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Pseudote lo id in-ace tonid  (VIII): 200 mg Pseudote lo id in  (VII)3) wurden mit 
20 ccm A c e t o n  und 1 ccm konz. Salzsfiure 1 Stde. geschiittelt. Die klare Liisung wurde 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur aufbewahrt, anschlieBend wurde 15 Min. lang Am- 
iuoniak - Gas eingeleitet, vom Ammoniumchlorid abfiltriert und das Filtrat i.Vak. ein- 
gedampft. Der Ruckstand, ein von Kristallcn durchsetztes 61, wurde mit siedendem 
Benzin (70-90O) behandelt, wobei die schmierigen Anteile zuriickblieben. Aus der Renzin- 
losung kristallisierten nach dem Erkaltan 130 mg (48.5% d.Th.) P s e u d o t e l o i d i n -  
ircetonid in Form farbloser Nadeln vom konstanen Schmp. 1‘220 Bus. 

- ._ ... ~ 

C,,H,,O,N (213.3) Ber. C 61.94 R 8.98 N 6.57 Gef. C 61.86 H 9.18 N 6.39 
Teloid in - 3 -d  - 1  -a - m e  t h y 1 - b u t t ersiiu rees  t e r  (I, I%= - CH(CH,) - CH, . CH,) : Eine 

1.iisung von 500 mg Meteloidin in 30 ccrn absol. k h a n o l  wwde mit 50 mg Platinoxyd, 
d a ~  in 20 ccm absol. Athanol vorhydriert war, mit Wassers toff  bei AtmoRphiirendruck 
geachuttelt. Die Hydrierung war nach ’/* Stde. beendet, worauf dio vom Katalysator 
befreite Losung i. Vak. eingedampft wurde. Der zunachst Olige Riickstand kristalli- 
sicrte nach Zugabe von einigen Tropfen Benzol Bofort durch; die Ausbeute war fast 
cpmtitativ. Sach zweimsligem Umkristallisieren aus Bcnzin (70-90°) wurde Telo  ~ 

i d in  - 3-d.Z- a-ni e t h y 1 - b u t t e r s a u r e e s  ter in farblosen Nadeln vom Schmp. 100-1020 
crhalten. 

C,,H,,O,S (25’7.3) Ser. C 60.67 H 9.01 N 5.44 Gef. C 60.89 H 8.57 S 5.73 

163. Hans Brockmann und Heinz Grone: Darstellung und Charak- 
tcrisierung reiner Actinomycine, XII. Mitteil. uber Actinomyehe*); Anti- 

biotica aus Actinomyceten XXIII. Mitteil.* *) 
[Aus Clem Organisch-Chemischen Institut der Universitiit Gottingen] 

(Eingegangen am 12. Mai 1954) 

Die priiparative 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 
streptom yew-Stiimmen isolierten Actinomycin-Praparate lieB sich die 
Existenz von dreizehn verschiedenen Actinomycinen nachweisen, von 
denen sieben kristallisiert erhalten und naher charakterisiert wurden. 
Alle hisher untersuchten Streptunayms-Stiimme bilden Actinomycin- 
Gemische, die ihrer Zusammensetzung nach in drei Gruppen ein- 
geteilt werden konnen. In  diese Grnppen lassen sich auch Actino- 
mycin A und B einordnen. 

Daa in uiiserem Institut aus Streptom yces chrysomallusl) isolierte Actino- 
mycin CZ), das sich beim Umkristallisieren und bei der Adsorptionschromatto- 
graphie wie eine einheitliche Substanz verhalt, hat sich durch fraktionierte 
Gegenstromverteilung in Actinomycin C,, C, und C, zerlegen lassen”. Da- 
(lurch war zum ersten Male nachgewiesen, daD bei den Actinomycinen die 

*)  XI. Mitteil.: H. 13rockmann u. K. Vohwinkel ,  Naturwissenschaften 41,257 
119.541. 

**) XXII. Mitteil.: H. B r o c k m a n n  u. K. Vohwinkel ,  Naturwissenschaften 41,257 
I19MI. 

2)  H. B r o c k m a n n  u. N. Grubhofer ,  Naturwissenschaften’36, 376 [1949]; 37,494 
[lYSO]; H. B r o c k m a n n ,  N. G r u b h o f e r ,  W. Kass u. H. K a l b e ,  Chem.Ber.84, 
260 [1951]. 

3) H. B r o c k m a n n  u. S. Pfennig ,  Naturwissenschaften39,429 [1952]; Hoppe- 
Sryler’s Z. phpfiiol. C‘hem. 591, 77 [19531; X. Pfennig ,  Arch. Mikrobiol. IS. 327 [1953]. 

1) W. L i n d e n b e i n ,  Arch. Mikrobiol. 17,361 [1952]. 
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klassischenTrennungsmethoden versagen, und gezeigt, daR Streptomy ces chryso - 
mallus ebenso wie viele andere Mikroorganismen mehrere, einander ahnliche 
Antibiotica gleichen Rautyps nebeneinander aufbauen kann, und damit war 
vor allen Dingen fraglich geworden, ob man bisher uberhaupt schon reine 
Actinomycine in Handen gehabt hatte. Denn ebenso wie Actinomycin C 
konnten auch daa von S. A. Waksman  llnd H. B. Woodruff4)  aufgefundene 
ActinomycinA sowie das von Todd  und Mitarbb.5) untersuchte Actino- 
mycin B Gemische mehrerer Actinomycine sein. 

Vnter diesen Urnstanden schienen uns zwei Aufgeben am vordringlichsten : 
1. Eine eingehende Prufung, wvieviele verschiedene Actinomycine von Strepto- 
myces-Arten erzeugt werden konnen und 2. die Keindarstellung und Charak- 
terisierung dieser Actinomycine. Diese Aufgaben sind auch in praktischer 
Hinsicht von Interesse, weil sich moglicherweise in ihrer Wirkung gegen L y m - 
phogranulomatose6)  TJnterschiede zwischen den einzelnen Actinomycinen 
fi nden, die zur therapeutischen Bevorzugung eines bestimmten Actinomyciiis 
f uhren konnten. 

Um diese Aufgaben einer Losung zuzufuhren, muRten zunachst die Me- 
thoden zur praparativen und anelytischen Trennung der Actinomycine ver- 
bessert und dann auf moglichst viele Actinomycinpriiparate verschiedener 
Herkunft angewendet werden. Unsere bisherigen Ergebnisse sind in den fol- 
genden drei Abschnitten zusammengestellt. 

I. P r a p a r a t i v e  Trennung  von Act inomycinen  du rch  f r ak t ion ie r t e  
Gegens t romver te i lung  

Die ersten Gegenstromverteilungen von Actinornycin C wurden in Ather/5.6-proz. Salz- 
sliure durchgefuhrt, einem System, das sich wegen der Sliureempfindlichkeit der Actino- 
mycine nur fur kundauernde a n a l y t i s c h e  Trennungen eignet. Die p r g p a r a t i v e  Auf- 
trennung von Actinomycin C in seine histallisierten Komponenten C,, C,  und C, gelang 
zum erstenmal in Methylbutylather + n-Dibutylather (7 : 3)/30-proz. Harnstoff16sung3). 
Hei unseren Versuchen, in diesem System grolere Mengen Actinomycin C zu verarbeiten, 
stellten sich jedoch gewisse Miingel heraus. 

