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Aus Hydrolysaten von Rhodomycingemischen wurde die Tridesoxy-dimethyl-
amino-hexose Rhodosamin CgH;7NOj als kristallisiertes Hydrochlorid isoliert.
Wifr. Bariumhydroxid verwandelt Rhodosamin in 2-Desoxy-L-fucose und
L-Boivinose. Dieser Befund zusammen mit dem NMR-Spektrum der beiden ano-
meren Rhodosamin-diacetate zeigt, daB Rhodosamin die 2.3.6-Tridesoxy-3-
dimethylamino-L-lyxo-hexose ist.

Vor einiger Zeit wurde aus Hydrolysaten von Rhodornycin A und B eine Rhodos-
amin genannte Tridesoxy-dimethylamino-hexose isoliert?, die man spiter auch in
Hydrolysaten von Pyrromycin 2, Cinerubin A und B3 sowie von y-Rhodomycinen3)
aufgefunden hat. Nachdem unlidngst die Konstitution und Konfiguration des Rhodos-
amins aufgeklirt worden ist4, berichten wir im folgenden ausfiihrlicher iiber unsere
bisher nur kurz mitgeteilten Befunde.

Ausgangsmaterial fiir die Isolierung des Rhodosamins waren Rhodomycingemische
aus Mycel und Kulturlésung von Streptomyces purpurascens, die als Hauptbestandteil
Rhodomycin A enthielten. Sie wurden durch 8stdg. Hydrolyse mit 0.57 HCI bei 65°
in Rhodomycinone und eine ,,wasserldsliche Abbaufraktion* zerlegt, die aus Rhodos-
amin und stickstofffreien, Fehlingsche Losung reduzierenden Verbindungen bestand.
Aus dieser Fraktion konnten wir das Rhodosamin mit Reinecke-Salz als hellrotes,
kristallisiertes Reineckat vom Schmp. 131 —133° isolieren. Seine Analysenzahlen paB-
ten leidlich auf CgH;7NO3-C4H7CrNgS4 und ergaben damit fiir Rhodosamin die
Summenformel CgH;7NO;.

Der Gehalt des Rhodosaminsalzes an Reinecke-Sdure wurde durch Umsetzen mit Silber-
sulfat und Wigung des bei 105° getrockneten Silbersalzes der Reinecke-Siure bestimmt. Da
Kontrollversuche mit dem Pikrocinsalz der Reinecke-Sdure um 129 zu hohe Werte ergaben,
wurden die filr das Rhodosaminsalz gefundenen entsprechend korrigiert.

Die Isolierung des Rhodosamins als kristallisiertes Hydrochlorid gelang, als die
wasserlGsliche Abbaufraktion an einer Siule des in der H®-Form vorliegenden Kat-
ionenaustauschers Dowex 50 unter Nachwaschen mit 21 HCI chromatographiert und
das fraktioniert aufgefangene Filtrat laufend auf optische Aktivitit gepriift wurde.
Dabei liefen, gut voneinander getrennt, zwei optisch aktive Fraktionen ins Filtrat.
Die schnellere, stickstofffreie Fraktion A enthielt reduzierende, in Wasser linksdre-
hende, nicht niher untersuchte Verbindungen. Die langsamer wandernde Fraktion B

1} H. BRockMANN und E. SPOHLER, Naturwissenschaften 42, 154 [1955].
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3) H. BRockMANN und TH. WAEHNELDT, Naturwissenschaften 48, 717 [1961].
4) H. BRockMANN und TH. WAEHNELDT, Naturwissenschaften 50, 92 [1963].
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bestand aus Rhodosamin-hydrochlorid, das aus Aceton/Methanol in farblosen Na-
deln vom Schmp. 152 —153° (Zers.) kristallisierte. Es zeigt Mutarotation; als Anfangs-
wert fanden wir in Wasser [¢]%°: —65.2 4 0.4°, als Endwert [«]3°: —48.2 4 0.4°,

Die Analysenzahlen des Rhodosamin-hydrochlorides passen auf CgH;7NO3-HCl;
in Ubereinstimmung mit der Rhodosaminformel, die sich aus den Analysenzahlen
des Rhodosaminsalzes der Reinecke-Siure ergibt. Acetylierung nach C. W. DE WALT
und R. A. GLENNY zeigte, daB von den drei Sauerstoffatomen des Rhodosamins
zwei als acetylierbare Hydroxyle vorliegen. Das dritte gehort zu einer in der Halb-
acetalform vorliegenden Aldehydgruppe, denn Rhodosamin reduziert leicht Fehling-
sche Losung, ammoniakalische Silbernitratlosung und Triphenyl-tetrazoliumchlorid,
wird bei der WILLSTATTER-SCHUDEL-Methode zur Bestimmung von Aldosen glatt
oxydiert, zeigt aber im IR keine Carbonylbande.

