1949]; 87, 494
[1950}; H. Brockmann, N. Grubhofer, W. Kass u. H. Kalbe, Chem. Ber. 84,
260 [1951].

3) H. Brockmann u. N. Pfennig, Naturwissenschaften 89, 429 [1952]; Hoppe-
Sevler’s Z. physiol. Chem. 292, 77 [1953]; N. Pfennig, Arch. Mikrobiol. 18, 327 [1953].
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klassischen Trennungsmethoden versagen, und gezeigt, da Streptomyces chryso-
mallus ebenso wie viele andere Mikroorganismen mehrere, einander dhnliche
Antibiotica gleichen Bautyps nebeneinander aufbauen kann, und damit war
vor allen Dingen fraglich geworden, ob man bisher iiberhaupt schon reine
Actinomycine in Hinden gehabt hatte. Denn ebenso wie Actinomycin C
konnten auch das von S. A. Waksman und H. B. Woodruff4) aufgefundene
Actinomycin A sowie das von Todd und Mitarbb.?) untersuchte Actino-
mycin B Gemische mehrerer Actinomycine sein.

Unter diesen Umstéinden schienen uns zwei Aufgaben am vordringlichsten:
1. Eine eingehende Priifung, wieviele verschiedene Actinomycine von Strepto-
myces-Arten erzeugt werden kénnen und 2. die Reindarstellung und Charak-
terisierung dieser Actinomycine. Dijese Aufgaben sind auch in praktischer
Hinsicht von Interesse, weil sich moglicherweise in ihrer Wirkung gegen Ly m -
phogranulomatose®) Unterschiede zwischen den einzelnen Actinomycinen
finden, die zur therapeutischen Bevorzugung eines bestimmten Actinomycins
fithren konnten.

Um diese Aufgaben einer Lésung zuzufithren, muBten zunichst die Me-
thoden zur priparativen und analytischen Trennung der Actinomycine ver-
bessert und dann auf moglichst viele Actinomycinpriparate verschiedener
Herkunft angewendet werden. Unsere bisherigen Ergebnisse sind in den fol-
genden drei Abschnitten zusammengestellt.

I. Priparative Trennung von Actinomycinen durch fraktionierte
Gegenstromverteilung

Die ersten Gegenstromverteilungen von Actinomycin C wurden in Ather/5.6-proz. Salz-
siure durchgefiihrt, einem System, das sich wegen der Siaureempfindlichkeit der Actino-
mycine nur fiir kurzdauernde analytische Trennungen eignet. Die praparative Auf-
trennung von Actinomycin C in seine kristallisierten Komponenten C;, C; und C; gelang
zum erstenmal in Methylbutyldther + n-Dibutylather (7:3)/30-proz. Harnstofflosung?).
Bei unseren Versuchen, in diesem System groSere Mengen Actinomycin C zu verarbeiten,
stellten sich jedoch gewisse Mingel heraus.

Einmal ist die konzentrierte, viskose Harnstofflosung unbequem zu handhaben, und
zum anderen verdampft beim haufigen Umfiillen der mobilen Phase bevorzugt der niedri-
ger siedende Methylbutyliather. Der Hauptnachteil des Systems ist jedoch seine geringe
Kapazitat; zur Trennung von 1 g Actinomycin C braucht man von jeder Phase etwa 70 .

- Um die Gegenstromverteilung leistungsfihiger zu machen, muBite also ein
gut trennendes Lisungsmittel-System ausfindig gemacht werden, dessen Pha-
sen viel mehr Actinomycin aufnehmen als die des Harnstoff-Systems. Fiir die
mobile Phase war das einfach. Da die Actinomycine in Methylbutyldather
erheblich laslicher sind als in »-Dibutylither, geniigte es, auf den seines

4) J. Bacteriol. 40, 581 [1940]); 42, 231 [1941]; S. A. Waksman u. M. Tishler,
J. biol. Chemistry 142, 519 [1942].

5) C. E. Dalgliesh u. A. R. Todd, Nature [London] 164, 830 [1949]; C. E. Dal-
gliesh, A, W, Johnson, A. R. Todd u. L. C. Vinning, J. chem. Soc. [London] 1950,
2946.

8) Chr. Hackmann, Z. Krebsforsch. 88, 607 [1952]; Strahlentherapie 90, 296 [1953];
G. Schulte u. H. Lings, Strahlentherapie 90, 302 [1953); G. Schulte, Z.Krebs-
forsch. 58, 500 [1952].
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hohen Siedepunktes wegen ohnehin unbequemen Dibutyldther zu verzichten
und statt des Athergemisches Methylbutylather ellein zu verwenden.

Schwieriger war es, die Actinomycin-Konzentration in der stationiren,
wiiBrigen Phase heraufzusetzen, denn dazu bedurfte es eines Loésungsvermitt-
lers, der wesentlich wirksamer ist als Harnstoff. Die erste Verbindung, die
dieser Anforderung entsprach, war Natrium-p-xylolsnlfonat?®). Seine 10-proz.
wiillr. Losung nimmt etwa ebensoviel Actinomyein auf wie Methylbutylither.
Damit stand ein Losungsmittel-Paar zur Verfiigung, dessen Actinomycin-
Kapazitit grofler ist als die des Harnstoff-Systems und dessen mobile Phase
aus nur einem Lodsungsmittel besteht, das iiberdies einen giinstigen Siede-
punkt hat.

Da uns Natrium-p-xylolsulfonat schwer zuginglich war, haben wir ver-
sucht, es durch einen leichter erhiltlichen und woméoglich noch wirkungs-
volleren Losungsvermittler zu ersetzen und zu dem Zweck die Natriumsalze
der Sulfanilsidure, 3-Naphthalinsulfonsidure, Naphthionsiure, Anthrachinon-&-
sulfonsdure und Naphthalin-disulfonséure-(1.6) durchgepriift?). Dabei zeigte
gich, dafl Natrium-8-naphthalinsulfonat dem Natrium-p-xylolsulfonat ein-
deutig iiberlegen ist. Schon 1.75 %, Natrium-8-naphthalinsulfonat reichen aus,
um Actinomycin C in der wiBrigen Phase ebenso 16slich zu machen wie in
Methylbutylither. Das Salz ist auBlerdem billig und kann in technischem
Reinheitsgrad verwendet werden.

