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2 Stdn. wird filtriert und mit Eisessig angeséuert. Auf Zusatz von Wasser fillt die Form-
azylverbindung I aus. Aus Alkohol umkristallisiert, dunkelrote Kristalle vom
Schmp. 188—189° (Zers.); Ausb. 170 mg.

C.:H140,Ng (396.5) Ber. C66.58 H4.07 N21.19 Gef. C 66.76 H4.78 N 20.79

Auf Zusatz von 20-proz. Uberchlorsiure zur roten Eisessiglésung scheidet sich das
Perchlorat ab; dunkelrote Kristalle vom Schmp. 172—178° (Zers.).

CpoH140,N3-HCIO, (497.0) Ber. N 16.90 Gef. N 17.30

Nickelkomplex (II): Eine alkohol. Lésung von 40 mg der Verbindung I wird mit
einer konz. wilir. Losung von je 70 mg Nickelsulfat und Natriumacetat versetzt und
einige Min. auf dem Wasserbad gekocht. Die abgeschiedenen Kristalle werden abge-
saugt und mit Wasser nachgewaschen. Schwarzgriine Mikrokristalle, die bei 320° noch
nicht schmelzen.

CaoH1,0,NgNi (451.2) Ber. N 18.63 Nil3.01 Gef. N 18.48 Ni 12.85%)

207, Hans Brockmann und Peter Patt: Iso-rhodomyein A, ein neues
Antibioticum aus Streptomyces purpurascens, Rhodomycine, ITI. Mitteil.V;
Antibiotica aus Actinomyeeten, XXXII. Mitteil.?

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Géttingen)
(Eingegangen am 18. Juni 1955)

In der A-Fraktion des Rhodomycins wurde neben Rhodemyein A
ein neues, rotes, stickstoffhaltiges, wasserlosliches Antibioticum, das
Iso-rhodomycin A, aufgefunden und als kristallisiertes Hydro-
chlorid und Perchlorat isoliert. Durch Ring-Papierchromatographie
mit Pufferlésung oder verd. Essigsiure als stationirer Phase kénnen
Rhodomycin A und Iso-rhodomycin A analytisch und praparativ
voneinander getrennt werden.

Beide Antibiotica zerfallen bei milder Saurehydrolyse in den
wasserunloslichen, stickstofffreien Chromophor und eine wasserlos-
liche, stickstoffhaltige Fraktion. Der Chromophor des Rhodomycins A
ist das Rhodomycinon, der des Iso-rhodomycins A das Iso-rhodo-
mycinon.

Aus der B-Fraktion des Rhodomycins wurde ein rotes, Rhodo-
mycin B genanntes Antibioticum als kristallisiertes Hydrochlorid ab-
getrennt.

Das rote, wasserlosliche, von Streptomyces purpurascens?®) gebildete und als
kristallisiertes Hydrochlorid isolierte Antibioticum Rhodomycin Al:4) spaltet
sich bei milder S#urehydrolyse in eine wasserunlésliche, stickstofffreie Chromo-
phor-Fraktion und einen stickstoffhaltigen, wasserl6slichen Anteil, aus dem
kiirzlich Rhodosamin?), eine Dimethyl-amino-desoxyaldose, isoliert wurde.
Die Chromophor-Fraktion unserer bisherigen Rhodomycin A-Priparate ent-
hilt, wie ihre chromatographische Untersuchung gezeigt hat, als Haupt-

%) Die Analysen wurden in unserem Mikrolaboratorium (Leitung: Doz. Dr. L. Loewe)
ausgefiihrt. ’
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bestandteil das gelbrot 16sliche, kristallisierte Rhodomycinon?), dem in ge-
ringer Menge eine zweite, Iso-rhodomyecinon genannte Verbindung!) bei-
gemengt ist. Iso-rhodomycinon 16st sich in organischen Solvenzien karmoisin-
rot und wurde bisher nur amorph erhalten.

Da sich Rhodomycinon und Iso-rhodomycinon unter den Bedingungen
der Rhodomycin-Hydrolyse nicht ineinander umwandeln und demnach nicht
zwei verschiedenen Abbaustufen entsprechen, wurde bereits in der vorher-
gehenden Mitteilung die Vermutung geduBert, daf das Iso-rhodomycinon
einer noch unbekannten Beimengung des Rhodomycins A entstammt?). Eine
erste Bestitigung dieser Annahme brachte der spektroskopische Vergleich
von Rhodomycin A-Priparaten verschiedener Herkunft, bei dem wir gewisse
Unterschiede im Absorptionsspektrum feststellten. Insbesondere war die Ex-
tinktion einer in Methanol bei 565 my liegenden Bande bei verschiedenen
Priparaten verschieden groB. Ferner stellte sich heraus, da auch die Ab-
sorptionskurven der beim Umkristallisieren von Rhodomyecin A-hydrochlorid
anfallenden Fraktionen voneinander abwichen; die am héchsten schmelzende
Spitzenfraktion absorbierte im langwelligen Gebiet stidrker als die aus den
Mutterlaugen gewonnenen Anteile. Und schliefilich gaben Préparate mit
starker 565-my-Bande beim Sdureabbau stets mehr Iso-rhodomycinon als
solche, bei denen diese Bande nur schwach war. Nach alledem war nicht
mehr zu bezweifeln, dafl unsere bisherigen Rhodomycin A-Priiparate in wech-
selnder Menge eine Verbindung enthalten haben, die in Methanol ein Ab-
sorptionsmaximum bei 565 my zeigt und beim Siureabbau Iso-rhodomycinon
liefert.