Einmal ist die konzentrierte, riskose Harnstoff losung unbequem zu handhaben, und 
xum anderen verdampft beim hiiufigen Umfiillen der mobilen Phase bevonugt der niedri- 
ger siedende Methylbutyliither. Der Hauptnachteil des Systems ist jedoch seine geringe 
Kapazitiit ; zur Trennung von 1 g Actinomycin C braucht man von jeder Phase etwa 70 1. 
. Urn die Cegenstromverteilung leistungsfahiger zu machen, muRte also ein 

gut trennendes Losungsmittel- System ausfindig gemacht werden, dessen Pha- 
sen vie1 mehr Actinomycin aufnehmen als die des Harnstoff-Systems. Fur die 
mobile Phase war das einfach. Da die Actinomycine in Methylbutylather 
erheblich loslicher sind als in n-Dibutyliither, geniigte es, auf den seines 

4, J. Bacteriol. 40,581 [1940]; 42,231 119411; S. A. W a k s m a n  u. M. Tish ler ,  
J. biol. Chemistry 142, 519 [1942]. 

6, C. E. Dalgl iesh u. A. R. T o d d ,  Nature [London] 164.830 [1949]; C. E. Dal- 
gl iesh ,  A. W. J o h n s o n ,  A. R. T o d d  u. L. C. Vinning ,  J. chem. SOC. [London]1960, 
2940. 

6 )  Chr. H a c k m a n n ,  Z. Krebsforsch. 68,007 [1952]; Strahlentherapie 90,296 [1953]; 
G. S c h u l t e  u. H. Lings ,  Strahlentherapie90,302 [1953]; G. S c h u l t e ,  Z. Krebs- 
forsch. 58,500 [1952]. 
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hohen Siedepankbes wegen ohnehin unbequemen Dibutylather zu verzichten 
und statt des %hergemisches Methylbutylather ellein zu verwenden. 

Schwieriger war es, die Actinomycin-Konzentration in der stationaren, 
wiiBrigen Phase heraufzusetzen , denn dazu bedurfte es eines Idsungsvermit t - 
lers, der wescntlich wirksamer ist als Harnstoff. Die erste Verbindung, die 
dieser A.nforderung entsprach, war Natrium-p-xylolsulfonat3). Seine 10-proz. 
mb;Br. Losung nimmt etwa ebensoviel Actinomycin auf wie Methylbutylather. 
.Damit stand ein Tiisungsmittel-Paar zur Verfiigung, dessen Actinomycin- 
Kapazitat groRer ist als die des Harnstoff-Systems und dessen mobile Phase 
aus nur cinem Losungsmitkel besteht, das iiberdies einen giinstigen Siede- 
punkt hat.. 

Da uns Nat.rium-p-xylolsulfonat schwer zugiinglich war, haben wir ver- 
sucht, es durch einen leichter erhaltlichen und womoglich noch wirkungs- 
volleren .Liisungsvermittler zu ersetzen und zu dem Zweck die Nat.riumsalze 
tler Sulfanilskire, $-Naphthalinsulfonsiiure, Naphthionsaure, Anthrachinon-y- 
sulfonsaure und Napht.halin-dimlfonsiiure-( 1.6) durchgepriift7). Dabei zeigte 
sich, daR Watrium-9-naphthalinsulfonat dem Natrium-p-xylolsulfonat. rill- 
deutig iiberlegen ist. Schon 1.75 yo Natrium-$-naphthalinsulfonat reichen aus. 
urn Actinomycin C in der wanrigen Phase ebenso loslich zu machen wie in 
Met,hylbutylather. Das Salz ist auRerdem billig und knnn in technischem 
Reinheit.sgrac1 verwendet werden. 

Ebensogut wirksam sind die Natriumsalze cler Naplithioli- untl Anthra- 
chinon-(3-sulfonsiiure. Jedoch hat die Losung des Anthrachinon-p-sulfonates 
eine schwach gelbliche Rigenfarbe und die des Naphthionates farbte sich narh 
kurzer Zeit violett. Wir haben daher fiir alle weiteren Actinomycin-Trennuii- 
gen in der Verteilungsapparatur ausschlieBlich das L6siingsmittelpaar M e  - 
t. h y 1 t) u t y 1 ii t. her /  1.25 - 2 -pro z .8) w ii 13 r. N a  t r i u m - p - n a p  h t) h a 1 ins  u 1 f n - 
i ia t  verwenciet. Seine Kapazitilt iibertrifft die des alten Harnstoff-Systemes 
iim ein Mehrfaches und kann im Bedarfsfalle noch dadurch vergr6Bert wer- 
den, dnll die Salzkonzentrat.ion in der stationaren Phase erhiiht und als mobile 
Phase ein Gemisch von Methylbutyliither mit einem zweiten Losungsmittel. 
z.B. Thtanol, verwendet wird. 

Um [ins uber die Lichtenipfindlichkeit der Actinomycine zii orientieren, haben wir 
l’roben in \,crschiedenen lliisungsmitteln liingere &it dem Tageslicht ausgesetzt. niv 
Ahnahmc der Farbintensitiit war stark von der ISatur des Losungsmittels abhangig, cr- 
fdgte jedoch so langsam, di1B auch bei langer denernden Vcrteilungsoperationen aiif hr- 
sonderen LichtahschluB verzichtet werden kann. 

Zusammenfassend laRt sich sagen, daB erst durch den Einsatz voii Lii- 
sungsvermittlern aus der Oruppe der aromat,ischen Sulfon- und Carhnsiiuren 

7 )  H. Grone ,  Diplomarb. Gittingen, 1953. 
s)  Schon geringe Veranderungen in der Konxentration des ISatrium-~-nayhthali~r- 

sulfonrttcs sind von erheblichem EinfluB auf die Laslichkeit der Actinomycine und daniit 
auch anf den Verteilungskoeffizienten. Das ist fur die Trennung der weiter unten bc- 
schriebenen Actinomycine von Bedeutung, die sich in i h n  Loslichkeitaeigcnschaften von 
Actinomycin C unterscheiden. Durch geringe Konzentrationsanderungen der Natrium-$ 
naphthalinsulfonat-lsung liil3t sich leicht der fur die Trennung diescr Actinomycine 
optimalo Verteilun~skoefhient~ einatellen. 