Ebensogut wirksam sind die Natriumsalze der Naphthion- und Anthra-
chinon-B-sulfonsdure. Jedoch hat die Losung des Aunthrachinon-f-sulfonates
eine schwach gelbliche Eigenfarbe und die des Naphthionates farbte sich nach
kurzer Zeit violetl. Wir haben daher fiir alle weiteren Actinomycin-Trennuu-
gen in der Verteilungsapparatur ausschlieflich das Ldésungsmittelpaar Me-
thylbutylither/1.25 -2-.proz.8) waBr. Natrium-B-naphthalinsulfo-
nat verwendet. Seine Kapazitit tibertrifft die des alten Harnstoff-Systemes
um ein Mehrfaches und kann im Bedarfsfalle noch dadurch vergriBert wer-
den, daB die Salzkonzentration in der stationiren Phase erhoht und als mobile
Phase ein Gemisch von Methylbutylither mit einem zweiten Losungsmittel.
z.B. Butanol, verwendet wird.

Um uns iiber die Lichtempfindlichkeit der Actinomycine zu orienticren, haben wir
Proben in verschiedenen lLdsungsmitteln lingere Zeit dem Tageslicht ausgesetzt. Dic
Abnahmne der Farbintensitit war stark von der Natur des Losungsmittels abhingig, er-
folgte jedoch so langsam, daB auch bei linger dauernden Verteilungsoperationen auf be-
sonderen LichtabschluB verzichtet werden kann.

Zusammenfassend liBt sich sagen, daBl erst durch den Einsatz von Lo6-
sungsvermittlern aus der Gruppe der aromatischen Sulfon- und Carbonsiuren

?) H. Grone, Diplomarb. Géttingen, 1953.

%) Schon geringe Veranderungen in der Konzentration des Natrium-f-naphthalin-
sulfonates sind von erheblichem EinfluB auf die Loslichkeit der Actinomycine und damit
auch auf den Verteilungskoeffizienten. Das ist fiir die Trennung der weiter unten be-
gchriebenen Actinomycine von Bedeutung, die sich in ihren Loslichkeitseigenschaften von
Actinomycin C unterscheiden. Durch geringe Konzentrationsanderungen der Natrium-8-
naphthalinsulfonat-Losung 1a8t sich leicht der fiir die Trennung dieser Actinomycine
optimale Verteilungskoeffizient einstellen.
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die fraktionierte Gegenstromverteilung zu einer priparativ brauchbaren Tren-
nungsmethode fiir Actinomycine geworden ist. Dariiber hinaus sind die Lo-
sungsvermittler noch in anderer Hinsicht von Bedeutung. Wie im néchsten
Abschnitt gezeigt wird, ist es mit ihrer Hilfe zum erstenmal gelungen, die
Actinomycine papierchromatographisch zu trennen ?).

Auch apparativ hat sich die Gegenstromverteilung der Actinomycine verbessern lassen.
Fiir die crste priparative Trennung des Actinomycins C in Methylbutylather + n-Di-
butylather/30-proz. Harnstofflosung verwendeten wir eine Verteilungsapparatur nach N.
Grubhofer!?), die zwanzig Gefifle mit je 800 ccm Fassungsvermégen enthielt. Dabei
ergaben sich, besonders als grofere Actinomycinmengen zu verarbeiten waren, folgende
Miingel: Fiir eine saubere Trennung von Actinomycin C,, C, und C; muB iiber mindestens
200 Stufen verteilt werden. Das erfordert bei einer 20stufigen Apparatur hiufiges Um-
fiillen der Losungsmittel, was zeitraubend ist und zu unvermeidlichen Verlusten fiihrt.
Ferner stellte sich wegen der groBen Fliissigkeitsvolumina in den cinzelnen Gefiflen das
Verteilungsgleichgewicht nur langsam ein, so dafl bei jeder Verteilung mindestens 100
Schiittelbewegungen von Hand erforderlich waren.

Alle diese Schwierigkeiten entfielen, als wir zur Trennung eine 200stufige
vollautomatische Verteilungsapparatur einsetzten, die in unserem Institut
von F. A, v. Metzsch entwickelt worden ist!!). Thre Gefafle fassen von
jeder Phase 25 cem. Fillt man das zu trennende Actinomycingemisch in die
ersten 10 Gefific der Apparatur, so lassen sich etwa 0.5 g Actinomycin in
einem Ansatz verarbeiten; bei Iiillung der ersten 20 GefiBe sogar 0.9-1 g,
wobei der Trennungseffekt allerdings etwas geringer wird. Die Ausbeute an
reinen krist. Actinomycinen betrug bei Ansitzen mit 0.5 g Actinomycin C
729, d.Th., bei 0.9--1g nur noch 609, d.Th. L&Bt man die Apparatur im
Kreislauf arbeiten, so kann solange verteilt werden, bis die am schnellsten
wandernde Zone die langsamste einholt.

Abbild. 1 zeigt die Kurve einer in Methylbutylither/1.75-proz. Natrium-{-
naphthalinsulfonat-I.6sung iiber 254 Stufen durchgefithrten Verteilung von

Co G G G
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JStufenzohl

Abbild. 1. Verteilung von Actinomycin C iiber 254 Stufen in:
Methylbutylather/1.75%, Natriumnaphthalin-8-sulfonat

?) H. Brockmann u. H. Gréne, Naturwissenschaften 40, 222 {1953].
19y Chem.-Ing.-Technik 22, 209 [1950]. 11) Chem.-Ing.-Technik 25, 66 (1953].
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0.5 g Actinomycin C. Die fiir die einzelnen Actinomycine gefundenen Kurven-
teile (Abbild. 1) sind den fiir reine Substanzen berechneten sehr ahnlich, wor-
aus zu schlieBen ist, daB bei einer Weiterfilhrung der Verteilung keine Auf-
trennung der Komponenten mehr eintreten wird. Dall dieser Schluf} berech-
tigt ist, zeigt eine im gleichen System
itber 496 Stufen durchgefithrte Ver-
teilung von Actinomycin C,. Die erhal-
4 tene Kurve (Abbild.2) ist die einer
[\ einheitlichen Substanz.

ars

II. Papierchromatographische
Trennung der Actinomycine

Yor kurzem ist iiber die Actinomycin-
Sl a bildung bei Einsporkulturen und Va-
S rianten von Streptomyces chrysomallus
berichtet worden?®). Bei diesen Unter-
suchungen wurden die aus den Stdm-
men isolierten Actinomycin-Priparate
im analytischen MaBstab der Gegen-
stromverteilung unterworfen und an
Hand ihrer Verteilungskurven mitein-
700 750 200 ander verglichen; ein Verfahren, das
Abbild. 2. Verteilung von Actinomyecin zeitraubend ist, mindestens 20 mg Sub-
C, iiber 496 Stufen in: Methylbutylather Stanz erfordert und den Wunsch auf-
1.75%, Natrium-B-naphthalinsulfonat kommen lieB, fir mikrobiologische Ver-
suche eine bequemere und auch fiir
kleinste Actinomycinmengen geeignete Analysenmethode zur Verfiigung zu
haben. Wir haben daher versucht, ob man Actinomycingemische papier-
chromatographisch trennen kann.

