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HANS BROCKMANN und WERNER LENK
Uber Actinomycetenfarbstoffe, VII D
Pyrromycin?2

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Gottingen

(Eingegangen am 20. Mirz 1959)

Aus einem Streptomyces-Stamm wurde ein roter, antibiotisch wirksamer, ba-

sischer Farbstoff, das Pyrromycin, als krist. Hydrochlorid C3yH3sNOy;-HCI

isolierf. Pyrromycin ist ein Glykosid aus 1 Mol. e-Pyrromycinon und 1 Mol.

Rhodosamin, einem Dimethylamino-Zucker, der zuerst als Abbauprodukt von

Rhodomycin A und B aufgefunden wurde. Rhodosamin ist iiber seine C-1-Hydr-

oxygruppe glykosidisch mit der sekundiren Hydroxygruppe in Ring A des
e-Pyrromycinons verbunden.

Wie in der VI. Mitteilung) erwihnt, erhielten wir aus Mycel und Kulturlésung
eines Streptomyces-Stammes3 neben einem Gemisch von Pyrromycinonen eine
,,Fraktion X*. lhre Aufarbeitung nach folgendem Schema lieferte eine in feuerroten
Nadeln kristallisierende Verbindung, die im Gegensatz zu den Pyrromycinonen
wasserloslich ist und Stickstoff sowie Chlor enthilt. Sie ist das Hydrochlorid eines
basischen Farbstoffes, den wir Pyrromycin genannt haben. Sein isoelektrischer Punkt
liegt bei py 8.7 (ermittelt aus der Wanderungsgeschwindigkeit des Farbstoff-Kations
bei verschiedenem py). Da zur Extraktion des Mycels salzsdurehaltiges Aceton ver-
wendet wurde, ist verstidndlich, daB der Farbstoff als Hydrochlorid anfiel.

Isolierung von Pyrromycin-hydrochlorid

Fraktion X erschopfend mit Chloroform extrahiert:

Riickstand Lisung

Enthélt Verunreinigungen L. Vak. verdampft, Riickstand mit Wasser extrahiert
Riickstand Losung

Pyrromycinone I. Vak. verdampft, Riickstand mit Aceton extrahiert.

Aus Acetonextrakt krist. Pyrromycin-hydrochlorid

Pyrromycin-hydrochlorid schmilzt bei 162—163° (Zers., KorLErR-Block, korr.)
und ist optisch aktiv ([x]23: +132 4+ 27°; ¢ = 0.4, in Methanol). Es 16st sich leicht in
Wasser, Methanol und Pyridin, miBig in Chloroform und schwer in Benzol; die
braunroten Losungen fluoreszieren intensiv griin. Von wiBr. Alkali wird es mit
violetter Farbe aufgenommen. In konz. Schwefelsiure schldgt die zunidchst violette
Losungsfarbe in kiirzester Zeit nach Blau um.

Pyrromycin-hydrochlorid ist antibiotisch maBig wirksam, es hemmte das Wachstum
eines St. gureus-Stammes bis zur Verdiinnung 1:2x 105 und das eines B. subtilis-
Stammes bis 1:4 x 105, Ebenso wie die Hydrochloride der basischen Rhodomycine

U VI. Mitteil.: H. BRockMaNN und W. Lenk, Chem. Ber. 92, 1880 [1959], vorstehend.
2) Vorgetragen auf dem Corso Estivo di Chimica in Varenna am 6. X. 1958,
3] ' W. FROMMER, unverdffentlicht.
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und Iso-rhodomycine® hilt Pyrromycin-hydrochlorid hartnickig Losungsmittel fest,
verliert, wenn es bei hoherer Temperatur getrocknet wird, Chlorwasserstoff und
nimmt an der Luft schnell wieder eine begrenzte Menge Wasser auf. Daher waren
die Analysenzahlen nicht mit der

iiblichen Genauigkeit zu repro- viem ) —=
duzieren und erlaubten nur die G4 210
Aufstellung einer Niherungs- —[
formel Cag—20H35-37N011-HCL.
Die richtige  Bruttoformel
C30H3sNOp1-HCl  ergab sich
aus dem unten beschriebenen
Abbauversuch.

