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Metabolic Products of Microorganisms

150. Ferricrocin, Triacetylfusigen and Other Sideramines from Fungi of the Genus Aspergillus, Group Fumigatus

Abstract. The sideramines of 14 species of the genus Asper-
gillus, group Fumigatus, were isolated and analyzed.  Ferri-
crocin was identified in 11 extracts, ferrichrome in 2 others.
A lipophilic sideramine produced by 4 species was identified
as triacetylfusigen, another minor component as triacetyl-
fusigen B. Six species produced an alanine-containing sider-
amine, which may be identical with ferrichrom C.

Zusammenfassung. Die Sideramine von 14 Arten der Gattung
Aspergillus, Gruppe Fumigatus, wurden isoliert und analysiert.
Ferricrocin wurde in 11 Extrakten nachgewiesen, Ferrichrom
in 2 anderen. Ein lipophiles Sideramin, das von 4 Arten produ-
ziert wird, wurde als Triacetylfusigen identifiziert, eine andere
Komponente, die in geringer Konzentration vorkommt, als
Triacetylfusigen B. Sechs Arten produzieren ein Alanin-
haltiges Sideramin, das mit Ferrichrom C identisch sein
konnte.
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Neben den Sideraminen vom Fusigen- und Coprogen-
Typ waren bis 1969 sechs Trihydroxamate aus Pilzen
beschrieben, die sich vom Ferrichrom durch die Acyl-
komponente und durch unterschiedlichen Gehalt des
Hexapeptidringes an Glycin und Serin unterscheiden
(fiir eine Ubersicht iiber Strukturen und Vorkommen,
vgl. Diekmann, 1973). Spéiter wurden in Cryptococcus
melibiosum (Atkin et al., 1970) sowie Aspergillus oryzae
(Sato et al., 1971) Sideramine vom Ferrichrom-Typ
gefunden, die Alanin enthalten. Beobachtungen von
Zahner et al. (1963) sowie Crueger u. Zahner (1968)
lieBen darauf schlieBen, daB noch weitere Cyclo-
hexapeptid-Sideramine vorkommen.

Als von Loeffler 14 Arten der Gattung Aspergillus,
Gruppe Fumigatus systematisch untersucht wurden
(vgl. auch Raper u. Fennell, 1965), haben wir die
Gelegenheit benutzt zu bestimmen, welche Sider-
amine von diesen Stdmmen produziert werden.
Neben Ferricrocin haben wir Ferrichrom, Fusigen
und 3 weitere, bisher unbekannte Sideramine isoliert.

Material und Methoden

Die Anzucht der in Tabelle 1 aufgefiihrten Mikroorganismen,
der Nachweis und die Isolierung der Sideramine sowie ihrer
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Bausteine erfolgte wie friiher beschrieben (Diekmann, 1967,
1968, 1970; Diekmann u. Zihner, 1967).

Zur Aminosdureanalyse wurden 0,5—1,5 mg der eisen-
freien Sideramine in einem 10 ml-Spitzkolben mit 2 ml 6n HCI
geldst, 2 min mit Stickstoff begast und nach dem VerschlieBen
des Kolbens mit einem Glasstopfen 18 Std bei 100°C im
Trockenschrank belassen, danach am Rotationsverdampfer
zur Trockene eingedampft. Die Analyse wurde mit einem
Beckman-Aminoséure-Analysator Unichrom durchgefiihrt.

Elektronenspektren wurden mit einem Beckman-Spek-
tralphotometer DB-GT, Infrarotspektren mit einem Perkin-
Elmer-Spektrometer Infracord Modell 137, NMR-Spektren
von Herrn Dr. W.Koénig mit einem Varian-Spektrometer
EM 360 aufgenommen. Fiir die Diinnschichtchromatographie
wurden Fertigplatten (Merck 5744) verwendet, fiir die pripa-
rative Trennung Platten mit Kieselgel G (Merck 7731) von
1 mm Schichtdicke angefertigt.

Ergebnisse

Die in Tabelle 1 gegebene Ubersicht iiber das Vorkom-
men von Sideraminen bei den untersuchten 14 Pilzen
zeigt, daB3 Ferricrocin (I, Llinas u. Neilands, 1972) in
den Kulturfiltraten von 11 Pilzen vorhanden und bei
5 Pilzen Hauptkomponente ist. Die hochsten beob-
achteten Ausbeuten (ohne Optimierung) betragen in
Schiittelkolben oder Fermentern (10 1) bei Aspergillus
unilateralis 125, A. viridi-nutans 900, A. fischeri var.
glaber 350, A. stramenius 100 und A. auratus 275 mg/l1.
Als Nebenkomponenten treten bei den genannten
Stammen Ferrichrom (II) und eine ,,Sideramin B
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Tabelle 1. Sideramine in Kulturfiltraten von Pilzen der Gattung Aspergillus, Gruppe Fumigatus