Verbindungen, die wie die Actinomycine in Wasser schwer 16slich sind,
lassen sich mit Hilfe der klassischen Papierchromatographie, bei der das im
Papier vorhandene Wasser als stationdre Phase fungiert, nicht trennen. Sie
werden aber, wie R. R. Goodall und A. A. Levy?'?) zuerst am Beispiel der
Penicilline gezeigt haben, der Papierchromatographie zugénglich, wenn man
als stationire Phase Pufferlosungen von geeignetem py verwendet, in denen
die zu trennenden Verbindungen loslicher sind als in Wasser. Da die Wasser-
16slichkeit der Actinomycine durch Puffersubstanzen nicht geniigend erhsht
wird, haben wir versucht, an ihrer Stelle die oben genannten Losungsvermittler
zu benutzen und auf diese Weise den Anwendungsbereich des Verfahrens von
Goodall und Levy zu erweitern. Dabei stellte sich heraus, daBl die zur
priaparativen Gegenstromverteilung der Actinomycine brauchbaren Losungs-
mittel-Systeme nicht ohne weiteres zur Papierchromatographie geeignet sind.
Auf Papier, das mit einer 1.75-proz. Natrium-8-naphthalinsulfonat-Lésung an-
gefeuchtet war, bildete Actinomycin C beim Entwickeln mit Methylbutylither

12) Analyst 72, 277 [1947].

a0s)
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nur eine einzige, mit der Front der mobilen Phase wandernde Zone. Eine
Trennung trat nicht ein.

Systematische Versuche haben ergeben, daB der fiir eine Trennung auf
Papier optimale Verteilungskoeffizient kleiner ist als beim Arbeiten in der
Apparatur. Die stationire Phase eines zur Papierchromatographie geeigneten
Systemes mufl demnach mehr Actinomycin aufnehmen als die mobile Phase.
Das ist z.B. der Fall beim Losungsmittelpaar n-Dibutylather/10-proz. Na-
trium-1.6-naphthalindisulfonat-Losung, in dem Actinomycin C im absteigen-
den Verfahren tatsichlich drei Zonen bildete, die allerdings verwaschen waren.

Durch Arbeiten unseres Institutes?) ist gezeigt worden, daB sich das Ver-
fabren von Levy und Goodall erheblich verfeinern lat, wenn man statt
mit absteigender mobiler Phase auf horizontalen Bogen ringchromatogra-
phisch¢) arbeitet. Diese Methode hat sich auch bei der Trennung der Actino-
mycine ausgezeichnet bewihrt; Actinomyecin C bildete in dem eben genannten
Loésungsmittel-System drei weit voneinander getrennte scharfe Ringzonen

Abbild. 3. Sektoren-Chromatogramm von Actinomycin C und seinen Komponenten
Cp Cyund C,

(Abbild. 3). Wie bei der Verteilung in der Apparatur wandert auch hier
Actinomycin C; am schnellsten (dulerer Ring) und Actinomyecin C, am lang-
samsten (innerer Ring). Die Aufgabe, Actinomycine papierchromatographisch
zu trennen, ist damit geldst.

Da bei unserem Verfahren die Front der mobilen Phase auf dem angefeuchteten
Papier kaum zu erkennen ist und bei Substanzen geringer Wanderungsgeschwindigkeit mit
durchlaufender mobiler Phase gearbeitet werden muB, ist die Angabe von Rg-Werten
schwierig oder unméglich. Um dennoch die Zonen der verschiedenen Actinomycine
zahlenmaBig zu charakterisieren, kann man ihre Lage auf die eines bestimmten Actino-
mycins beziehen. Wir haben dafiir das mit mittlerer Geschwindigkeit wandernde Actino-

13) H. Brockmann u. P. Patt, Naturwissenschaften 40, 221 {1953]; H. Brock-
mann u. G. Pampus, Naturwissenschaften 41, 87 [1954].
14) 1. Rutter, Nature [London] 161, 435 [1948]; Analytic. Chem. 23, 396 [1951].
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mycin C, gewihlt und dementsprechend die Zonen der Actinomycine durch Rc,-Werte
(Bc, = Weglinge der betr. Zone : Wegliange der Cy-Zone) gekennzeichnet.

Fiir die papierchromatographische Trennung reichen 0.5 mg Substanz aus. Werden
die trockenen Chromatogramme gasformiger Salzsiure ausgesetzt oder mit konz. Salz-
siure bespriiht, so firben sich die gelben Actinomycinzonen infolge Salzbildung rot. Da-
durch treten auch sehr schwache Zonen deutlich hervor, und die photographische Wieder-
gabe der Chromatogramme wird verbessert.

Abbau- nnd Zersetzungsprodukte der Actinomycine haben erheblich kleinere Rg,-
Werte als die Actinomycine und lassen sich daher im Chromatogramm leicht erkennen.
Zusatz von Butanol zum n-Dibutylather erhoht die Rc,-Werte der Actinomycine und die
ihrer Abbauprodukte. Abbauprodukte der verschiedenen Actinomycine, dic wegen ihrer
kleinen R¢,-Werte mit n-Dibutylather nicht trennbar sind, zeigen bei Zusatz von Butanol
gute Zonenbildung.

