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163. Stoffwechselprodukte von Actinomyceten 

Acumycin 
von H. Bickel, E. Gaumann, R. Hiitter, W. Sackmann, E. Vischer, 

W. Voser, A. Wettstein und H. Zahner 
(10. V. 62) 

37. Mitteilungl) 

Unter den Stoffwechselprodukten eines Actinomyceten der Spezies Strefitomyces 
griseoflavus (KRAINSKY) WAKSMAN et HENRICI, den wir aus einer bei Calcutta ge- 
sammelten Bodenprobe isoliert hatten, liessen sich antibiotisch wirksame Stoffe 
nachweisen. Diese konnten, nach Ziichtung des Mikroorganismus in Gartank-Kultur, 
aus den Kulturfiltraten in Form lipophiler Basen extrahiert und durch Chromato- 
graphie an Aluminiumoxid angereichert werden. Die Hauptkomponente der aktiven 
Basen erhielt man dabei in kristallinem Zustand. Die Verbindung ist unseres Wissens 
noch nicht beschrieben worden. Wir bezeichnen sie als Acumycin z ) .  

Allgemeine fihysikalische und chemische Eigenschaften: Acumycin kristallisiert in 
iarblosen Prismen, die unter Zersetzung bei 235" schmelzen. Die bis jetzt vor- 
liegenden analytischen Befunde konnen in einer vorlaufigen3) Bruttoformel 
C,,H,,O,,N zusammengefasst werden. Auf diese Formel berechnet enthdt das 
Acumycin mindestens 7 nach KUHN-ROTH bestimmbare C-Methylgruppen. Weiter- 
hin lassen sich zwei aktive H-Atome (ZEREWITINOFF) nachweisen. Bei der Titration 
in 80-proz. Methylcellosolve wurde ein pKgCs-Wert 4, von 6,46 und ein Aquivalent- 
gewicht von 741 (ber. 724) festgestellt. Acumycin ist linksdrehend: [a], = -92" 
(Chloroform). Es zeigt im UV.-Absorptionsspektrum ein hohes Maximum bei 241 mp 
(log E = 4,19). Das in KBr aufgenommene 1R.-Absorptionsspektrum (Fig. 1) weist 
im Frequenzbereich der OH-Valenzschwingungen eine Doppelbande mit Maxima 
bei 3585 und 3560 cm-l auf. Bei 2703 cm-l zeigt es eine charakteristische Bande, 
welche wahrscheinlich auf die CH-Valenzschwingung einer Aldehydgruppe zuruck- 
zufuhren ist. Die im Gebiet von 5,7-6,0,u auftietenden Banden mit Maxima bei 1736, 
1718 und 1686 cm-l deuten auf das Vorliegen von mindestens 3 Carbonylfunktionen, 
wobei die Bande bei 1686 cm-l einer a, p-ungesattigten Ketogruppe entsprechen 
diirfte. In Ubereinstimmung damit stehen die intensive Bande bei 1618 cm-l (C=C- 
Valenzschwingung), dasUV.-Spektrum und die Ergebnisse von Hydrierungsversuchen. 

Acumycin nimmt bei der Hydrierung in Alkohol in Gegenwart von Palladium 
auf Kohle 2 Mol. Wasserstoff auf. Das bis anhin nur in amorphem Zustand erhaltene 
Produkt zeigt im 1R.-Absorptionsspektrum keine Banden mehr bei 1618 und bei 

36. Mitt.: V. PRELOG & A. WALSER, Helv. 45, 631 (1962). 
Abgeleitet aus der lateinischen Bezeichnung fur Nadelchen. Die Sporen des Acumycin produ- 
zierenden Streptomyceten besitzen nadelformige Stacheln. 
Eine endgultige Bruttoformel wird man erst auf Grund weiterer Abbauergebnisse angeben 
konnen. 
Vgl. W. SIMON et al., Helv. 37, 1872 (1954). Wir danken Hcrrn Dr. W. SIMON, Organ.-chcm. 
Laboratorium der ETH, Zurich, fur diese Bestimmung. 
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1686 cm-l, dagegen noch eine breite, intensive Bande mit Maximum bei 1724 cm-l. 
Im UV.-Spektrum ist die hohe Absorption bei 241 mp verschwunden. Die noch vor- 
handene flache Absorptionsbande bei 280 mp (E = 146) kann man auf die An- 
wesenheit einer nicht konjugierten Ketogruppe zuriickfiihren. Bei der Hydrierung 
mit Platin in Eisessig werden 5 Mol. Wasserstoff absorbiert. Das amorphe Hy- 
drierungsprodukt zeigt im untersuchten UV.-Bereich keine Absorption. Es weist im 
1R.-Gebiet ahnliche Banden wie das Tetrahydro-acumycin auf, wobei nun aber ver- 
gleichsweise die Intensitat der Absorption im OH-Gebiet zu- und diejenige bei 
1724 cm-l abgenommen hat. Dementsprechend verhalt sich das Decahydro-Pro- 
dukt im Diinnschichtchromatogramm wesentlich polarer als Acumycin und sein 
Tetrahydro-Produkt. 
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektrum oon Acumycin in KBr .  

