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der Extrakt eingeengt, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. destilliert. Bei 102
bis 105°/1 Torr destillierte eine hellgelbe Fliissigkeit, die das angestrebte Dien VIII dar-
stellte (47 g). Bei nochmaliger Destillation iiber sehr wenig Natrium ging die Substanz
bei 103—105°/1 Torr als farblose Fliissigkeit iiber, die schliellich im Eisschrank kristalli-
sierte und nach Umkristallisieren aus Methanol bei 37.5—38.0° schmolz. »{ 1.5090. Die
Substanz ist sehr sauerstoffempfindlich.
CH,; (190.3) Ber. C88.35 H11.65 Gef. C88.41 H11.61

2.7-Dimethyl-[hydrindeno-1.2":9.10-dekahydrophenanthren]: 25g des
Diens VIII und 12.5 g frisch dest. Inden wurden iiber 20 Stdn. unter Stickstoff auf
215-225° erhitzt, das Reaktionsgemisch anschlieBend fraktioniert destilliert, wobei nach
Abtrennung von nichtumgesetztem Inden und Dien eine Fraktion bei 160—190°/0.11 Torr
erhalten wurde, die als gelbliches, viscoses Ol iiberging und griBtenteils das Kondensa-
tionsprodukt darstellte (13 g).

2.7-Dimethyl-{indeno-1'.2":9.10-phenanthren] (VII): 10 g des Kondensations-
produktes und 30 g Selen wurden im Metallbad 20 Stdn. auf 340—350° erhitzt; das -
Reaktionsprodukt wurde samt iiberschiissigem Selen pulverisiert und mit Cyclohexan
heifl extrahiert. Der gelblichbraune, in Cyclohexan stark fluorescierende Extrakt wurde
an Aluminiumoxyd (Brockmann) chromatographiert, wobei VII als gelbliche Zone vor
einer langsamer wandernden braunen Zone mittels Cyclohexans eluiert werden konnte.
Nach Einengen schieden sich gelbe, kompakte Kristalle aus, die abgenutscht und zweimal
aus n-Butanol umkristallisiert wurden, woraus die Substanz in kleinen, citronengelben,
linglichen Plattchen kristallisierte (2 g). Schmp. 183—184°. 2max 350, 338, 321, 307,
301, 285, 268, 250 my. (Athanol).

CooHys (204.4) Ber. C93.84 H6.16 Gef. C94:09 H 6.09

Absorptionsspektren: Die Farbkurven im Sichtbaren wurden mit einem ZeiB3-
Ikon-Spektraldensographen ausgemessen. Zur Aufnahme der UV-Absorptionsspektren
kam ein Zeil-Universal-Spektrograph, Modell fiir Chemiker, unter Benutzung einer
Wasserstofflampe zur Verwendung.

Die Siede- und Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

2567. Hans Brockmann und Burchard Franck: Rhodomyecinone und
Iso-rhodomycinone, Rhodomyecine, IV. Mitteil.V: Antibiotica aus Aectino-
myceten XXXIII. Mitteil,?

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen]
(Eingegangen am 15. August 1955)

Rhodomycinone und Iso-rhodomycinone, die Chromophore der
Rhodomycine bzw. Iso-rhodomycine, kommen neben diesen in der
Kulturfliissigkeit und im Mycel von Streplomyces purpurascens vor.
f- und e-Rhodomycinon sowie e-Iso-rhodomycinon wurden aus
Kulturmaterial kristallisiert abgetrennt.

B-Rhodomycinon C;gH;,0,, dessen Konstitution weitgehend auf-
geklart werden konnte, und e-Rhodomycinon C,,H,,0,; sind Deri-
vate des 1.4.5-Trioxy-anthrachinons, e-Iso-rhodomycinon C,oH,,0,
ist ein Abkémmling des 1.4.5.8-Tetraoxy-anthrachinons.

Der von Streptomyces purpurascens?) gebildete rote, wasserlésliche, stick-
stoffhaltige Antibiotica-Komplex3) Rhodomycin liBt sich durch Gegen-
stromverteilung leicht in die Rhodomycin-Fraktionen A und B zerlegen4). Aus
" 1) IIL bzw. XXXII. Mitteil.: H. Brockmann u. P. Patt, Chem. Ber. 88, 1455 [1955].

2) W. Lindenbein, Arch. Mikrobiol. 17, 361 [1952].

%) H. Brockmann, K. Bauer u. I. Borchers, Chem. Ber. 84, 700 [1951].
4) H. Brockmann u. I. Borchers, Chem. Ber. 86, 261 [1953].
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der A-Fraktion wurde kiirzlich das gelbrot losliche Rhodomyecin Al) und das
karmoisinrote Iso-rhodomycin Al) als kristallisiertes Hydrochlorid und Per-
chlorat isoliert. Aus der B-Fraktion lieB sich kristallisiertes RhodomycinB-
hydrochlorid abtrennen?). Neben RhodomycinB enthilt die B-Fraktion wech-
selnde Mengen eines karmoisinroten, Iso-rhodomycin B genannten Antibioti-
cums, das noch nicht niher untersucht wurde.

Alle Rhodomycine werden durch verd. Siure leicht gespalten. Dabei fallt der fiir
die Farbe verantwortliche, stickstofffreie Teil des Molekiils, im folgenden kurz Chromo-
phor genannt, als roter Niederschlag aus. Der Chromophor des Rhodomycins A, das
gelbrot losliche Rhodomycinon, konnte zur Kristallisation gebracht werden, wahrend Iso-
rhodomycinon, der karmoisinrot lésliche Chromophor des Iso-rhodomyecins A, nur amorph
anfiel.

Die Untersuchung der Rhodomycine ist bisher durch die geringe Anti-
biotica-Produktion unserer Stimme erschwert worden. Die Ausbeuten waren
mit etwa 20 mg/l mindestens zehnmal kleiner als bei anderen Antibiotica und
sanken bei linger kultivierten Stimmen sogar noch weiter ab. Deshalb be-
deutete es einen wesentlichen Fortschritt, als wir fanden, daf Rhodomycinon,
der Chromophor des Rhodomycins A, sowie ein dem Iso-rhodomycinon sehr
shnlicher Farbstoff neben den Rhodomyecinen im Mycel und Kulturfiltrat von
Str.-purpurascens-Stimmen vorkommen, und zwar in erheblich gréBeren Men-
gen als die Antibiotica. Auf Grund dieser Befunde schien es fiir die Konsti-
tutionsermittlung aller R hodomycine am zweckmiBigsten, zunichst die Struk-
tur der im Kulturmaterial vorliegenden Farbstoffe aufzukliren und dabei mit
dem Chromophor des Rhodomycins A zu beginnen.

Bei Versuchen, die beiden eben genannten Farbstoffe aus Kulturmaterial
zu igolieren, fanden wir noch einen dritten, dem Rhodomycinon sehr &hn-
lichen Farbstoff, und als spiiter die Str.-purpurascens-Stimme unserer Samm-
lung mit verfeinerten Trennungsmethoden durchmustert wurden, stellte sich
heraus, daB im Mycel und in der Kulturlésung in kleiner Menge noch weitere
thodomycinon- bzw. iso-rhodomycinon-iahnliche Farbstoffe vorkommen. Bei
dieser Sachlage halten wir es fiir das beste, die Namen der beiden zuerst auf-
gefundenen Chromophore kiinftig als Gruppenbezeichnung zu verwenden und
dementsprechend die Farbstoffe von Str. purpurascens in die Gruppe der gelb-
rot loslichen Rhodomycinone und die der karmoisinrot loslichen lso-
rhodomycinone einzuteilen. Die einzelnen Vertreter jeder Gruppe, die
sich spektroskopisch kaum unterscheiden, kennzeichnen wir durch griechi-
sche Buchstaben, deren alphabetische Folge der Reihenfolge der R -Werte
entspricht (Ringchromatogramm, Benzol-Formamid). «-Rhodomycinon ist
demnach das Rhodomycinon mit dem kleinsten Ry -Wert. Bemerkenswert
ist, daf die Ry-Werte der Rhodomycinone denen der Iso-rhodomycinone
praktisch parallel laufen, d.h. Rhodomycinone und Iso-rhodomycinone mit
gleichen Kennbuchstaben lassen sich papierchromatographisch nicht trennen.
An der Kieselgel-Siule dagegen ist eine teilweise Trennung moglich.

Zu welcher Gruppe ein Farbstoff gehort, 1iBt sich an Hand seines Spektrums leicht

entscheiden, denn zwischen Rhodomycinonen und Iso-rhodomycinonen bestehen spektro-
skopisch erhebliche Unterschiede (Abbild. 3).
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Ob zu jedem Rhodomycinon bzw. Iso-thodomycinon ein besonderes Rhodomycin bzw.
Iso-rhodomycin gehért, d. h. ob alle im Kulturmaterial vorkommenden Rhodomycinone
und Iso-thodomycinone Chromophore von Antibiotica sind, bleibt zunichst dahingestellt.

Isolierung von Rhodomycinonen und Iso-rhodomyecinonen
aus Kulturlésung und Mycel

Der erste Schritt zur Reindarstellung von Rhodomyeinonen und Iso-rhodo-
mycinonen aus Kulturmaterial besteht darin, sie in jhrer Gesamtheit von den
Rhodomycinen des Mycels und der Kulturldsung abzutrennen. Bei der Kultur-
16sung gelingt das in einfacher Weise durch Extraktion mit Ather, der die
Farbstoffe leicht, die Rhodomycine dagegen nicht aufnimmt.

Die in der Kulturlésung verbleibenden Rhodomycine wurden bisher mit Ammonium-
sulfat ausgefallt und dann weiter verarbeitet. Viel einfacher ist es, sie der Losung durch
Ionenaustauscher zu entziehen. Dafiir kommen, da die Rhodomycine amphoter sind,
prinzipiell Kationen- wie Anionen-Austauscher in Frage. Wegen der relativ groBen
Alkaliempfindlichkeit der Antibiotica wihlten wir Kationen-Austauscher, bei deren An-
wendung allerdings der Saureempfindlichkeit der Rhodomycine Rechnung zu tragen war.
Wie zu erwarten, erwiesen sie sich in der sauren H-Form als ungeeignet, denn sowohl
an HO,S- wie an HO,C-Austauschern lieB sich, cinerlei, ob sie gepuffert oder ungepuffert
verwendet wurden, eine hydrolytische Spaltung der Rhodomycine nicht vermeiden.
Auflerdem war bei dieser ,,neutralisierenden Adsorption* die Kapazitit gering und die
Bindung der Rhodomyeine z.TI. irreversibel, Nachteile prinzipieller Art®), die dadurch
bedingt sind, daB im Mikrobereich der Adsorptionsstelle pg-Anderungen auftreten, die
das Sorptionsgleichgewicht in der jeweils unerwiinschten Richtung verschieben. Alle
diese Nachteile entfallen, wenn man die Na-Form stark saurer Austauscher verwendet.
Fiir unseren Zweck eignete sich am besten Lewatit KSN.

Zur Elution der Antibiotica diente methanolisches Ammoniak. Es hat den Vorteil,
von den an der Austauscher-Siule gebundenen Kationen der Kulturlosung nur die der
leichter eluierbaren schwachen Basen zu verdriingen und von diesen, wegen ihrer guten
Methanolloslichkeit, wiederum bevorzugt die Rhodomycine. Der nach Verdiinnen mit
wenig Wasser gemessene pg-Wert des zur Elution verwendeten 0.1 » methanolischen
Ammoniaks lag bei 8.0, d.h. in einem pg-Bereich, in dem die alkaliempfindlichen Rhodo-
mycine noch bestindig sind. Regeneriert wurde die Austauscher-Saule durch 25-proz.

Kochsalzlosung,.

Etwas umstindlicher als bei der Kulturlésung ist die Gewinnung der
Rhodomycinone und Iso-rhodomycinone aus dem Mycel. Ein kleiner Teil von
ihnen wird bei der Extraktion der Rhodomycine mitgelost und kann von
diesen wie bei der Kulturlésung mit Ather abgetrennt werden. Die Haupt-
menge jedoch ist so fest in den Zellen verankert, dafl sie erst bei anschlieBen-
der Behandlung des Mycels mit einer kochenden Mischung aus 9 Vol.-Tln.
Aceton und 1 Vol.-Tl. konz. Salzsiure in Losung geht.

