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10. €I an s Broc km ann nnd G iin t er Schmidt -Has t ner : Valinomycin I, 
XXVII. Mitteil. iiber Antibiotics am Actinomycetenl) 

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der UniversitW Gattingen) 
(Eingegangen am 23. Oktober 1954) 

Aus einem zur species Streptomyea fulvi.wirnu8 gehorenden Actino- 
myceten-Stamm wurde eine farblose, krietallisierte Verbindung 
C&,O,,N, isoliert, die wegen ihms Valin-Gehaltea den Namen 
Valinomycin erhalten hat. Sie ist in vitro gegen Mycobcseterium 
tuberculosie antibiothch wirksam. 

Wie bereits mitgeteilt2), haben wir bei 125 im Plattentest wenig oder gar 
nicht wirksamen Streptom yces-Stiimmen daa Mycel auf schwerlosliche, anti- 
biotische Inhaltastoffe untersucht und dabei das in Wasser faat unliisliche 
Antibiqticum Resist  o m y cin 2) 

aufgefunden. Im Laufe dieser Ar- 
beiten konnten wir aus dem Myml 
eines zur species Streptom yces 
f ulvissimus gehijrenden Actino- 
myceten-Stammess) eine farblose, 
kristallisierte Verbindung abtren- 
nen, die bei der Hydrolyse als 
einzige Aminosiiure Valin liefert 
und daher im folgenden Valino- 
mycin genannt wird. 

Zur Gewinnung des Valino- 
mycins haben wir unseren Stamm 
im OberflLchen - Verfahren auf Abbild. 1. Valinomycin am n-Dibutykther 
einer Nahrlijsung kultiviert, die 
Glycerin und Natriumnitrat als Kohlenstoff - bzw. Stickstoff quelle enthielt. 
Das nach 20tiigiger Bebriitung bei 27O angefallene Mycel wurde nacheinander 
mit Petrolather, Ather, Aceton und 80-proz. Methanol erschopfend extrahiert. 

Der Petrolatherauszug hinterlieB beim Verdampfen einen farblosen, oligen 
Ruckstand, aus dem sich daa Valinomycin allmiihlich in farbloeen Pliittchen 
abschied. Durch fraktionierte Kristallisation aus n-Dibutyliither m d e  es 
von Resten lipoider Begleitstoffe befreit . Weitere Valinomycinmengen tlelen 
h i m  Eineugen des Methanolextmktea &us. Heim Einsatz von 100 g Trocken- 
mycel (aus etwa 45 1 Kulturflusaigkeit) lieferte der Petroliitherextrakt etwa 
0.6 g und der Methanolauszug 0.8 8; kristdhiertee Valummycin. 

Auffiillig ist, daB auch naoh erechopfender Extraktion des Mycels mit Petroliither. 
Ather und Aceton erhebliche Mengen Valinomycin im Mycel zuruckbleiben und erst 
mit 80-proz.Methanol hemusgeltist werden. Ob dieser Anteil in besonderer Weiee im 

l) XXVI. Mitteil.: H. Brockmann u. B. Franck, Chem. Ber. 87,1767 [1954]. 
*) H. Brockmann u. G. Schmidt-Kastner,  Chem. Ber. 87,1480 [1954]. 
*) Der zuntichst ale Ihr 582 bezeichnete Stamm wurde in unserem Institut von W. 

Lindenbein isoliert und als 8tr. fulUiseimu.9 erkannt; W. Lindenbein, Arch. Mikro- 
biol. 17,370 [1952]. 
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Mycel verankert ist, oder aber am Zellen atiunmt, die beim Pulverisieren des getrock- 
neten Mycels inhkt bleiben und erst beim Behandeln mit Methanol durch Quellung zer- 
stiirt werden, bleibt noch zu k l b n .  

Valinomycin schmilzt bei 190°, ist optisch aktiv, [a] ; :  +31.0° ( c =  1.6 in 
Benzol), und liiRt. sich i. Hochvak. nicht sublimieren. Von den gebrauchlichen 
organisclien Liieungsmitteln wird es leicht aufgcnommen, in Wasser, 2 n Sah- 
siiurs und 2 n wiiDr. Alkali dagegen ist es praktisch unloslich. In konz. Schwefel- 
siiure lost es sich farblos. 

Die kleinste mit den Analysenzahlen in Einklang stehende Formel ist 
C,H,,O& (185.2). Als MoLGew. fanden wir nach Beckmann in Eisessig 713 
und in Phenol735 Danach ist die Bruttoformel des Valinomycins viermal 
grohr  als die kleinste Summenformel und betriigt C,H,O,,N,. 

