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Ein neues antifungales Hexaenantibiotikurn. Hexarniycin, I 

Produktion, lsolierung und Reinigung des Hexamycins 

Von K. EISENBRANDT 

Mit 7 Abbildungen 

Inhaltsiibersicht 
Dcr Hexamycinbildner 4/122 gehort zur Gattung S t r e p t o m y c e s .  Fur  die Fcrmenta- 

tion erwies sich ein NLhrmedium mit Sojabohnenmehl am geeignetsten. Das Hexaenanti- 
biotikum wurde aus dem Myzel mit Methanol und aus dem Kulturfiltrat mit n-Butanol 
extrahiert. Nach Abtrennen eines ,,Mherloslichcn Antibiotikums" wurde das Rohprodukt 
mit Wasser extrahiert und durch CRAIG-Verteilnng im System n-Propanol- Ather - Was- 
ser (1 : 3: 3) gereinigt. Lyophilisation aus tert.-Amylalkohol fuhrte zu ciner gelben, amorphen 
Substanz. 

Polyenantibiotika sind Stoffwechselprodukte von S t re p t o my c e s - 
Arten mit 4, 6, 6 oder 7 konjugierten Doppelbindungen, die vorwiegend 
das Wachstum von Pilzen hemmen. Im J a k e  1950 wurde von HAZEN und 
BE OWN^) das erste Polyenantibiotikum, Fungicidin, isoliert. In den folgen- 
den Jahren hauften sich die Mitteilungen uber Neuisolierungen von Tetraen-, 
Pentaen- und Heptaenantibiotika. Die Zahl der Hexaenantibiotika blieb 
jedoch gering. Bisher wurden folgende Hexaenantibiotika beschrieben : 
Cryptocidin 2), Endomycin B 3), Flavacid4), Fradicin 5), ,,Fradicin-like-Anti- 
biotikum" 6), Mediocidin ') und Mycelin-IMO *) . Auf Grund abweichender 

~ _____.. 
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physikalischer und chemischer Eigenechaften werden Fradicin, ,,Fradicin- 
like-Antibiotikum" und Mycelin-IMO nicht zu den eigentlichen Makrolid- 
Polycnantibiotika gerechnet. 

I m  Rahmen phytopathologischer Untersuchungen mit Kulturfiltraten 
von AktinomyzetenstiLmmen wurde unsere Aufmerksamkeit a.u€ einen 
Hexacnantibiotikumbildner gerichtet. Es zpigte sich, da13 das von diesem 
Stamm produzierte Antibiotikum mit keinem der bisher beschriebencn 
identiscb war. In  einer kurzen Mittciluiig wurde bereits uber dieees Hexaen- 
antibiotikum, Hexamycin, berichtet 9). In folgendem sollen diese Unter- 
suchungcn ausf iihrlicher mitgeteilt werdeii. 

1. Hexamycinbildncbr 4jl22 
Uer Hexamycinbildner 4/12d wurde aus Bodenproben der Umgebung 

voii Ascherslebcn isoliert lo). Er gehort zur Stammsammlung des Instituts 
fur Phytopathologie, Aschersleben. 4/122 bildet auf Pepton-Glucose Agar 
ein weifigraues Substratmyzcl, dns nach etwa 8 Woclzen dunkelgrau wird. 
Abb. 1 zcigt das Wachstum des Aktinomyzetcn auf Hafermehlagau und in 
Emerskultur. Die elektronenmikroskopischc Aufnahme der Sporcn (Abb.2) 

Abb. 1 .  Wachstum von 
4jl22 auf .Hafermehlagar (a) 
und in Xahrlosung 29 in 
OberflLchenkultnr (b) 

Xbb. 2. Sporenanhaufungcn und Einzel- 
sporen von 4/122 bei 70OOfachcr VcrgriiBc- 
rung (Xufnahme H. 13. SCHMIDT) 

9) K. EISENBRANDT, Z. Chem. 7, 311 (19G7). 
10) Friiulein Dr. HEDWIG K ~ H L E R  mochte ich fur die Uberlassung des Stammes danken. 
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Nahr- 
losungen 

28 
29 

A-4 
A-7 
A-12 
A-S0a 

lafit an geradcn Sporentragern bischofsstabartige Ketten ovaler Sporen er- 
kennen. Nach vorlaufiger Bestimmung gehort 41122 zur Gattung S t r e p t o  - 
m yc  e s l1). Eine ausfiihrliche Mitteilung dariiber erfolgt an anderer Stelle. 