Eine dhnliche Beobachtung machten auch B. H. Howard und H. Raistrick?®) bei
der Isolierung des Asperthecins. Dieser Oxyanthrachinon-Farbstoff lieB sich erst dann
mit Athanol aus dem Mycel des Aspergillus quadrilineatus Thom u. Pape extrahieren,
als dieses in frischem Zustand mit 1 » HC] behandelt worden war.

Wird der salzsaure Acetonauszug eingeengt, bis alles Aceton entfernt ist,
und dann mit Ather ausgeschiittelt, so erhilt man eine Atherlssung der Rhodo-
mycinone und Iso-rhodomycinone, die ohne weiteres fiir die unten beschrie-

5) Ch. éj—Clea,ver, R. A. Hardy jr. u. H. G. Cassidy, J. Amer. chem. Soc. 67,
1343 [1945]. °) Biochem. J. 59, 475 [1955].
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bene Gegenstromverteilung verwendet werden kann. Das folgende Schema
zeigt, an welcher Stelle der Mycel-Aufarbeitung die Rhodomycinone und Iso-
rhodomycinone anfallen.

Abtrennung der Rhodomycinone und Iso-rhodomycinone aus
dem Mycel von Si¢r. purpurascens

Extraktion des Mycels mit kaltem, 2°/, Schwefelsiure enthaltendem 80-proz. Aceton.

Atherphase

Mit n NaOH ausgeschiittelt,
Lauge angesiuert: Rhodo-
mycinone und Iso-rhodomy-

Acetonauszug

i. Vak. eingeengt, wifiriger
Riickstand auf pg 3.0 ge-
bracht und mit Ather ge-
schiittelt.

Wasserphase

Enthilt die Rhodomycine
und Iso-rhodomyecine.

Mycel

Mit Aceton-konz. Salzsiure
(9:1) heil extrahiert.

Auszug

Mit Ammoniak neutrali-
siert, i. Vak. eingeengt, wi3-
riger Riickstand auf pg 3.0
eingestellt und mit Ather
extrahiert.

cinone.
Atherauszug

enthédlt Hauptteil der Rho-
domycinone und Iso-rhodo-
mycinone.

Bei unseren ersten Versuchen fanden wir im Mycel und in der Kultur-
l6sung eines grofleren Submersansatzes, wie oben erwihnt, als Hauptfarb-
stoffe den Chromophor des Rhodomycins A sowie einen Farbstoff, der dem
Chromophor des Iso-rhodomycins A sehr dhnlich ist. Sie werden der neuen
Nomenklatur entsprechend von nun ab f-Rhodomycinon bzw. e-Iso-
rhodomyecinon genannt. '

Um diese beiden Farbstoffe rein zu gewinnen, galt es, ein Verfahren zu finden, mit
dem sie sich in priparativem MaBstab trennen lassen. Die ersten einheitlichen Priparate
von B-Rhodomyecinon und e-Iso-rhodomycinon wurden durch chromatographische Ad-
sorption des Farbstoffgemisches an Calciumsulfat erhalten®). Dabei iiberlappten jedoch
die beiden Zonen selbst nach langerer Entwicklung noch so weitgehend, daB die Aus-
‘beute an reinen Verbindungen nur maBig war. Versuche, den chromatographischen Trenn-
effekt ‘durch vorherige Acetylierung des Chromophorgemisches zu erhshen, verliefen
unbefriedigend.

Eine glatte Trennung der heiden Chromophore gelang dagegen, wie bereits
mitgeteilt!), im Ringchromatogramm mit wirigem Formamid als stationirer
und Benzol als mobiler Phase. Danach miiBte mit dem gleichen Phasenpaar
an Cellulose-Sdulen auch eine prdparative Trennung gelingen. Naher unter-
sucht haben wir diese Mdoglichkeit noch nicht, weil uns eine iiberraschend
einfache Trennung der beiden Verbindungen durch Verteilung zwischen Ather
und » Na,CO, gelang. Schiittelt man nimlich die bei der Aufarbeitung von
Kulturlésung oder Mycel erhaltene Atherlésung der Chromophore mit. 7 Na,CO,,
so geht das e-Iso-rhodomycinon quantitativ, das B-Rhodomycinon dagegen
nur zu einem geringen Teil in die wiiBrige Phase. Aus der Atherlsung li8t
sich demnach schon nach einmaliger Verteilung ein von e-Iso-rhodomycinon
freies 8-Rhodomycinon gewinnen. Das in der willrigen Phase enthaltene
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z-Iso-rhodomycinon kann durch eine iiher wenige Stufen gefiihrte Gegen-

stromverteilung zwischen Ather und nNa,CO, vollig von beigemengtem B-
Rhodomycinon befreit werden (Abbild. 1).

Ein anderer Ansatz von Str. purpurascens enthielt in der Hauptsache den

oben erwihnten B-rhodomycinon-ihnlichen Farbstoff, der nach seiner Lage

im Papierchromatogramm e-Rhodo-

Smal 21 4ther mycinon heilen muf.

: - In Ather/nNa,CO, ist der Vertei-

lungskoeffizient von 3-Rhodomycinon

¢> und ¢-Iso-rhodomycinon erheblich

« 265%8¢
Chromapher]

511 3 2 kleiner als .der optimale Wert 1, ein
Nachteil, der beim Verfahren der

Abbild. 1 dadurch wettgemacht wird,

Mw// daB hier das Volumenverhiltnis der
- 5mal 081 Na,Cl; Phasen stark zugunsten des Athers
Abbild. 1. Schema der priparativen Tren- ve%-schoben 1st. .Den Verteilungskoef-
nung eines Rhodomycinon-Iso-rhodomyoci- fizienten 1 erreicht das Farbstoffge-
non-Gemisches durch fraktionierteVerteilung misch, wenn statt n Na,(O; eine Mi-
schung Natriumearbonat-Natriumhy-

drogencarbonat-Puffer (py 10.5) + Methanol (2:1) verwendet wird. Eine in
diesem System durchgefiihrte Verteilung von p-Rhodomycinon, s-Rhodomy-
cinon und e-Iso-rthodomycinon (Abbild. 2) zeigt, daB auch hier B-Rhodomy-
cinon von e-Iso-rhodomy-

cinon getrennt wird. Viel

a3 /A \"-\ besser jedoch ist der Trenn-

f /,-\ \ effekt beim e-Rhodomyoci-
S g2 // \ non und e-Iso-rhodomyeci-
§ / #2 |Y 5% \ non, was insofern von Be.
W i S\ \ deutung ist, als die beiden
o1 A} 7/ Farbstoffe, wie erwihnt,
/ \\ “./ ?%| weder im Papierchromato-

ca e e S et gramm noch durch chro-

72[ d Verteilungsg efd%g - matographische Adsorption

Abbild. 2. 27stufige Verteil Chromoph zu trennen sind.

ild. 2. 27stufige Verteilung eines mophorge- Y

‘misches in Ather/Natriumcarbonat-Natriumhydrogen- . IY o.n Intel:esse Wa_’r’_ ob
carbonat-Puffer (pg 10.5) + Methanol (2:1). Ge- BIC die Vertellul-lg zwmcher%
fundene Kurve; —-—«— E.Iso.rhodomyci_non; ....... Ather und Wii.Brlgem Alkali

B-Rhodomycinon; ————— e-Rhodomycinon (mit oder ohne Methanol-
Zusatz) uber die beiden,

eben angefiihrten Fille hinaus allgemein verwenden li8t, um ein Farbstoffge-
misch in die Gruppe der Rhodomycinone und Iso-rhodomycinone zu trennen.
Diese Frage kann auf Grund unserer bisherigen Erfahrungen bejaht werden. Fiir
die Anwendung der Verteilung im Rahmen eines alle Str. purpurascens-Farb-
stoffe erfassenden Trennungsganges gibt es zwei Moglichkeiten. Die erste wiire,
sie zur Gruppentrennung in Rhodomycinone und Iso-rhodomycinone zu benut-
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zen, deren weitere Scheidung durch Papierchromatographie oder chromato-
graphische Adsorption zu erfolgen hiitte. Die zweite Moglichkeit wiirde sein,
das Farbstoffgemisch zunichst chromatographisch in die Paare a-Rhodomyeci-
non-«-Iso-rhodomycinon, B-Rhodomycinon-8-Iso-rhodomycinon usw. zu zer-
legen und diese dann der Verteilung zu unterwerfen. Der zweite Weg scheint
uns empfehlenswerter.

-— Amy
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Abbild. 3. Absorptionskurven von -Rhodomycinon , e-Rhodomycinon ———,
g-Iso-rhodomycinon --.---. und 1.4.5-Trioxy-anthrachinon —-—.—; in Methanol

Im Absorptionsspektrum unterscheiden sich die Rhodomycinone nur wenig
voneinander (Abbild. 3), und das gleiche gilt fir die bisher aufgefundenen
Iso-rhodomycinone. Dagegen bestehen zwischen den beiden Gruppen erheb-
liche Unterschiede, die bei 565 mp am grofiten sind (Abbild. 3). Die Iso-
rhodomycinone zeigen hier eine charakteristische Bande, wihrend die Ab-
sorption der Rhodomyecinone sehr gering ist. Infolgedessen liBlt sich aus der
bei 565 my gemessenen Extinktion eines Farbstoffgemisches recht genau dessen
Gehalt an Iso-thodomycinonen ermitteln. Da ferner die isosbestischen Punkte
der verschiedenen Rhodomycinon- bzw. Iso-rhodomycinon-Kurven sebr nahe
beieinander liegen (um 504 my), kann man den Gesamt-Rhodomycinon- und
Iso-rhodomycinon-Gehalt einer Losung hinreichend genau aus ihrer Extink-
tion bei 504 my berechnen. Das gleiche Verfahren liBt sich auch auf Ge-
mische von Rhodomycinen und Iso-rhodomycinen anwenden, bei denen die
gleichen Unterschiede in den Absorptionskurven zu beobachten sind.
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Die Konstitution des B-Rhodomycinons

Das aus Kulturlosung und Myecel isolierte 3-Rhodomycinon, braunrote,
i. Hochvak. sublimierbare Nadeln vom Schmp. 225° (Zers.), hemmt das Wachs-
tum unseres Sf. aureus-Stammes bis zur Verdiinnung 1:250000. Es stimmt
in den Analysenzahlen, den Ry-Werten der Papierchromatogramme und den
Spektren des sichtbaren sowie des UV- und IR-Bereiches véllig mit dem
frither durch Abbau von Rhodomycin A erhaltenen Prijparat iiberein. An ihrer
Identitiit ist deromach nicht zu zweifeln. DaB unsere jetzige Spitzenfraktion
etwa 8° hoher schmilzt als das frither aus Rhodomycin A erhaltene 8-Rhodo-
mycinon ist nicht iiberraschend, da dieses aus Materialmangel nicht bis zur
Schmp.-Konstanz umkristallisiert werden konnte.

8-Rbodomycinon ist, wie sich aus der spezifischen Drehung seines unten
beschriebenen gelben Pentaacetates ergibt, optisch aktiv. Wegen seiner tiefen
Farbe lieB sich die spezifische Drehung des B-Rhodomycinons selbst nicht
bestimmen.

Aus den Analysenzahlen unserer fritheren Priparate hatten wir als kleinste
Summenformel C;;H,,05 (Mol.-Gew. 302) abgeleitet?). Mit ihr stimmt das in
Phenol gefundene Mol.-Gew. 320 leidlich iiberein. Trotzdem kann C,gH,,04
nicht die Bruttoformel sein, denn wie unten gezeigt, mul f-Rhodomycinon
nach den Ergebnissen der Zinkstaubdestillation mindestens 18 C-Atome ent-
halten. Die kleinste Formel, die dieser Forderung geniigt und auBerdem mit
den Analysenzahlen des Farbstoffes und seines unten beschriebenen Acetates
sowie mit dem gefundenen Mol.-Gew. iibereinstimmt, ist C,gH,;0, (Mol.-Gew.
328). Die nichst groflere, auf die Analysenzahlen des $-Rhodomycinons pas-
sende ¥ormel CypH,,O0 (Mol.-Gew. 386) steht weder mit den Analysenzahlen
des Acetates noch mit dem gefundenen Mol.-Gew. im Einklang, und das
gleiche gilt fiir noch gréflere Formeln. Damit scheint uns C,gH,,0, als Brutto-
formel gut gesichert. Auf sie bezogen, entstehen hei der Kuhn-Roth-Oxy-
dation 1.1 Moll. fliichtiger Saure, wihrend die Zahl der aktiven H-Atome fiinf
betrigt.

