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BURCHARD Franck und TiLL RESCHKE
Mutterkorn-Farbstoffe, II 1

Isolierung der Hydroxy-anthrachinon-carbonsiuren
Endocrocin und Clavorubin aus Roggenmutterkorn?

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Gottingen

(Eingegangen am 29. September 1959)

Aus dem Methanolextrakt von ungarischem Mutterkorn wurden zwei neue

Farbstoffe isoliert. Der eine ist mit dem zuerst von Y. ASAHINA aus Nephrom-

opsis endocrocea isolierten Endocrocin, 1.6.8-Trihy'droxy-2-carboxy-3-methyl-

anthrachinon (V), identisch. Von den acht bisher beschriebenen Mutterkorn-

Farbstoffen, die biogenetisches Interesse besitzen, konnte damit der erste

aufgeklirt werden. Clavorubin, der zweite Farbstoff, ist wahrscheinlich eben-
falls ein Trihydroxy-anthrachinon-Derivat.

Die violett und schwarz gefidrbten Sklerotien des Roggenmutterkornpilzes Clavi-
ceps purpurea enthalten auBBer den therapeutisch verwendeten Mutterkorn-Alkaloiden
eine Reihe gelber bis violetter Farbstoffe. Im Gegensatz zu den vor allem von A.
StoLLY erschopfend untersuchten Alkaloiden ist iiber die Farbstoffe wenig bekannt.
Sie sind durch neuere Befunde interessant geworden, die einen Zusammenhang mit
der Biosynthese der Mutterkorn-Alkaloide vermuten lassen.

A. ST. GARAY und H. ApaM4 fanden bei verschiedenen Sklerotien ein fast kon-
stantes Verhiltnis von Alkaloiden und gelben Mutterkorn-Farbstoffen. Untersuchte
Leukosklerotien enthielten weniger Alkaloide, als die pigmentierten. Einen ,,Leuko-
stamm* von Claviceps purpurea mit gelblich-weiBen Sklerotien, der vollig alkaloidfrei
ist, beschreiben A. SiLBer, K. MoTHEs und D. GROGER?),

Wie man annimmt, werden phenolische Naturfarbstoffe aus Acetat- bzw. Poly-
acetateinheiten® und Alkaloide durch Umwandlung von Aminosiuren gebildet?),
Jedoch bestehen insofern Uberginge® zwischen diesen beiden Biosynthesewegen, als
manche Alkaloide, wie z. B. Chaksin (1)9, Pilocerein (11)19 und Sedinin (I1I)19

1) I. Mitteil.: B. FRaNck und T. REscHKE, Angew. Chem. 71, 407 {1959].

2} Vorgetragen auf dem Symposium iiber Biochemie des XVIL. IUPAC-Kongresses am
3. Sept. 1959 in Miinchen.

3 A.StoLL in L.ZecuMeisTer, Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe 1X,
S. 114, Wien, Springer-Verlag 1952.

4) Naturwissenschaften 42, 646 [1955]. S) Die Kulturpflanze 111, 90 [1955].

6) A.J. BIRCH in L. ZECHMEISTER, Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe XIV,
S. 186, Wien, Springer-Verlag 1957.

7} R. RoBINsON, The Structural Relations of Natural Products, Clarendon Press, Oxford
1955, S.59.

8) E. WENKERT, Experientia [Basel] 15, 165 [1959].

9) K. WIESNER, Z. VALENTA, B. S. HURLBERT, F. BickervHauet und L. R. FOWLER, J. Amer.
chem. Soc. 80, 1521 [1958).

10) C, Dierass, S. K. FIGLER, J. M. BossiT und F. X. MARKLEY, J. Amer. chem. Soc. 79,
2203 [1957]).

11) B. FRANCK, Chem. Ber. 92, 1001 [1959].
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den Einbau von Acetat- oder Mevalondt-Einheiten deutlich erkennen lassen. Auch
an der Biosynthese der in den Mutterkorn-Alkaloiden enthaltenen Lysergsdure (IV)
ist nach K. MOTHES u.a.12) eine moglicherweise von Mevalonsdure herriihrende
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Cs-Einheit beteiligt. Es ergibt sich die Frage, ob diese Cs-Einheit auch zum Aufbau
der Mutterkorn-Farbstoffe nétig ist und so den Zusammenhang zwischen Alkaloid-
und Farbstoffbildung bei Claviceps purpurea erklirt. Um diesen Beziehungen nach-
zugehen, wurde zunichst mit der Konstitutionsermittlung der Mutterkorn-Farbstoffe
begonnen.

