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10.Hans Brockmann und @Qiinter Schmidt-Kastner: Valinomyeinl,
XXVII. Mitteil. iiber Antibiotica aus Aetinomyceten?

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen}
(Eingegangen am 23. Oktober 1954)

Aus einem zur species Streptomyces fulvissimus gehtrenden Actino-
myceten-Stamm wurde eine farblose, kristallisierte Verbindung
CygHgoOy,N, isoliert, die wegen ihres Valin-Gehaltes den Namen
Valinomycin erhalten hat. Sie ist in vitro gegen M ycobacterium
tuberculosis antibiotisch wirksam.

Wie bereits mitgeteilt?), haben wir bei 125 im Plattentest wenig oder gar
nicht wirksamen Streptomyces-Staimmen das Mycel auf schwerldsliche, anti-
biotische Inhaltsstoffe untersucht und dabei das in Wasser fast unldsliche
Antibioticum Resistomycin?)
aufgefunden. Im Laufe dieser Ar- 2 SR
beiten konnten wir aus dem Myeel ﬂ
eines zur species Streptomyces ¥
fulvissimus gehorenden Actino- :
myceten-Stammes?) eine farblose, ]
kristallisierte Verbindung abtren- v
nen, die bei der Hydrolyse als
einzige Aminosiure Valin liefert
und daher im folgenden Valino-
myecin genannt wird.

Zur Gewinnung des Valino- £ G fl
mycins haben wir unseren Stamm
im Oberflichen- Verfahren auf Abbild. 1. Valinomycin aus n-Dibutyldther
einer Nahrlosung kultiviert, die
Glycerin und Natriumnitrat als Kohlenstoff- bzw. Stickstoffquelle enthielt.
Das nach 20tagiger Bebriitung bei 27° angefallene Mycel wurde nacheinander
mit Petrolather, Ather, Aceton und 80-proz. Methanol erschépfend extrahiert.

Der Petrolatherauszug hinterlieB beim Verdampfen einen farblosen, dligen
Riickstand, aus dem sich das Valinomycin allméhlich in farblosen Plattchen
abschied. Durch fraktionierte Kristallisation aus n-Dibutylither wurde es
von Resten lipoider Begleitstoffe befreit. Weitere Valinomycinmengen fielen
beim Einengen des Methanolextraktes aus. Beim Einsatz von 100 g Trocken-
mycel (aus etwa 45! Kulturfliissigkeit) lieferte der Petrolitherextrakt etwa
0.5 g und der Methanolauszug 0.8 g kristallisiertes Valinomyein.

Auffallig ist, daB auch nach erschépfender Extraktion des Mycels mit Petrolather,

Ather und Aceton erhebliche Mengen Valinomycin im Myecel zuriickbleiben und erst
mit 80-proz. Methano] herausgelost werden. Ob dieser Anteil in besonderer Weise im

1) XXVI, Mitteil.: H. Brockmann u. B. Franck, Chem. Ber. 87, 1767 [1954].

2) H. Brockmann u. G. Schmidt-Kastner, Chem. Ber, 87, 1460 [1954].

2) Der zunichst als Ihr 582 bezeichnete Stamm wurde in unserem Institut von W.
Lindenbein isoliert und als Str. fulvisssmus erkannt; W. Lindenbein, Arch. Mikro-
biol. 17, 370 [1952).




58 Brockmann, Schmidi-Kastner: Valinomycin I  [Jahrg. 88

Mycel verankert ist, oder aber aus Zellen stammt, die beim Pulverisieren des getrock-
neten Mycels intakt bleiben und erst beim Behandeln mit Methanol durch Quellung zer-
stort werden, bleibt noch zu kliren.

Valinomyecin schmilzt bei 190°, ist optisch aktiv, [«]}: +31.0° (¢= 1.6 in
Benzol), und 1a8t sich i. Hochvak. nicht sublimieren. Von den gebriuchlichen
organischen Losungsmitteln wird es leicht aufgenommen, in Wasser, 2n Salz-
siure und 2 n wiiBr. Alkali dagegen ist es praktisch unléslich. In konz. Schwefel-
siure 16st es sich farblos.

Die kleinste mit den Analysenzahlen in Einklang stehende Formel ist
CoH,;O,N (185.2). Als Mol.-Gew. fanden wir nach Beckmann in Eisessig 713
und in Phenol 735. Danach ist die Bruttoforme] des Valinomycins viermal
groBer als die kleinste Summenformel und betrigt CygHgyOeN,.