Verdiinnungen der Kulturfiltrate, bei 
der die Sporenkeimung von P u s a r i u m  
culm o r u  m vollstandig gahemmt wnrde 

1 : l O  
>1:60 
l:% 
1 : i 
1:5 
1 : .50 

2. Ermittlurig geeigneter Kulturbedingungen 
Zur Bestimmung geeigneter Kulturbedingungen wurden verschiedene 

im hiesigen Institut bereits fur eine grol3e %ah1 anderer Aktinomyzeten - 
stamme erprobter, komplexer Nahrmedien (28, 29, A-4, A-7, A-12 und 
A-20a) l2-I5) verwendet. 

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, wurde in Emerskulturen (25"C, 2 1  Tage) 
in Nahrlosung 29 und A-20a der meiste Wirkstoff gebildet. Nahrlosung 29 
enthielt zueiitzlich zum Sojabohnenmehl Fleischextrakt, dem eine fordernde 
W i r h n g  zuzukommen schien. Im Unterschied zu Nahrlosung 29 war im 
Nahrmedium A-20a gekeimter Hafer enthalten. 

Den zeitlichen Verlauf der Antibiotikumbildung in Emerskultur gibt 
Tab. 2 wieder. Die hochste Leistung erreicht 41122 in Nahrlosung 29 nach 
19 Tagen. Unabhiingig vom Nahrmedium wurde allgemein der meiste Wirk- 
stoff nach 18-22 Tagen gebildet. 
- ~- 

11) Hcrrn Dr. H. J. MULLBR danke ich fur die Unterstutzung bei dcr vorlaufigen Be- 
stiinrnung des Stammes und Herrn Dr. H. B. SPHMIDT fur die Anfertigung der elektronen- 
optischen Aufnahmen. 

12) H. KOHLER, Zbl. Brtkteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh. Hyg., Xbt. 11, 
115, 701 (1962). 

13) S. A. WAKSMAN, Chronica Botanica, Waltham, Mass., 1 (1950). 
14) D. R. WARREN, J. F. PROKOP u. W. E. GRUNDY, Antibiot. and Chemother. 5,  E; 

l5) W. A. Goss 11. E. KATZ, Appl. Microbiol. 5,  93 (1957). 
(1965). 
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Tabcllc 2 
A b h a n g i g k c i t  der  A n t i b i o t i k a m b i l d u n g  von  d e r  K u l t u r d a u e r  i n  
E m  c r s ku 1 t u r  e n  

Knltordauer 
in Tagen 

15 
1 ci 
1'1 
18 
19 
21 
22 
23 
24 
25 
27 
28 
29 
30 
31 

Verdiinnungen der Kirlturfiltrate, bei der die Sporenkeimung 
von F u  s a r  i n  In cul  m o r  u m  vollstiindig gehemmt wurde 

28 

1:6 
1 :5  
1:lO 
1:10 
1:25 
1:25 
1 : 2.5 
1:25 
1:23 
1:25 
1:25 
1:10 
1 : l O  
1:lO 
1:lO 

29 

1 : s  
1 :6  
1:s 
1 : 25 

>1:5O 
>1:60 

1:60 
1 : 60 

>1:50 
1 : B O  

>1:8 
1 : 60 
1 : 60 
1:25 
1:25 

NLhr 
A- 4 

1 : l O  
1:10 
1:10 
1 : l O  
1:10 
1:25 
1:25 
1 :25 
1:26 
1:25 
1: 10 
1: lO 
1 :5  
1 : 6  
1:6 

lung 
A-7 

1:6 
1:5 
1:s 
1:s 
1:6 
1:s 
1 : h  
1 :5  
1 : b  
1:6 
1:l 
1:l 
1 : l  
1:l 
3 : l  

8 -12  

0 
1 : l  
1:l 
I: 1 
1 : 6  
1 : 6  
1:h 
1:6 
I: 6 
1:6 
1:5 
1:6 
1: 1 
1 : l  
1: 1 