Obwohl bereits vor achtzig Jahren G. DRAGENDORFF und V. PoDwyssoTsKY 13 das
gelbe Sclerocristallin als ersten kristallisierten Mutterkorn-Farbstoff isolierten und
spaterhin zahlreiche Arbeiten iiber Isolierung und Charakterisierung weiterer Mutter-
korn-Farbstoffe (Tab. 1) erschienen, gelang es bisher nicht, die Struktur eines dieser
bemerkenswerten Farbstoffe aufzukldren. Man kann das darauf zuriickfiihren, daf3
die Farbstoffe alkaliempfindlich und nur in geringer Menge als ein kompliziertes, mit
klassischen Methoden schwer trennbares Gemisch im Mutterkorn enthalten sind.

Bedingt durch die Beschaffenheit unseres, aus der Alkaloidfabrikation herrithrenden
Ausgangsmaterials haben wir uns zunichst den hydrophilen Farbstoffanteilen des
Mutterkorns zugewandt und konnten daraus zwei neue Farbstoffe isolieren. Nebenher
gewannen wir dabei auch bekannte Mutterkorn-Farbstoffe, iiber die spiter berichtet
werden soll.

12) K. MotHes, F. WEyGanp, D. GROGER und H. GrieseBACH, Z. Naturforsch. 13b, 41
[1958].
13) Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 6, 174 [1877].
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Tab. 1. Bisher isolierte Mutterkorn-Farbstoffe

1) Sclerocristallin®) (G. DRAGENDORFF und V. PopwyssoTsky!3) 1877) gelb

2) Sclererythrin (G. DRAGENDORFF und V. PODWyYssoTsKy!13) 1877) violett

3) Ergochrysin® (C. Jacosy'4) 1897) gelb

4) Secalonsiure™ (F. KrRAFT!S) 1906) gelb

5) Ergoxanthin (WENZELL1S) 1910) gelb

6) Ergoflavin (A. FREEBORN!?) 1912) gelb

7) Chrysergonsidure  (A. StoLL,J. RENz und A. BrRack!8) 1952) zitronengelb
8) Endocrocin (B. Franck und T. RescHkel) 1959) gelbrot

9) Clavorubin (B. FRaNck und T. RESCHKED) 1959) rot

* Sclerocristallin, Ergochrysin und Secalonsdure sind méglicherweise z. T. miteinander identisch19.

Als Ausgangsmaterial stand uns Roggenmutterkorn ungarischer Herkunft zur
Verfiigung, aus dem Alkaloide und Fette mit hydrophoben Losungsmitteln extrahiert
worden waren. Durch Perkolieren mit 80-proz. wiafir. Methanol und Verteilen zwischen
Chloroform/wiBr. Salzsdure lieB sich daraus ein Gemisch saurer Farbstoffe in der
auf Mutterkorn bezogenen Ausbeute von 0.03 9, isolieren. Es konnte verteilungs-
chromatographisch mit wassergesitt. n-Butanol an pufferimprigniertem Cellulose-
pulver (s. Versuchsteil) in vier Zonen (Abbild. 1) aufgetrennt werden. Da wir dasselbe
Farbstoffgemisch auch aus einer Probe nicht vorextrahierten Mutterkorns isolierten,
ist die Vorbehandlung unseres Ausgangsmaterials ohne EinfluB auf die Farbstoffe.

Abbild. 1.

Sdulenchromatogramm des
Rohfarbstoffgemisches von
Claviceps purpurea
an pufferimprigniertem
Cellulosepulver

- ——— [lytionsrichtung

Durchpriparative Trennung an einer Sdulenbatterie aus pufferimpriagniertem Cellulose-
pulver und Nachchromatographierenan Kieselgel wurdendie gelbrote (CP 3)und die rote
Hauptkomponente (CP 2) rein dargestellt. Sie sind, wie die Charakterisierung ergab, mit
keinem der bisher bekannten Mutterkorn-Farbstoffe identisch. Zur papierchromato-
graphischen Untersuchung dieser Mutterkorn-Farbstoffe war wassergesitt. tert.-
Amylalkohol auf Papier, das mit 0.5 m pu 7-Phosphatpuffer imprigniert ist, am besten
geeignet. Ein Vergleich mit Chrysergonsiure8), einem Vertreter aus der Reihe der
schon bekannten, stirker hydrophoben, hellgelben Mutterkorn-Farbstoffe, gelang in
diesem Losungsmittelsystem nicht, weil der Farbstoff am Startkreis verblieb. Fiir den
Vergleich geeignet war jedoch das System n-Butanol / Tridthylamin / Pyridin / Wasser

14) Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 39, 104 [1897).

