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f )  B e s t r a h l u n g  v o n  I11 rnit Sonnenl ich t :  Eine Losung von 5.20 g I11 in 80 ccm 
Ather wird unter LuftausschluB solange dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt, bis die 
blaue Fiirbung vollig venchwunden und der Ather nur noch schwach braun gefiirbt ist. 
Dabei scheidet sich unter Triibung der Gsung und Freiwerden von Chlorwasserstoff ein 
schwarzbraunes Han ab. D i m s  wird nach AbgieBen des Athers in verd. Salzsiiure ge- 
lost und neutralisiert. Die sich hierbei abscheidende olig-hanige Masse wird in Chloro- 
form aufgenommen und die wii13r. Phase nochmals mit Chloroform ausgeschuttelt. Die 
vereinigten Chloroform-Losungen werden mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Ab- 
destillieren des Lijsungsmittels erhalt man aus dem schwarzen, viscosen Ruckstand durch 
Destillation 0.57 g 2-Methyl -cyc lohexanon-  (1)-oxim. Sdp.,., 70-71O; nB 1.4936; 
Schmp. 42-43O. Ausb. 14% d.Theorie. Der Oxim-Test. mit Chlor ist positiv; mit einem 
Vergleichspriiperat erfolgt keine Schmp.-Erniedrigung. 

C,H,,ON (127.2) Ber. N 11.01 Gef. N 11.2 
H.Og , ,Blaue Fliissigkeit" (3.19g x-Chlor-x-nitroso-methyl-cyclohexan) 

werden in 100 ccm Methylcyclohexan gelost und unter LuftausschluB mit direktem 
Sonnenlicht bestrahlt. Nach Entfiirbung der Lijsung wird diese vom entstandenen Ham 
abdekanticrt, da.s Harz in mii13ig verd. Salz&ure gelost, neutralisiert und ausgeathert. 
Nach dem Verdampfen des Lijsungsmittele werden aus ,dem braunen Ruckstand durch 
Destillation 0.40g (1604 d.Th.) Methylcyc lohexanon-  (x)-oxim erhalten. Sdp.,., 74 
bis 76O; nF 1.4917. 

Eine Probe der Substanz fiirbt sich beirn Einleiten ron Chlor in ihre Losung in Cyclo- 
hexan blau. 

C,H,,ON (127.2) Her. N 11.01 Gef. pr' 10.8 

232. Hans Brockmann und Gunter Schmidt- Kastner: Resi- 
stomycin, 11. Mitteil."); XXIV. Mitteil. uber Antibiotica aus Actinomy- 

ceten"") 
[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitiit Gottingen] 

(Eingegangen am 26. Juli 1964) 

Aus dem Mycel von Streptmyces resistomycifkus lie13 sich ein 
gelbes, in Wasser schwer losliches, gegcn Alkali und Siiure ungewiihn- 
lich widerstandsfiihiges Antibioticurn, das Resistomycin, C,,H,,O,, 
isolieren, uber dessen Untersuchung berichtet wird. 

Die iiblichen Testverfahren zur Auffindung antibiotischer .4ctirbomyces- 
Stamme setzen voraus, daB die im Mycel gebildeten Antibiotica in ausreichen- 
der Menge in das Kulturmedium ubergehen. 1st da5 nicht cler Fall, wcil das 
Antibioticurn im Mycel zu fcst verankert I) oder in Wasser zu wenig loslich 
ist, so zeigt der betreffende Stamni im Hattentest oder bei der T'riifung seiner 
R'ahrlosung geringe oder keine Wirksamkeit. 13ei einer auf rein prakt.ische 
Ziele ausgerichteten Suche nach medizinisch brauchbaren Antibioticis, bei 
denen cine gewisse Wasserloslichkeit erwunscht ist, mag es berechtigt sein, 
solche Stiinime unbeachtet zu lassen; nicht rtber, wenn man die antibiotischc 
Wirksamkeit lediglich als Leitfaden benutzt, urn unbekaiinte Iiihaltsstoffe 

*) I. vorkufige Mitteil.: H. Brockmann u. G. S c h m i d t - K a s t n e r ,  Naturwissen- 
schaften 3Y, 479 r19511. 

**) XXIIL. Mitteil.: H. B r o c k m a n n  u. H. Grone,  Chem. Ber. 87, 1036 [1954]. 

bunden, daB er erst nach Einwirkung von Snlzsiiure mit Aczton extrahierbar wird. 
l )  So ist 2.B. ein Teil dea roten Antibioticums Rhodomycin so fest im Mycel ge- 
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aus Actinomyceten zu isolieren und damit einer eingehenden pharmakologi- 
schen Untersuchung2) zuganglich zu machen. Wir haben deshalb ron 125 
dctinomyces-Stammen, die beim ublichen Test wenig oder gar nicht wirksam 
waren, daa Mycel eingehender untersucht. In  einer Reihe yon Fiillen gewannen 
wir dabei Mycelauszuge mit beachtlicher antibiotkcher Wirksamkeit. Boi 
einem dieser Stamme, der zu den Melaninbildnen~~) gehort und von W. Lin-  
denbein4)  als neue Art mit dem h'amen Slreptomyces resistompificus belegt 
worden ist, fanden wir im Mycel ein gelbes, in Maser  sehr schwer losliches 
Antibioticum, das wir in kriatallisierter Form isoliert und wegen seiner un- 
gewohnlichen Resistenz gegen Alkali und Siiure Resistomycin5) genannt 
haben. In1 Laufe unserer I'ntersuchung stieoen wir auf drei weitere Melanin 
und Resistomycin bildende Stiimme, deren Identitiit mit Str. resistomycif icus 
noch nicht gesichert ist. 