Trennung von Rhodomycin A und Iso-rhodomyein A

Die Frage, ob die langwellig absorbierende Beimengung des Rhodomyecins A
ein neues Antibioticum ist, hat sich verhdltnismaBig schnell entscheiden las-
sen, weil durch einen gliicklichen Zufall bei einem Submersansatz von Sir.
purpurascens die Antibiotica-Produktion anders verlief als bisher. Das Mycel
dieses Ansatzes lieferte nimlich eine Rhodomycin A-Fraktion, die im Gegen-
satz zu unseren bisherigen, gelbrot loslichen A-Fraktionen von Wasser und
Methanol mit karmoisinroter Farbe aufgenommen wurde. Auch das aus
dieser Fraktion gewonnene, rote, kristallisierte Hydrochlorid vom Schmp. 193¢
unterschied sich charakteristisch von unserem bis dahin erhaltenen Rhodo-
mycin A-hydrochlorid, und zwar 1. durch sein Absorptionsspektrum, 2. durch
seine blaue Farbe in wilrigem Alkali (Rhodomyein A 16st sich violett) und
3. durch die Zusammensetzung der beim Siureabbau entstehenden Chromo-
phor-Fraktion, die umgekehrt wie beim Rhodomycin A mehr Iso-rhodomyeci-
non als Rhodomycinon enthielt. In der antibiotischen Wirksamkeit dagegen
(Hemmung von St. aureus bis 2ur Verdiinnung 1:3x107) fanden sich keine
auffilligen Unterschiede gegeniiber Rhodomycin A. Damit konnte als ge-
sichert gelten, daB in unserem karmoisinroten Hydrochlorid ein neues Anii-
bioticum vorliegt, dessen Chromophor Iso-rhodomycinon ist. Es ist im fol-
genden als Iso-rhodomycin A bezeichnet. Dall beim S#ureabbau unseres
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Priparates neben Iso-rhodomycinon auch Rhodomycinon auftrat, lieB auf
beigemengtes Rhodomyecin A schlielen, eine Vermutung, die sich spiter be-
stitigt hat.

Da unser neues Priparat in Methanol eine starke Bande bei 565 my hat, lag der Ver-
dacht nahe, daB die durch die gleiche Bande charakterisierte Begleitsubstanz unserer
bisherigen Rhodomycin A-Priparate nichts anderes ist, als Iso-rhodomycinon. Wie unten
gezeigt, ist das tatsichlich der Fall.

Str. purpurascens kann demnach Rhodomycin A und Iso-rhodomycin A in wechseln-
dem Mengenverhiltnis erzeugen. Wahrend von allen bisher untersuchten Kulturen bevor-
zugt Rhodomycin A gebildet wurde, war im eben beschriebenen Fall das Verhiltnis
Rhodomyecin A: Iso-rhodomycin A zum erstenmal umgekehrt wie bisher und so zugunsten
des Iso-rthodomycins A verschoben, daB dieses, wenn auch noch mit etwas Rhodomycin A
vermischt, als kristallisiertes Hydrochlorid isoliert werden konnte.

Die nichste Aufgabe muBlte sein, ein Verfahren zur Trennung und Rein-
darstellung der beiden Antibiotica ausfindig zu machen. Versuche, eine Tren-
‘nung durch Adsorptionschromatographie zu erzielen, verliefen erfolglos. In
den zur Chromatographie besonders geeigneten Losungsmitteln sind die Rho-
domycine wenig oder gar nicht 16slich und die, in denen sie sich 16sen, sind
stark eluotrop und erfordern daher hochaktive Adsorbenzien, an denen keine
Trennung zu erreichen war.

Nach diesem MifBerfolg haben wir uns der fraktionierten Gegenstromver-
teilung zugewandt und zuniichst unser Rhodomycin A enthaltendes Iso-
rhodomyecin - hydrochlorid
vom Schmp. 193° in einer
vollautomatischen Appa- !
ratur®) iiber 200 Stufen 15
zwischen Butanol und
Phosphatpuffer (pg 6.0)
verteilt. Die fabei erhal-
tene Kurve (Abbild. 1) | ,
zeigt, dafl unser Priparat _o_
noch Beimengungen ent- <
hielt, die sich durch die
Maxima IT, IIT und IV zu 04 |

erkennen geben. Da auch \ ‘\7 7 v
die  Iso-rhodomycin A- \ / \\ o /’ \
Fraktion I noch nicht ein- AR ¢ AN P

heitlich war (Kurve rechts
vom Maximum flacher als 50 100 150 200

t Ard GeriBe —
berechnet), wurde die Ver- Abbild. 1. Gegenst cheil I .
teilung iiber 350 Stufen . 1. genstromverteilung von Iso-rhodomycin

5 " o A-hydrochlorid, Schmp. 193°, iiber 200 Stufen in Buta-
weitergefithrt, wobei die nol-Phosphatpuffer py 6.0; ——— exper. Kurvenver-
Fraktionen II, III wund lauf, ber. Kurvenverlauf

IV die Apparatur ver-
lieBen. Nach insgesamt 550 Uberfiihrungen hatte sich der rechte Teil der
Iso-rhodomycin A-Kurve weiter verflacht (Abbild. 2), eine Abtrennung der

8) F. A, v. Metzsch, Chemie-Ing.-Techn. 25, 66 [1953].
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gich durch diese Verflachung andeutenden Beimengung war jedoch nicht
erreicht. Lediglich eine gewisse Fraktionierung war eingetreten, erkenntlich
daran, dafl in den GefiBlen 40—60 die 565-myp-Bande (im Vergleich zu den
anderen Banden) schwicher war als in den davor liegenden Stufen.
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Abbild. 2. Gegenstromverteilung von Iso-rliodomycin A-hydrochlorid iiber 550 Stufen

Um moglichst reines Iso-rhodomycin A zu erhalten, wurde zundchst nur
der Inhalt der zum Kurvengipfel gehorigen Gefille 21—25 (Abbild. 2) auf-
gearbeitet. Dabei erhielten wir ein kristallisiertes, dunkelrotes Hydrochlorid,
das zum Unterschied vom Ausgangsmaterial (Schmp. 193°) bei 2056° schmolz.
Es gab bei hydrolytischer Spaltung mit Sdure eine Farbstoff-Fraktion, die
prozentual zwar mehr Iso-rhodomycinon enthielt als das Ausgangsmaterial
der Gegenstromverteilung, jedoch nicht frei von Rhodomycinon war; ein
Zeichen, daB selbst die nach 550-stufiger Verteilung anfallende Iso-rhodo-
mycin A-Spitzenfraktion noch Rhodomycin A enthilt. Damit schied die appa-
rative Verteilung als Trennungsverfahren aus.

Als niichstes haben wir versucht, die Gegenstromverteilung an mit Puffer-
16sung (pg 5.8) befeuchteten Cellulose-Sidulen durchzufithren. Eingesetzt wur-
den zuniichst rohe, noch nicht durch Gegenstromverteilung vorgereinigte
Rhodomycin-Priparate. Bei Entwicklung mit Butanol bildeten sich schnell
zwei gut voneinander getrennte Zonen, von denen die obere die Rhodomyecin A-,
die untere die Rhodomycin B-Fraktion enthielt. Fiir die Zerlegung roher
Rhodomyecin-Priparate in Fraktion'A und B ist die Chromatographie an der
Cellulose-Sdule mindestens ebensogut geeignet, wie die bislang angewandte
Verteilung?!) in der Apparatur.

