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composed of olefin + H+. OH, or olefin + D+. OD,. Tunneling corrections are 
calculated with the aid of BELL’S formula. A semiempirical value is used for QD,O/QHaO. 
It is shown that for the four center transition state the isotope effect kH/kD may be in 
the order of 1.1-1.6. 
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74. Sur la saramycbtine (= X-5079 C), polypeptide antibiotique de 
Streptomyces saraceticus 

I. Premieres donnbes concernant sa structure 
par P. Baudet et E. Cherbuliez 

DCdie au Professcur D. MONNIER pour son 60e anniversaire 

(9 I 64) 

BERGER et coll. [Ill) ont annonck en 1961 I’isolement d’un nouvel antibiotique 
X-5079C (ou Ro 2-7758) extrait du mycelium de Streptomyces saraceticus nov. s@. 
(NRRI, 2831) [l], dont l’action inhibitrice in vitro sur la croissance de Paecilomyces 
varioti et in vivo contre le d6veloppement de Histoplasma capsdatum [2] est remar- 
quable. Nous utiliserons le nom de saramycktine pour cet antibiotique2). 

Son hydrolyse chlorhydrique libh-e des acides aminks connus : ac. aspartique, gly- 
cine, proline, thrkonine et cystine, et en plus, des constituants inconnus parmi 
lesquels encore des acides aminks. A prior1 on serait donc tent6 de considkrer la 

1) Les chiffres entre crochets renvoient 8. la bibliographie, p. 683. 
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saramycktine comme un polypeptide; la trypsine, la papaine et la TAKAMINE- 
protCase ne la dCgradent pourtant pas2). 

Nous apportons ici quelques donnCes nouvelles concernant cet antibiotique. 

Tableau 1. Caractdristiques analytiques de la saramyce'tine 

[a]% = - 28,4O f 0,2" (c = 2, H,O, 1 = 1 dm) 
= - 32,0° f 0,2" (c = 2, urCe 8 M, I = 1 dm) 

F. : 
Poids moleculaire3) : 
Constante de Svcdberg,) : 
Constante de diffusion3) : 
Volume specifique partiel,) : 

Coefficients d'extinction (dans l'eau) : 
Spectre TJV., voir fig. 1 
Spectre IR. (pastille dc KBr) (cm-l) : 
MobilitC BlectrophorCtique B pH 6.5 : 
(mobilit6 de l'acide aspartique 1) 
Activite biologique4) : 
Analyses C16mentaires5) : 
Acides aminCs6) : 

Solubilites B 25": 

RCactions colore'es: 
ninh ydrinc 
naphtoquinone-l,2-sulfonate-4 [4] 
amido-schwarz [5 ]  
bromo-phenol [GI 
biuret [7] 
chloration [3] 
ac. iodoplatinique [7] 
nitroprussiate dc Na/KCN 
dinitro-2,4-phdnylhydrazine [91 
hydroxamate ferrique [lo] 
chlorure dc benzoyle [ l l ]  

dCcomposition dks 220" 
14000 f 2000 

10 - 10-7 & 2 .lo-' cm2. s-1 
0,60 & 0,05 

2,3 10-23 o , ~  . 10-3 

El% - 440; E i g  =: 275; EiZ = 205 227,5 - 

3320, 1689, 1668, 161 0, 1506, 1280, 1170, 1036 
0,12 

240 unit& Paecalomyces varzott par mg 
C 41,75%; H 5,06%; N 14,54%; S 12,78%; Na l,58% 

ac. aspartique 8,50 restes 
glycine 8,18 restes 
thr6onine 7,30 restes 
proline 8,33 restes 
cystine 23,09 restes 

dans 1'Cthanol absolu 039% 
dans l'eau k pH 3.72 1,22% 

B pH 3,60 1,08% 
B pH 2,90 0,40% 

10.9 yo dans l'acide acCtique 0 , l ~  (pH = 3,62) 
prCcipit6 par CC1,COOH 

nCgative 
negative 
nCgative 
negative 
positive 
positive 
positive 
negative 
n6gative 
positive 
nCgative 

,) Communications personnelles; nom propose par la Maison F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE, 
Blle. 

,) Ces determinations ont 6t6 faites par le Dr K. H. BERNEIS du dCpartement dc physico-chimie 
(direction: Dr M. KOFLER) de F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE k BUe. Nous lui adressons nos 
vifs rcmerciements. 

4, Determine par Ie departement de chimiotherapie, HOFFMANN-LA ROCHE, Nutley, New Jersey. 
5, La saramycetine est sechde 4 h i 78", sous 5 . lo-, Torr. Les analyses Clementaires ont Btd 

faites par le Dr A. DIRSCHERL au Laboratoire de micro-analyse de F. HOFFMANN-LA ROCHE & 
CIE, B Btde. 

6, Analyses effcctukes par Ics soins des FOOD AND DRUG RESEARCH LABORATORIES, Maurice 
Avenue 58th Street Maspcth 78, New York. 
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1) Gdnidi tds .  La saramycktine (v. tableau I) se prCsente comme une poudre 
blanche, amorphe, riche en soufre (S 12,8%) et contenant du sodium (Na 1,6%), 
sans point de fusion, tr2s soluble dans l’eau, sauf aux pH infkrieurs B 4. Son caractbre 
d’acide est mis en kvidence par sa trbs grande solubilite en milieu alcalin et par sa 
migration anodique en Clectrophorbse L pH 6,5. Elle ne rCagit pas avec les rCactifs 
des amines primaires ou secondaires comme le naphtoquinone-l,2-sulfonate-4 de 
sodium, le fluoro-2,4-dinitrobenzkne ou la ninhydrine. Trait6 par HC1 0,l N en 
exc& la saramycCtine telle qu’elle a Ct6 obtenue par BERGER et coll. [1] neutralise 
une certaine quantitC de HC1, mais seulement en une quantitk correspondant B la 
teneur en sodium de l’antibiotique. La saramycktine ne posskde donc pas non plus 
de fonction amino tertiaire. Par ailleurs, la saramycetine donne la rkaction du 
biuret, mais la coloration est faible et de nuance non usuelle. Le groupe NH de la 
liaison peptidique est aussi mis en 6vidence par la &action au chlore [ S ] .  Voilh 
pourquoi nous considCrons la saramycCtine comme un polypeptide. 

I1 se comporte comme une substance homogkne L l’ultracentrifugation qui fixe 
le poids molCculaire de l’antibiotique A environ 14000. La vitesse de dialyse du 
polypeptide est donc tr6s petite. Cependant, lorsqu’on prolonge le temps de dialyse, 
on trouve une certaine quantitk de produit dans le dialysat. Mais ce qui a traversC 
la membrane est constitu6 par des fragments de la molkcule primitive, rCsultant 
d’une dkgradation qu’elle subit L la longue au cows de la dialyse. Cette dkgradation 
s’accompagne de la perte de 1’activitC biologique. 

1 , , , , , , \ Fig. 1. 

ultra-oiolet 
de la saranzyce’tine 
(concentration 0,002%, 

220 260 300 mp 340 

Aprks l’hydrolyse chlorhydrique (HC1 6 N ,  105”, 18 h) de la saramycCtine, une 
partie importante du soufre se trouve sous forme de cystine, qui cristallise de la 
fraction neutre de l’hydrolysat. On pouvait donc supposer que le polypeptide possk- 
dait de nombreuses liaisons disulfure. L’oxydation de la saramycCtine par l’acide 
performique devrait alors dkgrader l’antibiotique par rupture oxydative de ces liaison 
-S-S-. En effet, le polypeptide ainsi trait6 fournit un mClange dont les composants 

’) Communication pcrsonnelle de M. J .  C. JATON et  du Prof. ISLIKER, Laboratoire de chimie bio- 
logique de l’Universit6 de Lausanne. 
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ont & l’ultracentrifugation des vitesses de sbdimentation trhs voisines. Cependant, 
l’existence de liaisons disulfure ou de fonctions thiol n’est confirmCe ni par le titrage 
au chloromercuri-benzoate de sodium [12] avant ou aprB traitement r6ducteur 
appropriC, ni par titrage ampCromCtrique’). La saramycCtine ne rdagit pas non plus 
au nitroprussiate de sodium en prCsence de cyanure de potassium. Le nickel RANEY 
(de haute activitC) ne provoque qu’une dksulfuration trks incomplkte, puisqu’on 
retrouve encore beaucoup de cystine dans l’hydrolysat chlorhydrique du produit 
dCsulfurC. Aprh action rCductrice de l‘acide thioglycolique sur la saramydtine, 
suivie d’un traitement alcoylant par l‘acide iodacetique, l’hydrolysat chlorhydrique 
ne fournit pas de S-carboxymCthy1-cystkine. Ces observations signifient que la 
saramycCtine ne contient pas de cystine ou de cystdine prCformCes. La cystine 
prCsente dans l’hydrolysat doit donc provenir d’une transformation plus compliquke 
qu’une hydrolyse de liaisons peptidiques. D&s lors, nous avons supposC l’existence, 
dans cet antibiotique, de cycles thiazolidiniques substituCs en 2, dont on sait qu’ils 
fournissent de la cystkine (oxydCe ultCrieurement en cystine) B l’hydrolyse acide. 
En fait, aprhs hydrolyse chlorhydrique Cnergique ( 6 ~ ,  105”, 18 h) ou plus mCnagCe 
(HC1, 1 2 ~ ,  37”, 24 h) de la saramycktine, nous avons trouvC dans les produits de 
rCaction, des fractions qui tout en ne posskdant aucune des rbactions sus-mentionnkes 
de la cystine ou de la cystkine, fournissent de la cystine durant une nouvelle hydrolyse 
chlorhydrique & 105”. La plupart de ces constituants cystinoghes peuvent &re 
isolCs des hydrolysats chlorhydriques par ClectrophorPse sur papier B pH 6,5. Nous 
prksentons dans le tableau I1 quelques-unes de leurs propriCt6s. La saramycCtine 
est attaquCe en milieu tamponnk (par ex. B pH 4,5 ou i pH 6) par des sels de H@+ 
(acktate ou chlorure) pour donner un prCcipitC, qui se forme en quelques minutes 
et augmente avec 1’klCvation de la tempkrature. Or, on sait que les thiazolidines 
sont facilement scindCs par Hg2+, en milieux aqueux, pour donner des mercaptides 
insolubles (les hydrolysats chlorhydriques de la saramycktine donnent des prCcipitCs 
immCdiats avec Hg2+; la cystine ne r6agit pas dans ces conditions). L’hydrolyse 
d’une thiazolidine substituke en 2 implique la formation d’un aldChyde ; effectivement, 
la liqueur d’hydrolyse contient des composCs qui forment des dinitro-2,4-phCnyl- 
hydrazones cristallisCes. En effet, aprks trempage des chromatophCrogrammes dans 
KOH alcoolique, les produits des taches 6 et I0 rCduisent le nitrate d’argent 
prkalablement dispersC sur le papier. Par ailleurs, la substance 6 (isolCe des hydro- 
lysats chlorhydriques par ClectrophorPse sur papier & pH 2 et purifiCe par chromato- 
graphie sur papier suivie d’une nouvelle ClectrophorPse B pH 2) montre la bande 
caractkristique du carbonyle des aldChydes saturks 1730 cm-1. I1 s’agit trPs certaine- 
ment d’aldkhydes qui ont pris naissance au cours des hydrolyses chlorhydriques de 
la saramycktine. 