___ 

I. Iso l ie rung  und  Bru t to fo rme l  des  Res is tomycins  

Aus filtrierten Sporen-Suspensionen von Str. resistomycif icus haben wir im 
Koch schen PlattenguBverfahren vier morphologisch deutlich unterschiedene 
Varianten erhalten6). h'ur zwei von ihnen (A und B) bilden Resistomycin, 
und zwar Variante A bedcutend mehr als B. A wurde daher ausschliefllich 
zur Resietomycingewinnung benutzt und teils im Oberfliichen-, teils im Sub- 
mersverfahren mit Glycerin und Glykokoll als Kohlenstoff - bzw. Stickstoff - 
quelle kultiviert. Die nach Abeniten dea Mycels hiriterbleibende Kultur- 
losung war sntibiotisch nur schwach wirksam. 

Zur Isolierung des Resistomycins wurde das trockene. feingepulrerte, niit 
Petrollither von Fettcn und Lipoiden befreite Mycel im KreisprozeU erschop- 
fend mit Ather ausgezogen. Wiihrend dieser Extraktion, die wegen der geringen 
Loslichkeit des Resistomycins liingere Zeit in Anspruch nahm, schied sich die 
Hauptmenge dcs Antibioticurns kristallin a.us dem siedenclen k h c r  ab ; den 
Rest erhielt man beim Einengen des Athers. 1 kg Trockenmycel der Variante 
A (aus 500 1 Kulturflussigkeit) gab etwa 23 g rohes Resistomycin. 

Dieses Priiparat bildete bei der chromatographischen Adsorption aus Dioxan-Ather 
(1 : 10) an Gips eine gelbe Hauptzone und mehrere dariiberliegende, schmale, rote und 
gelbe Nebenzonen, die antibiotisch wirksame, noch nicht niiher unterauchte Begleitstoffe 
dea Resistomycins enthalten. Sie konnen auch durch Umkristallieieren abgetmnnt wer- 
den, so daB die wegen seiner geringen Ltislichkeit umstiindliche und kostspielige chromato- 
graph ische Reinigung des Reaistomycins entbehrlich ist. 

Obgleich sich Resistomycin bei der Adsorptionschromatographie wie eine reine Sub- 
$anz verhdt, haben wir ea euch noch einer 40stufigen6) Gegenstromverteilung im System 
Ather-Pufferlosung p~ 11.3 unterworfen. Nach der dabei erhaltenen Kurve (Abbild. 1 
8. S. 1462) scheint uns die Einheitlichkeit dea Resistomycins vollends gesichert. 

2, H. Brockmann,  Angew. Chem. 66,l  119541. 
8 )  H. B r o c k m a n n ,  H. P i n i  u. 0. v. P l o t h o ,  Chem. Ber. $3,161 [1951]. 
*) Arch. Mikrobiol. 17, 361 [1952]. 
5, G. S c h m i d t - K a s t n e r ,  Dissertat. Gottingen, 1952. 
6 )  Wegen der geringen Ltislichkeit des Resistomycins ist es schwer, die Verteilung 

iiber eine grode Stufenzahl durchzufuhren. 
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I-kiistomycin kristallisiert aus Aceton oder Dioxan in gelhen Nadeln voni 
Schmp. 315O (Zers.), die gegen 300° orangerot werden. Die gleiche Parb- 
iinderung (gelb +- orangerot) beobachtet man beim Krhitzen in hochsiedenden 
Losungsmitteln z. B. in I'hthalsaurediathylester. 

Auf St. uwew wirkta das Antibioticum bis zur Verdunnung 1:20.1W wachstums- 
hemmend. Praparate, die 1. 60 Min. auf 2000, 2. 5 6 t h .  in n KOH auf 90° und 3. 

2 Stdn. in konzentrierter Schwefelsaure auf 
1200 erhitzt worden waren, zeigten die gleicbe 
Wirkmmkeit. Myeobacterium tuberculoais Fur- 
de in K i r  c hner  - Medium bie zur Verdiinnung 
1:5OOooO bzw. 1:100OOOO gehemmt'). 

Resistomycin lLBt sich i. Hochvnk. 
unzersetzt sublimieren und ist in den 
gebriiuchlichen organischen IAosunp 
mittelri mit Ausnahme von Dioxan und 
Tetrahydrofuran ungewohnlich schwer 
loslich. Seine gelbe Losung in konz. 
Schwefelsaure zeigt eine prachtige, hell- 

Abbild. 1. B'raktionierte Gegenstromver- griine k'luorescenz, die sich ihrer n- 
teilung von Resistomycin im System 

AthCr/()J aGlykokoll-puffer pH 11.3 tensitiit wegen zum Kachweis sehr klei- 
ner Resistomycinmengen eignet . Kine 

kleine T'rolre Trockenmycel - in konz. Schwefelsiiure gelost - reicht aus, um 
unter der UV-Lampe festzustellen, ob ein resistomycinbildender Stamm vor- 
lie@ . 

Wahrend Resistomycin in Wasser praktisch unloslich ist, wird es von w80r. Alkali 
leicht mit rotgelber Farbe aufgenommen. Zugabe von Alkali zu einer gelben, alkoholi- 
when Rwistornycin-=sung bewirkt deutliche Farbvertiefung nach Orange. Beim Schiit- 
teln miner Ather-lijsung mit Puffer-Losungen vom pH 8.2-12.0 verteilt sich Resisto- 
mycin auf beide Phasen. 

Die Analysenzahlen fur Kohlenstoff, WasserstofT und Sauerstoff schlieBen 
die Anwesenheit anderer Elemente aus und ergeben als lrleinste Summenformel 
C19H1505 (323.3), als niichst groWere (:z3H,808 (390.1). Acetyl- und Methoxy- 
Gruppen lieRen sich nicht nachweisen. 