Mit Acetanhydrid-Tosylchlorid-
Pyridin wurde Pyrromycin-hydro-
chlorid zu einem Kkristallisierten,
gelben Hydrochlorid verestert.
Seine Analysenzahlen paBten

leidlich auf

C3pH3NOy1(CH3-CO)4-HC,
d. h. auf ein Tetraacetat, dem die
durch Abbau ermittelte Pyrro-

mycin-hydrochlorid-Formel
C30H35NO11-HCl zugrunde liegt.
In der Gestalt seiner Absorp-
tionskurve und der Lage seiner
Maxima (Abbild.) stimmt Pyrro-
mycin-hydrochlorid mit e-Pyrro-
mycinon iiberein, fiir das die Kon-
stitutionsformel I abgeleitet wur- T T w T w
deD. In methanol. 0.05 » HCI, ~——2(mu)
in der keine Zwitterionen vorlie- Absorptionsspektren in Chloroform
gen, sind die Extinktionswerte e-Pyrromycinon — — —

i . Lage der Maxima in myu: 533, 518 498
des  Pyrromycin-hydrochlorids Pyrromycm—hydrochlorld.

im Mittel um 68.49; niedriger Lage der Maxima in my.: 533, 518, 498.

als die des e-Pyrromycinons. Extinktionswerte infolge Zw1tter10nen-B11d.ung
Daraus licB sich schlicBen: Pyr- etwas niedriger als in methanol. 0.05 n HCI (s. unten)
romycin ist eine Verbindung des =-Pyrromycinons mit einer farblosen Komponente,
deren Anteil 31.6 % des Pyrromycin-hydrochlorides betrigt.

Einblick in die Konstitution des Pyrromycins brachte der Abbau mit 0.1 » HCi
(2—3 Stdn. bei 65 —70°). Dabei fiel in einer Ausbeute von 65 %, des Ausgangsmaterials
ein rotes Produkt aus, das sich durch Chromatographie aus Benzol an Kieselgel in
eine Hauptfraktion (etwa 909 des Niederschlages) und eine schneller wandernde
Nebenfraktion zerlegen lieB.

4) H. BROCKMANN und P. PaTT, Chem. Ber. 88, 1455 [1955].
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Die Hauptfraktion, diinne feuerrote Nadeln vom Schmp. 213 —214°, wurde durch
Analysenzahlen, Misch-Schmp. und Rp-Wert (Ring-Papierchromatogramm, Decalin-
Tetralin (1:2)/Eisessig-Wasser (10:1)) als e-Pyrromycinon (I) identifiziert.

Die Nebenfraktion, dunkelrote Kristalle vom Schmp. 237 —238° (KoFLER-Block,
korr.) gab sich durch Analysenzahlen und Misch-Schmp. als 7-Pyrromycinon zu
erkennen, fiir das die Konstitutionsformel II abgeleitet wurdel. Zweifellos ist es
ein Sekundirprodukt, denn e-Pyrromycinon verwandelt sich unter Sdureeinwirkung
leicht in v-Pyrromycinond).

Als zweites Abbauprodukt isolierten wir aus dem Sdurehydrolysat des Pyrromycin-
hydrochlorids ein farbloses Hydrochlorid CgH17NO3-HCl vom Schmp. 152 —153°
(KorLer-Block, korr.) ([]%: —45.8 -+ 2.8°; ¢ = 1.0, in Wasser), das eine positive
Ninhydrin- und Triphenyl-tetrazoliumchlorid-Reaktion gab. Es wurde durch Ana-
lyse, Misch-Schmp., spezif. Drehung, IR-Spektrum und Rp-Werte (Ring-Papier-
chromatogramm, n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) und n-Butanol/Athanol/Wasser
(4:1:5)) als Rhodosamin-hydrochlorid identifiziert. Rhodosamin ist ein Dimethyl-
amino-Zucker, der vor einiger Zeit als Abbauprodukt der Rhodomycine A und B
aufgefunden wurde. Fiir Rhodosamin, das isomer ist mit Pikrocin6 (Desosamin?)
stehen die Formeln I1Ia und IIIb zur Diskussion, von denen I11a als die wahrschein-
lichere gelten kann.

