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2 Stdn. wird fltriert und mit Eisessig angesiiuert. Auf Zusatz von Wasser fiillt die F o r m - 
a z y l v e r b i n d u n g  I am. Aus Alkohol umkristdisiert, dunkelrote Krietalle vom 
Schmp. 188-189' (Zem.); Ausb. 170 mg. 

C,,H,,O& (396.6) 
A d  Zusatz von 20-proz.tfberchlomilure zur roten Eisemigl6sung scheidet sich des 

Ber. C 66.58 H 4.07 N21.19 Gef. C 66.76 H4.78 N20.79 

P e r c h l o r a t  ab; dunkelrote Kriatalle vom Schmp. 172-173' (Zers.). 
C,,H,,O~,,-HClO, (497.0) Ber. N 16.90 Gef. N 17.30 

Nickelkomplex (11): Eine alkohol. Liisung von 40 mg der Verbindung I wird mit 
einer konz. wiiL. Lijsung von je 70mg Nicke lsu l fa t  und Natriummtat versetat und 
einige Min. auf dem Waeserbad gekocht. Die abgeschiedenen Kristalle werden abge- 
mugt und mit Wasser nachgewasohen. Schwarzgriine Mikrokristalle, die bei 320" nooh 
nicht schmelzen. 

C,,H,O,N,Ni (451.2) Ber. N 18.63 Ni 13.01 Gef. N 18.48 Ni 12.855) 

207. Hans Brockmann und Peter Patt: Iso-rhodomycin A, ein neues 
Antibioticum aus Streptomyces purpurascens, Rhodomycine, III. Mitteil.'); 

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Univemitiit Gottingen] 
(Eingegangen am 18. Juni 1955) 

Antibiotica aus Actinomyceten, XXXII. Mitte9.a) 

In der A-Fraktion dee Rhodomycins wurde neben Rhodomyoin A 
ein neues, rotes, stickstoEhaltiges, wasserlosliches Antibioticum, dae 
Iso-rhodomycin A, aufgefunden und als kristallisiertes Hydro- 
chlorid und Perchlorat isoliert. Durch Ring-Papierchromatographie 
mit Pufferlosung oder verd. Essigsiiure ala stationiker Phaee konnen 
Rhodomycin A und Iao-rhodomycin A analytisch und priiparativ 
voneinander getrennt werden. 

Beide Antibiotica zerfallen bei milder Siiurehydrolp in den 
wasserunloslichen, stickstofffreien Chromophor und eine wasserlos- 
liche, stickstoff hltige Fmktion. Der Chromophor des RhodomycinsA 
ist das Rhodomycinon, der des Iso-rhodomycinsA das h-rhodo- 
mycinon. 

Aus der B - h k t i o n  des Rhodomycins wurde ein rotes, Rhodo- 
mycin B genanntes Antibioticum ah krietallieiertes Hydrochlorid ab- 
getrennt. 

Daa rote, wasserlodiche , von Streptomyem prpra.scen.sa) gebildete und als 
kristallisiertes Hydrochlorid isolierte Antibioticum Rhodomycin Alp 4) spaltet 
sich bei milder S&urehydrolyse in eine wasserunlosliche, stickstofffreie Chromo- 
phor-Fraktion und einen stickstofialtigen, wasserloslichen Anteil, aus dem 
kiinlich Rhodosa min6), eine Dimethyl-amino-desoxyaldose, isoliert wurde. 
Die Chromophor-Fraktion unserer bisherigen Rhodomycin A-Priiparate ent- 
hiilt, wie ihre chromatographische Untkmuchung gezeigt hat, als Haupt- 

~~ 

5) Die Analpen wurden in unaerem Mikrohbomtorium (Leitung: Doz. Dr. L. Loew e) 

l) 11. Mitteil.: H. Brockmann u. I. Borchers, Chem. Ber. 86,261 [1953]. 
a )  XXXI. Mithil.: H. Brockmann u. R. Oster, Naturwissenschaften 42,155 [1966]. 
") W. Lindenbein, Arch. Mikrobiol. 17,361 [1952]. 
4, H. Brockmann, K. Bauer u. I. Borchers, Chem. Ber. 84,700 [1951]. 
s, H. Brockmann u. E. Spohler, NatdssenschaftenPe, 154 [1955]. 

awpfuhrt. 
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bestandteil das gelbrot losliche, kristallisierte Rhodomycinonl), dem in ee- 
ringer Menge eine zweite, Iso-rhodomycinon genannte Verbindungl) bei- 
gemengt ist. Iso-rhodomycinon lost sich in organisohen Solvenzien karmoisin- 
rot und wurde bisher nur amorph erhalten. 

Da sich Rhodomycinon und lso-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 geiiuBert, daB das Iso-rhodomycinon 
einer noch unbekannten Beimengung des Rhodomycins A entstammt 1). Eine 
erste Bestiitigung dieser Annahme brachte der spektroskopische Vergleich 
von Rhodomycin A-Praparaten verschiedener Herkunft, bei dem wir gewisse 
Unterschiede im Absorptionsspektrum feststellten. Insbesondere war die Ex- 
tinktion einer in Methanol bei 565 mp liegenden Bande bei verschiedenen 
Priiparaten verschieden groI3. Ferner stellte sich heraus, daI3 auch die Ab- 
sorptionskurven der beim Umkristallisieren von Rhodomycin A-hydrochlorid 
anfallenden Fraktionen voneinander abwichen ; die am hochsten schmelzende 
Spitzenfraktion absorbierte im langwelligen Gebiet stiirker als die aus den 
Mutterlaugen gewonnenen Anteile. Und schliefilich gaben Priiparate mit 
starker 565-mp-Bande beim Siiureabbau stets mehr Iso-rhodomycinon als 
solche, bei denen diese Bande nur schwach war. Nach alledem war nicht 
mehr zu bezweifeln, daI3 unsere bisherigen Rhodomycin A-Priiparate in wech- 
selnder Menge eine Verbindung enthalten haben, die in Methanol ein Ab- 
sorptionsmaximum bei 565 mp zeigt und beim Saureabbau Iso-rhodomycinon 
liefert . 