Resist.omycin ist in den zur ebullioskopischen und kryoskopischen Mo1.- 
Gew.-Bestimmung geeigneten Losungsmitteln zu wenig liislich, urn eine ein- 
wandfreie Messung zu erlauben. Wie kiirzlich gezeigt, la& sich bei Verbin- 
dungen so geringer Lodichkeit das Mo1.-Gew. auf chemischem Kege durch 
,,Differentialtitration" in nichtwiihigen Losungsmitteln bestimmen, voraus- 
gesetzt, daR mindestens zwei saure oder zwei basische Cruppen vorhanden sind"). 

Da Itesietomycin schwach sauer reagiert, wurde e8 potentiometrisch in 
khylendiamin mit Natriiim-colaminat titriert. 

Die dabei erhaltene Kiirve (Abbild. 2) zeigt die fur eine Differentialtitration 
erforderlichen zwei Wendepunkk und erhubt demnach, aus der zwischen 
beiden Wendepunliten verbrauchten Menge Nat.rium-colaminat das Mo1.- Gew. 

- - . .. 

20 22 24 26 18 30 32 34 36 38 GO 
Zahl der Verteilungssfufen - 

7,  Diese Ergebnisse verdanken wir Hrn. Dr. Weitzel ,  Medizin. Forschungsanstalt 
der Max-Planck-Gesellschaft Gottingen. 

H. B r o c k m a n n  u. E. Meyer, Chern. Ber. 88, 1514 [1953]. 
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zu berechnena). Gefunden wwde 386 g8). I o n  den beiden oben genarmten 
Siimmcnformeln ist demnach die grol3ere C2,Hl8O, (390.4) als Bruttoformel 
des Resistomycins anzusehen. 

I c I ,  

Xbbild. 2. Potentiometrische Titration von Resistomycin in Athylendiamin mit 
0.035 n Natrium-colaminat 

11. Ye r s u c h e z u r Ko ns t i t u t i on s e r m i t t 1 u n q 
des  Res is tomycins  

Kesistomycin enthiilt vier aktive Waaserstoff-Atome. Bei der Kuhn-Koth- 
Oxydation fanden wir 1.2 Moll. Essigsaure, woraus auf zwei C-Methyl-Grup- 
pen zu schlieRen ist. 

Der Bmenverbrauch bei der potentiometrischen Titration in Athylendiamin 
ist bis zum ersten Wendepunkt doppelt so groB wie zwischen dem ersten und 
zweiten Wendepunkt (Abbild. 2), d. h. Reaistomycin enthiilt insgesamt drei 
saure Gruppen. Behandelt man Resistomycin mit einem k p i v .  n NaOH, 
so reagiert eine der sauren Gruppen unter Bildung eines roten, kristalliaierten, 
waaserloslichen Mononatrium-Sakes. 

Die nach dieaen Befunden naheliegende Prage, ob Resistomycin eine Saure 
ist, kann verneint werden, denn das Antibioticum lost sich nicht in waBrigem 
Natriumhydrogencarbonat und ld3t sich aus wiiBrigem Natriumcarbonat zu 
einem erheblichen Teil mit Ather ausschutteln. Perner bleibt es bei liingerer 
Einwirkung litherischer Diazomethan-Losung unverandert. Auch daa UR- 
Spektrum gibt keinen Hinweis auf eine Carboxggruppe. Wir nehmen da- 
her an, daB der Verbrauch an Natrium-colaminat auf drei phenolische Ory- 
gruppen zuriickzufiihren ist. Damit sind von den vier aktiven Wasser- 
stoffatomen drei in ihrer Funktion aufgekliirt. Ob daa v i e d  eirier nicht 
titrierbaren, phenolischen Oxygruppe zuzuordnen ist 9), bleibt zuniichst un- 

s) Z.B. wird bei der potentiometrischen Titration des Chinalizarins mit Natrium- 
daminat die vie& Oxygruppe nicht mehr erfaBt; vergl. H. Brockmenn u. E. Meyer, 
Chem. Ber. 86. 1514 r19531. 
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geuiB. Bemerkenswert ht, daB keine der sauren Oxygruppen rnit Diaznmethan 
reagiert. Versuche, sie rnit Dimethylsulfat-Kaliumcarbonat zu methylicren, 
lieferten Gemische rerschieden weit methylierter Produkte, deren Reindar- 
stellung noch aussteht. 

Durch Acetylierung lassen sich nur zwei Oxygruppen des Resistomycins 
erfassen. So fanden wir bei der Titration mit Acetanhydrid-Pyridin einen 
Essigsaureverbrauch, der 1 .tj Mcl. Hydrosyl entdpriaht. I’raparati~e Acety- 
lierung mit Acetanhydrid unter Zusatz einer geringen Menge konzentrierter 
Schwefelsiiure gab (nach 2stdg. Erwiirmen auf goo) ein Reaktionsprodukt, 
das sich durrh chromatographische Adsorption an Calciumsulfat in eine Haupt- 
und zwei Nebenfraktionen auftrennen lieB. Die in gelben Rlattchen vom 
Schmp. 273O kristallisierende Hauptfraktion ist ihren Analysenzahlen nach 
ein Resistomycin-monoacetat. Ks laBt Rich im Gegensah zum Resistomycin 
aus &her nicht mit wiiRrigem Natriumcarbonat ausschiitteln, ein weiterer 
Heweis dafiir, daB Kesistomycin keine Carboxygruppe enthiilt. 

Me eine Nebenfraktion, hellgelbe Nadeln vom Schmp. 270°, ist ihren 
Acetyl-Werten nach ein Diacetat. lhre Chromatogramm-Zone liegt, wie zu 
erwarten, unterhalb der Hauptzone und fluoresciert im Gegensatz zu dieser 
blau. 