Toutes ces constatations sont en accord avec l’hypothkse de la prCsence de 
groupements thiazolidine dans la saramycktine. 

2)  Hydrolyses chlorhydriques. - H C L ~ N ,  105“, 18 h. Aprits hydrolyse sous azote, 
on Climine l’acide chlorhydrique par distillation azCotrope. Des prises du r6sidu sont 
fractionnbes par chromato-Clectrophorkse au pH 2 sur papier. Ainsi, 14 taches sont 
mises en Cvidence (voir fig. 2). Les unes rCagissent B l’acide iodoplatinique [8] (IP) 
(rkactif des compos6s renfermant les fonctions -S-H, -S-S- ou = C-%C=) et B la 
ninhydrine (N) (rkactif des amines primaires et secondaires) ; d’autres rkagissent 
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au nitroprussiate f KCN (NP) (pour les fonctions -SH ou -S-S-) et A la ninhydrine; 
d’autres encore seulement A ce dernier rCactif. Certaines taches, enfin, ne sont 
rdvdlables que par absorption ou fluorescence en lumihe ultra-violette (taches 
sombres ou fluorescentes) (resp. Ab et Fl). Les taches 6 et 8 sont aussi rkvklables 
par le nitrate d’argent, aprks traitement alcalin (Ag) ; ces produits sont rdducteurs. 

Fig. 2. Chromato-phdrogramme de l’hydro- 
Zysat chlorhydrique ( H C ~ ~ N ,  1OSo, 
18 h) de la saramycdtine 
7 glycine (N),  2 thrionine (X), 
3 proline (N), 4 cystine (N, IP, 
NP), 5 ac. aspartique (N), 6 (N, 
IP,  Ag), 7 (N, NP, IP),  8 (N, IP), 
Y (N, IP ,  Fl), 70 (N, IP, Ag),  
I7 (Ab), 72 (Fl). 
RCactifs: N = ninhydrinc; 
IP = Ac. iodoplatinique; 
N P  = nitroprussiate de sodium 
(KCN); Ag = nitrate d’argent; 
h b  = absorption en UV.; 
F1 = fluorescencc cn TJV. 

nf 
OK 

Les taches 6, 8, 9, 10 et 12 (IP et N) contiennent donc du soufre alcoylC, alors 
que les taches 4 et 7 (NP  et N) renferment une fonction disulfure; la tache 4 est celle 
de la cystine qui est particuli&rement abondante dans cet hydrolysat. Les taches 9 
et 12 sont fluorescentes en bleu (Fl) en lumiere UV. 

Le spectre UV. de cet hydrolysat est trks diffdrent de celui de la saramycktine; 
il a 2 maximums, l’un 8. 220 mp et l’autre A 300 mp (solution aqueuse de pH 4), 
tandis que la bande d’absorption entre 260 et 270 mp du polypeptide natif a disparu. 

caracttre acide de l’hydrolysat et la mise 
en dvidence des fractions cystinogbnes de la saramycCtine, l’hydrolysat est soumis 
a une 6lectrophorGse sur papier A pH 6,5. Les constituants acides se ddplacent vers 
l’anode tandis que la fraction neutre demeure immobile (voir fig. 3). L’analyse 
de ce phdrogramme montre que la bande d’dlectrophorbse A-2 (fluorescente) contient 
les produits caractdrisds dans le chromatophdrogramme de la figure 2 par les taches 
9 et 12 tandis que les fractions A-1, A-3 et A-4, bien que ne contenant pas de cystine 
prdformde, en libbrent pourtant aprbs une hydrolyse chlorhydrique de 18 h B 105” 
(voir tableau 11). 

Pour un fractionnement des produits 
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HCl 6 N ,  1 0 5 O ,  5 h. Lorsque la dude  de l’hydrolyse chlorhydrique est rCduite B. 
5 heures (fig. 4), l’image chromato-Clectrophorktique de l’hydrolysat est un peu 
diffkrente de l’image prCc4dente (voir fig. 2) ; des taches nouvelles apparaissent 
et la quantitk de cystine est diminuCe. 

I 
35- 

A-4 

30. 

25. 

Tableau 11. 
Proprie’tds des fractions acides cystinogknes de l’hydrolysat chlorhydriqzke 

Constituant Mobiliti A pH 6,5 *) Produits de l’hydrolyse 
chlorh ydrique 
(HC1 6 ~ ,  105’ 18 h) 

A-1 0.36 cystine 
A-3 0,58 cystinc, 7 
A-4 1 cystine **) 

*) Par rapport B la mobilitti de l’acide aspartique. 
**) Contamin6 par l’acide aspartique de l’hydrolysat. 

Fig. 3. Phtrogramme (pH 6,5; 1800 volts) de la fraction soluble dans 
l’eau de l’hydrolysat chlorhydrique (HCl 6N, 105”, 18 h) de la 
saramycttine (revilation par la ninhydrine) 

Tableau 111. ProfiriBtBs de fractions cystinogknes de l’hydrolysat chlorhydrique 
aprk 5 h d’hydrolyse 

Constituant Caractere dlectrochimique Mobilitti k pH 2 *) Rf **) Produits d’hydrolyse 
chlorhydrique 
(HCl 6 ~ ,  105” 18 h) 

13 neutre 
14 acide 

0,81 0,21 cystine, glycine 
0,53 0.43 cystinc, 7 

*) Par rapport & la rnobilitti de la glycine. 
**) Dans le solvant n-butanollac. acCtique/eau (4: 1 : 5) 

Les taches nouvelles dCsign6es dam la figure 4 par 13 et 14 ne donnent aucune 
des rkactions de la cystine et de la cystkine, mais pourtant ces produits engendrent 
de la cystine apr& hydrolyse chlorhydrique B 105’ et 18 h. La substance de la 
tache 1J est spkcialement rksistante B cette hydrolyse puisque B c6t6 de la cystine 
on en trouve encore une partie A la fin de I’hydrolyse. Ces nouvelles fractions appar- 
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tiennent donc Cgalement aux constituants de la saramycbtine que nous appelons 
cystinogenes, et que nous considerons comme Ctant thiazolidiniques (voir tableau 111). 

I 

13 

'' Fig. 4. 

L 
HCl 12x, 37". Nous avons suivi la marche de 

Chvomato-ph6rogvamme de C'hydro- 
lysat chlorhydrique (HC1 6 ~ ,  105', 
5 h) de la saramycLtine. 
(Four les abrkviations, voir fig. 2) 
I glycine (N), 2 thrdonine (N), 
3 proline (N), 4 cystine (N, T, NP), 
5 ac. aspartique (N), 6 (N, IP, -4g). 
7 (N, IP), 9 (N, NP, IP, Fl), 
73 (N, I P ;  fraction cystinoghe), 
14 (N, IP; fraction cystinoghe), 
I 1  (Ab) 

cette hydrolyse relativement 
mCnagCe pendant 232 heures par l'analyse chromato-ClectrophorCtique de prises. 
L'apparition, le renforcement, voire la disparition des fractions peuvent ainsi Ctre 

/8 iijijE .......... ......... 1. 
.:::= 

Fig. 5. Chvowatophdvogramme de 
l'hydrolysat chlorhydrique 
(HC1 ~ Z N ,  37", 108 h) de la saya- 
mvcitine. (Pour Ies abr6viations. o,6 ........ 0 jjj;j;i;: 10 voir fig. 2) 

,;zii!;; ...... ........ ....... ...... 1 glycine (N), 2 thrionine (N),  (&.; 
*%=. ---- 3 proline (N), 4 cystine (N, IP, 

NP), 5 ac. aspartique (N), 6 (N, 
IP, Ag), 7 (N, NP, IP), 8 (N, IF) ,  
9 (N, IP, Fl), 10 (N, IP, Ag), 
17  (Ab), 72 (Fl), 13 (N, IP; 
fraction cystinoghe), 14 (N, I P ;  

-~ fraction cystinoghe), 7 5  (N). Oh 

observes (voir tableau IV). Nous remarquons que les produits des taches 13 et 14 
(voir fig. 4 et tableau 111), deja mis en Cvidence au cours de l'hydrolyse pr6cC- 
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dente, se sont fortement renforcCs et qu'une fraction nouvelle (tache dCsignCe par 15; 
voir fig. 5) est apparue d&s la 16e heure de cette hydrolyse. Cette fraction lib&re 
seulement de la glycine et de la threonine apr&s hydrolyse chlorhydrique intCgrale. 