A-20a 

1:1 
1 :10  
1:25 
1:50 
1:50 
1 : 50 
1:50 
1:26 
1:25 
1:26 
1:10 
1:1 
1:1 
0 
0 

In Schuttclkulturen warm dio Nahrlosungeii 29 und A-4 annahernd 
gleicli gut (Tab. 3). Nach 6 bzw. 7 Tagen kam es zur optimalen Bildung 
des Antibiotikums. Fur die iibrigen Nahrlosungcn schwankte die Kultur- 
dauer zwischen 5 und 10 Tagcn. 

Tabcllc 3 
A b h a n g i g k c i t  der A n t i b i o t i k u m b i l d u n g  von  d e r  K u l t u r d a u e r  i n  S c h i i t t e l -  
kul t u r  e II 

Kult.urdaiier 
in Tagcn 

3 
4 
5 
G 
7 
8 
9 

1 0 
11 
12 

Verdunnungen der Kulturfiltratc, bei der die Sporenkeimung 

Nahrlosung 
von F u s a r i u m  c u l m o r u m  vollstandig gehemmt wirde 

23 

0 
1:1 
1: 1 
1:10 
1:10 
1:l 
1:5 
1:l 
0 
0 

28 

1:l 
1 : 10 
l,:% 
1:25 
1:10 
1 : 6  
1 : l  
0 
0 
0 

29 

1:6 
1 : 6  
1:26 
1 : 50 

>1:50 
1:60 

>1:60 
1 : BO 
1:6O 
1 : 60 

A- 4 

1:1 
1:6 
1:lO 
1 : l O  
1:50 
l :50  
1:50 
1:25 
I :I 
1:s 

A- 7 

0 
0 
0 
0 
0 
1:l 
1:s 
1:6 
1:s 
1:l 

A-12 

0 
0 
0 
0 
1:l 
1:1 
1 : 6  
1 : l O  
1 : h  
1 : 6  

- A-20a - 
0 
0 
0 
1:10 
1 : 60 
1:25 
1 : l O  
1:25 
1:5 
1:l 

5 - 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
1:1 
1:1 
0 
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Kulturdauer 
in Tagen 

Die Kulturbedingungcn fiir das Tieftankverfahren wurden in 6-1-Vier- 
halsruhrkolben ermittelt. Als Substrat diente Niihrl6sung 29, die sich bpi 
den bereits beschriebenen Fermentationen als die geeignetste erwiesen hatt e. 
Sie wurde mit 7 Tage alten Schiittelkulturen beimpft und beliiftet. I n  
Tab. 4 ist die Abhangigkeit der Wirkstoffbildung vom Luftdurchsatz und 
von der Kulturdauer dargestellt. Durch VergroBerung der Luftmenge von 
50 auf 300 l/Stunde wurde die antibiotische Aktivitat betrachtlich gestei- 
gert. Die Kulturflussigkeit erreichte nach 7- 8 Tagen ihre grol3te Aktivitat. 

Alle Fermentationen erfolgten bei 25-26 "C. 

Verdunnungcn der Kulturfiltrate, bei 
der die Sporenkeimung von F 11 s ar iu m 
oulmorum vollstandig gehemmt wurde 

Lift  (l/Stunde) 

4 1 ;  
5 1 0 

7 I 1:1 

9 I 1:l 

1 ;  

(i 0 

8 1:l 

10 
11 

13 I 

12 j 

0 
0 
0 
0 
1:l 
1:5  
1:5  
1:l 
0 

0 
0 
1:5 
1:6 
1:25 
1:lO 
1:25 
1:10 
1:lO 
1:10 
1 : l O  

0 
1:5 
1:s 
1:10 
1:26 
1:50 
1:50 
1:60 
l :% 

3. Isolierung des Rohproduktos 
Der Stamm 41122 bildete zwei verschiedene Antibiotika, ein ;,ather - 

losliches Antibiotikum" und ein Hexaenantibiotikum. Beide waren sowohl 
im Myzel als auch im Kulturfiltrat enthalten. Die Kulturbruhe wurde des- 
halb filtriert und Myzel und Kulturfiltrat wurden getrennt aufgearbeitet. 