Die Ergebnisse der mikroanalytischen Gruppenbestimmungen sind beim Acumy- 
cin mit Vorsicht zu bewerten. Bei der Methylbestimmung mit Jodwasserstoffsaure 
wurden 0,l  0-Methyl- und 2,7 N-Methyl-Gruppen gefunden. Da die Anwesenheit 
einer Trimethylamino-Gruppe schon auf Grund der allgemeinen physikalischen 
Eigenschaften auszuschliessen war, haben wir vorerst das Vorliegen einer schwer 
spaltbaren OCH,-Gruppe neben einer N(CH,),-Gruppe in Betracht gezogen. Das in 
CDC1, aufgenommene NMR.-Spektrum (Fig. 2) zeigt jedoch im Methoxylbereich 
bei 3,3 ppm kein entsprechendes Signal, wahrend das Signal bei 2,57 pprn (6 Pro- 
tonen) einer Dimethylaminogruppe zugeschrieben werden kann. Bei den unter ener- 
gischen alkalischen Bedingungen ausgefiihrten 0-Acetylbestimmungen erhdt man 
variierende Mengen fluchtiger Sauren, die 1-2 Acetylgruppen aquivalent sind. Gas- 
chromatographisch lassen sich im Destillat Essigsaure und Ameisensaure im Ver- 
haltnis von 2 : 1 nachweisen. Acumycin wird auch bereits unter milden alkalischen 
Bedingungen abgebaut, wobei ein Teil der verbrauchten Lauge zur Neutralisation 
freigesetzter Sauren dient. Dagegen entstehen bei der energischen Verseifung in 
Schwefelsaure praktisch keine fliichtigen Sauren. Entspiechend diesem Befund 
zeigt das NMR.-Spektrum von Acumycin im Resonanzbereich der Acetylprotonen 
bei 2 ppm kein Signal. Die bei der alkalischen Verseifung freigesetzte Essigsaure 
muss somit durch tiefergreifende Abbaureaktionen entstanden sein. Solche treten 
beim Decahydro-Produkt offenbar nicht auf, da es selbst unter energischen 
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alkalischen Bedingungen kei 7.e fluchtigen Sauren liefert. Unter milden Bedingungen 
verbraucht auch dieses Produkt Lauge und bildet dabei amphoteres Material. Die 
gemass 1R.-Spektrum noch vorliegende Carbonylfunktion konnte demnach einer 
Lacton-Gruppierung angehoren. 

Das NMR.-Spektrum des Acumycins liefert mit dem charakteristischen Signal 
bei 9,73 ppm eine weitere Bestatigung fur die auf Grund des 1R.-Spektrums ver- 
mutete Anwesenheit einer Aldehydgruppe. Fur den zwischen 0,7 und 1,5 ppm 
liegenden Signalkomplex kann man schliesslich die sieben chemisch erfassten C- 
Methylgruppen verantwortlich machen. 

9 B 7 6 5 4 3 2 1 ppm 

Fig. 2. NMR.-Spektruvn von Acumycin in CDCI,, aufgeitovnmen bei 60 MHz.  
Interner Standard und Nullpunkt : Tctramethylsilan 

Nachweis und Identifizierung: Die aufgefuhrten Eigenschaften von Acumycin, 
insbesondere der hohe C-Methylgehalt, und weiterhin die nachfolgend angegebenen 
mikrobiologischen Befunde deuten darauf hin, dass dieses Antibiotikum zur Gruppe 
der Makrolide gehort. Von der Mehrzahl der schon recht zahlreichen Vertreter dieser 
Antibiotika-Gruppe unterscheidet sich Acumycin durch sein hohes Absorptions- 
maximum bei 241 mp. Bci dieser Wellenlange zeigen lediglich Carbomycin5), An- 
golamycin 6), das Antibiotikum PA-148 ') und das Antibiotikum (( PA-148-Conta- 
minant 0') eine starke Absorption. Das letztere ist rechtsdrehend und somit leicht 
von Acumycin zu unterscheiden. Das amorphe PA-148 ist u. a. durch sein papier- 
chromatographisches Verhalten im Vergleich zu Carbomycin charakterisiert worden. 
Auf Grund publizierter Daten unterscheidet es sich deutlich von Carbomycin in 
einer Reihe von ZAFFARONI-SyStemens). Acumycin verhdt sich dagegen in diesen 

5) R. L. WAGNER, F. A. HOCHSTEIN, K.  MURAI, N. MESSINA & P. P. REGNA, J. Amer. chem. 
SOC. 75, 4684 (1953). 

6) R. CORBAZ, L. ETTLINGER, E. GAUMANN, W. KELLER-SCHIERLEIN, L. NEIPP, V. PRELOG, P. 
REUSSER & H. ZAHNER, Helv. 38, 1202 (1955). 

') K. MURAI, B. A. SOBIN, W. D. CELMER & F. W. TANNER, Antibiotics & Chemotherapy 9,485 

*) A. ZAFFARONI, R. B. BURTON & E. H. KAUFMANN, Science 117, 6 (1950). 
(1959). 
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Systemen sehr ahnlich wie Carbomycin. Dies wird aus Tabelle 1 ersichtlich, in 
welcher das Ergebnis eines direkten papierchromatographischen Vergleiches von 
Acumycin mit bekannten Makrolid-Antibiotika aufgefuhrt ist. 