Nimmt map an, daB im Pyrromycin ein Mol. Rhodosamin glykosidisch mit einem
Mol. e-Pyrromycinon (I)® verkniipft ist, so kommt man fiir Pyrromycin-hydro-
chlorid zur oben angefilhrten Formel C3;pH3sNO;p;-HCL Unsere Analysenzahlen
passen auf sie zwar weniger gut als auf eine um CH; kleinere Formel, doch schlieBen
sie aus, daB neben Rhodosamin noch andere Gruppen im Pyrromycin vorhanden
sind. Zum gleichen Ergebnis fiihren: a) die oben erwdhnten Extinktionsmessungen,
nach denen Pyrromycin-hydrochlorid 68.49; e-Pyrromycinon enthilt, wihrend der
nach der C;-Formel berechnete Gehalt 68.8 % ist, und b) die Pyrromycinonausbeute
bei der Sdurehydrolyse des Pyrromycin-hydrochlorids, die auf s-Pyrromycinon be-
rechnet® 0.95 Moll. betrigt.

Rhodosamin reduziert Triphenyl-tetrazoliumchlorid und Fehlingsche Losung,
Pyrromycin dagegen nicht. Daraus kann man schlieBen, dafl Rhodosamin im Pyr-
romycin iiber seine C-1-Hydroxygruppe glykosidisch mit einer Hydroxygruppe des
e-Pyrromycinons verbunden ist. Da Pyrromycin-hydrochlorid im Absorptionsspek-
trum bis auf die Extinktion mit Pyrromycin iibereinstimmt, miissen die drei «-Hy-
droxygruppen des s-Pyrromycinons im Pyrromycin frei sein; d. h. das Rhodosamin

5) H. BRockMANN und E. SpoHLER, Naturwissenschaften 42, 154 [1955); ausfiihrlichere
Mitteil. demniichst in dieser Zeitschr.

6) H. BROCKMANN, H. B. KNG und R. Oster, Chem. Ber. 87, 856 [1954].

7) R. K. CLARK JR., Antibiotics and Chemotherapy 3, 663 [1953]; E. H. FLYNN, M. V.
SiGAL, P. F. WiLEY und K. GErzoON, J. Amer. chem. Soc. 76, 3121 [1954].

8) In dieser Formel ist die Stellung der beiden Hydroxygruppen in Ring A nicht exakt be-
wiesen. Als gesichert kann gelten, daB die eine sekundiir, die andere tertidr ist und beide nicht
benachbart sind. AuBerdem konnten Athyl- und Carbomethoxygruppe vertauscht sein. Fiir
Formel I spricht, daf sie allein mit der Acetathypothese in Einklang steht.

9) d. h., obgleich das ausgefallene e-Pyrromycinon etwa 10% v-Pyrromycinon enthilt,
ist es als reines e-Pyrromycinon in Rechnung gesetzt.
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ist mit einer Hydroxygruppe in Ring A des e-Pyrromycinons verdthert. Wire es die
nicht acetylierbare tertiire Hydroxygruppe, so miiite Pyrromycin ein Pentaacetat
bilden. Bei der Veresterung mit Acetanhydrid-Tosylchlorid-Pyridin entsteht jedoch,

0 HO 0 HO
H;C-CH, /\/ HiC-CHy , / \
H3C02C ;00,07 Y Y N
OH OH O OH O HO
I 1
: JOH 0 HO
HCZo— H;C-CH
' ; } 2 2 )\ N
CH, ! HO” .
'CH ~N(CHa), | 1,00, N Y Y Y
CH [ ; Z OH O HO
|
| CH, ©
SCHj ] )
Illa: —~N(CHj); an C-3; CH CH
—OH an C-4 (CH3)2N/ \Cﬁ \CH3
IIIb: —N(CH3); an C-4; ]
—OH an C-3 OH

wie gezeigt, nur ein Tetraacetat. Danach ist anzunehmen, da3 die sekundire Hy-
droxygruppe in Ring A Triger des Rhodosamin-Restes ist. Fiir Pyrromycin ergibt
sich dann — vorausgesetzt, da Rhodosamin die Konstitution IIla hat — die Formel
1V. Da in ihr eine Dimethylaminogruppe drei schwach sauren «-Hydroxygruppen
gegeniibersteht, ist verstindlich, daB der isoelektrische Punkt des Pyrromycins bei
8.7 liegt.

