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Es wird der EinfluB der Ringstruktur,  der RinggrOBe und der 
Anzahl der N-Methylgruppen auf die mikrobiologische Aktivitgt  
der Enniat ine untersucht. Alle diese Faktoren scheinen fiir die 
Aktivit~it wichtig zu sein. 

The influence of cyclic nature, ring size and N-methyl groups 
on the microbiological activity of the Enniat ins  has been tested. 
They all plss~ an important  rSle for the full activity of these 
natural  products. 

iNachdem es uns im Verla, ufe der Arbei ten  auf dem Gebiete der 
Depsipeptide gelungen war, die Ant ib io t ica  E n n i a t i n  B 2 und  E n n i a t i n  
A s zu synthetis ieren,  war es yon  Interesse,  den EinfluI~ der N-~Ie- 
thylgruppe  auf die mikrobiologische Aktivit/~t niiher zu untersuchen.  
Wir  wghlten als Modellsubstanz das E n n i a t i n  B und  ersetzten dar in  
ein N-Methy]-L-valin naeh dem ~ndern  dureh L-Valin. Dadurch erhiel ten 

* Herrn Prof. Dr. H. Bretschneider zum 60. Geburtstgg gewidmet. 
3. Mitt.: P.  Quirt, R.  O. Studer tmd K.  Vogler, Helv. china, aeta 47, 

166 (1964). Die vorliegenden Ergebnisse wurden auszugsweise am VI. Euro- 
p~ischen Peptid-Syrnposium, 15.--20. 9. :[963, in Athen vorgetragen. 

e Pl.  A .  Platt,~,er, K .  Vogler, R.  O. Studer, P .  Quitt und W. Keller-Schier- 
lei~, Experientia [Basel] 19, 71 (1963) ; Pl. A .  Plattner, K .  Vogler, R ,  O, Studer, 
P.  Quirt und W. Keller-Schierlegn, I-IehT. ehim. acta 46, 927 (1963). 

s p .  Quirt, R.  O. Studer und K .  Vogler, HeN. ehim. a cta 46, 1715 (1963); 
P.  Quirt, R.  O. Studer und K. Vogler, 1. e. 47, 166 (1964). 
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wir die drei Verbindungen (Abb. 1) welehe als Mono-, Di- und Trides- 
methyl-Enniatin 13 bezeiehnet wurden. 

, / v~c  6'e, 

O i 
O O 
I ~R2  

Y -o~ Y 
) .  

Abb. 1. 

Enniatin B CHa CH3 CH3 
X I I  Monodesmethyl-Enniatin ]3 H CK3 CIt3 

X I I I  Didesmethyl-Enniatin ]3 tt  H CHs 
XIV Tridesmethyl-Enniatin ]3 H H H 

Ihr Aufbau erfolgte in der schon fiir das Enniatin B beschriebenen 
Weisc 2. Fiir das Tridesmethyl-Enniatin B (XIV) (Schema 1) wurde das 
Didepsipeptid I, das an Ste]le yon N-Methyl-L-valin L-Valin enth/ilt, durch 
zweimalige Kondensation zum offenkettigen Hexadepsipeptid VI ver- 
1/~ngert. J)as Hexadepsipcptid des Didesmethyl-Enniatin B (Schema 2) 
wurde durch Kupplung yon Z-N-Mcthyl-L-valyl-D-~-oxyisovalerians/~ure ~* 
mit der Tetradepsipeptidesterbasc V erhalten und dasjenige des Mono- 
desmethyl-Enniatin B (Schema 3) dutch Kondensation yon Z-L-Va]yl- 
I~-c~-oxyisovalerians/iure (II) mit der Tetradepsipeptidestcrbase des Enni- 
atins B 2. Nach Entfernung der Schutzgruppen mit HBr  in Eisessig er- 
folgte die Cyclisierung der drei Hexadepsipeptid-hydrobromide VII, IX  
und XI  in analoger Weise wie sie schon ffir Enniatin A und B beschrieben 
wurde. 

Die drei Verbindungen unterscheiden sich voneinander und yon 
Enniatin B namentlich in ihren Schmelzpunkten, den Debye--Scherrer- 
Diagrammen (Abb. 2) und in ihrem chromatographisehen Verhalten, wgh- 
rend die spezifisehe Drehung nut  fiir die Tridesmethylverbindung stark 
verschieden ist. 

