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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines neuen Antibiotika-Komplexes, der gegen Pilze, Hefen

und grampositive Bakterien aktiv ist und potentlell zur Bekdmpfung von einigen Pflanzenkrankheiten geeignet ist.
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung des antifungalen Antibiotika- Komplexes 185 unter -

Verwendung des Mikroorganismus Streptomyces hygroscopicus, Stamm 111-81. Die Aufgabe wird dadurch geldst,

~ daB durch aerobe Submersfermentation des Stammes 111-81 in Medien mit geeigneten Einsatzstoffen der
.'antifungale Antibiotika-Komplex 165 gebildet, mit geeigneten Methoden aus Mycel und Kulturfiltrat isoliert, gereinigt

und nétigenfalls nachfolgend in die Komponenten 165-1, 165-2, 165-3, 165}4, 165-5, 165-A und. 165-B getrennt wird.
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Titel der Erfindung

Verfahren zur Herstellung eines antlfungal Wlnksamen Antibio-
tlkaéKomplexes '

\

Anwendunbsgeblet ‘der urflndung

Die Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Herstellung eines
antifungal wirksamen Antibiotika-Komplexes, der gegen Pilze,
Hefen und grampositive'Baktérien”aktiv ist und aus sieben
Komponenten besteht, dié der Gruppe der-nicht~polyehigen Ma=-
krolid-Antibiotika zugeordnet werden. Der Komplex kann zur
Prophylaxe und Behandlung von einigen Krankheiten bel Pflan=-

. zen und Tleren eingesetzt werden. -

Charakteristik der~bekanntenvtechnischen Losungen

Zur Behandlung von Mykosen, die insbesondere beim tierischen
und menschlichen Organismus als Folge der antlbakterlellen
AntlblotlﬁarTheraple im Ansteigen begriffen 51nd, sind ‘eine
Reihe von Priparaten synthetischen als auch mikrobiellen Ur-
sprunvs nit antlfungaler Wirkung entw1cxelt worden. Auch im
Pflanzenschutz werden antlfungale Stoffe verwendet, da ins-
besondere in Lindern mit intensiver Landwirtschaft die Scha-
den der durch Hefen und Pilze hervorgerufeneﬁ Pflanzenkranx=-
“heiten sehr hoch sein kénnen.

‘Die Hauptvertreter der aus Mikroorganismen (insbesondere der
‘ Gattung Actinomycetales) isolierten Nichtnolyen;Antibiotika l
‘sind Melanosporin (Giorn. Microbiol, 7 (1959), 207), Niphimy-
cin 4 und B (Antibiotiki(Moskau) 1974, 23), Nlpnltnrlcln A



“und B (J. Antlblotlcs (Tokyo) 34 (1981), 1107), Scopafungin
(3. Am. Chem. Soc. 104 (1982), 4129), Copiamycin (Appl.
Microbiol. 21 (1971), 986), Azalomy01n Fq, FB, ) F (.
Antibiotics (Tokyo) 13 (1960), 51), Primyein (J. Cnem. Soc.,
Perkin Trans. 1, 1974, 816). Auf Grund der unterschledllchen
chemlschen Struktur ergeben sich verschiedene erkungswe1sen
und Anwendungsgeblete dieser Antibiotika.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Brfindung ist die Herstellung eines neuen anti-
fungal wirksemen Antibiotika-Komplexes, der aus 7 Komponenten
‘bestebt. '

Darlegung des Wesens der'Erfindungv

Der Erfindung llegt dle Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur
Herstellung eines neuen antifungal erksamen Antibiotika~-
Komplexes aus leicht zuginglichen und billigen Einsatzstoffen
mit Hllfe des Stammes Streptomyces hygroscopicus 111-81 zu be=-
'schrelben. Erflndungsgemaﬁ wird diese Aufgabe dadurch geldst,
- daB die Biosynthese des Stammes Streptomyces hygroscopicus
111-81 bzw. seiner Mutanten oder Varianten auf Nahrbdden,

die- Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie Mineralsalze
enthalten, durgefilhrt, dieser ProzeB nach Errelchung des.
Maximums der antibiotischen Akt1v1tat, gewohnlich nach 72 bis
144 b beendet und die gebildete antibiotische Aktivitdt nach
der Agar-Diffusionsmethode gegen die Testkuitur Candida albi-
cans und Bacillus subtilis bestimmt wird. '

‘Der Stamm Streptomycgs»hygroscopicus, der 1971 in der VR
Bulgarien isoliert wurde, ist in der bulgarischen Mikroben-

. sammlung im Staatlichen'lnstitut fiir Arzneimittelkontrolle
(DIEKLS) in Sofia unter der Nummer 111-81 hinterlegt worden.