Pyrromycin steht den von V. PRELOG und Mitarbb. 10 untersuchten Cinerubinen A
und B nahe, die isomere basische Verbindungen der Formel Cy4Hs5¢NO13 + CH;
sind und durch Sdure zu e-Pyrromycinon sowie einem aus drei Komponenten be-
stehenden Zuckergemisch abgebaut werden. Eine der Komponenten ist ein Dimethyl-
amino-Zucker vom Typ des Pikrocins oder Rhodosamins.

Der DEuTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT, dem FonDs DER CHEMIE und den FARBEN-
FABRIKEN BAYERr, Werk Elberfeld, danken wir fiir Unterstiitzung unserer Arbeiten.

10) L. ETTLINGER, E. GAUMANN, R. HUTTER, W. KELLER-SCHIERLEIN, F. KRADOLFER,
L.Nzrpp, V. PRELOG, P. REUSSER und H. ZAHNER, Chem. Ber. 92, 1867 [1959].
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Pyrromycin-hydrochlorid: 65 g ,,Fraktion X*11) extrahierte man im Soxhlet-Apparat er-
schépfend mit insgesamt 2.5/ Chloroform, verdampfte den dunkelbraunen Chloroform-
auszug und digerierte den zédhfliissigen Riickstand mit Wasser, wobei das Pyrromycin in
Loésung ging und wasserunlosliche Pyrromycinone zuriickblieben.

Den Wasserauszug verdampfte man bei 45° i. Vak., nahm den Riickstand in wenig Methanol
auf, versetzte mit dem gleichen Vol. Aceton, filtrierte, verdampfte i. Vak. zur Trockne und
kochte den schmierigen, braunroten Riickstand wiederholt mit Aceton aus. Aus dem Aceton-
extrakt fiel Pyrromycin-hydrochlorid in feuerroten, feinen Kristallen aus (bei langsamem
Auskristallisieren dunkelrote Kristalle). Schmp. 162 —165°.

C30H3sNO, ;- HCI (622.0)
Ber. C57.92 HS5.83 N225 C1570 1CH3;04.98 2C-CH34.8 N-CH3;2.4

Gef. ¥} C56.68 H642 N254 Cl7.20 CH304.36 C-CH3;50 N-CH;2.8
%) 5 Stdn. tiber P,Os i. Vak. getrocknet,

Pyrromycin-tetraacetat-hydrochlorid: Eine Mischung von 300 mg Pyrromycin-hydro-
chlorid, 10 ccm Acetanhydrid, 1 ccm Pyridin und 100 mg Tosylchlorid wurde 3 Stdn. bei
Raumtemperatur gehalten und dann in Wasser gegossen. Nach Verseifung des Acetanhydrids
schiittelte man mit Chloroform aus, nahm den Verdampfungsriickstand des Chloroform-
auszuges in Aceton auf und gab die Losung auf eine Sdule von aktiviertem Kieselgel 12).
Beim Nachwaschen mit Aceton bildeten sich mehrere Zonen, von denen die Hauptzone
das Tetraacetat enthielt. IThr Eluat verdampfte man i. Vak., 15ste den Riickstand in wenig
Aceton und versetzte bis zur Trilbung mit Cyclohexan.

Das Tetraacetat fiel in feinen, hellgelben Kristallen aus, die sich ab 157° ohne scharfen
Schmelzpunkt zersetzten. ([oJ%: + 52 + 2.5°; ¢ = 1.0, in Chloroform). Leicht léslich in
Wasser, Methanol und Chloroform, schwer 16slich in Benzol und Cyclohexan.

C3gH43NO15-HCI (790.2) Ber. C57.75 HS5.61 N 1.77 Cl4.48 4CH;CO 21.8

Gef.*) C58.17 H6.00 N 1.70 Cl 3.4 CH;CO 224
*) 3 Stdn. i. Vak. bei 80° iiber P,O5 getrocknet.

Sdurehydrolyse von Pyrromycin-hydrochlorid: Eine Lésung von 25.4 mg Pyrromycin-
hydrochlorid in 100 ccm 0.1n HCI hielt man 2!/; Stdn. auf 65—70°, sammelte den ausge-
fallenen Niederschlag auf einer gewogenen Nutsche und trocknete bis zur Gewichtskonstanz
i. Vak. iiber P;Os. Ausb. 16.7 mg = 0.95 Moll. e-Pyrromycinon.

a) Isolierung von €-Pyrromycinon und n-Pyrromycinon: Eine Losung von 1 g Pyrromycin-
hydrochlorid in 200 ccm 0.17 HCI erwirmte man 21/, Stdn. auf 65—70° und filtrierte den
roten Niederschlag ab (640 mg). Seine Losung in Benzol (2 % Aceton enthaltend) chromato-
graphierte man unter Nachwaschen mit Benzol an einer Kieselgel-Sdule, wobei sich eine
breite, rote Hauptzone und eine schneller wandernde Nebenzone bildeten.