Wendet man bei der Ringchromatographie das Sektorenverfahrenls) an,
so lassen sich mehrere Actinomycinpriparate auf einem Bogen miteinander
vergleichen. Abbild. 3 zeigt ein Sektorenchromatogramm des Actinomycins C
und seincr drei Komponenten. Zwei Actinomycine, die im Sektorenchromato-
gramm eine verschiedene Lage ihrer Zonen zeigen, sind sicher voneinander
verschieden. Umgekehrt darf man aus iibereinstimmenden A -Werten nicht
ohne weiteres anf Identitdt schlielen, sondern der Vergleich muB in einem
zweiten Losungsmittel-System wiederholt werden. Erst wenn auch hier die
Iz'(-’-\Vertc gleich sind, kann die Identitiat als gesichert gelten. Ifiir solche
Vergleiche haben wir neben n-Dibutylither/10-proz. Natrium-1.6-disulfonat-
Lisung die heiden Systeme n-Dibutyldther -+ Butanol (3:2)/10-proz. Natrium-
m-kresotinat - Losung!) sowie n-Dibutylither 4+ Butylacetat (1:3)/10-proz.
Natrium-m-kresotinat-Losung 1?) verwendet.

Mit unsercr papierchromatographischen Trennungsmethode ist es nunmehr
ein leichtes, die durch fraktionierte Gegenstromverteilung gewonnenen Actino-
mycine auf Reinheit zu priifen, die von verschiedenen Streptomyces-Arten pro-
duzierten Actinomycine miteinander zu vergleichen und zu untersuchen, ob
durch Variationen oder Mutationen Stémme entstehen, die zur Bildung neuer
Actinomycine befihigt sind.

Wie im ndichsten Abschnitt gezeigt wird, konnen mit unserer Methode in
Actinomycin-Priparaten noch sehr kleine Mengen von ,,Neben-Actinomycinen*
nachgewiesen werden. Sie unterscheiden sich von u.U. vorhandencn Abbau-
oder Umwandlungsprodukten der Actinomycine dadurch, daB ihre gelben
Zonen 1. sich beim Behandeln mit konz. Salzsiure rot firben, 2. beim Be-
sprithen mit salzsaurer Zinn(1I)-chloridlésung griin werden und 3. antibio-
tische Wirksamkeit zeigen.

TUm in einem Actinomycin-Priparat das Mengenverhiltnis der reinen Kom-
ponenten zu ermitteln, haben wir die Zonen des Ringchromatogramms aus-
geschnitten, mit Methanol eluiert und nach Auffiillen auf ein bestimmtes Vol.
die Extinktion der Losungen im ILauge-Kolorimeter (griinblau-Filter) mit-
einander verglichen. Ihr Verhiltnis gibt das Mengenverhaltnis der Kompo-

4y K. V. Giri u. N. A. N. Rao, Nature [London] 169, 923 [1952].
16) Privatr.isteilung von Herrn Dr. G, Schmidt-Kastner, Elberfeld.
17) Dieses System wurde in unserem Institut von H. Martin ausfindig gemacht.
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nenten hinreichend genau wieder, denn die spezif. Extinktionen der ver-
schiedenen Actinomycine unterscheiden sich nach unseren Untersuchungen
um héchstens 10 9.

Dije Ringchromatographie mit Lésungsvermittlern 1aB8t sich, wie vor kur-
zem gezeigt wurde!?), in priparativem Maf@stab anwenden, wenn man als
Triager der stationdren Phase einen aus 50-—-100 Bogen bestehenden Papier-
pack verwendet. Diese Anordnung eignet sich auch zur Trennung der Actino-
mycine. ZweckmiBiger ist es jedoch, eine Cellulose-Sdule zu benutzen.

III. Darstellung und Eigenschaften reiner Actinomycine

Um dem oben skizzierten Programm entsprechend zu priifen, wieviele Acti-
nomyecine es gibt, und wieweit sie sich in ihrer Konstitution und biologischen
Wirkung unterscheiden, war es notwendig, die vorstehend beschriebenen ana-
lytischen und préparativen Trennungsmethoden auf moglichst viele Actino-
mycin-Priparate verschiedener Herkunft anzuwenden. Unsere nichste Auf-
gabe muBte also sein, aus unserer Actinomyceten-Sammlung siimtliche zur
Actinomycinbildung befihigten Stimme herauszusuchen und ihre Actino-
mycine zu isolieren. Unter 2140 Stimmen unserer Sammlung fanden wir 137,
die gelbe Farbstoffe bildeten, antibiotisch wirksam waren und demnach
Actinomycinbildner sein konnten. Nur 21 erfiillten diese Erwartung. Die
Untersuchung der aus ihnen gewonnenen Actinomycinpriparate zeigte, daf 11
von den 21 Stimmen Actinomycin C gebildet hatten.

In manchen Actinomycin-C-Priparaten fanden wir neben C,, C, und C; noch
ein viertes Actinomycin (C,), das sich in der Verteilungskurve (Abbild. 1) als
erstes kleines Maximum und im Papierchromatogramm (Abbild. 3} als inner-
ster Ring zu erkennen gibt. Es konnte bisher nur in geringer Menge kristalli-
siert erhalten werden. Bei der Verteilung an der Cellulosesdule trat iiber der
Zone des Actinomycins C, noch eine zweite auf, deren Inhaltsstoff im folgen-
den als Cg, bezeichnet ist (Abbild. 5, III).

Acht unserer Actinomycin bildenden Streptomyces-Stimme, die sich mikro-
biologisch eindeutig von den Actinomycin C erzeugenden abgrenzen lassen,
lieferten ein Actinomycin, das sich durch Kristallform, spezif. Drehung und
Léoslichkeit charakteristisch von Actinomycin C unterscheidet. Es wurde in
unserem Institut zuerst von H. Linge!8) isoliert und ist unter der provisori-
schen Bezeichnung Actinomycin X bereits kurz beschrieben worden??).

Durch fraktionierte Gegenstromverteilung in Methylbutylither/1.5-proz.
Natrium--naphthalinsulfonat-Losung konnten wir zeigen, dal Actinomycin X
ebenfalls ein Gemisch ist1®). Seine Verteilungskurve (Abbild. 4) zeigt die
Hauptkomponente X, und zwei Nebenkomponenten X, und X; an. Die durch
(regenstromverteilung getrennten Komponenten X, und X, lieBen sich leicht
in kristalligierter Form gewinnen. DaBl die Zusammensetzung des Actinomy-
cins X komplizierter {ist, als es nach diesen ersten Versuchen den Anschein
hatte, zeigte sich, als groBere Mengen an der Cellulose-Séule aufgetrennt wurden.

18) Digsertat. Gottingen, 1951.
%) H. Brockmann, H. Linge u. H. Gréne, Naturwissenschaften 40, 224 [1953].