Tableau IV. Caractdristiques des hydrolysats en fonction de la d u d e  de l'hydrolyse (HCl ~ Z N ,  37") 
~~ 

Dur6e de Constituants 
l'hydrolyse 
heures Apparition Renforcement Disparition 

16 
24 
40 8, cys, asp 6, 13, 7 5  
48 7, 8, 9, 14, gly CYS 
64 
72 70 
96 CYS, gly 

6, 13, 15, thr, pro 
6, 13, 15, thr, pro 

6, 14, 75, cys, pro 

160 7, 9, cys, gly 
168 7, 9, cys, gly 
184 CYS, g'y 
232 6, 75 

Fig. 6. Spectves U V .  de la 
fraction dialysable de 
la saramycktine, e n  
fonction de la d u d e  
de la dialyse 

48 h 6a _ ~ _ _ _ _  
. _ . . . .  9 6 h  

154 h 

26 jours 
40 jours 
49 jours 

6 c  - 69 jours 
_ ~ _ _ _  78 jours 
. . . . . 84 jours 

. . . . , . 
\ -  I '1 ~ ,,:, 

:,; 6 b  ______  t a  

42 ' ;  :$ 6a 
: r  

$... . *  
% I  

> .  -..- ,s '. ....:.; 

..I 

22G 260 3Gll mp 

Tous les constituants de la saramycktine libCrks durant l'hydrolyse chlorhydrique 
de 18 h B 10.5" sont pr6sents dkji aprks 78 h d'hydrolyse mhagCe, la glycine n'ap- 
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parait qu'i la 48e heure; la teneur en cystine (dCjA visible sur le chromatophdro- 
gramme A la 40e heure) a augment6 continuellement pendant toute la dude  de 
l'observation (232 h). 

Pour l'isolement des produits caractCris6s par les taches 13, 14 et 15, il y a avan- 
tage A arrkter l'hydrolyse m6nagCe apres 78 h. 

Cette hydrolyse mdnagCe, aussi bien que l'hydrolyse par HC1 6~ i 105" de 5 h, 
aboutit A la formation des m&mes constituants acides et cystinogcnes que ceux 
qui sont issus de l'hydrolyse de 18 h par H C ~ ~ N  (voir tableau 11); leur teneur y est 
cependant plus 6lev6e du fait de la diminution de leur vitesse de dCcomposition. 

3) Comportement de  la saramyce'tine en milieu aqueux: dialyse. Une solution 
aqueuse de la saramydtine, amen6e au pH 7, est mise a dialyser contre de l'eau 
distillke, A 4". Le tube de cellophane tourne autour de son axe (voir partie exp. 
11-la), ce qui favorise la diffusion. Le liquide extkrieur est renouvelC d'abord toutes 
les 24 h, puis apres des pCriodes plus espacCes (voir partie exp. 11-1 a) ; dans le mCme 
temps le spectre ultra-violet du dialysat est Ctabli A partir d'un volume aliquote, 
entre 200 et 350 mp. Ces spectres sont pris du premier au 6e jour, du 25e au 43e 
jour et du 44e au 84e jour du temps de dialyse (voir fig. 6) ; ils sont trks diffCrents 
du spectre UV. de la saramyc6tine (fig. l ) ,  &ant caractCrisCs par un maximum 
trks prononcC A 250 et 258 mp et, vers la fin de la dialyse, par l'apparition d'une 
nouvelle bande d'absorption i 220 mp. 

Le spectre UV. de la fraction non dialysable et celui du polypeptide natif sont 
semblables sauf A 250 mp oh l'absorption de la premikre est nettement plus basse. 

Aprks 61 jours de dialyse, le 24% du poids de la saramycCtine engagCe dans 
l'exp6rience a dialysC. 

Alors que la partie dialysable est trks soluble dans l'eau, le materiel demeurC 
dans le sac de dialyse, une fois ramen6 sec, ne se redissout plus que difficilement 
dans l'eau, m&me ammoniacale. L'activitC antibiotique de cette fraction envers 
Puecilomyces variotis) est environ 100 fois plus faible que 1'activitC de la saramycktine. 

TraitCe par l'hydroxylamine dans les conditions fixCes par FEIGL [lo], la saramy- 
cCtine donne un hydroxamate (coloration rose-violette avec Fe3+). Nous en con- 
cluons A la pr6sence probable de fonctions ester. Pour confirmer leur existence, 
nous avons vCrifiC si par hydrolyse alcaline mCnagCe ou par hydrazinolyse, on 
provoquait une scission de l'antibiotique. 

4) Hydrolyse alcaline minagtee. La saramycbtine est dissoute dans de la soude 
caustique 0 , 0 4 ~  et cette solution est conserv6e A 25" f 0,1", 3 h. Apr&s neutralisation 
et acidification B pH 3,5, un prCcipitC se forme qui est recueilli, lavC et remis en 
solution aqueuse A pH 7. Cette solution est dialyske 6 jours A 4", contre de l'eau 
distill6e. L'eau de dialyse est renouvel6e toutes les 24 heures et dans le m&me temps 
le spectre ultra-violet de la fraction dialysable (fig. 7) est mesurC sur un volume 
aliquote. En 6 jours, le 16% de la quantit6 mise en ceuvre a dialys6; la vitesse de 
dialyse est donc ici relativement considCrable. 

8)  DCterminC par le Dr H. SCHOLER du dipartement de mCdecine de F. HOFFMANN-LA ROCHE & 
CIE, & Bsle, A qui nous adressons nos remerciements. 
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La fraction dialysable se distingue de la saramycCtine par son spectre UV. (voir 
fig. 7) et son poids molkculaire rkduit, mais elle lui resemble par la composition 
chromatophkrographique de ses hydrolysats chlorhydriques. 
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Nous constatons une parfaite concordance entre le spectre UV. de la partie 
dialysable de la saramyc6tine (voir fig. 6) et le spectre UV. du dialysable de ses 
produits de saponification alcaline (voir fig. 7). I1 est donc probable que l’anti- 
biotique subit en solution aqueuse, dans le sac de dialyse, une hydrolyse de fonctions 
ester libCrant un fragment dialysable identique & celui qui prend naissance au cours 
de sa saponification alcaline. 

5) Hydrazinolyse. Une suspension de saramycktine dans l’kthanol absolu contenant 
de l’hydrate d’hydrazine est chauffke & reflux durant 6 heures. Au cours de l’opC- 
ration, le polypeptide se dissout puis un prCcipitC de plus en plus abondant apparait. 
A la fin, on l’isole par centrifugation et kvapore le surnageant. Les deux fractions 
sont alors extraites par l’eau, oh elles se subdivisent en de nouvelles fractions (voir 
tableau V). 

Le 90 et le 95% resp. des fractions A, et B, (solubles dans l’eau) sont dialysables. 
Le spectre UV. des produits qui ont dialysk montre des bandes d’absorption & 
250 et 258 mp (fig. S), comme le spectre de la fraction dialysable des produits de 
saponification de la saramydtine, mais il marque en plus une absorption considCrable 
entre 216 et 220 mp. Cette dernibre bande d’absorption ne devient visible qu’aprhs 
une longue dialyse (44 jours), dans le spectre UV. de la partie dialysable de la saramy- 
cCtine. 
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Tableau V. Fractionnement des produits d’hydrazinolyse de la saranzyce’tine 

Hydrazinolyse de 300 nag 

Centrifugation du milieu alcoolique 

Surnageant alcoolique ( A )  Pre’cipitd (B )  
77 mg repris par I’eau 202 mg repis  par l’eau 

Fig. 8. Spectres U V .  de 
fractions dialy- 
sables de la 
saranzyciti ne 
hydrazinolysde, en 
fonction de la du- 
wie de la dialyse 

~ 45 h 
_----_ 117 h 

141 11 

Fraction A, 

Fraction B, 
4 j h  

. . . .  . . .  117 h 
F ~ o ~ ~ ~ ~ o ~ y D  141 h 

Tableau VI. Produits rdvC1Bs apr2s chromato-dlectrophor~se des hydrolysats de  diverses fractions 
d’hydrazinolyse de la saranzyce‘tine 

Fractions Produits d’hydrolyse 

dialysable de A, + + + + + 
dialysable de B, + + + + 

-4, + + + + + + + 
B2 + + + + + + 
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La composition en produits d’hydrolyse (HC1 6 ~ ,  105”, 18 h) des dialysables 
des fractions A, et B, et des fractions insolubles dans l’eau (fractions A, et B,) est 
indiquCe dans le tableau VZ (p. 671). 

On remarque la relative simplicit6 des hydrolysats des fractions dialysables de 
A, et B,. 

L’hydrazine rompt vraisemblablement des liaisons esters pour donner des hy- 
drazides et libCrer des alcools. I1 n’est pas exclu que les fractions A, ou B, soient 
les produits porteurs de la fonction alcoolique - en effet elles contiennent de la 
thrConine, mais sont exemptes d’acide aspartique - et que les fractions A, et B, 
reprksentent les parties carboxyliques ; elles renferment en effet de l’acide aspartique. 