Die antimikrobielle Wirkung der offenen Hexadepsipeptide VII, IX, 
XI  und der cyclischen Verbindungen XII,  XIII ,  XIV wurden im Vergleich 
zu Enniatin B, Enniatin A und dem offenen und cyclischen Tetradepsi- 
peptid-analogen 2 yon Enniatin B gegen Tuberkelbazillcn, Staphylokokken, 
Sareina lntea, Candida albicans und E. coli in vitro untersueht (Tab. 2). 
Wir nahmen das aktivste Pr~parat (Enniatin A) als Standard, setzten 
seine Aktivitgt willkiir:lich mit 100% ein und verglichen damit die Aktivi- 

* Z =--COOCH~_C6H5. 
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~< 

Mon~desmethy |  . 

Enniatin B 

_U 

Didesrnelhyl - 

Enniatin B 

____1 

1 

tt 
uo .~tog~ 

Tridesmethyi - I Enniatin B 

Abb. 2. Debye--Scherrer-Diagramme yon 1Kono-, Di- und Tridesmeghyl-Enaiat in B, 
Die Xufnahmen verdanken wit  Herrn  Dr. U. yon Ptanta alls tier physikalischen Abtei lung (Roche). 
S~o wurden mi t  einem Philips-g6ntgen-Goniometer P W  1050 und CuKa-StraMung aufgenommen 

t/t~ Yon Enni~ t in  ]3 und  seinen Derivaten.  E n n i a t i n  B ist gegel~ alle 
St/tmme 5--7real weniger aktiv als Enniatin A; die Na~ur der N-methy- 
lierten Aminos/iure spielt also keine unwesentliehe l~olle. Wird beim 
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Enniatin B ein N-Methyl-valin durch 
Valin ersetzt (Monodesmethyl-Ennia- 
tin B), so sinkt die Aktivits bei allen 
Sts um mehr als das Dreifaehe 
ab. Bei den meisten Organismen kann 
die Abnahme nieht genau bestimmt 
werden, weil bei der Priifung h6herer 
Konzentrationen die Hemmung ] n i t  

derjenigen yon Methanol, dem all- 
gemein verwendeten LSsungsmittel der 
Enniatine, interferiert. Lediglieh bei 
der sehr Enniatin-empfindliehen, apa- 
thogenen Sareina ]utea, wo mit niedri- 
gen Konzentrationen und somit niedri- 
gem, nicht hemmenden Methano]gehalt 
gearbeitet werden kann, ist eine Ab- 
nahme um mehr als das 16faehe naeh- 
weisbar. Nach diesem Test-Organismus 
iibt also der Austauseh yon einem 
N-Methyl-L-valin dureh ein L-Valin 
auf die Aktivit/it einen st/h'keren' Ein- 
fluff aus als der Austausch yon drei 
N-Methyl-L-valin (Enniatin B) dutch 
drei N-Methyl-L-isoleuein (Enniatin A). 
Den gleiehen Befund erhalten wit aueh 
bei der Aktivit/iCsbestimmung mit 
Tuberkelbazillen, sofern anstatt  des 
hoehaktiven Enniatin A das Enniatin B 
als Standard eingesetzt wird (Tab. 3). 
Monodesmethyl-Enniatin B ist in einer 
solehen Relation fund 30mal we]~iger 
aktiv als Enniatin B, w/~hrend, gepriift 
an Staphylokokken, die Aktivit~t nur 
um das Aehtfaehe absinkt. Bei den 
Staphylokokken bewirkt also die 
Einftihrung eines 5-Valins anstelle 
eines N-Methyl-L-valins praktiseh die 
gleiehe Aktivitgtsabnahme wie der 
Austanseh yon drei N-MethyI-5-isoleu- 
einresten durch drei N-Methyl-L-va]in- 
reste. 