15) Arch. Pharmaz. 244, 336 [1906]. 16) Amer. J. Pharm. 82, 410 [1910).
17) Pharmac. J. 88, 568 [1912]. 18) Helv. chim. Acta 35, 2022 [1952).
19) 'W. BERGMANN, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1486 [1932].
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Abbild. 2. UV-Spektren der acetylierten
Mutterkorn-Farbstoffe
CP3 (: ) und CP2 (—-——), sowie von
Anthrachinon (----- ) in Methanol

(4:4:1:6) auf pu 6-Citratpuffer - Papier,
worin CP 2 und CP 3 langsamer als
Chrysergonsidure wanderten und die Rs-
Werte 200 0.46 bzw. 0.72 ergaben.

Der aus Chloroform in gelbroten Blitt-
chen vom Schmp. 340° (Zers.; im vorer-
hitzten Berl-Block) kristallisierende Farb-
stoff CP 3 (Abbild. 1) hat nach Analysen so-
wie Molekulargewichtsbestimmung nach
RastT in Campher die Summenformel
Ci6H1007und enthilt, wie die KUHN-ROTH-
Oxydation ergab, eine C-Methylgruppe.
Methoxylgruppen sind nicht vorhanden.
Loslichkeit in widfr. Natriumhydrogen-
carbonat und eine IR-Bande bei 5.83 u
(1715/cm) (Abbild. 4) lassen eine freie Carb-
oxylgruppe erkennen. Das UV-Spektrum
weist auf ein Hydroxy-anthrachinon hin.
Dementsprechend zeigte das mit Pyridin/
Acetanhydrid dargestellte Acetat des Farb-
stoffes einAnthrachinon-Spektrum (Abb.2),
und die zur Bestimmung des Grundgeriistes
nach dem Verfahren von H. BROCKMANN
und G. Buppe?2D durchgefiihrte reduzie-
rende Acetylierung ergab ein Leukoacetat

mit den charakteristischen Absorptionsbanden des Anthracens.
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Abbild. 3. UV-Spektren des gelbroten Mutterkorn-Farbstoffes

CP3 (

) sowie von Endocrocin24) (——-) und Emodin (- ---- - ) in Methanol

20) Laufstrecke des Farbstoffes dividiert durch die der Chrysergonsiure.

21) Chem. Ber. 86, 432 [1953].
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Die neben Carboxylgruppe und Chinonsystem verbleibenden drei Sauerstoffatome
konnten nunmehr Hydroxylgruppen am Anthrachinongeriist des Mutterkorn-Farb-
stoffes CP 3 zugeschrieben werden, und zwar in den Stellungen 1, 6 und 8, dem Emo-
din entsprechend, wie UV-spektroskopische Vergleiche mit Modellverbindungen
zeigten (Abbild. 3).

Im IR-Spektrum lieBen Carbonylbanden bei 6.00 (1666/cm) und 6.19 v (1615/cm)
das Vorliegen einer durch peri-stindige Hydroxylgruppen chelierten und einer nicht
chelierten Chinon-CO-Gruppe erkennen. Fiir die noch zu ermittelnde Stellung von
Methyl- und Carboxylgruppe lieB die bei Konstitutionsermittlungen vielfach be-
wihrte Acetat-Hypothese von A.J. BIRCcH® nur zwei Moglichkeiten (V, VI) offen,
die sich durch 2- bzw. 4-Stellung der Carboxylgruppe unterscheiden.
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V ist das zuerst von Y. AsaHINA und F. Fuzikawa?22 aus der Baumflechte Nephrom-
opsis endocrocea und spiter von S. SHIBATA und S. NATORI2Y aus Aspergillus am-
stelodami isolierte Endocrocin. Tatsichlich erwies sich der gelbrote Mutterkorn-Farb-
stoff CP 3 mit Endocrocin, das wir in diesem Stadium unserer Untersuchung fiir Ver-
gleichszwecke erhielten24, nach IR-Spektrum (Abbild. 4), Misch-Schmp. und Rg-
Wert als identisch 25 (Tab. 2). Damit konnte erstmals die Struktur eines Mutterkorn-
Farbstoffes festgestellt werden. Es ist bemerkenswert, dal Endocrocin erneut aus
einem Pilz isoliert wurde und sich dadurch als ein typisches Stoffwechselprodukt von
Mikroorganismen erweist. Hiernach ist es unwahrscheinlich, daB der Farbstoff
moglicherweise aus dem Stoffwechsel der als Wirt dienenden Roggenpflanze in die Skle-
rotien des Claviceps purpurea gelangt ist. Gegen eine solche Annahme spricht auch
die Beobachtung, daB es ,,Leukostimme von Claviceps purpurea gibt, die auf der-

22) Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1558 [1935].

23) Pharmac. Bull. Japan 1, 160 [1953]; C. A. 48, 7701 [1954].