6) Oxydation. Etudiant le comportement de la saramycCtine B l’oxydation dans 
les conditions oii la cystine et les thiazolidines sont dCja oxyddes, nous traitons 
l’antibiotique par de l’acide performique 8. -10”. Nous observons alors que le poly- 
peptide est fortement altCrB. Tous les produits d’oxydation obtenus sont trbs solubles 
dans l’eau 8. tous les pH. Leur spectre IR. met en Cvidence des fonctions sulfoniques, 
ce que confirme l’isolement d’acide cyst6ique dans leur hydrolysat chlorhydrique 
(fig. 9) (HC1 6 ~ ,  105”, 18 h). Cette oxydation rompt la saramycCtine en au moins 

?ig. 9. Chromatophdrogramme 
de l’hydrolysat chlor- 
hydrique (HCl, 6N, 
1 0 5 O ,  18 h) des produits 
d’oxydation de la 
saramycdtine. (Pour les 
abrCviations, voir 
fig. 2 )  
7 glycine (N), 
2 thrConine (N), 
3 proline (N),  
4 cystine (N, IP ,  NP),  
5 ac. aspartique (N), 
9 (N, IP, Fl), 
12 (Fl), 
ac. cyst6ique (N) 

8 fragments (v. fractionnement par Clectrophorbe 8. pH 6,5; fig. 10) qui sont facile- 
ment dialysables. Toutes ces fractions possbdent des poids molCculaires moyens 
tr&s voisins (1500 & 300) 3). L’oxydation semble donc scinder une liaison entre des 
tronGons de chaine de grandeurs mol6culaires assez voisines. 

Le spectre UV. de l’ensemble des produits d’oxydation ressemble beaucoup B 
celui de l’antibiotique natif ; toutefois le maximum 8. 300 mp se marque davantage. 
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Nous savons que celui-ci est attribuable au produit d'hydrolyse de la saramycktine 
dCsign6 par 9 dans le chromatophCrogramme (voir fig. 2). La purification et  l'analyse 
de cette fraction seront dCcrites ultCrieurement [13]. 

! .W7/N41 
Fig. 10. Phdrogramme (pH 6,5; 

1800 volts) des produits 
d'oxydation de la 
saramy citine 
Ab = absorption en UV. 
NQ = reaction bleue au 
naphtoquinone-l,2-sul- 
fonate-4 de sodium [4] 

L'Clectrophor&se a pH 6,5 sCpare 8 fractions du mClange des produits d'oxydation 
(fig. 10); elles sont rendues visibles sur le papier soit par absorption en lumi&re 
ultra-violette (taches sombres) (bandes SO-1 a SO-6) soit par rCaction avec le naphto- 
quinone-sulfonate de sodium (bandes SO-7 et SO-8) (couleur bleue). Par hydro- 
lyse ( H C ~ ~ N ,  105", 18 h) elles fournissent les composants BnumCrCsdans le tableauVII. 

Tableau VII. Prodzlits d'hydrolyse des fractions des produits d'oxydation de la saramyce'tilze, 
sPpart!es par ilectrophor2se d p H  6,5 

Fraction Caracthre 
Clectrochimique 

Produits d'hydrolyse 

so-1 neutre 
so-2 acide 
SO-3 acide 
SO-5 acide 
SO-6 acide 
SO-7 acide 
SO-8 acide 

ac. cystdique thrkonine 

+ 
+ 

+ + + + 
+ + + + + 

glycine proline ac. aspartique 9 6 
+ + + + + 
+ + + + + + + + + + 
+ + 

7) Dbsulfuration. L'hydrolysat chlorhydrique du produit de ddsulfuration au nickel 
RANEY [14] contient de l'alanine mais aussi de la cystine. Une partie des groupements 

43 
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de la saramycitine, qui engendrent de la cystine l’hydrolyse chlorhydrique, subsiste 
done aprbs la dCsulfuration. Celle-ci est accompagnke d’une dkgradation avec for- 
mation d’un corps dialysable qui, & l’hydrolyse chlorhydrique, fournit seulement 
de l’alanine, de la glycine et une substance de Rf et de mobilitk identiques & ceux 
de l’acide a-aminobutyrique. 

Le spectre UV. des produits rksultant de la dgsulfuration accuse une diminution 
importante de la bande d’absorption a 290 m,u; cela est dii A l’hydrogknation du 
produit isolC aprhs hydrolyse chlorhydrique de la saramycCtine, dCsignk par 9 dans 
le chromatophkrogramme de la figure 2 [13]. 

En 24 heures, le 32% du mklange de rkaction a dialysk, et en 48 heures, le 38°/0. 
Le produit dialysable form6 au cours de l’action du nickel RANEY peut rgsulter 

non seulement d’une hydrogknolyse mais encore dune  hydrolyse puisque on porte 
la solution a 1’Cbullition durant 6 heures pour la dksulfuration. Or, la saramycktine 
elle-mCme est d6j& altCrke, quoique tr&s lentement, en solution aqueuse, neutre, 
k 4”, durant la dialyse. Ni l’alanine, ni l’acide a-aminobutyrique (probablement 
prksent dans l’hydrolysat du produit de dksulfuration) ne se trouvent dans l’hydro- 
lysat de la saramycktine. Comme ces deux corps sont form& seulement pendant 
l’opkration de dksulfuration suivie d’hydrolyse chlorhydrique, on peut penser que 
leurs restes proviennent de la dCsulfuration de certains des restes cystinogknes de 

...... ...... ........ ......... ........ ucrr-um//iw .......... .......... 

I 0 ........ du&npeM ...... 

Fig. 11. Chromatophe‘rogramme 
de l’hydrolysat chlor- 
hydrzque (HCI, 6 ~ ,  @# 

105’,-18 h) de la frac- 
tion non dialysable de la 
saramycdtine apr2s 
essai de de‘sulfuration 
au nickel RANEY 
(Pour la signification 
des chiffres, voir fig. 2) 

la saramycCtine, engendrant de la cystine par hydrolyse. Quant 8. la partie non 
dialysable, c’est un polypeptide fournissant a l’hydrolyse chlorhydrique les acides 
aminks mis en kvidence chez la saramycCtine, mais en plus de l’alanine et un corps 
neutre, exempt de soufre et dont le Rf et la mobilitC ClectrophorCtique le placent 
au voisinage de la thrConine (fig. 11). I1 se distingue des autres acides aminCs par sa 
coloration rose ?I la ninhydrine, qui est t r h  stable. 
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Discussion 
Le poids molkculaire considkrable de la saramycktine (,- 14000) l’apparente aux 

protkines de petites dimensions. Cette grandeur est tout B fait inusitCe dans la classe 
des antibiotiques de nature peptidique. 

La saramycktine est un polyacide dkpourvu de fonctions basiques, et pourtant 
elle est trks soluble dans l’eau; cette propriktk suggkre que la molkcule n’est pas 
linkaire si l’on se ref&re au cas des acides polyaspartiques linkaires qui, eux, sont 
trbs peu solubles. 

La prksence de 8 restes de glycine et autant de thrkonine, de proline et d’acide 
aspartique (32 restes au total) laisse prkvoir la rkpktition de motifs oh s’inshrent 
au moins 46 restes cystkinoghnes (fournissant 23 restes de cystine) qui d’aprbs leur 
comportements chimiques (hydrolysabilitk, oxydation et &action avec Hgz+) s’ap- 
parentent aux thiazolidines. La somme des rbidus identifiCs (les fractions cystk- 
inogbnes sont reconnues par la cystine qu’elles produisent durant les hydrolyses 
acides) indique que le 35% du poids molkculaire de la saramycktine est reprksentC 
par d’autres constituants. Ceux-ci pour la plus grande partie sont formks des frac- 
tions dksignkes par 9 et 12 dans la figure 2. Nous les avons isolks des hydrolysats 
chlorhydriques de la saramycktine et purifiks par cristallisation ou par extraction B 
contre-courant; nous les appelons acides saramycktiques A, B, C et D. Indiquons 
qu’ils contiennent du soufre mais ne sont pas cystinoghes (ac. saramycbtique A: 
9,58% S, ac. saramycktique C:  17,12y0 S). La description de leur purification et 
de lenrs propriktds sera donnke dans un mkmoire ultkrieur [13]. Nous devons aussi 
inclure dans les 35% mentionnes plus haut, la fraction carbonylCe des hydrolysats 
chlorhydriques, qui fournit des hydrazones cristallisbes. 

Les restes cystinogbnes reprksentent le 39% du poids de l’antibiotique et sont 
avec les acides saramycktiques les elkments caractkristiques de la saramycktine. 

Quant aux liaisons caractkristiques, il faut compter, Q cBtk des liaisons pepti- 
diques normales, quelques liaisons esters, saponifiables et hydrazinolysables. 

Le comportement de la saramycktine B la dialyse est intkressant; dks le dCbut 
et continuellement par trbs petites quantitks, des fragments dktachCs du polypeptide 
traversent la paroi semi-perm6able (22% apr&s 66 jours de dialyse) ; or, le spectre 
UV. et la composition des acides aminks de l’ensemble de ces fragments sont iden- 
tiques au spectre UV. et B. la composition des acides aminks du dialysable (dialyse 
rapide) des produits de saponification de la saramycktine. On peut donc penser 
que durant la dialyse, la saramycktine subit une certaine dbgradation, probablement 
par hydrolyse de liaisons ester trbs labiles. Les raisons de ce phknombne ne sont pas 
connues, cependant la liaison hydrolysable pourrait Ctre stabilisCe par exemple par un 
cation, qui pourrait &re kloignk par la dialyse. 

