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211. Stoffwechselprodukte yon Actinomyceten. 

Uber das Lacton der /3-Hydroxy-a, a’, y-trimethyl-pimelinsaure, 
ein Abbauprodukt yon Narbomycin, Pikromycin und Methymycin 

von R. Anliker, D. Dvornik, K. Gubler, H. Heusser und V. Prelog. 
(27. VIII. 56.) 

5. Mitteilungl). 

Die Oxydation des vor kurzem beschriebenen Antibioticums 
Narbomycin2), C28H4907N7 mit Kaliumpermanganat in Aceton lie- 
ferte ein Reaktionsgemisch, aus dem in Form seines kristallinen 
Methylesters ein Carboxy-lacton, CloHI,04, isoliert werden konnte. 
Das freie kristalline Carboxy-lacton, dessen Methylester mit dem- 
jenigen des Oxydationsproduktes aus Narbomycin identisch war, 
wurde durch Oxydation des Antibioticums Pikromycin3), C,,H,,O,N, 
mit Kaliumpermanganat erhalten. Als wir unsere Ergebnisse Pro- 
fessor C. Djerassi, Wayne University, mitteilten, konnte in seinem 
Laboratorium das gleiche Carboxy-lacton und sein Methylester auch 
durch Kaliumpermanganat -0xydation des mit Pikromycin isomeren 
Antibioticums Methymycin4), CZ5H4,O,N, gewonnen werden. 

Folgende Ergebnisse zeigen, dass das Carboxy-lacton CloHI6O, 
die Konstitution I eines Lactons der /?-Hydroxy-cc, R’, y-trimethyl- 
pimelinsaure besitzt. Die Oxydat,ion nach Kuhn-Both weist auf die 
Anwesenheit von 3 C-Methyl-Gruppen hin. Das 1R.-Absorptions- 
spektrum des freien Carboxy-lactons und seines Methylesters (Fig. 1, 
Kurve 1 und 2 )  schliessen die Moglichkeit aus, dass es sich um ein 
y-Lacton handelt. 

Durch Pyrolyse geht das Carboxy-lacton in ein Gemisch von 
zwei Sauren iiber, von welchen die erste eine ungesiittigte Diearbon- 
saure, Cl0Hl6O4, und die zweite, welche nicht isoliert wurde, wahr- 
scheinlich die daraus durch Decarboxylierung entstandene unge- 

l) 4. Mitt.: Helv. 39, 304 (1956). 
2, R. Corbaz, L. Ettlinger, E. Gaumann, W.  Kdler,F. Kradolfer, E. Kyburz, L. Neipp, 

V. Prelog, P. Reusser & H .  ZGhner, Helv. 38, 935 (1955). 
3, a) €I. Brockmann & W. Henkel, Chem. Ber. 84, 284 (1951). - b) H. Brockmann & 

R. Strube, Chem. Ber. 86, 876 (1953). - c) H. Brockmann, H.-B. Konig & R. Oster, Chem. 
Ber. 87, 856 (1954). - d) H. Broclcmann & R. Oster, Naturwissenschaften 42,155 (1955). 

4, a) M. M .  Donin, J .  Pagano, J .  D. Dutcher & C. M .  McKee, Antibiotics Annual 
1953-1954, Medical Encyclopaedia, Inc., New York, S. 179. - b) C. Djerassi, A. Bowers & 
H .  N .  Khastgir, J. Amer. chem. SOC. 78,1729 (1956). - c) C. Djerassi, A. Bowers, R. Hodges 
& B. Riniker, J. Amer. chem. SOC. 78, 1733 (1956). - d) C. Djerassi & J .  A. Zderic, J. 
Amer. chem. SOC. 78, 2907 (1956). - e) C. Djerassi & J .  A. Zderic, J. Amer. chem. SOC. im 
Druck. Wir danken Herrn Professor C. Djerassi fur die Bekanntgabe seiner Ergebnisse 
vor der Veroffentlichung. 
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sattigte Monocarbonsaure darstellt. Das Mengenverhdtnis der beiden 
Pyrolysenprodukte hiingt von den Reaktionsbedingungen ab. 