Das Stickstoffatom des Rhodosamins ist Bestandteil einer Dimethylaminogruppe.
Sie wird durch verd. wiBr. Alkalihydroxid leicht als Dimethylamin abgespalten, das
wir als kristallisiertes Pikrat vom Schmp. 158 —159° isoliert und durch Misch-Schmp.
identifiziert haben.

KuUHN-ROTH-Oxydation des Rhodosamins gab 0.9 Mol Essigsdure. Die dadurch
nachgewiesene C-Methylgruppe steht an einem mit Sauerstoff verkniipften C-Atom,
denn Rhodosamin liefert bei Hypojodit-Oxydation Jodoform.

Rhodosamin ist isomer mit Pikrocin® (Desosamin?), das ebenfalls zwei acetylier-
bare Hydroxyle und eine durch wifBr. Alkalihydroxid leicht als Dimethylamin ab-
spaltbare Dimethylaminogruppe enthilt., Die beiden Isomeren unterscheiden sich
durch ihre spezif. Drehung [Pikrocin-hydrochlorid, [«]#®°: +50° (Wasser); Rhodos-
amin-hydrochlorid, []3°: —48° (Wasser)] und durch ihr Verhalten gegen Perjodsiure.
Bei Titration mit 0.05m Perjodat verbrauchte Pikrocin innerhalb von 30 Min. 1 Mol,
wihrend Rhodosamin nicht merklich reagierte. Bei 0.2 molarer Konzentration des
Oxydationsmittels dauerte die Umsetzung von 1 Mol Perjodat mit Pikrocin wenige
Minuten, mit Rhodosamin dagegen 48 Stdn.; und als wir 12-proz. waBr. Natrium-
perjodat einwirken lieBen, bis zwei Mol davon verbraucht waren, konnten wir anni-
hernd die Hilfte des eingesetzten Rhodosamin-hydrochlorides kristallisiert zuriick-
gewinnen. Damit war gezeigt, da® Rhodosamin keine benachbarten Hydroxygruppen
enthilt und somit kein Stereoisomeres des Pikrocins ist. Die Reaktionslosung des
zuletzt genannten Versuchs enthielt etwa 1 Mol Sdure, dem Ry-Wert nach Ameisen-
sdure, sowie nahezu 0.5 Mol Acetaldehyd, der als 2.4-Dinitrophenylhydrazon isoliert
und durch Misch-Schmp. und IR-Spektrum identifiziert wurde. Seine Entstehung
beweist, daB die C-Methylgruppe des Rhodosamins mit einem sekundiren C-Atom
verkniipft ist.

Aus diesen Befunden ergaben sich fiir Rhodosamin zunéchst die Formeln I und II.
Da die Dimethylaminogruppe der beiden 3-Desoxy-3-dimethylamino-zucker Pikro-
cin® und Mycaminose® durch wiBr. Alkalihydroxid relativ leicht als Dimethylamin
abgespalten wird und das gleiche fiir Rhodosamin gilt, war I wahrscheinlicher; nicht

5} Analytic. Chem. 24, 1789 [1952].

6) H. BROCkMANN, H.-B. K6NIG und R. OsTER, Chem. Ber. 87, 856 [1954].
7} R. K. CLARK JR., Antibiotics and Chemotherapy 3, 663 [1953].

8) F. A. HocHSTEIN und P. P. REGNA, J. Amer. chem. Soc. 77, 3353 [1955]).
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aber bewiesen, denn auch bei II schien uns eine basenkatalysierte Eliminierung von
Dimethylamin nicht ausgeschlossen.

Den Beweis fiir I und zugleich fiir dessen Konfiguration an C-4 und C-5 konnten wir
auf Grund folgender Uberlegungen erbringen. LieBe sich die Dimethylaminogruppe
des Rhodosamins ohne Anderung der Konfiguration durch eine Hydroxygruppe
ersetzen, so wiirde, einerlei ob I oder II gilt, eine der acht stereoisomeren 2.6-Didesoxy-
hexosen entstehen; d. h.,, wenn Rhodosamin der L-Reihe angehérte: 2-Desoxy-L-
fucose (II1), L-Boivinose (IV), 2-Desoxy-L-rhamnose (V) oder L-Digitoxose (VI); und,
wenn Rhodosamin zur D-Reihe gehorte: 2-Desoxy-D-fucose, D-Boivinose, 2-Desoxy-
p-rhamnose oder p-Digitoxose. Bekannt wire dann die Konfiguration des Rhodos-
amins an C-3, C-4 und C-5, nicht aber, ob die Dimethylaminogruppe an C-3 oder
C-4 steht.
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CH; CH; CH; CH;
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2-Desoxy-L- L-Boivi- 2-Desoxy-L- L-Digitoxose
fucose nose rhamnose