Dis morphologlschen und phy51ologlsch—b1ochemlschen Elgenschaf-
ten des Stammes Streptomyces hygroscopicus 111-81 sind in einem
Patent beschrieben, das beim Am% fiir Erfindungs- und Patent-
wesen der DDR am 26. 2. 1982 unter dem Aktenzelchen WP C-

12 P/237 725/8 reglstrlert worden ist.



Zur Isolierung des antifungal wirksamen'Antibiotika—Komplexeé

(siehe Schema 1) wird die Kulturfliissigkeit bei einem pH-Wert

von 7,0 bis 745 Zentrifugiert, das feuchte Mycel mehrfach mit

Methanol extrahiert, der Extrakt im Vakuum konzentriert und

- die resultierendes wiBrige Restldsung mit n-Butanol extrahiert.
.Das ebenfalls aktive Kulturfiltrat wird mehrfach mit n-Butanol

- exXtrahiert; der erhaltene Butanolextrakt nach Konzentrierung
mit dem Extrakt des Mycels vereinigt und im VakGum bis zu

einem dligen Riickstand eingeengt. Nach Auflésen in Methanol
wird der antifungal wirksame Antibiotika-Eomplex durch Ver-
setzen mit einer Mischung Aceton/Ether in Form- eines gelben
Niederschlages erhalten, der gegebenenfalls durch S&ulenchro-
matographie weiter gereinigt und aufgetrennt werden kann, |
wihrend Begleitantibiotika wie Azalomycin B, Polyather- oaer
: Polyenantlblotlka in Losung verbleiben.

Das antibiotische Spektrum des antlfungalen Antibiotika=-Kom~
plexes wird gegen eine bestimmte Zahl von Mikroorganismen mit
Hilfe der Agar-Diffusionsmethode nach Stégiger Kultivierung
des Bildners bestimmt und ist in Tabelle 4 dargestellt. Her-
vorzuheben ist die Wirksamkeit -in vitro gegen Fusarium oxy-
sporum, dem Erreger der Fiulniskrankheit bei Kartoffeln und
anderen Pflanzen, gegen'Fusarium graminearum und Fusarium
"culmorqm, die als Getreideschddlinge und Erreger der Kernobst-
- féule in Erscheinung treten, gegen Botrytis cinerea, dem Er-
- reger des Grauschimmels bei Weintrauben, sowle gegen Candida
albicans und Alternaria tennius., |

Im weiteren Ausbau besteht das Verfanren zur Herstellung des
. antifungalen Antibiotika-Komplexes aus folgenden Schritten:
In 300 ml Erlenmeyer-EKolben werden je 50 ml fliissiger Nahr-
boden eingefiillt und nach der Sterilisation mit einer Sporen-
suSpensioﬁ von 15 bis 20t&gigen Kulturen des Stammes Strepto-
myces hygroscopicus 111-81 beimpft. Die Kultivierung wird auf
einem Schiittelapparat bei 180 bis 200 U/min und einer Tempe-
ratur'voﬁ 26 bis 32’9C im Verlauf von 40 bis 48 h durchgefiihrt.
Dasngewonnene vegetative Material wird in 1 oder 2 1 Erlen=- |
meyer-Kolben i{ibertragen, die mit 200 bzw. 400 ml Nihrboden
gefiillt sind. Die Kultivierung wird unter den oben genannten