.. - . ._ ..- ~ 

. ... 
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die fraktionierte Cegenstromverteilung zu einer praparativ brauchbaren Tren- 
niingsmethode fur Aci.inomycine geworden ist. Dariiber hinaus sind die Lo- 
sungsvermitt,ler noch in anderer Hinsicht von Bedeutung. Wie im nachsten 
Abschnitt gezeigt wird, ist es mit ihrer Hilfe zum erstenmal gelungen, die 
Actinomycine papierchromatographisch zu trennen 9 

Aiich apparativ hat sich die Gegenstromverteilung dcr Actinoinycine verbessern lassen. 
Bur die crste priiparative Trennung des Actinomycins C in Methylbutyliither i n-Di- 
butylathcr/10-proz. HarnstofFlosung venvendeten wir eine Verteilungsapparatur iiach K. 
(2riibhofer*o), die zwanzig GefaDe mit je 800 ccm Fassungsvermogen enthielt. Dabei 
ergaben sich, besonders als grijDere Actinomycinmengen zu verarbeiten waren, folgende 
Miingel: Fur eine sauhero Trennung von Actinomycin C,, C, und C ,  mill3 iiber mindestens 
200 Stufen verteilt werden. Das erfordert bei einer 20stufigen Apparatiir haufiges Um- 
fiillen der Losungsmittel, was zeitraubend ist und zu unvermeidlichen Verlusten fiihrt. 
Ferner stellte sich wegen der groDen Fliissigkeitsvolumina in den cinzelnen GefiiDen das 
Verteilungsgleichgewicht nur Iangsam ein, so dal3 bei jeder Verteilung mindestens 100 
Schiittelhewegungcn von Hand erforderlich waren. 

Alle diese Schwierigkeiten entfielen, als wir ziir Trennung eine 200stufige 
vollautomatische Verteilungsapparatur einsetzben, (lie in unserem Institut 
von F. A. v. Metzsch entwickelt wordeii istll). Ihre GefaI3e fassen von 
jeder Phase 25 ccm. Fullt man das zu trennende Actinomycingemisch in die 
ersten 10 OefaBe der Apparatur, so lassen sich etwa 0.5g Actinomycin in 
einem Ansatz verarbeiten; bei Wullung der ersten 20 CefiiBe sogar 0.9-1 g, 
wobei der Trennungseffekt allerdings etwas geringer wird. Die Ausbeute an 
reinen krist. Act.inomycinen betrug bei Ansatzen mit 0.5 g Actinomycin C 
i 2  d.Th., bei 0.9-1 g nur noch 600,/, d.Th. LaBt man die Apparatur im 
Kreislauf arbeiten, so kann solange verteilt werden, his die am schnellsten 
wandernde Zone die langsamste einholt. 

Abbild. 1 zeigt die Kurve einer in Methylbutyliither/l.75-proz. Natrium-F- 
tiapht,halinsnlfonat-~,osung iiber 254 Stufen durchgefuhrten Verteilung von 

02 

-?I.- * 
01 

Sru finzuhl 
Abbild. 1. Verteilung von Actinomycin C iiber 254 Stufen in: 

9 )  H.-Brockmann u. H. Grone,  Naturwissenschaften40,222 [1953]. 

Methylbutylilther/ 1.75 yo Natriurnnaphthalin-9-sulfonat 

l o )  Chem.-1ng.-Technik 22,209 [1960]. 11) Chem.-1ng.-Technik %,66 [1953]. 
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0.5 g Actinomycin C .  Die fur die einzelnen Actinomycine gefundenen Kurven- 
teile (Abbild. 1) sind den fur reine Substanzen berechneten sehr ahnlich, wor- 
aus zu schlieBen ist, da13 bei einer Weiterfiihrung der Verteilung keine Auf- 
trennung der Komponenten mehr eintreten wird. Dall dieser SchluU berech- 

. ___ ~ -~ __-._ 

Abbiltl. 2. Berteilung von Actinomycin 
C, iiber 496 Stufen in: Methylbutylatherl 

1.55% Nstriiim-p-naphthalinsulfonat 

tigt ist, zeigt eine im gleichen System 
iiber 496 Stufen durchgefiihrte Ver- 
teilung von Actinomycin C,. Die erhal- 
tene Kurve (Abbild. 2) ist die einer 
einheitlichen Substanz. 

11. Pap ie rch romatograph i sche  
Trennung  de r  Act inomycine  

Vor kurzem ist uber die Actinomycin- 
bildung bei Einsporkulturen und Va- 
rianten von Streptomyces chrysomallus 
berichtet worden3). Bei diesen ITnter- 
suchungen wurden die aus den Stam- 
men isolierten Actinomycin-Priiparate 
im analytischeri MaBstab der Gegen- 
stromverteilung unteworfen und an 
Hand ihrer Verteilnngskurven mitein- 
ander verglichen; ein Verfahren, das 
zeitraubend ist, mindestens 20 mg Sub- 
stanz erfordert und den Wunsch auf- 
kommen lieB, fur mikrobiologische Ver- 
suche eine bequeniere und auch fur 

kleinste Actinomycinmengen geeignete Analysenmethode zur Verfiigung zii 
haben. Wir haben daher versucht , ob man Actinomycingemische papier- 
chromatographisch trennen kann. 

Verbindungen, die wie die Actinomycine in U’asser schwer loslich sind, 
lassen sich mit Hilfe dcr klassischen Papierchromatographie, bci der das im 
Papier vorhandene Wasser als stationare Phase f ungiert, nicht trennen. Sie 
werden aber, wie R. R. Goodal l  und A. A. Levy12) zuerst am Heispiel der 
Penicilline gezeigt haben, der Papierchromatographie zugiinglich, wenn man 
als stationare Phase Pufferlosungen von geeignetem pH verwendet, in denen 
die zu trennenden Verbindungen loslicher sind als in Wasser. Da die NTaaser- 
loslichkeit der Actinomycine durch Puffersubstanzen nicht geniigend erhoht 
wird, haben wir versucht, an ihrer Stelle die oben genannten Ibsungsvermittler 
zu benutzen und auf diese Weise den Anwendungsbereich des Verfahrens von 
Goodal l  und L e v y  zu erweitern. Dabei stellte sich heraus, dal3 die zur 
praparativen Gegenstromverteilung der Actinomycine brauchbaren Losungs- 
mittel-Systeme nicht ohne weiteres zur Papierchromatographie geeignet sind. 
Auf Papier, das mit einer 1.76-prox. Natrium-3-naphthalinsulfonat-Losung an- 
gefeuchtet war, bildete Actinomycin C beim Entwickeln mit Methylbutylather 
- - - - 

12) Analyst 74, 277 [1947]. 
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nur eine einzige, mit der Front der mobilen Phase wandernde Zone. Xine 
Trennung trat nicht ein. 

Systematische Versuche haben ergeben, daB der fur eine Trennung auf 
Papier optimale Verteilungskoeffizient kleiner ist als beim Arbeiten in der 
Apparatur. Die stationare Phme eines zur Papierchromatographie geeigneten 
Sptemes muD demnach mehr Actinomycin aufnehmen als die mobile Phase. 
Das ist z. B. der Fall beim Losungsmittelpaar n-DibutyllitherllO-proz. Na- 
trium- 1.6-naphthalindisulfonat-LOsung, in dem Actinomycin C im absteigen- 
den Verfahren tatsiichlich drei Zonen bildete, die allerdings verwaschen waren. 

