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Bestimmung von Ammoniak und Kohlendioxyd bei der Bildung des Des- 
amino-actinomycins C: In einem Zweihalakolben wurde eine Losung von 250.6 mg 
Actinomycin C in 80 ccm kohlensiiurefreier 10-proz. Salzsiiure unter Durchleiten ekes 
Stickstoffstromes 4 Stdn. auf 60° erwiirmt. Der Stickstoffstrom wurde durch einen 
RucMuBkiihler und dann durch eine Waachflesche rnit 20 ccm 5nNaOH geleitet. An- 
schliebnd wurde die Natronlauge zur Bestimmung18) des bei der Reaktion moglicher- 
weise gebildeten Kohlendioxyds mit einer Liisung von 8.8 g Bariumchlorid und 6 g Am- 
moniumchlorid in 25 ccm Wasser versetzt. Es trat keine Fiillung ein. 

Die .salzsaure Losung wurde mit Chloroform extrahiert und eingedampft. Das im 
Ruckstand enthaltene Ammoniak wurde in einer Mikro-K jeldahl-Apparatur beatimmt. 
Gef. NH, 3.12 mg (0.93 Mol, bez. auf Mo1.-Gew. 1300). 

Saure Hydrolyse des Desamino-actinomycins C,: Eine Losung von 313 mg 
Desamino-actinomycin C, in 120 ccm 10-proz. Salzsiiure wurde solange auf SO0 er- 
wiirmt, bis (nach etwa 15 Stdn.) daa Ausgangsmaterial vollstirndig in ein weiteres Abbau- 
produkt von kleinerem R,-Wert umgewandelt war. Um dieeen Zeitpunkt zu erkennen, 
wurden in regelmiifligen Zeitabstiinden Proben des Hydrolysats entnommen, in der be- 
schriebenen Weise aufgearbeitet und die Ruckstiinde des Chloroformuszugs im Ring- 
papierchromatogramm untersucht. Das rotgefiirbte Hydrolyeat schuttelte man rnit 
Butanol durch, wusch die Ausziige mit Wwser, trocknete rnit Natriumsulfat und verdampfte 
i.Vakuum. Der rotbraune, amorphe Ruckatand war leicht loslich in Waaeer und Methanol 
und schwer loelich in Benzol und Chloroform. 

Die mit Butanol ausgeschuttelte, eaure wiiBr. Losung wurde i.Vak. eingedampft. 
Im Ruckstand wurden die Aminosiiuren Sarkosin, Threonin, Prolin, Valin, N-Me- 
thy1 -valin und A110 -isoleucin papierchromatographisch nachgewiwn. 

Untereuchung der Zinn (11)-chlorid-Reaktion beim milden Sliureabbau 
des Actinomycina C: Eine Losung von 60.2 mg Actinomycin C in 100 com 10-pmz. 
Salzsaure wurde auf Boo e r w h t .  Man entnahm der Lijsiing in wacheenden Zeitabsth- 
den Proben von je 5 ccm, die mit Waxier auf 100 ccm verdiinnt und im Lange-Kolori- 
meter mit soviel 0.01n Zinn(I1)-chlorid versetzt wurden, wie notwendig war, urn daa 
Maximum der Griinfiirbung zu erreichen. Die Griinfhbung konnte durch J'erwendung der 
Hotfilter RG2 eelektiv erfaBt werden. 

280. Hans Brockmenn und Hans Mnsso: Geomycin, II. Mitteil.*); 
Antibiotica aus Actinomyceten. XXIX. Mittoil."") 

[Aus dem Chganiach-Chemischen Institut der Universittit Gijttingen] 
(Eingegangen am 20. September 1954) 

Aus Mycel und Kulturlosung von Streptomyw mnthophuew (nov. 
spec.) wurde ein neues, gegen grampositive und -negative Bakterien 
wirksames, waeeerliieliches Antibioticum, daa Geomy cin, ale kri- 
stallisiertes Salz der 4'-Dimethylamino-azobenzol-s~ons~~- (a)***) 
isoliert. Geomycin besteht wie Neomycin, Streptothricin und mdere 
basische Antibiotica aus mehreren, einander sehr iihnlichen Kompo- 
nenten (Geomycin A, B, C und D), die sich papierchromatographisch 
trennen laseen. Die Geomycine sind mehraiiurige Basen, fiir die als 
vorliluiige Bruttoformel ( C,H,,0$TPU',)8-,o angenommen wird. 

Unter den vielen, in unserem Institut iaolierten Actinomyceten-Stammen 
fanden wir mehrere, die wegen ihrer Wirksamkeit gegen gramnegative Bak- 
terien von Interease sind. Vorversuche zeigten, daD es sich bei den Anti- 

18) H. E. Charter, R. K. Clark, P. Kohn, J. W. Rothrock, W. R. Taylor,  
C. A. West, G. B. Whitfield u. W. G. Jackson, J.Amer.chem. Soc. 76, 566 [1954]. 

*) I. Mitteil.: H. Brockmann u. H. MUBBO, Naturwissenschaften 41,461 [1954]. 
**) XXVIII. Mitteil.: H.Brockmann u. H. MUSSO, Naturwissenschaften41,451[1954]. 

***) Im folgenden kurz als Helianthinealz bezeichnet. 
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bioticis dieser Stiimme um wasserlosliche Basen handelt, die sich mit organi- 
schen Losungsmitteln nicht amchiitteln lassen, an Aktivkohle adsorbiert 
werden und nur mit saurem Methanol eluierbar sind. Sie gehoren demnach 
in die Gruppe CI der von S. A. Waksm a n  aufgestellten Systematik der Ant.ibio- 
tical). Da von dieser Gruppe auBer den Streptomycinen,  Neomycinen 
und Streptothr ic inen eine Anzahl weiterer Vertreter bekannt ist, haben 
wir zuniichst untersucht, ob unsere Antibiotica mit bereits beschriebenen 
identisch sind. Dafiir brauchten wir ein Verfahren, mit dem sich aus 10-20-2- 
Kulturansiitzen unserer Stiimme ein fur den Vergleich mit anderen Vertretern 
der CI-Gruppe genugend ctngereichertes Rohantibioticum gewinnen la&. Seine 
Ausarbeitung wird in Abschnitt I beschrieben. Die Untersuchung der mit 
diesem Verfahren hergestellten Konzentrate (Abschnitt 11) hat gezeigt , daB 
m e r e  StSimme mehrere, einander sehr iihnliche antibiotisch wirksame Ver- 
bindungen bilden, die mit keinem bisher bekannten Antibioticum identisch 
sind. Wir bezeichnen diesen neuen Antibiotica-Komplex als G eo m y c i n und 
unterscheiden die einzelnen Vertreter durch die Buchstaben A, B usw. 

~ 

I. Abtrennung und Anreicherung der Antibiotica mit  Ionen-  
Aus t &us c hern 

Niiher untersucht wurden zuniichst die gegen E. coli wirksamen Stimme 
Wiist 70, Geiss 786 und Italll42. Wiist 70 gehort nach W. Lindenbeint) 
einer neuen, Streptoni yces xanthophaeus genannten Art an, der wahrscheinlich 
auch Geiss 786 und Itall l42 zuzuordnen sind. Alle drei wurden zunachst 
im Oberfliichenverfahren mit Glycerin und Natriumnitrat als Kohlenstoff - 
bzw. Stickstoffquelle kultiviert. 

Die Aufaxbeitung der Kulturlosung mit Aktivkohle fiihrte zu sehr un- 
reinen Rohprodukten, die nur etwa 20 yo der mpriinglich vorhandenen ak- 
tiven Subst- enthielten. Daher wurde versucht, die Aktivkohle durch Ionen- 
Austauscher zu ersetzen , die sich bereits bei der Abtrennung anderer basischer 
Antibiotica bewiihrt habena). 

Bei ihrer Auewahl war folgendes zu beriicksichtigen: 
Beeen werden von den stark sauren Kationen-Austauschern (-S03H) leicht aufgenom- 

men. Ihre quantitative Elution gelingt jedoch nur mit starken Basen oder Shuren oder 
konz. Salzlosungen, unter Bedingungen also, die wir wegen der Siiure- und Alkaliempfind- 
lichkeit unserer Antibiotica vermeiden muaten bzw. wegen der lastigen Salzmengen nicht 
in Frage kamen. AuI3erdem kann, falls die H-Form dea Austauschers angewandt wird, 
schon durch deseen Siiurewirkung d w  Antibioticum geachiidigt werden. Diem Schwierig- 
keiten entfallen bei den schwach muren Austauschern (-COOH). Auch wenn sie in der 
Salzform vorliegen, nehmen sie die grohn, oft mehrfach geladenen Kationen der baei- 
schen Antibiotica leiuht auf und geben sie beim Eluieren mit schwachen Siiuren oder 
sehr verdiinnten Msungen starker Siiuren ebenso leicht und quantitetiv wieder ab. Er- 
folgt der Ionenawteuach bei b e a t h t e m  pE, 80 h, sofern sich die Kationen der Lii- 
sung in Ladung. pKWert oder Griil)e und Gestalt unterscheiden, der Austeusch fraktio- 

1) S. A. Waksman, J. of the History of Medicine and Allied Sciences8,318 [1961]. 
2) Arch. Mikrobiol. 17,361 [1952]. 
3) Vergl. 2.B. E. 0. Karow, R. L. Peck, C. Rosenblum u. D. T. Woodbury, 

J. h e r .  chem. Soc. 74,3066 [1963]. 
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nierend durchgefiihrt werden. Deshalb verwendeten mir den schwach muren Austauscher 
Amberlite IRC-60, uber dessen Quellung, Geeamt- und Durchlaufkapzit2i.t der Versuchs- 
tail Angaben bringt. Der Austauscher ist weib, 80 daB sich die Adsorption gefkbter 
Substanzen leicht erkennen l&Bt. 