Bedingungen 4 bis 5 Tage lang durchgefﬁhrt. Der Fermentations-
prozeB wird nach Erreichen der maximalen antibiotischen Akti-
vitdt beendet, die nach der Agar-Diffusionsmethode mit den -
Testkulturen Candida albicans und/oder Bacillus subtilis
nach Zusatz von Dimethylformamid zur Kulturldsung bestimmt
wird. Zur Gewinnung des Feuchtmycels, das die Hauptmenge des
antifungalen Komplexes enth&lt, wird der pH-Wert der Kultur-
 fliissigkeit mit anorganischer Sdure auf pE 7,0 bis 7,5 ein-
gestellt, wonach filtriert, zentrifugiert oder separiert -
wird. Das feuchte Mycel wird dreimal mit Methanol extrahierd,
die vereinigten Extrakte konzentriert und im Vakuum vei 40 °C
. bis zum wéBrigen Riickstand konzentriert und anschlieBend mit
n~-Butanol extrahiert. Die im Kulturfiltrat vorhandene antibio-
tische Aktivitat w1rd bei pH 7, 5 mit n-Butanol dreimal extra-.
hiert. Die aus dem Mycel und dem Kulturfiltrat erhaltenen Bu-
tanolextrakte werden vereinigt oder getrenntyweiterverarbei-.
tet. Die verelnlgten Butanolextrakte werden dreimal mit Was-
ser ausgewaschen und 1m Vakuum bei 50 %¢ vbis zum Sirup kon-

. zentriert, der.ln.wenlg Methanol geldst wird. Aus dieser
Methanolldsung wird der antifungale Antibiotika-Komplex
durch’Féllen mit Aceton/Ether (10 ¢ 1) als gelblicher Nie-
derschlag erbalten, der mit Ether ausgewaschen und D'e’crock--
net wird. Die weitere Reinigung des Antibiotika-Komplexes
sowie die Trennung in die Einzelkomponenten wird mit Hilfe
der Saulenchromatographle unter Verwenduna von Kieselgel oder -
anderen Adsorptlonsmltteln und Chloroform/Methanol/Wasser—Ge-
mischen als Elutionsmittel durchgefiihrt. Das Schema zur Ex-
'traktion, Reinigung und Trennung des antifungal wirksamen
Antibiotika-Komplexes ist in Schema 1 dargestellt.‘

Der Antlblotlka-Komplex 165 stellt ein schwach gelbllches
amorphes Pulver dar, das in nlederen Alkoholen, Dimethylfor-
mamid, Essigsdure, Pyridin und Dlmethylsulfozld 15slich ist.
Unléslich 1st der Komplex in Wasser, Aceton, Benzen, Ether,
Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff und anderen organlschen
Losungsnitteln. Das UV-Spektrum zeigt Absorptionsmaxima bel
204 nm, 226 nm, 233 nm und 240 nm (Schulter) Im IR-Spektrum '
sind folgende chgrakteristische Absorptionsbanden zu erkennen:_’



1710 en’ -1 (Laktonring), 1635, 1600 cm~ (NH-Gruppe), 1665,
985 cm (konguglerte Doppelblndungen), 3350, 3200 cm =1
(OH- und NE-Gruppen), 2900 cm 1 (cH,- und CH,~Gruppen) .

Die Dﬁnnschichtchromatogréphie auf Kiéselgelplatten in ver-
schiedenen Losungsmittelsystemen zeigt, dal der Antibiotika~
Komplex 165 aus sieben Komponenten mit verschiedenen RFé
Werten besteht (Tab. 1). Die Farbresktionen der einzelnen
Komponenten mit verschiedenen Anfdrbereagenzien sind in Ta-
belle 2 wiedergegeben. Ein Vergleich der chemisch-physikali-
schen Eigenschaften der sieben Komponenten des antifungal
wirksamen Antibiotika-Komplexes ist in Tabelle 3 dargestellt.

Den Vergleich der minimalen Hemmkonzentratlon der sieben Kom~

ponenten des Antibiotika-Komplexes 165 zeigt Tabelle 5.