Die ungesattigte Dicarbonsaure CloH,,O, weist im TJV. ein 
iibsorptionsmaximum bei 216 mp (log E = 3,96) auf und besitzt 
offenbar die Konstitution 11, da sie bri der Ozonisierung Ilrenz- 
traubensaure und meso-a, a’-Dimethyl-glutarsaure (111) liefert. Dem 
Carboxy-lacton kommt demnaeh die Konstitution I zu. 
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Fig. 1. 

Die Tsolierung des gleichen Carboxy-lactons I aus den Oxy- 
dationsprodukten der drei erwahnten AEtibiotica - Narbomycin, 
Pikromycin nnd Methymycin - zeigt, dass diese die Teilstruktur 

CH, CH, CH, 
I I 

c c c c C c - c  

besitzen und somit zu den Verhindungen gehoren, welche in diesem 
Teil der Molekel aus Propionsaure-Einheiten aufgebaut sind5) ebenso 
wie das Aglgkon des Antibioticurns Erythromycins, das Erythronolid ,). 

Die Konstitution des Methymycins konnte inzwischen von 
6‘. Djerassi & J .  A. Z d e r i ~ ~ ~ j ~ )  aufgeklart werden. Die yon ihnen auf- 
gestellte Konstitutionsformel IV beruht zum grossen Teil auf der 
Konstitution des Carboxy-lactons I. Die Verciffentlichung der Unter- 
suchungen der amerikanisehen Autoren hat uns dazu bewogrn 
unserc Ergebnisse zu publizicren, obwohl die Konstitutionsermittlung 
des Narbomycins und des Pikromycins noch nicht vollstandig abge- 
schlossen ist. Wir werden darither in einer spateren Mitteilung 
berichten. Vorlaufig sei nur erwahnt, dass die Bildung des Carboxy- 
~ _ _  

5) Vgl. R. B. Woodward, Angew. Chem. 68, 13 (1956). 
6 )  Vgl. P. F. Wiley, K .  Cerzon, E. H .  Blynn, N .  V .  Sigal, jr., U. C. Quarck & 

0. Weaver, J. Amer. chem. SOC. 77, 3677 (1955), und fruhere Mitt. 
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lactons I bei der Oxydation von Pikromycin im Widerspruch mit der 
vor kurzem3 ") fur das Abbauprodukt cles Pikromycins, das Kromycin, 
vorgesehlagenen ~rheits2iypothetischen Formel V steht. 

CH, CH, CH, 
I I I 

HOOC-CH-CH,-CH-CH = C-COOH 
I1 / H"C\/\/CH3 

2 
4 

CH, CH, CH, 
I I I 

HOOC-CH-CH2-CH-COOH + OC-COOH 
I11 

H,C H2C kH, 
I 
I I 

I V  H& V H,C 

Wir danken den Hrn. Dr. L. Ettlinger und Dr. H .  Zahner vom Institut fiir spezielle 
Botanik der ETH, Zurich, fur die mikrobiologische Bereitung der verwendeten Anti- 
biotica urid der CIBA Aktiengesellschaft in Base1 fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. 

Experimentel ler  Teil7).  
O x y d a t i o n  von N a r b o m y c i n  m i t  K a l i u m p e r m a n g a n a t .  Zu 1,02 g Nar- 

bomycin in 25 em3 Aceton wurden im Verlaufe 1 Std. 106 em3 einer 5-proz. Kaliumper- 
manganat-Losung zugetropft. Das Oxydationsgemisch liess man uber Nacht stehen, ver- 
setzte es dann mit 35 g Natriumsulfit und 120 em3 verd. Schwefelsaure und schuttelte mit 
Ather aus. Die mit 5-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschenen 
und mit Natriumsulfat getrockneten atherischen Ausziige hinterliessen beim Eindampfen 
nur 32 nig neutrale Anteile. Durch Ansauern der wasscrigen Natriumhydrogencarbonat- 
Auszuge mit 25-proz. Salzsaure und Ausziehen mit Ather wurden 0,45 g saure Oxydations- 
produkte erhalten. Die papierchromatographische Untersuchung mit Alkohol-Ammoniak- 
Wasser-(8 : 1 : 1)-GemischR) auf Whatman-Filterpapier Nr. 1 zeigte, dass diese mindestens 
4 verschicdene Sauren enthalten. 