Tabelle 1. Rf- Wevte in ZAFFARONI-SySt~men. 
WHATMAN-Papier Nr. 1. Bioautographische Entwicklung mit Staphylococcus aureus 

Formamid/Benzol-Cyclohexanl : 1 0,10 0,02 0,02 0,09 0,OO 0,08 0,16 0,OO 
Formamid/Benzol 0,69 0,16 0,07 0,68 0,22 0,66 0,74 0,04 
Formamid/Benzol-Chloroform3: 1 0,80 0,26 0,16 0,79 0,43 0.78 0,80 0,11 
Formamid/Benzol-Chloroform1 : 1 0,% 0,82 0,69 0,96 0,86 0,95 0,93 0,40 

A Acumycin E Foromacidin AIO) I Narbornycinla) 
B Angolamycina) F Foromacidin B10) K Pikromycin13) 
C Tylosins) G Foromacidin C10) 
D Carbomycin6) H Erythromycinll) 

Fig. 3 zeigt die Photokopie eines Dunnschichtchromatogrammes von Acumycin 
und einigen Makrolid-Antibiotica. 

Fig. 3. Diinnschichtchvonzatogvarnm von Aczclnycin und bekannten Makrolid-Antibiotica. 
Fliessmittel : Aceton-Wasser 98 : 2. Entwickler : Bac. subtilis. 

1 Erythromycin, 2 Pikromycin, 3 Narbomycin, 4 Foromacidin A, 5 Foromacidin B, 6 Foromaci- 
din C, 7 Angolamycin, 8 Tylosin, 9 Carbomycin, 10 Acumycin 

Die Substanzen wurden bioautographisch sichtbar gemacht, indem man vom Diinnschicht- 
chromatogramm vorerst einen Abdruck auf einer mit Bakterienkeimen beimpften und mit Filter- 
papier belegten Agarplatte herstellte und hierauf nach Entfernung von Diinnschichtplatte und 

9, R. L. HAMILL, M. E. HANEY J R . ,  M. STAMPER & P. F. WILEY, Antibiotics & Chemotherapy 

lU) R. CORBAZ, L. ETTLINGER, E .  GAUMANN, W. KELLER-SCHIERLEIN, F. KRADOLFER, E. KY- 

11) E. H. FLYNN, M. V. SIGAL JR., P. F. WILEY & K. GERZON, J.  Amer. chem. SOC. 76, 3121 

l*) R. CORBAZ, L. ETTLINGER, E. G~UMANN, W. KELLER, F. KRADOLFER. E. KYBURZ, L. NEIPP, 

13) H.  BROCKMANN, H.-B. K ~ N I G  & R. OSTER, Chem. Ber. 87, 856 (1954). 

7 7 ,  328 (1961). 

BURZ, L. NEIPP, V. PRELOG, A. WETTSTEIN & H. ZAHNER, Helv. 39, 304 (1956). 

(1954). 

V. PRELOG, P. REUSSER & H. ZAHNER, Helv. 38, 935 (1955). 
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Filterpapier inkubierte. Die in der Photokopie dunkel erscheinenden Flecke entsprechen im Ori- 
ginal den nach der Inkubation auf der truben Agarplatte auftretenden transparenten Hemmzonen. 
Diese Methode hat gegenuber den ublichen Nachweisverfahren in der Dunnschichtchromato- 
graphie - beispielweise Erhitzen mit Schwefelsaure - den Vorteil, dass auch rohe Antibiotica- 
praparate, die noch grosse Mengen inaktiver Begleitstoffe enthalten, dunnschichtchromatogra- 
phisch gepriift werden kOnnenl4). 

Aus Fig. 3 wird u. a. der deutliche Unterschied zwischen Acumycin und Angola- 
mycin ersichtlich. Dagegen verhalt sich Acumycin auch dunnschichtchromatogra- 
phisch recht ahnlich wie Carbomycin. Dies gilt ebenfalls fur eine Reihe weiterer 
Fliessmittel, die gepruft wurden (vgl. Tab. 4, exp. Teil). Acumycin l a s t  sich weiter- 
hin kaum durch Schmelzpunkt und pK-Wert von Carbomycin unterscheiden. 
Jedoch besitzt es vergleichsweise eine urn 34" negativere spezifische Drehung und 
zeigt ein anderes Verhalten bei den Farbreaktionen nach FISCHBACH & L E V I N E ~ ~ )  
(Tab. 2). 

Tabelle 2. Makrolid-Farbreaktion nach FISCHBACH & L E V I N E ~ ~ )  

1 Antibiotikum 1 Erythromycintest 1 Carbomycintest I 
Acumycin schwach rosa 
Carbomycin blass braun-violett 
Erythromycin pupur, CHCl, violett 

~ ~~ 

keine Verfabung 
intensiv violett-rot 
blass gelb 

Abbauversuche: Acumycin wird bei der energischen Hydrolyse mit 30-proz. Salz- 
saure unter Abscheidung huminartiger Substanzen weitgehend zerstort. In der 
Reaktionslasung kann man eine reduzierende Substanz nachweisen, die sich papier- 
chromatographisch wie Mycaminose verhalt. Dies l ies  sich in einem praparativen 
Versuch bestatigen : Der bei der Hydrolyse entstandene rohe Aminozucker wurde 
zur Reinigung in ein leicht kristallisierendes Methylglykosid C,H190,N iibergefiihrt. 
Nach erneuter Hydrolyse mit Salzsaure erhielt man daraus das Hydrochlorid der 
reduzierenden Abbaubase in kristallinem Zustand. Es wurde durch Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt, 1R.-Spektrum und Papierchromatographie als Mycaminose-(I)- 
hydrochlorid-hydrat 16) identifiziert . Mycaminose wurde erstmals aus Carbomycin 
erhalten. Inzwischen ist diese Verbindung in einer Reihe weiterer Makrolid-Anti- 
biotica nachgewiesen worden 17). 