Die anderc Xebenfraktion vorn Schmp. 218O. deren Zone uber der Hauptzone liegt 
und clenso wic diese gelb fluoresciert, ist anscheinend ein acetyliertes Urnwandlungs- 
produkt des Rasistornycins. Bei lingerern Erhitzen des Rssistornycins mit Acetanhydrid 
niinrnt seine Menge auf Kosten der Hauptfraktion zu. 

I’m fiir Tierversuche ein fettlosliclies Priiparat LU gewinnen, haben wir 
sowohl Resistomycin als auch sein Mononatrium-Salz mit Stearinsiiurechlorid 
umgesebzt. Bei beiden Ansatzen entstand das gleiche, iinscharf bei 113O 
schmelzende, in gelben Rhomben lrristallisierende Resistomycin-monostearat. 
Im Gegensatz ziim Kesistomycin ist es in Petroliither uiid fetten Olen verhiilt- 
nisrnll3ig gut loslich und 1LBt sich aus Ather nicht in waBriges Natriumcarbonat 
iiherfuhren. Schiittelt man die Ather-Losung mit w-iihiger Alkalilauge, so fiillt 
das Stearat, offenbar als Salz, an der Grenzschicht beider l’hasen aue. 

Nimmt man an, daB Resiatomycin 4 Osygruppen enthalt, von denen drei 
potentiometrisch titrierbar sind, so blejbt noch die Funktion von zwei Sauer- 
stoffatomen zu kliiren. Da das Antibioticum verhiiltnismiiBig wasserstoffarm 
ist, ein handenreiches UV-Spektrum (Abbild. 3) hat und in Losung fluoresciert, 
enthiilt es zweifellos kondensierte aromatische Ringe. Als nachstes war daher 
zu prufen, ob die beiden rcstlichen Sauerstoff atome einer Chinonmppierung 
angehoren. 

Osychinone mit kondensierten aromatischen Ringsystemen losen sich in 
konzentrierter Schwefelsliure unter mehr oder wcniger ausgepragter Farb- 
vertiefung. Kesistomycin zeigt diese Halochromie nicht, seine Losiingsfarbe 
in Schwefelsaure ist, wie schon erwahnt, rein gelh. 

Verouche, Kesistomycin reduzierend zu acetylieren, haben keinen Anhalts- 
punkt fur das Vorliegen einer Chinongriippierung egeben. Auch bei der kata- 
lytischen Hydrierung verhielt sich dae Antibioticurn anders als ein Osychinon. 
Mit einem groBen UberschuB an Platin-Katalvsator verbrauchte es in Eis- 
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wsig innerhalb weniger Minuten zwei Mdl. Wasserstotf; dann wurde die Auf- 
nahme langsamer und kam nach Verbrauch von insgesamt etwa vier Moll. 
Wasscrstoff praktisch Zuni StilMand. Wiihrend der Reaktion fkrbte sich die 
anfangs gelbc Losung gelbrot.. Das Hydrierungsprodukt kristallisierte nach 
chromatographischer Adsorption aus Aceton an Gips in gelbroten Kadeln : seine 
gelbe Aceton-Losung wurde auf Zusatz ron waBriger Alkalicarbonat-Losung 
rot und bei anschlieBendem Ansiiuern 
wieder gelb. Dem chemischen Ver- 
halten nach kann Resistomycin kein 
Chinon sein. Dieses Ergebnis wird durch 
daa Ultrarot-Spektrum bestiitigt. Chi- 
none, auch solche mit kondensierten 
aromatischen Ringsystemen wie z.B. 
Anthrachinon, zeigen eine Carbonyl- 
bande bei 5.95 p. E i n e  peri-standige 
Oxygruppe verschiebt die Bande des 
benachbarten Carbonyls nach 6.08 p, 
die der anderen Carbonylbande bleibt 
bei 5 . 9 5 ~ .  1st jedem der beiden Chi- 
noncarbonyle eine Oxygruppe benach- 
bart, wie z. H. im 1.4-Dioxy-anthrachi- 
non, so liegen beide Carbonylbanden bei 
6.12 P. Resistomycin hat eine starke 
Bande bei 6.3 p mit einer Schulter bei 
6 . 1 6 ~ .  Diese Scbulter konnte an sich 
von zwei chelierten Chinoncarbonyl- ZOO 300 400 500 61 ? 

a k r  eindeutig das Verhalten gegen Abbi'd* 3* Abso@ionsspektrum des 
Resistomycins in Methanol 

Alkali und konz. Scliwefelsaure. Mit 
zwei chelierten Chinoncarbonylen miiBte sich niimlich Resistomycin in 
wiiI3riger Alkalilauge bzw. in konzentrierter Schwefelsaure violett oder gar 
blau losen. 

Auch fur Anwesenheit einer einzelnen Carbonyl-Gruppe gibt weder die Umsetzung 
mit Carbonylreagenzien noch daa Ultrarot-Spektrum Anhaltspunkte. Lediglich die beim 
Emiirmen mit Pyroboracetat eintretende sehr intensive, hellgriine Fluorescenz konnte 
als Hinweis auf daa Vorliegen einer chelierten Carbonyl- Gruppe angesehen werden, gegen 
die auch daa Ultrarot-Spektrum keinen Einwand zuliiBt. 1st eine solche Gruppe vor- 
handen, 80 waren je nachdem, ob Resistomycin drei oder vier Oxygruppen enthalt, noch 
zwei oder ein Sauerstoffatom in ihrer Funktion aufzuklitren. Manches scheint uns dafiir 
zu sprechen, daB e i n  Sauerstoffatom ala hherbriicke vorliegt. 