Durch Arbeiten unseres Institutes18) ist gezeigt worden, daB sich das Ver- 
fahren von Levy  und Goodal l  erheblich verfeinern laat, wenn man statt 
mit absteigender mobiler Phase auf horizontalen Bogen ringchromatogra- 
phisch'4) arbeitet. Diese Methode hat sich auch bei der Trennung der Actino- 
mycine ausgezeichnet bewahrt ; Actinomycin C bildete in dem eben genannten 
Losungsmittel-System drei weit voneinander getrennte scharfe - Ringzonen 

- 

Abbild. 3. Sektoren-Chmmatogramm von Actinomycin C und seinen Komponenten 
C,, C, und C, 

(Abbild. 3). Wie bei der Verteilung in der Apparatur wandert auch hier 
Actinomycin C, am schnellsten (iiuI3erer Ring) und Actinomycin C, am lang- 
samsten (innerer Ring). Die Aufgabe, Actinomycine papierchromatographisch 
zu trennen, ist damit gelost. 

na 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 mulJ, ist die Angabe von RF-Werten 
schwierig oder unmoglich. Um dennoch die Zonen der verschiedonen Actinornycine 
zahlenrnibfiig zu charakterisieren, kann man ihre Lagc auf die eines bestimmten Actino- 
mycins beziehen. Wir haben dafiir das mit mittlerer Geschwindigkeit wandernde Actino- 
~ 

13) H. B r o c k m a n n  u. P. P a t t ,  Naturwissenschaften40,221 [1953]; H. B r o c k -  

14) 1,. R u t t e r ,  Nature [London] 161,435 [1948]; Analytic. Chem. 23,396 [1961]. 
m a n n  u. G. P a m p u s ,  Naturwieaenschaften 41,87 [1954]. 
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mycin C, gewiihlt und dementsprechend die Zonen der Actinomycine durch RC,-Rerte 
(Rc2 = Wegliinge der betr. Zone : Wegliinge der C,-Zone) gekennzeichnet. 

Fur die papierchromatographische Trennung reichen 0.5 mg Substanz aus. Weden 
die trockcnen Chromatogramme gasformiger Salzsaure ausgesetzt oder mit konz. Salz- 
sBure bespriiht, so fiirben sich die gelben Actinomycinzonen infolge Salzbildung rot. Da- 
durch treten auch sehr scliwache Zonen deotlich hervor, und die photographische M'ieder- 
gabe der Chromatogramme wird verbesscrt. 

-4bbau- iind Zersetzungsprodulrte der Actinomycine haben erhcblich klcinero Rc2. 
Wertc als die Actinoniycine und lasscn sich daher im Chromatogramm lcicht erkennen. 
Zusatz von Butanol zum n-Dibutylather erhoht die Rc,-Wertc dcr Actinomycine und die 
ihrrr Ahbauprodukte. Abbauprodiikte der verschiodenen Actinomycinc, dic wegen ihrcr 
kleinen Rc2-Werte mit n-Dibutyliither nicht trennbar sind, zeigen bei Zusatz von Butanol 
putc Zonenbildung. 

Wenrlet man hei der Ringchromatographie das Sektorenverfahren's) an. 
SO lassen sich mehrere Actinomycinprlparate auf einem Bogen miteinander 
verglcichen. Ahhild. 3 zeigt ein Sektorenchromatogramm des Actinomycins C 
und seiner drei Komponenten. Zwei Actinomycine, die im Sektorenchromato- 
gramm cine verschiedene JAage ihrer Zonen zeigen, sind sicher voneinander 
varschieden. TJmgekehrt darf man aus iibereinstimmenden Kcs-Werten nicht 
ohne weiteres auf Identitat schlieBen, sondern der Vorgleich muB in einem 
zweiten Lijsungsniitkel-System wiederholt werden. Erst wenn auch hier die 
I:,:p-Wertc gleich sind, kann die Identitat als gesichert gelten. Piir solche 
\'ergleic!he htthen wir neben n-l>ibutaylather/lO-proz. Natrium-1.8-clisulfonat~- 
Ihur ig  die heiden Systenie n-Dibutylather -I- Butanol(3 : 2)/1O-proz. Natrium- 
nr-kresotinat - Liisnng 16) sowie rz-Dibutylather -i- Butylacetat (1 : 3)jlO-proz. 
Natriunw,r-kresotinat-Losung17) verwendet. 

Mit u n s e r ~ ~  papierchromat.ographischcn Trennungsmethode ist es iiunmehr 
eiii leichtes, die (lurch fraktionierte Gegenst.romTerteilung gewonnenen Act ino- 
mvcirie aiif lteinheit zu priifen, die von verschiedenen Streytonz?~ces-Arten pro- 
duzierten Act,inomyciiie miteinander zu vergleichen u d  zu untersuchen, ob 
(lurch \:ariationen oder Mutationen Stiimme entstehen, dic zur Hildung neuer 
Actiriomyciric befahigt sind. 

Wie im iiiichsten Abschnitt gezeigt wircl, konnen niit unserer Methodc in 
Bctinomycin-~rii~)araten noch sehr kleine Mengen von , ,Neben-Actinomyoinen" 
nachgewiesen werden. Sie unterscheiden sich von u. U. vorhandencn Abbau- 
oder I:m~van(llungYprodukten der Actinomycine datlurch, da8 ihre gelben 
Zonen I .  sich beim Behandeln mit. konz. Salzsaure rot fiirben, 2. beim Be- 
spriihen mit salzsaurer Ziiin(I1)-chloridlosung grun werden und 3. antibio- 
tische Wirksamkeit zt'g X I  en. 

Urn in einem Actinomycin-T'raparat das Mengcnverhaltriis der reincn Kom- 
ponent,en zu ermitteln, haben wir die Zorien des ltingchromatogramms aus- 
geschnitten, mit Methanol eluiert und nach Auffiillen auf ein bestimmtes Vol. 
die Xxtinktion der Losungen im Lauge-Kolorimeter (griinblau-Filter) mit- 
einancler verglichcn. Ihr Verhaltnis gibt das Mengenverhiltnis der Kompo- 

___.. . . .. .. . ~ 

.. - .- 

' 5 )  K. V. (iiri u. N. A. K. Rao, Kature [London] 169, 923 [1982]. 
16) Privatrr,i;bilung von Herrn lh. G. S c h m i d t - K a s t n e r ,  Elberfeld. 
17) Diesee System wurde in unsercm Institut von H. M a r t i n  ausfindig gemacht. 
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nenten hinreichend genau wieder, denn die spezif. Extinktionen der ver- 
schiedenen Actinomycine unterscheiden sich nach unseren Untersuchungen 
urn hochstens 10%. 