CH, 

Wir danken den Herren Dr. W. KELLER-SCHIERLEIN und Dr. F. BUZZETTI, Organ.-chem. Lab. 
der ETH, Zurich, fur Angaben uber ihre Technik der bioautographischen Entwicklung von 
Uiinnschichtchromatogrammen. Einc andere Technik beschreiben J.  R. NICOLAUS, C. CORO- 
NELLI & A. BINAGHI, I1 Farmaco 76, 349 (1961). 
H. FISCHBACH & J. LEVINE, Antibiotics & Chemotherapy 3, 1159 (1953). 
I?. A. HOCHSTEIN & P. P. REGNA, J. Amer. chem. SOC. 77, 3353 (1955). Wir danken Herrn 
Prof. Dr. R. B. WOODWARD, Harvard University, Cambridge, USA, fur die uberlassung einer 
Vergleichsprobe. 
Vgl. R. HUTTER, W. KELLER-SCHIERLEIN & H. ZAHNER, Arch. Mikrobiol. 39, 158 (1961). 



Testorganismus 

Staphylococcus aureus . . . . . . .  
St. auwus Pikromycin resistent . . .  
Streptococcus hemolyticus . . . . . .  
Streptococcus viridans . . . . . . . .  
Streptococcus fuecalis . . . . . . . .  
Corynebacterium diphtheriae . . . . .  
Vibrio el Tor . . . . . . . . . . .  
Bacillus megatheriuna . . . . . . . .  
Bacillus subtilis . . . . . . . . . .  
Mycobact. paratuberculosis . . . . .  

18) Vgl. R. B. WOODWARD, Angcw. Chem. 69, 50 (1957) : Struktur und Biogenesc dcr Makrolide. 

Minimale Hemmkonzentration 
(mlml) 

A I B I C l n l E  
1 10 10 100 100 

100 >lo0 100 >lo0 > lo0  
1 1 1 10 10 

10 10 10 100 10 
10 1 10 10 100 

0,l 0,l 1 1 10 
10 100 100 > 100 
1 10 1 10 10 
1 1 10 100 100 

10 10 100 100 100 
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Acumycin wird auch unter milden sauren Bedingungen rasch abgebaut. Neben 
einer basischen Fraktion kann man aus dem Reaktionsgemisch eine labile, bei 
70"/0,05 Torr destillierende Substanz als farbloses 01 isolieren. Sie erscheint im Dunn- 
schichtchromatogramm einheitlich und verschieden von Mycarose17) und Cladi- 
nose 17). Die Analyse ergibt eine Bruttozusammensetzung C,H,,O,. Die Verbindung 
reduziert FEHLING'sche Losung schon bei Raumtemperatur und ammoniakalisches 
Silbernitrat in der Warme. Nach ROTH-KUHN enthalt sie eine C-Methylgruppe. 
Auf Grund dieser Eigenschaften darf man annehmen, dass sie den in Makroliden 
nachweisbaren neutralen Desoxyzuckern entspricht. Weitere Versuche zu ihrer 
Strukturaufklarung sind im Gange. Die bei der Hydrolyse erhaltene basische Frak- 
tion ist ein schwer zu trennendes Gernisch nahe verwandter Verbindungen, die noch 
das Strukturelement der Mycaminose enthalten. Der gegenuber Acumycin um ca. 
1 Einheit erhohte pK-Wert l a s t  den Schluss zu, dass die Verbindung C,H,,O, im 
Acumycin glykosidisch an den Mycaminose-Rest gebunden vorliegt 18). Auf Grund des 
UV.-Absorptionsspektrums der basischen Fraktion muss man fernerhin annehmen, 
dass wahrend der Spaltung teilweise ein u, B, y, 8-ungesattigtes Carbonylsystem ge- 
bildet wurde. 

Biologische Aktivitut: Acumycin besitzt in vitro eine hohe Aktivitat gegenuber 
grampositiven Bakterien. Das Wirkungsbild ist sowohl qualitativ als auch quanti- 
tativ sehr Shnlich demjenigen von bekannten, z. T. therapeutisch verwerteten 
Makrolid-Antibiotica. Tabelle 3 gibt einen uberblick uber die in unserer Testan- 
ordnung gefundenen Werte. Interessant ist dabei, dass Acumycin mit Pikromycin 
partiell gekreuzte Resistenz aufweist, d. h. dass es gegenuber einem auf Pikromycin 
resistenten Staphylokokkenstamm nach 24stundiger Inkubation zwar eine stark 
verminderte, aber doch noch deutlich feststellbare Wirkung aufweist, die erst nach 
langerer Inkubation verschwindet. Ein ahnliches Verhalten zeigen Carbomycin, 
Leukomycin, Tylosin und Niddamycin, wahrend beispielsweise Erythromycin und 

Tabelle 3.  Antibaktevielle Aktivitdt im Verdunnungstest 
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Oleandomycin volle gekreuzte Resistenz rnit Pikromycin aufweisen 17). Acumycin 
und die weiteren in der Tabelle aufgefuhrten Antibiotika zeigten bis zu einer Kon- 
zentration von 100 pg/ml keine Wirkung gegenuber Escherichia coli, Salmonella 
typhosa, Salmonella schottmiilleri, Shigella sonnei, Pseudomonas aert&nosa, Klebsiella 
Typ A, Pasteurella pestis, Saccharomyces cerevisirae, Candida vulgaris und Candida 
albicans. 