B-Rhodomycinon ist in wiBrigem Natriumhydrogencarbonat unléslich und wird durch
Methanol-Salzsiure nicht methyliert. Carboxygruppen oder stark saure, phenolische
Oxygruppen sind demnach nicht vorhanden. Ebenso fehlen, wie das IR-Spektrum
(Abbild. 4) zeigt, Ester-, Lacton- und aliphatische, unkonjugierte Ketogruppen.

Mit Acetanhydrid-Natriumacetat erhielten wir aus p-Rhodomycinon ein
gelbes, kristallisiertes Acetat (Zers. gegen 165°, [0.]3): —34.4°), das beim Ver-
seifen wieder in B-Rhodomycinon iibergeht. Den Analysenzahlen nach ist es
ein Pentaacetat C;gH,,0, (OCCH,);. Von den siehen O-Atomen der §-Rhodo-
mycinon-Formel liegen demnach fiinf als acetylierbare Oxygruppen vor, was
mit dem Ergebnis der Zerewitinoff-Bestimmung in Einklang steht. Die
beiden restlichen O-Atome gehoren, wie frither gezeigt®), einer Chinon-Grup-
pierung an. Die Bildung einer gelben Kiipe mit Natriumdithionit schlieBt aus,
daBl der Farbstoff ein Naphthochinon-Derivat ist.

Bei der katalytischen Hydrierung des p-Rhodomycinons wurde die Reaktion nach

Aufnahme eines Mol. merklich langsamer und kam nach Verbrauch von 2 Moll. prak-
tisch zum Stillstand. Dabei hellte sich die orangerote Losung nur wenig auf. Das erste



Nr.11/1955] Iso-rhodomycinone, Rhodomycine (IV.) 1799

5000 2000 7000 ~—cm™? 667
700

80

AL N e h ) "

o LA ] L

8

g & |
B
N
——

N
S
-y
<
=

% Ourchldssigheit

'
S

o

TN

e

b —aagy /

I
b

9

A~

S

700

VT T IRAL T el A
w RVAYA v ‘

20

7 3 4 5 6 7 8 9 70 71 72 73 7 75

Aly) —
Abbild. 4. TR-Spektren. a) f-Rhodomycinon; b) e-Rhodomycinon; ¢) e-Iso-rhodomy-
cinon; in Kaliumbromid
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Abbild. 5. TR-Spektrum des 1.4.5-Trioxy-anthrachinons in Kaliumbromid.
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Mol. dient zweifellos zur Hydrierung des Chinonsystems, das zweite, soweit wir sehen,
zur reduktiven Entfernung einer in der Seitenkette des Farbstoffes stehenden Oxygruppe.
Das Reduktionsprodukt hat die gleichen Absorptionsbanden wie das Ausgangsmaterial,
wird aber an Gips weniger fest adsorbiert als dieses.

Einen weitgehenden Einblick in das Grundgeriist des 8-Rhodomycinons
gab die im Wasserstoffstrom durchgefithrte Zinkstaubdestillation, bei der
ein gelbes Sublimat entstand. Aus seiner hellgriin fluorescierenden Toluol-
lésung erhielten wir in geringer, zur Analyse nicht ausreichender Menge eine
gelbe, kristallisierte Verbindung vom Schmp. 3129 deren Absorptionsspek-
trum (Abbild. 6) mit dem des Tetracens (I) iibereinstimmt.

-— Almy) -— Almy)
500450 400 350 300 250 500450 400 350 300 250

. Ul \\

0 / | 40 }V

Lf; -05) AU{\A / ] f .

N4 L,

-,5, 25 llk /
l WV

40-10° 20 7 w00°
v lem?) — blem™) —

Abbild. 6. Absorptionsspektren; (links) des kristallisierten Zinkstaub-Destillations-
produktes aus B-Rhodomycinon, (rechts) des Tetracens; in Methanol

loge —

Der Mutterlaugen-Riickstand lieB sich durch fraktionierte Sublimation in
eine gelbe Fraktion mit den Banden des Tetracens und einen gréfleren, hell-
gelben, in Benzol intensiv hellgriin fluorescierenden Anteil vom Schmp. 212°
auftrennen. Diese Hauptfraktion stimmt im Schmp., der griinen Farbe ihrer
Schwefelsdurelosung sowie ihren sonstigen Eigenschaften mit 9.10-Dihydro-
tetracen iiberein, das bekanntlich bei der Zinkstaubdestillation von Tetracen-
chinon-(9.10) und dessen Oxyderivaten als Hauptprodukt entsteht. Obgleich
noch keine Analysen vorliegen, scheint uns sicher, da die beiden bei der
Zinkstaubdestillation von f-Rhodomycinon entstandenen Verbindungen Te-
tracen (I) bzw. sein 9.10-Dihydro-Derivat sind. Dal} die gelbe, kristallisierte,
im Spektrum mit Tetracen iibereinstimmende Sublimat-Fraktion niedriger
schmilzt als reines Tetracen (Schmp.357°7)), filhren wir auf heigemengtes
9.10-Dihydro-tetracen zuriick, dessen vollige Abtrennung bei den kleinen,
uns bisher zur Verfiigung stehenden Mengen nicht méglich war.

7) E.Clar, Aromatische Kohlenwasserstoffe, SpringerVerlag, Berlin, 2. Aufl.1952, S.232.
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Tetracen hat die Formel C,gH;,. Alle 18 C-Atome des B-Rhodomycinons
finden sich demnach in Form von Tetracen bzw. 9.10-Dihydro-tetracen im
Zinkstaub-Sublimat wieder, und damit erhebt sich die Frage, ob §3-Rhodo-
mycinon ein Pentaoxy-tetracenchinon ist. Sie 1aBt sich aus folgenden Griin-
den verneinen. Wenn nimlich diese Annahme zutrife, miite die Brutto-
formel des Farbstoffes C, H,,0, sein, wofiir sein Wasserstoffgehalt viel zu
hoch ist; und zum anderen diirfte bei der Kuhn-Roth-Oxydation nicht
1 Mol. fliichtiger Siure entstehen.

Ein weiteres Gegenargument ergibt sich aus folgendem: Mehrkernige Chi-
none und Oxy-chinone bilden bei der reduzierenden Acetylierung Leuko-
acetate, deren Absorptionsspektrum im Typ ‘dem des Stammkohlenwasser-
stoffes gleicht, wihrend die Maxima abhingig von Zahl und Stellung der
Acetoxygruppen lingerwellig liegen als beim Stammkohlenwasserstoff 8). Diese
Regel gilt auch fiir Tetracen-chinon-(9.10) (II) und seine Oxyderivate.
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Abbild. 7. Absorptionskurve von 9.10-Diacetoxy-tetracen und 2.3-Tetra-
methylen-9.10-diacetoxy-anthracen — — — in Methanol

So lieferte die reduzierende Acetylierung von Tetracen-chinon-(9.10) (II) das kri-
stallisierte, orangefarbene 9.10-Diacetoxy-tetracen (I1I), dessen Absorptionsspektram
(Abbild. 7) dem des Tetracens sehr &hnlich ist. Wie zu erwarten, liegen dank der beiden
bathochromen Acetoxygruppen die Maxima- etwas lingerwellig als beim Stammkohlen-
wasserstoff (I). In gleicher Weise umgesetzt, gab 11.12-Dioxy-tetracen-chinon-(9.10) (IV)

8) H. Brockmann u. G. Budde, Chem, Ber. 86, 432 [19531].
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ein orangefarbenes Hydrochinon-acetat mit tetracen-ahnlichem Spektrum, dessen Maxima
die gleiche Lage hatten wie die von III. Seine Lisungen fluorescierten ebenso wie die des
Tetracens gelb.

Anders verhielt sich, wie zu erwarten, das 1.2.3.4-Tetrahydro-tetracen-
chinon-(9.10) (V). Seine reduzierende Acetylierung fiihrte zu einem noch nicht
beschriebenen, hellgelben Hydrochinon-acetat C;sH;,0, (OCCH,;), vom Schmp.

R Ac
000 30 0
/ VN
R © QAc
1 I: R=H III
IV: R=OH '

(l) OAc
K\I) A\ GH’\EH. AN e,
H CH,
or! 6/A c New!
A4 VI

233°, das man als 2.3-Tetramethylen-9.10-diacetoxy-anthracen (VI) auffassen
kann. Dementsprechend liegen seine Absorptionsmaxima (Abbild. 7) viel
kiirzerwellig als die des Tetracens. VI hat ein Spektrum vom Anthracentyp,
dessen langwellige Maxima gegeniiber denen des Anthracens um etwa 24 my,
nach Rot verschoben sind. Wie frither gezeigt®), werden die Maxima des
Anthracens durch zwei meso-stindige Acetoxygruppen um 16 my nach Rot
verlagert. Wenn die Maxima von VI stattdessen um 24 myu linger-
wellig liegen als beim Anthracen, so sind dafiir zweifellos die aliphatischen
Substituenten an C? und C® verantwortlich, denn Alkylsubstitution wirkt bei
aromatischen Kohlenwasserstoffen bekanntlich bathochrom. Dafl V ein An-
thrachinon-Derivat und sein aromatischer Stammkohlenwasserstoff dement-
sprechend Anthracen ist, kommt somit im Spektrum seines Leuko-acetates
eindeutig zum Ausdruck.

Um unser spektroskopisches Verfahren zur Ermittlung des Stammkohlen-
wasserstoffes8) auf f-Rhodomycinon anzuwenden, haben wir dieses mit Acet-
anhydrid-Zinkstaub unter Zusatz von wenig Pyridin bei 70° reduzierend acety-
liert. Das hellgelbe, amorphe Reduktionsprodukt, das sich durch Verseifung
wieder ins Ausgangsmaterial zuriickverwandeln lieB, zeigte im sichtbaren Ge-
biet keine Absorptionsbanden und kann demnach kein Tetracen-Derivat sein.
Im UV fanden wir Banden bei (406), 382, (360), 262 my., die etwa die gleiche
Lage haben wie die von VI.

Danach kénnte 3-Rhodomycinon ein Derivat des 1.2.3.4-Tetrahydro-tetra-
cen-chinons-(9.10) sein, doch wird diese Moglichkeit, wie schon oben erwiihnt,
dadurch ausgeschlossen, daBl bei der Kuhn-Roth-Oxydation des Farbstoffes
ein Mol. fliichtiger SAure entsteht. Um alle bisherigen Befunde befriedigend
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zu deuten, bleibt nur die Annahme iibrig, da B-Rhodomycinon ein Oxy-
anthrachinon-Derivat ist, in dem eine oder auch zwei seitensbiindige Gruppen

\\ /CH:—CH, g \ H -
y H H, l —OH
5

H
vl

mit insgesamt 4 C- und 9 bzw. 10 H-Atomen so angeordnet sind, daB sich
bei der Zinkstaubdestillation Tetracen bilden kann. Im folgenden sollen zu-
nichst Beobachtungen erdrtert werden, die Aussagen iiber die Struktur dieses
Molekiilteils erlauben.

Aus (-Rhodomycinon bildet sich beim Erhitzen auf 220°, beim Aufbe-
wahren in konz. Schwefelsiiure und auch bei lingerem Erhitzen in salzsiure-
haltigem Aceton eine Verbindung, deren Absorptionsbanden lingerwellig sind
als die des Ausgangsmaterials. Unter den gleichen Bedingungen bleibt das
oben erwihnte, nach Aufnahme von 2 Moll. Wasserstoff entstandene Hydrie-
rungsprodukt des f-Rhodomycinons unverindert. Diese Befunde werden ver-
stindlich, wenn in einer Seitenkette des Farbstoffes eine Oxygruppe steht,
die sich 1. durch katalytische Hydrierung entfernen liBit und 2. durch Er-
hitzen oder Séureeinwirkung unter Ausbildung einer zum Ringsystem kon-
jugierten Doppelbindung als Wasser abgespalten wird. AufBler dieser Oxy-
gruppe kann kein weiteres Sauerstoffatom in seitenstéindigen Gruppen- vor-
handen sein, denn, wie unten gezeigt, gehdren die sechs iibrigen O-Atome zum
Ringsystem.