Wird Enniatin B weiter des- 
methyliert, so sinkt die Aktivitgt 
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Tabel le3 .  1%ela t ive  A k t i v i t ~ i t  ( E n n i g t ,  in  ]3 = t 0 0 )  g e g e n  
T u b e r k e t b a z i l l e n  u n d  S t a p h y l o k o k k e n  in  A b h / i n g i g k e i t  

K o n s t i t u t i o n  
d e r  

Hexadepsipeptide 
Mycobacterium Staphylococcus 

tuberculosis aureus 
often cyclisier t often cyclisier t 

Enniat in  A 
Enniat in  B 
Monodesmethyl- 
Didesmethyl- 
Tridesmethyl-  
Tetradepsipept id 

(Enniatin B) 

8,4 580 < 13 683 
8,7 100 i 9,4 100 
8 2,4 7 12,3 
8 1,6 8 9,4 
7,8 0,9 6 5 

8,9 9 10 10 

gegen Tuberke lbaz i l l en  und  S t a p h y l o k o k k e n  geringfiigig, aber  s te t ig  
weiter .  

De r  EinfluB der  Ringgr6$e  auf  die Aktivit i~t  is t  aus d e m  Vergleich des 
cyclo-Tetradepsipeptides und  des cyc lo -Hexadeps ipep t ides  yon  Enn ia t i n  B 
(Tab. 3) ersicht l ich.  Das le tz tere  ist  f und  10real ak t iver .  

l~ber die Auswi rkung  des Ringschlusses auf  die A k t i v i t ~ t  g ib t  der  
Vergleich zwischen den  cycl ischen Verb indungen  und  deren offenket t igen 
Vors tu fen  AufschluB (Tab. 2, 3). F i i r  das  Te t r adeps ipep t id -ana loge  yon  
E n n i a t i n  B spiel t  der  RingschluB keine Rolle.  

Dasse lbe  gi l t  p r ak t i s ch  auch fiir die drei  Desme thy l -Hexadeps ipep t ide .  
Hingegen  ist  be im E n n i a t i n  A der  RingschluB yon  en tsche idends te r  Be- 
deu tung  ffir die Aktivit/~t.  E n n i a t i n  A ist  fund  70real ak t ive r  als seine 
of fenket t ige  Vorstufe,  w/ihrend be im Enn ia t i n  B der  gleiche Ef fek t  einen 

F a k t o r  yon  10 ausmach t .  
Zu i~hnlichen Ergebnissen  f i ihr ten auch die Un te r suchungen  yon  

Shem.yalcin 5 mi t  einer Reihe  yon  anderen  An~logen. 

Experimentel ler Teil e 

A. S y n t h e s e n  

1. Z- L- Valyl-D.u-oxy-isovaleriansi~ure-tert. butylester ( I )  

2,5 g (0,01 Mol) Z-L-Valin werden in 20 ml Pyridin  gel6st, auf 0 ~ gektihl~, 
mit  2,56 ml (0,02 Mol) Benzolsu]foch]orid versetzt  und 10 Min. bei 0 ~ gerfihrt. 
Darauf werden 1,74 g (0,01 Mol) ])-a-Hydroxy-isovalerians~ure-tert .  butylester  
zugegeben, 30 Min. bei 0 ~ und 2 ~ Stdn. bei Raumtemp.  geriihrt. Dann wird 
die L6sung auf Eis gegossen, mit  ~ the r  extrahiert ,  dieser mit  Citronens~ure, 

5 M. M. Shemyalcin, Yu. A.  Ovchinnikov, V. T. Ivanov, A. A.  Kiryush- 
]cin, G. L. Zhdanov und I.  D. Ryabova, Experient ia  [Basel] 19, 566 (1963). 

6 Die Schmelzpunkte wurden auf dem Ko]ler-Block best immt und sind 
korrigiert.  Die Analysenmuster  wurden 16 Stdn. fiber P205 bei 0,01 Torr 
und 50--80 ~ getrocknet.  
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5proz. NaHCOa-LSsung und Wasser  un te r  Eiszusatz  gewasehen,  iiber Na2SO4 
ge t roekne t  und eingeda.mpft. Das a nfal lende 01 wird an Kieselgel  ehromato-  
graphier t ,  wobei  das Didepsipept id  mi t  Benzol /Ess iges ter  (98:2) und BEnzol/ 
Essigester  (95:5) ex t rah ie r t  wird. Ausb. 3 g r (64~ [ ~ ] ~  ~ -- 4 ~ (c ~ 1,29, 
BEnzol). 

C22H3306N (407,5). Ber. C 64,84, I-I 8,16, N 3,44. 
Gel. C 65,06, I-I 8,43, N 3,55. 