Chemische Berichte Jahrg, 87 68
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Abbild. 8. Papierchromatographischer Vergleich von Actinomycin C, X und I, links im
System: n-Dibutyliither 4 Butanol (3 :2)/10-proz. Natrium-m-kresotinat, rechts im System:
n-Dibutylither + Butylacetat (1:3)/10-proz. Natrium-m-kresotinat

Folgende Fraktionen zeigten in beiden Systemen gleiche R¢,-Werte und
miissen demnach vorldufig als identisch angesehen werden: 1) C,, und I,,;
2) C, und I,; 38) C, und I,. Gegen die Identitit von C, und I, sprachen zu-
nichst die Ergebnisse einer vorliufigen Aminosidure-Analyse, bei der fiir C,;
zwei Moll. Valin, fiir I, nur ein Mol. gefunden wurde2?). Eine Wiederholung
der Analysen hat ergeben, daB auch I, zwei Moll. Valin enthélt. Ob Actino-
mycin C; mit I, identisch ist, bleibt vorldufig unentschieden.

Nachdem die oben beschriebenen papierchromatographischen Trennungs-
methoden zur Verfiigung standen, war es uns méglich, Proben von Actino-
mycin A und B mit unseren Pridparaten zu vergleichen?'). Actinomycin A
verhielt sich im Papierchromatogramm auch bei Anwendung von zwei Lo-
sungsmittel-Systemen genau so wie Actinomycin I,. Wir zweifeln daher nicht
daran, daB die beiden Actinomycinpriaparate miteinander identisch sind.

Das zuerst von H. Lehr und J. Berger??) isolierte und spéater von Todd
und Mitarbb.5) eingehend untersuchte Actinomycin B stimmte im Papier-
chromatogramm mit unserem Actinomycin X iiberein. Es ist also ebenso wie
dieses ein Gemisch mehrerer Actinomycine. Aus Actinomycin B konnten wir
durch Gegenstromverteilung die beiden dem Actinomycin X; und X, ent-
sprechenden Komponenten B, und B, kristallin isolieren. B, und B, stimmten
im Schmelzp. sowie in der quantitativen Zusammensetzung ihres Peptid-
teils ) mit Actinomycin X bzw. X, iiberein. Diese Befunde zeigen, dal in
unserem Actinomycin X der gleiche Actinomycin-Komplex vorliegt wie im
Actinomycin B. Gleichzeitig beweisen sie die Verschiedenheit von Actino-
mycin A und B, die bisher noch nicht eindeutig feststand.

21) Wir sind Herrn Prof. Dr. Waksman und Herrn Prof. Dr. Todd fiir die Uber-
lassung von Proben ihres Actinomycins A bzw. Actinomycins B zu groBem Dank ver-
pflichtet.

22) Arch. Biochemistry 28, 503 [1949].

%) Die Analysen wurden von G. Bohnsack durchgefiihrt.
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Einige Angaben iiber die von uns gewonnenen einheitlichen Actinomyecine
und die bisher amorph erhaltenen Actinomycinfraktionen sind in Tafel 1 zu-
sammengestellt. Die Schmelzpunkte wurden unter dem Mikroskop (Kofler-
Block) bestimmt; sie sind hier besser definiert (Verlust der Kristallform) als
im Rohrchen (Meniskusbildung), liegen aber etwas tiefer. Die Unterschiede
im Schmp. der verschiedenen Actinomycine sind nicht erheblich, sie betragen
maximal (zwischen Actinomycin C; und X,) 10%; miteinander gemischt zeigen
die Actinomycine keine deutliche Erniedrigung, der Mischschmelzpunkt als
Identitétsprobe entfillt demnach. ’

Tafel 1. Physikalische Daten der Actinoﬁycine

*)} Bestimmt auf dem Kofler-Block. Substanz bei 210° aufgelogt, Temp.-Steigerung 4°/Min.

Kristallform Schmp.*) Dfel;le:rllfg") %ﬁﬁ;) I‘ﬁ();‘-vz(;ﬂf:') A];l:::;ﬁiz:e-
Con ' a3 | o0
Co 013 | 0.10
C, | Hexagonale Bi- | 241-243 | —349°410°| 205 | 072 | 056 | "3 Sl\z;)’&{;’)"’
pyramiden, auch >
Cy sﬁgmt’lg&diﬁ 237-2390 | 3250 £ 10°| 199 | 1.00 | 1.00 %.‘;fhf;‘;l’%’;;
G Mé:}‘::nfﬁ%:t:;&) 232-235% | 32194 10°| 188 | 1.39 | 16l T‘{ﬁz’v Ezrh::lro,
Toa — 0.12
I, wie G, - 2422430 | -3140 £ 10°| 205 | 049 | 027 Th{,‘;’l, b
I, wie C; 2402420 | -3530 £ 100|  20.7 074 | 0.63 Théi’l’sﬁgvfl"”
I, 1.00 | 0.97
I, — | 134
Xoa 014 | 0.17
Xo 0.14 | 0.39
X, wie G 241-2420 | -309° + 10° | 17.3 048 | 0.56 Théi’l,sﬁvff"’
X : ' — | om
Xs oo o pieeton| 2442460 | 34104100 188 | 072 | 098 | Ty Sgn i
X, 0.93 | 1.49
X, 111 | 190

**)’ Gemessen bei 446 my (Beckman-Spektralphotometer). Spezif. Extinktion = %— Ig —II"- ; ¢ =g/i. Losungsmittel Cyelohexan.

***) Butanol + n-Dibutyl)ither (2:3 / 10-pros. Natrium-m-kresotinat,
*#*%) Butylacetat + n-Dibutylither (3:1) / 10-proz. Natrium-m-kresotinat.

+) In Methanol.

1} Barkosin.

} ~N—Methyl-valin.



Nr.7'1954] reiner Actinomycine (XI1I.) 1047

Auch die Differenzen in der spezif. Drehung sind geringfiigig, liegen bei
einigen Actinomycinen aber deutlich auBerhalb der Fehlergrenze der Messung.

Abbild. 7 zeigt das Ultrarotspektrum des Actinomycins C,, das sich nicht
merklich von dem der anderen Actinomycine unterscheidet.

100 -- 1T
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3:’80 { N NS
_Q, o
LIl ‘
§40 ” ( l\/\'/
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W
J [A S 6 7 8 9 n on 2 n &
Wellenlinge A(u)

Abbild. 7. Ultrarotspektrum des Actinomycins C, in Kaliumbromid?)