La degradation oxydative du polypeptide est Cgalement instructive ; dans des 
conditions d’oxydation mCnagke, le poids molkculaire moyen des fragments de la 
saramycCtine tombe A environ 1500. Une skrie de fonctions sulfoniques sont alors 
formkes et rkparties dans au moins 8 fractions de mobilitbs diffkrentes. Les ruptures 
dnivent intervenir au niveau de constituants cystinoghes (cystkinoghes B. propre- 
ment parler) avec formation de groupements cystkyle et aldChyde (facilement 
oxydable). L’acide cystCique isolk des hydrolysats chlorhydriques tkmoigne de cette 
transformation. Si l’on admet que la scission oxydative s’effectue seulement sur 
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des constituants cystinoghes, on pourrait penser que ceux-ci sont rCpartis de 
faqon assez rCgulih-e dans la moldcule polypeptidique, puisque le poids molkculaire 
des produits obtenus est trks semblable. Toutefois, dans les conditions fixkes pour 
l’oxydation, tous les constituants cystinogknes de la saramycktine ne semblent pas 
participer 5 cette rkaction. 

Les analyses Clkmentaires de l’althiomycine [15] sont trks proches de celles de la 
saramycCtine. Cependant, le poids molkculaire de cet antibiotique est beaucoup 
plus petit[l6], 708 (distillation isothermique) que celui de la saramycktine, 14000 
(ultracentrifugation), et il n’est pas un polypeptide. Mais l’intQ&t de la comparaison 
de ces deux antibiotiques rCside surtout dans la nature des constituants soufrCs 
qu’ils contiennent. 

CRAM, THEANDER, JAGER & STANFIELD [16] ont Ctabli que l’althiomycine renferme 
un reste thiazole, que l’on trouve dans l’hydrolysat chlorhydrique ( 6 ~ ,  reflux, 24 h) 
partiellement sous forme d’acide thiazole-carboxylique. 

L’althiomycine contient Cgalement [16] un reste cystinoghe ; en effet, bien que 
ne posskdant pas de cystkine ou de cystine, son hydrolysat chlorhydrique ( 6 ~ ,  
reflux, 24 h) en renferme. Les m&mes auteurs situent ce reste chez l’althiomycine 
traitCe par l’anhydride adtique, dans une structure cystkine-oxazolone, du type : 

0 
CH,C’ ‘C=O 

II I I 
N 4 C H Z - - S - - C =  

H 

Ce reste cystinogkne n’est donc pas identique 2 ceux qui caractkrisent selon nous la 
saramycktine. 

Les premihres donnkes concernant la structure de la saramycktine appellent des 
informations suppldmentaires sur la nature des constituants cystinogcnes et sur 
celle des acides saramycktiques [13]. 

Partie experimentale 
Les differents lots de saramycetine (41 X-5019-C, 45 A,-69-A, 49 A,-132-A, 55 180-C) ont BtC 

mis B notre disposition par la Maison HOFFMANN-LA ROCHE B Bale. 11s ont une activit6 respec- 
tivement de 230, 210, 270 et 250 unites Paecilomyces par mg. 

I .  MBthodes analytiques (rdsultats voir tableau I) 
1) Composition qzlantitative en acides aminbe). 10 mg de l’antibiotique sont hydrolyses dans 

50 ml de HCl 6 ~ .  par 16 h de reflux. 3 mg de l’hydrolysat sont analysis selon MOORE, SPAKMAN 
& STEIN [17] avec le Technicon Amino Acides Analyser. 

2 )  Chromatographies et dlectrophordses sur papier. - 2 a) Hydrolysats chlorhydriques (chromato- 
dectrophordses) : Le rBsidu d’dvaporation d’un hydrolysat de 300 pg de produit (hydrolyse en tube 
capillaire par 30 pl HCl IN B 105”. 18 h) est depose sur une feuille b, chromatographie SCHLEICHER- 
SCHUELL 2043a l a d e ,  de 58 x 58 cm. La chromatographie (descendante) est faite b, l’aide de la 
phase l@re du systeme n-butanol-eau-ac. ac6tique (4 : 5 : 1). Aprbs desiccation de la feuille b, 
40”, 3. l’air, le chromatogramme est soumis dans la seconde direction 3. une ClectrophorAse 8. pH 2, 
sous 1800 V, durant 2 h 30. Le chromatophkrogramme rksultant est siche B 40” B l’air, puis 
examine en lumihre UV. (lampe de WOOD); on marque au crayon les taches fluorescentes ou 
sombres. Ensuite on rBvble selon les cas, les produits d’hydrolyse a) b, fonction aminCe primaire 
ou secondaire, B la ninhydrine (sol. B 1% dans du n-butanol contenant 1% d’acide acdtique) B 
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SO”, 10 min; ou b) 8. fonctions -S-S-, C-S-C, par l’acide iodoplatinique (4 ml d’acide chloro- 
platinique 0 , 0 0 2 ~  dans 0.25 ml d’une sol. de IK 1 M auxquels on ajoute 0,4 ml de HC1 1 ~ )  ; ou 
c) 8. groupes -SH e t  -S-S-, par le nitroprussiate de sodium, aprhs action rdductrice du KCN 
(rBactif A: 1,5 g de nitroprussiate de sodium dans 5 ml de SO,H, conc. +95 ml d‘ Bthanol e t  
10 ml d’ammoniaque 8 Z8%, on filtre l’insoluble; reactif B: 2 g de KCN dans 5 ml d‘eau e t  95 ml 
de mCthano1); ou d) B reste de proline, par l’isatine (100 mg d’isatine dans 50 ml de n-butanol 
contenant 5% d’ac. ac6tique) ; ou e) B fonction N-monomBthylamine, par le chlorure de p-nitro- 
benzoyle (sol. i 0,2% du rdactif dans le benzhe) ; avec ce reactif la glycine donne une coloration 
rose trks fugace alors que la thrConine se colore en rose-violet et l’acide cystbique, en violet; ou 
f )  8. fonction carbonyle, par la dinitro-2,4-phBnylhydrazine (sol. saturge dans HC1 1 ~ ) ;  ou g) k 
groupe rCducteur, par trempage dans une solution i 1% de nitrate d’argent dans l’acdtone, suivi 
d’une pulverisation d’une solution concentrde KOH alcoolique. 

2 b) ElectrophorBse de la saramycdtine: 10 mg de l’antibiotique sont deposes sur une ligne de 
5 cm, sur une feuille de papier WHATMAN no 3 de 15 em de large. L’Blectrophorise est faite k 
pH 6,5, sous 1800 V, durant 5 h. L’antibiotique est mis en Cvidence par chloration de ses fonctions 
imino-peptidiques, d’aprks la technique de REINDEL & HOPPEG) [3] ; 0,2 pmole d’ac. aspartique 
servant de tCmoin est d6pos6, sur la ligne de depart, de part et d’autre B 3 cm d’intervalle du 
dCpBt du polypeptide. Aprks l’Blectrophorkse, les deux bandes de cheminement de l’acide aspar- 
tique sont dCcoupies e t  r6vClCes B la ninhydrine, tandis que les bandes de cheminement de la sara- 
myc6tine sont introduites dans une enceinte chargee de chlore. La saramycdtine ne donne lieu 
qu’8 une seule bande; sa mobilit6 B pH 6.5 est rapportee 8. celle de l’acide aspartique. 

2 c) Electrophorise des produits d’oxydation performiqzle de la saramycktine. 12.7 mg du m6lange 
d’oxydation dissous dans 0,5 ml de tampon acetate de pyridinium, pH 6,5, sont dCposds sur toute 
la largeur (15 cm) d’une feuille de papier WHATMAN no 3. L‘Clectrophorhse se fait sous 1800 V 
(43 mA) durant 4 h. Les fractions sont localiskes par leur fluorescence en lumiere UV. (voir fig.10) 
ou par leur reaction avec le naphtoquinone-1,2-sulfonate-4 de sodium (voir fig. 10 e t  tableau VII) ; 
leur Clution par l’eau est prCcddBe de leur concentration dans la partie mBdiane du papier, in situ, 
puis l’extraction des produits est rCalisCe 8. partir de cette zone de concentration par une succion 
capillaire. L‘Clueur est c o n p  pour effectuer plusieurs extractions i la fois et 1’Bluat ne depasse 
pas 0,7 ml. Les fractions sont recueillies 8. l’dtat see aprks sublimation de l’eau sous 0,07 Torr. 

3 )  Rkaction du biuvet [7]. On dissout 5 mg de saramycdtine dans 0,25 ml d’eau et ajoute 
0,75 ml de soude caustique 1~ et 3 ml d’une solution de sulfate de cuivre B 20%. Apres homogCn6i- 
sation, la suspension est centrifugee et la couleur du surnageant est observie. 

4) Recherche de fonctions ester carboxylique [lo]. Dans un petit creuset de porcelaine, on im- 
prkgne 30 mg de saramycetine de 0,15 ml (3 gouttes) d’une solution Cthanolique saturBe de chlor- 
hydrate d’hydroxylamine, e t  de 0,15 ml de KOH alcoolique saturd. Le melange est chauff6 sur 
une t r h  petite flamme jusqu’h debut d’kbullition, puis aprks refroidissement, le milieu est acidifi6. 
(contr8le & la touche sur un papier indicateur) par HCl 0 , s ~ .  Aprb l’adjonction de 0.15 ml d’une 
solution de chlorure ferrique aqueux B 1%. une couleur rose-violet se dbveloppe dans le milieu. 
La saramycetine elle-m6me ne donne aucune coloration avec le chlorure ferrique. 

5) Recherche des fonctions amino primaires, secondaives et tertiaires. - 5a) Groupes primaires et 
secondaives. - Par la ninhydrine: 3 mg de saramycdtine en solution dans 0,05 ml d’eau sont dC- 
poses sur une feuille de papier 8. chromatographie SCHLEICHER-SCHUELL 2043a lav6. Apr& 
dessication cette feuille est aspergCe du reactif 8. la ninhydrine (voir I, 2a)) et mise 15 min dans 
une ttuve 2 90”. La reaction est nkgative. 