2. Z-L- Valyl-D-a-oxy-i~'ovaleriansdure ( I1 )  

3 g (0,0074 Mol) Z-Didepsipeptideste,r  I werden in 100 ml  BEnzol gel6st. 
und m i t  300 mg p-Toluolsulfos/~ure 1 Stde. am R f e k f l u g  erhi tzt .  Da.rauf wird 
zm' Trockne  verdampf t ,  in ~ t h e r  gel6st und die Z-DidepsipEptidsfiurE mit. 
eiska]ter  5proz .  NaHCOa-L6sung ext rahier t .  Der  H y d r o g e n c a r b o n a t e x t r a k t  
wird sauer gestellt und mit ~'4ther ausgezogen. Dieser wird mit W~sser ge- 
waschEn, tiber Na2SO4 getroeknet und eingedampft. Die Z-Didepsipeptid- 
sgure wird aus _~ther/Petrol~ither umkristallisiert. Ausb. 2 g (77~ Sehmp. 
92--93 ~ [~.]~ = --9,3 ~ (c = 1,05, BEnzol). 

CIsH2506N (351,38). Be,r. C61,57, H7,17, N3,99. 
()ef. C 61,37, l{ 7,30, N 4,01. 

3. ~- Val!fl-n-~.-oxy-isovaleria~sdure-tert. b~tylester ( I I I  ) 

6 g (0,0148 Mol) Z-Dideps ipept ides ter  I werden in 100 ml Eise,ssig ge,15st 
und fiber Pd-Kohle  hydrier t .  NaEh der Hydr i e rung  wird yore Ka ta ly sa to r  
a bf i l t r ier t  und  e ingedampft .  Der  51ige B, f ickstand wird in AthEr gelSst und 
die, Didepsipept ides terbase  mi t  eiskalte,r 5proz. Citronens~ure ex~rahiert.  
Der  E x t r a k t  wird mi t  Na_gCO3 alkalisch gestell t  und die Didepsipept, idester- 
base mi t  Ather  ausgezogen. Die ~ther. LSsung wird mi t  ~ a s s e r  gewaschen,  
i iber Na~ S 0 4 get rocknet  und e,ingedampft. Ausb. 3,6 g ( 90 ~ o) O1. [ u] ~ = ~- 40, 9 ~ 
(c = 1,1, BEnZol). 

C14H2704N (273,36). Bet .  C 6t,50, I-I 9,95, N 5,12. 
Gef. C 61,44, H 9,63, N 5,21. 

4. Z -  L- Valyl-  D- ~- oxy-  isovaleryl- L- vaIyl- D- ~- O:Cy- isovaleriat~sdure- tert. 
butylester ( I V )  

3,1 g (0,088 Mol) Z-Didepsipept ids~ure  I I  werden in 50 ml  absol. :~t.her 
gel6st, bei 0 ~ mi t  2 g PC15 verse tz t  und 30 Min. bei 0 ~ ge r fh r t .  Darauf  wird 
zur Trockne ve rdampf t ,  in 20 ml  absol. ;4ther gel6st, und bei - -  15 ~ zu einer 
L6sung yon 2 , 4 g  (0,088 Mol) Didepsipept ides terbase  I I I  in 100 ml absol. 
:~tbEr und  3 ml  Tr i / i thylamin  get.ropft. Die LSsung wird 4 Stdn. be,i 15 ~ 
gerf~hrt und  danach  zur  Trockne verda.mpft.  Der  Ri icks tand  wird in )~thEr 
aufgenommen mad eiskalt  mi t  5proz. Citronens~iure, 5proz. NaHCO3-L6sung 
und ~Vasser gewaschen,  fiber Na2SO4 ge,trocknet und e ingedampft .  Das 
anfal lende 01 wird an  Kieselgel  chromatographier t ,  wobei  das geschi i tz te  
Te.tradepsipeptid mi t  Benzol /Ess iges ter  (95 : 5) und Benzol/Essiges~e,r (80- 20) 
e,luier~ wird. Das 01 kristal l is iert  unte,r Petrol~ither. Es  wird aus ~ the r /Pe t ro l -  
~itber umkris ta l l is ier t .  Ausb. 4,3 g (80~ SEhmp. 78 79 ~ [ ~ ] ~  -- @ 1t,4 ~ 
(e = 0,66, Benzol). 