Um zunachat in Vorversuchen geeignete Bedingungen fiir die Adsorption 
und Elution unserer Antibiotica zu ermitteln, flltrierten wir je 10 ccm der 
auf pH 8.6-9.0 eingestellten Kulturlosungen unserer Stiimme durch kleine 
Saulen, die den Austauscher in drei verschiedenen Zubereitungen enthielten: 
1. als reine H-Form, 2. mit gesattigter Natriumhydrogencaxbonatlosung bis 
zu 92 yo ins Natriumsalz ubergefuhrt und 3. mit Phosphatpuffer (pH 6.5) zu 
45 % mit Natriumionen belegt. Als Vergleichssubstanzen dienten Strepto- 
mycin und Neomycin. In allen Fiillen wurde das Antibioticurn vohtiindig 
in der Siiule zuriickgehalten und konnte ohne Verluste mit 0.5nHCl wider 
eluiert werden. 

Die Verwendung von gepuffertem Austauscher hat den Vortail, dao die braunen 
StofFwechselprodukte der Kulturlosung im Gegensatz zum Antibioticum nicht h r b i e r t  
werden, sondern ins Filtrat laufen. Sie laasen sich 80 in einfacher Weka entfernen, w&h- 
rend friiher ihre Abtrennung nur mit Aktivkohle gelang und mit groDen Verlusten an 
Antibioticum verbunden war. Von der H-Form des Austauschers dagegen werden die 
braunen Begleitstoffe zusammen nlit dem Antibioticum festgehalten und beim Eluieren 
mit Siimn nur zum Teil wieder abgegeben. 

Auch beim Arbeiten im praparativen MaBstab haben sich die Austauscher 
bewiihrt. Abbild. 1 zeigt daa Elutionsdiagramm einer Siiule &us 300 g ge- 
puffertem (pH 6.5) Amberlite IRC-50, durch die 37 1 Kultdliissigkeit vom 
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Abbild. 1. Elutionediagrsmm des Antibioticums aus Stamm GeiB 786 

Stamm Geiss786 filtriert waxen. Die Siiule wvurde mit Waaser gewaschen 
und anschliel3end mit 0.5nHC1 eluiert, wobei daa Filtrat, sobald Chlor-Ionen 
darin nachzuweisen waren, fraktioniert aufgefangen wurde. Der Durchbruch 
der Siiure erfolgte gleichzeitig mit dem des Antibioticums. 

Zu Beginn der Elution bildete sich am oberen Siiulenende eine unscharfe, hellgraue 
Zone, die langsam a b w W  wanderte und gleichzeitig mit dem Antibioticum ins Filtrat 
ging. Die in dieser Zone in relativ kleiner Menge enthaltenen Begleitstoffe sind also ein 
Indikator fiir die Zone des Antibioticums. 

Die Fraktionen wurden sofort mit der OH-Form des schwach baeischen 
Amberlites TR-4-B neutralisiert. Dadurch vermeidet man die Neubildung 
von Salzen, die im weiteren Verlauf der Reinigung wieder entfernt werden 
miissen und verhindert daa Aiiftreten ekes zeitweiligen Alka.liuberschusses. 



1782 Brockmann, Musso: Geomycin (II.) [Jahrg. 87 

Reim Eindampfen der neutralbierten Fraktionen V und VT hinterblieh 
ein Salzkuchen, dessen Methanolauszug nach dem Einengen einen hellbraunen, 
hygroskopischen Lack (3.7 g) hinterliel3, der im Verdunnungstest gegen St. 
aureics bis 1:7.5x lo5 und gegen E. coli bis 1 : 5 x  lo4 wirksam war. Dieses 
Konzentrat enthalt, wie sich spliter durch Vergleich mit reinsten Produkten 
ergab, etwa 20 bis 25 yo Antibioticum (Rest Natriumchlorid und Calcium- 
chlorid), was etwa 75 yo des in der Kulturlosung vorhandenen Antibioticums 
entspricht. Konzentrate von mindestens gleicher Wirksamkeit erhielten wir 
nach dem gleichen Verfahren aus der Kulturlosung der Stiimme Wiist 70 
und Ital 1142. 

- 

11. Charakter i s ie rung  d e r  Ant ib io t ica  a u s  d e n  S t a m m e n  Wiist 70, 
Geiss 786 u n d  I t a l l l 4 2  

Um zu entscheiden, ob die Antibiotica unserer drei StLmme mit bereits 
bekannten Vertretern der Gruppe C I identisch sind, haben wir die mit Aus- 
tauschern gewonnenen Konzentrate auf drei verschiedene Weisen charrtkteri- 
siert : 1. durch Farbreaktionen, 2. durch ihr papierchromatographisches Ver- 
halten und 3. durch die Papierchromatogramme ihrer Hydrolysate. Tafel 1 
zeigt die Farbreaktionen umerer Antibiotica in Vergleich mit Neomy cin und 
Streptomycin. 

Tafel 1. Farbreakt ionen  de r  Antibiotica') 

I Wiist70 
............. - . .- -. .- 

Xinhydrin ...................... 

Sakaguchi i +') 

Biureta) ....................... 1 :  
Eisen (111 )-chlorid ............... 1 7  

..................... 
fiitoi4) ....................... 
Elson-Morgan .................. + 
Eiwn(III)-cyanid-Nitrosylprussiat6) I viol. i viol. i viol. I rot - 

- I  ....... 2.4-Dinitro-phenylhydrazin ' I I 

a)  AuBerdem zeigen alle Verbindungen mehr oder weniger schwache und verzogerte 
Reaktionen auf Zucker und Kohlenhydrate, z. B. Anthron-, Carbazol-, Tollens-, Moliach-, 
Fehling ache Reaktion. 

b)  S t rep tomycin  von F a r b  enf a b r i k e n  Bayer-Leverkusen. 
c) Neomycin von Heyden, Chemical Corp., New York. 
d) Wir when die Biuretnxktion als positiv an, wenn die fur Polypeptide charakteri- 

stiche intensive rotviolette Fkirbung auftritt. Bei allen oben aufgefuhrten Verbindungen 
war die Liisung hellblau. 

e) deutlich schwacher als beim Streptomycin. 

S t r ep tomyc in ,  S t r e p t o t h r i c i n  und Neomycin lassen sich papier- 
chromatographisch im System Rutanol-2-proz. wal3r. p-Toluolsulfonsiiure (mit 
oder ohne Zusatz von 2% Piperidin) trennene). Da die H,-Werte hier sehr 

4, I. R. Schenck u. M. A. Spielmann, J. Amer. chem. SOC. 67,2276 [1945]; UV- 

6, R. E. Horne  u. A. L. Pol la rd ,  J. Bacteriol.65,231 [191H]. 
6, R. A. Winsten u. E. Eigen, J.Amer. chem. SOC. 70,3333 Ll9481; D. H. Pe- 

Spektrum der Maltolreaktionsloeung siehe Abbild. 7. 

terson u. L. M. Reineke, ebenda 72,3598 [1950]. 
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klein sind, gelingt die Trennung erst nach langen Laufzeiten, bei denen die 
Zonen unscharf werden. Deshalb suchten wir nach neuen Losungsmittel- 
Systemen und fanden unter 55 verschiedenen Gemischen mehrere, die sich 
im Ringchromatogramm, wie Abbild. 2 zeigt, fiir m e r e  Zwecke eignen. Die 

Bufano/ -Ameisens. - Wasser 2 : 7 : I Buiano/-Ameisens. - Wusser 3 : 3 : 2 
4.75 Sid 5 75 SM. 

6utamI-fisessi - Wasser 7:2 : 7 Butanol - Pyridin - Eisessig - Wasser zfw. 75: 70:3:72,9.3 $id. 
Abbild. 2. Papierchromatogramme der Antibiotica in verschiedenen 

Lijsungsmittel- Systemen 
Dime und die folgenden Chromatogramme wurden auf Bchleicher dk SchUU Papier Nr. 2043 b gemaobt. 

Zonen unserer Antibiotica und die des Neomycins wurden mit Ninhydrin 
sichtbar gemacht, die des Streptomycins mit dem Reagens aus Kaliumeisen(II1)- 
cyeiiid und Natrium-nitrosyl-prus~iat5). Durch mikrobiologischen Test der 
Papierchromatogramme uberzeugten wir uns davon, daB die Farbzonen rnit 
denen der Antibiotica ubereinstimmen. 
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I n  Butanol-Eisessig-War (1 : 2 : 1) ist das am langsamsten wandernde 
Neomycin deutlich von Streptomycin und unserem Antibioticum aus Stamm 
Wiist 70 getrennt. Umgekehrt liegt in Butanol-Ameisensaure-~asser (2 : 1 : 1) 
unser Antibioticum dicht neben Neomycin, wahrencl Streptomycin schneller 
wandert. Eine Trennung der drei Antibiotica in drei in der Reihenfolge Neo- 
mycin-Antibioticum Wiist 70-Streptomycin (von innen nach aul3en) dicht 
hintereinander liegende scharfe Zonen gelang in Butanol-Ameisensiiure-Wasser 
(3 : 3 : 2). Eine gute Trennwirkung zeigte ferner Butanol-Pyridin-Eisessig- 
Wasser (16: 10:3: 12) (Abbild. 2a-d), in dem Streptomycin am schnellsten 
und unser Antibioticum am langsamsten wanderte. In  diesem System wurde 
unser Antibioticum in zwei, beim Einsatz grol3erer Mengen sogar in drei 
Zonen getrennt. Wahrscheinlich lassen sich die vier Losungsmittel-Systeme 
auch zur Trennung von anderen Vertretern der Gruppe CI anwenden. Leider 
standen uns fur einen solchen Vergleich Proben anderer Antibiotica nicht zur 
Verfiigung. 