LieBe sich die Dimethylaminogruppe dagegen nur unter Racemisierung des zuge-
horigen C-Atoms gegen Hydroxyl austauschen, dann wiirden aus einem Rhodosamin
der Konstitution T und der L-Reihe, je nachdem, ob C-4 und C-5 die Konfiguration
der Formeln III und IV oder V und VI haben, die Paare 2-Desoxy-L-fucose (IlI)/
L-Boivinose (IV) oder 2-Desoxy-L-rhamnose (V)/L-Digitoxose (VI) entstehen; und
dementsprechend aus einem p-Rhodosamin der Konstitution I die gleichen Paare der
D-Reihe.

Hitte Rhodosamin dagegen die Konstitution II und gehérte es zur L-Reihe, so
wiirde die unter Racemisierung verlaufende Substitution der Dimethylaminogruppe
durch Hydroxyl entweder zum Paar 2-Desoxy-L-fucose (III)/2-Desoxy-L-rhamnose
(V) oder zu L-Boivinose (IV)/L-Digitoxose (VI) fithren, wihrend ein p-Rhodosamin
der Formel II die gleichen Paare der p-Reihe liefern miiBte. Mit anderen Worten:
Bei einem unter Racemisierung verlaufenden Austausch der Dimethylaminogruppe
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gegen Hydroxyl miiBten zwei 2.6-Didesoxy-hexosen entstehen, die 1) erkennen lassen,
ob Rhodosamin Formel I oder II hat und die 2) zeigen, welche Konfiguration an C-4
und C-5 bzw. C-3 und C-5 von I bzw. II vorliegt.

Die experimentelle Priifung dieser Uberlegungen wurde dadurch erleichtert, daB
sich, wie wir fanden, im Diinnschichtchromatogramm (Kieselgel G, Chloroform/
Aceton (1 : 1)) Digitoxose und 2-Desoxy-fucose voneinander sowie von Boivinose und
2-Desoxy-rhamnose trennen lassen. Digitoxose wandert am schnellsten, 2-Desoxy-
fucose am langsamsten und Boivinose gleich schnell wie 2-Desoxy-rhamnose. Mit
o-Aminophenol-phosphat fiarben sich ihre Zonen stahlblau.

-<—— Lavfrichtung

N + | Digitoxose
\] + | 2-Desoxy-rhamnose
S » | Boivinose
S . 2-Desoxy - fucose
Front Start

Dinnschichtchromatogramme aller 2.6-Didesoxy-hexosen in Chloroform/Aceton (1: 1)
an Kieselgel G

Da ein Ersatz der Dimethylaminogruppe des Rhodosamins durch Hydroxyl am
ehesten unter sehr milden Bedingungen zu erwarten war, haben wir Rhodosamin
2 —8 Stdn. mit 0.4-proz. wiBr. Bariumhydroxid auf 40—42° erwirmt und das Reak-
tionsgemisch auf der Kieselgel G-Diinnschichtplatte gepriift. Dabei zeigten sich zwei
mit o-Aminophenol-phosphat blau werdende Zonen mit den gleichen Rr-Werten wie
2-Desoxy-fucose und Boivinose oder 2-Desoxy-rhamnose.

Um die beiden so nachgewiesenen Desoxyzucker in Substanz zu gewinnen, wurde
1 ¢ Rhodosaminsulfat mit 0.4-proz. wiBr. Bariumhydroxid 2.5 Stdn. auf 42° erwirmt
und das Reaktionsgemisch aus Chloroform/Aceton (1: 1) an Kieselgel G unter Be-
dingungen chromatographiert, die zunichst einmal die Abtrennung der beiden Zucker
von den anderen Reaktionsprodukten gestatteten. Das in etwa 10-proz. Ausbeute
angefallene Gemisch der beiden Zucker lieferte bei erneuter Chromatographie an
Kieselgel G im Durchlaufverfahren: 1) eine als erste ins Filtrat laufende Fraktion (A),
deren Diinnschichtchromatogramm nur eine Zone, und zwar mit dem Rr-Wert der
Boivinose oder 2-Desoxy-rhamnose zeigte, 2) eine Mittelfraktion, die auf der Kiesel-
gel G-Platte zwei Flecke mit dem Ry-Wert der 2-Desoxy-fucose und Boivinose oder
2-Desoxy-rhamnose gab und 3) eine Fraktion (B), die dem Diinnschichtchromato-
gramm nach nur 2-Desoxy-fucose enthielt. Alle zeigten die fiir 2-Desoxy-zucker
charakteristische KELLER-KILIANI-, WEBB- sowie Perjodat-Thiobarbitursiure-Reak-
tion. Keine konnte zur Kristallisation gebracht werden.