Arbeiten von A. R. Todd und Mitarbb.5) sowie Untersuchungen unseres
Arbeitskreises haben gezeigt, daB3 die Actinomycine ,,Chromopeptide 25) sind.
Der Farbstoffteil ihrer Molekel 148t sich durch Barythydrolyse vom Peptid-
teil als rotes, kristallisiertes Despeptido-actinomycin CjsH,,0;N, abspalten?),

“

~
Q
1
i
|

spezif Extinktion

/N
NP4

300 wWo 500
mu

Abbild. 8. Absorptionskurve von Actinomycin C; in Cyclohexan

3

dessen Konstitution weitgehend aufgeklirt werden konnte?®). Da die Actino-
mycine I;, X,;, C, und C,; beim Barytabbau ein und dasselbe Despeptido-
actinomyecin liefern??), darf man annehmen, daB diese von der Gattung Strepto-
myces in groBerer Menge produzierten ,,Hauptactinomycine” im Bau ihres

24) U, Schiedt u. H. Reinwein, Z. Naturforsch. 7b, 270 [1952].

35} H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwissenschaften 87, 494 [1950]; Chem.
Ber. 86, 1407 {1953]; H. Brockmannu. G. Budde, Naturwissenschaften 40, 529 [1953].
26) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Naturwissenschaften 41 [1954], im Druck.

27y H. Broekmann u. K. Vohwinkel, Naturwissenschaften 41, 257 [1954].
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Farbstoffteils iibereinstimmen. Dementsprechend verlaufen ihre Absorptions.
kurven (Abbild. 8) véllig analog. l.ediglich in den spezif. Extinktionen (Tafel 1)
finden sich bei einigen Vertretern (z.B. X, und 1,) gewisse Unterschiede, die,
da jhr Farbstoflteil gleich ist, offenbar auf geringfiigige Unterschiede im Mol.-
Gew. des Peptidteils zuriickzufiihren sind.

Der Peptidteil der Actinomycine I,, I, (C,), X; und X, ist aus den Aminosiuren
{-Threonin, Sarkosin, [-Prolin, d-Valin und I-N-Methyl-valin aufgebaut. An Stelle des
d-Valins enthélt Actinomycin C; d-Allo-isoleucin®28), und beim Actinomycin C, fanden
wir neben Threonin, Sarkosin, Prolin und N-Methyl-valin sowohl d-Valin als auch d-Allo-
isoleucin®28),

Mol.-Giew.-Bestimmungen der Actinomycine durch katalytische Hydrierung?) sowie
durch potentiometrische Titration mit Perchlorsiure in Eisessig®) haben Werte zwischen
1200 und 1350 ergeben. Aus diesen Zahlen und dem Mol.-Gew. 285 des Despeptido-
actinomyvcins lieB sich folgern, daBl die Actinomycine mehrere der oben genannten Amino-
saurebausteine doppelt enthalten. Quantitative Aminosiurebestimmungen??) haben dies
bestétigt.

In Zusammenfassung der in dieser Arbeit angefithrten lirgebnisse und in-
zwischen weitergefiihrter mikrobiologischer Untersuchungen?3!) lafit sich sagen,
dafl man die zur Actinomycinbildung befihigten Streptomyces-Stamme nach
der Natur jhrer Actinomycine in drei Gruppen einteilen kann, die sich auch
mikrobiologisch deutlich unterscheiden:

1. Stimme, die wie Streptomyces antihioticus und unsere Stimme, I 794 u. I 797

Actinomycin I [Gemisch aus I,32) (A), I, I, (I4a, I;)] erzeugen.

2. Stiamme, die Actinomyein X [Gemisch aus X, X, X, (Xa, X;a, X3, X,)]
hilden.
3. Stimme, die wie Streptomyces chrysomallus Actinomycin C [Gemisch aus

C,, G5, €, (== L), (Cy, Cpa)| hervorbringen.

Tafel 2. Prozentuale Zusammensetzung von Actinomycinen (Gemischen)
verschiedener Stimme

B _-.I(-*,_t-_i-nom:\'cin I I‘_ Act.inomycAin X | Actin;)mycin -(,‘_____"
Imme 797 \ | Sotenich3| Ital 1113, Stand C | 330a | Wal 679
L e ! | .
Lo | 05 | Xea]| ] C, } 89 | 20
L, | 7.3 \x,, jool ’[ 196 1 c.lj — ’ |
L, 86.5 X, 5.3 219 ' C, 103 | 130 18l
I, | 5.6 i Xia —* 37 ¢, 407 . 312 | 457
I, | 0.5 ! X, 886 548 1C, | 490 | 408 34.4
‘ ] X:x | 0.5 - | !
! | X, 05 | —

*) - bedeutet, dal das betr. Actinomycin zwar in Spuren vorhanden, nach unserer Methode aber nicht mehr

zahlenmi8ig zu erfassen ist.

%) H. Brockmann, N. Grubhofer, W. Kass u. H. Kalbe, Chem. Ber. 84, 260
[1951]; A. W. Johnson, A. R. Todd u. L. C. Vining, J. chem. Soc. [London] 1952,
2672.

* H. Brockmann u. E. Meyer, Chem. Ber. 86, 1514 [1953].

3¢) H. Brockmann, G. Bohnsack u. H. Gréne, Naturwissenschaften 40, 223 [1953].

') Diese Untersuchungen wurden von H. Martin durchgefiihrt.

) Hauptkomponenten fett gedruckt; in sehr kleiner Menge vorhandene Neben-
komponenten durch Klammern gekennzeichnet.
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Alle drei Gruppen produzieren Actinomycingemische, deren Zusammen-
setzung qualitativ und bis zu einem gewissen Grad auch quantitativ fiir jede
Gruppe charakteristisch ist. Jeder der drei Actinomycinkomplexe enthilt eine
bzw. zwei der Menge nach iiberwiegende Hauptkomponenten (I, inI; X, in X;
C, und C; in C) und mehrere in geringerer Menge vorhandene Nebenkompo-
nenten. Tafel 2 bringt Beispiele fiir das Mengenverhiltnis der Komponenten.
Dieses Verhiiltnis la3t sich — bisher besonders augenfillig beim Actinomycin X
— durch Variation der Kulturbedingungen veréindern, doch bleiben diese An-
derungen innerhalb gewisser Grenzen. Bisher ist kein Fall beobachtet wor-
den, in dem durch Anderung der Kulturbedingungen eine Nebenkomponente
zur Hauptkomponente wird. Ob es innerhalb jeder Gruppe Typen von Stim-
men gibt, deren Actinomycingemische eine derartige U'mkehrung im Mengen-
verhiltnis der Komponenten aufweisen, muB noch untersucht werden.