Um unsere Antibiotica durch das Papierchromatogramm ihrer Hydroly- 
sate zu charakterisieren, haben wir Proben mit 6nHCI gekocht und das Hydro- 
lysat von Zeit zu Zeit papierchromatographisch im System Butanol-Eisessig- 
Wasser (2: 1 : 1) untersucht. Abbild. 3 zeigt zum Vergleich das nach 9 Stdn. 
erhaltene Hydrolysat von Neomycin, Geiss.786, Wiist 70, I ta l l l42  und 
Streptomycin 7). 

.- 

Abbild. 3. Papierchromatographkcher Vergleich der hydrolysierten Antibiotica. Links 
mit Ninhydrin, rechta mit !biphenyl-tetrazoliumchlorid entwickelt. Glu-am = Glucosamin 

') Streptomycin wurde nur 2 Stdn. hydrolysiert, meil bei liingerem Erhitzen keine 
neuen Hydrolyseprodukte mehr auftreten, und die Melaninbildung stark zunimmt. 
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Zusammenfassend laBt sich sagen, daB sich unsere Antibiotica durch ihre 
Farbreaktionen, ihr Papierchromatogramm und insbesondere das Papier- 
chromatogramm ihres Hydrolysates eindeutig von den bisher bekannten Ver- 
tretern der Gruppe CI unterscheiden. Untereinander zeigen sie dagegen keine 
nennenswerten Unhrschiede. Demnach sind sie entweder identisch oder ein- 
ander sehr Zihnlich. 

__ ~. 
Nr. 11/1954] 

111. Isolierung des Geomycins 
Als Ausgangsmaterial erhielten wir von Dr. A. B o h n e  , Werk Elberfeld 

der F a r b e n f a b r i k e n  B a y e r  A.G., dem wir unseren Stamm iiberlaasen 
hatten, Kohleabsorbate aus 500-l-Submersansiitzen, die teilweise bereits durch 
Elution mit sauren Losungsmitteln in ein amorphes, stark wirksames Geomycin- 
sulfat ubergefiihrt worden waren 7*) .  Nach dem Eluieren dieser Absorbate mit 
schwefelsaurem Aceton-Waaser (3 : 2) bei pn 2, Neutralisation mit, Bariumhydr- 
oxyd und Einengen i.Vak. wpde ein noch stark verunreinigtes, dunkelbraunes 
Sulfat erhalten (St. uureus 1 : l x  106, E.  coli 1 : l  x 104). Die Reinigung iiber 
das schwer losliche Pikrat fiihrte zu einem braunen, sehr hygroskopichen 
Hydrochlorid (St. uureus 1 :5x lo5, E. coli 1 :5 x lo4). Die Ausbeute an wirk- 
samer Substanz betrug etwa 20%. Durch fraktionierte Ad- und Deaorption 
an Aktivkohle und nochmalige Pikratfiillung konnte das Hydrochlorid als 
farbloses, hygroskopisches Pulver erhalten werden. [a]: : (c  = 2.8 in 
Wasser) das gegen St. aureus 1 : 1 x 1 0 6  und E. coli 1 : 1.6 x 105 antibiotisch 
wirksam war. Die ersten Stufen der Aufarbeitung und Reinigung d e n  
von F. Kluge in unserem Institut ausgefuhrt. 

Tafel2. Schwerlasliche Salze des Geomycine 

I Eigenschaften des Niederschleges . .- Rectgens 

F'ikrinsiiure ........................ orange-gelb, olig 
Pikrolonsiiure ...................... gelb, amorph 
Flaviansiure ....................... i gelb, olig 
Hexachloro-palladium(1V)-eiiure . . . . . .  ' gelb, olig 

................... gelb, olig 

- - -. - - . - 

i Gold (III)-chlOrid 
4-Oxy-azobenzol-sulfonsiiure-(4') ...... ; orange, schmierig, amorph 
Helianthin ......................... 1 dkl.rot, klebrig, amorph 
@-Naphtholorange .................... rot, olig 

Reinecke-Salz ...................... row, amorph 
Phosphorwolframsiiure .............. I schmutaigweiB, emorph 

Jhphtholblauschwarz ............... I i schwarz, amorph 

In Tafel2 sind in Waaser schwer losliche Salze des Geomycins aufgefiihrt. 
Kristallisationsversuche hatten bisher nur beim Helianthinsalz Erfolg. Es 
schied sich aus verd. Methanol in roten Pliittchen ah. Auch am Formamid- 
Waaser sowie Methanol-Chloroform wurde es kristallisiert erhalten. Damit 
wm die Moglichkeit gegeben, die weitere Reinigung des Sntibioticums durch 
fraktionierte Kristallisation seines Helianthinsalzes vorzunehmen. Als Aus- 

sa) H. Brockmann, A. Bohne  u. M. B o c k ,  Dtsch. Bundes-Pat. 913087. 
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gangsmaterial dafiir eignet sich am besten das uber das Pikrat gereinigte 
Hydrochlorid. Wie das Schema der fraktionierten Kristallisation (Tafel3) 
zeigt, reichert sich das Antibioticum in den schwer loslichen Fraktionen an. 
Die beste Praktion (IIIa) schmolz unter Zersetzung zwischen 205 und 215O. 
Ihre Analysenzahlen passen auf die Formel (C,H,,O,N, * C,,H,503N3S)n. Sie 
war gegen St. aureus bis 1 : 5 x  105 und gegen E. coli bis 1 :5x lo4 wirksam. 
Da der Geomycingehalt des Helianthinsalzes 32 "/b betriigt, ist die Wirksam- 
keit des reinen Antibiot.icums rund dreimal groBer. 

Tafel3. Schema der fraktionierten Kristallisation des Helianthinsalzes 
Fraktion 0 4.2g 

Ia 2.18g + Ib 0.89g + Ic  
I/ I/ r( 

1Ia l.62g --f IIb 0.70g + IIc 0.66g += IId 
I/ I /  I /  I/ 

I /  

IIIa 1.12g -+ IIIb 0.71 g + IlIc  0.49g -P IIId 0.64g + IIIe 0.65g 
St.aureue*): 1:500OOO 1:2OOooO 1:200OOO 1:20000 unwirks. 

E.coli*): 1: 50000 1 :  50000 1 :  20000 1:lOOOO unwirks. 
*) Wirksamksit im Verdllnnungstest 

Das aus der besten Helianthiiisalz-Fraktion (I11 a) gewonnene amorphe 
Geomycin-hydrochlorid, [a]: : t-16.Of 0.4O ( c  = 3.25, in Wasser) war gegen 
St. aurew bis 1 : 1.2 x 106 und gegen E. colz bis 1 : 1.6 x lo5 wirksam. Aus seinen 
Analysenzahlen ergibt sich als kleinste Formel C6H,,02N2 - HCl. 

Aus dem Hydrochlorid liiBt sich mit Amberlite IR-4-B nur ein Teil der 
Salzsiiure entfernen. Der Rest muB mit dem stark basischen Dowex2 ge- 
bunden werden, der aber das Antibioticum teilweise zuriickhalt. Die Reten- 
tion am stark basischen Austauscher (Abbild. 4) spricht fur das Vorliegen 
saurer Gruppen. 

% P 

IAm&r/iite ZR-4B 

7 2 3 4 5 8 7 8 9  
Fivktionen - 

Abbild. 4. Verhalten von Geomycin-hydrochlorid an basischen Austauscher-Siiulen 

Fur das freie Geomycin fanden wir in Ubereinstimmung mit der oben 
angefiihrten Formel des Hydrochlorides als kleinste Formel C6H,,02N2. Spiiter 
wiederholten wir, ausgehend von dem gleichen Geomycin-hydrochlorid, die 
f raktionierte Kristallisation des Helianthinsalzes, wobei die Fraktion IIIa 
nochmals umkristallisiert wurde. Die so gewonnene Fraktion IV a lieferte ein 
Geomycin-hydrochlorid, das weder in den Analysenzahlen, noch im UK-Spek- 
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Abbild. 5. Titretionskurven des Cfiomycins 

zur Neutralisation saurer Gruppen. Nimmt man an, daB Geomycin-hydro- 
chlorid nur e ine  saure Gruppe enthiilt, so ergibt sich aus dem Alkaliverbrauch 
das Mol-Gew. 1650f 165 (C6H,202N2-HC1)8-10. Aus den beiden nur angedeu- 
teten Wendepunkten der Kurve I1 liiBt sich auf das Vorliegen von schwach 
und stark baaischen Gruppen schliebn, deren Zahlenverhaltnis etwa 3 : 1 be- 
tragt. 