24) Herrn Prof. Dr. SHos SHIBATA, Universitit Tokio, danken wir herzlich fir die Uber-
sendung je einer Probe von Endocrocin und Endocrocin-triacetat.

25) Womit die in unserer ersten Mitteilung!) vorgeschlagene Bezeichnung Clavoxanthin
fiir diesen Mutterkorn-Farbstoff entfilit.
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selben Roggenpflanze, welche mit normalen Claviceps-Stimmen pigmentierte Sklero-
tien liefert, Mutterkorn bilden, das keine Farbstoffe enthilt4.5).
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Abbild. 4. IR-Spektren des gelbroten Mutterkorn-Farbstoffes
CP3( ), sowie von Endocrocin24) (----e--- ) in Kaliumbromid

Tab. 2. Eigenschaften des gclbroten Mutterkorn-Farbstoffes CP3 und von Endocrocin aus
Nephromopsis endocrocea

Endocrocin

Mutterkorn-Farbstoff CP 3
Analysc Ci6H1007 CigH 907
Re-Wert mit tert.-Amylalkohol 0.38 0.38
auf pu7-Phosphatpuffer-Papier
Schmp. 340° (Zers.) 340° (Zers.)
Amax 441, 287, 274, 227 mu 441, 287, 274, 227 mu

Der rote, als Clavorubin! bezeichnete Mutterkorn-Farbstoff CP 2 (Abbild. 1)
vom Rg-Wert20) 0.46 ist in noch geringerer Menge als Endocrocin im Mutterkorn ent-
halten. Durch mehrfaches Chromatographieren und Abscheiden aus heiem Methyl-
dthylketon/Tetrachlorkohlenstoff gewannen wir 29 mg eines dunkelroten, reinen, aber
nicht eindeutig kristallisierten Produktes. Obwohl der Farbstoff einen hohen Rein-
heitsgrad erkennen 14ft, mochten wir eine Summenformel erst aufstellen, wenn uns
aus einem weiteren Aufarbeitungsansatz grofBere Substanzmengen verfiigbar sind.
Clavorubin wird von gesiitt. Natriumhydrogencarbonatlgsung aufgenommen. Seine
IR-Bande bei 5.79 i (1727/cm) zeigt daher eine freie Carboxylgruppe an. Kryosko-
pisch in Campher wurde das Molekulargewicht 328 ermittelt. Auf dieses bezogen, ent-
hélt Clavorubin nach dem Ergebnis der KUHN-ROTH-Oxydation eine C-Methylgruppe.
Das UV-Spektrum des mit Acetanhydrid/Pyridin dargestellten Acetates entspricht
dem des Anthrachinons (Abbild. 2). Aus der UV-Absorption des Clavorubins selbst
(s. Versuchsteil) und der Lage seiner Carbonylbanden bei 6.10, 6.16 und 6.25 (1639,
1623 und 1600/cm) kann deshalb angenommen werden, daB sich dieser Mutterkorn-
Farbstoff von einer /.4.5-Trihydroxy-anthrachinon-carbonsdure herleitet.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT und den FARBENFABRIKEN BAYER AG., Werk
Elberfeld, danken wir fiir groBziigige Forderung unserer Untersuchungen. Besonderen Dank
schulden wir auch der Dr. SCHWARZ ARZNEIMITTELFABRIK GMBH., Monheim bei Diissel-
dorf, die uns mit wertvollem Drogenmaterial versorgte.
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Isolierung des Rohfarbstoffgemisches

a) Vorextrahiertes Mutterkorn: 2.5 kg dunkelviolette, mit einer Hafermiihle grob zer-
kleinerte Sklerotien ungarischer Herkunft von Claviceps purpurea, aus denen Alkaloide und
Fette mit hydrophoben Ldsungsmittein extrahiert worden waren, wurden in einem 10-/-
Steinzeug-Perkolator mit 5/ Methanol, 209, Wasser enthaltend, iibergossen. Nach 24 Stdn.
lieB man den tiefrot gefdrbten Extrakt abflieBen, wiederholte die Extraktion noch zweimal in
derselben Weise und dampfte die vereinigten Extrakte im Vakuumumlaufverdampfer bei 30
auf 750 ccm ein, wobei der wiBrigen Ldsung wegen starker Schaumbildung etwas n-Octanol
zugesetzt wurde. Zur Extraktion der sauren Farbstoffe stellte man die wiBrige Losung mit
verd. Salzsdure auf pa 2 ein, wonach sich die rote Losung unter Abscheidung einer braunen,
harzigen Fillung braun farbte, schiittelte dreimal mit je 400 ccm Chloroform aus, wusch die
vereinigten, kirschroten Extrakte mit 50 ccm gesédtt. Natriumsulfatlésung neutral und dampfte
bei 50° i. Vak. ein. 33 g rotes Ol (Cl). Aus der klaren, rotbraun gefirbten wiBr. Phase der
Chloroformextraktion lieBen sich mit Essigester nur sehr geringe Farbstoffmengen extrahieren.
Neutralisieren der waBr. Phase mit verd. KOH und Eindampfen i. Vak. bei 40° ergab einen
dunkelbraunen, salzhaltigen Riickstand, aus dem sich durch 1stdg. Kochen mit Athanol
keine Farbstoffanteile herauslésen lieBen. Beim Versetzen des 6ligen Riickstandes (Cl) mit
400 ccm Petroldther entstand ein feinkdrniger, brauner Niederschlag, der abzentrifugiert und
noch zweimal mit je 200 ccm Petroldther gewaschen wurde. 8.3 g hellbraunes, entfettetes
Sediment, das nach dem Ergebnis papierchromatographischer Untersuchungen 909 des
Gesamtfarbstoffes enthilt. Der Destillationsriickstand der vereinigten Petrolatherlésungen
(24 g hellrotes Ol) enthielt nur geringe Farbstoffmengen und wurde verworfen.