Trennung von Rhodomycin A und Iso-rhodomycin A 
Die Frage, ob die langwellig absorbierende Beimengung des Rhodomycins A 

ein neues Antibioticum ist, hat sich ‘verhiiltnismiifiig schnell entscheiden las- 
sen, weil durch einen gliicklichen Zufall bei einem Submersansatz von Str. 
purpurmcens die Antibiotica-Produktion anders verlief als bisher. Das Mycel 
dieses Ansatees lieferte niimlich eine Rhodomycin A-Fraktion, die im Gegen- 
satz zu unseren bisherigen, gelbrot loslichen A-Fraktionen von Wasser und 
Methanol mit karmoisinroter Parbe aufgenommen wurde. Auch daa aus 
dieser Fraktion gewonnene, rote, kristallisierte Hydrochlorid vom Schmp. 1930 
unterschied sich charakteristisch von unserem bis dahin erhaltenen Rhodo- 
mycin A-hydrochlorid, und zwar 1. durch sein Absorptionsspektrum, 2. durch 
seine blaue Farbe in wiiBrigem Alkali (RhodomycinA lost sich violett) und 
3. durch die Zusammensetzung der beim Siiureabbau entstehenden Chromo- 
phor-Fraktion, die umgekehrt wie beim Rhodomycin A mehr Iso-rhodomyci- 
non als Rhodomycinon enthielt. In der antibiotischen Wirksamkeit dagegen 
(Hemmung von St. aureus bis tur Verdiinnung 1 : 3 x 107) fanden sich keine 
auffalligen Unterschiede gegeniiber Rhodomycin A. Damit konnte als ge- 
sichert gelten, daI3 in unserem karmoisinroten Hydrochlorid ein neues Anci- 
bioticum vorliegt, dessen Chromophor Iso-rhodomycinon ist. Es ist im fol- 
genden als Iso-rhodomycin A bezeichnet. DaB beim Siiureabbau unseres 
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Priiparates neben Iso-rhodomycinon auch Rhodomycinon auftrat, lie13 a d  
beigemengtes Rhodomycin A schlieaen, eine Vermutung, die sich spiiter be- 
stiitigt hat. 

D a  unser neues Priiparat in Methanol eine starke Bande bei 666 mp hat, lag der Ver- 
dacht nahe, dal3 die durch die gleiche Bande chamkterisierte Begleitsubehnz uneerer 
bisherigen Rhodomycin A-Priiparate nichts anderes ist, ale Iso-rhodomycinon. Wie unten 
gezeigt, ist daa htshchlich der Fall. 

6%. prprascena kann demnach Rhdomycin A und Iso-rhodomycin A in wechseln- 
dem Mengenverhiiltnis eneugen. Wiihrend von allen bisher untersuchten Kulturen bevor- 
zugt RhodomycinA gebildet wurde, war im eben beschriebenen Fall das Verhiiltnis 
Rhodomycin A: Iso-rhodomycin A zum erstenma1 umgekehrt wie bisher und so zugunsten 
des Iso-rhodomycina A verschoben, dal3 dieses, wenn auch noch mit etwaa Rhodomycin A 
vermischt, als kristallisiertes Hydrochlorid isoliert werden konnte. 

Die niichste Aufgabe muBte sein, ein Verfahren zur Trennung und Rein- 
darstellung der beiden Antibiotica aus findig zu machen. Versuche, eine Tren- 
'nung durch Adsorptionschromatogaphie zu erzielen, verliefen erfolglos. In  
den zur Chromatographie besonders geeigneten Lijsungsmitteln sind die Rho- 
domycine wenig oder gar nicht loslich und die, in denen sie sich losen, sind 
stark eluotrop und erfordern daher hochaktive Adsorbenzien, an denen keine 
Trennung zu erreichen war. 

Nach diesem MiBerfolg haben wir uns der fraktionierten Gegenstromver- 
teilung zugewandt und zuniichst unser Rhodomycin A enthaltendes Iso- 
rhodomycin - hydrochlorid 
vom Schmp. 193" in einer 
vollautomatischen Appa- 
raturs) uber 200 Stufen 15 
zwischen Butanol und 
Phosphatpuffer (pH 6.0) 
verteilt. Die dabei erhal- 
tene Kurve (Abbild. 1) 
zeigt, daB unser Priiparat *I, 
noch Beimengungen ent- 9 
hielt, die sich durch die 
Maxima 11, I11 und IV zu 
erkennen geben. Da auch 
die Iso-rhodomycin A- 
Fraktion I noch nicht ein- 
heitlich war (Kurve rechts 
vom Maximum flacher als 

1 111 

a5 

berechnet), wurde dieVer- 
teilung Uber 350 Stufen 
weitergefiihrt, wobei die 
Fraktionen 11, I11 und lad, - ber. Kurvenverlauf 

Abbild. 1. Gegenstromverteilung von Iso-rhodomycin 
A-hydrochlorid, Schmp. 193O, iiber 200 Stufen in But&- 

exper. Kurvenver- nol-Phosphatpuffer ?)H 6.0; _ _ _  
IV die Apparatur ver- 
lieBen. Nach insgesamt 550 Vberfiihrungen hatte sich der rechte Teil der 
Iso-rhodomycin A-Kurve weiter verflacht (Abbild. 2), eine Abtrennung der 

") F. A. v. Metzsch, Chemie-Ing.-Techn. 25,66 [1953]. 
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sich durch diese Verflachung andeutenden Beimengung war jedoch nicht 
erreicht . Lediglich eine gewisse Fraktionierung war eingetreten, erkenntlich 
daran, daB in den GefkBen 40-60 die 565-mp-Bande (im Vergleich zu den 
anderen Banden) schwlicher war als in den davor liegenden Stufen. 

Abbild. 2. Gegenstromverteilung von Iso-rliodomycin A-hydrochlorid iiber 550 Stufen 

Um moglichst reines Iso-rhodomycin A zu erhalten, wwde zuniichst nur 
der Inhalt der zum Kurvengipfel gehorigen GefkBe 21-25 (Abbild. 2) auf- 
gearbeitet. Dabei erhielten wir ein kristallisiertes, dunkelrotes Hydrochlorid, 
das zum Unterschied vom Ausgangsmaterial (Schmp. 193") bei 205' schmolz. 
Es gab bei hydrolytischer Spaltung mit Saure eine Farbstoff-Fraktion, die 
prozentual zwar mehr Iso-rhodomycinon enthielt als das Ausgmgsmaterial 
der Gegenstromverteilung, jedoch nicht frei von Rhodomycinon war ; ein 
Zeichen, daB selbst die nach 550-stufiger Verteilung anfallende Iso-rhodo- 
mycin A-Spitzenhktion noch Rhodomycin A enthiilt. Damit schied die appa- 
rative Verteilung als Trennungsverfahren aus. 