Geomycin, als freie Rase potentiometrisch in Eisessig mit f'berchlorsaure 
titriert, gab KurveIV. Aus dem Siiureverbrauch bis zum Wendepunkt er- 
rechnet sich daa -Xquivalentgewicht 147* 3, das gut mit der kleinsten Geo- 
mycinformel C,H,,O,N, (144.2) iibereinstimmt . Titration des Geomycins in 
Wasser lieferte Kurve 111, die zeigt., daB der Siiureverbrauch hier geringer 
ist. m7enn Geomycin, wie oben angenommen, eine saure Gruppe (Carboxy- 
gruppe) enthiilt, miiBte diese in wiiBr. Losung mit einer baskclion Gruppe 
des Geomycins ein Zwitterion bilden. Infolgedessen sollte in Wasser e ine  
basische Gruppe weniger zu titrieren sein als in Eisessig. Aus der Differenz 
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im Saureverbrauch bei diesen beiden Titrationen miiBte sich d a m  das gleiche 
Mol-Gew. ergeben wie aus KurveII. Daa ist innerhalb der Fehlergrenze 
tattslichlich der Fall, so daB wir ala vorliiufige Bruttoformel (C,,H1202N2)8-lo 
annehmen. 

Der nach v a n  S lyke  bei einer Reaktionsdauer von 6-10 Min. gefundene 
Aminostickstoff des Geomycins betragt etwa ein Drittel des Gesamtstick- 
stoffes und steigt nach vollstandiger Hydrolyse auf zwei Drittel des Gesamt- 
stickstoffes. 

Abbild. 6 zeigt dasUR-Spektrum des Geomycins und seines Hydrochlorides. Die Banden 
lassen sich folgenderniaBen zuordnen: 3.00-3.50 p: tfberlagerung von C-H-, NHt-  und 
durch H-Brucken beeinfluStan N-H- bzw. OH-Valenzschwingungen. Die schwache h n d e  

.~ 
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Abbild. 6. UR-Spktren a) 960 y Geomycin-hydrochlorid ( W e )  b) 960 y geomyoin- 
freie Beee IVa, beide in 200 mg Kaliumbromid geprel3t 

bei 5.00 p (im Hydrochlorid) kommt in vielen Aminosiiure-hydrochloriden vor. 5.79 p: 
Estarcarbonyl- oder C0,H-Carbonyl-Valenzschwingungen. 6.06 p SBureamid-carbonyl- 
oder -C=N-Valenzschwingn.  6.40 p : NIT-Deformationsschwingungen in SBureamid- 
gruppen und NHt-Gruppen. Die Spektren sind bis auf die 5.79-p-Bande der freien Base 
typisch fur  Verbindungen mit Peptidstruktiir. Das W-Spektrum ist wie bei Peptiden 
uncharakteristisch (Abbild. 7). 
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Die mit dem Ionenaushuscher IRC-50 aus der Kulturlosung der Stiimme Gek 786 
und Ital 1142 isolierten Konzentrate wurden analog iiber die Pikratfiillung in die reinen 
Hydrochloride iibergefiihrt. Aus ihnen konnten ebenfalls kristallisierte Helianthinsalze er- 
halten werden, die aich untereinander und von dem des Stammes Wiist 70 nicht unter- 
schieden. Beide Hydrochloride waren, wio Tafel4 zeigt, im Verdiinnungstest gegen 
St. uureua und E. wli wirksamer als unser reinstes Geomycin-hydrochlorid aus Stamm 

_ _  __- - _____ -.__ 

Streptomycinsulfat ......................... 1:1300000 
Neomycinsulfat ...................... : . . . . .  1 1:5700000 
Wiist 70, Hydrochlorid ..................... 1 1: 1000000 

1, S f  ausdemMyce1 ....... 1 1:2000OOO 
Geiss 786, Hydrochlorid ..................... I 1:3000000 

Ital 1142, Hydrochlorid ..................... ' 1:2600000 
,, ,, ausdemMyce1 ........ I 1:2000000 

1: 630000 
1:1000000 
1: leoOO0 
1: 175000 
1: 500000 
1: 530000 
1: 250000 
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Strep tomycins) ,  S t r ep to th r i c inQ)  und Rhodomycinlo)  ein Teil im 
Mycel zuriick und kann erst durch vorsichtjge Behandlung mit Raure oder 
Alkali herausgelost werden. Um zu priifen, ob das gleiche auch beim Geo- 
mycin der Fall ist, haben wir das Mycel von Stamm Geiss 786 und Ital 1142 
cuniichst erschopfend mit Petrolather, Ather und Aceton ausgezogen. Dabei 
wurden im wesentlichen Fette und fettahnliche Substanzen entfernt, die 
antibiotisch unwirksam sind. Als dann aber das Mycel mit einem Gemisch 
aus n HCI und Methanol (1 : 1) behandelt wurde, erhielten wir Extrakte mit 
beachtlicher antibiotischer Wirksamkeit. Bemerkenswert ist, da13 auch bei 
mehrfacher Wiederholung der Extraktion die Wirksamkeit der Auszuge zu- 
nachst nur unerheblich abnahm. Offenbar ist ein Teil des Antibioticums im 
Mycel ester- oder peptidartig gebunden und wird erst durch die hydrolytische 
Wirkung der Saure freigelegt. 

Die sauren Mycelausziige wurden ebenso wie die sauren Eluate der Aus- 
tauscher aufgearbeitet. Die iiber die Pikrate gereinigten Hydrochloride zeigten 
gegen St. aureus sowie E. coli etwa die gleiche antibiotische Wirksamkeit wie 
die aus den Kulturlosungen gewonnenen Geomycinpraparate. Die Ausbeute 
aus dem Mycel hetrug etwa ein Drittel der aus der Kulturlasung erhaltenen. 

Nach Mitteil. der Farbenfabr iken  B a y e r  war daa dort von A. B o h n e  herge- 
stellte Roh-Geomycinsulfat (a. uureua 1: 1 OOOOOO; E.  coli 1: 150000)11) im Plattentest11) 
wirkaam gegen Proteua-Bakterien, Pneumobaet. Friedhder,  Bact. lactis uerogenes, Ract. 
fueculis alcaligenm, Typhus und Paratyphus-Bakterien, Giirtner- und E-Ruhrbakterien 
solvie gegen Influenzabakterien. Wenig oder gar nicht gehemmt wurden Enterokokken, 
Pneumokokken und vergrimende Streptokokken. Das gleiche Praparat wirkta wie Strepto- 
thricin und Neomycin nephrotoxiach. Bei der mit Entamoeba kietolyticu infizierten Ratte 
war es nach Beobachtungen von Frl. Dr. M. Bock  , Elberfeld, gut wirksam. 

_ _ _  _- -- - . - 

IV. P a p  ie  r c hrom a t  o g r  a p h i s c h e  T r e n  nu  ng  d e  I Ge om y cine 

Wie oben erwahnt, bilden sich im Ring-Chromatogramm unserer rohen 
Geomycin-Praparate bei Anwendung des Systemes : Butanol-Pyridin-Eisessig- 
Waaser (15: 10:3: 12) drei Zonen (Abbild. 8). Die gleiche Auftrennung trat 
auch bei unserem reinsten, aus kristallisiertem Helianthinsalz (Fraktion 111 a) 
gewonnenen Geomycin ein (Abbild. 9). DaB in den drei Zonen tatsiichlich 
drei Antibiotica vorhanden sind, beweist der mikrobiologische Test, bei dem 
ein radial herausgeschnittener Streifen des Chromatogrammes auf mit St. 
aurezcs bzw. E. coli bespriihten Agar-Platten bebrutet m d e .  Abbild. 10 zeigt 
die drei Hemmzonen eines solchen Streifens : Wie bei den Actinomycinen 12) 
bezeichnen wir die Zonen von innen nach aul3en rnit A, B, C und D und ver- 
wenden die gleichen Buchstaben zur Kennzeichnung der in diesen Zonen 
enthaltenen Geomycine. 

G. Rake, W. Koeber u. R. Donovick, Amer. Pat. 2461922 [1949]; C. 1960 I, 
2006. 

g, Vergl. D. Perlman, Bot. Rev. 19,60 [1953]. 
lo) H. Brockmann. K. Bauer u. I. Borchers, Chem. Ber. 84,701 [1961]. 
11) Die= Teste wurden im Werk Elberfeld der Farbenfabriken Bayer durch- 

12) H. B r o c k m a n n 11. H. G r o n  e , Chem. Ber. 87, 1036 r19541. 
gefiihrt. 
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Abbild. 8. Papierchrornatoppbcher Vergleich der Geomycine aus den Stiimmen 

7 SMn. bei 200 
W W  70, Geiss 786 und Ita11142. Butanol-Pyridin-BisessigW~r 15:10:3: 12; 

Abbild. 9. Papierchromatogcaphischer Vergleich der Geomycinpriparate verschiedenen 
lbinheitegmdes aus Stamm Wiist 70. Butanol-Pyridin-Eieessig-Weeeer 15: 10:3: 12; 

7 SMn. bei 200 
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Aus den Ring-Chromatogrammen der Abbild. 9 ist zu ersehen, daB reines 
Geomycin-hydrochlorid mehr Geomycin C enthalt als das rohe Hydrochlorid, 
das als Ausgangsmaterial fur die fraktionierte Kristallisation des Helianthin- 

salzes verwendet wurde. Bemerkens- 
wert ist,, daB das Geomycin aus der 
Helianthinsalz-Fraktion I V  im Chro- 
matogramm nur die Zone A und wenig 
B zeigt (Abbild. 9). 