C3~_Hs009N~_ (606,74). Be,r. C 63,35, H 8,20, N 4,62. 
(-~e,f. C 63,44, H 8,04, N 4,78. 



470 R . O .  Studer,  P. Quirt ,  E.  B6hni  und  If .  Vogler : [Mh. Chem.,  Bd. 96 

5. L - V a l y l  - D -  ~ - o x y  - i s o v a l e r y l -  L -  v a l y l -  D -  z. - o x y  - i s o v a l e r i a n s ~ u r e  - tert .  b u t y l -  

e s ter  ( V ) 

4,1 g (0,00675 Mol) Z-Te t radeps ipep t ides te r  IV werden in 100 ml  ~ thano I  
gelSst und  fiber Pd -Koh le  hydr ier t .  Naeh  der Hydr i e rung  wird yore  Ka~aly- 
sator abfiRriert ,  e ingedampf t  und  in Athe r  gelSst. Die Tet radeps ipept id-  
esterbase wird mi t  eiskalter  5proz. Citronens/~ure ausgesehfit tel t ,  der E x t r a k t  
mi t  Na~CO3 alkalisch gestel]t und  die Base mi t  A the r  aufgenommen.  Dieser 
wird mi t  Wasser  gewasehen,  fiber Na~SO4 ge t roekne t  und e ingedampft .  
Ausb. 2,9 g (91%). [~]~)~ = + 38 ~ (e = 1, Benzol). 

C24~4407~T 2 (472,6). Ber.  C 60,98, H 9,38, N 5,92. 
Gel. C 61,00, H 9,13, N 5,88. 

6. Z - ~ -  V a l y l - D - ~ - o x y - i s o v a l e r y l - L - v a l y l - D - ~ - o x y - i s o v a l e r y l - ~ - v a l y l - D - ~ - o x y -  i so -  

v a l e r i a n s ( ~ u r e - t e r t ,  b u t y l e s t e r  ( V I  ) 

1,6 g (0,0045 Mol) Z-Didepsipept ids~ure  I I  werden  in 20 ml  absol. :~_ther 
gel6st, bei 0 ~ mi t  1 g PC15 verse tz t  und 30 Min. bei 0 ~ gerfihrt.  Darauf  wird 
zur Troekne  ve rdampf t ,  in 30 ml  absol. ~ t h e r  gelSst und bei - -  15 ~ zu einer 
L6sung yon  2,15 g (0,0045 Mol) Tet radeps ipept ides terbase  V in 100 ml  absol. 
:~[ther und 1,2 ml  Tr i~ thy lamin  getropft .  Die Reak t ionsmischung  wird nach 
4 Stdn. bei - -  15 ~ gerfihrt  und  darauf  zur  Troekne ve rdampR.  Der  ]~fieks~and 
wird in J~ther gelSst, m i t  5proz. Citronens~ture, 5proz. NaHCOa-L6sung und  
Wasser  un te r  Eiszusatz  gewaschen,  fiber Na~SO4 ge t rocknet  und eingedampft..  
Das anfal]ende 01 wird an Kiese]gel gereinigt ,  wobei  das gesehfitzte Hexa-  
depsipept id  VI  mi t  Benzot /Ess iges ter  (2~o, 5%, 20% Essigester) eluiert  wird. 
Ausb. 2,9 g 01 (79%). [~]~)~ = ~- 33,1 ~ (c = 1,06, Benzol).  

C42H6vOr~Na (805,9). Ber.  C 62,58, I-t 8,38, N 5,21. 
Gel. C 62,58, t t  8,33, N 5,24. 

7. L- V a l y l - D - ~ - o x y - i s o v a l e r y l - L - v a l y l - D - ~ -  o x y  - i s o v a l e r y l -  L -  v a l y l  - D - ~ - o x y  - i so-  

v a l e r i a n s S u r e . h y d r o b r o m i d  ( V I I )  

2,1 g (0,0026 Mol) geschfitztes Hexadeps ipep t id  VI  werden  in 3 ml  Eis- 
essig gelSst, m i t  5 ml  HBr /Eisess ig  (gesi~tt.) verse tz t  und  5 Stdn. be[ ~ a u m -  
temp.  geschfit telt .  D a n n  wird 30 Min. im Wasse r s t r ah lvakuum entgast ,  bei 
30 ~ zur  Trockne  v e r d a m p f t  und  der 51ige ~ i i c k s t a n d  verschiedene Male mi t  
Pe t ro l~ ther  gewasehen und dekantier~. Darauf  wird das I- tydrobromid dreimal  
aus Ess iges ter /Pe t ro l~ther  gef~llt. Ausb. 1,5 g (830/0). [~]')D ~ = - -  7,1 ~ (c = i,09, 
-~thanol). 