Valinomycin enthilt fiinf aktive Wasserstoff-Atome, dagegen keine Acetyl.,
Methoxy- oder N-Methylgruppen. Bei der Oxydation nach Kuhn-Roth
lieferte es 4 Moll. Essigsiure. Da Valinomycin
“‘\\‘\ in Eisessig auch i. Ggw. von reichlich Platin-

katalysator keinen Wasserstoff aufnimmt,
und sich weder mit Brom noch mit Perman-
ganat Doppelbindungen nachweisen lassen,
kann die bei der Kuhn-Roth-Oxydation
gebildete Essigsiure nur gesittigten Sy-
stemen entstammen. Da bei solchen die
! Essigsiiure - Ausbeute je C - Methylgruppe
hiufig weit unter 1 Mol. liegt4), ist anzu-
nehmen, daB Valinomycin mehr als vier
C-Methylgruppen enthilt.
7 Der weitgehend gesiittigte Charakter des
X&, Valinomycins, erkenntlich bereits an seinem
hohen Wasserstoffgehalt, kommt auch in der
210 230 250 280 wenig charakteristischen UV-Absorption (Ab-
Almu)— bild. 2) zum Ausdruck.
Abbild. 2. Absorptionskurve des Valinomycin reagiert nicht mit Ninhydrin.
Valinomycins in n-Hexan. Von Versuche, eine Aminostickstoff-Bestimmung
214-256 mp mit eiver 061110 pa0h vay Slyke durchzufithren, scheiterten,
oo o ey Ty o emen,  Weil beim Zusatz der Nitritlsung dss Valin-
omycin quantitativ ausfiel. DaB keines der
vier Stickstoff-Atome basischen Charakter hat, ergibt sich aus der Unléslichkeit
des Antibioticums in 2 n Siéiure und noch deutlicher aus der potentiometri-
schen Titration in Eisessig mit Perchlorsiure?®), bei der keine Séure verbraucht
wurde.

Da Valinomyecin in 2 n wiBr. Alkali unlgslich ist und nicht mit p,p’-Di-
methylamino-diphenyl-carbodiimid reagiert, kann es keine Carboxygruppen
enthalten.

4) A. D. Campbell u. J. E. Morton, J. chem. Soc. [London] 1952, 1693.
5) H. Brockmann u. E. Meyer, Chem. Ber. 86, 1514 [1953].
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Das gegebene Abbauverfahren fiir die Konstitutionsaufklirung des Valino-
mycins ist die Hydrolyse, die wir zunéchst in saurem Milieu untersucht
haben. Wegen der geringen Wasserldslichkeit des Antibioticums arbeiteten
wir in Eisessig/25-proz. Salzsiure (4:1) und erhitzten 48 Stdn. auf 95°. Das
Hydrolysat lieB sich durch Verteilung zwischen Ather und Wasser in zwei
Fraktionen auftrennen. Die Untersuchung der sauer reagierenden Ather-
fraktion wurde zunichst zuriickgestellt. Die wiilr. Phase der Verteilung
lieferte einen farblosen Riickstand, der im Papierchromatogramm bei der
Entwicklung mit 1. Phenol/l-proz. Ammoniak, 2. o-Kresol, 3. Kollidin und
4. Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) nur einen ninhydrinpositiven Fleck zeigte.
Seine Ry-Werte stimmten in allen vier Systemen mit denen des Valins iiberein.

Als unter den Bedingungen dieses Vorversuches 200 mg Valinomycin ver-
arbeitet wurden, erhielten wir bei der Verteilung des Hydrolysates zwischen
Ather und Wasser aus der wiBr. Phase eine farblose Fraktion, die bei 145°/
10-2 Torr ohne Riickstand sublimierte. Aus der konzentrierten wiiBr. Losung
dieses Sublimates schieden sich nach Zusatz von Athanol Kristalle ab, die
in dem oben genannten System die Ry-Werte des Valins zeigten und in ihren
Analysenzahlen genau auf Valin paBten. An der Identitdt unseres Abbau-
produktes mit Valin kann demnach kein Zweifel bestehen. Uberraschender-
weise war das Valin optisch inaktiv.