Bemuhungen, durch Zinkstaubdestillation oder Zinkstaubschmelze des Resistomycins 
Hinweise auf die Struktur des Grundgeriiates zu erhalten, verliefen ergebnislos; die 
Ausbeute an Reduktionsprodukten war 80 gering, d a B  ihre Identifizierung nicht ge- 
lungen ist. 

Bei Verauchen, Resistomycin oxydativ abzubauen, wurde es u.a. auch mit Stick- 
hffdioxyd umgesetzt. Dabei faBten wir in miiBiger Ausbeute ein gut kristallisiertes, 
mtes Produkt, dessen Analysenzahlen ale kleinste Formel C,,H,,O,N ergeben. Seine 
eingehendere Untersuchung steht noch aus. 

Chemisehe BerichtP Jrhw. R7 96 

Gruppen herriihren. Dagegen spricht w- 
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Der Deutschen  Forschungsgemeinschaf  t, den P a r b e n f a b r i k e n  Bayer ,  \Verk 
Klberfeld,  sowie deni F o n d s  d e r  Clheniie danken wir f i i r  groaziigige l!nterstiitxung 
iinwrer Versuche. 

Fur die Dnrchfiihrung der mikrobiologischen Versuche danken wir Frau S c h iu i d t - 
K a s t n e r .  

.. . .. .. - .. . .. . . 

Beschreibung der Versuehe 

Varian t e n  y o n  Streytomyces resistqmycifievs: Bus einer Sporensuspension \-on Str. 
rrsistornycificus wurden im Kochschen PlattenguBverfahren vier Varianten gewonnen. die 
auf Agar folgende Merkrnale zeigten. V a r i a n t e  A: schwach rosafarbenes, gut verspctes 
Luftmycel; Agar stark gebraunt. V a r i a n t e  13: graubraunes, mal3ig versportev Luft- 
inycel ; Agar hellbraun. V a r i a n t e  C: glattes, glinzendes, braunrotes, unversportcs 
J,uftmycel; Agar braun. V a r i a n t e  D: glattes, gliinzendes, farbloees, unversportrs Jlyrel ; 
Agar fast farhlos. 

Im Plattenvcrfahren (Testorganismus : BUC. szcbtilis) zeigte Variantc 9 cine gut a m -  
gcbildetc, Variante B eine schwachere Heminzone; C und 1) dagegen waren wirkungsl:slos. 

R a k t e r i e n s p e k t r u i n  d c r  V a r i a n t e  A: I m  Plattentest mit Fleischextrakt-Pepton- 
Glykokoll nls Nahrsubstrat zcigte A antibiotische Wirksanikcit gegcn dic granipositiven 
Bnc. mycmuh, Bac. mesentericus, Bar. peimitis, Bac. consolidus. Die graiiinegatiwn Rnct. 
w[i, Bnct. pzdigiosum. und Bact. !errugineum dagegen wurden nicht gehemmt. 

K u l  t. 11 P bed ing  ung  e n  f iir Gro B a nsa t xe v o  n Str. resistom ycif icics : Fiir OberRiichen- 
Klrltnrrn in P-Kolben sowie Submers-Ansatze der Variante A wurdo folgende Nahr- 
liisung verwendet : 2 VoL-Proz. Glycerin. 0.25% Glykokoll, 0.1 yo Natriumchlorid. 0.1 "/o 
'Dikalium-hvdrogcnphosph~,t, 0.01 % Eisen(I1)-vulfat, 0.01 % Magnesiumsulfat, Spurcn 
('Aloiumc~rbonat, 0.5 1'01.-Proz. Hefekochsaft. Zur Gewinnung des Hefokochsaftes hie1 t 
nian einr Suspension von 1 Gew.-T1. Hefe in 10 &w.-Tln. Waaser 1 Stde. bei 300. rrhitzte 
danri unter Druck auf 150O und dekantierte rom Bodensatz ab. 

Oberf l i ic l icn-Kulturen:  Nach 22tiigig. Bebrutung bei 2 i 0  wurtle dw Mycel von 
der dunkelbmunen, gegen St. aureus unwirksamen Nahrlosung durch ein Koliert,ucti ab- 
gctrennt, mit Trockenek ausgefroren und anschLieBend i.Vak. bei 60-70" gctroclinct. 
Ausb. 5.5 g Trockenmycel aus 1 1 Kulturlosung. 

Subinersver fahrcn:  500 1 NiihrlijRung ( p ~  6.8) n u d e n  nach Beiinpfung niit 1 I 
einer\'orkultur von Variante A (hergestellt in Schuttelkolbchen) unter Beliiftung I U ,  Stdn. 
bei 300 geriihrt. Das schwarzbraiine Mycel wurde durch ein Beutelfilter a,bgetrennt : Ausb. 
2.6 kg lufttrockenes Mycel. 

Oberf l i lchen-Kii l tur  der V a r i a n t o  A niit N i t r a t  a l s  S t icks tof f  - Quel le :  
NShrltisiing: 2 Vo1.-Proz. Glycerin, 0.85% Natriumitrat, O.lUyo Kaliuiii-dihydrogen- 
phosphat, 0.120,i Dikalium-hydrogenphosphat, 0.20,i Natriumchlorid, 0.2 g Mlagiiesiuin- 
sulfat, 0 .005~0  Eisen(II)sulfat, 0.005~0 Calciunicarbonat, 1 Vo1.-Proz. Hoaglundsche 
Spurenliisung, 1 Vo1.-Proz. Hefekochmft. Nach 2Otiigig. Bebriitung bei 270 wurtlc tlas 
qraubraune, weiBveqmrte Mycel von der unwirksainen, braunen Kulturlosung abfil t ricrt ; 
Ausb. 2.8 g Trockenmycel aus 1 2 Kult.urliisung. Die Resistomycinausbeute WHV die 
glrichc wie beini Ansatz niit Glykokoll. 