Wihrend die Kuhn-Roth-Oxydation nur den Schlu erlaubt, daB von
den vier seitenstindigen C-Atomen nicht mehr als eins einer Methylgruppe
angehort, hat die Oxydation des B-Rhodomycinons mit Permanganat Aus-
kunft iiber die Stellung dieser Methylgruppe gegeben. Denn als Oxydations-
produkt faBten wir eine fliichtige Sdure, die durch Ry-Wert und Analyse
ihres Silbersalzes als Propionsiiure identifiziert werden konnte. Die Methyl-
gruppe bildet demnach das Ende einer Seitenkette.

Fir vier an einem Anthrachinongeriist hingende C-Atome gibt es nur drei
Gruppierungen (VII, VIII, IX), bei denen die Zinkstaubdestillation Tetracen
liefern kann. Unter den Formeéln, die durch Kombination dieser drei Grup-
pierungen mit einer Oxygruppe moglich sind, kann nur diejenige die richtige
sein, die neben den vorstehend genannten Befunden auch der optischen Akti-
vitit des 3-Rhodomycinons Rechnung trigt. Betrachtet man die drei Seiten-
ketten-Strukturen VII, VIIT und IX unter diesem Gesichtspunkt, so ergibt
sich folgendes.

Bei VII miiBte die Oxygruppe mit einem dem ngsystem benachbarten
C-Atom verkniipft sein, um 1. die Bildung von Propionsiure, 2. die optische
Aktivitit und 3. die Ausbildung einer zum Ringsystem konjugierten Doppel-
bindung zu erkliren. Dann aber sollte die Kuhn-Roth-Oxydation annihernd
zwei Moll. fliichtiger Siure liefern, was nicht der Fall ist. Damit entfillt VII.
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Wiren die vier C-Atome so angeordnet wie in VIII, so diirfte sich Propion-
sdure nur bilden, wenn die Oxygruppe dem Ringsystem benachbart ist (VIII).
Dann wiirde zwar die optische Aktivitit und die Entstehung der konjugierten
Doppelbindung verstindlich, nicht aber das Ergebnis der Kuhn-Roth-
Oxydation. Denn VIII miite ebenso wie VII annihernd zwei Moll. fliich-
tiger Séure liefern. Damit scheidet auch VIII aus, und es bleibt nur noch die
Moglichkeit, dal die vier C-Atome einer Butylgruppe angehéren. Nimmt man
an, daB die Oxygruppe wie in IX steht, so erklirt sich zwanglos sowohl die
Bildung von Propionsiure als auch die Ausbildung der zum Ringsystem kon-
jugierten Doppelbindung, die optische Aktivitit und die Entwicklung von
1 Mol. fliichtiger Siéure bei der Kuhn-Roth-Oxydation. Bei dieser Struktur
miiite das durch katalytische Hydrierung entstehende Desoxy-8-rhodomy-
cinon die Konstitution X VIII haben und demzufolge beim oxydativen Abbau
Valeriansdure liefern. Tatsichlich erhielten wir bei der Oxydation von Des-
oxy-f-rhodomycinon mit acetonischer Permanganatlosung ein Gemisch fliich-
tiger Séuren, das im Papierchromatogramm (n-Butanol/n Ammoniak) Zonen
mit den Ry-Werten der Valeriansiure, Buttersiure, Propionsiure und Essig-
siure bildete?). Damit scheint uns, obgleich die préparative Isolierung der
Valeriansiure noch aussteht, die Struktur der Seitenkette im Sinne der For-
mel IX hinreichend gesichert. Hervorzuheben ist, daBl sich nach allen bisher
vorliegenden Erfahrungen die Einfilhrung einer solchen Seitenkette in ein
Oxy-anthrachinon spektroskopisch wenig auswirken wird. Fiir den im fol-
genden zu erdrternden spektroskopischen Stellungsbeweis der ringstindigen
Oxygruppen ist diese spektroskopische Indifferenz der Seitenkette von erheb-
licher Bedeutung.

Wenn die Seitenkette des 8-Rhodomycinons die Struktur IX hat, miissen
vier von den fiinf acetylierbaren Oxygruppen dem Anthrachinon-Ringsystem-
angehoren, was sich unabhingig von der Strukturaufklirung der Seitenkette
auch aus den folgenden Befunden ergibt.

Uber die Stellung von zwei ringstdndigen Oxygruppen gibt das IR-Spek-
trum (Abbild. 4) Auskunft. Bekanntlich verschiebt sich die bei 6.0 . liegende
Carbonylbande des Anthrachinons um 0.2y nach lingeren Wellen, wenn in
a-Stellung eine Oxygruppe eingefiithrt wird!?). Da $8-Rhodomycinon nur eine
langwellige Carbonylbande bei 6.2 u. hat, muB diese beiden Chinoncarbonylen
zugeordnet werden, d. h. beide miissen cheliert sein. Trife dies nur fiir eins
zu, so wiirde das Spektrum zwei Carbonylbanden, bei 6.0 bzw. 6.2, zeigen.

Versetzt man die gelbe Acetanhydridlésung des p-Rhodomycinons mit
Pyroboracetat, so wird sie blau-violett mit roter Fluorescenz und zeigt cha-
rakteristische Absorptionsbanden (Tafel 1), eine Reaktion, die in Uberein-
stimmung mit dem IR-Spektrum zeigt, daB mindestens zwei zu verschie-
denen Chinon-Carbonylgruppen «-stindige Oxygruppen vorhanden sind. Er-
hitzt man anschlieBend, so schligt die Farbe nach Rotviolett um und die
Absorptionsbanden werden kiirzerwellig.

?) Durch Kaliumpermanganat werden Fettsiuren z.Tl. zu niedrigeren Homologen

abgebaut (s.a. J. Hetper, Z. analyt. Chem. 30, 343 [19111]).
10) M. St. C. Flett, J. chem. Soc. [London] 1948, 1441.
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Tafel 1. Pyroboracetat-Reaktion des ¢- und B-Rhodomycinons sowie des
1.4.5-Trioxy- und 1.4.5.6-Tetraoxy-anthrachinons

Banden des e-Rhodomyci- | Banden des 8-Rhodo-
nons in my *) mycinons in my.*)
In Acetanhydrid ........... 580 514 (494) (orange) (531) (orange)
Pyroboracetat zugesetzt .. ... 592 5456 (rotviol.) 601 550 (blauviol.)
3 Min. gekocht ............. (5681) 658 518 (rotviol) 584 548 (rotviol.)
InAcetanhydrid 1 Min.gekocht | 580 513 497 (orange) 581 493 (orange)
Pyroboracetat zugesetzt .. ... 592 546 (508) (rotviol.) 592 548 (rotviol.)
3 Min. gekocht ............. (681) 558 513 (rotviol.) 581 584 (rotviol.)
Banden des 1.4.5-Trioxy- Banden des 1.4.5.6-
anthrachinons in my *) Tetraoxy-anthrachi-
nons in my. *)
In Acetanhydrid ........... 5256 490 . (orange) (627) (494) (orange)
Pyroboracetat zugesetzt ..... 592 546 (rotviol.) 645 598 (blau)
3 Min, gekocht ............. 581 536 (rotviol.) 688 587 (rotviol.)
In Acetanhydrid 1 Min.gekocht 526 509 (orange) (525) (491) (orange)
Pyroboracetat zugesetzt ..... 592 546 (rotviol.) | (870) (527) (rot)
3 Min. gekocht ............. 588 536 (rotviol.) 577 538 (rot)

*) G mit Pri pektroskop; sehr schwache Banden nicht angefithrt.

Die in der Kiilte auftretende Farbreaktion mit Pyroboracetat ist darauf
zuriickzufithren, daB zunichst zwei zu verschiedenen Carbonylen a-stindige
Oxygruppen mit Pyroboracetat verestert werden!!). Die beim Erwirmen er-
folgende Verschiebung der Absorptionsbanden nach kiirzeren Wellenlingen
(Tafel 1) kann durch Acetylierung weiterer a- oder $-stiindiger Oxygruppen
hervorgerufen werden!!). Wiirde diese hypsochrome Verschiebung beim $-Rho-
domycinon von einer oder zwei 3-Oxygruppen herrithren, so miifite sie aus-
bleiben, wenn man diese Oxygruppen vorher durch Erhitzen des p-Rhodo-
mycinons mit reinem Acetanhydrid acetyliert!!). Das ist jedoch nicht der
Fall. Denn erhitzt man eine Losung von $-Rhodomycinon in Acetanhydrid
kurze Zeit und versetzt sie nach Erkalten mit Pyroboracetat, so zeigt die
violett gewordene Losung zwar kiirzerwellige Absorptionsbanden als die nicht
erhitzte, beim Kochen tritt jedoch auch hier eine Bandenverschiebung nach
Blau ein (Tafel 1). Diese Verschiebung ist, wie an einer gréfieren Zahl von
Oxy-anthrachinonen gezeigt werden konnte!!), ein Beweis, daBl -Rhodomyeci-
non mehr als zwei «-stindige Oxygruppen enthilt. Damit echebt sich die
Frage, ob alle vier Oxygruppen des Ringsystems «-stiéindig sind. Diese Mog-
lichkeit entfillt allein schon aus spektroskopischen Griinden, denn, wenn
-Rhodomycinon vier 2-Oxygruppen enthielte, wire es ein Derivat des 1.4.5.8-
Tetraoxy-anthrachinons, das sich in Alkali rein blau, in organischen Solven-
zien karmoisinrot 16st und ein ganz anderes Absorptionsspektrum hat als
unser Farbstoff.

1) H. Brockmann u. R. Kéhne, unvertffentlicht; R. Kéhne, Diplomarb., Gét-
tingen 1950.
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Ein weiteres, gewichtiges Gegenargument ist folgendes: 1.4.5-Trioxy-anthrachinon
kann in konz. Schwefelsiure mit Mangandioxyd glatt zu 1.4.5.8-Tetraoxy-anthrachinon
oxydiert werden, das durch sein charakteristisches Absorptionsspektrum leicht erkennbar
ist. In analoger Weise laBlt sich das in organischen Losungsmitteln gelbrot 16sliche 3-Rho-
domycinon zu einer karmoisinrot ldslichen Verbindung oxydieren, deren Absorptions-
spektrum dem des 1.4.5.8-Tetraoxy-anthrachinons sehr ahnlich ist. Daraus folgt ein-
deutig, daB sich in das 8-Rhodomyecinon noch eine a-Oxygruppe einfiihren 1a8t, und dieses
demnach nur drei a-stindige Oxygruppen enthilt. Unser Farbstoff ist also ein 1.4.5-
Trioxy-anthrachinon-Derivat. Darauf deutet auch sein Absorptionsspektrum hin, das
dem des 1.4.5-Trioxy-anthrachinons sehr dhnlich ist (Abbild. 3).

DaB p-Rhodomycinon neben den drei a-Oxygruppen noch eine vierte
B-stindige enthilt, 1laBt sich ebenfalls mit Hilfe der Pyroboracetat-Reaktion
beweisen. Wie schon erwihnt, entsteht bei Zugabe von Pyroboracetat zur
Acetanhydridlosung des Farbstoffes eine blauviolette Firbung, deren Ab-
sorptionsbanden lingerwellig liegen (Tafel 1), als wenn die Acetanhydridlsung
vorher einige Zeit erwiirmt worden ist (Acetylierung (3-stdndiger Oxygruppen).
Dieser Unterschied ist, wie an einer groBeren Zahl von Oxy-anthrachinonen
gezeigt werden konntel!), ein Beweis fiir das Vorliegen einer $-Oxygruppe.
DaB trotz dieser 8-Oxygruppe das Spektrum des B-Rhodomycinons dem des
1.4.5-Trioxy-anthrachinons #dhnlich ist (Abbild. 3), iiberrascht nicht, denn
auch 1.4.5.6-, 1.4.5.7- und 1.3.4.5-Tetraoxy-anthrachinon zeigen in Methanol
praktisch die gleichen Absorptionsbanden wie 1.4.5-Trioxy-anthrachinon (Ta-
fel 2), und das gleiche gilt fir Catenarini?)(1.4.5.7-Tetraoxy-2-methyl-anthra-
chinon) und Helminthosporin®) (1.4.5-Trioxy-7-methyl-anthrachinon).