Bei lingerer Entwicklung des Rhodomycin-Chromatogrammes mit Butanol entstand
allmahlich am oberen Rand der A- und B-Zone ein schmaler, karmoisinroter Saum, in

‘dem wir Iso-rhodomycin A bzw. eine dem Iso-rhodomycin A entsprechende, rote Kom-
ponente der B-Fraktion vermuteten. Leider war die Abgrenzung dieses Saumes gegen
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die gelbrote A- bzw. B-Zone zu unscharf, um eine befriedigende Abtrennung der roten
Komponenten zu gestatten. Vielleicht lassen sich Losungsmittelsysteme finden, in denen
die roten Randzonen scharfer abgesetzt sind. Wir haben diese Frage noch nicht weiter-
verfolgt, weil uns auf Grund von Vorversuchen die Anwendung der Papierchromato-
graphie aussichtsreicher erschien. .

Bei den ersten Versuchen zur papierchromatographischen Trennung der
Rhodomycine arbeiteten wir nach R. R. Goodall und A. A. Levy?) auf
Papierstreifen, die mit Pufferlosung (pg 6.0—7.0) befeuchtet waren. Als ab-
steigende, mobile Phase diente Butanol. Rohes Rhodomycin trennte sich
dabei in zwei breite, verwaschene Zonen der A- und B-Fraktion, die bei lin-
gerer Entwicklung ineinander liefen. Im Gegensatz zu diesem wenig ermuti-
genden Ergebnis erzielten wir gute Trenneffekte, als wir das Verfahren von
Goodall und Levy mit der von L. Rutter®) angegebenen, von G. Zimmer-
mann und K. Nehring?®) modifizierten Ringchromatographie kombinierten
und auf waagerechten, mit m/,; Phosphatpuffer (pg 5.8—3.5) getrinkten Papier-
bogen chromatographiertenl?). Rohes
Rhodomycin gab mit Butanol als mobi-
ler Phase zwei weit auseinanderliegende
Ringzonen, von denen die innere die
Rhodomycin A-Fraktion, die &uBlere die -
B-Fraktion enthielt. Beide waren gelb-
rot und zeigten bei lingerer Entwick-
lung einen schmalen, karmoisinroten
Innensaum, der in Abbild. 3 als A, bzw.
B, bezeichnet ist. Statt Pufferlosung o s
kann als stationire Phase auch 10-proz. T .luﬂ‘_“".'-.ﬂ"'_

Essigsdure verwendet werden. TR L

Das Methanol-Eluat- der A,-Zone
ht?,tte. die gleichen A.bsorptionsl.)andenv Rhodomycin (System Butanol-m/y Phos-
wie die Iso-rhodomycin A-Fraktion der phatpuffer vom pg 5.8). A; = Iso-thodo-
550-stufigen Gegenstromverteilung. Die  mycin A; A, — Rhodomycin A; B; = Tso-
Annahme, da8 der Inhaltsstoff der A,- rhodomyein B; B, = Rhodomycin B
Zone Iso-rhodomycin A ist, war daher
nicht von der Hand zu weisen. Dafiir sprach auch das Mischchromatogramm.
Als wir nimlich dem zur Chromatographie verwendeten Rhodémycin-Préiparat
eine kleine Menge Iso-thodomyecin A aus der Spitzenfraktion der Gegenstrom-
verteilung zusetzten, war im Ringchromatogramm dieser Mischung die A,-Zone
erheblich breiter. Eine endgiiltige Bestiitigung unserer Annahme brachte die
weiter unten beschriebene, priparative Abtrennung des Iso-rhodomycins A aus
der A;-Zone des Papierchrométogrammes.

Abbild. 3. Ringchromatogramm von Roh-

Das in manchen ungereinigten Rhodomycin-Préparaten enthaltene Rhodomycinon und
Iso-rhodomycinon sammelte sich bei der Ringchromatographie in einer dritten, weit
auBen liegenden Zone an. Eine Trennung der beiden Chromophore trat im System Bu-

7) Analyst 72, 277 [1947]; Nature [London] 168, 31 [1949].
8) Nature [London] 161, 435 [1948].  ¥) Angew. Chem. 63, 556 [1952].
19) H. Brockmann u. P. Patt, Naturwissenschaften 40, 221 [1953].
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tanol-Phosphatpuffer nicht ein, weil ihre Rp-Werte hier zu groB sind. Sie gelang jedoch
in Formamid-Benzol. Hier bildeten die beiden Verbindungen gut voneinander getrennte
Zonen, von denen die karmoisinrote des Iso-rhodomycinons den kleineren Rp-Wert hatte.

Mit dieser Ausfithrungsform der Ringchromatographie war nunmehr die
Moglichkeit gegeben, Rhodomycin-Préparate schnell und unter Einsatz klein-
ster Mengen auf Einheitlichkeit zu priifen. Als erstes Beispiel untersuchten
wir ein nach dem friiher beschriebenen Verfahren hergestelltes Rhodomyein A-
hydrochlorid vom Schmp. 183°. Neben einer breiten, gelbroten Hauptzone
entwickelte sich eine schwiichere, gelbrote B-Zone, ein Zeichen, dafl bei der
Darstellung des Priiparates die Rhodomycin B-Fraktion nicht restlos entfernt
worden war. Bei lingerer Entwicklung entstand am inneren Rand beider
Zonen ein karmoisinroter Saum, der auf die Anwesenheit kleiner Mengen Iso-
rhodomycin A bzw. einer roten Komponente der B-Fraktion hindeutete.

In gleicher Weise wurde das fiir die oben geschilderte 550-stufige Gegenstromverteilung
verwendete Iso-rhodomyecin A-hydrochlorid vom Schmp. 193° gepriift. Es bildete einen
breiten inneren und einen schmalen duBeren Ring, die beide weit voneinander getrennt
und karmoisinrot waren. Erst bei lingerer Entwicklung (24 Stdn.) trat am &uBeren
Rand der beiden Zonen ein schmaler, gelbroter Saum auf, der offenbar von Rhodomycin A
bzw. Rhodomycin B herriihrte.