Als niichstes haben wir versucht, die Gegenstromverteilung an mit Puffer- 
losung (pH 5.8) befeuchteten Cellulose-Sliulen durchzufuhren. Eingesetzt wur- 
den zuniichst rohe, noch nicht durch Gegenstromverteilung vorgereinigte 
Rhodomycin-Priiparate. Bei Entwicklung mit Butanol bildeten sich schnell 
zwei gut voneinander getrennte Zonen, von denen die obere die Rhodomycin A-, 
die untere die RhodomycinB-Fraktion enthielt. Fiir die Zerlegung roher 
Rhodomycin-Praparate in Fraktion A und B ist die Chromatographie an der 
Cellulose- Siiule mindestens ebensogut geeignet, wie die bislang angewandte 
Verteilungl) in der Apparatur. 

Bei Uingerer Entwicklung des Rhodomycin-Chromatogrammes mit Butanol enhatand 
allm&hlich 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. hider war die Abgrenzung diem Saumea 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 schiirfer abgesetzt sind. Wir haben diese h g e  noch nicht weiter- 
verfolgt, weil uns auf Grund von Vorversuchen die Anwendung der Papierohromato- 
graphie aussichtareicher erschien. 

Bei den ersten Versuchen zur papierchromatographkchen Trennung der 
Rhodomycine arbeiteten wir nach R. R. Goodall und A. A. Levy') auf 
Papierstreifen, die mit Pufferlosung (pH 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 llin- 
gerer Entwicklung ineinander liefen. Im Gegensatz zu diesem wenig ermuti- 
genden Ergebnis erzielten wir gute.Trenneffekte, als wir dtls Verfrthren von 
Goodall und Levy mit der von L. Rutters) angegebenen, von a. Zimmer- 
mann und K. Nehring 8,  modifkierten Ringchromatographie kombinierten 
und auf waagerechten, mit mIl5 Phosphatpuffer (pH 5.8-3.5) getriinktenpapier- 
bogen chromatographierten O) . Rohes 
Rhodomycin gab mit Butanol als mobi- 
ler Phase zwei weit auseinanderliegende 
Ringzonen, von denen die innere die 
Rhodomycin A-Fraktion, die liuBere 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 
kann als stationiire Phase auch 10-proz. 
Essigsllure verwendet werden. 

Das Methanol-Eluat . der A,-Zone 
hatte die gleichen Absorptionsbanden ~~~~,: 
wie die Iso-rhodomycin A-Fraktion der phatpuffer p, 5.8). A, = Iso-rhodo- 
550-stufigen Gegenstromverteilung. Die mycin A; A, = Rhodomycin A; B, = ISO- 
Annahme, daB der Inhaltaatoff der A,- rhodomycb B; Bz = Rhodomych B 
Zone Iso-rhodomycin A i t ,  war daher 
nicht von der Hand zu weisen. Dafur sprach auch drts Mischchromatogramm. 
Als wir niimlich dem zur Chromatographie verwendeten Rhod6mycin-Priiparat 
eine kleine Menge Iso-rhodomycin A aus der Spitzenfraktion der Gegenstrom- 
verteilung zusetzten, war im Ringchromatogramm diaer Mischung die A,-Zone 
erheblich breiter. Eine endgiiltige Bestiitigung unserer Annahme brachte die 
weiter unten beschriebene, priiparative Abtrennung des Iso-rhodomycins A aus 
der A,-Zone des Papierchromdtogrammea. 

Dae in manchen ungereinigten Rhodomych-F'rhparaten enthaltene Rhodomychon und 
Iso-rhodomycinon sammelta sich bei der Ringchromatographie in einer dritten, weit 
a d e n  liegenden Zone an. Eine Trennung der beiden Chromophore trat im System BU- 

') Analyst 72,277 [1947]; Nature [London] 168,31 [1949]. 
8) Nature [London] 161,436 [ lW].  
'0) H. Brockmann u. P. Patt, Naturwissenschaften 40,221 [1963]. 

Chemisehe Berichte Jahre. 88 

") Angew. Chem. 63,666 [1962]. 

95 
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tanol-Phosphatpuffer nicht ein, weil ihre RF-Werte hier zu gro8 sind. Sit3 gel- jedoch 
in Formamid-Benzol. Hier bildeten die beiden Verbindungen gut voneinander getrennte 
Zonen, von denen die kermoisinrote des Iso-rhodomycinons den kleineren RF-Wert hatte. 

Mit dieser Ausfiihrungsform der Ringchromatographie war nunmehr die 
Moglichkeit gegeben, Rhodomycin-Priiparate schnell und unter Einsatz klein- 
ster Mengen auf Einheitlichkeit zu prufen. Als erstes Beispiel untersuchten 
wir ein nach dem fkiiher beschriebenen Verfahren hergestelltes Rhodomycin A- 
hydrochlorid vom Schmp. 183". Neben einer breiten, gelbroten Hauptzone 
entwickelte sich eine schwiichere, gelbrote B-Zone, ein Zeichen, daB 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-F'raktion hindeutete. 

In gleicher Weise wurde dee fiir die oben geschilderte 660-stdge Gegenstromverteilung 
verwendete Iso-rhodomycin A-hydrochlorid vom Schmp. 193" gepriift. Es bildete einen 
breiten inneren und einen schmalen iideren Ring, die beide weit vonehnder getrennt 
und karmoisinrot wmn. Erst bei kngerer Enhicklung (24Stdn.) trat am ituI3eren 
Rand der beiden Zonen ein schmaler, gelbroter Saum auf, der offenbar von RhodomycinA 
bzw. Rhodomycin B herriihrte. 