K u l t u r  d e r  Str. resistunaycificw-Variante I): Auf Glycerin-Glykokoll-Nahrlo~iing 
\var auch bei langcrer Kulturdauer das Wachstuni nur gering. Ausb. nach 30 Tageii 
1.3 g Trockenmywl aus 1 1 Kulturlijsung; die Resistomycinausbeut.e war gering, 

Gewinnung v o n  Res is tomycin  a u e  Trockenmycel :  1 kg trockenes, feingrinah- 
lenes Mycel wurde im KreisprozeB zunachst 50 SMn. init Petrolat.her voreutrahiert. und 
nnschlieBend in  gleicher Weim r~ 8Mn. mit &her behandelt. Dabei schied sirh die 
Hauptmenge des Resistomycins (Fraktion 1)  aus dem siedenden Atherextrakt ab. Eine 
zweito Fraktion (11) fie1 aus, als die Atherlosung nach beendeter Extraktion aul ein 
Viertcl ihres Vol. eingeengt wurde. Im Ather verblieben Fettbestandteile des Mycels, 
rest,lic:hc Anteile von Resistomycin sowie Begleitfarbstoffe. 
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Die vere-n hk t ionen  I und I1 erhitzte man mit 3.51 Aceton (uber Kalium- 
permanganat und Kaliumcarbonat destilliert) 15 Min. unter RiickfluB und filtrierte heiB 
vom Ungelosten ab (R). Aus der Aceton-Lasung kristallisierte Resistpmycin &us. Die 
Mutterhuge dieser h k t i o n  benutzte man zum Umkristallisieren von R;  Gesamtausb. 
20 g. Daa Filtrat der zweiten Fraktion lieferte nach Einengen auf 1 1 noch 3.3 g Reaisto- 
mycin. Zur weiteren Reinigung wurde &us reinstem DioxanlO) Umkristallisiert, aus dem 
sich daa Resistomycin in safrangelben, balkenformigen Nadeln abschied. 

Loslichkeit (bei 20° in g/l00 g Usungsmittel): Suspensionen von Resistomycin in 
den verschiedenen Solvenzien erwiirmte man k u n  auf 40-50°, hielt 12 Stdn. hei 200, 
6ltriert.9 und fiihrte in einer abgewogenen Menge die Ruckstandsbestimmung durch. 
Essigester 0.003; Chloroform 0.009; Methanol 0.015; Benzol0.02; Athyliither 0.02; Py- 
ridin 0.3; Butanol 0.4; Dioxan 1.2; Tetrahydrofuran 3.0; 62-proz. wii0r. Athylendi- 
amin 12.3. 

Auf dem Kofler-Block sublimierte Resistomycin ab 215O langmm unter claa Deck- 
glas, wurde bei 3000 orangerot und schmolz bei 315O (Zers.). 

CTJHl8O8 (390.4) Ber. C 70.76 H 4.65 0 24.58 4 akt. H 1.0 C-CH, 3.9 

*) Aus Atber, Aeeton, zweimal aus Dioxan umkristaUiPiert. an Gipo ehromatographiert uud noehmals aus Acetou 
Gef?) C 70.43 H 4.75 0 24.25 4 akt. H 1.0**), 1.2***) C-CH, 4.4 

umknstallisiert. 
**) In Pyridin bei 20'. ***) In Pyridin bei 95'. 

Bestandigkeit des Resistomycins: 1. 50 mg Resistomycin wurden 60 Min. 
auf 200O erhitzt. 2. 100 mg Resistomycin wurden in 20 ccm n KOH 5 Stdn. unter 
Stickstoff auf 90O erwarmt. Den beim AnsLiuern rnit 2n&S04 ausfallenden Niederschlag 
nahm man in Ather auf, schuttelte rnit wenig Wtwer durch und brachte den AtherLRuck- 
stand zur Analyse. 3. 50 mg Resistomycin wurden in 5 ccm konz. Schwefelsiiure 
2 Stdn. auf 120° erwiirmt. Der beim Verdiinnen mit Wwer  ausfallende Niederschlag 
wurde aus wenig Dioxan umkristallisiert. 4. Resistomycin wurde bei 213-215O/ 
1.2 x Torr sublimiert. 

C,,H,,O, (390.4) Ber. C70.76 H4.65 

Antibiotische Wirksamkeit der vorstehenden vier Proben (wirksame Grenzkon- 
zentrationgegenSt. aurewr): 1. 1:25x106; 2. 1:18x106; 3. 1:25xl@; 4. 1:17x106. 

Katalytische Hydrierung: Eine Liisung von 5.2 mg Resistomycin in 4 ccm 
Eisersig wurde mit 20mg Platin (aus PtO,) in einer Mikroapparatur unter Warserstoff 
geachuttelt. Wasserstoff-Verbrauch bis zum Knickpunkt der Hydrierkurve 0.60 ccm, 
0°/760 Torr (2.1 Moll.). Gesamtverbrauch 1.21 ccm, 0°/760 Torr (4.2 Moll.). 

Hydroxyl-Titration: 94.4 mg Resistomycin wurden in 2 ccm eines Gemisches 
aus 1.5ccm Acetanhydrid und 50ccm Pyridin 45Min. auf 100O erwarmt. Die nacli 
Verseifung des Acetanhydrides durchgefiihrte konduktometrische Titration mit 0.332 n 
NaOH ergab einen Verbrauch von 3.21 ccm. 2 ccm Acetylierungsgemisch in gleicher 
Weise umgesetzt verbrauchte 4.41 ccm. 