Acumycin wirkt gegenuber grampositiven Keimen auch in vivo, und zwar sowohl 
bei subcutaner wie auch oraler Applikation. Beispielsweise konnen Mause, die rnit 
Staphylococcus aureus letal infiziert wurden, rnit einer einmaligen subcutanen Dosis 
von 25 mg/kg zu 50% am Leben erhalten werden. 

Herrn Dr. R. ZURCHER danken wir fur die Aufnahme der Spektren und fur die Diskussion 
des NMR.-Spektrums ; Herrn Dr. PADOWETZ fur die mikroanalytischen Bestimmungen und Herrn 
E. VON ARX fur die Ausfuhrung der Dunnschicht- und Papier-Chromatogramme. 

Experimenteller Teil 
Allgemeines: Die Smp. wurden in der Glaskapillare hestimmt und sind korrigiert. Die UV.- 

Absorptionsspektren wurden rnit einem Ca~~-Spektrographen, Modell 14 M-50, die 1R.-Absorp- 
tionsspektren mit einem PERKIN-ELMER Zweistrahl-Spektrographen, Modell 21, und die NMR.- 
Spektren auf einem VARIAN-Spektrometer, Modell DP-60, aufgenommen. 

Die Dunnschichtchromatogramme wurden nach STAHL") an Kieselgel G der Firma MERCK 
A.-G., Darmstadt, ausgefuhrt. Fur die bioautographischc Entwicklung der Diinnschichtchroma- 
togrammc uberdeckte man eine rnit Bakterienkeimen beimpfte Agarschicht vorerst rnit einem 
dunnen Filterpapierzo). Hierauf legte man die luftgetrocknete Dunnschichtplatte vorsichtig auf 
das Filterpapier auf und presste sie wahrend 20 Minuten durch Aufsetzen eines Gewichtesvon 
ca. 2 kg auf  die Unterlage. Nach Entfernung von Platte und Filtcrpapier wurde die Agarschicht 
16-18 Std. bei 37" inkubiert. 

Beschreibung des Organismus: Der Streptornyces-Stamm ETH 23 112 wurde aus eincr Boden- 
probe isoliert, die in der Umgcbung von Calcutta, Indien, gesammclt worden war. Er  ist durch 
folgende Merkmale charakterisicrt*l): 1. Sporen 0,6-1,4 x 0,5-1,2 p gross, rnit 0,2-0,3 ,LL langen, 
an der Basis leicht verbreiterten Stacheln; 2. Luftmycel anfangs weissgrau, spater aschgrau 
(cinereus) : 3 .  Sporenketten monopodial verzweigt, mit offenen, regelmassigen Spiralen von meist 
2-6 Windungen ; 4. Keine Melaninbildung auf peptonhaltigen Nahrbdden ; 5. Substratmycel 
weissgclb, gelbbraun, hellbraun oder olivgrun. Der Stamm stinimt in den wesentlichen Merkmalen 
rnit der Typuskultur von Streptomyces griseoflauus (KRAINSKY) WAKSMAN et HENRICI iiberein. 
Aus Stammen der Art Streptomyces griseoflauus sind bisher keine Makrolid-Antibiotica beschrie- 
ben wordenI7). 

Ziichtung: Fur die Herstellung von Acumycin wurde der Stamm ETH 23 112 in Schuttel- oder 
Gartank-Kultur auf folgender Nahrltisung gezuchtet : Fleischmehl 2yo, Malzextrakt (flussig, ca. 
50% Trockensubstanz) 2yo, CaCO, 1 yo. Inkubationsdauer 1-2 Tage bei 27". 

Isolierung von Acumycilz: 6600 1 Kulturbriihe wurden im Zeitpunkt der hochsten antibio- 
tischen Aktivitat mit einer 10-proz. wbserigen Oxalsaureldsung auf  pH 4.5 eingestellt und nach 
Zugabe von 66 kg Hyflo Super-Cel rnit Hilfe eines Trommelfilters filtriert. Das klare Filtrat 
neutralisierte man rnit Ammoniak auf pH 7, extrahierte, nach Zugabe von 6.45 kg Athylendiamin- 
tetraessigsaure-dinatriumsalz, rnit 2000 1 n-Butylacetat in einem mehrstufigen Extraktions- 
apparat (LUWESTA), indem man das Kulturfiltrat unmittelbar vor dem Eintritt in die Extrak- 
tionsmaschine durch kontinuierliches Zudosieren von 1-proz. wasserigem Ammoniak auf pH 9,s- 
10 brachte. Der Butylacetat-Extrakt, der die Aktivitat des Kulturfiltrates enthielt, wurde sofort 
nach Austritt aus dieser Extraktionsmaschine in einem weiteren, in Serie geschalteten Extrak- 
tionsapparat rnit insgesamt 800 1 verdunnter wasseriger Schwefelsaure derart riickextrahiert, dass 