Der gute Trenneffekt im Ringchromatogramm hat uns veranlaBt, das Ver- 
fahren im priiparativen Mal3stab anzuwenden. Da sich je Bogen hochstens 
10 mg Substanz einsetzen lassen und die Entwicklung 24-30 Stdn. aauert, 
wenn eine gute Trennung von Iso-rhodomycin A und Rhodomycin A erreicht 
werden soll, war die bisherige Arbeitsweise, bei der ein Bogen zwischen Rand 
und tubuliertem Deckel ekes Exsiccators eingespannt wird g), fur pr&parative 
Zwecke zu umstiindlich. Wie bereits mitgeteiltlo), wurde daher ein Verfahren 
ausgearbeitet, mit dem man 30-60 Ringchromatogramme gleichzeitig ent- 
wickeln kann. Dabei weden die einzelnen Bogen aufeinander geschichtet, in 
der Mitte mit einem Korkbohrer durchbohrt und von dem so entatandenen 
Bohrkanal aus durch die friiher beschriebene Triinkvorrichtungdo) zuerst mit 
stationiirer und d a m  mit mobiler Phase versorgt. Der Papierpack liegt dabei 
in einem Exsiccator, durch dessen tubulierten Deckel die Vorratspipettelo) 
fiir die stationare bzw. mobile Phase eingesetzt wird. In einem Ansatz konnen 
so 300-600 mg Substanz verarbeitet werden. 

Mit diesem Verfahren wurde zuniichst die Darstellung von reinem Iso- 
rhodomycin A in An- genommen. Ausgangsmaterial war Antibioticum aus 
den GefiBen 1-79 der 550-stufigen Gegenstromverteilung, von dem 300 mg 
auf 32 Bogen im System Butanol-10-proz. Essigsiiure chromatographiert wur- 
den. Die "rennung der A-Zone in einen breiten roten Ring und eine nach 
auBen daran anschlieaende, schmale gelbrote Zone war erst nach etwa 30 Stdn. 
deutlich genug. Wiihrend dieser Zeit wanderte die B-Zone an den Rand des 
Papierpackes. Bus den getrockneten Bogen wurde die rote und gelbrote Zone 
herausgeschnitten und eluiert. 

Der Inhalt der karmoisinroten A-Zone kristaUisierte aus salzsiiurehaltigem 
Methanol in dunkelroten Prismen vom Schmp. 220". Weiteres Umkristalli- 
sieren erhohte den Schmelzpunkt nicht mehr. Hydrolyse mit Siiure lieferte 
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ah einziges farbiges Abbauprodukt Iso-rhodomycinon. Das Praparat vom 
Schmp. 220" ist demnach reines Iso-rhodomycin A-hydrochlorid. Wie sich 
spater 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 wwde in ein kristalli- 
siertes rotes Perchlorat vom Schmp. 177" ubergefuhrt. Aus dem iiuaeren, 
gelbroten Rand der A-Zone konnten wir in geringer Menge RhodomycinA 
isolieren. 

Bei der Fraktionierung der Rhodomycine ist die praparative Ringohmmatographie 
der fraktionierten Gegenstromverteilung nicht nur bicht l i ch  des Trenneffektes uber- 
legen. Auch der Lijsungsmittelverbrauch ist bedeutend geringer. So liekn eich mit 
einem Pack aus 00 Bogen (29 x 29 cm) 600 mg Roh-Rhodomycin in die A- und B-Frak- 
tion zerlegen, wobei ah mobile Phase 400ccm Butanol verbraucht wurden. Fiir eine 
iiber 660 Stufen durchgefiihrte Gegenstromverteilung von 680 mg Roh-Rhodomycin 
waren dagegen 13.7 1 Butanol erforderlich. 

Das reine Iso-rhodomycin A-hydrochlorid vom Schmp. 220" hemmte un- 
seren St.-aurewr-Stamm bis zur Verdiinnung 1 : 4.10'. Seine Absorptionskurve 
ist der des Iso-rhodomycinons sehr iihnlich. Dagegen unterscheidet sie sich 
charakterietisch von der des Rhodomycins A (Abbild. 4). 

Bei der Bewertung der Analysenergebnisse ist zu berucksichtigen, daB Iso- 
rhodomycin A-hydrochlorid hartniickig Lijsungsmittel festhiilt und bei lan- 
gerem Trocknen Chlorwaaserstoff abspalten kann. Die kleinste, mit den 
Analysenzahlen in Einklang zu bringende Formel ist C,,H,,O~Cl. Auch 
C~, ,O&Cl,  obgleich weniger gut pwend,  muI3 noch in Betracht gezogen 
werden. Fur die C,-Formel liegen die Kohlenstoffwerte des Perchlorates 
etwas zu niedrig und die Cl-Werte etwas zu hoch, was durch Reste uber- 
schussiger Perchlorsiiure bedingt sein kann. Versuche, iiber die in der nachsten 
Mitteilung berichtet wird, haben gezeigt, daI3 das Mo1.-Gew. des Iso-rhodo- 
mycin A-hydrochlorides mindestens doppelt so groI3 ist wie daa der C,-Formel. 
Angaben uber die Bruttoformel des Antibioticums sind daher noch nicht 
moglich. 

Auch zur Cewinnung von reinem Rhodomycin A-hydrochlorid hat sich die 
praparative Ringchromatographie gut bewiihrt. Eingesetzt wurden 250 mg 
einer Rhodomycin A-Fraktion, aus der das oben erwiihnte Hydrochlorid vom 
Schmp. 183" bereitet war. Nach 24stdg. Entwicklung mit Butanol (statio- 
nare Phase: 10-proz. Essigsaure) 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 wwde in ein kristallisiertes, dunkelrotes 
Rhodomycin A-perchlorat vom Schmp. 188O ubergefuhrt. Beim Siiureabbau 
des Rhodomycin A-hydrochlorides entstand als farbiges Abbauprodukt aus- 
schlieBlich 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 
sich eine geringe Menge Iso-rhodomycin A isolieren. 