Gef. 1. C70.64 H4.62 2. C70.67 H4.57 
3. C70.03 H4.61 4. C71.27 H4.70 

C,H,,O, (390.4) Ber. 20H8.72 Gef. OH7.18 
Pu'atriumsalz: 390 mg (1 d o l )  Resistomycin digerierte man mit 0.95 mMol 

nNaOH, verdampfta die tiefrote Lasung im Exsiccator, behandelte den amorphen Ruck- 
stand zweimal mit je 20 ccm Ather, um nicht umgesetztes Resistomycin zu entfernen, 
l&te in wenig warmem Methanol (enthaltend 2'7" Natriumiithnolat, um Alkoholyse zu 
verhindern) und kiihlte auf -3OO. Die ausgeschiedenen roten, nadelformigen Kri- 
stalle d e n  bei -3OO mit absol. Methanol gewaschen. 

C,Hl,08Na (412.4) Ber. Na5.59 Gef. Na4.90 
Acetylierung des Resistomycins: Eine Usung von 500 mg Resistomycin in 

20 ccm Acetanhydrid wurde mit einem Tropfen konz. Schwefelsiiure versetzt (Farb- 
umschlag nach Rot) und 2 SMn. a d  90° erwiirmt (nach kurzer Zeit Farbumschhg nach 
Gelb). Den beim Verseifen des Acetanhydrides mit reichlich Wasser ausfallenden gelben 

10) K. Hess, Ber. dtach. chem. a s .  71,2629 [1938]. 
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Siederschlag nahin man in Aceton auf, verdiinnte mit dem vierfachen Vol. Petrolather 
nnd filtrierte dicse Lasung durch eine Saule von Calciumsulfat. Beim Nachwaschen mit 
:dther-Aceton (1 : 1) bildeten sich drei gut voneinander getrennte Zonen aus, die fraktio- 
niert eluicrt wurden und im folgenden nach der Reihenfolge ihres Ewcheinens im Filtrat 
numeriert sind. 

Zone 1 (blaue Fluorescenz i. UV): Der Verdampfungsriickstand dea Eluates kristalli- 
siertc aus hhc!r. Xochmaliges Umkristallisieren aus Dioxan lieferte lange, hellgelbe Na- 
deln w m  Schmp. 270O. 

C,,H,,O, (474.5) Ber. 2CH,CO 18.2 Gef. CH,CO 17.6 
Zone 2 (gelbe Fluorescenz i.UV): Der Inhaltstoff dieaer Hauptzone kristallisierte beim 

Eincngen des Eluates in hexagonalen Plattchen, die nach dreimaligem Umkriitallisieren 
niis Dioran bei 27lo-272O schmolzen. 

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

(IpsHpnOi (433.4) Ber. C 69.44 H 4.66 0 25.90 CH,CO 10.0 
Gef. C') 68.93 H 4.49 0 25.83 CH,CO 11.6 - tk-tr. I,. 7 0  i.Hochvak. 

K n t a l g t i s c h e  Hydr ie rung:  4.1 mg des Aceta tes  nahmen in 4 ccm Eisessig mit 
20 mg Platin (aus PtO,) insgeaamt 1.00 ccm Waswrstoff (0°/760 Torr) auf. Nimmt man 
an, dal3 4 Moll. H, aufgenommen werden, ergibt sich aus dem H,-Verbrauch daa Mo1.- 
( k w .  428. 

Zone 3 (gelbe Fluorescenz i.UV): Der Verdampfungsriickstand des Eluates schmolz 
11ac.h UmkristallisieEen aus Dioxan bei 218O. 

Gef. C 65.97 H 5.06 0 27.92 CH,CO 14.0 
Acetylierung des Resistomycina rnit Acetanhydrid-Schwefelsaure bei 1200 lieferte ein 

l<eaktionsprodukt, in dern Fraktion 3 auf Kosten der Fraktion 2 zugenommen hatte. 

K e y i y t. o m y c i n - m o n 0 s  t e a r  a t  : 
a) 500 mg N a t r i u m s a l z  des R,esis tomycins  wurden unter Ruhren mit dem drei- 

farhen cbcrschul3 von reinstem Stear insaurechlor id  4 Stdn. auf 70° erwarmt. Das 
Ikaktionsprodukt extrahierte man im Soxhlet-Apparat erschopfend mit Petrolather, 
nahln den Verdampfungsriickstand des Petroliitherauszugea in Ather. auf und filtrierte 

Gsung durch eine Calciumsulfat-SBule. Beim Entwickeln mit Ather bildeten sich 
folgende, deutlich voneinander getrennte Zonen (von oben nach unten beziffert) &us: 
1. schmal, gelbe Fluorescenz im UV, 3. orange- 
gelb fluorescierende Hauptzone, 4. schmale, hellblau fluorescierende Zone. Daa aus dem 
E]uat der Hauptzone erhaltene Stearat kristallisierte aus Benzol bzw. Dioxan in gelben 
Rhomben. 

1)) 500 mg Res is tomycin  wurden rnit achtfachem Oberschul3 S tear insaurechlo-  
r i d  8 Stdn. auf 140° erhitzt, wobei das Resistomycin allmahlich in Losung ging. Das 
Reaktionsprodukt wurde durch zweimaliges Umkristallisieren &us Dioxan gereinigt. Gelbe, 
rhombische Kristalle. Schmp. gegen 113O (nach vorherigem Sintern; Kofler-Block). 

Gef. C') 74.69 H 7.84 0 17.35 Mo1.-Gew. 563**), 651***) 

2. schmal, orangegelbe Fluorescenz, 

C,,H,,07 (657.0) Ber. C 74.97 H7.97 0 17.05 

*I  ('llromatographiuch adsorhiert und achtmsl BUS Butanol umkristallisiert; getr. b. 70° i.Hochvat. 
7 . :  nrieh Itart in Campher. ***) Makrohcstimmung nach Beckmann in Phenol. 