CBS- Fusigene Triacetyl- Ferri- Ferri- ,»Sider-
Nummer ' fusigen chrom crocin amin B*

Serie Fumigatus

A. fumigatus Fres. mut. helvolus E. Yuill. 110.46 + + +

A. fumigatus Fres. var. ellipticus Raper & Fennell 487.65 + + +

A. unilateralis Thrower 126.56 ++* +

A. viridi-nutans Ducker & Thrower 127.56 ++* +

A. breviceps G. Smith 118.53 +

A. duricaulis Raper & Fennell 481.65 + ¥ +4*

Serie Fischeri

A. fischeri Wehmer, st.asc. Sartorya fumigata Vuill. 101.12 + +

A. fischeri Wehmer var. spinousus Raper & Fennell 483.65 + +

A. fischeri Wehmer var. thermomutatus Paden 404.67 + +

A. fischeri Wehmer var. glaber Fennell & Raper 111.55 ++* +

A. quadricinctus E. Yuill. 135.52 ++*

A. aureolus Fennell & Rapet 105.55 +* +*

A. stramenius Novak & Raper 498.65 ++ +

A. auratus Warcup 466.65 ++* +

= vorhanden; + + = Hauptkomponente; * = Aminosiureanalyse.

benannte Komponente (s.u.) auf; bei A.aureolus
betrdgt der Anteil von Ferricrocin am Gesamtsider-
amin (790 mg/l) etwa 509%. Bei der Trennung der
Sideramine durch Diinnschichtchromatographie (Ta-
belle 2) hat sich besonders das Laufmittel Chloroform/
Methanol/Wasser (65:25:4) bewidhrt (H. G. Miiller,
unverdffentlicht). Elektronen- und Infrarotspektren
sowie die Verteilungskoeffizienten der durch Craig-
verteilung und anschlieBende priparative Diinn-

schichtchromatographie gereinigten Ferricrocin-Pri-
parate waren mit denen von authentischem Ferri-
crocin (Keller-Schierlein u. Deér, 1963) identisch.
Bei der Aminosadureanalyse von 5 Préparaten wurde

- auBer Ornjthin und Ammoniak Glycin und Serin im

Verhiltnis 2: 1 gefunden.

Zwei der untersuchten Pilze produzieren Ferri-
chrom, A. quadricinctus (bis zu 1 g/1) nahezu frei von
Nebenkomponenten, 4. duricaulis (Gesamtsideramin
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Tabelle 2. R,-Werte von Sideraminen bei der Diinnschicht-
chromatographie an Kieselgel G

Laufmittel®

I I
Triacetylfusigen 0,50 0,65
Triacetylfusigen B 0,40 0,22
Ferrichrom 0,20 0,54
,»Sideramin B* 0,23 0,61
Ferricrocin 0,25 0,52
Ferrichrysin 0,26 0,51
Ferrirhodin 0,48 0,56
Ferrirubin 0,46 0,41

* I -Propanol/Eisessig/Wasser = 4:1:1;
Methanol/Wasser = 65:25:4.

II Chloroform/

200 mg/l} zusammen mit ,,Sideramin B*. Auch diese
Identifizierung wurde durch Aminosiureanalyse be-
stitigt.

Bei der diinnschichtchromatographischen Tren-
nung der Fermentationsprodukte findet man bei
diesen Pilzstimmen aubBer Fusigen (III) und dessen
Abbauprodukten weitere bisher nicht identifizierte
Sideramine. Drei davon, die in gréfleren Mengen vor-
kommen, wurden niher untersucht (R,-Werte im
Laufmittel IT: 0,65, 0,61; 0,22).

Das Sideramin mit R, = 0,65 ist bei A.aureolus
zur Hilfte am Gesamtsideramin beteiligt und ist
Nebenkomponente bei 3 anderen Pilzen (Tabelle 1).
Zusammen mit diesem Sideramin wurden immer
geringe Anteile des Sideramins R, = 0,22 gefunden.
Das Produkt einer 10 [-Fermentation mit A. aureolus
wurde durch Craigverteilung gereinigt, wobei die
Sideramine R; = 0,65 und 0,22 mit der Front der
beweglichen Phase wandern. Das aus den Fraktionen
24—30 (n = 30) isolierte Produkt enthielt 81,59 des
Sideramins R, = 0,65 und 12,59, des Sideramins
R, = 0,22, daneben 37 ,,Sideramin B*. Es wurde in
Chloroform gelost und mit Phosphatpuffer pH 7,5
extrahiert, wobei der groBte Teil des Sideramins
R, = 0,22 in die wilrige Phase geht. Das ,,Sideramin
B* wurde durch priparative Dilnnschichtchromato-
graphie quantitativ abgetrennt.