Der gute Trenneffekt im Ringchromatogramm hat uns veranlaBt, das Ver-
fahren im priparativen MaBstab anzuwenden. Da sich je Bogen héchstens
10 mg Substanz einsetzen lassen und die Entwicklung 24—30 Stdn. dauert,
wenn eine gute Trennung von Iso-rhodomycin A und Rhodomyecin A erreicht
werden soll, war die bisherige Arbeitsweise, bei der ein Bogen zwischen Rand
und tubuliertem Deckel eines Exsiccators eingespannt wird ?), fiir priparative
Zwecke zu umstindlich. 'Wie bereits mitgeteilt1?), wurde daher ein Verfahren
ausgearbeitet, mit dem man 30-60 Ringchromatogramme gleichzeitig ent-
wickeln kann. Dabei werden die einzelnen Bogen aufeinander geschichtet, in
der Mitte mit einem Korkbohrer durchbohrt und von dem so entstandenen
Bohrkanal aus durch die friiher beschriebene Trinkvorrichtung®) zuerst mit
stationérer und dann mit mobiler Phase versorgt. Der Papierpack liegt dabei
in einem Exsiccator, durch dessen tubulierten Deckel die Vorratspipette!l?)
fiir die stationire bzw. mobile Phase eingesetzt wird. In einem Ansatz kénnen
80 300—600 mg Substanz verarbeitet werden.

Mit diesem Verfahren wurde zunichst die Darstellung von reinem Iso-
rhodomycin A in Angriff genommen. Ausgangsmaterial war Antibioticum aus
den GefifBen 1—-79 der 550-stufigen Gegenstromverteilung, von dem 300 mg
auf 32 Bogen im System Butanol-10-proz. Essigsdure chromatographiert wur-
den. Die Trennung der A-Zone in einen breiten roten Ring und eine nach
auBen daran anschlieBende, schmale gelbrote Zone war erst nach etwa 30 Stdn.
deutlich genug. Wihrend dieser Zeit wanderte die B-Zone an den Rand des
Papierpackes. Aus den getrockneten Bogen wurde die rote und gelbrote Zone
herausgeschnitten und eluiert.

Der Inhalt der karmoisinroten A-Zone kristallisierte aus salzséiurehaltigem
Methanol in dunkelroten Prismen vom Schmp. 220°. Weiteres Umkristalli-
sieren erhohte den Schmelzpunkt nicht mehr. Hydrolyse mit Siure lieferte
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als einziges farbiges Abbauprodukt Iso-rhodomycinon. Das Priaparat vom
Schmp. 220° ist demnach reines Iso-rhodomycin A-hydrochlorid. Wie sich
spiter herausstellte, kann reines Iso-rhodomycin A-hydrochlorid auch durch
fraktioniertes Umkristallisieren der aus der 550-stufigen Gegenstromverteilung
erhaltenen Spitzenfraktion vom Schmp. 205° gewonnen werden. Ein Teil des
aus der karmoisinroten Zone eluierten Iso-rhodomycins A wurde in ein kristalli-
siertes rotes Perchlorat vom Schmp. 177° iibergefiihrt. Aus dem &uBeren,
gelbroten Rand der A-Zone konnten wir in geringer Menge Rhodomycin A
isolieren.

Bei der Fraktionierung der Rhodomycine ist die priparative Ringchromatographie
der fraktionierten Gegenstromverteilung nicht nur hinsichtlich des Trenneffektes iiber-
legen. Auch der Ldsungsmittelverbrauch ist bedeutend geringer. So lieBen sich mit
einem Pack aus 60 Bogen (29x29 cm) 600 mg Roh-Rhodomyecin in di¢ A- und B-Frak-
tion zerlegen, wobei als mobile Phase 400 ccrn Butanol verbraucht wurden. Fiir eine
tiber 5560 Stufen ‘durchgefiihrte Gegenstromverteilung von 680 mg Roh-Rhodomycin
waren dagegen 13.7 I Butanol erforderlich.

Das reine Iso-rhodomycin A-hydrochlorid vom Schmp. 220° hemmte un-
seren Si.-aureus-Stamm bis zur Verdiinnung 1:4-107. Seine Absorptionskurve
ist der des Iso-rhodomycinons sehr dhnlich. Dagegen unterscheidet sie sich
charakteristisch von der des Rhodomycins A (Abbild. 4).

Bei der Bewertung der Analysenergebnisse ist zu beriicksichtigen, da8 Iso-
rhodomyecin A-hydrochlorid hartnéckig Losungsmittel festhilt und bei lin-
gerem Trocknen Chlorwasserstoff abspalten kann. Die kleinste, mit den
Analysenzahlen in Einklang zu bringende Formel ist C,H;,O,NCL. Auch
CpHgoOgNCl, obgleich weniger gut passend, muBl noch in Betracht gezogen
werden. Fiir die C,-Formel liegen die Kohlenstoffwerte des Perchlorates
etwas zu niedrig und die Cl-Werte etwas zu hoch, was durch Reste iiber-
schiissiger Perchlorsiure bedingt sein kann. Versuche, iiber die in der nichsten
Mitteilung berichtet wird, haben gezeigt, daB das Mol.-Gew. des Iso-rhodo-
mycin A-hydrochlorides mindestens doppelt so gro8 ist wie das der Cyy-Formel.
Angaben iiber die Bruttoformel des Antibioticums sind daher noch nicht
moglich.

Auch zur Gewinnung von reinem Rhodomycin A-hydrochlorid hat sich die
priparative Ringchromatographie gut bewihrt. Eingesetzt wurden 250 mg
einer Rhodomyecin A-Fraktion, aus der das oben erwihnte Hydrochlorid vom
Schmp. 183° bereitet war. Nach 24stdg. Entwicklung mit Butanol (statio-
nidre Phase: 10-proz. Essigsiure) war der karmoisinrote, innere Rand der
A-Zone deutlich von der gelbroten Hauptzone abgesetzt.” Aus der Hauptzone
erhielten wir ein gut kristallisiertes, rotes Hydrochlorid vom Schmp. 205°.
Ein Teil des Eluates der Hauptzone wurde in ein kristallisiertes, dunkelrotes
Rhodomyecin A-perchlorat vom Schmp. 188° iibergefiihrt. Beim Sdureabbau
des Rhodomycin A-hydrochlorides entstand als farbiges Abbauprodukt aus.
schlieflich Rhodomycinon, das sich im Papierchromatogramm als einheitlich
erwies. Das Rhodomycin A-hydrochlorid vom Schmp. 205° war demnach frei
von Iso-rhodomycin A. Aus dem karmoisinroten Innenrand der A-Zone lieB
gich eine geringe Menge Iso-rhodomycin A isolieren.
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Die kleinste, auf die Analysenzahlen des Rhodomycin A-perchlorates pas-
sende Summenformel des Antibioticums ist CpH,qO,N. Zur gleichen Formel
hatten die Analysen unserer friiheren, etwa 109, Iso-rhodomycin A enthal-
tenden Rhodomycin A-hydrochlorid-Priaparate gefiihrt. Die Kohlenstoffwerte
unseres Rhodomycin A-hydrochlorides vom Schmp. 205° lagen etwa 1 9, nied-
riger als fiir die C,y-Formel berechnet. Da aber andererseits die Chlorwerte
etwa 19, zu hoch waren, scheint uns die Abweichung in den Kohlenstoff-
werten nicht unbedingt gegen die C,y-Formel zu sprechen. Im iibrigen gilt
hinsichtlich des Mol.-Gew. das gleiche wie fiir Iso-rhodomycin A, so daB sich
noch keine Aussagen iiber die Bruttoformel des Rhodomycins A machen lassen.