Fraktion A zeigte das gleiche IR-Spektrum wie ein authentisches D-Boivinose-
Priparat und unterschied sich damit charakteristisch von 2-Desoxy-rhamnose. Da
p-Boivinose in Aceton linksdrehend ([x]¥®: —15.2°) ist, Fraktion A dagegen nach
rechts drehte, ([«]¥: +10.4°), war diese nunmehr als L-Boivinose identifiziert.
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Fraktion B stimmte im IR-Spektrum mit authentischer 2-Desoxy-L-fucose ([a]%°:
—136°, in Aceton) iiberein und zeigte wie diese Linksdrehung ([«]2°: —86.2°, in Ace-
ton). Damit war sie als 2-Desoxy-L-fucose erkannt. Da wir darauf verzichteten, unsere
sirupdsen Fraktionen A und B wasserfrei zu machen, ist verstindlich, daB ihre
[«]3*-Werte niedriger lagen als die der kristallisierten, authentischen Vergleichspri-
parate.

Wie die Formeln III —VI zeigten, kann Rhodosamin beim Austausch seiner Dime-
thylaminogruppe gegen Hydroxyl nur dann zu 2-Desoxy-L-fucose (III) und L-Boi-
vinose (IV) werden, wenn 1) die Dimethylaminogruppe wie in I an C-3 steht und 2)
die Konfiguration an C-4 und C-5 die gleiche ist wie in III und IV; oder anders gesagt,
wenn Rhodosamin entweder Formel VII oder VIII (Beide Formeln sind die des
B-Anomeren) hat und somit der L-Reihe angehort.

HiC, CHs
N

HO N, H
HeC’ “CHy

vil VI

Rhodosamin zeigt nicht die fiir 2-Desoxy-zucker charakteristische KELLER-KILIANI-
Reaktion. Dagegen konnten wir seine 2-Desoxygruppe durch die Perjodat-Thiobar-
bitursdure-Reaktion? nachweisen. Dabei entsteht aus dem C-1, C-2 und C-3 enthal-
tenden Teil des Rhodosamin-Molekiils Malondialdehyd, der mit Thiobarbitursiure
einen roten Farbstoff mit A,,, 532 my. (Wasser) gibt.

Auf welchem Wege Rhodosamin durch Bariumhydroxid in 1II und 1V iibergeht, bleibt
offen. Da die fiir 3-Desoxy-3-dimethylamino-zucker charakteristische, leichte Abspaltung
von Dimethylamin durch Alkalihydroxid bei der Mycaminose ausbleibt, wenn sie als Me-
thylglykosid vorliegt®), entsteht das Dimethylamin offenbar aus der Aldehydform und dann
wohl kaum anders als durch eine basenkatalysierte B-Eliminierungl9), Aus Rhodosamin
wiirde dabei zunichst X entstehen. Nimmt man an, daB sich an dieses unter der Einwirkung

e 2o o) ~0
czy T\H <|::H T\H
cjg (cu CH, CH,
| I o |
cH + OHO 2HOOHY), HC-OH + HO-C-H
| TN(CH;),
H-G-OH H-C-OH H-C-OH H-C-OH
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9) V. S. WARAVDECAR und L. D. SasLaw, J. biol. Chemistry 234, 1945 [1959).
10) C. H. BoLTON, A. B. FOSTER, M. STACEY und 1. M. WEBBER, J. chem. Soc. {London] 1961,
4831,
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des verd. Bariumhydroxides — analog der Reaktion Acrolein ~» 3-Hydroxy-propionaldehyd
oder analog der basenkatalysierten Bildung von 3-Methoxy-butyraldehyd aus Crotonaldehyd
und Methanol — Wasser anlagern kann, so wire die Entstehung von III und IV erkldrt und,
da X sicher noch in anderer Richtung reagieren kann, verstindlich, daB die Ausbeute an III
und 1V nur miBig ist.

Im Gegensatz zum Rhodosamin haben die anderen bisher bekannten 3-Desoxy-3-dime-
thylamino-zucker Pikrocin (Desosamin), Mycosamin und Amosamin1l) an C-2 eine Hydroxy-
gruppe. Bei ihnen fithrt daher (-Eliminierung von Dimethylamin zu einem Enol und damit
zu einem Ketoaldehyd 10), Ersatz von Dimethylamin durch Hydroxyl ist bei ihnen demnach
nicht zu erwarten. Wie wir fanden, wird Dimethylamin aus Rhodosamin noch leichter elimi-
niert als aus Pikrocin (Desosamin); vielleicht deswegen, weil Rhodosamin an C-2 keine
Hydroxygruppe hat.