Um zu sehen, ob sich die Geomy- 
cine durch das Papierchromatogramm 
ihrer Hydrolysate unterscheiden, haben 
wir 9 mg Geomycin-hydrochlorid (Frak- 
tion IIIa) im Ring - Chromatogramm 
praparativ in die Komponenten B und 

Abbild. 10. Teststreifen aus einem Ring-Chromatogramm nach dem Bebriiten auf der 
St. aurew- bzw. E.-coli-Agar-Plette. Der Streifen stammt aus der mit dem Pfeil bezeich- 

neten Stelle des Chromatogramma. Butanol-Pyridin-Eisessig-~V~r 15: 10:3 : 12 

C zerlegt und diese hydrolysiert. Die Sektoren - Chromatogramme (Ab- 
bill. 11) der beiden Hydrolysate stimmen vollkommen uberein. Neben Spuren 
anderer Abbauprodukte zeigen sie nur die beiden ninhydrinpositiven Zonen, 

\ /‘ 

I 
.I 

‘I 

Abbild. 11. Chromatogramme der reinen Ceomycine B und C, a) (links) vor, b )  (rechts) 
nach der Hydrolyee. 1 und 2 ma1 adgetragen. T- Testgemisch. a) Buhnol-Pyridin-Eiseaaig- 
Wasaer 16:10:3:12; 4l/, SMn. bei 22O; b )  I s o p r o p c m o l - B a u r e - W a ~ r  30:2:20 
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die bereita in den Hydrolysaten der Geomycin-Rohprodukte vorhanden sind. 
Die weitgehend angereicherte Komponente A (Priiparat IV a) zeigt nach der 
Hydrolyse genau das gleiche Chromatogramm. 

Geomycin A, B und C sind demnach ehander sehr iihnlich. Wieweit sie 
sich quantitativ im Mengenverhiiltnis ihrer Abbauprodukte unterscheiden, 
wurde noch nicht bestimmt. Nach der halbquantitativen Schlitzung der 
Papierchromatogramme ist koin Unterschied eu erkennen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der  Chemie sowie den 
Ferbenf abriken Bayer, Werk Elberfeld, danken wir f i i r  grolJziigige Forderung unserer 
Arbeiten. 

Die mikrobiologischen Teete und Kulturanshe wurden von Frau I. Parow, Frau 
E. Holzgrabe und von h u  E. Musso durchgefiihrt. 

Beschrelbung der Versnche*) 

Ku l tu r  der Stiimme: Die aus Erdproben isolierten Stiimme Wust 70, G e i i  786 
und Ital1142, die in 260-ccm-Erlenmeyer- und P-Kolben auf der ublichen Glycerin- 
Kaliumnitrat-Niihrlosung bei 27O kultiviert wurden, zeigten unterschiedliches Wachs- 
tum. In einem Teil der P-Kolben wurde die Kulturlijsung bmun (?)H 7-8), enthielt vie1 
Mycel und war gegen St. aurew bis zu Verdiinnungen von 1 :200, gegen E. edi bis zu 
Verdiinnungen von 1 :20 wirksam; bei anderen htte sich wenig Mycel gebildet, und die 
schwach-gelbe Kulturlosung (?)H 6-7) war gegen 8t. aurew nur bis 1 :20 wirksam. Auf- 
gearbeitet wurde nach 4 bis 7 Wochen. 

Stamm Wiist 70 d e  auch auf der Glycerin-Kaliumnitmt-Usung in 600-Z-Ansritzen 
im Submersverfahren kultiviert, wobei man nach 100 Stdn. aufarbeitete. 

1. Charakterisierung der Austauscher 
Amberlite IRC-60 a) maximale Kapazitiit:  1 g Amberlite IRC-60 (KorngriiBe 

0.3-0.5 mm, Wassergehalt 48.7%) wurde 24 Stdn..in 2nHCl aufbewabrt, anschliehnd 
mit dest. Wasser gewaschen, bie diems neutral ablief und denn rnit 16 ccm n NaOH 
ubergosaen. Bei der Rucktitration nach 27 Stdn. wurden 9.66 ccm n HCl verbraucht. 
Kapazitiit: 6.36 m Aquival./g Amberlite (lufttrocken), 10.4 m AquivaI./g Amberlite 
(wasserfrei). 

b) Durchlaufkapazitiit:  In ein rnit Waaser gefulltes Chromcltogmmmrohr (6x 
0.66 cm; Ablaufrohr mit einem Quetschhahn verschlossen), an deesen oberem Ende als 
Fliisaigkeitsreservoir ein 8 x 1.5-cm-Rohr angeschmolzen war, gab man 1 g Amberlite 
IRC-60, der sich gleichmiil3ig und ohne Luftblesen absetzte. AnschlieBend behandelte 
man 12 Stdn. mit 2nHC1 und wusch nach, bis das Filtmt neutral ablief (9 ccm H,O). 
Daa Vol. des Austauschers (1.6 ccm) iinderte sich dabei nicht. AnschlieBend gab man 
mit einer Durchlaufgeschwindigkeit von 0.2 ccm/Min. 10 ccm n NaOH durch die SBule 
(Austauscher vergrohrte infolge Quellung sein Volumen um 85%) und wusch mit 9 ccm 
nach. Filtmt und Waachfliisaigkeit wurden vereinigt und verbrauchten 4.66 ccm n.HCl. 
Durchlaufkapazitiit it: 5.36 m Aquival./g lufttmkenen Amberlites, entspr. 3.56 m -4qui- 
val./ccm (lose gemhuttat). Bei dieser Durchlaufgeechwindigkeit wird die Kapazitiit also 
voll ausgenutzt. 

Auf die Na-Form des Austauschers gab man nun 10 ccm n HCl und titrierte den 
durchgelaufenen Salzsiiure-aerschuB. Verbraucht wurden 4.78 ccm n NaOH. Daa Vol. 
des Austauschers nahm ab und war nach dem Austausch um 0-7% gr6Ber als zu Beginn 
des Versuches. 97.6% der maximalen Kapzitiit wurden demnach schnell ausgenutzt. 
Freies Alkali wurde bedeutend langsamer ausgewaachen ale freie Siiure und erforderte 
daher dermal mehr Waschfliiwigkeit. 

*) Alle Schmpp. d e n  unter dem Heizmikroskop nach Kofler bestimmt und sind 
nicht korrigiert. Zur Analyee wurden dle Substanzen bei 60° i.Hochvak. uber Diphos- 
phorpentoxyd getrocknet. 
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c) Durchlaufkapaz i ta t  de r  rnit Nat r iumhydrogencarbonat  behandelten 
Siiule: 2 Saulen aus 0.5 g Amberlite IRC-50 (H-Form) wurden mit 2 n HCI vorbehan- 
delt und dann mit gesiittigter Natriumhydrogencarbonatlosung solange gewaachen, bis 
der Durchlauf das gleiche p, (8.4) hatte wie die aufgegebene Losung. Dazu waren 
75 ccni crforderlich und die Saule quoll um 80% ihres Volumens. Auf die eine der am- 
gewamhenen Siiulen gab man 10 ccm n HC1 (Durchlaufgeschwindigkeit 0.2 ccm/Min.), 
durch die andere 10 ccm n NaOH, wusch nach und titrierta Filtrat und Waachwasser 
zuruck. L7erbrauch: 7.57 ccm n NaOH bzw. 9.83 ccm n H a .  Bei T)H 8.4 waren dem- 
nnch 91% der Carboxygruppen belegt, 6.4% noch frei. 

d) Durchlaufkapazit i i t  des  auf %6.5 gepufferten Austauschers:  Wie beim 
vorhergehenden Versuch wurden zwei SBulen aus je 0.5 g mit Salzsliure vorbehandeltem 
A4ustauscher mit 0.2 WL Natriumphosphatpuffer % 6.5 umgesetzt, bis der Durchlauf 
p, 6.5 zeigte. Dazu waren 95 ccm erforderlich, wobei die Saule um 35% ihres Volumens 
zunahni. Anschlielnd wurde wie beim vorhergehenden Versuch die eine SBule mit 
10 ccm n HCI, die andero mit 10 ccm n NaOH gewaschen und der Durchlauf titriert. 
Verbrauch: 8.79 ccm n NaOH bzw. 8.52 ccm n HCI. Der Austauscher war demnach zu 
45% belegt. 

Amberli te IR-4 R a)  maximale Kapaziti i t :  1 g Austauscher (0.1-0.4 mm Korn- 
g rob ;  Wassergehalt 3eo/,) wurde zuniichst mit uberschiissiger 2nHC1 in das Salz ver- 
wandelt, dann mit 0.8-proz. Ammoniak regeneriert und neutral gewaschen. Anschlie- 
Dend versetzte man rnit 10 ccm n HC1 und titrierte nach 32 Stdn. potentiometrisch 
zuriick. Verbrauch an n NaOH: a) bis p, 3.5:3.31 ccm; b)  bis p, 7.6:3.66 ccm; c) bis 
1 1 ~  9.0:7.5 ccm. Besonders im schwach alkalischen Bereich stellte sich daa Gleichgewicht 
relativ langsam ein. 1 g Amberlite IR-4 B (lufttrocken) neutralisierte 6.3 m Aquival. 
Saure (Neutmlisationspunkt pH 7.5). 

b )  Durchlaufkapazit i i t .  Durch eine Siiule aus l g  Austauscher, die wie beim 
vorhergehenden Versuch mit Ammoniak vorbehandelt war, gab man 10 ccm n HCl 
(Durchlaufgeschwindigkeit 0.2 ccm/Min.). Der Austauscher quoll merklich, doch iinderte 
sich daa Volumen kaum. Beim Aumaschen konnte selbst rnit 15 ccm Wasser die Saure 
nicht restlos entfernt werden, doch war ihre Konzentration in den letzten Anteilen Wasch- 
w-r sehr gering. Verbrauch dea Durchlaufes an n NaOH a) bei 25 ccm Waachwaaser 
4.32 ccm, bei 30 ccm Waschwasser 4.51 ccm und bei M).xm Waschwawr 4.89 ccm. 
Kapazitat: 5 m xquival./g Austauscher (lufttrocken), 7.8 m Aquival./g Austauacher (trok- 
ken) bzw. 3.2 m xquival./ccm Austauscher (lose geschuttet). 