Tafel 1. Vergleich der Rhodomycine

Iso-rhodomycinA- | RhodomycinA- | RhodomycinB-
hydrochlorid hydrochlorid hydrochlorid

Schmp. ....cvvvviviinnann. 220° 205° 180°

[, e e v veeeemeennnennn +268°+30° +178°+10° +174°£10°

wirksame Grenzkonzentration 1:4x107 1:2x 107 1:4x108
610, 563, 551 532, 494 6530, 496

Absorptionsmaxima (Methanol)

Tafel 1 zeigt Daten, durch die sich die Rhodomycine unterscheiden.
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Abbild. 4. Absorptionskurven von Iso-rhodomycin A-hydrochlorid , Rhodo-
---------- in Methanol

myecin A-hydrochlorid ——— und Rhodomycin B-hydrochlorid

Das folgende Schema gibt einen Uberblick iiber die bisher aufgefundenen
Komponenten des Rhodomycin-Komplexes.



Nr.9/1955]  aus Streptomyces purpurascens, Rhodomycine (111.) 1463

Rhodomycin
! . !
RhodomycinA-Fraktion RhodomycinB-Fraktion.
i !
Iso-rhodomycinA Rhodomyocin A Iso-rhodomycin B Rhodomycin B
l Baurehydrolyse l Ssurchydrolyse
Iso-rhodomycinon Rhodomycinon
+ N-haltiger Rest + N-haltiger Rest

Rhodomycin B

Die B-Fraktion des Rhodomyecins, die bisher nicht zur Kristallisation ge-
bracht werden konnte, ist beim isoelektrischen Punkt in Wasser viel weniger
loslich als die A-Fraktion. Ihre Rp-Werte sind daher in den zur Trennung
der A-Rhodomycine bewdhrten Liosungsmittelsystemen zu gro3, um eine wir-
kungsvolle Fraktionierung zu gestatten. Immerhin bildete sich auch in diesen
Systemen ein karmoisinroter Innenrand der B-Zone, eine gewisse Auftrennung
war demnach erfolgt.

Um die B-Fraktion im Papierchromatogramm in ihre Komponenten zu
zerlegen, mufite ein Phasenpaar ausfindig gemacht werden, in dem ihre
Ry-Werte kleiner sind als in Butanol-Pufferlésung bzw. Butanol-10-proz. Essig-
siure. Ein solches Paar erhilt man,
wenn man ein Gemisch aus gleichen
Volumina Butanol und Formamid mit
Wasser versetzt, bis zwei Schichten
entstehen, und die untere als stationére,
die obere als mobile Phase verwendet.
In diesem System trennte sich die B-
Fraktion, wie Abbild. 5 zeigt, in vier
Zonen, eine innere karmoisinrote (B,),
eine schwache Zwischenzone (B,), eine
gelbrote (B;) und eine #&uBere (B,), in X
der sich die in der B-Fraktion enthal-. Apbild. 5. Ringchromatogramm der Rho-
tenen Rhodomycinone ansammelten. domyein B-Fraktion (System Butanol-

Der Inhalt der roten B,-Zone hatte die Yormamid/Formamid-Wasser). B, — Iso-
gleichen Absorptionsbanden wie Iso-thodo- Fhodomycin B; By—Rhodomycin B; B, =
myecin A und lieferte beim S&ureabbau wasser- Rhodomycinen + Iso-rhodomycinon
unlosliches, rotes Abbauprodukt, dessen
Absorptionsspektrum mit dem des Iso-rhodomycinons iibereinstimmte. Wir haben die
Substanz der B,-Zone daher als Iso-thodomycin B bezeichnet. Sie lag in allen bisher

untersuchten B-Fraktionen nur in geringer Menge vor, so daB eine eingehendere Unter-
suchung nicht méglich war.

Der Inhalt der B;-Zone hatte die gleichen Absorptionsbanden wie Rhodo-
mycin A und wird im folgenden Rhodomycin B genannt. Um diese Kom-
ponente in etwas groflerer Menge zu gewinnen, haben wir die papierchromato-
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graphische Fraktionierung der B-Fraktion im priparativen Maflstab durchge-
fithrt. Ausgangsmaterial war die Kulturldsung eines Submersansatzes, die fast
ausschlieflich B-Fraktion enthielt. Das daraus gewonnene Roh-Rhodomycin
{430 mg) wurde, ohne die geringen Rhodomycin A-Mengen vorher abzutrennen,
auf 44 Bogen im System Formamid-Butanol-Wasser chromatographiert. Das
aus dem Eluat der gelbroten Bs-Zone erhaltene Rhodomyein B-hydrochlorid
kristallisierte aus Isopropanol in roten Nadeln vom Schmp. 180°, [«]) . :
+174°4+10°, und hemmte das Wachstum unseres St.-aureus-Stammes bis zur
Verdiinnung 1:5 % 108,

Die kleinste mit den Analysenzahlen dieses Hydrochlorides noch in Ein-
klang zu bringende Formel ist C,,H,,0,N-HCl. Uber die Bruttoformel, die
mindestens doppelt so groB ist, lassen sich noch keine Aussagen machen.
Das aus dem Hydrochlorid freigesetzte amphotere Rhodomycin B ist in Was-
ser wenig, in verd. Sidure gut 16slich.

Die Absorptionsmaxima des RhodomycinB-hydrochlorides haben fast die
gleiche Lage wie die des Rhodomycin A-hydrochlorides. Thre Extinktionswerte
dagegen sind hoéher (Abbild.4). Der am Chromophor hingende stickstoff-
haltige Rest ist beim Rhodomycin B demnach kleiner als beim Rhodomyein A.

Aus der Ubereinstimmung der Absorptionsspektren ergibt sich, daB Rhodo-
mycin A und B entweder gleiche oder sehr dhnliche Chromophore haben und
dasselbe gilt fiir Yso-rhodomycin A und B. Eine Entscheidung war noch nicht
moglich, da wir wegen Materialmangels die Chromophore der belden B-Rhodo-
myecine noch nicht néher untersuchen konnten.