- - 
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Schmp. ................... 
[a]&,,, ................... 
wirksame Grenzkonzentration 
Absorptionsmaxima (Methanol) 

Die klehste, auf die Analysenzahlen des Rhodomycin A-perchlorates pm- 
sende Summenformel des Antibioticums ist C,H,O,N. Zur gleichen Formel 
hatten die Analysen unserer friiheren, etwa 10 yo Iso-rhodomycin A enthal- 
tenden Rhodomycin A-hydrochlorid-Priiparate gefiihrt. Die Kohlenstoffwerte 
unseres Rhodomycin A-hydrochlorides vom Schmp. 205" lagen etwa 1 % nied- 
riger als fiir die C,-Formel berechnet. Da aber andererseits die Chlorwerte 
etwa 1 %  zu hoch waren, scheint uns die Abweichung in den Kohlenstoff- 
werten nicht unbedingt gegen die C,-Formel zu sprechen. Im ubrigen gilt 
hinsichtlich des Mo1.-Gew. das gleiche wie fur Iso-rhodomycin A, so daB sich 
noch keine Aussagen iiber die Bruttoformel des Rhodomycins A machen lassen. 

220" 205" 180" 
+268"&30" +178" & 10" +174°-1100 

1:4x107 1:2x 10' 1:4 x lo6 
610, 563, 551 532, 494 530, 496 

Tafel 1. Vergleich der Rhodomycine 

Iso-rhodomycid- RhodomycinA- RhodomycinB- I hydrochlorid hydrochlorid hydrochlorid 

Tafel 1 zeigt Daten, durch die sich die Rhodomycine unterscheiden. 

--A 

Abbild. 4. Absorptionskurven von Iso-rhodomycin A-hydrocblorid - , Rhodo- 
mycin A-hydrochlorid - -- und Rhodomycin B-hydrochlorid .......... in Methanol 

Daa folgende Schema gibt einen uberblick uber die bisher aufgefundenen 
Komponenten des Rhodomycin-Komplexes. 
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Rhodomyoin 

RhodomyainB-Fraktion 
4 

Rhodom y oin A-Frektion 

:- 
. 18mmtlydnlbs 1 

Ieo-rhodomyoinA Rhodomyoin A Ieo-rhodomycin B Rhodomyoin B 

SlmbydmgSe 

h-rhodomyahon Rhodomyohon 
+ N-haltiger Reat + N-hdtipr Reat 

Rhodomycin B 
Die B-Fraktion des Rhodomycins, die bisher nicht zur Kristallisation ge- 

bracht werden konnte, ist beim koelektrischen Punkt in Wttsser vie1 weniger 
loalich als die A-Fraktion. Ihre R,-Werte sind daher in den zur 'Trennung 
der A-Rhodomycine bewiihrten Lijsungsmittelsystemen zu groD, 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, mul3te ein Phaaenpmr ausfindig gemacht werden, in dem ihre 
R,-Werte kleiner sind als in Butanol-Pufferlosung bzw. Butanol-10-proz. Essig- 
siiure. Ein solches Paar erhiilt man, 
wenn man ein Gemisch aus gleichen 
Volumina Butanol und Formamid mit 
Wasser versetzt, bis zwei Schichten 
entstehen, und die untere als stationtire, 
die obere als mobile Phase verwendet. 
In  diesem System trennte sich die B- 
Fraktion, wie Abbild. 5 zeigt, in vier 
Zonen, eine innere karmoisinrote (BJ, 
eine schwache Zwischenzone (BJ, eine 
gelbrote (B,) und eine iiaere (BJ, in 
der sieh die &bad, 5. ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ t o g r a ~ ~  der Rho- 
tenen Rhodomycinone ansammelten. domycin B-Fmktion (System Butenol- 

F'ormamid/Formamid-wa~r). B1 = Is0- 
gleichen Absorptionsbanden wie Iao-rhodo- rhdomycb B; BS = Rhodomycin B; B4 = 

RhdomYcinon + I~-rhodomycinon 
unliisliches, rote8 Abbauprodukt, dessen 
Absorptiomapektrum mit dem des Iso-rhodomycinom iibereinstimmte. Wir haben die 
Subst- der Bl-Zone daher als 180-rhodomycin B bezeichnet. Sie leg in. allen bisher 
untemuchten B-hktionen nur in geringer Menge vor, so daB eine eingehendere Unter- 
suchung nicht moglich war. 

Der Inhalt der B,-Zone hatte die gleichen Absorptionsbanden wie Rhodo- 
mycin A und wird im folgenden R h o d o m y c i n B  genannt. Um diese Kom- 
ponente in etwas grofierer Menge zu gewinnen, haben wir die papierchromato- 

der B-Fraktion enthal- 

Der Inhalt der mten B,-Zone bath die 

mycbA und fiefeh beim S&mbbau w m r -  
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graphische Fraktionierung der B-Fraktion im priiparativen Mahtab durchge- 
fiihrt. Ausgangsmaterial war die Kulturlosung eines Submersansatzes, die fast 
ausschlieDlich 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 B,-Zone erhaltene Rhodomycin B-hydrochlorid 
kristallisierte aus Isopropanol in roten Nadeln vom Schmp. 180", [a]:-,, : 
+174"f lo", und hemmte das Wachstum unseres St.-aurew-Stammes bis zur 
Verdunnung 1 : 5 x 106. 

Die kleinste mit den Analysenzahlen dieses Hydrochlorides noch in Ein- 
klang zu bringende Formel ist C,,H,06N.HC1. Cfber die Bruttoformel, die 
mindestens doppelt so groD ist, lassen sich noch keine Aussagen machen. 
Das aus dem Hydrochlorid freigesetzte amphotere Rhodomycin B ist in Was- 
ser wenig, in verd. Saure gut loslich. 

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

Aus der ffbereinstimmung der Absorptionsspektren ergibt sich, daD Rhodo- 
mycin A und B entweder gleiche oder sehr ahnliche Chromophore haben und 
dasselbe gdt fiir Iso-rhodomycin A und B. Eine Entscheidung war noch nicht 
moglich, da wir wegen Materialmangels die Chromophore der beiden B-Rhodo- 
mycine noch nicht naher untersuchen konnten. 

Um zu klkren, ob die B-Rhodomycine in der lebenden Zelle neben den 
A-Rhodomycinen gebildet werden, oder Sekundarprodukte sind, die bei der 
Autolyse abgestorbener Zellen bzw. bei der Aufarbeitung entstehen, haben 
wir frisch geerntetes, nicht getrocknetes Mycel aus Submersansiitzen 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 d a m  fanden wir in 
der Kulturlosung aller Submersansiitze sowie im Mycel von Submerskulturen, 
die Ianger ah zehn Tage bebriitet waren, wechselnde Mengen B-Fraktion 
neben den Chromophoren Rhodomycinon und Iso-rhodomycinon. 