Das Eluat der Nebenzone hinterlie8 einen Verdampfungsriickstand, der aus heilem Benzol
in roten, diinnen Nadeln vom Schmp. 237 —238° (Ko¥rLErR-Block, korr.) kristallisierte. Mit
7-Pyrromycinon keine Schmp.-Erniedrigung.

CoH1607 (392.3) Ber. C67.34 H4.11 1CH30 7.9 Gef.*¥ C67.40 H4.11 CH3079

*) 8 Stdn. i. Hochvak. bei 85° getrocknet.

11) Vgl. Schema S. 1904.

12} Kieselgel (GEBR. HERRMANN, K6ln-Ehrenfeld, Korngré8e 0.1 —0.075 mm) mit 20-proz.
Salzsdure digeriert, mit Wasser neutral gewaschen, mit 0.1 » HC! aufgeschlimmt und bei 120°
getrocknet.
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Der Inhaltsstoff der Hauptzone kristallisierte aus Benzol in feuerroten Nadeln vom Schmp.
213 —214° (KorLER-Block, korr., Sintern bei 182—183°). Im Gemisch mit e-Pyrromycinon
keine Schmp.-Erniedrigung.

Cz3H3009 (428.4) Ber. C61.68 H4.71 1CH307.24 Gef.® C61.80 H4.65 CH;0 7.20

*) 8 Stdn. i. Hochvak, bei 80° getrocknet.

b) Isolierung des wasserléslichen Abbauproduktes ( Rhodosamin): Das vom Pyrromycinon-
Niederschlag abfiltrierte Hydrolysat gab man nach Entfirbung mit wenig Aktivkohle auf
eine Sdule aus Kationen-Austauscher Dowex 50 W x 8 (mit 42 HCl in die H-Form gebracht
und mit dest. Wasser neutral gewaschen) und entwickelte mit 27 HCI. Im UV-Licht war das
Rhodosamin auf dem hellblau fluoreszierenden Austauscher als dunkle Zone zu erkennen,
die rasch durch die Sdule wanderte. Das Filtrat wurde in 2.5-ccm-Anteilen aufgefangen und
auf optische Aktivitit gepriift.

Die vereinigten optisch aktiven Fraktionen brachte man durch Zugabe des Anionen-
Austauschers Amberlite IR 4 B (mit wilr. 4-proz. NaOH vorbehandelt und neutral ge-
waschen) auf pm 6.5 und verdampfte die mit wenig Aktivkohle entfirbte Lésung i. Vak.
bei. 50°.

Nachdem der farblose, zdhfliissige Riickstand mehrmals aus wenig Methanol mit Aceton
umgefillt worden war, nahm man ihn in wenig absol. Methanol auf, versetzte mit Aceton
bis zur Triibung und hielt lingere Zeit bei niedriger Temperatur. Dabei schieden sich nach
einiger Zeit farblose Wiirfel vom Schmp. 152 —153° (KorLER-Block, korr.) ab, die im Gemisch
mit Rhodosamin-hydrochloridS) keine Schmp.-Erniedrigung zeigten. («}¥®: —45.8 + 2.8°;
¢ = 1.0, in Wasser). Im Ring-Papierchromatogramm (n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) und
n-Butanol/Athanol/Wasser (4:1:5)) zeigten beide Priparate den gleichen Ry-Wert (Zonen
sichtbar gemacht mit: a) Triphenyl-tetrazoliumchlorid, b) Ninhydrin oder ¢) dthanol. Jod-
l6sung).

CgH;7NO3-HCI (211.6) Ber. C45.41 H8.51 N 6.62 C116.76 1 C-CH;3 7.11
Gef.*) C45.42 H8.80 N6.32 Cl16.40 C-CHs 5.90
*) 8 Stdn. i. Hochvak. bei 80° getrocknet.

122+