Daf unser Sublimat, dessen Ausbeute, auf Valinomycin bezogen, 57 %, be-
trug, kein reines Valin mehr war, ergab sich aus seinem zu niedrigen /V-Gehalt
(9.05 9%, statt 11.96 %,). Nimmt man an, daB sein Stickstoff allein von Valin
herriihrt, so enthilt es davon 75%,. Das sind, bezogen auf das eingesetzte
Valinomycin, nahezu 3 Molekiile. Da bei der Aufarbeitung des Hydrolysates,
insbesondere bei seiner Verteilung zwischen Ather und Wasser, mit Verlusten
zu rechnen ist, laBt sich durchaus die Annahme vertreten, daB Valinomyecin
4 Moll. Valin enthiilt und sein Stickstoffgehalt demnach ausschlielich dieser
Aminosiure zuzuordnen ist.
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Abbild. 3. Infrarot-Spektrum des Valinomycins (0.8 mg in 300 mg KBr gepreBt)
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Das im KBr-PreBling aufgenommene Infrarot-Spektrum (Abbild. 3) zeigt drei Banden
bei 3.06, 6.02 und 6.53 ., die monosubstituierten Sadureamidgruppen zuzuordnen sind.
Eine starke Bande bei 5,70 y. zeigt das Vorliegen einer oder mehrerer Estercarbonylgruppen
an.

Die antibiotische Wirksamkeit des Valinomycins gegen St. aureus und Bac. subtilis
ist gering; als wirksame Grenzkonzentrationen fanden wir 1:30000 bzw. 1:20000. Besser
war die Wirksamkeit gegen virulente humane Stimme von Mycobacterium tuberculosis,
gegen die Valinomycin in Kirchner-Medium bei Zusatz von 5%, Serum bis zu Verdiin-
nungen von 1:900000 wirksam war®).

Auf H o h nschem Eiernahrboden lag bei Verwendung anderer Tbe-Stamme die Grenz-
konzentration gegen Mycobacterium tuberculosis bei 1:100007).

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, den Farbenfabriken Bayer AG.,
Werk Elberfeld, sowie dem Fonds der Chemie danken wir fiir groBziigige Forderung
unserer Arbeiten.

Beschreibung der Versuche

Unser aus einer Erdprobe isolierter und zur species Str. fulvissimus gehdrender Stamm
wurde in P-Kolben auf einer Nahrlésung folgender Zusammensetzung kultiviert: 2 Vol.-%,
Glycerin; 0.85%, Natriumnitrat; 0.18%, Kaliumdihydrogenphosphat; 0.129, Dikalium-
hydrogenphosphat; 0.059, Eisen(II)-sulfat; 0.29 Natriumchlorid; 0.059, Magnesium-
sulfat; 5 Vol.-9%, Hefekochsaft.

Zur Bereitung des Hefekochsaftes bebriitete man 100 g Trockenhefe in 1! Leitungs-
wasser 60 Min. bei 279, erhitzte kurz im Autoklaven auf 110° und dekantierte vom Un-
gelosten ab. Ohne Zusatz der angegebenen Menge Hefekochsaft war das Wachstum
unseres Stammes maBig.

Als Impfmaterial diente eine Vorkultur auf der oben angegebenen Nihrlosung (ohne
Hefekochsaft). Um gleichmaBiges Oberflichenwachstum zu erzielen, warden die P-Kolben
5 Stdn. nach der Beimpfung durchgeschiittelt. Nach 20tigiger Kultur bei 27° wurde
das weiBversporte Mycel von der braunen, gegen St. aureus und Bact. coli unwirksamen
Nihrlssung abfiltriert, noch feucht in Trockeneis ausgefroren und nach Auftauen und
Absaugen der Fliissigkeit bei 50° i. Vak. getrocknet. Ausbheute an Trockenmycel 2.3 g/l
Kulturfliissigkeit.

Isolierung des Valinomyecins: 100 g feingepulvertes Mycel wurden im Soxhlet-
Apparat 5 Tage mit Petrolather (spezif. Gew. 0.66—0.88), dann 2 Tage mit Ather, 2 Tage
mit Aceton und schlieBlich 5 Tage mit 80-proz. Methanol extrahiert. Den Petrolather-
extrakt engte man bis zur dligen Konsistenz ein und bewahrte ihn bei 20° auf. Das aus-
kristallisierte Valinomycin wurde auf einer Glasfritte (G 2 Schott) von der &ligen Mutter-
lauge abgetrennt und mit wenig n-Dibutyliather gewaschen.

Den gelbbraunen, triiben Methanolauszug dampfte man nach Zusatz von Antischaum-
mittel i. Vak. ein und trennte das ausgefallene Valinomyecin ab.

Zur weiteren Reinigung wurde aus n-Dibutyldther umkristallisiert, aus dem sich das
Valinomyein in farblosen, glinzenden rechteckigen Plattchen abschied. Nach 2—3mali-
gem Umbkristallisieren lag der Schmp. konstant bei 190° (Berl-Block), [«]}§: +31.0° (c =
1.8, in Benzol). Valinomycin ist gut 16slich in Petrolather, Ather, Benzol, Chloroform,
Eisessig, Butylacetat und Aceton.