Die Ringchromatographie mit Losungsvermittlern liiBt sich, wie vor kur- 
zem gezeigt wurde13), in priiparativem MaBstab anwenden, wenn man als 
Trager der stationiiren Phase einen aus 50-100 Bogen bestehenden Papier- 
pack verwendet. Diese Anordnung eignet sich auch zur Trennung der Actino- 
mycine. ZweckmiiBiger ist es jedoch, eine Cellulose-Saule zu benutzen. 

- -  -. . 

111. Dars te l lung  und  E igenscha f t en  re iner  Act inomycine  
'Urn dem oben skizzierten Programm entsprechend zu priifen, wieviele Acti- 

nomycine es gibt, und wieweit sie sich in ihrer Konstitution und biologischen 
Wirkung unterscheiden, war es notwendig, die vorstehend beschriebenen ana- 
lytischen und priiparativen Trennungemethoden auf moglichst viele Actino- 
mycin-Priiparate verschiedener Herkunft anzuwenden. Unsere nachste Auf- 
gabe muI3te also sein, aus unserer Actinomyceten-Sammlug siimtliche zur 
Actinomycinbildung befahigten Stamme herauszusuchen und ihre Actino- 
mycine zu isolieren. Unter 2140 Stiimmen 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 Actinomycinpriiparate zeigte, daB 11 
von den 21 Stiimmen Actinomycin C gebildet hatten. 

I n  manchen Actinomycin-C-Priiparaten 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 R,ing zu erkennen gibt. Es konnte bisher nur in geringer Menge kristalli- 
siert erhalten werden. Bei der Verteilung an der Cellulosesiiule trat uber der 
Zone des Actinomycins C, noch eine zweite auf, deren Inhaltsstoff im folgen- 
den als C, bezeichnet ist (Abbild. 5,111). 

Acht unserer Actinomycin bildenden Streptomyces-Stiimme, die sich mikro- 
biologisch eindeutig von den Actinomycin C erzeugenden abgrenzen lassen, 
lieferten ein Actinomycin, das sich durch Kristallform, spezif. Drehung und 
Loslichkeit charakteristisch von Actinomycin C unterscheidet. Es wurde in 
umerem Institut zuerst von H. Lingele) isoliert und ist unkr der provisori- 
schen Bezeichnung Actinomycin X bereits kurz beschrieben worden's). 

Durch fraktionierte Gegenstromverteilung in Methylbutyliither/l.Ei-proz. 
Natriurn-~-naphthalinsulfonat-Losung konnten wir zeigen, daB Actinomycin X 
ebenfalls ein Gemisch istle). Seine Verteilungskurve (Abbild. 4) xeigt die 
Hauptkomponente X, und zwei Nebenkomponenten & und X, an. Die durch 
(:egenstromverteilung getrennten Komponenten X, und X, lieBen sich leicht 
in kristallisierter Form gewinnen. DaB die Zusammensetzung des Actinomy- 
cins X komplizierter jist, als es nach diesen ersten Versuchen den Anschein 
hatte, zeigte sich, als gradere Mengen an der Cellulose-SBule aufgetrennt wurden. 

I*)  Disaertat. Giittingen, 1951. 
'9) H. Brockmenn, H. Linge u. H. Grone, Naturwiesenscheften40.224 [1953]. 
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Abbild. 6. Papierchromatographischer Vergleich von Actinomycin C, X und I, links im 
System: n-Dibutylilther + Butanol(3 :2)/1O-proz. Natrium-m-kresotinat, rechts im System: 

n-Dibutyliither + Butylacetat (1 : 3)/1O-pmz. Natrium-m-kreuotinat 

FGlgende Fraktionen zeigten in beiden Systemen gleiche Hcl-Werte und 
miissen demnach vorlaufig alx identisch angesehen werden: 1) C,, und I,,; 
2) C, und I,; 3) C, und I,. Gegen die Identitat von C, und I, sprachen zu- 
nachst die Ergebnisse einer vorlaufigen Aminosaure- Analyse, bei der fur C, 
zwei Moll. Valin, fiir I, nur ein Mol. gefunden wurde20). Eine Wiederholung 
der Analysen hat ergeben, daB auch I, zwei Moll. Valin enthalt. Ob Actino- 
mycin C, mit I, identisch ist, bleibt vorlaufig unentschieden. 

Nachdem die oben beschriebenen papierchromatographischen Trennungs- 
methoden zur l'erfiigung standen, war es uns moglich, Proben von Actino- 
mycin A und B mit unseren Praparaten 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, da13 die beiden Actinomycinpriiparate niiteinander identisch sind. 

Das zuerst von H. L e h r  und J .  Berger22) isolierte und spater von Todd 
und MitarLb.5) eingehend untcrsuchte Actinomycin I3 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 XI und X, ent- 
sprechenden Komponenten B, und B2 kristallin isolieren. B, und B, stimniten 
im Schmelzp. sowie in der quantitativen Zusammensetzung ihres Peptid- 
teilsB) mit Actinomycin X, bzw. X, iiberein. Diese Befunde zeigen, daB in 
unserem Actinomycin X der gleiche Actinomycin-Komplex vorliegt wie im 
Actinomycin B. Gleichzeitig beweisen sic die Verschiedenheit von Actino- 
mycin A und B, die bisher noch nicht eindeutig feststand. 

21) Wir s%d H e m  Prof. Dr. Waksman und Herm Prof. fi. Todd fiir die mer-  
laasung von Proben ihrea Actinomycins A bzw. Actinomycins B zu groI3em Dank ver- 
pflichtet. 

~- 

%*) Arch. Biochemistry 28,503 [1949]. 
") Die Andysen wurden von G. Bohnsack diirchgefiihrt. 
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Einige Angaben uber die von uns gewonnenen einheitlichen Actinomycins 
und die bisher amorph erhaltenen Actinomycinfraktionen sind in Tafel 1 zu- 
sammengeatellt. Die Schmelzpunkte d e n  unter dem Mikroskop (Kofler- 
Rlock) bestimmt; sie sind hier besser defhiert (Verlust der Kristdform) als 
im Rohrchen (Meniskusbildung), liegen aber etwm tiefer. Die Unterschiede 
im Schmp. der verschiedenen Actinomycine sind nicht erheblich, sie betragen 
maximal (zwischen Actinomycin C, und &) loo; miteinmder gemischt zeigen 
die Actinomycine keine deutliche Erniedrigung, der Mischschmelzpunkt als 
Identitiitsprobe entfkllt demnach. 

wie C, 
~- 

Tafel 1. Physikalische Daten  der  Actinomycine 

240-2420 

RhombischePktt- 
then (ausEssigester) 244-2460 

SpeZif. 
-hung+ 1 

BC 
r**, 

Spezif.'*) 
Extinkt. 