Zur Neutralisation eignet sich neben der OH-Form auch die Carbonat-Form. Wird 
sie in Saulenform angewandt, 80 muB die Konzentration der zu neutralisierenden Saure 
so niedrig sein, da13 daa freiwerdende Kohlendioxyd gelost bleibt. 

-- 
1794 
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2. Abt rennung der  Antibiotica du rch  Kat ionenaus tauscher  
Vorversuche: Verwendet wurden drei verschiedene Saulen (4.3 ccm x 0.66 ccm; 

Vol. 1.5 ccm) folgender Vorbehandlung: I. reine H-Form; 11. mit gesattigter Natrium. 
hydrogencerbouatlosung behandelt ; 111. mit Phosphatpuffer % 6.5 vorbehandelt. Auf 
diese Saulen go13 man 10 ccm der auf 8.5-9.0 eingestellten Kulturlijsungen (Durch- 
laufgeschwindigkeit 0.2 ccm/Min.) und wusch mit M7aaser nach. AnschlieDend eluierte 
man bei gleicher Durchlaufgeschwindigkeit rnit 10 ccm 0.6 n HCI. Die Filtrate der Kultur- 
losungen sowie die rnit 4nNaOH neutralisierten Eluate wurden im Verdiinnungstost 
gegen St. aurewr und E. wli getestet. Eine kleine Menge der auf p, 8.5-9 eingestellten 
Kulturlosung blieb ah Kontrolle zuriick und wurde nach Beendigung des Versuches, 
der etwa 2 Stdn. dauerte, neutralisiert und getestet, urn festzustellen, ob die Antibiotice 
durch die alkalische Reaktion der Lijsung verandert waren. 

Bei den Kontrollversuchen rnit Streptomycin wurden 10 ccm einer 0.0125-proz. 
Streptomycinsulfatlosung auf die SiLule gegeben. Als Beispiel dieeer Vorversuche ist im 
folgenden die Untersuchung der Kulturlosung dea Stammes W1Tiist 70 beschrieben. 
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Abtrennung des Antibioticums aus  S tamm Wiist 70: Die dunkelbraune Kultur- 
h u n g  zeigte bevor und nachdem sie 3 Stdn. bei p, 9.0 gestanden hatte. folgende Wirk- 
samkeit. Vorher: St. uureua 1 :200 gehemmt, E. wZi 1:20 gehemrnt. Nachher: St. aureus 
1 : 200 gehernmt, E. wZi 1 : 10 gehemmt. 

Tafel5. Abtrennung des Antibioticums aus Stamm Wiist 70 

Stiule 

I. a )  Durchlauf ........... 
b) Eluat ............... 

II. a) Durchlauf ........... 
b) Eluat ............... 

III. a) Durchlauf ........... 
b) Eluat ............... 

I - 
I 

Farbe 

hellbraun 
hellbraun 

braun 
farblos 
braun 
farblos 

1 %  
4.5 ! 1.0 

i 8.5 

. 7.0 
j 1.0 

I 1.0 

Wirkaamkeit 

unwirkaam 
8t. uureua 1 : 200; 
1. wZi 1 : l O  

r9t. aurewr 1 :200 

St. aureus 1:200 

unwirksam 

unwirkmm 

Um zu priifen, ob beirn Neutralisieren mit der OH-Form des Amberlite IR-4B die 
Wirkaamkeit verloren geht, wurden angeaiiuerte Proben der Kulturlosung so neutralisiert 
und geteatet. Ein Verlust an Wirkaamkeit war nicht festzustellen. 

Prepara t ive  Abtrennung des Antibioticums aus  Starnm Geiss 786: 300g 
Amberlite IRC-50 (unter Wasser lose geschiittet 400 ccm) wurden in einem Chromato- 
g r a m m h r  24 Stdn. lang mit 1.5 1 2nHCl behandelt und anschlieflend solange mit W w r  
gewaschen, bis das Filtrat neutral abflol3. AnachlieBend verriihrte man den Austauscher 
in einem Becherglas mit 1.5 I 0.2 m Natriumphosphatpuffer % 6.5, wohi der p,-Wert 
langsem abnahm, gab dann 4nNaOH tropfenweise zu, bis der %-Wert wieder auf 6.5 
gestiegen war (erforderlich 165 ccm huge),  schl&mmte in ein Chromatogrammrohr 
(4 x 120 cm) ein (Vol. der Siiule 750 ccm) und wusch bei einer Durchhufgeschwindigkeit 
von 1 Z/Stde. rnit Pufferhung, bis dee Filtrat p, 6.5 zeigte (erforderlich 8.5 1) .  Anschlie- 
Bend wurde mit 3 1 Waaaer nachgewaachen. Durch diese S i d e  fltrierte man mit einer 
Durchlaufgeachwindigkeit von 1 Z/Stde. 37 1 brauner Kulturlosung dea Stammes Geiss 786 
(nach vier Wochen langer Bebriitung bei 27O aus 50 P-Kolben ermten; Wirkaamkeit: 
rSt. uureua 1 : 100, E. wli 1 : 10). Die Kulturl&ung wurde iiberall, wo sie mit Luft in Be- 
riihrung kam, rnit Toluol iiberschichtet, um ein weitem Wachstum noch vorhandener 
Zellen zu verhindern. Der Durchlauf war braun und unwirksam. Anschliehnd wusch 
man die SiLule rnit W m r ,  bis die WascMiissigkeit farblos ablief und eluierte mit 0.6 n 
HCl; Durchlaufgeschwindigkeit 1 Z/Stde. Daa Filtrat wurde in Fraktionen von 0.6 I 
aufgefangen. Von jeder Fraktion titrierte man 10 ccm mit 1nNaOH und testete die so 
neutraliaierten Proben gegen St. aureua und E.  wli. Die Ergebniase sind in Abbild. 1 
wiedergegeben. 

6 Amberlita 
IR-4 B (OH-Form) ein und verdampfte nach Entfernung des Austauschers i.Vak. zur 
Trockene. Den getrockneten Ruckstand extrahierte man mit Methanol (Riickstend 
Natriumchlorid) und verdampfte wiedenun i.Vak. Der Ruckstand, ein hellbrauner, 
hygroskopischer Lack (3.7g), war gegen St. aurewr bis 1:7.6x105, gegen E . d i  bis 
1 :5 x 1oP wirksam. In analoger Weise wurden die Kulturlosungen der Stitmme Wiist 70 
und Ital1142 aufgearbeitet. 

In die vereinigten, hellgelben Fraktionen V und VI r- man bie 

3. Abtrennung des Geomycins aus der Kulturlosung durch Aktivkohle 
und Reinigung iiber das  P ik ra t  

Bevor daa Verfahren rnit Ionenaustauschern entwickelt worden war, wurde drrs Kohle- 
Adsorbat eines 600-1-Anaatzes aufgearbeitet. Die Kulturlosung (500 1, St. aureua 1: 1 x 109; 
E. mli 1:76) wurde bei % 8-9 mit 1.5 kg Aktivkohle (E. Merck) verriihrt; eodann 
wurde die Kohle abfiltriert und gewaschen. Die feuchte Paste (5 kg) wurde mit einem 
Gemisch von 6 1 Aceton und 4 1 Waaser lmit etwa 35 ccm konz. Schwefelsiure euf p, 2 
eingestellt), 2 Stdn. geriihrt und nach dem Filtrieren noch zweiinal genau so eluiert. 
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Die vereinigten rotbreunen L&ungen neutralisierte man mit Bariumhydroxyd bis p, 6.5 
bis 7, zentrifugierte das Bariumsulfat ab und engte i.Vak. bei 40" auf 2 1 ein. Diem Lo- 
sung (enthitlt 100-200 g feste Substanz) riihrte man in 3 I heiD gesattigte, wiilr. Pikrin- 
siiure ein, wobei das Pikrat als braunes 01 ausfiel. Vber Nacht setzte es sich gut ab und 
wurde dann in 1 I Methanol unter Zusatz der erforderlichen Menge konz. Salzsaure ge- 
lost und die braune Lasung in daa lOfache Vol. hither geflllt. Daa braune glaaige Hydro- 
chlorid (ca. 45 g) war gegen Bt. aureua 1 : 1 x 106 und 8. wli 1 : 1 x 10' wirksam. 