Die Untersuchungen zur chemischen Struktur des Antibiotika~ ,"
~ Komplexes wurden mit der Hauptkomponenten des Komplexes,
165-3, durchgefiihrt. Die physikalisch-chemischen MeBmethoden
in Kombination mit chemischen Methoden zeigen, daB 165-3 eine
Substanz mit einem hohen Molekulargewicht und elner kompli-
z1erten chemlschen Struktur ist. Auf Grund des 3C-IMR--
H-NMR- UV-, IR~-, Massen—Spektrums und anderer phys1ka11schr
chemischer Eigenschaften kann der SchluB gezogen werden, daB
das Molekiil der Komponente 165-3 aus 40 bis 50 Kohlenstoff-
atomen, einem Laktonring und 4 bis 5 Doppelbindungen besteht.-
Die intensiven UV-Banden bei 226 und 233 nm (mit Schulter bei
‘240 nm) zeigen, daB zwei Doppelbindungen konjugiert vorliegen.
In 50 MHz- C-NMR-Spektrum (Lisungsmittel DMSO-D;) liegen 8
bis 10 Signale der olefinischen C-Atome zwischen 128,7 und
135;1 ppm. Ihre Dublettstruktur im‘offfResonanzspektrum 188%
darauf schlieBen, dafl die Doppelbindungen'mit Wasserstoff-
atomen besetzt sind. Im Bereich von 64,3 bis 77, 5 ppi finden
sich 10 bis 12 Signale, die auf Grund ihrer chemischen Ver-
schlebung H-C-O— Gruppierungen zuzuordnen sind. Weiterhin
sind im 3C-Spektrum Signale einer Laktongruppe (174,3 ppm),
eines Guanidinrestes (156,4 ppm), eines Hemiketal-C-itoms
(98,5 ppm) sowie von C-N, -CHE-vund'-CHB Gruppeh vorhanden.
‘Im Unterschisd zu den 1BC-NMR-Spektren von Copiamycin (J. An=-



tibiotics (Tokyo) 35 (1982), 1480), Niphimycin (Helv. Chim.
Acta 66 (1983), 92), Niphithricin und Scopafungin ist in der
- Komponente 165 3 im Bereich von 168 bis 177 ppm nur das Lak-
tonsmgnal bei 174 3 ppm vornanden, 'so0 daB das Vorhandensein
eines Malonylhalbesters, wie in den genannten Antibiotika,
ausgeschlossen werden kann. Im 1H-NMR—Spektrum des 165=3
weist ein charakteristisches Signal bei 2 ,73 ppm (in DMSO-D6
'in ein Dublett aufgespalten) auf eine N-Methylgruppe hin, die
~in Ubereinstimmung mit den zitierten. Literaturangaben - elnem

Methylguanidinrest zugeordnet wird. Der chemische Beweis. fiir
das Vorhandensein einer Guanidingruppe wurde nach schwacher
Hydrolyse und Oxidation der Komponenten 165-3 gefiibrt, in dem

ein Methylguanldln nachgewiesen wurde. Auch &as Absorptlons—
maximum bei 204 nm kann: der Guanidingruppe (Azomethmn) zuge=

ordnet werden. Die charakteristischen Farbreaktionen mit

Sakaguchis Reagenz und mit N-Broméuccinimid weisen ebenfalls
auf die Anwésenheit eines Guanidin-Restes in der Komponehten
165-3 hin. Die oben angefiihrten Beweise beziehen sich auch

auf die,ande:en Komponenten des Antibiotika-Komplexes. Nach
~ saurer Hydrclysefder Komponente 165-3 wurde ein‘Neutralzucker
isoliert, der durch Dﬁnnschichtdhromatographie'und'Massen-
spektrometrle (Tab 6) als der Hexosezucﬁer Glucose 1d°nt1-
lelert wurde.

. /

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Nolekule der Kom-
ponente: 165—3 aus 40 bis 50 Kohlenstoffatomen, die den makro-
cyclischen Ring des Aglykons bilden, aufgebaut sind. Das Agly-
'~ kon ist mit einem Molekiil Glucose‘und einem Guanidinrest ver-
bunden,KDie Ergebnisse zeigen, daB es sich um ein makrolides
- Antibiotikum mit antifungaler und antibakterieller Wirkung
_uhandelt, das aber auf Grund des UV-Spektrums nicht zur Gruppe
der Polyenantibiotika gehdrt. Die Anwesenheit einer Hexose
(Glucose) in den Strukturen des Antibiotika-Komplexes unter-