Coa 0.13 

0.13 
~ 

0.10 

0.10 

0.56 

1 .oo 

1.61 

0.12 

0.27 

0.63 

0.97 

1.34 

CO i 
I-- -____ 

-34990 f 100 

- 

20.5 0.72 Thre, &d), Pro, 
Val, MeVaP) Hexagonale Bi- 241-2430 

pyramiden, auch 
seohskantige Sku- 
len und Nadeln 1 237-2390 -325' f 10' 19.9 1 .oo Thre, s8r, Pro, 

Val, MeVal, Ileu 
(am Easigester, 

Methanoln.Benzo1) -321' f 10' 1.39 

- 

T h ,  s8r, &J, 

MeVal, Ileu 18.8 

~- 

wie C, 242-243' -314" f 10" 20.5 0.49 
Thre, Sar, Pro, 

Val, MeVal 

-3530 f 100 20.7 
Thre, Sar, Pro, 

Val, MeVal 

Xoa 0.14 0.17 

XO 0.14 0.39 
__ _ _  
Thre, &r, Pro, 

Val, MeVal -309' f 10' 0.48 
__ 
- 

.~ 

0.72 

0.93 

1.11 

- 

- 

wie C, I 241-2420 17.3 0.56 

0.71 

-3410 100 18.6 
Thre, Sar, Pro, 

Val, MeVal 0.98 

1.49 

1.90 
I 

*) Bestimmt auf dem KoflerBloek. Substam bei 210' aufgelegt, Temp.-Steigerung P/Min. 
1 
cd 

**) Gemwen bei 446mp (Beakman-Spektralphotometer). Speeii. Extinktiou E - lg f -  ; i~ = g / l  . LLuupmitt81 Cyolohexan. 
***I Butsnol + n-Dibutyl)&ther (2:3 / 10-pror Natriumin-kresotina!. 

****) Butyhetat + n-DibutyBther (3:1)/10-proz. Natriumin-kresotmat. 
+) In Methanol. 1) Sarkosin. ) 2-N-Methyl-valin. 



reiner Actinontycine (XII.) 1047 

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

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

. ._ -.__ 
Nr. 7'19541 

We llenlange h W 

Abbild. 7. Ultrarotspektrum des Actinomycins C, in Kaliunibromida) 

Arbeiten von A. R. Todd  und Mitarbb.5) sowie Untersuchungen unseres 
Arbeitskreises haben gezeigt, daB die Actinomycinc ,,Chromopeptide" z5) sind. 
Der Farbstoffteil ihrer Molekel 1aBt sich durch Barythydrolyse vom Peptid- 
teil als rotes, kristallisiertes Despeptido-actinomycin C,,H,lO,N, abspalten ,,), 

Abbild. 8. Absorptionskurve von Actinomycin C, in Cyclohexan 

dessen Konstitution weitgehend aufgeklart werden konnte26). Da die Actino- 
mycine I,, X,, C, und C ,  beim Barytabbau ein und dasselbe Despeptido- 
actinomycin liefern2'), darf man annehmen, daB diese von der Gattung Strepto- 
myces in groBerer Menge produzierten ,,Hauptact,inomycine" im Bau ihres 

u) U. Schiedt u. H. Reinwein, Z. Naturforsch. 7b, 270 [1952]. 
25) H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwisscnschaften37,494 [1950]; Chem. 

Ber. 86,1407 119531; H. Brockmannu. Cr. Budde,  Naturwissenachaften 40,529 119531. 
26) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Natumisscnschaften 41 [1954], im Druck. 
27) H. Brockmann u. K. Vohwinkel, Naturwissenschaften 41,257 [1954]. 

_. 
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Parbstoffteils ubereinstimmen. Dementsprechend verlaufen ihre Absorpt.ions- 
kurven (Abbild. 8) vollig analog. Lediglich in den spezif. Rxtinktionen ('l'afel 1) 
finden sich bei einigen Vertretern (z. H.  X, und 1J gewisse Unterschiede, die, 
da ihr Farbstoffteil gleich ist, offenbar auf geringfugige Unterschiede ini Mo1.- 
Gew. des Peptidteils zuriickzufiihren sind. 

Uer Peptidteil der Actinomycine I,, I, (C,), X, und X, ist a m  den Arninosaiiren 
2-Threonin, Sarkosin, I-Prolin, d-Valin und I-N-Methyl-valin aufgebaut. An Stelle des 
d-Valins enthalt Actinomycin C, d-Allo-isoleucin3.*~), und beim Actinomycin C ,  fanden 
wir neben Threonin, Rarkosin, Prolin und N-Methyl-valin sowohl d-Valin als auch d-Allo- 
isoleucin:V*). 

Mol.-(:ew.-Bestimniungen der Actinomycine durch katalytische HydriernngZn) son-ie 
tlnrch potentiomctrische Titration rnit Perehlorsiure in Eisessiga) haben Werte zwischen 
1 2 0  nnd 1350 ergeben. Aus diesen Zahlen und dem Mo1.-Gew. 285 des Ikspeptido- 
actinomycins lie8 sich folgern, da8 die Actinomycine mehrere der oben genannten Amino- 
sinrebaiisteine doppelt enthalten. Quantitative Aminosaurehestiinmungen"O) haben dies 
bestiitigt. 

In  Zusammenfassung der in dieser Arbeit, angefiihrten Ihgebnisse und in- 
z\l-isclien weitrrgefiihrter mikrobiologischer I!ntersuchungen3') 1aBt Rich sapen, 
dall man die ziir Actinomjwinbildung befahigten Streptoniyces-Stamme nach 
der K'atur ihrer Actinoinycine in drei Gruppen eint.eilen kann, die sich auch 
mikrobiologisch deutlich unterscheiden : 
1. Stamme, die \via Strrptorn!yce.y antihioticus und unsere Stamme, I 794 u. I 797 

2. Stiimme, die Actinomycin X [Oemisch aus X,, So, XI, (Xoa, XI,, X3, S,)]  

3. Stiimme, die wie Streptorviilces clzrpvia1lii.s Actinomycin C [Gemisch aus 

__.- .-- - _. 

Act,inomycin I [Gemisch aus I,32) (A), I,, I,, (I,,, I,)] srzeugen. 

I~ilden. 

Ca, C,, C, (.== 11), (C,. (!"a) I hervorbringen. 

Titfel2. I ' r o z e n t 11 a 1 e Z u s a rn men H e t z u n g TO n Act  i n om y c i ne n ((k m i 8 c h e n ) 
ver  s r h ie d cne  r S t a m m e 

- - . ~ - -. 

Act.irioinycin X ! 1 Actinomycin C 
Siitenich31 Ital 1113 I I Stand C 330a I ]Val 679 

. .. -. _- . - . . . .. . . ... . . 

r2ct.inomycin I 
Iniinc 797 

. .. 

8.9 I (2.0) 

21.9 
3.7 I Cq2 40.7 35.2 45.; 

34.4 54.8 I (IJ 49.0 j 4o.x 1 
, 

I s:, I 0.5 
I x, , 0.5 [ - 

i 
! 

'i . . brileutct, dali das betr. Aclitiomvcin s w r  i l l  Spurrii vorlianden, nscli niiwrer Metliodr aber nielit mrl:r 
xaIileiuni0i,o zii i , r l a w n  kt. 
-_- .. -. 