Die Extraktion des Myzels erfolgte mit Methanol. Die gclbgefarbten 
methanolischen Losungen wurden im Vakuum zur Trockne gebracht-, der 
Ruckshand in wenig Methanol gelost und mit einem h;theruberschuB aus- 
gefallt. Das getrozknete Rohprodukt stellte eine gelbe amorphe Substanz 
dar, die bis zur weiteren Reinigung kuhl gelagert wurde. Zur Abtrennung 
des Antibiotikums aus den Kulturfiitraten diente n-Butanol. Zweimalige 
Extraktion war ausreichend. Die Butanolextrakte wur den im Vakuum ein- 
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S c h e m a  d e r  P r o d u k t i o n ,  l s o l i e r u n g  und  R e i n i g u n g  des H c x a m y c i n s  

1 Streptomyzet Stamin 4/122 1 
' Emers- und 

~ Submersverfahren 
J. 

I antibiotikumhaltige Kulturlijsung I 

Kulturfiltrat 

1 
Extraktion mit Me- (I:xtraktion mit n- 

Butanol, Einengen, thanol, Einengen, 
Fallen mit Ather Fallen mit Ather 

I I 

I / 

/'' 
\ 

J 
Antibiotikunirohprodukt 

J. 
4maligcExtraktion mit A t h n  

.1 
Riickstand in tert.-Aniylalkohoi 

loscn und Gmal mit Wasser waschen 

Eindampfcn und in n-Propanol- 
Ather - Wasser ( 1 : 3 : 3 ; 1% NaCI) losen 

c 
2. CRAIG-Verteilnng 

4 
Eindarripfen, in tert. -,hylalkohol- 

Wasser (2: I) 1 B ~ e n  mid C1--frci 
naschen 

.1 

4, 
Lyophilisation 
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gedampft und nach Losen des Riickstandes in Metha,nol mit Ather das 
Rohprodukt ausgefallt. Der Niederschlag wurde zentrifugiert und iiber 
CaCl, getrocknct. Das bioautographisch entwickelte Summenchromato- 
gramm des Butanolextraktes zcigt Abb. 3 [Losungsmittel von links nach 

Abb. 3. Summenchromrttogramm des 
Butanolextraktes 

rechts: Wasser (l), 20proz. NH,Cl-Losung ( 2 ) ,  50proz. Aceton (3), 100proz. 
Aceton (4), 90proz. Methanol (5), wassergestittigtes n-Butanol (6 ) ,  n-Buta- 
no1 -Methanol- Wasser (7), wsssergesiittigtes Athylacetat (8) und waeser- 
gesattigter Ather (9)]. Die Chromatogramme 4, 8 und 9 enthielten deutlich 
zwei verschiedene Antibiotika. Die Substanz mit dem R,-Wert um o 
(Chromatogramm 4, 8 und 9) stellt das Hexaenantibiotikum dar. 

Andere Mcthoden zur Abtrennung des Antibiotikums aus der Kultur- 
briihe wie Adsorption an a-Kohle und Aluminiumoxid sowie die Verwen- 
dung von Ioneiiaustauschern verliefen unbefriedigend. 

4. Reinigung des Rohproduktes 
Zunachst wurde das ,,atherlosliche Antibiotikum" mit Ather extrahiert. 

Es schlossen sich mehrere Behandlungen mit Wasser an, um hydrophile 
Verunreinigungen zu eliminieren. Danach wurde die verbliebene Substanz 
durch CRAIG-Verteilung in einem 50fachen GrundprozeS im System n-Pro- 
panol-Ather-Wasscr (1 : 3 : 3): 1% NaC1) weiter gercinigt (Abb. 4). Hier- 
fur stand eine automatische Apparatur zur Verfugung16). Die ermitt elte 
Vcrteilungskurve besafi 3 Maxima. Nach den UV-Spektren mufiten die 
Praktionen des mittleren Gipfels das Hexaenantibiotikum enthalten. Er- 
neute Verteilung der Hexaenantibiotikum-Praktionen im gleichcn Losungs- 
mittelsystem fiihrte zu einer symmetrischen Verteilungskurve mit nur einem 
Maximum (Abb. 5). Nochmalige Trennung in den Systemen n-Butanol- 
- - 
16) R. SEILER u. K. EISENBRARDT, Chem. Tcchn. 18, 369 (1966). 
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Athylacetat-Wasser und Chloroform-Methanol - 0,l  n Na-Acetat (2 : 2 : 1) 
zeigte gleichfalls nur einen Aktivitatsgipfel (Abb. 6 und 7). Das Summen- 
chromatogramm enthjclt nur eine aktive Substanz. 