Die sauren Oxydationsprodukte aus 4 Ansatzen mit je 1,02 g Narbomycin wurden 
vereinigt und in Ather gelost, wobei 0,18g in Ather unlosliche Anteile abgetrennt werden 
konnten. Die in Ather loslichen Sauren wurden mit uberschiissiger atheriseher Diazo- 
methan-Losung in ihre Methylester iibergefuhrt. Der Ruckstand nach dem Abdestillieren 
des Athers wurde zuerst bei gewohnlichem Druck bis 145O erhitzt, es konnten jedoch dabei 
keine Auchtigen Methylester erhalten werden. Die rohen Methylester, l,69 g, wurden 
darauf zuerst im gewohnlichen Vakuum und dann im Hochvakuum in einem Kragen- 
kolbchen destilliert und das Dcstillat, 0,92 g, in einer Mikrokolonne nach Craig sorgfaltig 
fraktionicrt. 

~~ 

7, Alle Smp. sind korrigiert. 
s, Vgl. A. R. Jones, E. J. Dowling & W. J. Skraba, Anal. Chemistry 25, 394 (1963). 

Zum Spriilien wurde die von H .  Kalbe, Z. Physiol. Chemistry 297,19 (1954), vorgeschla- 
gene gepuflerte Methylrot-Losung verwendet. 
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92- 95O 10 70 
95-145' 10 I51 

100-1020 0,I 51 
104-106O 0,03 234 
1180 0,03 87 

1 Fraktion I Badtemperatur 1 Druckmm 1 Menge mg 
I 

Die fliissige Fraktion 1 zeigte ein [ c c ] ~  = + 8,50 (c = 2,36, Methanol). 
C,oH,oO, Ber. C 54,53 H 9,15 CH,O 14,08% 

Gef. ,, 54,85 ,, 9,03 ,, 14,22% 
Die kristalline Fraktion 4 wiirde zuerst mit kaltem Pentan gewaschen, worauf der 

unlosliche Tcil zweimal aus Methanol umkristallisiert wurde. Zur Analyse wurde im Hoch- 
vakuum sublimiert; Smp. 75,5-76,5O, [.In = +42O (c = 3,29, Methanol). 

C,,H,,O, Ber. C 6l,66 H 8,47 CH,O 14, l l  CH,(C) 7,35% 
Cef. ,, 6lJ2 ,, 8,62 ,, 14,24 ,, 16,97:/, 

IR.-Absorption3spektrum in KBrg)  s. Fig. I, Kurve 1. 
O x y d a t i o n  v o n  P i k r o m y c i n  m i t  K a l i u m p e r m a n g a n a t .  Zu 2,13 g Pikro- 