b) Natives Mutterkorn: 1 kg zerkleinerte Sklerotien von Claviceps purpurea wurden in
einem kleinen Perkolator mit 2/ Petrolather versetzt. Nach 24 Stdn. lieB man den fetthaltigen
Extrakt ab, wiederholte die Extraktion noch zweimal mit je 1 / Petrolither und dampfte die
vereinigten Petroldtherausziige ein: 106 g hellgelb gefiarbter, aus Fetten bestehender Riick-
stand. Das entfcttete Mutterkorn extrahierte man in gleicher Weise dreimal mit je 2/ 80-
proz. Methanol, dampfte die vereinigten Methanolausziige bei 30° i. Vak. auf 400 ccm ein
und isolierte aus diesem wisserigen Riickstand, wie unter a) beschrieben, die sauren Farb-
stoffe. Der Chloroformextrakt lieferte beim Eindampfen i. Vak. 7.4 g eines braunen, festen
Riickstandes. Er enthielt nur noch wenig Fette, die sich mit wenig Petrolather auswaschen
lieBen.

Papierchromatographie der Mutterkorn-Farbstoffe

a) Methodik: 5-proz. methanolische Losungen eines Farbstoffgemisches wurden am
Startkreis des Ringpapierchromatogrammbogens (25 cm Durchm., SCHLEICHER & ScHULL
2043 b) aufgetragen. Zur Pufferimprignierung trinkte man die fertig zugeschnittenen Chroma-
togrammbodgen mit der angegebenen Pufferlosung, preBte sie auf einer Glasplatte mit einer
Gummiwalze ab und trocknete an der Luft. Zum FErkennen der Chromatogrammzonen
reicht deren Eigenfarbe aus. Die vom Anthrachinon abgeleiteten Mutterkorn-Farbstoffe
sind durch ihre intensive Fluoreszenz im UV-Licht besonders deutlich sichtbar.

b) Losungsmitielsysteme: 1) Wassergesiatt. n-Butanol auf Papier, das mit 0.5m pn7-
Phosphatpuffer imprigniert ist (Laufzeit 4 Stdn. bei 20°); 2) Wassergesitt. tert.-Amylalkohol
auf Papier, das mit 0.5 m pu 7-Phosphatpuffer imprigniert ist (Laufzeit 16 Stdn. bei 20°);
3) n-Butanol/Tridthylamin/Pyridin/Wasser (4:4:1:6) auf Papier, das mit pu 6-Citratpuffer-
16sung imprigniert und unmittelbar vor dem Chromatographieren mit der Unterphase des
Losungsmittelsystemes bespriiht wird (Laufzeit 4 Stdn. bei 20°).

Chemische Berichte Jahrg. 93 23
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c) Untersuchung der Mutterkorn-Farbstoffe: Mit den Lbsungsmittelsystemen 1) und 2)
trennen sich die aus nativem und vorextrahiertem Mutterkorn isolierten Rohfarbstoff-
gemische gleichermafen in eine rote (Rr 0.17) und eine gelbrote (Rr 0.38) Zone auf, wobei
Lésungsmittelsystem 2) schirfere Zonen ergibt. Die als Bezugssubstanz verwendete gelbe
Chrysergonsdure18) aus Mutterkorn blieb mit beiden Losungsmittelsystemen am Startkreis
haften. Mit Losungsmittelsystem 3), das fur diesen Zweck entwickelt wurde, lief sie schneller
als die beiden neuen Mutterkorn-Farbstoffe CP2 und CP3 (Abbild. 1), fiir welche sich die
Rs-Werte 20) 0.46 bzw. 0.72 ergaben. Auler im Ringpapierchromatogramm wurde das Roh-
farbstoffgemisch an einer Testsiule (Abbild. 1) aus Cellulosepulver mit Lésungsmittelsystem
1) untersucht. Das Sdulenchromatogramm entsprach dem Papierchromatogramm. Jedoch
zeigte sich oberhalb der roten Zone eine schmale zusitzliche Zone gleicher Farbe, und eine
braune Begleitsubstanz, die im Ringpapierchromatogramm mit der Ldsungsmittelfront
lduft, bildete hier eine breite, braune Zone unterhalb der gelbroten aus.