- scheidet diesen #on den Vertretern der anderen nichtpolyeni-
gen Makrolidantibiotika, die in der Literatur beschrieben
s1nd. Prlmy01n ist ein Makrolldantlblotlkum, dessen Agly&on
mit der Pantose D-Arabinose verbunden ist, Wahrena ulpalmy01n;'
Niphithricin, Copiamycin und Scopafungin keinen Zuckerrest B
enthalten. AuBerdem konnte im Antibiotika-Komplex 165 kein -



Malonylhalbester nackhgewiesen werden, wie kiirzlich fir Ni-

~ phimycin, Copiamycin'und Scopafungin. Bezliglich der anderen
nichtpolyenigen Makrolidantibiotika, die #hnliche biologische:
und physiko-chemische Elgenschaften mit dem hier untersuch-
ten Antibiotika—Komplex haben, liegen keine Angaben iiber die
chemische Struktur vor. -

Ausfﬁhrunvsbeispiele'

Die Erfindung soll durch die nachfolgenden Ausfuhrungsbel— :
spiele ndher erlautert werden.

1. Der'StreptOmycéten Stamm«111-8ﬂ wird auf Maisnihrboden

N 6 oder SRI-Ndhrboden mit Glucose 15 Tage'lang bei einer
Temperatur von 26 bis 28 °C kultiviert. Mit der Sporen-
suspension werden 1000 ml~-Erlenmeyer-Kolben beimpft, die
500 ml Nihrboden folgender Zusammeﬁsetzung (8/1) enthalten:
Sojamenl 10,0; Glucose 10,0; NaCl 5 03 Ca.CO3 2,0, Der pH-
Wert nach der Sterilisation bei 115 °C liegt bei 6,8 bis
?7,0. Die Kultivierung wird auf einem Schiittelapparat mi?b

200 U/min bei 27 bis 32 °C im Verlauf von 40 Stunden durch-

gefiihrt. Das gewonnene vegetative Mycel wird zur Beimpfung
eines 10 lFFermentorSjverwendet, der 6 1 Néh:bodén'mit,fol—
genderiZusammensetzung (g/1) enthdlt: Glucose 20,0; Soja-

mehl 10,0; Maisextrakt 5,0; NaCl 5,0; CaC0y 3,0; oder Glu-

© cose 25,0; Sojaschrot 15,0; Kaseinhydrolysat 1,0; CaCOB,B,O.‘

- Der pHE-Wert nach der Sterilisation liegt bei 6,8 bis 7’1',
~ Der Prozef verliuft bei 26 bis 32 O, bei einer Riihrge-

schwindigkeit von 325 U/min und einer Beliiftung von 1 1

‘Luft/1 1 Nahrboden/min. Nach 4 bis 5tagiger Kultivierung

wird die maximale Aktivitit erreicht. Die antibiotische

| Aktivitdt wird mit den Testkeimen Bacillus subtilis und

Candida albicans bestimmt. Nach Beendigung der Fermenta-

" tion wird die Kulturfliissigkeit bei einem pH-Wert von

7,0 bis 7,5 durch Separieren’in Mycel und Kulturfiltrat

' getrennt.

Das feuchte Mycel, das nach Beispiel 1 gewonnen wurde, W1rd
mi® Wasser ausgeWascnen und drelmal mlt Methanol inm Ge-



- wichtsverhdltnis 1 : 2 (Mycel : Methanol) extrahiert. Die

vereinigten Methanolextrakte werden im Vakuum bei maximal

40 °C bis zum wiBrigen Riickstand konzentriert und anschlie-

8énd mit n-Butanol reextrahiert. Der Butanolextrakt wird
dreimal mit entiohisiertem'WasSer ausgewaschen ﬁnd im Va-
kuum bei Temperaturen bis 50 °C bis zu einem sirupartigen
Riickstand konzentriert, der in Methanol geldst wird. Aus |
der Methanollidsung wird der rohe Antibiotika-Komplex durch
Versetzen mit einer Mischung Aceton/Wthylether (10 1,

v/v) ausgefsllt. Der Niederschlag wird zwei- bis drelmal

‘mit Ether ausgewaschen und im,Vakuum-Trockenschrahk bei -

35 °¢c getrocknet. Der Antibiotika-Komplex wird'als hell-
gelbes thprodukt gewonnen. Die Ausbeute aus dem Mycel -
von 20 1 EKulturflissigkeit betrdgt 8 g Rohsubstanz.