Par le naphtoquinone-7,2-sulfonate-4 de N a :  5 mg de saramycetine sont dissous dans 5 ml de 
soude caustique O , ~ N ,  et 2 ml de reactif i 2 % dam l’eau sont ajoutis. Aprks homogdnCisation, 
on observe la couleur de la solution qui demeure jaune clair, comme celle du timoin confectionnt 
seulement avec de la soude caustique 0 , l ~  et le reactif: reaction nCgative. 

Pay le fluoro-l-dinitro-2,4-bendne: A une solution de 2 mg de saramycBtine dans 1 ml de 
N(CH,), 8. 1 yo sont ajoutCs 3 ml d’6thanol contenant 0,Ol ml du reactif fondu. Aprks 2 h de repos 
i temptrature ordinaire, B l’obscuritk, on contr6le l’alcalinitd du milieu qui doit &re superieure 
k 9, et on l’extrait trois fois par son volume d’6ther. La solution aqueuse est ensuite acidifike, 
e t  la suspension rCsultante, extraite cinq fois par son volume d’ac6tate d’bthyle. Le precipit6 est 
centrifuge, lave et  sCch6; il est incolore. Aprhs hydrolyse chlorhydrique suivie d’une sCparation 
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chromato-Clectrophordtique (I Za)), on ne deckle aucune tache dinitroph6nylCe (examen du chro- 
matogramme en lumikre ultra-violettc). 1,’cxtrait acetate d’6thyle est amen6 8. sec, le dinitro- 
phdnol qu’il contient cst CliminC par sublimation. Le r6sidu est chromatographi6 sur couche mince 
de gcl de silice selon STAHL, avec du n-butanol saturC par de l’ammoniaque. On n’observe aucunc 
tachc dinitroph6nylCe. 

5 b) Growpes tertiaires. On introduit 100 mg de saramycktine dans un tube & centrifuger co- 
nique contenant 5 ml d’acide chlorhydrique 0 , l ~ .  Aprks avoir homogineisi la suspension et at- 
tendu 30 min k 25’ & 0,1”, le milieu est centrifuge & tempdrature ordinaire. 1 ml du surnageant, 
limpide, est prilev6 et titre au rouge de m6thyle par de la soude caustique 0 ,0098~.  Le virage 
se produit B 8,80 ml ce qui correspond exactement k une consommation de 1 HC1 par Na present 
dans la saramycetine mise en oeuvre (1,58% de sodium). L’antibiotique ne contient donc aucune 
autre base. 

6) Recherche des fonctions thiol et disulfure. - 6 a) Par le p-chloromercuri-benzoate de sodium 
( P C M B )  [12]. - Etalonnage par le chlorhydrate de cystdine: 25.0 mg de chlorhydrate de cyst6ine 
sont dissous dans l’eau, le p H  est amen6 8. 8.2 par addition de N(CH,), aqueux 8. 5% et le volume 
est amen6 8. 100 ml. 12,69 mg PCMB trks finement broy6 sont dissous dans 100 ml d’eau et le 
pH dc cctte solution est ajuste 8. 7. On pr6pare un tampon phosphate 0 , l ~  de pH 6.8. Pour le 
titrage, on rdserve deux blancs, l’un constitu6 par la cysteine sans PCMB et  l’autre par le PCMB 
sans cystiine, et poursuit 1’6talonnage k partir de 5, 10 et 15 pg dc chlorhydrate de cyst6ine dis- 
sous dans 2,5 ml de tampon phosphate puis recevant 0,5 ml de la solution de PCMB. Le vo- 
lume final de chacune de ccs solutions est amend ?i 3 ml. Leur densit6 optique k 255 mp est d6ter- 
min6e dans une cuve de quartz de 1 cm dans le spectrophotomktre BECKMAN DU. La somme de 
la valeur des deux blancs est soustraite de la densit6 optique dcs solutions de concentration crois- 
sante de chlorhydrate de cystkine. On peut ainsi Ctablir une courbe d’etalonnage qui se r6vble 
&tre une droite jusqu’h 20 pg. 

Essais avec la saramycdtine: recherche de fonctions -5-H: 4,17 mg de saramycetine sont dissous 
dans de l’eau et le pH de cette solution est amen6 8. 8,2 par 0,4 ml de N(CH,), B 5%. Le volume 
final est port6 8. 20 ml. Le dosage s’effectue sur 4 prises de 0,l ml de la solution de saramycgtine 
en suivant exactement la methode dCcrite plus haut. Les densitris optiques des solutions contenant 
la saramycetine et  le PCMB sont identiques aux densites optiques additionnCes des blancs PCMB 
et  saramyc6tine; la saramycetine ne contient donc pas de fonction thiol. 

Recherche de fonctions disulfure: 600 mg de saramydtine sont port& dans 30 ml d’eau et le 
pH est fix6 8. 8,2 par N(CH,), 8. 5%. D’autre part, on dissout 0,4 ml d’acide thioglycolique dans 
peu d’eau, amkne le pH 8. 8.5 par une solution de N(CH,), B 33% et porte lc volume 8. 5 ml par 
addition d’eau. Les deux solutions sont mClang6es. Aprks 2 h de repos 8. 25” 0,l” sous un cou- 
rant d’azote exempt d’oxygkne, la saramyc6tine est pr6cipitde B pH 2 par HC1 1 ~ .  On laisse la 
suspension se d6poser 8. 4” sous un courant d’azote exempt d’oxyghe. Le culot est is016 par une 
centrifugation 8. 18000 tours/min (ultracentrifugeuse SPINCO). I1 est lav6 4 fois par une solution 
de HC10,01~ prdalablement d6barrassCe d’oxygbne et sCch6 sous vide pouss6 & tempkrature ordi- 
naire (560 mg). 10 mg de ce r6sidu sont dissous dans de l’eau, le pH est port6 & 8,5 comme prCcC- 
demment et le volume final est amen6 & 50 ml avec de l’eau pr ide  d’oxygkne. Le dosage des fonc- 
tions thiol ayant pu se former par l’action rdductrice de l’acide thioglycolique est effectu6 sur 
4 prises de 0,l ml, comme indiquC immediatement plus haut. 11 encore, les densites optiques du 
milieu de rCaction avec le PCMB sont Cgales k la somme dcs densites optiques des blancs. La sara- 
mycCtine ne contient donc pas de fouction disulfurc. 

6 b) Par S-alcoylation et recherche de la S-car~oxy-me‘thylcystgine. La saramycetine (600 mg) 
est d’abord reduite par l’acide thioglycoliqne comme on vient de le d6crire. Le culot sec obtenu 
finalement (550 mg) est dissout dans l’eau, le pH est amen6 8. 8,O par N(CH,), 8. 5%. et  1.95 g 
d‘acide monoiodac6tique prealablement neutralis6 par N(CH,),, dans 15 ml d‘eau, sont ajout6s 
8. la solution. Lalcoylation Cventuelle se fait i tempCrature ordinaire durant 2 h (aprks 1 h, le 
pH est reajust6 8. 8,Z). Puis le pH de la solution est abaisse B 2, le pr6cipit6 form6 est recueilli par 
centrifugation, lave & l’eau et  sCch6 sous vide pousd; on obtient 450 mg de produit. 

3 priscs de 300 pug de ce r6sidu sec sont dissoutes chacune dans 10 p1 de HCl 6~ et ces solu- 
tions sont introduites dam des tubes capillaires en pyrex qui, aprks fcrmeture, sont port& dans 
une 6tuve B 105’ durant 18 h. L’hydrolysat, aprbs Climination de l’acide chlorhydrique dans le 



Volumcn 47, Fasciculus 2 (1964) - No. 74 679 

vide, est fractionne par chromato-6lcctrophor8se comme sous I 2 a). L’examen des chromato- 
pherogrammes montrc I’abscnce dc S-carboxymdthylcysteine dont l’emplacement a 8tC prgalable- 
ment Btabli avec un dchantillon synth6tique. 

6c) Par le nitropvussiate de sodium. 6 mg de saramycktine dissous dans 0,l ml d’eau sont 
dkpos6s sur une feuille de papier SCHLEICHER-SCHUELL 2043 a lad.  Un t6moin de 0,2 pmole de 
chlorhydrate de cystdine est depose sur la m&me feuille. On pulvkrise sur la totalitd de la fcuille 
successivement les reactifs B et  A ddcrits sous I 2a). Le temoin de cysteine donne une intense 
coloration rouge alors que la saramycetine ne reagit pas, m&me aprhs une attente trbs prolong&. 

7) Recherches des fonctions alddhyde dans les hydrolysats chlorhydriques. - 7 a) Par la dinitro- 
2,4-phe’nylhydrazine. 28 mg de saramycdtine sont hydrolysks 5 h 8. reflux avec 3 ml de HC1 6N 
sous courant d’azotc. L‘hydrolysat debarrasse des acides saramyc6tiques insolublcs cst partag6 
en 2 volumes kgaux. On ajoute au premier 0,04 ml d’une solution saturke dans HCl 1~ de dinitro- 
2,4-phCnylhydrazine; aprks quelques secondes, un prgcipitd de dinitro-2,4-ph6nylhydrazones 
commence 8. se former. A l’autre partic de l’hydrolysat, on ajoute 0,06 ml de C1,Hg 8. 5 %  dans 
l’eau ; un pr6cipit6 blanc volumineux (mercaptide) se forme, qui est kloignd par centrifugation 
aprhs attcnte dc 20 min 8. temperature ambiantc. On ajoute alors 0,04 ml de la solution dhydra- 
zine au centrifugat clair. Le precipitd d’hydrazones apparait rapidement comme dans I’expdrience 
prkcddente. 