Fiir die Stellung der 3-Oxygruppe des B-Rhodomycinons kommen die vier in
den Formeln X bis XIII angegebenen Moglichkeiten in Betracht. Um zwischen
ihnen zu entscheiden, haben wir unseren Farbstoff in verschiedenen Lisungs-
mitteln und an Hand einiger Farbreaktionen (Tafel 2) mit den Tetraoxy-anthra-
chinonen X1—XTIT verglichen14).

H H OH
HO
(] ()
o HO YV N\
HO OH H H H H
XII XII1

1.Schwefelsdure-Reaktion!):Die Lage der Banden bei der Schwefelsiure-Reaktion
wird, wie aus einem Vergleich der in konz. Schwefelsiure gemessenen Banden des 1.4.5-
Trioxy-anthrachinons und des 1.4.5.7-Tetraoxy-anthrachinons mit denen des 1.4.5-Tri-
oxy-7-methyl-anthrachinons (Helminthosporin) und des 1.4.5.7-Tetraoxy-2-methyl-

12) W. K. Anslow u. H. Raistrick, Biochem. J. 34, 1124 [1940].

13) H. Raistrick, R. Robinson u. A. R. Todd, Biochem, J. 27, 1170 [1933].

1) Fiir die Uberlassung dieser Praparate danken wir Hrn. Dr. Merkel, Farben-
fabriken Bayer, Werk Elberfeld. Das in einheitlicher Form schwer zugangliche
1.2.4.5-Tetraoxy-anthrachinon (X) (bei allen Synthesen entstehen 2 schwer trennbare
Isomere) stand uns fiir diesen Vergleich leider nicht zur Verfiigung. Mit seiner Darstel-
lung sind wir beschaftigt.
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anthrachinons (Catenarin) hervorgeht, durch eine Methylgruppe praktisch nicht beein-
flufit (Tafel 3).

Tafel 3. Absorptionsbanden einiger Oxy-anthrachinone in konz.
Schwefelsdure in mp

1.4.5-Trioxy-anthrachinon ............. 592 545 (503) (violett)
1.4.5-Trioxy-7-methyl-anthrachinon ..... 593 541 (violett)
1.4.5.7-Tetraoxy-anthrachinon .......... 616 572 (525) (indigoblau)
1.4.5.7-Tetraoxy-2-methyl-anthrachinon . 619 576 (530) (blau)

Da das B-Rhodomycinon in konz. Schwefelsiure, wie oben erwiahnt, in eine linger-
wellig absorbierende Verbindung iibergeht, haben wir an seiner Stelle das in konz.
Schwefelsdure bestindige Desoxy-B-rhodomycinon verwendet, durch dessen Seitenkette
das Bandenspektrum in Schwefelsiure ebensowenig beeinfluit werden diirfte wie durch
eine Methylgruppe. Es unterscheidet sich in seinem Schwefelsiure-Spektrum sowohl von
1.4.5-Trioxy-anthrachinon als auch von den Tetraoxy-anthrachinonen X1, XIT und XIIL.

? OH H (f H QH,
OH CH, N \/\ OH CH,

—OAo >C

N {\cn/ Y “cH, “omH
OAOOAcOAo OH O H 611
b. 4% XVI

konz. H,80,

i Erhitzen auf 220°
\
4
X
\

H, OH (H,
HQCH, ' J : OHQCH,

4
Zn-Dest. /Pt
I n-Les H\C H. )| I C
7N N\ / H,
OH 1
OH 6H
XVII XVIII
| KMa0, | xMa0,
0\ 0\
/C—CH,—CH, /C—CH,—CH,—CH.—CH,
HO HO
XIX XX

2. Piperidin-Reaktion'): Das Bandenspektrum der in Piperidin vorliegenden
Salze wird durch die ionisierte pB-Oxygruppe jeweils in charakteristischer Weise ver-
dndert. Das B-Rhodomycinon unterscheidet sich sowohl vom 1.4.5-Trioxy-anthrachinon,
als auch von den drei Tetraoxy-anthrachinonen.

3. Titan (III)-chlorid-Reaktion'®): Die Firbung der Oxy-anthrachinone bei der
Endiol-Reaktion mit Titan(III)-chlorid in Methanol héngt in charakteristischer Weise

15) H. Brockmann, E. H. v. Falkenhausen, R. Neeff, A. Dorlars u. G. Budde,
Chem. Ber. 84, 865 [1951]. Vergl. auch die Reaktion aromatischer Endiole mit Piperazin
nach G. Schenck u. J. Hartel, Naturwissenschaften 41, 18 [1954].

16) F. Weygand u. E. Csendes, Chem. Ber. 85, 45 [1952].
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vom Vorhandensein und von der Stellung einer 3-Oxygruppe ab. Bei Pyridin-Zusatz
erhilt man weniger spezifische blaue Endfarbténe. Das (-Rhodomycinon verhielt sich
auch hier anders als die angefiihrten Modellsubstanzen.

4. Farblackbildung mit Blei- und Calciumsalzen: Bei Zusatz eines Tropfens wag-
riger Bleiacetat- oder Calciumchlorid-Losung zur methanolischen Lésung eines Oxy-
anthrachinons wurden Farblacke erhalten, deren Farbe und Léslichkeit von Vorhanden-

sein und Stellung einer B-Oxygruppe abhiéngig ist. Das B-Rhodomycinon unterschied
sich bei der Farblackbildung in charakteristischer Weise von den Tetraoxy-anthrachinonen
XTI, XII und XIII

Nach diesen Reaktionen schemt uns ausgeschlossen, daf die $-Oxygruppe
so angeordnet ist wie in XI, XII oder XIII. 8-Rhodomycinon muff demnach
ein Derivat des 1.2.4.5-Tetraoxy-anthrachinons (X) sein. Zum gleichen Er-
gebnis kommt man, wenn man beim (3-Rhodomycinon und den Modellsub-
stanzen die Feinstruktur des langwelligen Absorptionsgebietes vergleicht.

Gewisse Cyclisierungsreaktionen unter relativ milden Bedingungen, die
z. Zt. noch untersucht werden, lassen darauf schlieBen, daBl die Seitenkette
des B8-Rhodomycinons an C3 steht. Dem Farbstoff kime dann die Konsti-
tutionsformel XVII zu. Auf sie bezogen, lassen sich die in dieser Arbeit be-
schriebenen Reaktionen durch die Formeln XIV-XX wiedergeben.

e-Rhodomycinon und e-Iso.rhodomycinon

Das oben erwiihnte ¢-Rhodomycinon wurde, wie im Versuchsteil niher
beschrieben, aus dem Mycel eines Submersansatzes isoliert, in dem es als
Hauptfarbstoff vorhanden war. Es kristallisiert in braunroten Bléttchen vom
Schmp. 185° und zeigt im Gegensatz zum B-Rhodomycinon keine nennens-
werte antibiotische Wirksamkeit. Sein Absorptionsspektrum in organischen
Losungsmitteln (Abbild. 3 und Zusammenstellung im Versuchsteil) und in
konz. Schwefelsiiure, sowie sein Verhalten bei der Pyroboracetat-Reaktion!)
sind dem des B-Rhodomycinons sehr dhnlich. Mit Natriumdithionit bildet es
ebenso wie 3-Rhodomycinon eine gelbe Kiipe.

Die bisherigen Analysenzahlen passen am besten auf C,H,, ,,0,, schlie-
Ben aber CyH,5 50 nicht ganz aus. Im Gegensatz zum $3-Rhodomycinon
enthiilt e-Rhodomycinon eine Methoxygruppe. Im IR-Spektrum zeigt es eine
Bande bei 5.75, die einer Keto-, Ester- oder Lacton-Carbonylgruppe zu-
geordnet werden kann und dem (3-Rhodomycinon fehlt.

Seine weitgehende spektroskopische Ubereinstimmung mit 8-Rhodomyeci-
non spricht dafiir, daB e-Rhodomycinon ebenfalls ein Derivat des 1.4.5-Trioxy-
anthrachinons ist. Der Methoxylgehalt und die IR-Bande bei 5.75 1 lassen
auf Anwesenheit einer veresterten Carboxygruppe schlieien.

e-Rhodomycinon wird ebenso wie 8-Rhodomycinon durch konz. Schwefel-
séiure in eine lingerwellig absorbierende Verbindung umgewandelt und liefert
bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat Propionsiure. Danach diirfte es
die gleiche, eine Oxygruppe tragende Seitenkette enthalten wie 8-Rhodo-
mycinon. Wenn von den 8 Sauerstoffatomen der ¢-Rhodomycinon-Formel zwei
einem chinoiden System, zwei einer veresterten Carboxygruppe und eins einer
Oxygruppe der Seitenkette angehoren, bleiben fiir das Ringsystem nur noch
drei Sauerstoffatome iibrig. Da diese (nach der Pyroboracetat-Reaktion und

Chemische Berichte Jabrg. 88 118
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dem spektroskopischen Vergleich[ mit B-Rhodomycinon bzw. 1.4.5-Trioxy-
anthrachinon) zweifellos als a-stiéndige Oxygruppen vorliegen, kann ¢-Rhodo-
mycinon im Gegensatz zum B-Rhodomycinon keine B-Oxygruppe enthalten.
Diese SchluBfolgerung wird durch die Pyroboracetat-Reaktion bestitigt. Denn
die dabei auftretenden Verinderungen im Bandenspektrum sind unabhiingig
davon, ob die Acetanhydridlosung des Farbstoffes vorher kurze Zeit gekocht
worden ist, oder nicht (Tafel 1).

Das aus Kulturlsung und Mycel isolierte ¢-Iso-rhodomycinon, dunkel-
rote Blattchen vom Schmp. 245°, ist der erste Vertreter der Iso-rhodomyeci-
none, der kristallisiert erhalten wurde. Gegen unseren St.-gureus-Stamm war
es bis zur Verdiinnung 1:300000 antibiotisch wirksam.

Von wiBrigem Alkali wird e-Iso-rhodomycinon im Gegensatz zu den violett
l6slichen Rhodomycinonen mit rein blauer Farbe aufgenommen. Es zeigt in
organischen Losungsmitteln ein charakteristisches Absorptionsspektrum (Ab-
bild. 3), das dem des 1.4.5.8-Tetraoxy-anthrachinons sehr &hnlich ist. Auch
gegeniiber Pyroboracetat verhilt es sich wie diese Verbindung.

Die Analysenzahlen passen am besten auf die Formel CyoH g 500, d1e wir
als vorlaufige Bruttoformel unseren Berechnungen zugrunde gelegt haben. Auf
sie bezogen, betrigt die Zahl der aktiven H-Atome 6 und die Menge der bei
der Kuhn-Roth-Oxydation gebildeten fliichtigen Siure etwa 1 Molekiil. Bei
der Zinkstaubdestillation entstand ein Sublimat mit den Absorptionsbanden
des Tetracens, bei der Permanganat-Oxydation fanden wir Propionsiure, und
mit konz. Schwefelsiure bildete e-Iso-rhodomycinon eine Verbindung, deren
Absorptionsbanden lingerwellig waren als die des Ausgangsmaterials.