Valinomycin enthiilt fiinf aktive Wassershff-Atome, dagegen keine Acetyl-, 
Methoxy- oder N-Methylgruppen. Bei der Oxydation nach Kuhn-Roth  

liefert~ es 4 Moll. EssigsLiure. Da Vahomycin 
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in Eisessig auph i. Ggw. von reichlich Platin- 
katalysator keinen Wasserstoff aufnimmt, 
und sich weder mit Brom noch mit Perman- 
ganat. Doppelbindungen nwhvieisen lassen, 
kann die bei der K u  hn  - R o t h - Oxydation 
gebildete Essigsiiure nur gesattigten Sy- 
stemen entstammen. Da bei solchen die 
Essigsiiure - Ausbeute je C - Methylgruppe 
hiiufig weit unter 1 Mol. liegt4), isti anzu- 
nehmen, daB Valinomycin mehr als vier 
C-Methylpppen enthiilt. 

Der weitgehend gesiittigte Charakbr dea 
Vahomycins, erkenntlich bereits an seinem 
hohen Wasserstoffgehalt, kommt such in der 
wenig charakteristischen UV-Absorption (Ab- 
bild. 2) zum Ausdruck. 

Abbild. 2. Abaorptionekurve dw Vaiinomycin magiert nicht mit Ninhydrin. 
Valinomycins in n - Hexan. Von Versuche, eine Aminostickstoff-Bestimmung 
214-256 mp mit einer o-611 'lo-' nach van  Slyke durchzufiihren, scheiterten, 

weil beim Zusatz der Nitritliieung dee Vrtlin- md., von 256-286 mp mit einer 
0.922-10-y mol. Laaung gemessen 

omycin quantitativ ausfiel. DaB keinea der 
vier Stickstoff-Atome basischen Charakter hat, ergibt sich aus der Unlijslichkeit 
dea Antibioticums in 2 n S&um und noch deutlicher aus der potentiometri- 
schen Titration in Eisessig mit Perchlorsiiure6), bei der keine Siiure verbraucht 
wurde. 

Da Valinomycin in 2 n wiil3r. Alkali dosl ich 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]1963,1693. 
5 )  H. Brockmenn u. E. Meyer, Chem. Ber. 86,1614 [1953]. 
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Daa gegebene Abbauverfahren fur die KomtitutionsaufkUimng dea Valino- 
mycina iet die Hydrolyse,  die wir zunachst in saurem Milieu untamcht 
haben. Wegen der geringen Wasserliielichkeit dea Antibioticuma arbeiteten 
wir in Eisessig/tbproz. Salz&ure (4: 1) und erhitzten 48 Stdn. auf 950. Daa 
Hydrolysat lies sich durch Verteilung zwischen Ather und Wasser in zwei 
E'raktionen auftrennen. Die Untersnchung der sauer reagierenden Ather- 
fraktion wurde zuniichst zuriickgestellt. Die wiibr. Phase der Verteilung 
lieferte einen farblosen Ruckatand, der im Papierchromatogramm bei der 
Entwicklung mit 1. Phenol/l-proz. Ammoniak, 2. o-Kresol, 3. Kollidin und 
4. Butanol/Eim@/Wamer (4: 1 :6) nur einen ninhydrinpositivenFleck zeigts. 
Seine R,-Werte etimmten in allen vier Systemen mit denen dea Valin~ uberein. 

Als unter den Redingungen dieaes Vorversuches 200 mg Valinomycin ver- 
arbeitet d e n ,  erhielten wir bei der Verteilung des Hydrolptes zwischen 
Ather und Wasser BUS der wal3r. Phase eine farbloae Fraktion, die bei 14501 
lo4 Torr ohne Ruckstand subljmierte. Aus der konzentrierten wiiSr. Losung 
dieaes Sublimates schieden sich nsch Zusatz von dthanol Kristalle ab, die 
in dem oben genannten System die R,-Werte des Valine zeigten und in ihren 
analysenzahlen genau auf Valin panten. An der Identitat umeres Abbau- 
produktee mit Valin kann demnach kein Zweifel bestehen. Uberraschender- 
weise war daa Valin optisch inaktiv. 

DaS unser Suhlimat., dessen Ausbeute, auf Valinomycin bezogen, 57 % be- 
trug, kein reinea Valin mehr war, ergab sich aus seinem zu niedrigen N-Gehalt 
(9.05 yo statt 11.96 yo). Nimmt man an, da13 sein Stickstoff allein von Valin 
herriihrt, so enthiilt es davon 75%. Das sind, bezogen auf daa eingemtzte 
Valinomycin, nahezu 3 Molekule. Da bei der Aufarbeitung des Hydrolysatee, 
insbesondere bei seiner Verteilung zwischen &her und Wmer, mit Verlusten 
zu rechnen ist, liiSt sich durchaus die Annahme vertreten, daS Vdinomycin 
4 Moll. Valin enthiilt und sein Stickstoffgehalt demnach ausschlieSlich dieser 
Aminosiiure znzuordnen ist. 
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Das im KBr-PreBling aufgenommene Infrarot-Spektrum (Abbild. 3) zeigt drei Banden 
bei 3.06, 6.02 und 6 . 5 3 ~ ~  die monosubstituierten Siiureamidgruppen zuzuordnen sind. 
Eine shrke Bande bei 5,70 p zeigt das Vorliegen einer oder mehrerer Estercarbonylgruppen 
an. 