Aufkliarung iiber die Konfiguration an C-3 des Rhodosamins und damit die Ent-
scheidung zwischen VII und VIII brachte das NMR-Spektrum. Um die stérenden
Protonen der beiden Hydroxygruppen an C-1 und C-4 zu beseitigen, haben wir
Rhodosamin mit Acetanhydrid/Pyridin acetyliert und das Reaktionsprodukt aus
Chloroform/Aceton (1:1) an Kieselgel G chromatographiert. Dabei erhielten wir
zwei kristallisierte, isomere Verbindungen, die sich durch ihre auf C12H2;NOs pas-
senden Analysenzahlen als die beiden anomeren Rhodosamin-diacetate zu erkennen
gaben. Das im Chromatogramm schneller wandernde Diacetat A schmolz bei 68 —73°
und zeigte in Aceton [«]®: —20 4+ 1°. Fiir das langsamer wandernde, bei 81 —83°
schmelzende Anomere (Diacetat B) fanden wir in Aceton [«]¥®: —109 1 3°. Beide
unterscheiden sich charakteristisch in ihrem IR-Spektrum.

Die NMR-Spektren der beiden Diacetate wurden mit einem Varian A 60-Spektrometer in
Deuterochloroform mit Tetramethylsilan als internem Standard aufgenommen.

Tab. 1. NMR-Spektren der anomeren Rhodosamin-diacetate

t-Werte
C—CH;j; N(CH,), O—Ac 0O—Ac
Diacetat A 8.82 7.72 7.87 7.85
Diacetat B 8.88 7.71 7.92 7.86
Proton an:
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
Diacetat A 4.23 8.3—-7.9 7.57 4.79 6.24
Diacetat B 3.67 8.2—-7.9 7.35 4.69 594

Kopplungskonstanten (in Hz)
Ji,2 Ji2a J2a,3 J2e3 J3a Ja,s Js,6
Diacetat A 4.0 8.0 12.0 5.0 2.0 2.0 6.5
Diacetat B 2.3 2.3 10.5 6.0 2.0 2.0 6.5

Bei © = 7.72 (Diacetat A) und © = 7.71 (Diacetat B) liegen die Signale der Dimethylamino-
gruppe, deren Integration sechs Protonen ergibt. Die beiden Acetoxygruppen geben sich
durch T = 7.87 und v = 7.85 (Diacetat A) und t© = 7.92 und 7.86 (Diacetat B) zu erkennen;
ihre gemeinsame Integration ergibt 2:xX3 = 6 Protonen. Bei héchsten Feldstirken © = 8.82
(Diacetat A) und © = 8.88 (Diacetat B) liegen die Signale der terminalen Methylgruppe, die

11} C. L. STEVENS, R.J. Gaser, T. K. MuksHerJEE und T. H. HaskeLL, J. Amer. chem. Soc.
78, 6212 [1956).
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durch Kopplung mit dem Proton an C-5 zu Dubletts aufgespalten sind (J56 = 6.5 Hz) 3 H
bei Integration).

Aus den t-Werten ist ersichtlich, daB die Signale der Ringprotonen weit voneinander ent-
fernt und die Konstanten der wechselseitigen Spin-Kopplung daher ohne Schwierigkeiten
bestimmbar sind.

Allgemein findet man fiir die Spin-Kopplung zweier benachbarter Protonen in axial-axial-
Position Kopplungskonstanten von 8 —13 Hz, wihrend fiir benachbarte Protonen in dqua-
torial-axial- und #quatorial-iquatorial-Position Kopplungskonstanten unter 7 Hz beobachtet
werden12),

Am Signal des Protons an C-4 (1 = 4,79 (Diacetat A) und v = 4.69 (Diacetat B)) sind nur
Kopplungskonstanten = 2 Hz zu beobachten. Folglich kann die groBe Konstante des Pro-
tons an C-3 (12 Hz (Diacetat A) und 10.5 Hz (Diacetat B)) nur von einer axial-axial-Kopp-
lung der Protonen an C-2 und C-3 herriihren. Die gleichen Konstanten miissen auch in den
Signalen der Methylenprotonen auftreten. Sie lassen sich jedoch nicht vollstindig erkennen,
da sie teilweise von den breiten Absorptionen der Acetoxygruppen verdeckt sind. Damit ist
bewiesen, daB in beiden Acetaten (Diacetat A und Diacetat B) das Proton an C-3 axial und die
Dimethylaminogruppe dquatorial angeordnet ist.

Die Analyse des Protonensignals von C-1 zeigt, daB die beiden Acetate Anomere sind:

Ein symmetrisches Triplett im Spektrum von Diacetat B (v = 3.67) kann durch die benach-
barten Methylenprotonen nur dann hervorgerufen werden, wenn diese gleich weit vom Proton
an C-1 entfernt sind. Das ist aber nur dann der Fall, wenn der Wasserstoff an C-1 4quatorial,
die Acetoxygruppe an C-1 aber axial steht. Diacetat B ist demnach das a-Anomere. In Uber-
einstimmung damit zeigt es die fiir x-Anomere der L-Reihe charakteristische groBere Links-
drehung.