20 1 Kulturfiltrat, das nach Beispiel 1 durch Separieren
der Kulturfliissigkeit erhalten wurde, Werden’dreimal mit

“n-Butanol extrahiert. Die vereinigten Butanolextrakte wer-

4,

~den mit entionisiertem Hasser ausgewascnen und im Vaﬁuum

beli L°mperaturen bis 50 % bis zu einem sirupartigen Riick-
stand konzentriert, der 1n Methanol gelost und wie in Bei~
spiel 2 angegeben weiter verarbeltet wird. Die Ausbeute

aus 20 1 Kulturfiltrat betragt 1 g Rohantlblotlxa-Komplex.‘

Zur Trennung des Antlblotlka-Komplezes, der nach Beispiel
2 und 3 gewonnen wurde, wird die Rohsubstanz der S&ulen-
chromatografie an Kieselgel (Korﬁgraﬁe 0,063 bis 0,2 mm)
untérworfen.fDievElution erfolgt mit der Unterphase einer

Mischung von Chloroform : Methanol:: Wasser im Verhdltnis

175 : 100 : 50 (v/v). Mit dieser beweglichen Phase werden
die Komponenten 165-1 bis 165—5“e1uiert.‘Zur Elution |
der polareren Komponenten 165-A und 165=B wird das Mi-
schungsverhéltnis Chloroform : Methanol : Wasser zu

ﬂ?ﬁ.: 175 ¢ 50 verdndert. Die Fraktionen werden durch
Dilnnschichtchromatografie wnd im b;ologlschen Test iiber-
priift; gleiche Fraktionen werden vereinigt und im Vakuum
bis zum Rlickstand konzeatriert. Die trocknen Riicksténde
werden in 1 bis 5 ml Methanol gelSst und mit Aceton/Ether-



Gemischen zu einem festen, amorphen Niédérschlag umgewan-
delt. Bei Anwendung von 2 g AntibiotikaéKomplex werden
folgende Mengen der einzelnen Komponenten erhalten.

. 165=-1: 50 ng, 165=-2: 70 nmg, 165=3: 600 mg, -

165=4: 95 mg, 165-5: 70 mg, 165=A: 20 mg, 165-B: 20 ng.
Die Rf-Werte der Komponenten im Diinnschichtchromatogramm
gind in Tab. 1 dargestellt.
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Erfindungsanspruch

Verfahren‘zurvHersteilung eines antifungal wirksamen.An—L
tibiotika-Komplexes auf mikrobiologischem Wege, gekenn-
zeichnet dadurch, daB der Mikroorganisﬁus‘Streptomyces.
hygroscopicus, Stamm 111-81, unter aeroben Bedingungen in
flﬁssigen'Néhrmedien, die Kohlenstoff- und Stickstoff- '
Quellen sowie Mlneralsalze enthalten, bei einer Tempera-
tur zwischen 26 und 32 °C wihrend eines Zeitraumes von 3
bis 6 Tagen kultiviert wird und der dabei geblldete anti-
fungal wirksame Antibiotika-Komplex isoliert wird, indem
entweder aus dem Mycel oder aus dem Kulturfiltrat oder
aus beiden extrahiert, nachfolgend mit bekannten Methoden

.konzentriért; mit einem Lsungsmittelgemisch ausgeféllt

und gegebenenfalls durch S&ulenchromatographie weiter
gereinigt und in die Einzelkomponenten aufgetrennt wird.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB zum
Ausfdllen des Agtibiotika—Komplexes ein Losungsmittel-~

‘gemisch aus Aceton-Ether verwendet wird, wobei der Volu-
~menanteil des. Acetons mindestens dreimal so groB ist wie

' der des Ethers. "