En chromatographie en couchc mince sur gel de silice (n-butanol-eau-ac, acCtique ( 4 5 :  l)), 
le melange d’hydrazones donne deux taches jaunes (Rf. 0,70 et 0,74). 

Ce melange d’en tout cas 2 dinitro-2,4-phBnylhydrazoncs prCscnte en IR. les bandes d’absorp- 
tion caracteristiques suivantes: 1620 et 1695 (aromatique dinitrd), 1520 et 1337 cm-l (C-NO,), 
1705 cm-l (COO-). 

7b) Par le nitrate d’argent. 300 pg de saramycktinc sont hydrolysCs par HCl 6~ en tube ca- 
pillaire, 18 h 8. 105”. L’hydrolysat est chromatographi6 comme ddcrit sous I 2a. Le chromato- 
phCrogramme ainsi obtenu cst trcmp6 dans unc solution acCtonique de nitrate d’argent, puis dans 
du KOH alcoolique concentrk. Aprks quelqucs minutes h temperature ordinaire, on voit apparaitre 
deux taches noir-brun sur fond beige, correspondant aux taches 6 ct 10. 

8) Spectrophotomttrie. - 8 a) Dans l’ultrauiolet. On prdpare des solutions k O,OOZ% respective- 
ment de la saramycktine ou de ses produits de transformation, dans un tampon phosphate de 
sodium 0 , 0 6 7 ~  de pH 6,s .  Les dkterminations des dcnsitds optiques cntre 200 et  350 mp sont 
faites dans des cuves en quartz de 1 cm d’Cpaisscur dans le spectrophotomktre BECKMAN DU. 

8 b) Dans l’infrarouge. 1 mg de saramycktinc est disperse dans du KBr pour spectrophoto- 
mBtrie infrarouge, mis aimablement B notre disposition par la Maison MERCK i Darmstadt. La 
pastille cst confectionude selon la techniquc habituclle. Le spectrophotom6trc est le modble 21 
PERKIN-ELMER g) ,  

9) De’termination du poids moltculaire et de la constante de dijfusion par ultvacentrafugationS). 
L’operation a Btk mende dc 3000 & 48000 tourslmin avec une optique PHILPOT-SVENSSON et  un 
angle de 2 6 O ,  8. l’aide d’une ccllule de Pickels. 

10) De’termination des solubilite‘s. - 10a) Dans l’e‘thanol et Z’acide acdtzque aqueux O , ~ M .  Une 
suspension de 200 mg de saramycktine dans 2 ml de dissolvant dans un flacon avec bouchon rod6 
est portbe dans un thermostat de 25’ f 0.1” durant 4 h. 1-c recipient est agitC par intermittences 
durant cette pCriode. Ensuite, on pr6lkve 1 ml de la solution limpide surnageante, Bvapore cette 
prise et skche le residu & 78” sous 4. 

9b) Dans Z’eau b divers p H .  La saramycktine est trks soluble dans I’eau aux pH supdricurs B 4. 
Nous dkterminons la concentration de la saramycetine par mesure de la densitd optique B’225 m,u 
d‘une prise de 0.01 ml du surnageant dc centrifugation, dilude B 3 ml par unc solution de tampon 
phosphatc de sodium 0 , l ~  de pH 6,8. L‘Ctalonnagc d6montre que la densit6 optique 8. ce pH suit 
la loi de BEER-LAMBERT: densit& optiques pour 10 pg par ml: 0,130; 20 pg par ml: 0,260; 30 pg 
par ml: 0,385; 40 ,ug par ml: 0,517. 

Quatre ml d’unc solution agueuse contenant 41,25 mg de saramycCtine par ml est maintenue 
60 min ii 25’ 0.1”. hrsqu’on ajoute 0.02 ml de HC1 ZN, la solution cst tout justc OpalCSCCntC. 

Nous rcmerGions lc Prof. B. Susz (Dirccteur du Laboratoire de Chimic physique dc 1’UniversitC 
dc Gentwe) d’avoir aimablcmcnt mis le spcctrophotometrc 

Torr. 

notre disposition. 



680 HELVETICA CHIMICA ACTA 

mais aprhs introduction de 0,Ol ml de cet acide, le pH s'abaisse 8. 3.72 et on voit un precipitk se 
former. AprBs 30 min d'attente 8. 25' =t 0,l". on centrifuge le precipitd B 20000 tourslmin (ultra- 
centrifugeuse SPINCO) et  determine la concentration de la saramycktine sur une prise de 0 , O l  ml 
du surnageant limpide. On effectue les mCmes operations a p r b  avoir abaiss6 le pH 8. 3,6 et B 
2 9 ,  

11) De'termination de l'activite' antibiotique de la saramyce'tine 4, et de sa fraction non dialysable 
obtenue aprt?s 66 jours de dialyse dans l'eaua). L'organisme utilis6 pour ce test in vitro est le Paecilo- 
myces varioti [l]. 

11. MBthodes de transformation 

1) Dialyses. - l a )  Procddd ge'ndral. 100 mg de l'antibiotique sont dissous dans 10 ml d'eau 
distillee e t  le pH est port6 B 7 par NaOH 0 , l ~ .  Cette solution est introduite dans un tube de cello- 
phane pour dialyse VISKING de 20 mm de large, de 10 cm de long. Le tube est ferm6 aux extrC- 
mites e t  suspendu par celles-ci 8. un crochet mont6 sur un agitateur rotatif qui assure un mouvement 
circulaire lent, e t  plong6 dans 150 ml d'eau distillie de fa$on que les extrkmit6s du tube de dialyse 
ne soient jamais en contact direct avec le liquide. Le mouvement de rotation permet une diffusion 
plus rapide des fractions 6ventuellement dialysables. L a  dialyse s'effectue dans une chambre 
froide 8. 4". 

1 b) Saramycttine. L'eau de dialyse est renouvel6e A la fin des 24me, 48 me, 72me et  96me h, puis 
tous les 6 jours. On pr6lhve 3 ml de l'eau de dialyse pour determiner le spectre UV. de la fraction 
dialys6s &lafindes48me, 72me, 96me, 130me, 154me, 178me  h, puis toutes les semaines; durCe totale 
de la dialyse : 2 mois. Les solutions de dialyse sont concentr6es dans un Bvaporateur rotatif sous 
vide B 45" au fur e t  8. mesure de leur reception. Tous les residus obtenus sont finalement riunis 

1 c) Saramycttane pre'alablement traitte par l'acide thioglycolique et l'acide iodacdtique. 100 rng 
sont dissous dans de l'eau distillee, le pH est fix6 2 7 par une solution aqueuse B 5% de Pi(CH,), 
et le volume est compl6t6 tL 10 ml par de l'eau. La dialyse est effectuee comme indiqu6 en l a ) .  
L'eau de dialyse (150 ml) est changee selon l'horaire indiqu6 en l b ) .  Spectres CTV. de la fraction 
dialysde (voir fig. 12). I,e rksidu de tous les liquides de dialyse reprksente 55 mg. 

(23,6 mg). 

Fig. 12. Spectres U V .  d u  dialysable de b 
saramycdtzne aprls traitement 
rdducteur (ac. thioglycolique) , 
suiui d'un traitement alcoylant 
(ac. iodac6tique) 

Durdc de la dialyse: 
146 h 

41 h -----.- 164 h 
. . . . 75 h 188 h 

27 h _-___ 

2fO 250 300 mp 

Id) Saramycdtine hydrolysde par NaOH dilud. 163 mg du produit obtenu apr&s le traitement 
de la saramycdtine par de la soude caustique diluee (voir page 669) sont dissous dans 16,3 rnl d'eau 
e t  le pH est fix6 B 7. L a  dialyse se fait contre 225 ml d'eau distillee dans les conditions g6n6rales 
fixe'es (v. 1 a). L'eau de dialpse est renouvel6e la fin des 24me, 48me, 72*ne et 96me h. Les spectres 
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UV. de la fraction qui dialyse sont determines B partir de 3 ml h la fin des 24me, 48 me, 72 me, 96me, 
12Ome et  144me h. A la fin de la dialyse (144 h), 28 mg du produit ont dialys6. 

le) Produits d’hydrazinolyse de la saramycttine. 29 mg de la fraction A, (voir tableau VI) sont 
dissous dans 14,s ml d’eau et  dialyses contre 50 ml d’eau distillee dans les conditions gtinkrales 
d6jB donn6es. Le changement de l’eau de dialyse s’effectue B la fin des 21me, 46me, 118me et  143‘M h 
tandis que les prises pour les determinations spectrophotometriques sont prelevees B la fin des 
20me, 4Sme, 117me, 141me et  165me h. La quantitk de produit qui a dialys6 represente 27 mg. 

84 mg de la fraction B, (voir tableau VI) sont dissous dans 21 ml d’eau et  dialyses contre 
150 ml d’eau distillbe selon la). Le changement de l’eau de dialyse et  les pr6Bvements en vue des 
dkterminatious spectrophotomktriques sont effectues comme pour la fraction A,. A la fin de la 
dialyse (165 h) 77 mg de B, ont traverse la menbrane. 

1 f )  Produits d’hydrogdnation de la saramycdtine par le nickel RANEY. 515 mg sont dissous dam 
17 ml d’eau distillie et dialyses selon 1 a) contre 300 ml d’eau distillee. Aprbs 24 h de dialyse on 
obtient 165 mg de fraction dialysable, et aprBs 48 h en tout, 29 mg supplhentaires, ce qui reprC- 
sente au total 37,6% du produit engag6. 