Das Sideramin R, = 0,65 wandert bei der Elektro-
phorese pH 5,0 nicht, hat einen Verteilungskoeffizien-
ten (System nach Zahner ef al., 1963) von 42 und ent-
halt keine Aminosdure aufler Ornithin. UV- und IR-
Spektren deuteten auf einen Gehalt an einer Anhydro-
mevalonsdure. Nach Spaltung mit Perjodat wurde cis-
Anhydromevalonsdure gefunden Im IR-Spektrum
fiel eine Bande bei 1750 cm ™! auf, die fiir die Sider-
amine vom Fusigentyp charakteristisch ist. Das NMR-
Spektrum der eisenfreien Verbindung in D,O erwies
sich als identisch mit dem von Triacetylfusigen (IV),

das zuvor durch Acetylierung aus Fusigen erhalten
war (Diekmann u. Zéhner, 1967).

Alle Daten des Sideramins R, = 0,22 waren
identisch mit denen von Triacetylfusigen B; es ent-
steht demnach aus Triacetylfusigen durch Hydrolyse
einer Esterbindung.

Das Sideramin R, = 0,61 (,,Sideramin B*) wird
als Hauptkomponente von A. duricaulis gebildet und
findet sich als schwache Nebenkomponente bei allen
Ferricrocin-produzierenden Stimmen. Im Loésungs-
mittelsystem der Craigverteilung zeigt es einen Ver-
teilungskoeffizienten von 2,5. Es ist etwas lipophiler
als Ferrichrom. Das Elektronenspektrum in Athanol
weist ein Maximum bei 426 nm (E}%, = 35,7) auf.
Das IR-Spektrum ist typisch fiir Ferrichromanaloge.
Nach saurer Hydrolyse des Desferrisideramins wurden
neben Ornithin Glycin und Alanin im Verhilinis 2:1
gefunden. ,,Sideramin B* ist moglicherweise identisch
mit dem von Atkin et al. (1970) beschriebenen Ferri-
chrom C.

Diskussion

Obwohl die Sideramine einer grolen Zahl von Pilzen
identifiziert wurden, 146t sich keine Regel erkennen,
die Taxonomie und Sideraminbildung verbindet. Bei
Fusarium-Arten wurde hiufig Fusigen, bei Penicillium-
Arten Coprogen als Hauptsideramin gefunden. Bei der
hier beschriebenen Serie iiberrascht das nahezu regel-
méaBige Vorkommen von Ferricrocin und eine 4hn-
liche Zusammensetzung des Sideramingemisches bei
Arten, die bei der morphologischen Analyse als nahe
verwandt bezeichnet wurden (Loeffler, personliche
Mitteilung).

Die Bewertung wird dadurch erschwert, daB3 bei
den untersuchten 14 Arten — ebenso wie es frither
bei Aspergillus melleus beobachtet war (Crueger u.
Zihner, 1968) — eine Vielzahl von Komponenten auf-
treten. Wir konnten die Struktur von 3 weiteren Ver-
bindungen aufkliren, doch bleiben einige, die teil-
weise in sehr geringen Konzentrationen vorkommen,
unbekannt. Betrachtet man die Liste der gefundenen
Sideramine, so wird klar, da3 theoretisch noch eine
ganze Reihe Sideramine méglich sind, wenn man alle
denkbaren Kombinationen zwischen Aminosiure-
und Carbonsidurebausteinen zuldBt. Aufgrund des
Verhaltens der bekannten Sideramine vor allem im
Laufmittel Chloroform/Methanol/Wasser kénnen
Voraussagen Uber das Verhalten der ,(fehlenden®
Sideramine bei der Diinnschichtchromatographie ge-

~macht werden. Die Carbonsidurebausteine bewirken

eine Erhohung des R,-Wertes in der Reihenfolge
B-Methylglutaconsiure < frans-Anhydromevalon-
sdure < Essigsdure < cis-Anhydromevalonsiure. Der
R -Wert ist aullerdem um so hdher, je lipophiler (Ser
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<Gly<Ala) die austauschbaren Aminosduren des
Hexapaptidringes sind.

Vorldufige Ergebnisse mit den Sideraminen aus
A: melleus Ti 142 lassen vermuten, dall die frither
nicht identifizierten Sideramine Hexapeptidringe ent-
halten, in denen Glycin gegen Serin oder Alanin aus-
getauscht wurde.

Triacetylfusigen, das hier zum ersten Mal als Na-
turprodukt nachgewiesen wurde, ist lipophiler als alle
anderen bekannten Pilzsideramine. Es wird von Inter-
esse sein, seine Eisentransporteigenschaften (vgl. Bar-
nekow ef al., 1974) zu untersuchen.

Herrn Prof. Dr. W. Loeffler danken wir fiir Diskussionen
und Hinweise, Frau G. Bér fiir gewissenhafte Mitarbeit. Die
Deutsche Forschungsgemeinschaft hat diese Untersuchungen
durch eine Sachbeihilfe im Rahmen des SFB 76 unterstiitzt.
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