Rein igung m i t  Akt ivkohle  u n d  iiber d a s  P i k r a t :  Eine Losung von 5 g rohem 
Geornycinsulfat in 70 ccm Wasser wurde rnit 3 Tropfen 2nH,SO, ange+hxt und por- 
tionsweise mit insgesamt 5 g Aktivkohle verriihrt, bis die iiberatehende Losung fast farb- 
10s war. Die Kohle wusch man mit sehr verdiinnter Schwefelsaure (h 2-3) steigender 
Konzentration, bis sich die Eluate gelblich farbten, stellte die vereinigtan Filtrate mit 
Bariumhydroxyd auf pH 8.0 ein, filtrierte vom ausgefallenen Bariumsulfat ab und lie5 
das Filtrat bei 50° unter Riihren in 400 ccm kalt gesatt. Pikrinsiurelosung eintropfen. 
Daa ausgefallene zahfliissige Pikrat wurde mit wenig Wasser gewaschen und dann ge- 
trocknet. Seine Losung in 80 ccm Methanol und 4.5 ccm konz. SalzsBure lie5 man bei 
Oo unter Riihren in 500 ccm absol. hither eintropfen. Das in farblosen, klebrigen Flocken 
ausgeschiedene Hydrochlorid saugte man ab, wusch mit hither, lo& in 20 ccm absol. 
Methanol, filtrierte die hellgelbe Lijsung bei 30° iiber 0.2 g Aktivkohle und gab das Fil- 
trat tropfenweise in 200 ccm absol. Ather. Das ausgefallene Hydrochlorid wurde vier- 
ma1 mit 200 ccm absol. hither gewaschen (hither durch Dekantieren abgetrennt) und 
i.Vak. iiber Kaliumhydroxyd und konz. Schwefelsiiure getrocknet. Ausb. 1.7 g ferb- 
loses, stark hygroskopisches Hydrochlorid (Pritparat 1). [a12 : +8.9 0.5O (e = 2.8, in 
Wasser). Gehalt an anorganischen Salzen 0.3%. St. aureua: 1: 1 x l P ,  E.  wli: 1 : l . B ~  105. 
Aus 11.3 g rohem, analog verarbeiteten Geomycinhydrochlorid, das bereits durch eine 
Pikratfallung gereinigt worden war, erhielten wir 17.8 g Pikrat und daraus 8.9 g gereinigtes 
Hydrochlorid (Praparat 2). 

4. K r i s t a l l i s a t i o n  d e s  Geomycin-hel ianthinsalzes  
Das Geomycin-hel ianthlz  lost sich gut in Formamid, mal3ig in heiDem Tetrahydro- 

furan, Wasser und Methanol und sehr wenig in den gebriuchlichen organischen Lasungs- 
mitteln. Es kristallisierte aus einer bei 4C-50° geshtt. Lijsung in Methanol-Wasser (1 : 1 ) 
bei sehr langsamem Abkiihlen in dunkel rotbraunen I(ristallbiischeln (mikroskopisch 
gelblichen Plkttchen); ferner als seine konz. warme Losung in Formamid nlit heihm 
Wasser verdiinnt und sehr langsam abgekiihlt wurde und schlie5lich auch, ah seine heiD 
gesattigte Lijsung in absol. Methanol mit dem 8-l0fachen Vol. Chloroform verdiinnt und 
10 bis 14 Tage bei 20° gehalten wurde (rote, handschuhformige Plattchen). 

F r  a k t ionie  r t e K r i s t a l l  i sa t i o n d e s r o he  n Ge o m y  cin - he  l i  an t h i  n s a1 z e s : Eine 
Losung von 2 g rohem Geomycin-hydrochlorid in 100 ccm Wasser lie5 man unter Riihren 
bei 40° innerhalb 2 Stdn. in eine Losung von 4 g Helianthin in 800 ccm W a r  eintropfen 
und kiihlte langsam auf 0". Der rotbraune, teilweise kristalline Niederschlag, im folgen- 
den als Fraktion 0 bezeichnet, wurde zweimal mit Waaser gewaschen und i.Vek. getrocknet 
(4.0 9). Wirksamkeit ge&n St. aurew 1 : 5 x 106, gegen E.  wli 1 : 2 x 10'. Das Piltrat des 
Niederschlages war unwirksam. 

4.2 g Fraktion 0 riihrte man langsam in 615 ccm kochendes a b d .  Methanol ein, 
setzte dann langsam unter Riihren die gleiche Menge kaltes Waseer hinzu und regelte 
die Temperatur so, daD sie am Schlu5 43O betrug. In Methanol-Wttsser 1 : 1 lost sich daa 
Helianthinsalz bedeutend langsamer. Geht man mit der Temperatur iiber 45O, so wird 
der Niederachlag klebrig und ballt sich zusammen, und es dauert noch linger, bis voll- 
stlndige Losung eintritt. Dann wurde im Wasserbad innerhalb von 12 Stdn. auf 00 
abgekiihlt, wobei sich Fraktion I a  ausschied. Aus der Mutterlauge erhielt man nach 
Einengen i.Vak. auf 600 ccm Fraktion I b  und aus deren Mutterlauge durch Verdampfen 
Fraktion Ic. 9nscMieJ3end wurde jede dieser drei Fraktionen noch zweimal fraktioniert 
kristallisiert, wobei die folgenden Fraktionen in der Mutterlauge der vorhergehenden 
gelost wurden. Tafel3 unterrichtet iiber die Ausb. und Wirksamkeiten, Tafel6 iiber 
die Analysen der Endfraktionen. 
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Tafel6. Analysen der Helianthinsalz-Fraktionen 

Ausbeute yo ......... 
Aussehen ........... 
yo N .............. 
% S  .............. 
yoRuckstand bei der 

s-Best. ........... 
% Helianthin-Ion a. d. 

S-Gehalt .......... 

26.7 
dunkelrot 

krist. 
15.45 
7.26 

0.038 

67.6 

IHb  

16.9 
dunkelrot 

krist. 
15.24 
6.96 

0.233 

66.3 

111 c 111 d 

dunkelrot 

15.37 15.17 
6.77 

0.214 1.44 

64.4 59.4 

IIIe 

15.4 
hellrot 

z.T1. krist. 
13.15 
5.33 

13.95 

50.7 

Daa Helianthinsalz IIIa verwittert beim Trocknen, ist schwach hygroekopiech, sintert 
ab 196O und schmilzt unter Zers. ab 2 0 ° .  

C6Hl,0~a-Cl,Hl,08N8S (449.6) Ber. C 63.43 H 6.06 0 17.80 N 15.58 S 7.13 
Gef. C53.07 H6.11 N15.46 S7.26 

Der gleiche Fraktionierungsversuch wurde ein Jahr spiiter mit dem gleichen Aus- 
gangsmaterial wiederholt, wobei die Spitzenfraktionen IIIa-c nochmals umkristallisiert 
d e n  und so die Spiteenfraktionen IVa, IVb und IVc lieferten. 4.0 g rohes Geomycin- 
hydrochlorid gaben 7.8 g Helianthinsalz (Fraktion 0), aus dem 1.2 g IVa (dunkelrot gut 
kristallisiert), 0.87 g IVb (kristallisiert) und 1.8 g IVc (2. T1. klebrig) erhalten wurde,. 
IVa sinterte bei 198O und schmolz untar Zers. zwische? 205 und 215O. 

Gef. C53.37 H6.22 0 17.90 N 15.66 S 7.31 
Geomycin-hydrochlorid aus  dem Helianthinsalz: Eine Suspension von 1.33 g 

trockenem, sehr fein gepulverten Geomycin-helianthinsalz (Fraktion 111s) in 20 ccm 
absol. Methanol versetzte man unter Reiben in einer Reibschale tropfenweise mit 1 ccm 
konz. Salzsiiure, filtrierte nmh 10 Min. und entfiirbte das Filtrat mit Aktivkohle. Die 
filtrierte Lasung wurde i.Vak. auf 5 ccm eingeengt und unter Riihren in 120 corn absol. 
&her eingetragen. Der feinflockige, we& Niederechlag wurde dreimal mit 100ccm 
absol. Ather dekantiert und i.Vak. uber konz. SchwefeMure und Kaliumhydroxyd ge- 
trocknet. Ausb. 293 mg (55% d.Th.). Dieees im folgenden ah IIIa gekennzeichnete 
Geomycin-hydrochlond, ein hygroskopisches, farbloses Pulver, lost sich sehr gut in Wae- 
ser (& der 3-proz. wiil3r. L&ung 2.5) und Methanol, weniger gut in &hano1 und gar 
nicht in Aoeton, Essigester, Ather und Petroltither. 

C,H,,O,N,Cl (180.6) Ber. C 39.89 H 7.26 0 17.71 N 15.51 C1 19.63 
Gef. C 39.86 H 7.28 0 18.52 N 15.33 Cl19.80 

Aminostickstoff nach van  Slyke: 
(C6H180&TaCl), (1444.8) 6 Amino-N Ber. 5.82 Gef. 5.88*) 5.98**) 
Amino-N nach saurer Hydro lp  Gef. 10.0*), 11.8**) 

*) Reektionmeit 5 Min. 
Zur Hydro lp  d e n  16.6 mg in 6 ccm 6nHCl im EinschluDrohr unter Stickstoff 

21 SMn. auf 120° erhitzt. Die Lijaung wurde i.Vak. unter Stickstoff verdampft, der 
Ruckstand uber Kaliumhydroxyd getrocknet und zur Aminostickstoff-Bestimmung in 
2 ccm Wasser geliist. 

Geomycin-hydrochlorid aus  Helianthinsalz (IVa): Aus 1.13 g Helianthinsdz 
(ma) d e n  298 mg Hydrochlorid erhalten (69% d.Th.). [1]B : +16.0 =i 0.5O (c =; 3.25, 
in Waaser). 