Diese Beobachtungen zeigen, daB im Mycel zunachst offenbar nur die A-Rho- 
domycine gebildet werden und aus ihnen erst nachtraglich, vielleicht wahrend 
der Autolyse abgestorbener Zellen, die B-Rhodomycine bzw. die Chromophore 
entstehen. Eine Umwandlung von A-Rhodomycinen in B-Rhodomycine wahrend 
der Trocknung des Mycels konnten wir nicht einwandfrei naohweisen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemie und vor 
allem den Farbenfabriken Rayer, Werk Elberfeld, danken wir fur grolziigige 
Unterstutzung uneerer Arbeiten. 

Besohreibung der Versneh 
Trennung der Rhodomycine im Ring-Papierchromatogramm: Ein quadra- 

tiacher Bogen Filtrierpapier (Schleicher & Schiill2043b, Mittelpunkt des Bogena sohwach 
mwkiert) wird mit butanolgesiittigter m/15 Phosphatpufferlijsung, p, 5.8, mattfeucht 
bespriiht und straff miachen Rand und tubuliertem Deckel eines Exsiccatom (20cm 
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Durchmeeaer, Boden mit butanolgesiittigtem Wasser bedeckt) so eingelegt, daB der 
Mittelpunkt des Bogens unter der Mitte der Tubusofiung liegt. Der iiberstehende Rand 
des Bogens wird abgehnnt. 

D m h  die Tubueofiung gibt man nun mit einer Kapillarpipette eine Usung von 6 
bis 10 mg Rhodomycin in 0.5 ccm Butanol auf den Mittelpunkt des Bogem (oder die 
Peripherie eines kleinen, den Mittelpunkt umgebenden Iireiaes). Zur Entwieklung des 
Chromatogrammea fiillt man 60 cch Butanol (mit Phosphatpuffer vom % 6.8 geGttigt) 
in die Vomtspipettelo), schlieDt deren Hahn und setzt sie rnit einem durchbohrten 
Korken so in den Tubue dea Exeiccatordeckels ein, daB ihr schriig angeschliffener Am- 
l a d  den Mittelpunkt dea Bogena leicht be-. Der am Auehuf hbgende Tmpfen 
wird von der Papierscheibe aufgenommen und gibt dabei einen Teil der schriigen Aue- 
laufohung fwi, so daD einige L u f t b h n  eintreten konnen und eine entsprechende Menge 
Liisungsmittel aua9ieBt. *Der sich beim NachflieBen am Beriihrungspunkt mit dem Papier 
ausbildende Tmpfen vemchlieBt die &hung solange, bis er vom Papier aufgenommen 
ist und verhindert inzwischen dae Eintreten weiterer Luft. Auf diem Weise wird eine 
selbsttiltige, von der Verteilung im Papier abhiingige Zufuhr des Lasungsmittela emicht. 

Nach 2-3 Stdn. ist bereits eine deutliche Trennung von Rhodomycin A und B erreicht. 
Um konzentrische Zonen zu erhlten, empfiehlt es sich, den Exsiccator vor der Entwick- 
lung des Chromatogrammes mit einer Doeen-Libelle horizontal einzurichten. 

Isolierung von Iso-rhodomycin A 
Gewinnung der  A-Fraktion: 2.1 kg feingepulvertea Mycel eines Submemmd,zes 

von 8tr. p r p r m w  wurde rnit 0.6n salzmurem Aceton im Perkohtor erschopfend 
ausgezogen. Den mit konz. Ammoniak neutmliaierten Ausmg en@ man bei 30" i. Vak. 
auf 2 1 ein und schuttelte ihn mit Ather aus, bis dieser farblos blieb. 

Die mit Ammoniak auf %8.6 eingestellte wiiBrig-acetonkche Phase veraetzte man 
mit einer konz. methanol. Bleiaoetatlosung, bia nichts mehr ausfiel, zentrifugierte den 
Niedemchhg ab und entzog der auf %8.0 eingestellten Lasung das Rhodomycin mit 
Chloroform-Athano1 (3: 1). Den Chlorofomuszug verdampfte man i. Vak. und verbilte 
den Ruckstand, wie friiher beschriebenl), in Butanol-Phosphatpuffer vom % 6.8. Die 
dabei erhaltene A-Fraktion kristallisierte aue Impropanol-Athano1 (1 : 1) auf Zugabe 
von einem Tmpfen konz. Salzeiiure in roten Nadeln. Nach zweimaJigem Umkristalli- 
sieren lag der Schmp. bei 198" 11). Ein &us der gleichen A-Fmktion gewonnenes kristalli- 
siertes, robs Perchlomt schmobi bei 188". 

560-stufige Gegenstromverteilung der  F rak t ion  A: Eine L6sung von 680 mg 
Fraktion A in 76 ccm Butanol schuttelte man rnit 76 ccm rnlU Phosphatpuffer vom 
Z)H 6.0 durch und fiillte je 26 ccm jeder Phwe in die ersten drei GefiiBe einer 200-stufigen, 
vollautomatischen Verteilmgsappamture), deren GefiiBe rnit rn/, Phosphatpuffer (% 6.0) 
beschickt waren. Nachdem mit Butanol iiber 2OOStufen verteilt war, wurde die Verteilunga- 
kurve ermittelt und iiber 360 Stufenweiterverteilt. Die dabeiaue der Appamtur abwandern- 
den, den Maxima 11, I11 und IV der Kurve (Abbild. 1) entsprechenden Fraktionen wur- 
den nach dem Verfahren von L. C. Craig") aufgefangen. Fmktion 11 kristdisierte PUB 

Athanol-Isopmpanol (1 : 1) nach Zugabe eines Tropfens konz. hlz&ure in feinen Nadeln 
vom Schmp. 189". 

Ihrem Absorptionsepektrum nach (666,682, (496) mp in Methenol) enthielt Fraktion 11 
vorwiegend RhodomycinA. Die Fraktionen III und IV konnten nicht zur Kristalli- 
sation gebmcht werden. 