~ 3 5 6 n m  
Irm 

Xbb. 4. 1. Vertcilung in n-Pro- 
pmol-Ather-Wasscr (I: 3:3) 

_ _ _  obere Phasc 
- untere Phase, 

Xbb. 6. 3. Verteilang in Chloro- 
form- Methanol-0,l n Na- 
dcetat  (2:2:1) 
- _ _  obere Phase 

Xbb. 5. 2. Verteilung in n-Pro- 
panol--ther--~~~asser (1: 3:3) 

untere Phase 
obcre Phase 

Abb. 7. 3. Verteilung in n-Buta- 
nol- Athylacetat-Wasser 
(1:1:2), obere Phase 
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Fur die Reinigung einschliel3lich Produktion und Isolierung des Roh- 
produktes wurde der im Schema dargestellte Weg beschritten. Die Ausbeute 
betrug 3- 4 mg Reinsubstanzll Kulturfiltrat. 

Experimenteller Teil 
1. Nlihrmedien 

20 g Agar, 1000 ml Wasser; p H  7. 
P e p t o n - G l u c o s e - A g a r :  5 g Pepton, 5 g BIgSO, - 7H,O, l o g  Glucose, 1 g KH,PO,, 

H a f e r m e h l a g a r ;  30 g Haferflocken, 20 g Agar, 1000 ml Wasser; p H  7. 
N a h r l o s u n g  23: 5 g Pepton, 10 g Glucose, 5 g Fleischextrakt, 5 g XaC1, 1000 ml 

Wasser; p H  7 , l  (WAPSMAB 1950). 
N i i h r l o s u n g  2 8: 5 g Pepton, 15 g Maisschrot, 5 g NaCI, 10 g Glucose, 1000 mI 

Wasser; pH 7,l  (WAKSMAN 1950). 
N a h r l o s n n g  29: 10 g Sojabohnenmehl, 10 g Glucose, 0,s g Liebigs Fleischextrakt, 

6 g NaCl, 1 g CaCO,, 1000 ml Wasser; p H  7, l  (WAKSXAN 1950). 
Nt ihr losung A-4: 10 g Sojabohnenmehl, 10 g Glucose, 5 g NaCl, 1 g CaCO,, 1000 ml 

Wasser; p H  7,l (WARREB, PROKOP und GRUNDY 1955). 
N a h r l o s u n g  A-7:  7 g Sojabohnenmehl, 20 g Glucose, 2,3 g Hefeextrakt, 4 g KCl, 

5 g (NH,),SO,, 8 g CaCO,, 0,4 g KH2P04, 1000 ml Wasser; pH 7, l  (WARREN, PROKOP und 
GRUNDY 1965). 

N a h r l o s u n g  A-12: 10 g Sojabohnenmehl, 10 g Dextrin, 20 g ,,cornsteep-liquor", 
5 g NaC1, 2 g CaCO,, 2 g K,HPO,, 1000 ml Wasser; p H  7, l  (Goss und KATZ 1957). 

N a h r l o s u n g  A - 2 0 a :  20 g gekeimter, gemahlener Hafer, 6 g Glucose, 10 g Dextrin, 
6 g NaCl, 5 g KH,NO,, 5 g CaCO,, 1000 ml Wasser; pH 7 ,2  (modifiziert von KOHLEE; 
WARREN, PROKOP und GRUNDY 1955). 