%) H. B r o c k m a n n ,  N. Orubhofer ,  \V. Kass u. H. K a l b e ,  Cheni.Ber.Y4.260 
119511; A. \V. J o h n s o n ,  A. R. T o d d  u. L. ( 7 .  Vining,  J. chem. Soc. [London] 1982. 
2672. 

28) H. Rrockmaiin u. E. Meger,  Chem. Ber. 86. 1514 [1953]. 
R") H. Rrockniann,  G. Rohnsacki i .  H. Grone ,  Naturwisaenschaften 40,223 [1953]. 
:%!) Diem Untersuchungen wurden von H. Mar t in  durchgefiihrt. 

in sehr kleiner hfenge vorhandene Keben- Hauptkomponenten fett gedruckt; 
koniponenten duroh Klrimmern zekennzeichnet. 
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Alle drei Gruppen produzieren Actinomycingemische, deren Zusammen- 
setzung qualitativ und bis zu einem gewissen Grad auch quantitativ fur jede 
Gruppe charakteristisch ist. Jeder der drei Actinomycinkomplexe enthalt eiiie 
bzw. zwei der Menge nach iiberwiegende Hauptkomponeiiten (Il in I ; X, in X ; 
C, uiid C, in C) und mehrere in geringerer Menge vorhandene Nebenkompo- 
nenten. Tafel2 bringt Beispiele fur daa Mengenverhaltnis der Komponenten. 
Dieses Verhaltnis lafit sich - bisher besonders augenfallig beim Actinomycin X 
- durch Variation der Kulturbedingungen veriindern, 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 Stam- 
men gibt, deren Actinomycingemische eine derartige TTmkehrung im Mengen- 
verhaltnis der Komponenten aufweisen, muD noch untersucht werden. 

Stamme, die unter gleichen Bedingungen gehalten werden, bilden nach 
unseren bisherigen Erfahrungen auch iiber liingere Zeiten hin Actinomycin- 
gemische, deren Zusammensetzung nur geringe Schwankungen aufweist und 
auch durch Variantenbildung wenig beeintrachtigt wird 3). 

Uber quaiit,itative Aminosaure-Best,immungen bei den verschiedenen reinen 
Actinomycinen, die Reihenfolge der Aminosiiuren im Peptidteil, iiber kri- 
stallisierte Abbauprodukte des stufenweisen alkalischen und sauren Abhaus 
und die Konstitut.ion des Farbstoffteils der Actinomycine wird in den nachsten 
Mitteilungen berichtet werden. 

Der Deutschen  Forschungsgemeinschaf t ,  dem Werk Elberfeld der F a r b e n -  
f a b r i k e n  B a y e r  sowie den1 F o n d s  d e r  Chemie danken wir fur groflzugige E’ordemng 
unserer Arbeiten. 

Beschreibung der Vcrsuche 

Lichten ipf indl ichkei t  v o n  Act.inompcin C: Losungen von 5 mg Act,inomycin (I 
in je 20 ccm 1) 5.6-proz. Palzsiiure, 2) CO-proz. metha.no1. Salzsiiure, 3) Methanol, 
4) Essigester, 5 )  Renzol und 6)  Methylbutylather wurden in verschlossenen Reagenz- 
glasern dem Tageslicht ausgesetzt, wihrend eiiie analoge Losungsreihe zur Kontrolle im 
Dunkeln blieb. In bestimmten Zeitabstanden wurde die Extinktion der IAsungen in1 
1,ange-Kolorimeter (Filter blaugrun) gemessen. Nach 50 Tagen zeigten sich die Lijsungen 
in h n z o l  und Methanol unverandert, wahrend die Extinktion der Essigester- und Methyl- 
butylather-IAsungen auf die Halfte abgesunken war. Alle unter LichtabschluB auf- 
bewahrten Kontrollproben blieben unverandert. Mit Abnahme der Extinktion vermin- 
derte sich auch die antibiotische Wirksainkeit,. Die zunachst tief rot. gefarbten SalzsBure- 
Iosungen zeigten einen sehr schnellen Abfall der Ext.inktion auf den halhen Wert, der 
sich im Verlauf von 50 Tagen nicht mehr andcrte. 

Pr i i fung  v o n  Losungsvern i i t t l e rn .  Losungen von einigen Milligramm Actino- 
mycin C! in 5 ccm Methylbutylat.her wurden jewcils mit 5 ccm einer 5-proz. Losung der 
im folgenden angegebenen Salze geschiittelt. Die Wirksamkeit des Losungsvermittlers 
gab sich durch die Farbe der waBr. Phase zu erkennen. 

L o s u n g s v e r m i t t l e r  F a r h u n g  dcr wanr igen  P h a s e  
Natriumoxalat keine 
Natrium-sulfanilat schwach 
Natriurn-naphthalin-1.6-disulfonat stark 
Natrium-P-naphthalinsulfonat 
Natrium-naphthionat 
Natrium-P-anthrachinonsulfonat 

sehr stark 
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Zusammensetzung des verwendeten technischen N~trium-P-naphthalinsulfonates: 
85.9% Natrium-P-naphthalimdfonat, 1.8% Natrium-a-naphthalindfonat, 2% Natrium- 
1.6-naphthalindisulfonat, 5.7% Natriumchlorid, 2.5% Natriumsulfat. 

P r i i p a r a t i v e  Gegens t romver te i lung  v o n  Act inomycin  C: Da jedes GefitB der 
200stufigen, vollautomatischen Verteilungsapparatur 50 ccm falte, waren von jeder Phase 
5 2 erforderlich. 

a) Mobile Phase :  T e c h .  Methylbutylather wurde iiber eine Kolonne fraktioniert. 
Verwendung fand die zwischen 70° und 73O iibergehende Fraktion. 

b)  S ta t ion i i re  Phase :  120 g techn. Natrium-P-naphthalinslllfonat wurde unter Er- 
warmen in 2-3 I U'asser gelost. Die triibe, schmutzigbraune Liisung wurde durch Kohle 
filtriert und auf 6 2 aufgefiillt. (Farbe schwach gelb.) 

Nachdem beide P h m n  griindlich miteinander geschuttelt waren, wurde nochmals 
filtriert. AuBerste Sauberkeit der Losungsmittel wie auch der -4pparatur war erforder- 
lich, um Emulsionsbildung zu verhindern. Zur Verteilung wurde eine Ltisung von 470 mg 
Actinomycin 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- 
ponentc (C,) die am langsamsten wandernde (C,) fast erreicht hatte, was nach 254 Ver- 
teilungen der Fall war. Der Verteilungsvorgang lieD sich an der Farbe der Liisungen 
gut vcrfolgen. Die Verteilungskurve wurde kolorimetrisch ermittelt. Danach wurden 
abgetrennt: Stufe 57 bis 86 (Cl), Stufe 92 bis 131 (C2), Stufe 146 bis 188 (CJ. 