Die antibiotische Wirksamkeit des Valinomycins gegen St. aureua und Ba;c. subtilis 
ist Rering; ale wirksame Grenzkonzentrationen fanden wir 1 : 30000 bzw. 1 : 20000. k r  
war die Wirksamkeit gegen virulente humane Stiimme von YyeOaaeterium tubercub&, 
gegen die Valinomycin in Kirchner-Medium bei Zusatz von 5% Serum bis zu Verdiin- 
nungen von 1 :900000 wirksam ware). 

Auf H o h nschem Eierniihrboden lag bei Verwendung anderer Tbc-Stiimme die Grenz- 
konzentration gegen Mycobaderium tuberculosis bei 1 : 100007). 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, den Farbenfabriken Bayer AG., 
Werk Elberfeld, sowie dem Fonds der  Chemie danken wir fur groozugige Ftkderung 
unserer Arbeiten. 

__ . - ___ . . . - ._ . 

Bemhreibung der Versnehe 

Unser aus einer Erdprobe isolierter und zur species Str. fulvisairnua gehorender Stamm 
wilrde in P-Kolben auf einer Niihrlijsung folgender Zusammensetzung kultiviert : 2 Val.-% 
Glycerin; 0.85% Natriumnitrat ; 0.18y0 Kaliumdihydmgenphosphat ; 0.12% Dikalium- 
hydrogenphosphat; 0.05% Eisen(I1)-sulfat; 0.2% Natriulnchlorid; 0.05% Magnesium- 
sulfat; 5 Vol.-yo Hefekochsaft. 

Zur Bereitung des Hefekochsaftes bebrutete man 100 g Trockenhefe in 1 I Leitungs- 
w m r  60 Min. bei 27O, erhitzte kurz im Autoklaven auf llOo und dekantierte vom Un- 
gelosten ab. Ohne Zusatz der angegebenen Menge Hefekochseft war das Wachstum 
unseres Stammes miiDig. 

Als Impfmaterial diente eine Vorkultur auf der oben angegebenen Niihrlosung (ohne 
Hefekochsaft). Um gleichm&Biges Oberfliichenwachstum zu enielen, wurden die P-Kolben 
6 Stdn. nach der Beimpfung durchgeschuttelt. Nach 20tiigiger Kultur bei 270 wurde 
das WeiBversporte Mycel von der braunen, gegen St. aureua und Bact. cdi unwirksamen 
Niihrlosung sbbfiltriert, noch feucht in Trockeneis ausgefroren und nach Auftauen und 
Absaugen der Fliissigkeit bei 5 0 0  i.Vak. getrocknet. Ausbeute an Trockenmycel 2.3 g/l 
KulturAiissigkeit. 

Isolierung des Valinomycins: 100 g feingepulvertes Mycel wurden im Soxhlet- 
-4pparat 5 Tage mit PetroliLther (spezif. Gew. 0.66-0.68), &M 2 Tage mit Ather, 2 Tage 
mit Aceton und schlieI3lich 5 Tage mit 80-proz. Methanol extrahiert. Den Petroliither- 
extrakt engte man bis zur oligen Konsistenz ein und bewahrte ihn bei 2 0 0  auf. Das aus- 
kristallisierte Valinomycin wurde auf einer Ghfritte (G 2 Schott) von der ijligen Mutter- 
huge abgetrennt und mit wenig n-Dibutyliither gewaschen. 

Den gelbbraunen, triiben Methanolauszug dampfte man nach Zusatz von Antischeum- 
mittel i. Vak. ein und trennte daa ausgefallene Valinomycin ab. 

Zur weiteren Reinigung wurde aus la-Dibutgliither umkristallisiert, aus dem sich dee 
Valinomycin in farblosen, gliinzenden rechteckigen Pbttchen abschied. Nach 2-3 mali- 
gem Umkristallisieren lag der Schmp. konetent bei 1900 (Berl-Block), [a]E: +31.0° (c 
1.6, in Benzol). Valinomycin ist gut lWich in Petrokther, Ather, h o l ,  Chloroform, 
Eisessig, Butylacetat und Aceton. 
C,H,O,,N, (740.9) Ber. C 68.36 H 8.16 0 25.92 N 7.66 5 akt. H0.68 4 C-CH, 8.1 

Gef.9 C58.34 H8.25 025.82 N7.48 akt.HO.68 C-CR,8.0 
*) Getrorknet bei 70° L Hwhmk. 
Gef. Mo1.-Gew. 713.1, 735"). 675, 775, 750***), 872****). 
*) narh Brrkmann in Eineamg **) in Phenol ***) naoh Rant incampher ****) ebnllionkop.inChlorbenzo1. 