Den Inhalt der GefiiBe21-26 verdampfte man imVakuum. Der Ruckstand kri- 
stallisierte a m  Athanol, dem ein Tropfen konz. SalzsiGure zugeaetzt war, in feinen Ndeln 
vom Schmp. 200". Nach Umkristallisieren &us Athanol-Isopropanol(1: 1) lag der Schmp. 
bei 203". 

Pr&para t ive  Ring-Papierchromatographie:  8 Bogen Filtrierpapier (29 x29 cm, 
Schleicher & Schiill 2043b) wurden zweimal quadmtisch gefaltet und so aufeinander 

11) Alle Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt. 
") Fortachr. chem. Fomch. 1,292 [1949]. 
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gelegt, dal3 in allen 32 Schichten die Laufrichtung der Papierfaser gleich war. Die Mith 
dea Packs durchbohrte man mit einem Korkbohrer und versah den so entatandenen 
Bohrkanal mit der Einftillvorrichtunglo). Nach Einlegen in eine Krishllisierschale wurde 
der Papierpack &us der automatischen Vorratspipettelo) solange mit buhnolgesiittigter 
10-proz. Esaigsiiure (stationiire Phase) versorgt, bis die Fliissigkeitsfront den itul3eren 
Rand der Bogen erreicht hatte. Um eine bevorzugta Durchtriinkung der unteren Papier- 
lagen beim Trockenlauf des Bohrkanals zu vermeiden, m d t e  die uberschiissige Flussig- 
keit durch schnelles Umdrehen des gesamten Packes entfernt werden. 

Inzwischen waren 300 mg des amorphen V e r d a m p f u n g s r u c k s  a m  den GefiZDen 1 
bis 79 der 550-stufigen Gegenstromverteilung in 10 ccm Butanol gelost und in die Vorrata- 
pipettelo) aufgezogen worden. Diese Iso-rhodomycinlosung brachte man anschlieknd in 
gleicher Weise wie die stationire Phase durch den Bohrkanal auf &s Papier. 

Noch vor Leerlaufen der Rhodomycinlosung wurde die VomtspipetG mit Bubnol 
(mit 10-proz. Essig&um geseittigt) gefiillt und in dem Moment eingesetzt, in dem der 
Meniskus der Rhodomycinlosung bis auf den unteren Rand des trichterfonnigen Aufsatz- 
ringeslo) abgesunken war. 

Withrend der nun folgenden Entwicklung der Chromatogramme durfte der Bohr- 
kana1 nicht trockenlaufen. Da die Entwicklung 24-48 SMn. dauerte, wurde eine 100 ccm 
fassende Vorratspipette verwendet und die Riindelkopfmutter der Einfiillvorrichtung 10) 
so einreguliert, daD eine Pipettenfiillung iiber Nacht ausreichte. Der Gesrtmtverbrauch 
an Butanol betrug etwa 200 ccm. 

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

Die Trennung der FraktionA in eine breite, innere, rote und eine s c h l e ,  &&re, 
gelbrote Zone ging nur langsrtm vor sich; das Farbminimum zwischen beiden war nach 
30 Stdn. etwa 2 mm breit. Zur Aufarbeitung wurden die Bijgen auseinandergefaltet und 
in horizontaler Lage (Anklammern an zwei parallel ausgespannten Bindfilden) getrocknet. 
Die letzten Losungsmittelreste liekn sich bei 30' im Trockenscbnk entfernen, in den 
die Bogen aufgerollt hineingelegt wurden. 

Dann faltete man die Bogen 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-rhodomycin A) ; 2. Dicht damn anschlielende, schmale gelb- 
rote (Rhodomycin A);  3. Am iiul3ersten Rand behdliche Zone (Rhodomycin B, h- 
rhodomycin B und die Rhodomycinone enthaltend). 

Die ausgesohnittenen Papierstreifen der drei Zonen vemiihrte man mit wenig Wasser 
zu einem Brei, schhmmte diesen in ein mit Wattefilter vemhenes, auf einer Saughche 
angebrachtes kleines Chmmatogrammrohr und eluierte unter vermindertem Druck mit 
Methanol-Wasser. Die Eluate en@ man i. Vak. auf 5 ccm ein, schuttelte sie mit Chloro- 
form-Methanol (4: 1) aus und verdampfte die Chloroformlosung im Vakuum. Ausbeuten: 
90 mg Iso-rhodomycin A, 16 mg Rhodomycin A, 150 mg Rhodomycin B und Rhodo- 
mycinone. 

Die Iso-rhodomycin A-Fraktion loste man bei 40' in moglichst wenig Xthanol, gab 
einen Tropfen kona. Salzsiiure hinzu und ktihlte ab. Dabei kriatallisierte Iso-rhodo- 
mycinA-hydrochlorid indunkelrotenPrismenvom Schmp. 220'; Aueb. 55 mg. Noch- 
maliges Umkristabieren erhohte den Schmp. nicht. Leicht loslich in Wasser und niedrig- 
molekularen Alkoholen, sehr schwer loslich in Benzol und Chloroform, unl6slich in Ather 
und Petroliither. Die karmoisinroten Losungen des Iso-rhodomycin A-hydrochlorides 
zaigten untar der W - L a m p  intensive, rote Fluorescenz. [a]&7Bo: +268' f 30" (c - 
0.1 in Methanol). Als Lichtquelle diente eine mit Prismenmonochromator und Filter 
606-760 rnp vemhene 100-Watt-Wolfram-Punktlicht-Lamp. 

Cz0H,O8N.HC1 (447.9) 
C,lH,108N~HCl (461.9) 

Ber. C 53.63 H 6.75 0 28.58 N 3.12 C17.91 
Ber. C 53.80 H 6.93 0 27.70 N 3.06 C17.69 
Gef. C 54.25 H 6.84 0 27.92 N 3.12 C17.30 
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Jso-rhodomycinA-perchlorat: Eine Losung von 50 mg Iso-rhodomycin Aaus 
Zone A der priiparativen Papierchromatographie in 1 ccm 50-proz. Athanol wurde mit 
2 Tropfen Perchlorsaure (d = 1.66) versetzt. Nach kurzer Zeit kristallisierten diinne, 
rote Nadeln des Iso-rhodomycinA-perchlorates vom Schmp. 177" aus. Ausb. 30mg. 