Verteilungschromatographische Auftrennung des Rohfarbstoffgemisches: Auf 16 Cellulose-
pulversdulen (5.2 X 41 cm), die durch Einschlimmen von je 240 g Cellulosepulver (SCHLEICHER
& ScHULL Nr. 123) mit der Unterphase des Ldsungsmittelsystemes 1), leichtes Andriicken
und Verdringen nicht aufgesogener Unterphase durch Nachwaschen mit Oberphase be-
reitet worden waren, gab man je 100 ccm einer Losung von 54 g des aus Mutterkorn iso-
lierten Rohfarbstoffgemisches in 1600 ccm Oberphase. Beim Entwickeln des Chromato-
grammes mit der Oberphase bildeten sich innerhalb von 9 Stdn. die schon an Testsdulen
beobachteten Zonen (Abbild. 1) aus. Nach Zerlegen der Sdulen suspendierte man die Ab-
schnitte, welche die Farbstoffzonen enthielten, in Methanol, saugte ab, wusch mit Methanol
nach, dampfte die Filtrate ein, nahm den salzhaltigen Riickstand mit Chloroform auf, trock-
nete mit Na,SOy, filtrierte den Chloroformauszug durch ein Blaubandfilter, dampfte wieder
ein, wusch mit etwas Petroldther und trocknete den Riickstand i. Vak. iiber KOH.

Farbstoffausbeuten: Zone CP 1 (rot): 0.067 g; Zone CP 2 (rot): 0.8 g; Zone CP 3 (gelb-
rot): 2.5 g; Zone CP 4 (braun): 20.8 g.

Reindarstellung und Charakterisierung des gelbroten Farbstoffes CP 3: Eine Losung des
gelbroten Rohfarbstoffes CP 3 (2.5 g) in 100 ccm Chloroform wurde auf eine Sidule (4.5 X
60 cm) von 700 g sdureaktiviertem Kieselgel gegossen (GEBR. HERRMANN, Sorte Em, in konz.
Salzsiure suspendiert, abgesogen, bis zur neutralen Reaktion mit Wasser dekantiert, in n HCI
suspendiert, wieder abgesogen, bei 120° getrocknet und durch Zusatz von 5 Gew.- %, Wasser
partiell desaktiviert). Beim Eluieren mit Chloroform, das zunehmend bis zu 25% Aceton
enthielt, wurde eine orangegelbe Zone von braunen Verunreinigungen abgetrennt, die am
Sdulenkopf zuriickblieben. Eindampfen des mit Na,SO4 getrockneten und durch ein Blau-
bandfilter filtrierten Eluates ergab 1.46 g gelbroten Farbstoff. Zur weiteren Reinigung ex-
trahierte man eine Losung dieses Farbstoffes in 500 ccm Chloroform dreimal mit je 50 ccm
gesitt. Natriumhydrogencarbonat, wusch die vereinigten Ausziige dreimal mit je 200 ccm
reinem Chloroform aus, siuerte mit verd. Salzsdure auf px 2 an, wobei der Farbstoff ausfiel,
schiittelte dreimal mit je 200 ccm Chloroform aus, trocknete die Chloroformausziige und
dampfte ein. 0.483 g hydrogencarbonatldslicher Farbstoff (A). Eindampfen der ersten, mit
Natriumhydrogencarbonat extrahierten Chloroformlésung ergab 0.935 g eines braunen
Rilckstandes (B), der bei einem erneuten Verteilungsversuch nicht von wiBr. Natriumhydro-
gencarbonat aufgenommen wurde und ein uncharakteristisches, von (A) véllig verschiedenes
UV-Spektrum zeigte. Mehrfaches Umkristallisieren von (A) aus Methylithylketon/Tetra-
chlorkohlenstoff (2:1) und aus Chloroform ergab 65 mg gelbroter Bldttchen vom Schmp. 340°
(Zers., vorerhitzter BERL-Block). Leicht 18slich in Methanol, Aceton und Essigester, sehr
wenig 1oslich in Tetrachlorkohlenstoff und Cyclohexan. Farbreaktion mit konz. Schwefel-
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sdure kirschrot, mit methanol. Eisen(IlI)-chlorid rotbraun. Nach 2 Stdn. langem Kochen
mit 5 » HCI bzw. n NaOH waren im Papierchromatogramm (L&sungsmittelsystem 2) keine
qualitativen Verinderungen der Zone zu erkennen. Rs-Wert20) 0.72; IR-Banden (KBr): vou
2.95, 3.23; ve..0 5.82, 6.00, 6.19 o (Abbild. 4). UV-Absorption (Methanol): 442 (e 9850),
311 (¢ 8750), 287 (e 16400), 274 (= 20 100), 227 (¢ 26 700) my.