C30H54010NsBr (696,67). Ber. N 6,03, Br  11,47. 
Gef. N 6,24, Br  11,61. 

8. Z - N - ~ Y l e t h y l - L - v a l y l - D - Z ~ - o x y - i s o v a l e r y l - L - v a l y l - n - ~ - o x y - i s o v a l e r y l - L  - v a l y t -  D- 

~ - o x y - i s o v a l e r ~ a ~ s ( ~ u r e - t e r t .  b u t y l e s t e r  ( V I I I )  

2,7 g (7,4 mMol) Z-N-Methyl-L-valyl-D-~-oxy-isovaleriansi~ure 2 werden  
in 30 ml  absol. ~ t h e r  gelSst, auf 0 ~ gekiihl t  und  nach  Zusatz von  1,68 g 
(8,1 Mol) PC15 30 Min. bei 0 ~ gerfihrt.  Darauf  wird das S~ureehlorid bei 30 ~ 
im Vak.  zur Trockne  ve rdampR,  in 30 ml  absol. ~ t h e r  gel6st und  tang- 
sam zu einer LSsung yon  3 ,5g  (7,4mMol)  L-Valyl-D-~-oxydsovaleryl-L- 
valyl-D-~-oxy-isovaler ians~ure- ter t ,  bu ty les te r  V und  1,7 ml  (12,3 mMol) 
Tr i~ thy lamin  in i00 ml  absol. ~ t h e r  bei - - 1 5  ~ getropft .  Dann  wird noch 
4 Stdn. weitergerfihrt ,  wobei die Temp.  al lm~hlieh auf 0 ~ ansteigt ,  mi t  300 ml 
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-~ther verdtinnt, mib 5proz. Citronens/~ure, 5proz. NaHCOe und Wasser 
unter stetem Eiszusa.tz ausgewasehen, iiber Na2SO4 getroeknet und einge- 
dampft. Die Chromas an Iiieselgel Iiefert in der Fraktion Benzol/ 
20proz. Essigester 2,8 g (46~ 61iges, gesehfitztes Hexadepsipeptid. [~]~i ~ = 
-- 13,7 ~ (c = 0,97). 

C43H~9Ot2N3 (820,0). Ber. C 62,98, In[ 8,48, N 5,12. 
GeL C 63,12, H 8,52, N 5,10. 

9. .\~- M e t h y l -  L-  valyl-D-~-oxy-isovaleryl-L-valyl-D-~-o:cy-isovaleryl-I~-valyl-o-~. 
oxy-isovalerians(~ure-hydrobromid ( I X )  

2,4-g (2,9 mMol) gesch/ibztes Hexa.depsipeptid VII I  werden in 3 ml Eis- 
essig (ges~tt.) versegz~ und 4 Stdn. bei !~a.umtemp. ~ufbewahrt. ]:)ann wird 
15 Min. im Wassers~rahlvakuum ent.gast und bei 30 ~ zur Troekne verdampf~. 
Der 61ige RiAekstand wird dreimal mit Petrol~ther ausgewasehen unter jeweili- 
ger Dekantiemmg. Das Hydrobromid wird zum Sehlug dreimal aus Essig- 
ester/Petrolather gefgllt, abgenutscht, mit Petrol~ther gewasehen und ge- 

O ! ~ - -  . trocknet. Ausb. 1,7 g (83/o). [u]~' 4.6 ~ (e = 1, Athanol). 