Diacetat A hat ein komplexes Signal (vt = 4.23) mit zwei verschieden grofien Kopplungs-
konstanten (4 Hz und 8 Hz). Das ist nur verstdndlich, wenn das Proton an C-1 axial, die zuge-
horige Acetoxygruppe aber dquatorial steht. Folglich ist Diacetat A das f-Anomere, wofiir
auch die gegeniiber Diacetat B kleinere Linksdrehung (—20°) spricht.

DaB die t-Werte der C-1-Protonen der beiden Anomeren verschieden sind, stimmt mit
Beobachtungen von J. N. SHooLEREY und M. T. RoGers13) iiberein, nach denen ein #quato-
riales Proton bei kleineren T-Werten als ein entsprechendes axiales absorbiert.

FaBt man alle Befunde zusammen, so ergibt sich fiir Diacetat A Formel XI und
fiir Diacetat B Formel XII.

AcO N H AcO N H
Hye’ “CH, HC® CH

XI XII

Danach ist Rhodosamin die 2.3.6-Tridesoxy-3-dimethylamino-L-/yxo-hexose und
hat als B-Anomeres die Formel VII. Formeln XIII-XYV zeigen die konstitutiven und

12) H. CoNRroYy, Advances in Organic Chemistry, Band 2, S. 308fT., Interscience, New York
1960.
13} J. Amer. chem. Soc. 80, 5121 [1958].
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konfigurativen Unterschiede zwischen Rhodosamin (XIII), Pikrocin (Desosamin)
(XIV)14 und Mycosamin (XV)15),

H H H
—(IJ—OH HO-C HO-C

| |
CH, H—(IZ—OH H-C-OH

1-1—(::—1‘1(0}1,)2 (HyC);N-C-H (HyC)zN-C—H

B-C-OH CH, H-C-OH

O-C-H H-C-0 H-C-0
CHs CH; CH,
XIII X1V XV

Dem Fonbps DER CHEMIE danken wir fiir Forderung unsecrer Arbeit.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE®

Wasserlosliche Abbaufraktion aus ,,Rhodomycingemisch*: Ausgangsmaterial war ein Ge-
misch aus Pikraten von Rhodomycinen und Iso-rhodomycinen, das, wie frither beschrieben,
aus Mycel16) und Kulturldsung!?) von Str. purpurascens gewonnen worden war. Zu einer
L3sung von 9.8 g dieses Gemisches in 240 ccm Aceton gab man 240 ccm 0.1 » HCI, schiittelte
die Pikrinsdure erschipfend mit Ather aus, brachte die wifir. Phase mit Natriumcarbonat
auf pH 8.5 und extrahierte sie mit Chloroform/Athanol (4 : 1). Der tiefrote Auszug hinterlieB,
i. Vak. verdampft, 4.5 g eines Gemisches aus Rhodomycinen und Iso-rhodomycinen (,,Rhodo-
mycingemisch*¢).

Eine Ldsung von 4.3 g ,,Rhodomycingemisch‘* in 240 ccm 0.57 HCl erwarmte man 8 Stdn.
auf 65°, filtrierte die ausgefallenen Rhodomycinone und lso-rhodomycinone (2.4 g) ab und
brachte das Filtrat mit Amberlite 1R-4B (Carbonatform) auf pH 3.0. Die mit Aktivkohle
entfirbte Losung hinterlieB, i. Vak. verdampft, die wasserldsliche Abbaufraktion als gelb-
lichen Sirup.

Rhodosaminsalz der Reinecke-Sdure: Eine Losung von 170 mg wasserldsl. Abbaufraktion
in 5 ccm Wasser brachte man mit 10-proz. Essigsdure auf pH 4.5 und versetzte sie mit dem
gleichen Vol. einer kalt gesittigten Ldsung von Reinecke-Salz. Als nach Abfiltrieren eines
hellbraunen Njederschlages (24 mg) die Ldsung bei 40° i. Vak. auf die Hilfte eingeengt wurde,
fiel das Rhodosaminsalz der Reinecke-Sdure als hellroter, kristalliner Niederschlag aus.
Man ldste ihn in 4 ccm Aceton, verdiinnte mit dem gleichen Vol. Wasser und engte bei
35—40° auf 5 ccm ein. Das in langen Nadeln auskristallisierende Salz vom Schmp. 131 —133°
war in Aceton leicht, in kaltem Wasser miBig 16slich.