I3er. C 46.92 I3 5.90 N 2.73 (216.92 
Gef. C45.15 H5.62 N2.60 C17.75 

- .  - ~ 

C,,H,,O,N.HClO, (511.9) 

Frakt ionier te  Kristall isation von Iso-rhodomycin A-hydrochlorid:  Eine 
Liisung von 200 mg A-Fraktion in 5 ccm Athano1 wurde auf 40" erwiirmt und mit 0.1 ocm 
konz. Salzsaure versetzt. Die auskristallisierte Fraktion, rota Nadeln (54 mg) vom 
Schmp. 206", wurde in gleicher Weiea umkristallisiert. Ausb. 21 mg, Schmp. 220'. Daa 
Priiparat bildete im Rmgchromatogramm eine einheitliche karmoisinrote Zone. 

Rhodomycin A und Rhodomycin B 

Rhodomycin A-hydrochlorid: 260 mg RhodomycinA-Fraktionwurdeningleicher 
W e b ,  wie beim Iso-rhodomycin A beschrieben, auf 7 zweimal gefalteten Bogen Filtrier- 
papier (28 Papiersohichten) chromatographiert. Nach 24stdg. Entwicklung war eine 
geniigende Trennung der Iso-rhodomycin A- und Rhodomycin A-Zone erreicht. Ausb. 
4 mg Iso-rhodomycin A; 120 mg Rhodomycin A; 90 mg einer &us den B-Rhodomyci- 
nen und den Rhodomycinonen bestehenden Fraktion. 

Die Lijsung der RhodomycinA-Fraktion in 8 ccm &hanol-Isopropanol(l: 1) versetzte 
man rnit 0.2 ccm konz. Salzsriure. R i m  Erkalten kristallisierte RhodomycinA-hydro- 
ohlorid in roten Priamen vom Schmp. 205"; Ausb. 46 mg. Nach nochmaligem Umkristal- 
bieren, Schmp. 206". Leicht loslich in Wasser und niedrigmolekularen Alkoholen mit 
gelbroter Farbe. Sehr schwer loslich in Benzol und Chloroform, unloelich in Ather und 
Petroliither. [a]&,-,,o: +178" f 10" (c = 0.13 in Methanol). 

Czo~,O,N~HCl (431.9) 
Cl,H,O,N~HC1 (419.9) 

Ber. C 55.61 H 7.00 0 26.93 N 3.24 (38.21 
Ber. C 54.30 H 7.13 0 26.70 N 3.34 C18.42 
Gef. C54.55 H6.82 026.13 N3.20 C19.64 

RhodomycinA-perchlorat: 680 mg Rhodomycin eines Submersansetzes wurden 
ohne vorherige Gegenstromverteilung auf 15 zweimal gefalteten und mit rnhs Phosphat- 
puffer vom * 5.8 getriinkten Bogen mit Butanol chromatographiert. 60 mg dee aus der 
RhodomycinA-Zone eluierten Antibiotioums loste man unter gelindem Erwiirmen in 
3 ccm 60-proz. Methanol und versetzte mit 0.05 ccm konz. Perchlorsiiure. Beim Er- 
kalten schied sich dw Perchlorat  in feinen, roten Nadeln vom Schmp. 188" ab, die rnit 
Alkohol von -30" nachgewaachen wurden. Loslich in Methanol und Aceton, schwerer 
loslich in W w r  und Buhnol. 

C,oHz,0,N~HC104 (496.9) Ber. C 48.44 H 6.09 0 35.49 N 2.82 C17.16 
Gef. C47.68 H5.88 0 36.88 N2.82 Cl7.49 

RhodomycinB-hydrochlorid: 100 I auf Z)H 8.6 eingestellte Kulturlosung eines 
Submersamtzes von 8tr. prpurmcem wurden in Anteilen von 10 1 mit 7 1 Chloroform- 
Methanol (5:2) ausgeriihrt, wobei der Hauptanteil des Farbstoffes ins Chloroform ging. 
Die i. Vak. auf 2 1 eingeengte Chloroformlosung extrahierte man nun mit 3.4 1 10-proz. 
Essigsiiure, schiittelte den Essigeiiureauszug mit Ather durch, brachte ihn auf % 8.5 und 
versetzte mit konz. Bleiamtatlosung, bis kein Niederschlag mehr aushl. Nach Abzentri- 
fugieren der Fiillung und Entfernung des iiberschiiesigen Bleisalzes mit Natriumhydrogen- 
carbonat, wurde bei.?z, 8.5 mit Chloroform-Athano1 (4: 1) ausgeschtittelt und der mehr- 
mals mit W-ser gewaschene Chloroformextrakt i. Vak. verdampft. Ausb. etwa 1 g. 

430mg diems Rohproduktes loste man in wenig Butanol und chromatographierte, 
wie oben beschrieben, auf 11 meimal gefalteten Bogen im System Formamid-Wasser- 
Buhnol (Formamid-Butanol-Mohung 1:l mit soviel Wawr versetzt, bis sich zwei 
Schichten bildeten; untere Phase diente zur Befeuohtung dea Papierea, obem 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, Ieorhodomycin B); 
4. Zone 200 mg Rhodomycin B. Die 5. Zone, die Rhodomycinone enthaltand, eammelte 
sich am Rand des Papierpaokes an. 

Eine filtrierte =sung von 200mg der RhodomycinB-hktion in moglichst wenig 
Chloroform wurde im Exsiccator neben ein Gefiil3 mit konz. SalzsiLUre gestellt. Der nech 
kurzer Zeit ausfallende Niedersohlag (103mg) wurde unter Erw&rmen in moglichst 
wenig Ieopropanol gelost. RhodomycinB-hydrochlorid kristallisierte in rotan Pris- 
men (37 mg) vom Schmp. 180'. [a]&,,: +174" f. 10' (c = 0.05 in Methanol). Gut los- 
lich in niedrigmolekularen Alkoholen, miiI3ig liielich in Wtlsser und Aceton, sehr schwer 
lBslich in Chloroform und Benzol. 

C,,H,,O,N.HCl (417.9) Ear. C 54.61 H 6.76 0 26.80 N 3.35 C18.48 
Gef. C 54.88 H 6.70 0 26.02 N 3.41 C18.94 
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