8. Mikrobiologisehe Teste 
Der Sporenkeimverdiinnungstest wurde entsprechend einer Vorschrift von KORLER 17) 

mit F u s a r i u n i  c u l m o r u m  (W. G. Sm.) Sacc. durchgefiihrt. Fur das bioautographische 
Entwickeln der Papierchromatogramme fanden Spiegelglasplatten, 25 x 33 em, und A h -  
miniumrahmen, 2,s X 20,5 X 29,s cm, Verwendung. Sie wurden im Trockenschrank 2 bis 
3 Stunden bei 150 "C sterilisiert. Auf die durch die Aluminiumrahmen begrenzte Flache 
wurde unter sterilen Bedingungen 300 ml auf 45-50 "C abgekuhlter Pepton-Glucose-Agar 
gegossen. I m  Pepton-Glucose-Agar befanden sich 5 ml Sporensuspension eincs F u s a r i u n i  
o u l m o r u m -  SchrLgrohrchens. Sobald der Agar erstarrt war, konnten die mit Kaltluft 
getrockneten Papierchromatogramme aufgelegt werden. Die abgedeckten Platten standen 
48 Stunden bei 25°C. An den Stellen der Papierchromatogramme, die das Antibiotikum 
onthielten, bildeten sioh Hemmhofe. 

3. Herstellung der Kulturflussigkeiten 
a) Emersverfahren: J e  500 ml der Nahrlosung 29 wurden in Penicillinkolben einge- 

fullt, mit Wattestopfen verschlossen und 4mal an aufeinander folgenden Tagen im Dampf- 
topf sterilisiert. Danach wurden die Niihrlosungen beimph. Hierfiir wurden 6-8 Wochen 

17) H. KOHLER, Einfiihrung in die Methoden der pflanzlichen Antibiotikaforschung, 
Skademie-Verlag, Berlin, 1956. 
2 J. prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 38. 
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a1t.e Schragrohrchenkulturen von 4/122 in 10 ml stcrilem Wasser aufgenommen und der 
Inhalt eines Rohrchens auf 2 Peiiicillinkolben verteilt. Sie wurden anschlieBend 19 Tsge bei 
25 "C bebriitet. 

b) Submersverfahren: Fiir die Herstellung von Schuttelknlturen wurden in 500-ml- 
Kochflasehen je 100 ml der NLhrlosung 29 eingefullt, mit Wattestopfen verschlossen und 
4mal im Danipftopf sterilisiert. Die niit 10 nil sterilem Wasser hergestellte Sporensuspen- 
sion einer SchriigrBhrchcnkultur von 4/12', reichte fur 5-6 Kolben. Danach erfolgto Gtiigige 
Fermentation bei 25 "C auf einer rotierenden Schuttelmaschine. Die Umdrehungsgeschwin- 
digkeit des Schiittelrahmens betrug 130 U/min. Die Tieft'ankfermentation erfolgte in G-l- 
Vierhalskolben bei 26 "C. dlle  Einzelteile wurclen im Trockenschrank boi 150 "C 3 Stunden 
aterilisiert. Das KulturgefSiB war niit KPG-Ruhrer, Thermometer, Einleitungsrohr und 
einer 30 cm langen. mit, Wat,t,e geffillten Raschigkolonne bestiickt. Bevor die von auBen 
durch eine \~asserst~rahlpumpe angesaugto Luft in  das GefaB gelangte, stromte sie durch 
eirien Rotamesser und eine mit Watte geftillte Raschigkolonne. Die Abluft passierte an- 
schliekiend einen weiteren Wattefilter und gelangte iiber eine WouLFFsche Flasche zur 
Wasserstrahlpumpe. nber den Hahn der \~OULFFschen Flasche konnte die Luftmenge regu- 
liert werden. Sterilisation von 5 1 der h'iihrlijsung 29 erfolgte in 6-I-Kolben im Dampftopf 
miter den ublichen Bedingungen. Nach Einfiillen murde sie niit 500 ml Impflosung, die in 
Schut.t,elkulturen 1iergest.ellt worden waren, beimpft . 

4. Isolierung und Reinigung dcs Hexaenantibiotikums 
Sowohl Emers- als auch Snbnierskulturen wurden durch Wattefiltcr gesaugt und an- 

schlicBend bei 8 "C an Papierfiltern gekla'rt. Znr Abtrennung des Myzels groBer AnsLtze 
diente der Kliirseparator SB1 dos VEB Separatorenba,u, Hainichen/Sa. rnit einem Schlamm- 
raum von 3 1. Die Cmdrehnngsgeschwindigkeit bctriig 9000 U/min. 