Methgl ie rungsvcrsuche  
a) Mit Diazomethan:  Eine =sung von 145mg Res is tomycin  in 4OOccm Me- 

thanol wurde in Abstilnden von 6 Stdn. viermal rnit je 40 ccm Diazomethan-Ather- 
losung (2'2 mg Diazomethan/ccm) versetzt. Der beim Verdampfen des Athers hinter- 
bleibende, kristallisierte Riickstand war methoxylfrei. 

C,,H,,O, (390.4) Ber. C70.76 H4.65 Gef. C70.67 H4.93 
b) Mit  Dimethylsu l fa t :  Eine Gsung von 213mg Res is tomycin  in 200ccm 

Aceton wurde nach Zugabe von 2 g Kaliumcarbonat und 1.2 ccm D i m e t h y l s u l f a t  
25 Stdn. geschuttelt, wobei man alle 5 Stdn. 0.2 ccm Dimethylaulfat nachfullte. Der 
nach An&uem und Verdiinnen rnit Wasser ausgefallene gelbe Niederschlag enthielt 3.9% 
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CH30 und bildete bei chromatographischer Adsorption aus Ather-Aceton ( I  : 1) an Cal- 
ciumsulfat eine Reihe verschiedenfarbig fluorescierender Zonen, aus densn bisher kein 
cinheitliches Produkt zu erhalten war. 

Ox y d a  t i v e r  A b b a u  d e s  Res i  s t o m  y c ins  
a) Mit S t icks tof fd ioxyd:  Durch eine auf 1 0 0 0  erhitzte Usung von 500 mg R e s i -  

s t o m y c i n  in 60 ccm Dioxan wurde 12 Min. ein lebhafter Stickstoffdioxyd-Strom geleitet. 
wobei sich die Liisung sofort tiefrot farbte. Die erkaltete Reaktionelosung wurde nach 
Abblasen des iiberschiiss. Stickstoffdioxyds i. Vak. bis auf wenige ccm eingeengt, das 
Oxydationsprodukt mit Waaser ausgefallt und in Ather aufgenommen. Aus der mit 
Wasser durchgeschiittelten, getrockneten und dann eingeengten hherlosung schied sich 
das Oxydationsprodukt in dunkelroten Kristallen ab. Es lieB sich i.Hochvak. nicht 
sublimieren, war gut loslich in Dioxan und Aceton und wurde von konz. Schwefelsiiure 
mit intensiver, roter Farbe aufgenommen. In  Aceton oder Methanol gab ea rnit Zinn(I1)- 
vhlorid eine intensive Violettfhrbung. 

CI,H,,O,N (305.2) Ber. C 
Gef. C') 55.31 H 3.61 0 :35.91 N 4.51 2 akt. H 0.50") 

55.09 H 3.63 0 36.69 N 4.57 2 akt. H 0.66 

* )  (:ctr. b. 90' i.Hcicllrak. **) in  Pyridin b. 20'. 

833. Otto Kruber und Armin Raeithel:  Zur Kenntnis des Stein- 
kohlenteer- Anthracenols 

I Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Gesellschaft fur Teerverwertung in. h. H.. 
Duisburg-Meiderich] 

(Eingegangen am 27. Juli 1954) 

Im Steinkohlenteer-Anthracenol wurden als new Bestandteile 
nachgewiesen: I-Methyl-fluoren, Diphensuccindan, 2-Methyl-phenan- 
thren, 3.6-Dimethyl-phenanthren und 1.8-Dimethyl-diphenylen- 
sulfid. 

In  Weiterfuhrung unserer Arbeiten uber das Steinkohlenteer- Anthraceuol 
haben m-ir aus der friiher bearbeiteten Fraktion (Phenanthrenvorlauf, Siede- 
grenzen 315-320")l) noch das synthetisch schon bekannte 1 -Methyl-f luo-  
ren  (I)2) isolieren konnen. Es sind damit 3 Monomethyl-fluorene im Stein- 
kohlenteer nachgewiesen. 

Dm 1-Methyl-fluomn (Schmp. 86-87O) ist nicht so leicht zu gewinnen wie daa %-Me- 
thyl-fl~oren~), tlaa durch Feinfraktionierung und Auskristallisieren als hochstachmelzendea 
lsomeres (Schmp. 1 0 4 O )  leicht rein zu erhalten ist. 3-Methyl-fluoren3) wiirde nur als 
Fluorenon nachgewiesen. 

Die Isolierung des 1 -Methyl-fluorens gelarig uber die stufenweise Sulfu- 
rierung und die nachfolgende fraktionierte Spaltung einer kristallisierten Sul- 
fonsaure. 1 -Methyl- und 2-Methyl-fluoren verhalten sich ganz iihnlich bei der 
Sulfurierung: beide sind leicht sulfurierbar (mit 95-proz. Schwefelsiiure hei 
Zimmertemperatur), beide geben kristallisierte Sulfonsiiuren, b i d e  lamen sich 
aber kaum durch Pmkristallisieren, weder der Sulfonsiiuren noch ihrer Ka- 
liumsalze, trennen. Der deutliche I'nterschied der Spaltungstempraturen 

I )  0. K r u b e r  u. A. Rae i the l ,  Chem. Ber. 86,327 [1952]. 
2) W. C. Lothrop u. P. A. Goodwin,  J. Amer. chem. SOC. 65,363 119431. 
3, 0. K r o h e r ,  Rer. dtsch. chem. Qes. 6h. 1382 119321. 