lY) E. STAHL. Chem.-Ztg. 82, 324 (1958). 
") Filterpapier Nr. 403 (glatt) der Firma MACHEREY-NAGEL & Co., Uiiren, Deutschland. 
21) Systematik nach L. ETTLINGER, R. CORBAZ & R. H ~ ~ T T E R ,  Arch. Microbiol. 37, 326 (1958) 
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im Extrakt ein pH-Wert von 2-2,5 resultierte, welcher beim Austritt der wkerigen Phase aus 
der Maschine mit verdiinnter Ammoniaklosung auf pH 6,5 zuriickgestellt wurde. Mit diesem 
Verfahren war es moglich, das saure- und alkalilabile Antibiotikum in sehr guter Ausbeute aus 
dem Kulturfiltrat anzureichern. Nach Wiederholung der Operation - Extraktion mit Butylacetat 
aus ammoniakalischer Losung und Riickextraktion a m  organischer Phase mit Schwefelsaure - 
erhielt man schliesslich 150 1 schwefelsauren Extrakt, der zur Entfernung von Butylacetat rnit 
15 1 Essigester gewaschen wurde. Das Antibioticum liess sich dann im LUwESTA-ExtraktOr bei 
pH 9,5-10 in 70 1 Essigester aufnehmen und nach Vakuumverdampfung bei 20" in Form eines 
oligen Ruckstandes gewinnen. Durch Digerieren mit Petrolather erhielt man 56,6 g pulverigen, 
gelbbraunen Ruckstand, der den grossten Teil der im Kulturfiltrat nachgewiesenen antibioti- 
schen Aktivitat enthielt. 

Zur weiteren Reinigung wurden 50 g dieses Materials in  2,5 1 trockenem Methylenchlorid 
gelost und durch eine Saule von 500 g mit 7% Wasser desaktiviertem Aluminiumoxid22) durch- 
filtriert. Anschliessend eluierte man noch mit weiteren 7,5 1 Methylenchlorid und engte das in 
einer Fraktion zusammengefasste, farblose Eluat im Vakuum bis zum Sirup ein. Dieser kristalli- 
sierte aus 100 ml Ather: 14,2 g Rohkristallisat nach 20 Std. bei 0". Die Mutterlauge (22,9 g 01) 
und das aus der Aluminiumoxidslule mit 2 1 Chloroform-Methanol (1 : 1) nacheluierte Material 
(9,4 g) wurden nicht weiterbearbeitet. Aus dem Rohkristallisat erhielt man durch Umkristalli- 
sieren aus Methylenchlorid-Alkohol 11,2 g reines Acumycin. 

Eigenschaften von Acumycin: Acumycin lost sich sehr gut in Methylenchlorid, Chloroform 
und in verdiinnten wSsserigen Mineralsauren. Bei Raumtemperatur ist es in Methanol, Athanol, 
Aceton, Ather, Essigester und Benzol nur massig Ioslich, in Petrolather unloslich. Zur Analyse 
wurde aus Aceton, Methylenchlorid- Alkohol und Methylenchlorid-Methylpropylketon umkristal- 
lisiert. Acumycin kristallisiert aus diesen Losungsmitteln in farblosen, kompakten Kristallen 
vom Smp. 233-237" (Zers.). Zur Analyse wurde 24 Std. bei 80°/0,001 Torr iiber P,O, getrocknet. 

C,BH,,O,,N Ber. C 63,04 H 8,49 0 26,52 N 1,93 2 akt. H 0,ZS% 
(723,80) Gef. ,, 62,67 ,, 8,27 ,, 26,83 ,, 1,91 ,, 0,26% 

Ber. 7 (C)CH, 14,56 l(CO)CH, 2,08 l(O)CH, 2,08 2 (N)CH, 4,16% 
Gef. ,, 13,09 ,, 3,69; 2,4823); 0,64a4) ,, 0,28; 0,45 ,, 5.63; 5,32% 

[a]$ = -92" (c = 1, CHCl,). pK&cs 6.46; Aquivalentgewicht 741. UV.-Absorptionsspek- 
trum in Alkohol: A,, = 241 mp, log E = 4.19. 1R.-Absorptionsspektrum in KBr siehe Fig. 1. 
NMR-Spektrum in CDCI,. Konzentration : 166 mg/ml, siehe Fig. 2. Papierchromatographie vgl. 
Tab. 1. Diinnschichtchromatographie vgl. Fig. 3 und Tab. 4. Farbreaktionen vgl. Tab. 2. 

Tabelle 4. Diinnschichtchromatogra@hie van Acumycin und Referenzantibiotica aus der 

Rf-Werte in den 
Fliessmitteln 

I 
Antibiotikum 

Acumycin. . . . 
Angolamycin . . 
Tylosin . . . . . 
Carbomycin . . . 
Foromacidin A . 
Foromacidin B . 
- 

Antibiotikum 

0,35 
0,18 
0,07 
0,40 
0,02 
0,05 

A 

0.66 
0,65 
0,68 
0,75 
0.32 
0,34 

- 

- 

0.82 
0,82 
0.81 
0,88 
0,59 
0,61 

Foromacidin C . 
Erythromycin . . 
Narbomycin. . . 
Pikromycin . . . 
Lankamycin . . 

Rf-Werte in den 
Fliessmitteln 

A 

0.37 
0,16 
0,22 
0,22 
0,74 

- 
B 

0,06 
0,03 
0,12 
0,07 
0,37 

- 

- 

C 

0,64 
0,29 
0,41 
0,36 
0,87 

- 

- 
A = Methanol. B = Chloroform/Methanol = 95 : 5. 
C = Chloroform/Methanol = 1 : 1. Entwicklung mit H,SO,. 