Hierzu 8 Seiten Tabellen bzw. Schema.
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Schema 1 : S _ _
Schema zur Extraktlon, Relnlvung und Trennung des antlfungal‘
wirksamen AntlbloﬁlkaﬁKomplexes aus Streptomyces -

hygroscopicus 111-81

‘Kulturfliissigkeit

= einstellen auf pH 7 0 bis
7,5 mit 1n HCL |

- zentrifugieren

] ' ]
Mycel (aktiv) Kulturfiltrat (aktiv)
| = dreifache Extraktion .. - dreifache Extraktion
mit Methanol ; ' nit n=-Butanol
| - zentrifugieren Butanol-Extrakt. .
MethanoléExtr?kt . , ' - konzentrieren im Vakuum -
- konzentrieren im Vakgum - aufldsen in Methanol :
Wasserphase ,
- reextrahieren mit
n=-Butanol ’ ' ‘
Butanolextrakt '

- konzentrieren im Vakuum
- gufldsen in Methanol

P
Methanolldsung
- prézipitieren mit Losungsmittel-
gemisch Aceton=Ether = 10 : 1

N ‘ - _
Aceton=Ether-Lisung gglber Niederschlag

* (enthidlt Polyetber-Antibiotika=- (enthalt antlfungal wirksamen
- Komplexe und Azalomycin B) - Antibiotika-Komplex)
- Sdulenchromatografie an
Kieselgel

Aktive Fragktionen

- DC—Chromatografle der
Fraktionen '

I R R IR N ]

165=1  165-2 165=3 165-4 165-5 165-4  165-B




Tabelle 1 o
Diinnschichtchromatografie. des
systemen auf Kieselgelplatten

Antibiotika-Komplexes 165 in verschiedenen Lisungsmittel-

“Lésungsmittelsystemn _ wﬁlémhdo_@mﬂ Komponenten
165-1  165-2  165-3  165-4  165-5 165-A  165-B
1. n-Butanol-Fthanol-Wasser |
= 5:1:4- . 0,18 0,37 0,57 0,65 0,72 = 0,1 0,08
2. OWHOHowouslamﬁwmbowr | |
Wasser = 2:2:1 0,21 0,25 0,30 0,37 0,54 0,18 0,14
3. Chloroform-90 % Methanol | g g |
Tssigsaure = 15:5:1 0,24 - 0,26 0,32 0,37 0,48 0,22 0,20
4, Chloroform-Methanol- ‘ .
Wasser = 35:20310 0,22 0,29 0,31 0,42 0,55 0,18 0,16 -
5. Chloroform-Essigsdure- |
Wasser = 3:35:0,5 0,46 0,50 0,52 0,57 10,61 0,44 0,42
6. n-Propanel-Wasser = | | |
8,5:1,5 0,23 0,25 0,36 0,41 0,70 0,14 0,10




Tabelle 2
Farbreaktionen der sieben

Komponenten mmm bbdﬂdwoawwmjwoswwmxmm 165 auf Kieselgel

4@W1m . 165-3

wommmbN  165-1 165~4 165-5 165-A- + "165-B
Vanillin-Schwefelsiiure blau @cbwmpl¢uouo¢d ~ ~ — —~
Konz. Schwefelsédure | braun braun  braun braun braun braun wcuwzb
Konz. Salzsdure “.,Homm_ - griin rosa grin blau- rosa  rosa
o _ | grin _
Ehrlich-Reagenz ‘rosa griin rosa grin grin rosa rosa
UummobmowwwmlwomWQwa | gelb ,mme gelb gelb gelb gelb mmwd,
Sakaguchis Reagenz rot rot rot rot rot rot rot
Molisch Reaktion gelb gelb geld . gelb gelb gelb gelb

memdpd sind die Reaktionen mit bbdwﬁoblwmmmmbN. szb%@Hpn. wucﬁcd wmwﬁwoﬁwohwm und
Liebermann—-Buchard~Reagenz.