Um zu kliren, ob die B-Rhodomycine in der lebenden Zelle neben den
A.Rhodomycinen gebildet werden, odér Sekundirprodukte sind, die bei der
Autolyse abgestorbener Zellen bzw. bei der Aufarbeitung entstehen, haben
wir frisch geerntetes, nicht getrocknetes Mycel aus Submersansitzen unter
besonders milden Bedingungen auf Rhodomycin verarbeitet und dieses im
Ringchromatogramm untersucht. Alle Proben enthielten kleine Mengen Iso-
rhodomycin A, jedoch keine B-Fraktion. Im Gegensatz dazu fanden wir in
der Kulturlsung aller Submersansitze sowie im Mycel von Submerskulturen,
die linger als zehn Tage bebriitet waren, wechselnde Mengen B-Fraktion
neben den Chromophoren Rhodomycinon und Iso-rhodomycinon.

Diese Beobachtungen zeigen, da3 im Mycel zunichst offenbar nur die A-Rho-
domycine gebildet werden und aus ihnen erst nachtriglich, vielleicht wiahrend
der Autolyse abgestorbener Zellen, die B-Rhodomycine bzw. die Chromophore
entstehen. Eine Umwandlung von A-Rhodomycinen in B-Rhodomycine wihrend
der Trocknung des Mycels konnten wir nicht einwandfrei nachweisen.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemie und vor
allem den Farbenfabriken Bayer, Werk Elberfeld, danken wir fiir groBziigige
Unterstiitzung unserer Arbeiten.

Beschreibung der Versuche

Trennung der Rhodomyecine im Ring-Papierchromatogramm: Ein quadra-
tischer Bogen Filtrierpapier (Schleicher & Schiill 2043b, Mittelpunkt des Bogéns schwach
markiert) wird mit butanolgesittigter m/,, Phosphatpufferlosung, py 5.8, mattfeucht
bespritht und straff zwischen Rand und tubuliertem Deckel eines Exsiccators (20 em
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Durchmesser, Boden mit butanolgesittigtem Wasser bedeckt) so eingelegt, daB der
Mittelpunkt des Bogens unter der Mitte der Tubustffnung liegt. Der iiberstehende Rand
des Bogens wird abgetrennt.

Durch die Tubuséffnung gibt man nun mit einer Kapillarpipette eine Lésung von 5
bis 10 mg Rhodomycin in 0.5 ccm Butanol auf den Mittelpunkt des Bogens (oder die
Peripherie eines kleinen, den Mittelpunkt umgebenden Kreises). Zur Entwicklung des
Chromatogrammes fiillt man 50 ccm Butanol (mit Phosphatpuffer vom py 5.8 gesattigt)
in die Vorratspipettel?), schlieBt deren Hahn und setzt sie mit einem durchbohrten
Korken so in den Tubus des Exsiccatordeckels ein, daBl ihr schrig angeschliffener Aus-
lauf den Mittelpunkt des Bogens leicht beriihrt. Der am Auslauf hingende Tropfen
wird von der Papierscheibe aufgenommen und gibt dabei einen Teil der schrigen Aus-
laufoffnung frei, so daB einige Luftblasen eintreten kénnen und eine entsprechende Menge
Losungsmittel ausflieBt. ‘Der sich beim NachflieBen am Berithrungspunkt mit dem Papier
ausbildende Tropfen verschlieBt die Offnung solange, bis er vom Papier aufgenommen
ist und verhindert inzwischen das Eintreten weiterer Luft. Auf diese Weise wird eine
selbsttitige, von der Verteilung im Papier abhéngige Zufuhr des Lisungsmittels erreicht.

"Nach 2—38 Stdn. ist bereits eine deutliche Trennung von Rhodomycin A und B erreicht.
Um kongentrische Zonen zu erhalten, empfiehlt es sich, den Exsiocator vor der Entwick-
lung des Chromatogrammes mit einer Dosen-Libelle horizontal einzurichten.

Isolierung von Iso-rhodomyecin A

Gewinnung der A-Fraktion: 2.1 kg feingepulvertes Mycel eines Submersansatzes
von Str. purpurascens wurde mit 0.5 n salzsaurem Aceton im Perkolator erschépfend
ausgezogen. Den mit konz. Ammoniak neutralisierten Auszug engte man bei 30° i. Vak.
auf 2! ein und schiittelte ihn mit Ather aus, bis dieser farblos blieb.

Die mit Ammoniak auf pg 8.5 eingestellte waBrig-acetonische Phase versetzte man
mit einer konz. methanol. Bleiacetatlosung, bis nichts mehr ausfiel, zentrifugierte den
Niederschlag ab und entzog der auf pg 8.0 eingestellten Losung das Rhodomycin mit
Chloroform-Athenol (3:1). Den Chloroformauszug verdampfte man i. Vak. und verteilte
den Riickstand, wie frither beschrieben!), in Butanol-Phosphatpuffer vom pg 5.8. Die
dabei erhaltene A-Fraktion kristallisierte aus Isopropanol-Athanol (1:1) auf Zugabe
von einem Tropfen konz. Salzséure in roten Nadeln. Nach zweimaligem Umkristalli-
sieren lag der Schmp. bei 198°1t). Ein aus der gleichen A-Fraktion gewonnenes kristalli-
siertes, rotes Perchlorat schmolz bei 188°.

550 -stufige Gegenstromverteilung der Fraktion A: Eine Losung von 680 mg
Fraktion A in 75 ccm Butanol schiittelte man mit 75 ccm m/,; Phosphatpuffer vom
Py 6.0 durch und fiillte je 26 ccm jeder Phase in die ersten drei Gefae einer 200-stufigen,
vollautomatischen Verteilungsapparatur®), deren GefiBe mit m/,; Phosphatpuffer (pg 6.0)
beschickt waren. Nachdem mit Butanol iiber 200Stufen verteilt war, wurde die Verteilungs-
kurve ermittelt und tiber 350 Stufen weiter verteilt. Die dabeiaus der Apparatur abwandern-
den, den Maxima IT, IIT und IV der Kurve (Abbild. 1) entsprechenden Fraktionen wur-
den nach dem Verfahren von L. C. Craig!?) aufgefangen. Fraktion II kristallisierte aus
Athanol-Isopropanol (1:1) nach Zugabe eines Tropfens konz. Salzsiure in feinen Nadeln
vom Schmp. 189°.