Ca~H560~0NsBr (710,7). Ber. C 52,38, H 7,94, N 5,91. 
Gel. C 52,07, H 7,87, lX" 5,98. 

l tt. Z . L - Valyl~)~a~xy~is~vale~y~N~methyl`L~valyl~D~c~.~x/~i~valeryl~N~met7~ ~JL 
L-valyL D- u-oxy-isovaleriansSu~e-tcrt,,  b~ty~ester ( X ) 

3,51 g (0,01 ~iol) Z-L-Valyl-1)-~-oxy-isovalerians/~ure I I  werden in 80 ml 
a bsol. J~ther gel5st und bei 0 ~ mit 2,2 g (0,011 N[ol) PC15 30 Min. magne- 
tisch gerfihrt, wobei eine Mare L6sung entsteht. Nachher wird zur Trockne, 
verdampft, in 50ml  absol. ~ ther  gelbst und zu einer auf - - 1 5  o gek(ihlten 
LSsung von 5g  (0,01Mol) N-Methyl-L~valyl-D-~.-oxy-isovaleryl-N-methyl- 
~-valyl-D-u-oxy-isovalerians~ure-tert. butylester 2 in 100ml absol. Ather 
und 2,1 ml (0,015Mol) Tri~thylamin getropft. Nach 3 Stdn. Rfihren bei 
- - 1 5  ~ wird mit 200 ml Ather verdfinnt und mit eiskalter 5proz. Citronen- 
s~iure, eiskalter 5proz. NaHCO3-L6mmg und Wasser gewaschen, fiber Na2S04 
getrocknet und eingedampft. Das anfallende 01 wird an I4ieselgel ehromato- 
graphiert, ~obei das geschiitzte Hexadepsipeptid ;nit Benzol/Essigester 
eluiert wird. Ausb. 7,8 g (93O/o) 01. [~]~  = - -  90,7 ~ (c = 1,1). 

C44HT~OIs (834,0). Ber. C 63,36, H 8,58, N 5,04. 
Gef. C 63,41, H 8,72, N 4,88. 

11. L-  Va ly l -  D- ~-oxy-isovcderyl-N-methy~-L-valyl-D-a-oxy ~ isoval~ryl - N - mvthyl-  
L-valyl-D-~-oxy-~sovalerians~ure-hydrobromid ( X I  ) 

6,2 g (0~0073 Mol) Z-Hexadepsipeptidester X werden in 10ml Eisessig 
gelSst, mit 15 ml HBr/Eisessig (ges~tg.) versetzt und 6 Stdn. bei Raumtemp. 
geschiittelt. Darauf wird 15 Mira ira Wasserstrahlvakuum entgast und bei 
30 ~ zur Trockne verdampf~. Der R.iickstand wird dreimal mit Petrol~ther 
gewaschen und dieser jeweils dekantiert. Darauf wird das Hydrobromid 
dreimal aus Essigester/Petrolfither gef~llt. Ausb. 4,8 g (90~o). [a]~ 3 = --70,8 ~ 
(c - I, A-thanol). 

Ca2HssN3010Br (724,7). Bet. C 53,03, IX[ 8,07, Br 11,03. 
Gef. C 53,19, H 8,17, Br 10,75. 
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12. Cyclisierur~g der Hexadepsipeptid-hydrob~'omide (XI I ,  X I I I ,  X I  V) 

Alle drei t texadepsipeptid-hydrobromide VII,  I X  und X I  wurden auf 
gleiehe Weise cyclisiert. FOr die Cyelisierung yon VII  zu XIV wurde Benzol 
verwendet, w/~hrend zur Herstellung der S~urechloride yon I X  und X I  und 
zu deren Cyclisierung zu X I I I  und X I V  CHCla gebraueht wurde. Jeweils 
0,5mMol des entsprechenden Hexadepsipeptid-hydrobromides wurden in 
l0 ml Benzol (CHC13) suspendiert und bei 0 ~ mit 125 mg (0,6 mMol) PC15 
versetzt. Die Suspension wurde 30 Min. in Eis und 31/2 Stdn. bei Raumtemp.  
gerOhrt, wobei eine klare LSsung entstand. Ansehliegend wurde bei 30 ~ zur 
Troekne verdampft  und das S~urechlorid in 1,8 1 Benzol (CHC13) gelSst. 
Unter  kr~ftigem Rfihren wurde innerhMb 30 Min. 1,42 ml (0,01 5iol) Tri- 
~thylamin in 500 ml absot. Benzol (CHC13) zugetropft und die L6sung 18 Stdn. 
bei l%aumtemp, aufbewahrt. Dana wurde zur Trockne verdampft,  der 1%tick- 
stand in Essigester aufgenommen und dieser mit  eiskMter 5proz. Citronen- 
si~ure, eiskalter 5proz. NaHC03-LSsung und Wasser gewaschen, fiber :Na2SO4 
getrocknet und eingedampft. Der 1%fickstand wurde an Kieselgel ehromato- 
graphiert, wobei die cyclischen Hexadepsipeptide mit  Benzol/Essigester (1 : 1), 
Essigester und J~ther eluiert wurden. 