Das noch fenchte Myzel von 36 1 eines Schuttelansatzes wurde in 4 Teilen niit der glei- 
chen Menge Soesand im Morser zerricben nnd %ma1 rnit je 1 1  Methanol auf einer Schiittel- 
maschine cxtrahiert. Die gclbgefkrbten Extmkte wiirden filtriert und je 2 1 in 1-1-Kolben 
im Vakunm bei 20-30°C zur Trockne eingedanipft. Der Ruckstand wurde in 50-100 ml 
Methanol gelost, filtriert uncl mit der 5-6fachen Menge Ather dss gelbe Rohprodukt aus- 
geflillt. Die Proben stariden uber Nacht bei 1 "C, wurden zentrifugiert und der Ruckstand 
iibcr CaCl, im Vakunm getrocknet. Aus dem Myzel ron 35 1 Kalturflussigkeit konnten 
5-G g Rohprodukt erhalten werden. 

36 1 Kulttirfiltrat eines Schiittolkolbenaiisatzes wurden 2mal mit je  1 1 n-Butanol durch 
Sstiindiges Riihren extrahirrt. Phasentrennnng t ra t  nach mehreren Stunden ein. Nach der 
2. Extraktion muBte eine milchige Zwischenschicht zentrifugiert werden. Fur griiaere 
Ansatze diente hierfur der Milchsepwator BS 25 des VEB Maschincnfabrik Kyffhauser- 
hutte, Artern. Jeweils 2 1 Butanolext.rakt wurden in einem 1-1-Kolben im Vakuum bei 20 
bis 26 "C zur Trockne gebracht, in 60-100 in1 Met'hanol geliist, filtriert und mit 300-500 ml 
At,her das Ant.ibiobikumrohprodtikt ansgefilllt. Nach Zentrifugation und Trocknen uber 
CaCl, im Vakuurn konnten 3-4 g R80hprodukt/35 1 Kulturfiltrat erhalt'en werden. 

I n  260-ml-Rundkolben w-nrden 4 g Robsubstanz 4mal rnit je 40 nil Ather am Ruck- 
flu13 gekocht,. Zum Losen des Riickstandes dienten 40 ml tert.-Amylalkohol und 20 ml Was- 
ser. Nach Zentrifugation (2 Minuten bei 2500 g) nurde die waBrige Schioht verworfen und 
der Amylalkohol erneut, mit 10 rnl destilliertem Wasser geschiittelt. Der ProzeB wurde Gmal 
mit je 6 ml Wasser wiederholt, bis die waBrige Schicht farblos blieb. 

Die obere Phase wurde anschlieaend im Vakuum zur Trockne eingedampft und der 
Ruckstand in je 20 ml Unter- und Oberphase des.Systems n-Propanol-kher -Wasser 
(1:3:3; 1% NaCI) gdost. Beide Phasen waren gelb gefarbt,. Sie wurden filtriert und 10 ml 
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Unter- nnd Oberphase in das 3. und 4. Verteilerrohr eingefullt (Nr. 0). Die ersten zwei 
GefaDe enthielten je 10 ml reine Ober- und Unterphase, wkihrend sich in allen anderen Ver- 
teilerrohren nur Unterphase befand. Die Verteilung wurde nach 50 Schritten abgebrochen 
und die Extinktionen der oberen und unteren Phase bei 356 nm ermittelt. Die das Hexaen- 
antibiotikum enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, im Vakuum unter Stickstoff ein- 
gedampft und unter gleichen Bedingungen ein zweites Ma1 verteilt. Erneutes Eindampfen 
der entsprechenden Fraktionen unter Stickstoff fuhrte zu einem Ruckstand, der in tert.- 
Amylalkohol- Wasser (40: 20 ml) gelost und mit destilliertem Wasser chloridfrei gewaschen 
wurde. SchlieDlich erfolgte Lyophilisation. Die Susbeute betrug 30-40 mg pro 4 g Roh- 
substanz. 
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volleii Hinweise. Frau INKEN STOLLE danke ich fur die technische Assistenz. 
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