Threm Absorptionsspektrum nach (566, 582, (496) my in Methanol) enthielt Fraktion IT
vorwiegend Rhodomycin A. Die Fraktionen III und IV konnten nicht zur Kristalli-
sation gebracht werden.

Den Inhalt der GefiBe 21—25 verdampfte man im Vakuum. Der Riickstand kri-
stallisierte aus Athanol, dem ein Tropfen konz. Salzséure zugesetzt war, in feinen Nadeln
vom Schmp. 200°. Nach Umkristallisieren aus Athanol-Isopropanol (1:1) lag der Schmp.
bei 203°.

Praparative Ring-Papierchromatographie: 8 Bigen Filtrierpapier (29 x 29 cm,
Schleicher & Schiill 2043b) wurden zweimal quadratisch gefaltet und so aufeinander

1) Alle Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt.
18) Fortschr. chem. Forsch. 1, 292 [1949].



1466 Brockmann, Patt: Iso-rhodomycin A, ein neues Aniibioticum [Jahrg. 88

gelegt, daB in allen 32 Schichten die Laufrichtung der Papierfaser gleich war. Die Mitte
des Packs durchbohrte man mit einem Korkbohrer und versah den so entstandenen
Bohrkanal mit der Einfiillvorrichtung??). Nach Einlegen in eine Kristallisierschale wurde
der Papierpack aus der automatischen Vorratspipette!?) solange mit butanolgesittigter
10-proz. Essigsiiure (stationire Phase) versorgt, bis die Fliissigkeitsfront den &uBeren
Rand der Bogen erreicht hatte. Um eine bevorzugte Durchtrinkung der unteren Papier-
lagen beim Trockenlauf des Bohrkanals zu vermeiden, muBite die iiberschiissige Fliissig-
keit durch schnelles Umdrehen des gesamten Packes entfernt werden.

Inzwischen waren 300 mg des amorphen Verdampfungsriickstandes aus den GefifBlen 1
bis 79 der 550-stufigen Gegenstromverteilung in 10 ccm Butanol geldst und in die Vorrats-
pipette!®) aufgezogen worden. Diese Iso-rhodomycinlosung brachte man anschliefend in
gleicher Weise wie die stationire Phase durch den Bohrkanal auf das Papier.

Noch vor Leerlaufen der Rhodomyecinlésung wurde die Vorratspipette mit Butanol
(mit 10-proz. Essigshure gesittigt) gefiillt und in dem Moment eingesetzt, in dem der
Meniskus der Rhodomycinlésung bis auf den unteren Rand des trichterférmigen Aufsatz-
ringes!?) abgesunken war.

Wihrend der nun folgenden Entwicklung der Chromatogramme durfte der Bohr-
kanal nicht trockenlaufen. Da die Entwicklung 24—48 Stdn. dauerte, wurde eine 100 ccm
fassende Vorratspipette verwendet und die Riéndelkopfmutter der Einfiillvorrichtung 10)
so einreguliert, daB eine Pipettenfiillung iiber Nacht ausreichte. Der Gesamtverbrauch
an Butanol betrug etwa 200 ccm.

Nach 5 Stdn. war die Trennung in die Fraktionen A und B bereits deutlich. Fraktion B
erreichte nach insgesamt 20 Stdn. den Rand des Packes, wo sie sich beim weiteren Ent-
wickeln ansammelte.

Die Trennung der Fraktion A in eine breite, innere, rote und eine schmale, duBlere,
gelbrote Zone ging nur langsam vor sich; das Farbminimum zwischen beiden war nach
30 Stdn. etwa 2 mm breit. Zur Aufarbeitung wurden die Biogen auseinandergefaltet und
in horizontaler Lage (Anklammern an zwei parallel ausgespannten Bindfiden) getrocknet.
Die letzten Losungsmittelreste lieBen sich bei 30° im Trockenschrank entfernen, in den
die Bogen aufgerollt hineingelegt wurden.

Dann faltete man die Bégen wieder zusammen und schnitt die Zonen aus den jeweils
vier Chromatogrammen auf einmal heraus. Die Faltung der Bogen verhinderte ein Ver-
schieben der vier Chromatogramme gegeneinander. Man erhielt so drei Zonen: 1. Breite,
innere, karmoisinrote (Iso-rhodomyecin A); 2. Dicht daran anschlieBende, schmale gelb-
rote (Rhodomycin A); 3. Am #uBersten Rand befindliche Zone (Rhodomycin B, Iso-
rhodomycin B und die Rhodomycinone enthaltend).

Die ausgeschnittenen: Papierstreifen der drei Zonen verriihrte man mit wenig Wasser
zu einem Brei, schlémmte diesen in ein mit Wattefilter versehenes, auf einer Saugflasche
angebrachtes kleines Chromatogrammrohr und eluierte unter vermindertem Druck mit
Methanol-Wasser. Die Eluate engte man i. Vak. auf 5 ccm ein, schiittelte sie mit Chloro-
form-Methanol (4:1) aus und verdampfte die Chloroformlésung im Vakuum. Ausbeuten:
90 mg Iso-rhodomycin A, 16 mg Rhodomycin A, 150 mg Rhodomycin B und Rhodo-
mycinone.

Die Iso-rthodomycin A-Fraktion loste man bei 40° in méglichst wenig Athanol, gab
einen Tropfen konz. Salzsiure hinzu und kiihlte ab. Dabei kristallisierte Iso-rhodo-
mycinA-hydrochlorid in dunkelroten Prismen vom Schmp. 220°; Ausb. 55 mg. Noch-
maliges Umkristallisieren erhohte den Schmp. nicht. Leicht 16slich in Wasser und niedrig-
molekularen Alkoholen, sehr schwer 16slich in Benzol und Chloroform, unléslich in Ather
und Petrolither. Die karmoisinroten Losungen des Iso-rhodomycinA-hydrochlorides
zeigten unter der UV-Lampe intensive, rote Fluorescenz. [a]i3 ... : +268° +30° (c=
0.1 in Methanol). Als Lichtquelle diente eine mit Prismenmonochromator und Filter
606—760 my. versehene 100-Watt-Wolfram-Punktlicht-Lampe.

CyoHyON-HCl (447.9) Ber. C 53.63 H 6.75 028.568 N 3.12 C17.91
C,,H;,0,N-HCl (461.9) Ber. C 53.80 H 6.93 0 27.70 N 3.06 C17.69
Gef. C54.25 H 6.84 027.92 N3.12 C17.30
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Jso-rhodomycinA-perchlorat: Eine Losung von 50 mg Iso-rhodomycin A aus
Zone A der priparativen Papierchromatographie in 1 ccm 50-proz. Athanol wurde mit
2 Tropfen Perchlorsiure (d = 1.66) versetzt. Nach kurzer Zeit kristallisierten diinne,
rote Nadeln des Iso-rhodomycinA-perchlorates vom Schmp. 177° aus. Ausb. 30 mg.