'da) Aluminiumoxid basisch, Typ 5016N der Firma CAMAG, Muttenz, Schweiz. 
%) Acetylbestimmung durch alkalische Verseifung. 
24) Acetylbestimmung durch saure Verseifung. 
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Hydrierungen: 100 mg Acumycin wurden in 20 ml Feinsprit rnit 100 mg Palladium (10%) 
auf Kohle im Verlaufe von 2 Std. bis zum Ende der Wasserstoffaufnahme hydriert: 1,9 Mol. H,. 
Das nach Filtrieren, Eindampfen und Trocknen erhaltene farblose, amorphe Hydrierungsprodukt 
zeigt im UV.-Spektrum eine flache Absorptionsbande mit Max. bei ca. 280 mp ( E  = 146). Im 
1R.-Spektrum (Nujol) sind u. a. starke Banden bei 2,85 und 5,80 p vorhanden. 

200 mg Acumycin nahmen in 20 ml Eisessig in Gegenwart von 200 mg aushydriertem Platin- 
oxid im Verlaufe von 4 Std. 4,8 Mol. Wasserstoff auf. Nach dem Filtrieren und Einengen im 
Vakuum wurde der farblose Ruckstand in Essigester aufgenommen, rnit Hydrogencarbonat ge- 
waschen und mit 0 . 1 ~  H,SO, in der Kalte extrahiert. Aus dem Saureextrakt erhielt man das 
Hydrierungsprodukt, nach Ruckstellung auf p H  9, durch Extraktion rnit Chloroform und Ein- 
dampfen in Form eines farblosen, glasigen Lackes, der zur Analyse wahrend 70 Std. bei 70°/ 
0,001 Torr getrocknet wurde. 

C,,H,,012N Ber. N 1'91 l(CO)CH, Z,OO% Gef. N 2,06; 1'95 l(CO)CH, O%2a)  

Das Decahydroprodukt zeigt im UV.-Gebiet oberhalb 210 m p  keine Absorption. Im 1R.- 
Spektrum (Nujol) sind u. a. starke Banden bei 2,88 und 5,80 p vorhanden. 

147 mg (0,2 mMol) Decahydro-Verbindung wurden in 17,s ml abs. Methanol und 2,20 ml 
0 , l ~  Natronlauge unter Sauerstoffausschluss wahrend 3 Tagen bei Raumtemperatur stehen- 
gelassen. wobei ca. 0.3 Aquivalent (0,07 mMol) Lauge verbraucht wurde (elektrometrische Titra- 
tion rnit 0 , l ~  HCl nach Verdunnen mit 20 ml H,O). Die hierauf im Vakuum von Methanol be- 
freite Issung extrahierte man vorerst Hydrogencarbonat-alkalisch rnit Chloroform und hierauf 
bei pH 2 erschopfend mit Chloroform und Essigester. Der alkalische Chloroformextrakt enthielt 
87 mg farbloses, basisches Material, welches praktisch das gleiche 1R:Spektrum wie das Aus- 
gangsmaterial aufwies. Die wasserige Phase wurde wiederum auf pH 7 gestellt und unter pH- 
Kontrolle zur Trockne eingedampft. Den Salzriickstand extrahierte man mehrmals mit heissem 
i-Propanol. Der salzfreie Extrakt enthielt 44 mg amphoteres, farbloses Material, dessen 1R.- 
Spektrum in Chloroform keine Absorption bei 5,s p ,  jedoch eine Bande bei 6,4 p (Carboxylat- 
Ion) aufwies. 

Mycaminose: 2 g Acumycin wurden in 20 ml 30-proz. HCl 2 Std. zum Sieden erhitzt. Das 
schwarz gefarbte Reaktionsgemisch filtrierte man durch eine Glasfilternutsche, engte im Vakuum 
zur Trockne ein und schiittelte den in wenig Wasser aufgenommenen Ruckstand mehrmals mit 
Chloroform und Butanol aus. Das wasserige Raffinat wurdc erneut zur Trockne eingeengt und 
in Alkohol mit Norit behandelt, wobei nach dem Filtrieren und Eindampfen 645 mg gelbgefarbter 
Ruckstand erhaltcn wurde. Diesen liess man 3 Tage bei Raumtemperatur in 30 ml rnit HC1-Gas 
gesattigtem abs. Methanol stehen, engte im Vakuum zur Trockne ein und schiittelte den Ruck- 
stand rnit Butanol und gesattigter Kaliumhydrogencarbonat-'Losung. Den Butanolextrakt 
dampfte man im Hochvakuum zur Trockne ein, nahm in Aceton auf, filtrierte und destillierte den 
nach dem Eindampfen erhaltenen gelblichen, kristallinen Ruckstand (330 mg) bei 60-80"/ 
0,Ol Torr. Das kristalline, farblose Destillat (250 mg) wurde zur Analyse zweimal aus Ather-Hexan 
umkristallisiert und nochmals im Hochvakuum sublimiert. Smp. 74-75". 