mycin in 30 em3 5-proz. Natriumcarbonat-Losung und 120 em3 Aceton wurden bei Zim- 
mertemperatur innerhalb 1 Std. 350 em3 einer 5-proz. Kaliumpermanganat-Losung por- 
tionenweise zugefiigt. Nach 2 Std. Stehen wurde das Aceton im Vakuum bei 40° abdestil- 
liert und der wasserige Destillationsriickstand mit Ather ausgezogen. Die mit Wasser 
gewaschenen und rnit Natriumsulfat getrockneten atherischen Ausziige hinterliossen beim 
Eindampfen 0,15 g neutrale Anteile. Die alkalische wasserige Losung wurde rnit verd. 
Schwefelsaure angesauert und im Kutscher-Steudel- Apparat extrahiert. Durch Eindampfen 
des mit Xatriumsulfat getrockneten atherischen Extraktes crhielt man 1,015 g olige, saure 
Oxydationsprodukte, die stark nach Essigsaure rochen. Nach der Entfernung der leicht 
fliichtigen Sanren durch Destillation im Hochvakuum bei 350 blieben 0,813 g schwer 
fliichtige saure Oxydationsprodukte zuriick. Durch papierchromatographische Unter- 
suchung init Alkohol-Ammoniak-Wasser (8 : 1 : 1) auf Whatman-Filterpapier Nr. 1 liessen 
sich in diesem Reaktionsgemisch 3 Siiuren nachweisen. Zur Isolierung des Carboxy- 
lactons I wurden die nichtfliichtigen sauren Oxydationsprodukte an einer Papiersaule aus 
220 g Cellulosepulver ( Whatman Standard Grade) chromatographiert. Die l'apiersiide , 
die sich in einem Rohr von 3,2 em Durchmesser befand, wurde vor der Verwendung 20 Std. 
rnit Alkohol-Ammoniak-Wasser (8 : 1 :I) gewascheu,wonach die Eluate nach dem Eindampfen 
keinen Ruckstand mehr hinterliessen. Die Substanz wurde in 3 cm3 Alkohol-Ammoniak- 
Qrasser (8 :1: 1) aufgetragen und mit demselben Losungsmittel-Gemisch eluiert, wobei man 
mit einem automatischen Fraktionensa,mmler Fraktionen von j e  12 em3 getrennt auffing. 
Um den Fraktionierungsvorgang zu verfolgen, wurden von jeder Fraktion 0,2 em3 mit dem 
erwahnten Losungsmittel-Gemisch aiif Whatman-Filterpapier Nr. 1 chromatographiert. 

Die Fraktionen 34-37, welche nach der papierchromatographischen Untersuchung 
eine Siiurc rnit Rf = 0,52 enthielten, wurden bei 40O im Vakuum eingedampft. Den Riick- 
stand versetzte man mit 2-n. Salzsaure und extrahierte im Kutscher-Steudel-Apparat niit 
Ather. Das durch Eindampfen der iitherischen Ausziigc erhaltenerohe C a r b o u y - l a c t o n  I 
(95 mg) wurde zur Anitlyse viermal aus Aceton-Hexan umkristallisiert; Smp. 124--125O, 
[ a ] ~  = + 33O (c = 0,797, Chloroform). 

Cl0HI6O4 Ber. C 59,98 H 8,057" Gef. C 59,75 H 8,3476 
pK$I,slO) 6,72 Aqu.-Gew. Ber. 200,23 Gef. 209 

9)  Die 1R.-Absorptionsspektren wurden mit einem Perkin-E'lmer-double-beam- 

10) W.SSimon, E. Kovcits, L. H .  Chopard-dit-Jean& E. Heilbronner, Helv. 37,1872 (1954). 
Spectrograph von Frl. E. Aeberli aufgenommen. 
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Die Verbindung zeigt im UV. keine Absorption. 1R.-Absorptionsspektrum in KBrS) 
s. Fig. 1, Kurve 2. 

31 mg Carboxy-lacton wurden in 10 om3 Methylenchlorid gelost und bei Oo rnit 15 cm3 
einer atherischen Diazomethan-Losung versetzt. Der nach dem Eindampfen der Losung 
erhaltene Methylester schmolz nach Sublimation im Hochvakuum bei 74-76O und gab 
rnit dem Praparat aus Narbomycin keine Smp.-Erniedrigung. 