CyoHy O N-HCIO, (511.9) Ber. C46.92 H5.90 N 2.73 C16.92
Gef. C45.156 H5.62 N 2.60 Cl17.75

Fraktionierte Kristallisation von Iso-rhodomycin A-hydrochlorid: Eine
Lisung von 200 mg A-Fraktion in 5 cem Athanol wurde auf 40° erwarmt und mit 0.1 cem
konz. Salzsiure versetzt. Die auskristallisierte Fraktion, rote Nadeln (64 mg) vom
Schmp. 206°, wurde in gleicher Weise umkristallisiert. Ausb. 21 mg, Schmp. 220°. Das
Priparat bildete im Ringchromatogramm eine einheitliche karmoisinrote Zone.

Rhodomyecin A und Rhodomycin B

Rhodomycin A-hydrochlorid: 250 mg Rhodomycin A-Fraktion wurden in gleicher
Weise, wie beim Iso-rhodomycin A beschrieben, auf 7 zweimal gefalteten Bogen Filtrier-
papier (28 Papierschichten) chromatographiert. Nach 24stdg. Entwicklung war eine
geniigende Trennung der Iso-rhodomycinA- und RhodomycinA-Zone erreicht. Ausb.
4 mg Iso-rhodomycin A; 120 mg Rhodomycin A; 90 mg einer aus den B-Rhodomyeci-
nen und den Rhodomycinonen bestehenden Fraktion.

Die Losung der Rhodomycin A-Fraktion in 8 cem Athanol-Isopropanol (1:1) versetzte
man mit 0.2 cem konz. Salzsiure. Beim Erkalten kristallisierte RhodomycinA-hydro-
chlorid in roten Prismen vom Schmp. 205°; Ausb. 46 mg. Nach nochmaligem Umkristal-
lisieren, Schmp. 205°. Leicht 15slich in Wasser und niedrigmolekularen Alkoholen mit
gelbroter Farbe. Sehr schwer lsslich in Benzol und Chloroform, unléslich in Ather und
Petroldther. [a]38, ..,: +178° & 10° (¢ = 0.13 in Methanol).

CgoHy50,N-HCl (431.9) Ber. C55.61 H 7.00 O 25.93 N 3.24 C18.21
CpHyO,N-HCl (419.9) Ber. C54.30 H7.13 O 26.70 N 3.34 Cl8.42
Gef. C54.55 H6.82 026.13 N 3.20 C19.64

RhodomycinA-perchlorat: 580 mg Rhodomycin eines Submersansatzes wurden
ohne vorherige Gegenstromverteilung auf 15 zweimal gefalteten und mit m/;; Phosphat-
puffer vom pg 5.8 getrinkten Bbgen mit Butanol chromatographiert. 60 mg des aus der
RhodomycinA-Zone eluierten Antibioticums léste man unter gelindem Erwarmen in
3 cem 50-proz. Methanol und versetzte mit 0.05 ccm konz. Perchlorsdure. Beim Er-
kalten schied sich das Perchlorat in feinen, roten Nadeln vom Schmp. 188° ab, die mit
Alkohol von —30° nachgewaschen wurden. Léslich in Methanol und Aceton, schwerer
lsslich in Wasser und Butanol.

CyoH,,O,N-HCIO, (495.9) Ber. C 48.44 H 6.09 035.49 N2.82 C17.16
Gef. C47.68 H 5.88 035.88 N 2.82 C17.49

RhodomycinB-hydrochlorid: 1007 auf pg 8.5 eingestellte Kulturldsung eines
Submersansatzes von Str. purpurascens wurden in Anteilen von 10! mit 7! Chloroform-
Methanol (5:2) ausgeriihrt, wobei der Hauptanteil des Farbstoffes ins Chloroform ging.
Die i. Vak. auf 21 eingeengte Chloroformlésung extrahierte man nun mit 3.4 10-proz.
Essigsiure, schiittelte den Essigsiureauszug mit Ather durch, brachte ihn auf pg 8.5 und
versetzte mit konz. Bleiacetatlosung, bis kein Niederschlag mehr ausfiel. Nach Abzentri-
fugieren der Fillung und Entfernung des iiberschiissigen Bleisalzes mit, Natriumhydrogen-
carbonat, wurde bei.pg 8.5 mit Chloroform-Athanol (4:1) ausgeschiittelt und der mehr-
mals mit Wasser gewaschene Chloroformextrakt i. Vak. verdampft, Ausb. etwa 1 g.

430 mg dieses Rohproduktes 16ste man in wenig Butanol und chromatographierte,
wie oben beschrieben, auf 11 zweimal gefalteten Bigen im System Formamid-Wasser-
Butanol (Formamid-Butanol-Mischung 1:1 mit soviel Wasser versetzt, bis sich zwei
Schichten bildeten; untere Phase diente zur Befeuchtung des Papieres, obere zum
Entwickeln der Chromatogramme). Es bildeten sich 5 Zonen, die, wie oben beschrieben,
eluiert und aufgearbeitet wurden. 1.Zone (Iso-rhodomycin A) enthielt nur sehr wenig
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Substanz. 2. Zone 22 mg Rhodomycin A; 3.Zone (sehr schwach, Isorhodomycin B);
4. Zone 200 mg Rhodomycin B. Die 5. Zone, die Rhodomycinone enthaltend, sammelte
sich am Rand des Papierpackes an.

Eine filtrierte Losung von 200 mg der RhodomycinB-Fraktion in mdglichst wenig
Chloroform wurde im Exsiccator neben ein Gefal mit konz. Salzsiure gestellt. Der nach
kurzer Zeit ausfallende Niederschlag (103 mg) wurde unter Erwérmen in mdglichst
wenig Isopropanol gelost. RhodomycinB-hydrochlorid kristallisierte in roten Pris-
men (37 mg) vom Schmp. 180°. [a]i3, ,..: +174° £ 10° (c = 0.05 in Methanol). Gut 16s-
- lich in niedrigmolekularen Alkoholen, m#fig 16slich in Wasser und Aceton, sehr schwer
16slich in Chloroform und Benzol.

Cp,H,,0,N-HCl (417.9) Ber. C54.61 H6.75 0 26.80 N 3.35 C18.48
’ Gef. C54.88 H6.70 0 26.02 N 3.41 C18.94
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