2) Hydrolyses. - 2a) Chlorhydrique 5 , 7 ~ ,  d 105”, 7 8  h. 1 g de saramycBtine est port6 dans lOOm1 
de HC1 5 , 7 ~  (prepares B partir de l’acide chlorhydrique concentrk, purifii, pro analysi MERCK, 
et  d’eau distillbe sur quartz). La solution resultante est port6e B reflux dans un courant continu 
d’azote, durant 18 h. AprBs quoi, l’hydrolysat refroidi B temperature ordinaire est extrait 2 fois 
par 100 ml d’acitate d’6thyle. La phase organique contient des acides saramycetiques [13]. La 
phase aqueuse est amen6e B sec sous pression rkduite dans un Bvaporateur rotatif. Le residu est 
repris par 50 ml d’eau distillee e t  le liquide trouble qui en r6sulte est conserv6e B 4” pendant 48h. 
Une fraction insoluble s’est alors s6paree ; elle contient les acides saramycktiques insolubles dans 
l’acktate d’6thyle [13]. Toutefois, l’eau-mbre contient encore assez d’acide saramycetique A pour 
que celui-ci soit visible sur le chromatoph6rogramme (voir fig. 2 oh il est design6 par 9).  

2b) Chlorhydrique 5 , 7 ~ ,  Ci 705“, 5 h. L’hydrolysat final obtenu selon le mode ope‘ratoire d6crit 
sous 2a aprbs 5 h d’hydrolyse (privC de la fraction soluble dans l’acetate d’ethyle et de celle qui 
cristallise dam l’eau) donne l’image chromatophkrographique de la figure 4. 

2c) Chlorhydrique I ~ N ,  Ci 37”, jusqu’d 232 h. 1 g de saramycetine est introduit dans 100 ml 
d’acide chlorhydrique 12 N (acide chlorhydrique pro analysi MERCK). La solution est maintenue 
en flacon ferme B 37”. Des prises de l’hydrolysat renfermant I‘equivalent de 300 pg de saramy- 
c6tinesont pr6levbes B l a  fin des 16me. 24me, 40me, 48me, 64me, 72me. 96me, 160me, 168me, 184meet  
232 me h, diluCes par un volume d’eau et amenkes B sec. Chaque residu est fractionne par chromato- 
Blcctrophorbse selon I Za) (resultats, voir fig. 5).  

2d) Alcaline. 200 mg de saramyc6tine sont dissous dans 50 ml de soude caustique 0 , 0 4 ~ .  La 
solution est portee 3 h B 25” 5 0, lo .  A la fin de l’hydrolyse, le pH de la solution est abaiss6 ii 2 ;  
il se forme une suspension qu’on laisse reposer B 4’ pendant 17 h avant de la centrifuger i 4”. 
Le culot de centrifugation est lave par 15 ml d’acide chlorhydrique 0,Ol N puis s&h6 au vide nor- 
mal e t  finalement sous 8 * Torr. Ce produit nc donne plus de coloration avec l’hydroxylamine 
et le chlorure ferrique [lo]. 

3) Hydruzinolyse. 200 mg de saramycbtine sont port& dans 10 ml d‘alcool absolu contenaut 
0,6 ml d’hydrate d’hydrazine. La suspension est chauffbe B 80” durant 5 h. Elle devient d’abord 
limpide puis un precipite se forme et augmente jusqu’k la fin de 1’opCration. I1 est recueilli a 
tempdrature ordinaire par centrifugation; aprbs 2 lavages par de l’alcool absolu et dessiccation on 
obtient la fraction A (77.6 mg). La liqueur alcoolique est amen6e B sec sous pression r6duite 
dans un Cvaporateur rotatif. Son r6sidu est design6 par B (202,9 mg). La fraction A est reprise 
par 10 ml d’eau distillkc dans un tube B ceutrifuger conique et la suspension resultante est 
conservee B 25” & 0.1” durant 30 min. Aprks centrifugation B temperature ordinaire, le culot 
est l a d  B l’eau puis s&hB sous vide normal puis sous 8 . lo-* Torr. Cet insoluble est d6signb par 
A, (3 mg). L’eau-mkre est Cvaporee sec sous pression reduite dans un Cvaporateur rotatif: A, 

B est repris par 26 ml d’eau distill6e dans un tube B centrifuger conique, e t  la suspension 
resultante, gardee 30 min B 25” & 0,l”. AprBs centrifugation B temperature ordinaire, la fraction 
insoluble est lavie et sCch6e comme indiquC plus haut: B, (91 mg). L’eau-mBre amende i sec 
donne 116 mg d’un r6sidu B,. 

(73 4. 
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4) Oxydation. - 4a) Priearataon de la solution d'acide perforrnique. A 475 ml d'acide formique 
k 99% on ajoute 25 ml d'eau oxyg6nCe 8. 30 v01.x. Cette solution est laiss6e 40 min 8. temperature 
ordinaire puis refroidie A - 15". 

4b) Oxydation de la saramycttine. 500 mg sont dissous dans 36,5 ml d'acide formique B 99%. 
La solution est refroidie & - 10". On melange la solution d'acide performique (voir 4 a  A celle de 
la saramycCtine et conserve le melange B - 10' pendant 4 h. Aprks quoi son volume est port6 
k 2,5 1 par dc l'eau distill& pour ddtruire l'excks d'acide performique, puis on a m h e  la solution 
B sec sous pression rbduite, B 45", dans un Bvaporateur rotatif. La poudre resultante reprkente 
598 mg. 

5) Dtsulfuration. Une solution de 1 g de saramycdtine dans 80 ml d'eau distillCe est addition- 
nee de 7 g de nickel RANEY [14] puis chauffee 6 h & reflux dans un bain d'huile de 150". Aprhs 
refroidissement, le catalyseur est filtr6 e t  lavC B l'eau. La liqueur-m8re e t  l'eau de lavage r6unies 
sont CvaporCes & sec sous pression rkduite dans un Cvaporateur rotatif (517 mg; 51,7%). 

6 )  Comportement de la saramycc?'tine en prdsence de sels mercuriques. A unc solution de 10 mg 
de saramycetine dans 5 ml de tampon acetate pH 4,58 (0,2111) ou de tampon phosphate pH 6,40 
( 0 , 1 5 ~ )  on ajoute 1 ml d'une solution aqueuse k 2 %  resp. d'acetate ct de chlorure mercurique. 
II se forme rapidement un trouble qui se transforme en 15 min en un prCcipit6; celui-ci aprks 
quelquc temps se prcnd en gel. Lorsqu'on chauffe le melange 8. 50", l'apparition du pr6cipite est 
plus rapide. 

Ce travail a it6 rendu possible grLce au soutien g6n6reux de la Maison F. HOFFMANN-LA 
ROCHE & CIE, 8. Bble. Notre gratitude s'adresse aussi au D6partement de Chimie de HOFFMhNN- 

La ROCHE, Inc., Nutley, N. J.. qui a mis B notre disposition de la saramycktine purifi6e. 

SUMMARY 

Hydrolysis by strong hydrochloric acid degrades the antibiotic Saramycetin 
(= X-5079 C), discovered by BERGER et al. [l], with production of different sulphur- 
free amino acids and of two types of sulphur containing compounds: (a) large amounts 
of cystine (23 mol. for a molecular weight of 14000 for saramycetin) originated 
from at least 46 cysteinogenetic groups which are shown to be probably thiazolidinic; 
(b) acids containing heterocyclic sulphur, for which the name of saramycetic acids 
is proposed and which do not yield cystine by hydrolysis. 

By performic oxidation at -10°C saramycetin is cleaved into at least 8 fragments. 
The molecular weigt of all these fragments is about 1500 and each fragment yields 
by hydrolysis appreciable amounts of cysteic acid ; therefore it seems probable that 
the oxidative breakdown occurs at certain cysteinogenetic groups which seem to by 
approximatively equidistant in the primitive molecule. 

By mild alkaline hydrolysis the antibiotic is split into fragments part of which 
are dialyzable. The dialyzable ones behave like a dialyzable product which is slowly 
split from saramycetin in aqueous solution. Saramycetin giving a positive hydro- 
xamate-Fe3+ test (ester functions) the just mentionned splitting reactions are 
interpreted as resulting from hydrolysis of ester groups. 

Hydrazinolysis (in boiling ethanol) degrades the saramycetin molecule probably 
by splitting of ester functions). 

The association of a large number of peptidic groups with groups containing 
heterocyclic sulphur (cysteinogenetic groups and residues which do not yield cystine 
on hydrolysis) seems to be novel. 

Laboratoire de chimie organique et 
pharmaceutique de 1'UniversitC de Genkve 
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75. Regel zur Abschatzung der 
Aciditatskonstanten von Cyclohexancarbonsguren. Teil I1 [l] l) 

von C .  Pascual und W. Simon 
(11. 11. 64) 

Wie im Teil I [l] gezeigt wurde, lassen sich die pK&-Werte2) alicyclischer Mono- 
carbonsauren unter gewissen Voraussetzungen ausgehend vom pKGcs-Wert von 
Cyclohexancarbonsaure (pK& = 7,44) entsprechend der folgenden als Regel zu be- 
wertenden Gleichung abschatzen : 

I pKzcs = 7,44 + u . 0,25 + b . 0,22 

u: dnzahl 1 : 3-Wechselwirkungen 
b :  1 b = 1 : a-Me, Ringverkniipfung in c( i \ b = O : a - H  

l) Die Ziffern in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, Seite 688. 
2, Die pKifcS-Werte sind die negativen dekadischen Logarithmen von scheinbaren Aciditats- 

konstanten, die nach cinem friiher ausfiihrlich beschriebenen Standardverfahren im Losungs- 
mittelsystem 80 Gew.-Proz. Methylcellosolve/20 Gew.-Proz. Wasser bestimmt wurden. Vgl. 
SIMON [Z]. 