C,,H,,O, Ber. C 61,66 H 8,47y0 Gef. C 61,59 H 8,47% 
Das 1R.-Absorptionsspektrum war mit demjenigen des Praparates aus Narbomycin 

identisch. 
P y r o l y s e  des  C a r b o x y - l a c t o n s  I. 20 mg des Carboxy-lactons wurden in einem 

Glasrohr von 5 mm Durchmesser und 10 em LLnge im Hochvakuum eingeschmolzen und 
vollstandig eingetaucht in einem olbad auf 200-205O erhitzt. Darauf destillierte man das 
entstandene 01  in einem Sublimierblock in eine Spitze des Rohrchens. Das Rohrchen 
wurde nach dem Erkalten in ein beiderseits offenes Glasrohr gebracht, welches von einer 
Seite rnit einer Zuleitung von trockenem, kohlendioxydfreiem Stickstoff und von der 
anderen Seite iiber einen Polyathylenschlauch, einen Ritzhahn sowie zwei Kuhlspiralen 
rnit einer Hochvakuunipumpe verbunden war. Die erste von den Kiihlfallen war mit 
Trockeneis-Aceton, die zweite mit fliissiger Luft gekiihlt. Nachdem die Apparatur mit 
Stickstoff gespiilt und auf 2 Torr evakuiert worden war, wurde die substanzfreie Spitze 
des Rohrchens durch Biegen des Polylathylenschlauches abgebrochen und das gebildete 
Kohlendioxyd rnit Stickstoff in die mit fliissiger Luft gekuhlte Kuhlfalle iibergefiihrt. 
Durch Messen im geeichten Vakuumsystem der Apparatur nach R. C. Anderson, Y .  Drla- 
barre & A. A.  Bother-By'l) konnte festgestellt werden, dass 0,6 mg Kohlendioxyd (14% 
d. Th.) abgespalten wurden. 

Das olige Produkt der Pyrolyse des Carboxy-lactons I erwies sich als ein Gemisch 
von zwei Sauren, die bei der papierchromatographischen Untersuchung rnit Alkohol- 
Ammoniak-Wasser (8:l :I) die Rf-Werte 0,57 bzw. 0,81 zeigten. Durch praparative 
Papierchromatographie mit demselben Losungsmittelgemisch an Whatman-Filterpapier 
Nr. 1, das vor der Beniitzung 3 Tage im Extraktionsapparat rnit Methanol und Chloroform 
extrahiert wurde, erhielten wir 7,2 mg der ungesattigten Dicarbonsaure 11 mit Rf = 0,57. 
Zur Analyse wurde das Produkt im Hochvakuum destilliert. 

CloHl,O, Ber. C 59,98 H 8,05% Gef. C 59,95 H 8,86y0 
pK&s1O) 7,69 Aqu.-Gew. Ber. 100,12 Gef. 107 

Die Verbindung zeigte in Feinsprit das fur CX, /3-ungesattigte Sauren charakteristische 
Maximum bei 216 mp (log E = 3,96). 

A b b a u  d e r  u n g e s a t t i g t e n  Dicarbonsaure  I1 m i t  Ozon. Durcheine Losung 
von 7 mg der ungesattigten Dicarbonsaure I1 aus einem zweiten Ansatz in 2 em3 Athyl- 
chlorid leitete man bei - SOo ein 2-proz. Ozon-Sauerstoff-Gemisch bis zur Blaufarbung der 
Losung. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels im Vakuum wurde das Ozonid durch 
lstiindiges Kochen mit 2,5 em3 Wasser zersetzt. 

0,25 em3 der wasserigen Losung wurden zum Xachweis der B r e n z t r a u b e n s a u r e  
nach A. I .  Virtanen, J. K. Mietinen & H. Kuntu12) verwendet. Durch Versetzen mit 
5 em3 O,2-proz. Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2-n. Salzsaure wurde daraus das 
2,4-Dinitrophenylhydrazon bereitet, das rnit Athylacetat extrahiert wurde. Das durch 
Ausschiitteln mit 10-proz. Natriumcarbonat-Losung, Ansauern mit 2-n. Salzsaure und Auf- 
nehmen in Athylacetat vorgereinigte Derivat wurde schliesslich papierchromatographisch 
rnit einem authentischen Brenztraubensiiure-2,4-dinitrophenylhydrazon verglichen. Als 
stationare Phase diente rnit einer Spur von Cyanwasserstoff versetztes Phenol, wahrend die 
bewegliche Phase der Sorensen-Puffer bildete, der durch Mischen von gleichen Volumina 
von 0,l-n. Glykokoll und 0,l-n. Natriumchlorid rnit 0,1-n. Natronlauge auf pH 8,4 ein- 
gestellt worden war. Die gelben Flecken lassen sich besonders gut durch Kopieren im 
UV.-Licht sichtbar machen. 