Tabelle..3

ww%wwmeHmoWWGSQEwmoﬁm Obmwmwdmwwmwowpbm der sieben Komponenten des-

Antibiotika-Komplexes 165

165-1  165-2  165-3.  165-4  165-5  165-A  165-B
~ AuBere Form , _Amorphes Pulver fiir sémtliche Komponenten
wwwcm ) , . mmwv  weiB weiB  weiB’ gelb éreme creme
Elementare C | 57,45 57,98 57,80 = 59,44 57,69 47,03 45,70
N:mmBEmﬁmmdu:bm‘ - H 9,65 - 8,98 .m.wg 9,31 | 8,61 6,17 ﬂ.mw‘
in % N 4,35 3,98 4,41 4,42 4,50 3,08 2,02
| "o 28,55 29,10 29,28 - 26,83 29,30 43,72 44,43
Loslichkeit : — 16slich in niederen Alkoholen, w%HwﬂHbr @mmw@m@:ﬁm.m.
,, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid. |
- nicht 16slich in Wasser, Aceton, Chloroform, Ether,
‘Ester, Ethylacetat, Benzen usw. ‘
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Tabelle 3 AMOHﬂmmdngmv.

165-1  165-2  165-=3  165-4 1655 165-A - 165-B
UV-Spektrum 204 204 204 204 204 204 204
_Absorbtionsmaxima 226 226 226 226 226 226 - 226
in nm 233 233 233 233 233 233 233
240 240 240 240 240 240 240
EJ%  bei: 204 nm | 214 195 200 206 219 71 170
- 226 nm 228 219 262 236 222 139 9
240 nm 158 168 191 176 153 89 72
Optische Drehung +25,8° +28°  + 35,9° 4+ 33,4° + 28,2° + 20,5° -
| (in gmabmbou.v.oad : . S ,
Schmelzpunkt ©C 125 bis 115 bis 126 bis 113 bis 112 bis
: 127 118 128 115 114 ’
Aquivalent-Gewicht 1600 + 60 -




Tabelle 4
.7Ant1m1kroblelles Spektrum des Antlblotlka-Komplexas

165 und der Komponente 165=3
 (Agar-lefu51onsplattentest)

i 100

- 4.

19,

X) nicht getestet

g

Test~-Organismus Minimale Hemmkonzentration
| | MEK (ug/ml)
Antibiotika-Komplex  Komponente
165 165=3
1, StaphylocOécus’aureus 209 P 12 6
2. Bacillus subtilis L-2 12 6
3. Bacillus pseudoanthracis 25 6
4, Bacillus mycoides 25 12
5. Bacillus mycoides B-5 25 6
©. Bacillus idosus 25 12
7. Sarcina citrina 12 1
8. Saccharomyces cerevisiae 10 6:
9. Candida albicans 10 12
Candida stellatoidea 25 25
11. Candida tropicalis 15 25
12. Candida krusei -15 25
13. Candida guilliermondii 25 25
Candida utilis 5 6
15, Fusarium lini 7 xX)
'16. Fusarium graminearum 25 12
- 17. Fusarium oxysporum 25 . 12
18, Fusarium ‘culmorum 25 12
Pen1c1lllum chryzogenum 20 - X)
20. Botrytis cinerea 20 20
21. Alternaria tennius 15 x)
22. Pullularia pullulans = - - x)

{
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Tabelle 5

: <mHmHOHow der minimalen mQEEWonsmndﬁdeOD
des Antibiotika-Komplexes 165 A\cm\SHu

(MHK ) der mwmdoﬁ,Wos@owmﬁ«os

Komponente
Test~Organismus - v v B ————"
165-1 165~-2 165-3  165-4 165-5 165~4  165-B
Bac. subtilis 6633 50 10 5 0 - 10 80 80
Sacch. cerevisiae 100 25 6 50 100 - 100 100




Tabelle © .

Massenspektrum des Pentaacetates dés Neutralzuckers,
‘isoliert aus der Antibiotika-Komponente 165=3

Summenformel des

43

100

m/e Intensitét | berechnet
gefunden % | Fragmentes
390. _ M
273,096 0,8 0974 I
242,0757: 3 10790 %14814%
- 215,0552 1 , 0556 0931506
200, 0665 3 ,0685 Ogflg 205
184,0734 8 »0736 Coflg 0y
179 6 CgH0s
157, 0494 34 10501 \073904
145 18 | CgHO,
115,0402 46 ,0395 OcHrOg
103 22 N €0,
101,0601 28 ,0602 OO,
79 70
73 16
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