C3gH7INO3-C4H7CrNgSs (494.6) Ber. C29.14 H4.89 N 19.83 Cr 10.51
Gef.*) C29.09 H 5.03 N 19.16 Cr 10.59
*) Getrocknet 6 Stdn. i. Hochvak. bei 105°.
Zerlegung des Rhodosaminsalzes der Reinecke-Séure: Zu einer Lésung von 53.0 mg des Rho-
dosaminsalzes in 10 ccm Aceton/Wasser (1 : 1) gab man 8.5 ccm einer Losung, die 5.112 g Sil-
bersulfat im Liter enthielt, saugte das ausgefallene Silbersalz der Reinecke-Sdure ab, wusch mit

*) Alle Schmpp. wurden auf dem KorLer-Block bestimmt und sind korrigiert.
14} W, HorueiNzZ und H. GriseBacH, Tetrahedron Letters [London] 1962, 377.

15) W, HorueiNZ und H. GriseBacH, Z. Naturforsch. 17b, 355 [1962]; A. C. RICHARDSON,
Proc. chem. Soc. [London] 1961, 430.

16) H. BROCKMANN und P, PatT, Chem. Ber. 88, 1455 [1955].
17} H. BROCKMANN und B. FrRaNck, Chem. Ber. 88, 1792 [1955].
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wenig Aceton/Wasser nach und trocknete 4 Stdn.i. Hochvak. bei 105°. Ag:C4HgCrNgSy
Ber. 45.6 mg, Gef. 52.1 mg (149 zu hoch).

Zur Kontrolle wurden in gleicher Weise umgesetzt: a) 11.5 mg Pikrocinsalz der Reinecke-
Sdure. Ag-C4HgCrNgS,4 Ber. 9.9 mg, Gef. 11.0 mg (129 zu hoch), b) 2 ccm der Silbersulfat-
18sung (enthaltend 10.225 mg/ccm). Ag-C4HgCrNgS4 Ber. 28.0 mg, Gef. 32.1 mg (15% zu
hoch).

Chromatographie der wasserldslichen Abbaufraktion: Eine Losung von 2 g der wasserlds-
lichen Abbaufraktion in 5 ccm Wasser gab man auf eine S#ule (1.3 X 33 cm) aus Dowex 50
(200 —400 mesh; nach Vorbehandeln mit 2n NaOH und dest. Wasser 24 Stdn. mit 2» HCI
gewaschen), lieB anschlieBend 6 ccm Wasser in die Sdule und eluierte mit 22 HC1 (Durch-
lauf 1 ccm/Min.). Das Eluat wurde in 5-ccm-Anteilen aufgefangen und auf optische Aktivitit
untersucht.

Die optisch aktiven Eluate Nr. 3—6 vereinigte man zur Fraktion A, die optisch aktiven
Eluate Nr. 11-—19 zur Fraktion B, stellte in beiden mit Amberlite IR-4B auf pH 5.4 ein, ent-
firbte mit Aktivkohle, verdampfte i. Vak. und trocknete den sirup8sen Riickstand i. Vak.
iiber Kaliumhydroxid bis zur Gewichtskonstanz.

Fraktion A. Ausb. 0.35 g. []3°: —39.0° (c = 1.72, in Wasser). Gef. N 0.30, C10.83. Im
Papierchromatogramm (Butanol/Eisessig/Wasser (4 : 1 : 5), ansteigende mobile Phase) bilde-
ten sich eine Hauptzone Rr = 0.57 und zwei unscharfe Zonen mit gréBerem Re-Wert, die alle
mit Triphenyl-tetrazolium-chlorid rot wurden.

Rhodosamin-hydrochlorid: Fraktion B (1.4 g) 16ste man in 2 ccm absol. Methanol und ver-
setzte tropfenweise mit 3 ccm Aceton, worauf das Rhodosamin-hydrochlorid in farblosen,
rechteckigen Blidttchen auskristallisierte. Zugabe von 3 ccm Aceton und 8stdg. Aufbewahren
bei 4° vervollstindigte die Ausscheidung. Ausb. 1.01 g. Nach Umkristallisieren aus absol.
Athanol lag der Schmp. bei 152—153°, [«]!#: —48.2° (nach 25 Min., Anfangswert ~65.2°;
¢ = 2.94, in Wasser).