6 )  Dieee Ergebnisse verdanken wir h. Doz. Dr. Weitzel, Medizinische Forschunga- 

') Diese Ergebnisse verdanken wir Hrn. Prof. Domagk, Farbnfabriken Bayer AG., 
anstalt Giittingen. 

Werk Elberfeld. 
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Antibiotische Eigenschaften des  Valinomycins: Als Stammlosung fur den 
Verdiinnungstest mit Staph. aurew, Bad. subtilis sowie fur dic Tuherkulose-Teste auf 
Kirchner-Medium diente eine 0.1-proz. alkoholisch-waBrige Liisung mit waniger als 2% 
Alkohol. Die antibiotisch wirksame Grenzkonzentration betrug bei Staph. aurew und 
Bad. Bulitilie 1 :3OOOO bzw. 1:2OOOO. Bei virulcnten humanen Stiimmen von Myeobacte- 
rium tvberculoaia in Kirchner-Medium unter Zusatz von 5% Serum 1:9OOOOO. 

Als Stammliisung fiir die auf Hohnschem Eierniihrboden durchgefiihrten Tbc-Teste 
sowie fiir die Trypenosomen-Versuche diente eine 5-proz. stabilisierte wiib. Suspension 
des Valinomycins. Die wirksame Grenzkonzentration gegcn Mycobacterium tuberculosis 
auf Hohnschem Eierniihrboden betrug 1: 1OOOO. In der Dosis tolerata und in der halben 
DaSis tderata war Valinomycin gegen Trypanosoma-hrucei-Infektionen der weiBen Maus 
wirksam. Fiir eine praktische Verwendung ist die Trypanosomen-Wirksamkeit zu gering, 
jedoch ist zu beriicksichtigen, daB nicht eine Liisung, sondern lediglich eine Kristall- 
suspension subcutan injiziert wurde. 

Abbau deR Valinomycins zu DL-Valin: In einem Vorversuch wurden 5 m g  Va- 
l inomycin in einer Mischung von l ccm Eiseasig und 0.5 ccm 25-proz. Salzsiiure 48 Stdn. 
auf 95O erhitzt. Der beim Verdampfen im Exsiccator hinterbliebene Riickstand des 
Hydrolpsates wurde in M 7 ~ r  aufgenommen und die Liisung mit Ather extrahiert. Die 
walr. Phase erhitzte man k u n  mit Silbercarbonat, schuttelte dm neutrale Filtrat nwh- 
mals mit Ather durch und verdampfte es zur Trockne. Die w&Br. U u n g  dea Ruckstan- 
des, die starke Ninhydrinreaktion gab, wurde zur Papierchromatographie verwendet. In 
vier verschiedenen Systemen zeigta sich nur ein ninhydriipositiver Fleck mit folgenden 
RF-Werten: Phenol + 1% Aplmoniak (24-proz.): 0.76 (Valin 0.75); 0-Kresol: 0.39 (Valin 
0.37); Kollidin: 0.40 (Valin 0.40); Butanol-EMg-Wesser (4: 1:5): 0.46 (Valin 0.44). 

Eine Iksung von 200 mg Valinomycin in einer &hung aus 8 ccm Eisessig und 
2 ccm 25-proz. Salzsiiure wurde 90 Stdn. auf 9 0 0  erhitzt. Der beim Eindunsten des Lii- 
sungsmittels (Exsiccator) hinterbliebene, farblose Ruckstand wurde zur Entfernung uber- 
schiissiger %ure noch zweimal mit Wasser abgedampft und dann in wenig Wasser auf- 
genommen. Die so erhaltene saure Usung schiittelte man dreimal mit Ather durch. 
Die niit Calciumchlorid getrocknete Atherphase hinterlieB einen farblosen, oligen Ruck- 
stand, der noch nicht niiher untersucht wurde. Der Ruckstand der wjLBr. Phase lieR 
sich bei 145°/10-8Torr quantitat,iv sublimieren. Ausbeute des Sublimates 57% des Aus- 
gangsmaterials. Bei Zugabe von Athano1 zur konz. with. Wsung des Sublimates kri- 
stallisierte optisch inaktives V a1 i n Bus. 

C,H,,O,N (117.2) Ber. C 51.26 H9.47 X 11.96 Gef. (” 51.00 H 9.25 N 11.80 