Stimme, die unter gleichen Bedingungen gehalten werden, bilden nach
unseren bisherigen Erfahrungen auch iiber lingere Zeiten hin Actinomycin-
gemische, deren Zusammensetzung nur geringe Schwankungen aufweist und
auch durch Variantenbildung wenig beeintriachtigt wird3).

Uber quantitative Aminosaure-Bestimmungen bei den verschiedenen reinen
Actinomycinen, die Reihenfolge der Aminosiuren im Peptidteil, iiber kri-
stallisierte Abbauprodukte des stufenweisen alkalischen und sauren Abhaus
und die Konstitution des Farbstoffteils der Actinomycine wird in den niachsten
Mitteilungen berichtet werden.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Werk Elberfeld der Farben-

fabriken Bayer sowie dem Fonds der Cbhemie danken wir fiir groBziigige Férderung
unserer Arbeiten.

Beschreibung der Versuche

Lichtempfindlichkeit von Actinomycin C: Losungen von 3 mg Actinomycin (!
in je 20 cem 1) 5.6-proz. Salzsdure, 2) £O-proz. methanol. Salzsiaure, 3) Methanol,
4) Essigester, 5) Benzol und 6) Methylbutylather wurden in verschlossenen Reagenz-
glasern dem Tageslicht ausgesetzt, wiihrend eine analoge Losungsreihe zur Kontrolle im
Dunkeln blieb. In bestimmten Zeitabstinden wurde die Extinktion der Ldsungen im
Lange-Kolorimeter (Filter blaugriin) gemessen. Nach 50 Tagen zeigten sich die Lisungen
in Benzol und Methanol unverindert, wihrend die Extinktion der Essigester- und Methyl-
butylather-Iosungen auf die Hilfte abgesunken war. Alle unter LichtabschluB auf-
bhewahrten Kontrollproben blieben unverindert. Mit Abnahme der Extinktion vermin-
derte sich auch die antibiotische Wirksamkeit. Die zunichst tief rot gefirbten Salzsiure-
losungen zeigten einen sehr schnellen Abfall der Extinktion auf den halben Wert, der
sich im Verlauf von 50 Tagen nicht mehr dndcrte.

Priifung von Losungsvermittlern. Ldsungen von ecinigen Milligramm Actino-
mycin C in 5 ccem Methylbutylather wurden jewcils mit 5 cem einer 5-proz. Losung der
im folgenden angegebenen Salze geschiittelt. Die Wirksamkeit des Lisungsvermittlers
gab sich durch die Farbe der wafr. Phase zu erkennen.

Losungsvermittler Firbung der wiaBirigen Phase
Natriumoxalat keine
Natrium-sulfanilat schwach
Natrium-naphthalin-1.8-disulfonat stark
Natrium-f-naphthalinsulfonat
Natrium-naphthionat sehr stark

Natrium-f#-anthrachinonsulfonat
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Zusammensetzung des verwendeten technischen Natrium-B-naphthalinsulfonates:
85.99, Natrium-B-naphthalinsulfonat, 1.8%, Natrium-a-naphthalinsulfonat, 2%, Natrium-
1.6-naphthalindisulfonat, 5.7% Natriumchlorid, 2.569, Natriumsulfat.

Praparative Gegenstromverteilung von Actinomycin C: Da jedes GefaBl der
200stufigen, vollautomatischen Verteilungsapparatur 50 ccm faflte, waren von jeder Phase
51 erforderlich.

a) Mobile Phase: Techn. Methylbutylither wurde iiber eine Kolonne fraktioniert.
Verwendung fand die zwischen 70° und 73° iibergehende Fraktion.

b) Stationdre Phase: 120 g techn. Natrium-B-naphthalinsulfonat wurde unter Er-
wirmen in 2—3 | Wasser gelost. Die triibe, schmutzigbraune Losung wurde durch Kohle
filtriert und auf 6 I aufgefiillt. (Farbe schwach gelb.)

Nachdem beide Phasen griindlich miteinander geschiittelt waren, wurde nochmals
filtriert. AuBerste Sauberkeit der Losungsmittel wie auch der Apparatur war erforder-
lich, um Emulsionsbildung zu verhindern. Zur Verteilung wurde eine Lésung von 470 mg
Actinomyecin C in 500 ccm eines Gemisches beider Phasen in die ersten zehn Rohrchen
der Verteilungsapparatur eingefiillt. Die Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes war
nach 60 Schiittelbewegungen erreicht; die Trennung beider Phasen in Ruhestellung er-
forderte 5 bis 10 Min. Die Verteilung wurde solange fortgesetzt, bis die schnellste Kom-
ponente (C,) die am langsamsten wandernde (C,) fast erreicht hatte, was nach 254 Ver-
teilungen der Fall war. Der Verteilungsvorgang lieB sich an der Farbe der Losungen
gut verfolgen. Die Verteilungskurve wurde kolorimetrisch ermittelt. Danach wurden
abgetrennt: Stufe 57 bis 86 (C,), Stufe 92 bis 131 (C,), Stufe 146 bis 188 (C;).

In jeder dieser drei Gruppen wurde die mobile und stationire Phase getrennt auf-
gearbeitet. Das Actinomycin der walr. Phase schiittelte man mit Benzol aus und gab
den Benzolextrakt durch eine Siéule von Aluminiumoxyd. Durch Waschen mit Essig-
ester wurde das Actinomycin eluiert. Es kristallisierte beim Eindunsten des Eluates
aus. Die mobile Phase trocknete man mit Natriumsulfat, filtrierte anschlieBend durch
eine Saule von Aluminiumoxyd und eluierte die Actinomycin-Zone ebenfalls mit Essig-
ester.

In gleicher Weise wie Actinomycin C wurden auch Actinomycin X und I in die Kom-
ponenten aufgetrennt. Entsprechend ihrer geringeren Léoslichkeit war die Ausgangs-
menge kleiner (200—250 mg). AuBerdem muflte bei ihnen die Konzentration des L&-
sungsvermittlers auf 1.5%, bzw. auf 1.259%, verringert werden, um einen giinstigen Ver-
teilungskoeffizienten zu erreichen. Aufarbeitung wie beim Actinomycin C.