**) Reaktionszeit 10 Min. 

C,H,O,N,Cl (180.6) Ber. C 39.89 H 7.26 0 17.71 N 15.51 C119.63 
Gef. C 39.88 H 7.70 0 17.52 N 15.77 C119.25 
-NC& 1.31; -OC& 0.16 

Geomycin aus  Geomycin-hydrochlorid: Vorvereuche d e n  mit 2 mg Geo- 
mycin-hydrochlorid IVa in 0.2 ccm Wasser an 2 x 0.66-cm-Siiulen der Austauscher Am- 
berlite IR-4 B und Dowex 2 in der OH-Form gemacht (Abbild. 4). Eine Lasung von 
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99 mg Geomycin-hydrochlorid (IVa) in 0.5 ccm Waaser gab man auf eine Shule von 
Amberlite IR-4 B (OH-Form; 4 x 0.66 cm), wusch mit Waaser nach (0.1 ccmmin.) und 
fing das Filtrat in Fraktionen von 0.35 ccm auf. Von jeder Fraktion brachte man einen 
Tropfen auf einen Streifen Filtrierpapier, trocknete und entwickelte mit Ninhydrin. An 
der Violettfiirbung lie13 sich leicht erkennen, welche Fraktionen Geomycin enthielten. 
Ferner wurde jede Fraktion auf Chlor-Ionen gepriift. Nachdem 3 ccm die Siiule passiert 
hatten, war daa Filtrat frei von Geomycin, doch waren die Geornycinfraktionen noch 
nicht chlorfrei. Sie d e n  daher vereinigt und durch 0.5 g auf einer kleinen Trichter- 
nutsche befindlichen stark baaischen Austauscher Dowex 2 (OH-Form) filtriert. Daa 
chlorfreie Filtrat (* 10) hinterlie13 beim Verdampfen i. Vak. einen achwach gelblichen, 
hygroskopischen Ruckstand (58 mg; 73% d.Th.). 

C,H,,O,N, (144.2) 
Aquiva len t -  und  Mo1.-Gew.-Bestimmung durch  Ti t ra t ion :  Die Titrationen 

in wiilr. Lijsung wurden mit der alkalifesten Glaselektrode, die Titrationen in Eiseesig 
nach H. Brockmann und E. Me ye+') durchgefiihrt. Fur die *- und Potentialmessungen 
diente ein pH-Meter (Radiometer-Kopenhagen Nr. 22). 

Kurve I (Abbild. 5). Blindwert: 0.2 ccm O.lnHC1 in 1.8 ccm Waeaer verbrauchten 
0.202 ccm (i- 0.005 ccm) 0.1 nNaOH. 

Kurve I1 (Abbild. 5). 1. 39.0 mg Geomycin-hydrochlorid (IVa) in 1.7 ccm Wasser 
+ 0.2 ccm O.lnHC1; 2. 18.7 mg deeaelben Praparatm in 1.8 ccm Waaser + 0.2 ccm O.ln 
HCl. Verbrauch an 0.1 nNaOH bis zum ersten Wendepunkt (nach Abzug dea Blindwertes): 
1. 0.23 ccm; 2. 0.116 ccm. 

Mo1.-Gew. (C,Hl,0&2~HCl),-lo Ber. 1448-1806 Gef. 1690, 1610 & 165 

Ber. C49.98 H8.39 N 19.43 Gef. C49.48 H 8.91 N20.25 

K l w e  I11 (Abbild. 5). 16.0 mg Geomycin (Base IVa) in 1.2 ccrn Wasser verbrauchten 
bia zum Wendepunkt 0.982 ccrn O.lnHC1. 

KurveIV (Abbild.5). 11.0mg Geomycin (Bese I V a )  in 4.0ccm Eiseseig wurden 
mit 0.107nHC10, in Eisessig titriert. Wiihrend der Titration fie1 ein flocliiger, farbloser 
Niederschlag aw. Verbrauch bis zum Wendepunkt 0.70 ccm. 

C,H,,O&, Aquiva1.-Gew. Ber. 144.2 Gef. 147 * 3 
obe r fuh rung  der  Antibiotica a u s  S tamm Geiss 786 und  I t a l l l 4 2  in  kr i -  

s ta l l i s ie r te  Helianthinsalze:  Fur diese Versuche dienten die mit Amberlite IRC-50 
aus der Kulturlosung gewonnenen Konzentrate. 1.4g Konzentrat aus G e k  786 gab 
394 mg Pikrat und d iem 267 mg farbloees Hydrochlorid. 1.1 g Konzentrat aus Ital 1142 
lieferte 380 mg Pikrat und d iem 270 mg schwach gelblichea Hydrochlorid. 

Eine Lijsung von je 10 mg der beiden Hydrochloride in 1 ccm Waaser lies man bei 
5 0 0  in 5 ccm einer kaltgeshttigten Natrium-helianthinsalzlosung eintropfen. Die ab- 
zentrifugierten, zweimal mit wenig Wasser gewaschenen Niederschliige wurden bei 45' 
in der notigen Menge 60-proz. Methanol gelost und durch sehr langsames Abkiihlen auf 
0' zur Krietalliaation gebracht. Die Kristalle zentrifugierte man ab und wusch sie mit 
wenig 5O-proz. Methanol. Ausb. 3-5 mg. Schmp. unt. Zers. Geiss 786 200-205O, Itall142 
206-215'. 

Isolierung der  Antibiotica a u s  dem Mycel der  Stiimmo Geiss 786 
und I t a l  1142 

Geies786: Das aus dem 37-2-Ansatz (dessen Liisung mit Ionenaustauschern aufge- 
arbeitet wurde) abfiltrierta, getrocknete und zerriebene Mycel (27.8 g) d e  im Soxhlet- 
Apparat je einen Tag mit Petrolhther, Ather und Aceton extrahiert. Die RuckstiLnde 
nach dern Verdampfen dor Lijsungsrnittel (Petrolather 0.66 g, Ather 0.16 g, Aceton 0.44 g) 
waren unwirksam. Daa so vorbehandelte Mycel (26.4g) wurde wiederholt bei 20' rnit 
je 100 ccm einer Mischung aus n HCl und Methanol 1 : 1 30 Min. digeriert, filtriert und 
der Extrakt aofort mit Amberlite IR-4B (OH-Form) auf %6.0 neutralisiert und ge- 
testet. Das Maximum der Wirkmmkeit lag in den Fraktionen I1 bis IV rnit St. aureua > 
1:lOOO und E. mli > 1:1000. Nach dem Eindampfen der FraktionenI bis IV i.Vak. 

I*) Chem. Ber. 86, 1514 [1953]. 
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hinterblieben 2.6 g einea braunen, hygroskopischen Lackes (St. aureua 1 :5  x lob und E. 
wli 1:2.5x lo"); die Fraktionen V bis VI I I  gaben 2.4g (St. aureua 1:3.5x lo" und E. 
wli 1:BxlOJ). 

Reinigung iiber das  P ik ra t :  2.1 g des rohen Hydrochlorides am Fraktion I bis I V  
gaben 1.3 g Pikrat und daraus konnten 170 mg reines Hydrochlorid erhalten werden 
(St. aureu~ 1 : 2 x lW, E. eoli 1 :5  x 106). Die zweita Portion (Fraktion V bis VIII)  lieferte 
noch 49 mg Hydrochlorid der gleichen Wirksamkeit. Ein 13-l-Kulturanaatz des Stammes 
Ital1142 hatte 23.4 g Mycel gebildet und daraus wurden wie oben 4.182 g Rohprodukt 
(St. aureua 1:2 x lob, E. coli 1:2x lo") und 181 mg gereinigtes Hydrochlorid (St. aureue 
1 : 2 x W, E. wZi 1 :2.5 x lo") erhalten. 

-____ 

5. P r i p a r a t i v e  Ring-Papierchromatographie des Geomycina 
Eine Losung von 9.0 mg Geomycin-hydrochlorid (IIIa) in 0.08 ccm Wawer wurde 

gleichmaDig auf die Startkreise von 10 Papierbogen (30 x 29 cm, Schleicher BE Schiill 
2043 b) aufgetragen und mit Butanol-Pyridin-Eisessig-Wasser (15: 10:,3: 12) 6 Stdn. bei 
180 chromatographiert. Nach Trocknen bei l l O o  (15 E n . )  war im UV-Licht nur eine 
breite Zone zu erkennen. Daher wurden vier 3 mm breite Testatreifen radial zueinander 
im Winkel von 9 0 0  ausgeschnitten und mit Ninhydrin entwickelt. Danach konnten die 
Zonen B und C getrennt ausgeschnitten und mit O.ln Essigsiiure eluiert werden, wobei 
ein 2mm breiter Streifen zwischen den Zonen, in dem dieee etwaa iiberlappten, ver- 
worfen wurde. Nach Eindampfen der Eluate hinterblieben 2.7 mg der Komponente B 
und 5.0 mg der Komponente C. 

Hydrolyse von Geomycin B und  C: Beide Fraktionen wurden im EinschluD- 
rohr 13 Stdn. bei 1200 hydrolysiert, und zwar B in 0.3 ccm Wasser + 0.7 ccm konz. Salz- 
siiure, C in 0.5 ccm Waseer + 1.0 ccm konz. Salzsiiure. Nach Verdampfen i.Vak. d e n  
die hellgelben Riickstande in Wasser (B in 0.03 ccm, C in 0.05 ccm) gelost und in glei- 
chen Mengen nebeneinander chromatographiert. 