Bei allen drei Umsetzungen verhilt sich der Farbstoff demnach wie g-Rhodo-
mycinon. Ebenso wie e-Rhodomycinon hat e-Iso-rhodomycinon eine Carbonyl-
bande bei 5.75 1+ und enthilt wie dieses eine Methoxygruppe!?). Nach den bisher
vorliegenden Befunden spricht nichts gegen die Annahme, daB} s-Iso-rhodomy-
cinon ein 1.4.5.8-Tetraoxy-anthrachinon-Derivat ist, das neben einer Carbometh-
oxygruppe die gleiche Seiténkette besitzt wie §-Rhodomycinon. Vom e-Rhodo-
mycinon, von dem es sich im Papierchromatogramm nicht abtrennen lifit,
unterscheidet sich e-Iso-rhodomycinon, falls fiir ersteres die C,-Formel gilt,
offenbar nur durch das Vorhandensein einer vierten a-Oxygruppe, ein Unter-
schied, der dem zwischen Helminthosporini®) und Cynodontin!®) ent-
spricht.

Zur Konstitution des Rhodomycins A

Ihre Wasserloslichkeit und Basizitit verdanken die Rhodomycine dem am
Chromophor héingenden stickstoffhaltigen Rest der Molekel, der bereits bei
milder Saurehydrolyse abgespalten wird und dabei als wasserlosliche Fraktion
anfillt. Beim Abbau des Rhodomycins A wurde aus dieser Fraktion eine mit
Pikrocin!?) isomere Dimethylamino-desoxy-aldose, das Rhodosamin?2?), iso-
liert, dem die Konstitution X XI zugeschrieben werden kann.

17) P. Boldt, Diplomarb., Gottingen 1955.

18) H. Raistrick, R. Robinson u. A. R. Todd, Biochem. J. 28, 559 [1934].
19) H. Brockmann, H. B. Kénig u. R. Oster, Chem. Ber. 87, 856 [1954].

20) H. Brockmann u. E. Spohler, Naturwissenschaften 42, 154 [1955].
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Da die Absorptionsmaxima des Rhodomycins A praktisch die gleiche Lage haben wie
die seines Chromophors, des 8-Rhodomycinons, kann der stickstoffhaltige Rest des Rhodo-
mycins A nicht iiber eine a-Oxygruppe des Chromophors mit diesem verbunden sein.
Denn dann miilte sich das Absorptionsspektrum des Rhodomycins A
deutlich von dem des 3-Rhodomycinons unterscheiden. Auch die OH
B-Oxygruppe kommt nicht in Frage, denn wire sie mit dem Rest H(‘/

verkniipft, so miiite Rhodomycin A mit Bleiacetat in Methanol die I

gleiche rote Farbung geben wie 1.4.5-Trioxy-anthrachinon. Das ist H,

jedoch nicht der Fall; vielmehr wird die methanolische Rhodomy- H:N(CH,),

cin A-Lésung, ebenso wie die des 8-Rhodomycinons, auf Zusatz von H-OH

Bleiacetat rotviolett. Als Verkniipfungsstelle des stickstoffhaltigen

Restes bleibt somit nur noch die Oxygruppe der Seitenkette iibrig. H-0 -
Die aus RhodomycinA bei milder Siaurehydrolyse ent- H,

stehende B-Rhodomycinon-Menge betrigt rund 559, des XXI1

Ausgangsmaterials. Praktisch der gleiche Wert ergibt sich
aus den beim Maximum 494 m;: gemessenen spezifischen Extinktionskoeffi-
zienten des RhodomycmsA und seines Chromophors. Denn das Verhéltnis

%494 g-Rhodomyeinon - %494 Rhodomyein o4 Detrigt 33.7: 18.55, was einem Chromophor-
gehalt von 55 9 entspricht.

Aus den Analysenzahlen des kristallisierten Rhodomycin A-hydrochlorides?)
errechnet sich als kleinste Summenformel C,y_,,H,,O,N-HCl. Die genaue Fest-
legung der Formel wird dadurch erschwert, daB die Rhodomycin A-hydro-
chlorid-Priparate hartnickig Losungsmittel festhalten und bei schiirferem
Trocknen Chlorwasserstoff verlieren. Die Gewinnung zuverlissiger Analysen-
zahlen ist daher schwierig.

Nach der potentiometrischen , Differentialtitration” von Rhodomycin A
und seinem Hydrochlorid?!) mu3 die Bruttoformel des Rhodomycins A min-
destens doppelt so groB sein wie die kleinste Summenformel. Nimmt man
dementsprechend an, dal die Bruttoformel Cyq_sH;0,,N; -2 HCl ist und Rhodo-
mycinA ein Mol. B-Rhodomycinon enthilt, so wiirde der Chromophorgehalt
409, betragen, wihrend 556 9, gefunden wurde.

Zu dhnlichen Unstimmigkeiten fithrt die Annahme, dal Rhodomycin A aus
einem Mol. §-Rhodomycinon und zwei Moll. Rhodosamin aufgebaut ist. Denn
dann wire die Bruttoformel des Rhodomycin A-hydrochlorides C,,H,,0,,N,"
2HCl, was weder mit den Analysenzahlen noch mit dem Chromophorgehalt
(gef. 55, ber. 47) iibereinstimmt.

Dagegen wiirden alle bisherigen Befunde miteinander in Einklang stehen,
wenn man annimmt, daB die Bruttoformel dreimal so groB ist wie die kleinste
Summenformel und das Antibioticum 2 Moll. Chromophor und 3 Moll. Rho-
dosamin enthiilt, die unter Austritt von 4 Moll. Wasser miteinander verkniipft
sind. Ob diese Annahme zutrifft, wird z. Z. gepriift.

Fiir groBziigige Forderung unserer Arbeiten sind wir der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft, den Farbenfabriken Bayer, Werk Elberfeld, und dem Fonds

der Chemie zu Dank verpflichtet. Frl. S. Scheibe danken wir fiir verstandnisvolle,
experimentelle Mitarbeit.

1) H. Brockmann u. E. Meyer, Chem. Ber. 86, 1514 [1953].
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Beschreibung der Versuche *)

Rhodomycin-pikrat aus Kulturlésung: 387 vom Mycel abfiltrierte Kultur-
16sung?®) von Streptomyces purpurascens wurden i. Vak. auf 7.5l eingeengt, auf py 3 ein-
gestellt und ausgeithert. Dann filtrierte man die wiBrige Phase im Verlauf von 4 Stdn.
durch eine Sdule von Lewatit KSN (Na-Form) und wusch mit 51 dest. Wasser nach.

Zur Bereitung der Austauscher-Siule wurde 17 Lewatit KSN nach Aufquellen in
Wasser in eine Rohre (8x35cm) eingeschlaimmt und nacheinander jeweils innerhalb
1 Stde. mit 51 5-proz. Salzséure, 51 dest. Wasser, 51 10-proz. Kochsalzlésung und 51
dest. Wasser gewaschen.

Die Elution des Rhodomycins erfolgte innerhalb 2 Stdn. mit 3.51 0.1 n methanol.
Ammoniak?®). Das Eluat wurde neutralisiert, i. Vak. eingedampft, der Riickstand mit
Wasser aufgenommen und mit gesittigter, wiBriger Pikrinsdurelosung versetzt, worauf
2 g Rhodomycin-pikrat ausfielen.

B-Rhodomycinon

Darstellung: Aus 1.5 kg lufttrockenem, mit Petrolither vorextrahiertem Mycel
wurde das Rhodomycin erschopfend mit 80-proz. Aceton (enthaltend 29, Schwefel-
séure) ausgezogen®), Dann kochte man das Mycel (1.2 kg) 1 Stde. mit 3 7 Aceton (10Vol.-%,
konz. Salzsiure enthaltend), saugte ab, wusch mit 31 Aceton gleicher Konzentration
nach, neutralisierte mit Ammonijak und dampfte den Acetonauszug i. Vak. ein. Der
wifBrige Riickstand wurde auf py 3 eingestellt und mit 57 Ather extrahiert. Den Ather-
auszug wusch man zunichst mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung, dann zur
Abtrennung des e-Iso-rhodomycinons viermal mit 0.4 In Na,CO, und extrahierte
ihn anschlieBend mit 0.51 22 NaOH. Das beim Ansduern der Natronlauge ausfallende
B-Rhodomycinon wurde mehrmals aus Benzol-Methanol umkristallisiert. 234 mg
dunkelrote Nadeln vom Schmp. 225°. ’

In gleicher Weise wurde p-Rhodomycinon auch aus dem Atherauszug der Kultur-
fliissigkeit gewonnen.

B-Rhodomycinon lést sich leicht in Aceton, Athanol, Eisessig, Benzol und Pyridin
und wenig in Petrolather und Wasser. Mit Diazomethan reagiert es unter Farbumschlag
nach Hellgelb.

CyH;60, (344.3) Ber. C62.79 H4.68 032.53 C-CH,4.4 5akt. H 1.46
Gef. C62.40 H4.83 032.92 C-CH;4.7 akt. H1.21 Mol.-Gew. 320 %)

*) Nach Beockmann in Phenol.

Absorptionsmaxima in mp ™)

Methanol ...........coiiiviiiiiiiiiiennn. 580 629 4956 (462) (orange)
Chloroform ............cooviiiiiinnnin... 582 (495) (orange)
Benzol ..........oiiiiiiiiiiiiiiiea, 534 497 461 (orange)
konz, Schwefelsdure ....................... 601 575 530 (violett)
aNaOH ... ... (873) (532) (violett)
Acetanhydrid .............. .. ..ol (682) (494) (gelborange)
Acetanhydrid gekocht®) .................. (581) (494) (gelborange)
Acetanhydrid +Pyroboracetat, 3 Min. gekocht?*) 582 537 (violett)
e mit Pri pektroskop; starke Banden fett, unscharfe cingeklammert.

Chromatographie eines Gemisches von Rhodomycinon- und Iso-rhodo-
mycinon-acetaten: Eine Losung von 100 mg eines Gemisches aus Rhodomycinonen
und Iso-rhodomycinonen (aus Mycel von Streptomyces purpurascens) in 2 ccm Acet-
anhydrid wurde nach Zusatz von 1 Tropfen konz. Schwefelsiure 3 Min. gekocht und

*) Alle Schmpp. wurden im Berl-Block bestimmt und sind korrigiert.

2) N. Applezweig, J. Amer. chem. Soc. 66, 1990 [1944].

8) 0. Dimroth, O. Friedemann u. H. Kiémmerer, Ber. dtsch. chem. Ges. 53, 481
[1920]. #) 0. Dimroth, Liebigs Ann. Chem. 446, 97 [1926].
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anschlieBend in 10 com Wasser gegossen. Das Acetat wurde abgesogen, mit Wasser
gewaschen und getrocknet (110 mg). 5 mg davon chromatographierte man aus Chloro-
form an 5 g durch Fillung dargestelltem und bei 130° aktiviertem Gips. Dabei bildete
sich nur eine gelbe Zone, die sich nicht auftrennen lie.

Fraktionierte Sublimation eines Gemisches von Rhodomycinonen und
Iso-rhodomycinonen: Aus einem Rohr mit dariibergeschobenem Heizblock wurde das
Gemisch bei 160—-180°/0. 0001 Torr fraktioniert sublimiert. Eine Auftrennung in Rhodo-
mycinone und Iso-rhodomycinone wurde nicht erreicht.

Analytische Gegenstromverteilung eines Gemisches von Rhodomyci-
nonen und Iso-rhodomycinonen: 50 mg eines aus Mycel isolierten Gemisches von
Rhodomycinonen und Iso-rhodomycinonen wurde ih einer Apparatur®), deren
VerteilungsgefdBe 50 cem faBten, im System Ather/Natriumcarbonat-Natriumhydrogen-
carbonat-Puffer vom py 10.5 + Methanol (2:1) iiber 27 Stufen verteilt. Zur Ermittlung
der Verteilungskurve wurde der Inhalt jeder Zelle mit 10 cem 5nH,SO, angesduert, die
ather. Phase abgetrennt, auf 50 cem aufgefiillt und kolorimetriert (Abbild. 2). Die par-
tiellen Verteilungskurven wurden nach dem Ergebnis einer Durchmusterung der Ver-
teilungsfraktionen mit dem Prismenspektroskop eingetragén.