Papierchromatographische Trennung der Actinomycine, Die fiir die mobile
Phase erforderlichen Losungsmittel Butanol, Butylacetat und »-Dibutyléther hatten den
richtigen Siedepunkt und waren aus technischen Produkten durch fraktionierte Destil-
lation gewonnen. Als stationire Phase diente eine Lésung von 50 g Natrium-m-kresotinat
in 500 ccn Wasser. Die zunéachst triibe, braune Losung war nach Filtration durch Kohle
klar und schwach gelb.

Losungsmittelsysteme: 1. Butanol + n-Dibutylather (2:3)/10-proz. Lisung von
Natrium-m-kresotinat. 2. Butylacetat + n-Dibutylather (3:1)/10-proz. Losung von Na-
trium-m-kresotinat. Beide Losungsmittel wurden vor der Anwendung gut gegeneinander
abgesattigt.

Chromatographie mit absteigender Phase. Ein Papierstreifen (Schleicher &
Schiill 2043b) wurde mit 10-proz. Losung von Natrium-m-kresotinat matt-feucht be-
spritht. Nachdem am oberen Rand Actinomycin C aufgetragen war, wurde anschlieBend
in der iiblichen Weise mit der mobilen Phase entwickelt. Nach einigen Stdn. waren zwei
starkere und ein schwacher Fleck sichtbar, die jedoch nicht scharf voneinander getrennt
waren. Bei zunehmender Laufzeit verschwammen die Umrisse immer mehr, bis die
Flecken sich villig verteilt hatten.

Ringchromatographie. Gearbeitet wurde in einem Exsiccator von 25 cm Durch-
messer, dessen Deckel mit einem Tubus versehen war!?),

Zufiihrung der mobilen Phase erfolgte aus einem zur Kapillare ausgezogenen Tropf-
trichter oder aus einem Tropfrohr. Dieses bestand aus einer Pipette (25 ccm), deren
oberes Ende durch einen Hahn verschlossen und deren Spitze abgesprengt war. Der beim
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Absprengen der Spitze entstandene Rand des Pipettenrohrs wurde etwas eingekerbt, um
den Durchtritt der zum Volumenausgleich erforderlichen Luft zu erleichtern (schriges
Abschleifen des Randes hat den gleichen Effekt). Dieses Tropfrohr hat den Vorteil,
daB sich der Nachlauf von selbst regelt. Seine Geschwindigkeit kann durch mehr oder
minder starkes Andriicken des unteren Rohrendes an die Papierfliche beeinflufit werden.
Die Vorrichtung versagt bei leicht beweglichen Fliissigkeiten, z. B. Benzol.

Nachdem das Papier (Schleicher & Schiill 2043b) mit stationiirer Phase mattfeucht
bespritht worden war, wurde etwa 1 mg Actinomycingemisch in Aceton oder Methanol
gelost mit einer Kapillare auf der Peripherie eines kleinen Startkreises (2 cm Durchmesser)
aufgetragen. Die Konzentration der Losung soll etwa 5 mg Actinomycin in 0.5 cem Lo-
sungsmittel betragen. Das mit stationdrer Phase angefeuchtete Papier liBt sich vollig
glatt und straff auf den Exsiccatorrand auflegen. Die Entwicklung der Chromatogramme
1aBt sich dank der gelben Farbe der Zonen bequem verfolgen. Die Laufzeit in einem
bestimmten Ldsungsmittelsystem ist abhéngig von der Temperatur und der benutzten
Papiersorte. Bei den oben angegebenen Systemen betragt sie bei 20° und Verwendung
von Schleicher & Schiill 2043b 6—8 Stunden.

Das Trocknen der Chromatogramme erfolgt am besten waagerecht an der Luft. Die
mit Chlorwasserstoff eintretende Rotfarbung der vorher gelben Actinomycinzonen ver-
schwindet (vor allem an feuchter Luft) nach einigen Stunden, kann jedoch durch erneute
Behandlung mit HCI wieder hervorgerufen werden.

Sektorenmethode. Bei der Sektorenmethode werden auf der Peripherie des Start-
kreises zwei oder mehrere Substanzen nebeneinander aufgetragen. Bei der Ermittlung
der Rc,-Werte wurden die Laufstrecken von der Peripherie des Startkreises aus gemessen.

Bestimmung des Mengenverhdltnisses der Komponentenin Actinomycin-
priparaten. Die Zonen des Chromatogrammes wurden herausgeschnitten, in kleine
Streifen zerteilt und mit warmem Methanol eluiert. Nach Auffiillen auf 10 ccm bestimmte
wan die Extinktion im Lange-Kolorimeter. Die Farbung diinner Lésungen kann durch
Zusatz von 1 ccm konz. Salzsiure vertieft und damit genauer meBbar gemacht werden.

Gewinnung der Actinomycinpraparate. Die actinomycinbildenden Strepto-
myces-Stimme wurden in P-Kolben auf einer Nahrlosung folgender Zusammensetzung
kultiviert: Glycerin 29, Kaliumnitrat 19%,, Natriumchlorid 0.19%,, Kaliumhydrogen-
phosphat 0.19,, Magnesiumsulfat 0.005%, Eisen(II)-sulfat 0.001%,, Calciumcarbonat
0.001%,. Kulturdauer bei 289: 3—4 Wochen. Aufgearbeitet wurde lediglich die Kultur-
16sung. Durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Benzol entzog man ihr die Actinomycine
und isolierte sie in der iiblichen Weise.

164. Friedrich L. Breusch: Uber bi-homologe Reihen (VII. Mitteil.
iiber isomere und homologe Reihen®)

[Aus dem zweiten Chemischen Institut der Universitit Istanbul]
(Eingegangen am 12. Mai 1954)

Neun bi-homologe Reihen, teilweise bis zu einer Alkylkettenlinge
von zweimal 20 Kohlenstoff-Atomen, wurden synthetisiert. Der Ver-
lauf der Schmelzpunktskurven dieser bihomologen Reihen wird be-
sprochen.

Unter bi-homologen Reihen werden solche homologen Reihen verstanden,
bei denen zwei an dasselbe Kohlenstoff-Atom eines Molekiils gebundene Alkyl-
reste gleichzeitig um je eine -CH,-Gruppe verlingert sind.

*) VI. Mitteil.: F. Breusch u. E. Ulusoy, Chem. Ber. 86, 688 [19531.