Das anfallende Tridesmethyl-Enniatin B (XIV) konnte direkt aus Metha- 
nol/Wasser analysenrein erhalten werden. Ausb. 30% d. Th. 

Im Falle des ?r und des Didesmethyl-Enniatin B wurde zuerst 
sublimiert und anschlieBend aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Die Ausb. 
betrugen je 20%. 

Die analytisehen Daten der drei cyclisehen Hexadepsipeptide sind in 
der Tab. 1 zus~mmengefagt und mit Enniat in verglichen. 

B. M i k r o b i o l o g i s e h e  3 l e t h o d i k  

FOr die nephelometrisehen Aktivit~tsbestimmungen mit den Test-Organis- 
men Staphylococcus aureus 6538 P (209), Sareina lutea 1%o 1053 b und 
Eseheriehia eoli 1346 verwendeten wir Penassey-Bouillon (Difeo Code 0243-02). 
Diejenigen mit  dem Tuberkelbazillenstamm H 37 1%v fOhrten wit auf dem 
Nfihrmedium nach Dubos mit Tween 80 und bovinem Albumin und diejenigen 
mit  der Hefe Candida albieans auf Sabouraud-Bouillon (Difco-Code 0429-01) 
dutch. Die V0rkulturen ffir die Inoeula wurden auf denselben Nii.hrmedien 
angelegt und waren bei ihrer Verimpfung iIa Falle der drei erstgenannten 
Mikro-Organismen und der t tefe 15 Stdn. gewaehsen bei 37 ~ C; die Tuberkel- 
bazillen brfiteten wir mindestens 3 Woehen bei 37~ vor. Von jeder Kultur  
wurden gleiehviel Keime verimpft, ca. 170 000 pro ml Ni~hrmedium. Das 
Gesamtvolumen pro Reagensglas betrug 5 ml N/~hrmedium. 

Die Enniatine wurden in Mengen von 1--2 mg in Methanol gelSst und 
mit dem entspreehenden Nfihrmedium auf diejenigen Ausgangskonzentratio- 
nen verdfinnt, die am geeignetsten waren, um die 8--10 Konzentrationsstufen 
abzupipettieren, die for den betreffenden Mikro-Organismus naeh 15stdg. 
bzw. 14t~giger Bebrfitung (I-I 37 1%v) Konzentrations-abh~ngiges Waehstum 
gewiihrleisteten. FOr Enniatin A lagen diese Bereiche zwisehen 0,2 bis 2,5 ~, 
pro 1%eagensglas (Sareina lutea), 2 bis 4y pro 1%eagensglas (H 37 1%v), 4 bis 
10 • pro 1%eagensglas (Staphylococcus aureus), 10 bis 20 y pro 1%eagensglas 
(Candida albieans) und 8 bis 30 ~, pro 1%eagensglas (Escherichia eoli). Fiir 
Enniat in B und die fibrigen Derivate bewegten sie sieh gem~B ihrer niedri- 
geren Aktivi t~t  in entspreehend h6heren Konzentrationen. Die Grenz- 
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konzentrationen wurden dureh die Interferenz mit  der Methanolhemmung 
bestimmt, wobei jeder Mikroorganismus eine verschiedene Empfindlichkeit 
gegentiber Methanol aufwies. Am empfindlichsten waren die Sarcinen und 
die Tuberkelbazillen; am unempfindlichsten die Staphylokokken. 

An Hand der Wachstumskurven des jeweiligen Standards erreehneten 
wir die prozentuale Aktivit~Lt der zu vergleiehenden Pr~parate. Die absolute 
Aktiviti i t  in y/ml bestimmten wit aus den Kurven,  und zwar mit jener Kon- 
zentration pro ml, die die Lichtdurchl~ssigkeit urn 50% (ira Vergleich zu einem 
unbeimpften Kontrollr6hrchen yon 100~o Lichtdurchl/issigkeit, Filter 530 A) 
reduzierten. 

Moa,~tshefbe ffir Cllemie, Bd. 96]2 31 