Priaparative Auftrennung eines Gemisches von Rhodomycinonen und
Iso-rhodomycinonen durch fraktionierte Verteilung: Mit der Lisung von 2.7 g
eines Gemisches aus Rhodomycinonen und Iso-rhodomycinonen in 21 Ather
wurde nach dem in der Abbild. 1 dargestellten Schema in Ather/n Na,CO, eine fraktio-
nierte Verteilung durchgefiihrt. Nachdem die Atherphasen die 5 Natriamcarbonatphasen
passiert hatten, wurde ihnen der restliche Farbstoff mit 200 ccm » NaOH entzogen. Zur
Isolierung der Verteilungsfraktionen aus den alkalischen Phasen siuerte man an und
saugte den Farbstoff ab. Eine Durchmusterung der Fraktionen mit dem Prismenspektro-
skop ergab, da8 die Natriumcarbonatphase 1 (Abbild. 1) nahezu reines Iso-rhodo-
mycinon und die Natriumcarbonatphasen 3—5 nahezu einheitliches Rhodomycinon
enthielten, das durch Umkristallisieren leicht in reiner Form gewonnen werden konnte.
Die zweite Natrinmcarbonatphase enthielt 216 mg eines Gemisches von Rhodomyei-
nonen und Iso-rhodomycinonen.

Spektralphotometrische Bestimmung des Komponentenverhdltnisses
von Geniischen aus Rhodomycinonen und Iso-rhodomycinonen: Zur spektral-
photometrischen Bestimmung der Komponenten eines Zweistoffgemisches werden die
Extinktionen einer Losung dieses Gemisches, deren Gesamtkonzentration nicht bekannt
zu sein braucht, bei zwei verschiedenen Wellenlingen gemessen. Die Konzentrationen
lassen sich dann nach den folgenden beiden Gleichungen berechnen?):

B B,

1 ', ‘o, N ',
a =EACA+EBCB T_EACA+EBCB

(d = Schichtdicke)

Ej; und Ey, sind die Extinktionen fiir 2 Wellenlingen, bei denen sich die molaren
Extinktionskoeffizienten méglichst weitgehend voneinander unterscheiden. Aus den Kon-
zentrationen ergibt sich der Prozentgehalt P einer Komponente:

[ [
A A

- 100 =

Cy T op Cges

-100

PA.=

Die Rechnung vereinfacht sich, wenn man als zweite Wellenlinge die des isosbesti-
schen Punktes wiihlt, bei der sich die Absorptionskurven der reinen Komponenten schnei-
den. Die bei dieser Wellenliinge gemessenen Extinktionen sind der Gesamtkonzentration

%) N. Grubhofer, Chemie-Ing.-Techn. 22, 209 [1950].
6) M. Pestemer u. D. Briick, Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie 8,
748, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1955.
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¢cges des Gemisches proportional. Fiir 3-Rhodomycinon und e-Iso-rhodomycinon
liegt der isosbestische Punkt bei 504 my., wihrend die Extinktionskoeffizienten bei 560 mu
die groBte Differenz zeigen. Man erhilt:

E E
Y560 504
~d ~ *Rseo °R t %ise0” I 2 = %504 Cges
P. — 100 —100 “se0 _ Hewo *504
! %rsgo—*Rse0  Dsoa %rse0— %R 560

Daraus folgt nach Einsetzen der spezifischen Extinktionskoeffizienten?):

E
Py = _50 o83 105
E504

Bestimmung des Komponentenverhédltnisses eines aus Submersmycel iso-
lierten Gemisches von 8-Rhodomycinon und ¢-Iso-rhodomycinon: Die Ex-
tinktionen einer Losung von etwa 1 mg des Gemieches in 100 ccm Methanol wurden bei
504 und 560 mp. mit dem Beckman-Spektrophotometer gemessen. Mit Hilfe der oben
angefithrten Formel ergab sich, daB dieses Gemisch aus 679, B-Rhodomycinon und
339, ¢-Iso-rhodomycinon bestand.

Ausbeute und Mengenverhaltnis der Chromophore einer Rhodomycin-
A-Fraktion: In zwei Parallelansitzen wurden 2.642 und 3.298 mg eines durch Gegen-
stromverteilung von Rhodomycin (Phasenpaar Butanol/py 6-Borax-Kaliumhydrogen-
phosphat-Puffer) gewonnenen Rhodomycin A-Préparates in je 5 ccm 22 HCI geldst und
2 Min. gekocht. AnschlieBend extrahierte man mit Chloroform, loste den Riickstand des
Chloroformauszuges in Methanol, fiillte auf 10 ccm auf und bestimmte die Extinktion
dieser Losung bei 504 und 560 mp.. An Hand der oben angefiihrten Gleichungen wurde
gefunden: Gesamtchromophor-Gebalt 55.19%,, 55.69, ; Iso-rhodomycinon-Gehalt des Ge-
samtchromophors 289, 279%,.

f-Rhodomycinon-pentaacetat: Eine Losung von 50 mg 3-Rhodomycinon in
2 cem heifem Acetanhydrid wurde mit 50 mg wasserfreiem Natriumacetat 45 Min.
gekocht. Nachden: iiberschiiss. Acetanhydrid durch 20 ccm Wasser verseift worden war,
schiittelte man mit Benzol aus, wusch den Benzolauszug mit Wasser, filtrierte ihn iiber
wenig Aktivkohle und dampfte i. Vak. ein. Der in gelben Nadeln kristallisierende Riick-
stand (59 mg) wurde aus Methanol-Wasser (1:1) umkristallisiert. Das Pentaacetat zer-
setzt sich gegen 165° und zeigt in konz. Schwefelsidure die Absorptionsbanden des 3-Rhodo-
mycinons. []§: —34.4°+5° (¢ = 0.253, in Methanol). Beim Schiitteln seiner ather. Lo-
sung mit » NaOH wird es unter Riickbildung des B-Rhodomycinons verseift.
Cp H,40,, (654.5) Ber. 5CH,CO 38.81 Gef. CH;CO 37.61, 36.70
Methylierungsversuch: Eine Losung von 100 mg 8-Rhodomycinon in 30 cem
2.5-proz. methanol. Salzsiure wurde 15 Stdn. bei 27° gehalten®). Danach fillte man das
Reaktionsprodukt durch Wasserzusatz aus, zentrifugierte ab und kristallisierte aus heiflem
Methanol um. Die Substanz war praktisch methoxylfrei und nach ihrem chromato-
graphischen Verhalten an Gips mit dem Ausgangsmaterial identisch.

Oxydation mit Kalivmpermanganat: Kine Losung von 100 mg $-Rhodo-
mycinon in 30 ccm Aceton (p. a.) wurde, anfangs unter leichtem Erwiirmen, mit 0.1 »
acetonischem KMnO, versetzt, bis keine Entfarbung mehr eintrat (Verbrauch 100 cem).
Um Verlust saurer Oxydationsprodukte durch Adsorption an Mangandioxydhydrat zu
vermeiden, wurde dieses abgesaugt, mit heilem Wasser gewaschen und unter Zusatz
von Phosphorsiure in verd. Oxalsiure aufgelost. Die Losung brachte man auf py 10,
vereinigte sie mit dem Mangandioxydhydrat-Filtrat und dampfte i. Vak. auf 20 ccm ein.

) oRggo = 3.23; algee = 33.7; agey = 29.3.
28) H. Brockmann, Liebigs Ann. Chem. 521, 1 [1936].
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Anschliefend stellte man mit Phosphorsiure auf Py 1 ein, versetzte mit 20 com Wasser
und destillierte 20 ccem ab. Nach Eindampfen des neutralisierten Destillats hinterblieb
ein in farblosen Blattchen vom Schmp. 294° (Zers.) kristallisierendes Natriumsalz, das
im Papierchromatogramm (Butanol/n NH,) den gleichen Rg-Wert zeigte wie Proplon-
sdure,

Silbersalz der Abbausdure: Eine Lésung des Natriumsalzes der Abbausiure in
0.5 cem 50- -proz. Athanol wurde in der Warme mit 0.5 ccm einer 10-proz. Lisung von
Silbernitrat in 50-proz. Athanol versetzt. Das in Nadeln auskristallisierende Sllbersa,lz
wurde aus wenig heiem Wasser umkristallisiert.

AgCyH,0, (181.0) Ber. Ag59.62 Gef. Ag 59.5

" Zinkstaubdestillation: In einem mit Kiihlfalle (—80°), zwei mit Benzol gefiillten
Waschflaschen und einer Sedimentationsvorlage verbundenem Glasrohr wurde ein Ge-
misch aus 500 mg 8-Rhodomycinon und 25 g getrocknetem Zinkstaub (Merck, p. a.)
unter Durchleiten von Wasserstoff langsam auf dunkle Rotglut erhitzt, wobei sich ein
gelbgriiner, schwer kondensierbarer Nebel bildete. Den Inhalt der Vorlagen kristalli-
sierte man aus 2 ccm Toluol um, wobei 3 mg orangegelbe Blattchen vom Schmp. 312°
erhalten wurden, die sich in konz. Schwefelsdure olivgriin losten.

Absorptionsmaxima in my

Methanol ................. 471 442 (414) (gelb)
Benzol ................... 475 444 (418) (gelb)
konz. Schwefelsdure ........ (466) (olivgriin)

Der Riickstand der Toluolmutterlauge wurde in einem 1 cm weiten Glasrohr bei 140
bis 160°/0.00056 Torr im Heizblock fraktioniert sublimiert. Dabei trennte sich das Subli-
mat in eine hellgelbe und eine orangefarbene Zone, die durch Zerschneiden des Subli-
mationsrohres getrennt wurden. Die orangefarbene Fraktion entsprach in ihren Eigen-
schaften dem oben beschriebenen Kristallisat. Die leichter sublimierende, hellgelbe Frak-
tion, die mengenmifig iiberwog, fluorescierte im festen Zustand intensiv griin und schmolz
bei 212°.

Reduzierende Acetylierung?): Eine Lésung von 50 mg B-Rhodomycinon in
1 cem Acetanhydrid und 0.4 ccm Pyridin wurde mit 250 mg getrocknetem Zinkstaub
(Merck, p. a.) 20 Min. auf 70° erwérmt. Nach Abfiltrieren des Zinkstaubes zersetzte man
das Acetanhydrid mit Wasser. Das ausgefallene Rohprodukt (62 mg) 16ste man in wenig
Chloroform und filtrierte die Lésung durch eine kleine Gips-Séule. Das Eluat der sich
dabei bildenden hellgelben Zone hinterlieB beim Verdampfen das Reduktionsprodukt als
fast farblosen Riickstand.

Oxydation mit Mangandioxyd in konz. Schwefelsiure!®): Eine Losung von
10 mg B-Rhodomycinon in 4 cem konz. Schwefelsiure wurde bei 80° unter Rithren
mit 20 mg feingepulvertem Mangandioxyd versetzt und 25 Min. bei dieser Temperatur
gehalten, wobei die Farbe der Lsung von Violett nach Blau umschlug. Der beim Ver-
diinnen mit Wasser ausgefallene, rotbraune Niederschlag wurde spektroskopisch unter-
sucht. Absorptionsmaxima in Chloroform-Methanol 579, 562, 547, 534, 522, 510, (486) mu.

Thermische Umwandlung: 2 mg 8-Rhodomycinon wurden im Schmelzpunkt-
réhrchen 5 Min. auf 250° erhitzt. AnschlieBend wurde der Rohrcheninhalt aus Chloroform-
Aceton 10:1 an einer kleinen Gips-Siule chromatographiert. Dabei lieB sich eine lang-
samer laufende, rote Zone von unverdndertem Ausgangsmaterial abtrennen. Absorp-
tionsmaxima in Chloroform 551, 516 mu.

Umwandlung in konz. Schwefelsiure: Eine Losung von 1 mg 3-Rhodomyei-
non in 1cem konz. Schwefelsiure wurde 24 Stdn. bei 20° gehalten. Dann verdiinnte
man mit Eiswasser und extrahierte mit Ather. Absorptionsmaxima in Ather 551, 518 my.

Katalytische Hydrierung: In einer Mikro-Hydrierapparatur verbrauchten 20 mg
B8-Rhodomycinon in 26 ccm 98-proz. Eisessig bei Gegenwart von 100 mg. Palladium-
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Bariumsulfat-Katalysator innerhalb von 36 Stdn. 2.80 ccm Wasserstoff (0°/760 Torr).
Unter der Annahme, dafl 2 Moll. Wasserstoff aufgenommen werden, berechnet sich aus
der verbrauchten Wasserstoffmenge das Mol.-Gew. 320 + 30.