C16H1007 (314.2) Ber. C61.25 H3.21 1 C-CH3;4.79 Gef. C60.59 H3.71 C-CH;5.6
Misch-Schmp. mit Endocrocin24): 340° (s. auch Tab. 2 und Abbild. 4).

Molekulargewichtsbestimmung: Gef. in Campher nach Rast Mol.-Gew. 309. Chrysazin
(240.2), Gef. 237; Emodin (270.2), Gef. 217, 278.

Acetylierung des Mutterkorn-Farbstoffes CP 3: Eine Lésung von 443 mg des gelbroten
Rohfarbstoffes CP; in einer Mischung aus 10 ccm Pyridin und 5 ccm essigsdurefreiem Acet-
anhydrid wurde 16 Stdn. auf 20° gehalten, bei 35° i. Vak. auf 2ccm eingedampft, in 50 ccm
Eiswasser gegossen, der hellgelbe Niederschlag nach Hydrolyse des iiberschilssigen Acet-
anhydrids abgesogen, mit Wasser gewaschen und i. Vak. iiber KOH getrocknet (189 mg).
AnschlieBend gab man das Acetat, in 40 ccm Chloroform gelost, auf eine Sdule (4 X 20cm)
von 200 g Kieselgel (s. 0.), das durch Zusatz von 10 Gew.-%, Wasser partiell desaktiviert
worden war, eluierte mit Chloroform/Aceton (9:1) eine hellgelbe Hauptzone (182 mg) und
kristallisierte viermal aus heiBem Benzol/Cyclohexan (3:2) um. 82.5 mg hellgelbes Acetat,
Zers. gegen 199°. UV-Spektrum s. Abbild. 2. IR-Banden (KBr): 2.92, 3.44, 5.64, 5.87, 6.20,
6.84,6.99,7.31, 7.68, 7.92, 8.39, 9.24, 9.62, 9.82, 10.14, 10.45, 11.12, 11.93 . Ubereinstimmung
der in konz. Schwefelsdure gemessenen Absorptionsbanden von CP 3 und seinem Acetat
bei 536 und 503 my zeigt an, daB bei der Acetylierung keine tiefergehende Umwandlung
eingetreten ist.

Reduzierende Acetylierung des Mutterkorn-Farbstoffes CP 3: 3.4 mg krist. Farbstoff CP 3,
23 mg Zinkstaub (beides 3 Stdn. bei 60° i. Hochvak. getrocknet) und 3 mg wasserfreies
Natriumacetat wurden in 2.5 ccm essigsidurefreiem Acetanhydrid 25 Min. unter Riickflul
gekocht. Die von Orange nach Hellgelb umgeschlagene Lésung saugte man vom iiberschiis-
sigen Zinkstaub ab, wusch mit 2 ccm Acetanhydrid nach, dampfte bei 60° i. Vak. ein, nahm
den Riickstand mit 10 ccm trockenem, sdurefreiem Chloroform auf und dampfte ein. Die
farblose, blau fluoreszierende Chloroformlosung des i. Vak. getrockneten Riickstandes
zeigte ein Anthracenspektrum (A 399, 379, 363, 339 und 265 my.).

Reindarstellung und Charakterisierung des roten Clavorubins (CP 2): Eine Losung von
800 mg Rohclavorubin in 100 ccm Chloroform wurde auf eine Sdule (4 X 40 cm) von 400 g
sdureaktiviertem Kieselgel (s. 0.) gegossen, dessen Aktivitit durch Zusatz von 5 Gew.-%
Wasser vermindert worden war. Beim Eluieren mit Chloroform, bis zu 10% Aceton ent-
haltend, 16ste sich vom Sdulenkopf neben einer schmalen, vorauslaufenden violetten eine
langsamere, breite, rote Zone ab, die durch Zerlegen der Siule abgetrennt, mit Methanol
extrahiert wurde und nach Eindampfen der filtrierten Losung 249 mg Rohclavorubin ergab.
Zahlreiche Kristallisationsversuche fithrten beim Clavorubin nicht zu einem eindeutig kri-
stallisierten Produkt. Am besten eignete sich mehrfaches Abscheiden aus heiBem Methyl-
athylketon/Tetrachlorkohlenstoff (2: 1), was schlieBlich 29 mg eines sehr reinen, feinkdrnigen,
dunkelroten Pulvers ergab, das sich gegen 232° unter Gasentwicklung zersetzt. Leicht loslich
in Methanol, Aceton und Essigester, sehr wenig 16slich in Benzol, Cyclohexan und Tetra-
chlorkohlenstoff. In waBr. Natriumhydrogencarbonat ist Clavorubin mit karminroter Farbe
méBig ioslich. Farbreaktion mit konz. Schwefelsiure violett, mit methanol. Eisen(III)-
chloridlésung rotbraun. Rg-Wert 0.46. UV-Absorption (Methanol): 535, 503, 473, 264 my.