In  jeder dieser drei Gruppen wurde die mobile und stationare Phase getrennt auf- 
gearbeitot. Das Actinomycin der wiibr. Phase schiittelte man mit Benzol aus und gab 
den Benzolextrakt durch eine Seule von Aluminiumoxyd. Durch Waschen mit Essig- 
ester wurde das Actinomycin eluiert. Es kristallisierte beim Eindunsten des Eluates 
aus. Die mobile Phase troclmete man mit Natriumsulfat, filtrierte anschliel3end durch 
eine S&de von Aluminiumoxyd und eluierte die Actinomycin-Zone ebenfalls mit Essig- 
ester. 

I n  gleicher U'eise wie Actinomycin C wurden auch Actinomycin X und J in die Kom- 
ponenten aufgetrennt. Entsprechend ihrer geringeren Liislichkeit war die Ausgangs- 
menge kleiner (200-250mg). AuDerdem muBte bei ihnen die Konzentration des Lo- 
sungsvermittlers auf 1.5% bzw. auf 1.25% verringert werden, um einen giinstigen Ver- 
teilungskoeffizienten zu erreichen. Aufarbeitung wie beim Actinomycin C. 

Papierchromatographische T r e n n u n g  d e r  Act inomycine.  Die fiir die mobile 
Phase erforderlichen JAsungsmittel Butanol, Butylacetat und n-Dibutylather hatten den 
richtigen Siedepunkt und waren aus techniachen Produkten durch fraktionierte Destil- 
lation gewonnen. Als stationiire Phase diente eine Losung von 50 g Natrium-m-kresotinat 
in 500 ccm Wmser. Die zuniichst trube, braune Liisung war nach Filtration durch Kohle 
klar und schwach gelb. 

Los ung s m i  t t e l s  y s t e me : 1. Butanol + n-Dibutylather (2 : 3)/ 10-proz. Lijsung von 
Natrium-m-kresotinat. 2. Butylacetat + n-Dibutylather (3 : 1 )/ 10-proz. Losung von h'a- 
trium-m-kreeotinat. Beide Ltisungsmittel wurden vor der Anwendung gut gegeneinander 
abgesittigt. 

C h r o m a t o g r a p h i e  m i t  a b s t e i g e n d e r  Phase.  Ein Papierstreifen (Schleicher  & 
Schul l  2043b) wurde mit 10-proz. Lijsung von Natrium-m-kreaotinat matt-feucht be- 
spriiht. Nachdem am oberen Rand Actinomycin C aufgetragen war, wurde anscblieBend 
in der ublichen Weise rnit der mobilen Phase entwickelt. Nach einigen Stdn. waren zwei 
stiirkere und ein schwacher Fleck sichtbar, die jedoch nicht scharf voneinander getrennt 
waren. Bei zunehmender Laufzeit verschwammen die Umrisso immer mehr, bis die 
Flecken sich vollig verteilt hatten. 

Ringchromatographie .  Gearbeitet wurde in einem Exsiccator von 25 cm Durch- 
messer, dessen Deckel rnit einem Tubus versehen war12). 

Zufuhrung 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 etwaa eingekerbt, urn 
den Durchtritt der zum Volumenausgleich erforderlichen Luft zu erleichtern (schr&ges 
Abschleifen des Randes hat den gleichen Effekt). Dieses "ropfrohr hat den Vorteil, 
daB sich der Nachlauf von selbst regelt. Seine Geschwindigkeit kann durch mehr oder 
minder starkes Andrucken des unteren Rohrendes an die Papiefiche beeinfluBt werden. 
Die Vorrichtung versagt bei leicht beweglichen Fliissigkeiten, z. B. Benzol. 

Nachdem das Papier (Schleicher & Schull2043b) mit stationiirer Phase mattfeucht 
bespruht worden war, wurde etwa 1 mg Actinomycingemisch in Amton oder Methanol 
gelost mit einer Kapillare auf der Peripherie eines kleinen Startkreises (2 cm Durchmesser) 
aufgetragen. Die Konzentration der Xsung SOU etwa 6 mg Actinomycin in 0.6 ccm L6- 
sungsmittel betragen. Daa mit stationhr Phase angefeuchtete Papier la& sich vollig 
glatt und straff auf den Exsiccatorrand auflegen. Die Entwicklung der Chromatogramme 
liiBt sich dank der gelben Farbe der Zonen bequem verfolgen. Die Laufzeit in einem 
bestimmten Losungsmittelsystem ist abhingig ron der Temperatur und der benutzten 
Papiersorte. Bei den oben angegebenen Systemen betriigt sie bei 20° und Verwendung 
von Schleicher & Schiill2043b 6-S Stunden. 

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

Sektorenmethode. Bei der Sektorenmethode werden auf der Peripherie des Start- 
kreisea zwei oder mehrere Substanzen nebeneinander aufgetragen. Bei der Ermittlung 
der Rc,-Werte wurden die Laufstrecken von der Peripherio des Starthisee aus gememen. 

Bestimmung des Mengenverhiiltnisses der Komponenten in  Actinomycin- 
priiparaten. Die Zonen des Chromatogrammes wurden herausgeschnitten, in kleiie 
Streifen zerteilt und mit warmem Methanol eluiert. Nach Auffullen auf 10 ccm bestimmte 
man die Extinktion im Lange-Kolorimeter. Die Firbung diinner Losungen kann durch 
Zusatz von 1 ccm konz. Salzs,lzeB;ura vertieft und damit genauer meDbar gemacht werden. 

Die actinomycinbildenden Strepto- 
mym-Stiimme d e n  in P-Kolben auf einer Niihrlosung folgender Zusammensetzung 
kultiviert: Glycerin 2%, Kaliumnitrat 1 yo. Natriumchlorid O.l%, Kaliumhydrogen- 
phosphat 0.1 %, Magnesiumsdfat 0.005%, Eisen(I1)-sulfat 0.001 %, Calciumcabonat 
0.001%. Kulturdauer bei 28O: 3-4 Wochen. Aufgearbeitet wurde lediglich die Kultur- 
losung. Durch mehrmaliges Ausschutteln rnit Benzol entzog man ihr die Actinomycine 
und isolierte sie in der ublichenWeise. 

Ge w i nn ung der Act in om y c in pr ii p ara t e. 

164. Friedrich L. Breusch: tfker bi-homologe Reihen (Vn. Mitteil. 
iiber isomere und homologe Reihen*)) 

[Am dem zweiten Chemischen Institut der Universitiit Istanbul] 
(Eingegangen am 12. Mai 1964) 

Neun bi-homologe Reihen, teilweise bis zu einer Alkylkettenlange 
von zweimal 20 Kohlenstoff-Atomen, wurden synthetisiert. Der Ver- 
lauf der Schmelzpunktakurven 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 Allryl- 
reste gleichzeitig urn je eine -CH,-Gruppe verliingert sind. 

*\ VI. Mitteil.: F. Breusch u. E. Ulusov. Chem. Ber. 86.685 r19531. 