C16HepO1eN, (740.9) Ber. C58.36 H8.16 025.92 N 7.56 5akt. H0.68 4C-CH, 8.1
Gef.") C58.34 H8.25 025.82 N7.48 akt. H0.68 C-CH,8.0
*) Getrocknet bei 70° i. Hochvak.
Jef. Mol.-Gew. 713%), 735°*), 675, 775, 750**"), 872***%),

*) nach Beckmann in Eiseszig **) in Phenol ***) nach Ragt in Campher ****) ebullioskop. in Chlorb 1.

$) Diese Ergebnisse verdanken wir Hrn. Doz. Dr. Weitzel, Medizinische Forschungs-
anstalt Gottingen.

7) Diese Ergebnisse verdanken wir Hrn. Prof. Domagk, Farbenfabriken Bayer AG.,
Werk Elberfeld.
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Antibiotische Eigenschaften des Valinomycins: Als Stammldsung fiir den
Verdiinnungstest mit Stapk. aureus, Bact. subtilis sowie fiir dic Tuberkulose-Teste auf
Kirchner-Medium diente eine 0.1-proz. alkoholisch-wiBrige Lésung mit weniger als 29,
Alkohol. Die antibiotisch wirksame Grenzkonzentration betrug bei Staph. aureus und
Bact, subtilis 1:30000 bzw. 1:20000. Bei virulenten humanen Stimmen von Mycobacte-
rium tuberculosis in Kirchner-Medium unter Zusatz von 5%, Serum 1:900000.

Als Stammlisung fiir die auf Hohnschem Eiernahrboden durchgefiihrten Tbe-Teste
sowie fiir die Trypanosomen-Versuche diente eine 5-proz. stabilisierte waBr. Suspension
des Valinomycins. Die wirksame Grenzkonzentration gegen Mycobacterium tuberculosis
auf Hohnschem Eiernahrboden betrug 1:10000. In der Dosis tolerata und in der halben
Dosis tolerata war Valinomycin gegen T'rypanosoma-brucei-Infektionen der weiBen Maus
wirksam. Fiir eine praktische Verwendung ist die Trypanosomen-Wirksamkeit zu gering,
jedoch ist zu beriicksichtigen, daB nicht eine Ldsung, sondern lediglich eine Kristall-
suspension subcutan injiziert wurde.

Abbau des Valinomycins zu pL-Valin: In einem Vor versuch wurden 5 mg Va-
linomyecin in einer Mischung von 1 ccm Eisessig und 0.5 cem 25-proz. Salzsiure 48 Stdn.
auf 95° erhitzt. Der beim Verdampfen im Exsiccator hinterbliebene Riickstand des
Hydrolysates wurde in Wasser aufgenommen und die Losung mit Ather extrahiert. Die
wiilr. Phase erhitzte man kurz mit Silbercarbonat, schiittelte das neutrale Filtrat noch-
mals mit Ather durch und verdampfte es zur Trockne. Die waBr. Losung des Riickstan-
des, die starke Ninhydrinreaktion gab, wurde zur Papierchromatographie verwendet. In
vier verschiedenen Systemen zeigte sich nur ein ninhydrinpositiver Fleck mit folgenden
Rg-Werten: Phenol + 1%, Ammoniak (24-proz.): 0.76 (Valin 0.75); o-Kresol: 0.39 (Valin
0.37); Kollidin: 0.40 (Valin 0.40); Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5): 0.45 (Valin 0.44).

Eine Losung von 200 mg Valinomycin in einer Mischung aus 8 ecm Eisessig und
2 ccem 25-proz. Salzsiure wurde 90 Stdn. auf 90° erhitzt. Der beim Eindunsten des Lo-
sungsmittels (Exsiccator) hinterbliebene, farblose Riickstand wurde zur Entfernung iiber-
schiissiger Saure noch zweimal mit Wasser abgedampft und dann in wenig Wasser auf-
genommen, Die so erhaltene saure Lésung schiittelte man dreimal mit Ather durch.
Die mit Calciumchlorid getrocknete Atherphase hinterlieB einen farblosen, ligen Riick-
stand, der noch nicht naher untersucht wurde. Der Riickstand der wiBr. Phase lieB
sich bei 145°/10-2 Torr quantitativ sublimieren. Ausbeute des Sublimates 579, des Aus-
gangsmaterials. Bei Zugabe von Athanol zur konz. wiBr. Losung des Sublimates kri-
stallisierte optisch inaktives Valin aus.

CsH,,O,N (117.2) Ber. C51.26 H9.47 N 11.96 Gef. 51.00 H9.25 N 11.80