Anschliefend filtrierte man. vom Katalysator ab, nahm das Filtrat in Ather auf,
wusch mit Wasser und gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Liésung und extrahierte die
ather. Losung mit » NaOH. Aus der Lauge wurde das Hydrierungsprodukt durch An-
sduern ausgefallt und dann aus Chloroform-Aceton an gesiuertem Naturgips chromato-
graphiert. Dabei trennte sich eine breite, orangefarbene Zone von 2 schmalen, langsamer
wandernden roten Zonen ab. Das Eluat der orangefarbenen Zone hinterlie beim Ver-
dampfen gelbe Nadeln von Desoxy-B-rhodomycinon.

Absorptionsbanden in my

Chloroform ........cvvviviiiiionnnaninennnnn 535 499 467 (orange)
konz. Schwefelsdure ................cc0iuvunn 625 584 539 (blau)
Ather nach Behandlung mit konz. Schwefel-

BAUTE (B.U.) v 'vvnovnvvnenneneronnnnenanns 529 491 (463) (orange)

Kaliumpermanganat-Oxydation von Desoxy-f-rhodomycinon: Man oxy-
dierte 50 mg Desoxy-B8-rhodomycinon, wie beim 8-Rhodomycinon angegeben,
mit 0.1 » acetonischem KMnO,. Die fliichtige Siurefraktion wurde im Papierchromato-
gramm mit Essigsiure, Propionsaure, Buttersiure und Valeriansiure verglichen (Butanol/
n NH;). Sie zeigte neben Valeriansiure die Flecken der drei niedrigeren Homologen.

Einwirkung von konz. Schwefelsiure auf Desoxy-B-rhodomycinon: Eine
Losung von 1mg Desoxy-f-rhodomycinon in 1cem konz. Schwefelsiure wurde
24 Stdn. bei 20° gehalten und anschlieBend in 10 ccem Eiswasser gegossen. Der gelbe
Atherauszug zeigte folgende Banden: 520, 491, (468) my. Sie stimmten mit denen des
B-Rhodomycinons und des Desoxy-8-rhodomycinons praktisch iiberein.

Reduzierende Acetylierung des Desoxy-f-rhodomycinons: Eine Lésung
von 3 mg Desoxy-f-rhodomycinon in 1 cem Acetanhydrid wurde mit wenig wasser-
" freiem Natriumacetat und Zinkstaub (p. a.) einige Minuten gekocht. Dann filtrierte man
ab, zersetzte das Acetanhydrid mit Wasser, extrahierte mit Benzol, wusch den Benzol-
auszug mit Wasser und trocknete ihn mit Natriumsulfat. Die gelbe, benzolische Losung
zeigte im Gegensatz zu dem in analoger Weise dargestellten Leuko-acetat des -Rhodo-
mycinons im sichtbaren Licht keine und unter der Quarzlampe blaue Fluorescenz. Die
Losung lieB keine sichtbaren Banden erkennen.

¢-Rhodomycinon

Darstellung: Ein 90-I-Submersansatz, der im Gegensatz zu den bisher aufgearbei-
teten unter etwas anderen Bedingungen in einer von P. Patt®) in unserem Institut
entwickelten Submersanlage gewachsen war, ergab nach Zentrifugieren 6.74 kg feuchtes
Mycel. Man extrahierte es mit 20 ! 0.5 n salzsaurem Aceton, neutralisierte den Aceton-
auszug mit Ammoniak, dampfte i. Vak. ein und extrahierte den wiBr. Riickstand mit
Ather. Aus dem Atherauszug wurde das darin als Hauptkomponente enthaltene ¢-Rho-
domycinon in gleicher Weise, wie fiir 8-Rhodomycinon beschrieben, isoliert und
darauf nacheinander aus Benzol und Methanol umkristallisiert. 197 mg dunkelrote,
derbe Prismen vom Schmp. 185° (Zers. bei 208°). Das c-Rhodomycinon entspricht in
seinem Loslichkeitsverhalten dem c-Iso-rhodomycinon und stimmt im Rg-Wert mit
diesem iiberein, wihrend es sich vom $-Rhodomycinon durch grofBlere Wanderu.ngs
geschwindigkeit im Papierchromatogramm unterscheidet.

CpH,,04 (402.4) Ber. €62.68 H5.51 031.81 C-CH,3.7 CHs07.71
Gef. C62.97 H5.55 031.563 C-CH,;3.7 CH,06.78

29) Dissertat. Gottingen 1953.
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Absorptionsmaxima in my

Methanol ................c.iiiiiiiin., 530 493 (462) (orange)
Chloroform ...........vvviiiriivenvenennnns 532 495 (orange)
Benzol ........ ... i, 534 497 (464) (orange)
konz. Schwefelsdure ........................ 593 (536) (violett)
aNaOH ...ttt 608 (567) (violett)
Acetanhydrid .............. .00, 530 492 (460) (orange)
Acetanhydrid gekocht?®®) .................... 528 492 (461) (orange)
Acetanhydrid + Pyroboracetat, 3 Min. ge-
kocht®) ....coiviiiiiiii it 581 854 513 (rotviolett)

Kaliumpermanganat-Oxydation: 30 mg e-Rhodomycinon wurden, wie beim
B-Rhodomycinon beschrieben, mit 0.1 » acetonischem KMnO, oxydiert. Die fliichtige
Abbausiure stimmte in ihrem Rg-Wert (n-Butanol/n NHy) mit Propionsi ure iiberein.

Umwandlung in konz. Schwefelsdure: Eine Losung von 6.1 mg e-Rhodo-
mycinon in 5 cem konz. Schwefelsiure wurde 24 Stdn. bei 20° gehalten und anschlie-
Bend in Eiswasser gegossen. Das Reaktionsprodukt zeigt in Ather dieselbe langwellige
Bande bei 551 my, wie das Umwandlungsprodukt des 8-Rhodomycinons.

e-Iso-rhodomycinon

Darstellung: 200! Kulturlésung eines Submersansatzes, der vorwiegend e-Iso-
rhodomycinon enthielt, wurden i. Vak. auf 40! eingeengt und mit 401 Ather ausge-
schiittelt. Dann dampfte man den Atherauszug auf 1 ein, extrahierte mit 20 cem n NaOH
und saugte das durch Anséiuern ausgefillte Rohprodukt ab. Es wurde nach dem Trocknen
mit Petrolither entfettet und lieferte, aus Benzol und Methanol umkristallisiert, 350 mg
zu Biischeln vereinigte, dunkelrote Blittchen vom Schmp. 245° (Zers.). e-Iso-rhodo-
mycinon ist leicht loslich in Aceton, Athanol und Eisessig, maBig loslich in Benzol und
Chloroform und sehr wenig 15slich in Petrolither und Wasser.

CyoHypOp (404.4) Ber. C59.40 H4.99 035.61 C-CH,;3.7 6akt. H1.49
Gef. C59.36 H4.82 034.65 C-CH;3.5 akt. H1.49

Absorptionsmaxima in my

Methanol ...................... 562 546 522 510 (488) (rot)
Chloroform .................... 564 550 524 512 (488) (rot)
Benzol ........................ 569 5556 6528 517 495 (483) (rot)
konz. Schwefelsdure ............ 651 601 (580) (blau)
aNaOH ................ ...l (601) (563) (blau)
Acetanhydrid .................. 563 548 528 511 (486) (rot)
Acetanhydrid gekocht?®3) ........ 568 548 528 510 (486) (rot)
Acetanhydrid + Pyroboracetat,
3 Min. gekocht?$) ............ (689) 564 (545) - (violett)

Kaliumpermanganat-Oxydation: 30 mg ¢-Iso-rhodomycinon wurden, wie
beim Rhodomycinon angegeben, mit 0.1 n acetonischem KMnO, oxydiert. Die fliich-
tige Abbausiure stimmte in ihrem Rg-Wert (Butanol/n NH;) mit Propionsdure
iiberein.

Zinkstaubdestillation: Ein Gemisch aus 20 mg e-Iso-rhodomycinon und
500 mg Zinkstaub (Merck, p.a.) wurde im Glithrohrchen mit etwas Zinkstaub iiber-
schichtet und dann vom offenen Ende des Rihrchens her fortschreitend auf dunkle
Rotglut erhitzt. Das gelbe Sublimat zeigte in Benzol die Banden des Tetracens (473,
445 my ).

Katalytische Hydrierung des e-Iso-rhodomycinons: Eine Losung von 100 mg
g-Iso-rhodomycinon in 60 ccm 90-proz. Eisessig wurde zur vorhydrierten Suspension
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von 100 mg PtO, in 10 ccm 90-proz. Eisessig gegeben und hydriert. Die Wasserstoff-
aufnahme kam unter geringer Farbaufhellung nach 25 Stdn. zum Stillstand. Zur Auf-
arbeitung erwirmte man zunschst auf demn Wasserbad, um das teilweise auskristallisierte
Hydrierungsprodukt zu 16sen, filtrierte vom Katalysator ab, wusch mit Fisessig nach
und nahm das Filtrat in Ather auf. Der mit viel Wasser gewaschenen Atherlosung ent-
zog man den Farbstoff mit wenig n NaOH, siuerte an und saugte das amorphe Hydrie-
rungsprodukt; ab. Es stimmte in seinem Spektrum mit dem Ausgangsprodukt iiberein.
Im Ring-Papierchromatogramm (Benzol/50-proz. wallr. Formamid) bildete es eine Zone,
deren Rg-Wert groBer war als der des ¢-Iso-rhodomycinons.

Zinkstaubdestillation des Hydrierungsproduktes vom e-Iso-rhodomyeci-
non: Mit 20 mg Hydrierungsprodukt wurde, wie beim ¢-Iso-rhodomycinon beschrie-
ben, eine Zinkstaubdestillation durchgefiihrt. Es bildete sich ein gelbes Sublimat, das in
seinen in Benzol gemessenen Banden (474, 444 my) mit denen des Tetracens iiberein-
stimmte.

Thermische Umwandlung: 2 mg e-Iso-rhodomycinon wurden im Schmelz-
punktréhrchen auf 250° erhitzt. Das Reaktionsprodukt bildete beim Chromatographieren
aus Chloroform an Gips zwei Zonen. Die langsamer laufende Zone zeigte in Chloroform
die Absorptionsmaxima 589, (544) my. Die andere bestand aus unverindertem Ausgangs-
material. :

Modellsubstanzen

9.10-Diacetoxy-tetracen (III): 100 mg Tetracenchinon?®) wurden, wie beim
B-Rhodomycinon angegeben, mit essigsiurefreiem Acetanhydrid, Natriumacetat und
Zinkstaub reduzierend acetyliert. Das 9.10-Diacetoxy-tetracen (112 mg) kristalli-
sierte aus Benzol in orangefarbigen Nadeln, die sich bei 250° unter Dunkelfiarbung zer-
setzten. Es loste sich wie Tetracenchinon in konz. Schwefelsiure mit roter Farbe.

Absorptionsmaxima in mp

Methanol .................... 488 456 428 402 384 276 (gelb)
Benzol .................... 492 (457) (431) (gelb)
konz. Schwefelsfure .......... (618) (569) (karminrot)

2.3-Tetramethylen-9.10-diacetoxy-anthracen(V1): 100 mg 2.3-Tetramethy-
len-anthrachinon®) wurden wie oben reduzierend acetyliert. Das 2.3-Tetramethy-
len-9.10-diacetoxy-anthracen (117 mg) kristallisierte aus Benzol in hellgelben Na-
deln vom Schmp. 232°. Es l6ste sich mit gelber Farbe in konz. Schwefelsiiure.
2max 401, 882, 862, (260) my. (in Methanol).
Cp,H, 0, (348.4) Ber. C75.84 H 5.79 2CH,CO 24.71
Gef. C75.056 H5.75 CH,CO 23.79

30) 8. Gabriel u. E. Leupold, Ber. dtsch. chem. Ges. 81, 1277 [1898].
) G. Schroeter, Ber.dtsch. chem. Ges. 54, 2242 [1921].