CSHlsO4N Ber. C 52,66 H 9,33 N 6,82% Gef. C 52,55 H 9,47 N 6,83% 

100 mg dieses Methylglykosides erhitzte man in einer Ampulle wahrend Z1/, Std. in 1,s  in1 
6~ HCl auf 120'. Die Reaktionslosung wurde zur Trockne eingedampft, der Ruckstand in Alkohol 
mit Norit behandelt und hierauf aus Alkohol-Aceton, Alkohol und schliesslich aus Isopropanol 
mit einer Spur Wasser umkristallisiert, wobei Mycaminosc-hydrochlorid-hydrat in farblosen 
Nadeln vom Smp. 105-108" erhalten wurde (I). Misch-Smp. rnit authentischem Mycaminose- 
hydrochlorid-hydrat (Smp. 101-108") : 102-108". IR.-Spektrum in KBr und Rf-Werte in n- 
Butanol-Eisessig-Wasser (10: 1 : 3) (Rf = 0,25), n-Propanol-Essigester-Wasser (7 : 1 : 2) (Rf = 0,42) 
und n-Butanol-F'yridiu-Wasser (10: 3: 3) (Rf = 0,26) gleich wje bei authentischem Material. Fur 
die Papierchromatogramme wurden die Hydrochloride an Amberlite IRA 400 (Acetat-Form) in 
die essigsauren Salzc iibergefuhrt. Der Nachweis erfolgtc mit a,mmoniakalischer Silbernitrat- 
losung. 

Milde Hydrolyse: 3 g Acumycin liess man 42 Std. in 150 m l O , 7 5 ~  Salzsaure bei Raumtempe- 
ratur stehen, neutralisierte hierauf mit Natriumhydrogencarbonat auf pH 7,s und extrahierte 
portionenweise rnit insgesamt 300 ml Chloroform. Das wasserige Raffinat wurde mit verdunnter 
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Salzsaure auf pH 5 gestellt und nach Zusatz von Alkohol im Vakuum bei 35" zur Trockne ein- 
geengt. Den im Hochvakuum getrockneten Ruckstand extrahierte man mehrmals mit insgesamt 
300 ml siedendem Benzol. Die vereinigten Benzolauszuge wurden nach dem Verdampfen im 
Vakuum erneut in Benzol gelost und filtriert. Der nach dcm Verdampfen erhaltene gelbliche Ruck- 
stand destillierte bei 60-80°/0,1 Torr, wobei 323 mg eines farblosen, beweglichen Oles erhalten 
wurden, das man zur Analyse erneut unter Abtrennung eines kleinen Vor- und Nachlaufes destil- 
lierte. 

C,H,,O, Ber. C 55,37 H 7,75 0 36,88 1 (C)CH, 11.55% 

Die Verbindung reduziert FEHLING'SChe Losung bei Raumtemperatur und ammoniakalisches 
Silbernitrat in der Warme. Die Farbreaktionen auf 2-Desoxyzucker nach KELLER-KILIANI~~) und 
auf Endiole nach WEYGAND-CSENDES za) verlaufen negativ. Auf dem Dunnschichtchromatogramm 
kann die Substanz durch Erhitzen rnit Schwefelsaure oder rnit ammoniakal. Silbernitrat nach- 
gewiesen werden. Rf-Werte im Vergleich zu Mycarose und Cladinose in den Systemen a) Benzol- 
Dioxan (6: 4), b) Cyclohexan-Essigester (2: 8) und c) Chloroform-Methanol (9: 1) : Verbindung 
C,H,,O,: a) 0.42; b) 0,37; c) 0,40. Cladinose: a) 0,36; b) 0.28; c) 0.41. Mycarose: a) 0,20; b) 0,16; 

Das nach Verdampfung des Chloroformextraktes erhaltene basische Material wurde in Essig- 
ester aufgenommen, rnit O , ~ N  Schwefelsaure extrahiert und nach Ruckstellung des sauren Ex- 
traktes auf pH 9 erneut in Essigester aufgenommen. Die nach dcm Einengen erhaltene amorphe, 
schwach gelbliche Substanz (576 mg) wurde zur Analyse wahrend 70 Std. bei 50"/0,001 Torr 
getrocknet: Gef. 2,25% N. pKfcs 7,53 ; Aquivalentgew. 6844). Im UV.-Absorptionsspektrum 
sind Banden mit Maxima bei 234 mp 85) und 272 mp (EiFm 57) vorhanden. Das in Nujol 
aufgenommene 1R.-Spektrum zeigt u. a. Banden bei 6,14 p, 6,26 p, eine Inflexion bei ca. 6 p, 
und eine intensive Bande bei 5.8 p. Bei der praparativen sauren Hydrolyse unter energischen 
Bedingungen entstand wiederum Mycaminose die ohne Reinigung uber das Methylglykosid 
direkt als kristallines Hydrochlorid-Hydrat gefasst werden konnte. 

Gef. ,, 55,56; 55,55 ,, 7.93; 7,76 ,, 36.51; 37,07 ,, 10,96; 10.72% 

c) 0,21. 

SUMMARY 

Acumycin, a new antibiotic, could be isolated in crystalline form from cultures 
of a new strain, ETH 23112, of Stre+tomyces griseoflavus. On acid hydrolysis the 
dimethylamino-sugar mycaminose is obtained. From this and other evidence it is 
concluded that acumycin belongs to the group of the macrolide antibiotics. 
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25) Ausfuhrung nach J. v. Eww & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 883 (1948) 
2e) F. WEYGAND & E. CSENDES, Chem. Ber. 85,45 (1952). 