11) Anal. Chemistry 24, 1298 (1952). 12)  Acta chem. scand. 7, 38 (1953). 
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2,25 em3 der wasserigen Losung nach der Zersetzung des Ozonids, die nicht zum 
Brenztraubensaure-Nachweis verbraucht worden waren, liess man zusammcn niit 2 om3 
Perameisensaure 14 Std. bei Zimmertemperatur stehen. Das Reaktionsprodukt wurde 
dann in lfther aufgenommen und dic iitherischen Ausziige mit Wasser gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Den Riickstand sublimierte man fraktioniert 
im Hochvakuum. Bei 38O liessen sich geringe Mengen oliger Anteile abtrennen, worauf 
bei 60-70O 1,2 mg einer kristallinen Same vom Smp. 126-128O sublimierten. Auf Grund 
des 1R.-Absorptionsspektrums und des Misch- Smp. sowie des papierchromatographischen 
Vergleichs mit einem authentischen Vergleichspraparat erwies sich diese als identisch mit 
dcr me so - LY , a’- Dime t h y 1 - g l u t  a r  siiur e (111). 

Die Mikroanalysen wurden in unserem Mikroanalytischen Laboratorium (Leitung 
u’. Manser) ausgefiihrt. 

Z u s a mni enf a s s ung. 
Dem Carboxy-lacton, CloH,,O,, das dureh Oxydation der Anti- 

biotica Narbomycin, Pikromycin urid Methymycin mit Kalium- 
permanganat entsteht, wurde auf Grund seiner Eigenschaften und 
Abbauergebnisse die Iionstit,ution I zugewiesen. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischm Hochschule, Zurich. 

212. Reinigung von Coenzym A und Isolierung von reinem 
Dephospho-Coenzym A ’) 

von Olga Brenner-Holzach, R. Adler und F. Leuthardt. 
(25 .  VIII. 56.) 

Wahrend unserer Arbeiten uber die biologische Synthese und uber 
die Spczifitat von CoA2) stellte sich das Problem, CoA von seinen 
Rbbauprodukten (im Speziellen von Dephospho-Co A) zu trennen. 

Als erste Methode aahlten wir die Papierchromatographie. Rfit 
Filterpapier Whatman Nr. 1 wid 1-proz. Natriumacetat/Propanol 1 : 1 
als mobile Phase konnte im aufsteigenden Chromatogramm eine gute 
Trennung der reduzierten und oxydicrten Formdcs CoAund Dephospho- 
C o h  erhaltcn werden. Die Betraehtung des Chromatogramms im UV. 
lasst die adeninhaltigen Produkte erkennen ; die Entwicklung mit 
Animonmolybdat zeigte die phosphathaltigen Verbindungen, diejcnige 
mit Kitroprussidnatrium das Vorhandensein von SH-Verbindungen an. 

l) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz-Hofj’mann-La- Rochp-Stzftung zur E’orderung 
wassenschafllzcher Arbeatsg~meanschaften en der Schweaz durchgefuhrt, der wir fur ihre 
Unterstutzung den besten Dank aussprochen. 

Es werden folgende Abkurzungen verwendet : CoA = CoenzymS, Dephospho-CoA = 
Dephospho-Coenzym A, ADP = Rdenosindiphosphat, ATP = Adenosintripliosphat. 

z, Siehe nachfolgende Arbeit: Olga Brenner-Ilolzach & P. Lenthardt, Helv. 39, 1796 
(1956). 

~- 