23+
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IR-Banden (KBr): 2.95, 3.45, 5.78, 6.10, 6.16, 6.25, 6.95, 7.37, 7.96, 8.49, 8.94, 9.26, 9.47,
9.79, 10.94, 11.22, 12.77 . '
Gef. C-CHj3 4.7; Mol.-Gew. (nach RasT in Campher) 328

Acetylierung des Clavorubins: Eine Ldsung von 225 mg Rohclavorubin in einer Mischung
aus 8 ccm Pyridin und 4 ccm Acetanhydrid wurde 16 Stdn. bei 20° gehalten, darauf in 100 ccm
Eiswasser gegossen, der gelbe Niederschlag abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und
i. Vak. getrocknet. Zur Reinigung nahm man in Chloroform auf, gab die Lsung auf eine
Sidule (2 X 70 cm) von 100 g Kieselgel (s. 0.), das durch Zusatz von 10 Gew.-%, Wasser
desaktiviert war, eluierte eine hellgelbe Hauptzone mit Chloroform + 109 Aceton, dampfte
das Eluat i. Vak. ein, schied den Riickstand dreimal nacheinander aus einer Ldsung in heiflem
Benzol/Cyclohexan (3:2) ab und erhielt so das Acetat als hellgelbes, feinkorniges Pulver,
das sich gegen 165° unter Gasentwicklung zersetzt. UV-Spektrum s. Abbild. 2. IR-Banden
(KBr): 2.91, 3.43, 5.65, 5.89, 6.21, 6.36, 6.84, 6.99, 7.31, 7.68, 7.93, 8.11, 8.40, 9.25, 9.74,
11.26, 11.95, 13.32 . Die in konz. Schwefelsiure gemessenen Absorptionsbanden (580,
534 und 492 my) von Clavorubin und seinem Acetat stimmen iberein und zeigen an, daB
bei der Acetylierung keine Anderung des chromophoren Systems eingetreten ist.

GEORG JAYME und WERNER DEMMIG

Uber eine Synthese von kristallisierter Cellobiuronsiure

Aus dem Institut fiir Cellulosechemie mit Holzforschungsstelle der Technischen Hochschule
Darmstadt

(Eingegangen am 1. Oktober 1959)

Benzyl-3-cellobiosid wird katalytisch zum Benzyl-8-cellobiuronid oxydiert.
Der daraus durch hydrierende Spaltung gewonnenen kristallisierten Cello-
biuronsdure kommt die Konstitution einer 4-[3-D-Glucuronosido]-p-glucose zu.

Im Rahmen von chemoimmunologischen Untersuchungen fanden HEIDELBERGER
und GoeBeL ), daB3 das Kapselpolysaccharid von Pneumococcus Type HI und VIII aus
4-[8-p-Glucuronosido]-p-glucose-(Cellobiuronsiure)-Einheiten aufgebaut ist, ohne daB
es ihnen gelang, die freie, kristallisierte Cellobiuronsiure zu gewinnen.

Wir haben nunmehr durch katalytische Oxydation von Benzyl-3-cellobiosid mit
Sauerstoff und nachfolgende hydrierende Spaltung des bei der Oxydation gewonnenen
Benzyl-B-cellobiuronids die Cellobiuronsdure in kristallisierter Form dargestellt.

Die Darstellung des Ausgangsmaterials erfolgte mit einigen Verbesserungen auf
dem Wege: Cellobioseoctaacetat2 — Acetobromcellobiose3! — Heptaacetyl-benzyl-

1} M. HelDELBERGER und W, F. GOEBEL, J. biol. Chemistry 74, 613 [1927]; W. F. GOEBEL,
ebenda 110, 391 {1935].

2) K. FREUDENBERG, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 767 [1921].

3) E. FiscHer und G. ZEmpLEN, Ber. dtsch. chem. Ges. 43, 2536 [1910).