CgH;7NO;-HCI1(211.7) Ber. C45.39 H 8.57 N 6.62 C116.75 1 N-CH; 7.11 1 C-CH3 7.1
Gef. C45.70 H 8.99 N 6.53 C116.20 N-CH; 1098 C-CH38.0

Hydroxylbestimmung: 38.4 mg Rhodosamin-hydrochlorid erwdrmte man mit 1 ccm Ace-
tylierungsgemisch (Acetanhydrid/Pyridin (5: 12); abgemessene Menge durch Wigung kon-
trolliert) 15 Min. auf 115° verdiinnte mit 35 ccm Wasser und titrierte mit 0.52 NaOH gegen
Phenolphthalein. Differenz gegeniiber Blindprobe: 0.78 ccm 0.52 NaOH. OH Ber. 2.0, Gef.
2.1. Kontrollversuch mit 50.9 mg Pikrocin-hydrochlorid. Differenz gegeniiber Blindprobe:
0.98 ccm 0.57 NaOH. OH Ber. 2.0, Gef. 1.9.

Abspaltung von Dimethylamin: Aus einer Lésung von 200 mg Rhodosamin-hydrochlorid
in 70 ccm 27 NaOH destillierte man 30 ccm in eine mit 10 ccm 0.1 2 HCI beschickte Vorlage,
verdampfte den Inhalt der Vorlage, nahm den Riickstand in 1 ccm Wasser auf und versetzte
mit gesittigter Pikrinsdurelésung. Das ausgefallene Pikrat schmolz nach Umkristallisieren
aus Athanol bei 158—159° und zeigte im Gemisch mit Dimethylamin-pikrat keine Schmp.-
Erniedrigung,.

Zu je 10 mg Rhodosamin-hydrochlorid, Pikrocin-hydrochlorid und Glucosamin-hydro-
chlorid gab man in kleinen Schalen 1 ccm 47 NaOH und bedeckte sie mit Uhrglidsern, deren
Unterseite einen Streifen feuchten Indikatorpapiers (E. Merck) trug. Beim Rhodosamin und
Pikrocin zeigte das Indikatorpapier innerhalb von 10 Min. die fiir pH 8 —9 charakteristische
Fiirbung, beim Glucosamin erst nach 90 Min.

Jodoformprobe: Zu einer Losung von 22 mg Rhodosamin-hydrochlorid in 0.2 ccm Wasser

gab man 0.6 ccm Jodlésung (2 g KJ und 1 g J; in 8 ccm Wasser) und dann tropfenweise 20-
proz. wilssr. Natriumhydroxid, bis die Farbe nur noch schwach gelb war. Nach einiger Zeit
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wurde 10 Min. auf 40° erwirmt, wobei man durch Zugabe von Jodlésung die Farbe hellgelb
hielt. Der kristalline, hellgelbe Niederschlag gab mit Jodoform keine Schmp.-Erniedrigung
(119°).

Abbau des Rhodosamins zu Acetaldehyd: Eine Losung von 46 mg Rhodosamin-hydrochlorid
in 4 ccm 12-proz. NaJOy4-Losung, die 18 Stdn. bei 20° unter LichtausschluB gehalten worden
war, verdiinnte man mit 25 ccm Wasser und destillierte bei 60° Badtemperatur einen kleinen
Teil des Wassers in eine gesittigte Lésung von 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2n HClL. Der
nach wenigen Min. ausgefallene Niederschlag (25 mg) bildete im Ringchromatogramm (Form-
amid/Petrolidther) eine scharf abgegrenzte Zone, die zwischen der des Formaldehyd- und
Propionaldehyd-2.4-dinitrophenylhydrazons lag. Umkristallisieren aus Athanol gab gelbe
Nadeln vom Schmp. 163 —165° (Kofler-Block, korr.), die im Gemisch mit Acetaldehyd-2.4-
dinitrophenylhydrazon (Schmp. 163 —165°) keine Schmp.-Erniedrigung zeigten. Beide Pri-
parate hatten das gleiche IR-Spektrum.

Oxydation des Rhodosamins mit Natriumperjodat: Zu einer Lésung von 295 mg Rhodosamin-
hydrochlorid in 25 ccm 12-proz. NaJO,s-Losung, die 90 Min. bei 20° gehalten worden war,
gab man konz. Bleinitratlosung, bis nichts mehr ausfiel, und verdampfte die abzentrifugierte
Ldsung i. Vak. Digerieren des Riickstandes mit absol. Athanol und Verdampfen des Athanol-
auszuges lieferte einen sirupdsen Riickstand (220 mg) mit [x]3°: —44.7° (¢ = 0.25, in Wasser).

Die wiflr. Losung des Riickstandes chromatographierte man, wie oben beschrieben, an
Dowex 50, eluierte mit 1.3n HCI, fing die Eluate in 5-ccm-Fraktionen auf, vereinigte die
optisch aktiven, stellte mit Amberlite IR-4 B auf pH 5.4 ein und verdampfte i. Vak. Der Riick-
stand kristallisierte aus Methanol/Aceton (3: 1) in Blittchen, die bei 140—147° schmolzen
und im IR-Spektrum praktisch mit Rhodosamin-hydrochlorid iibereinstimmten. Ausb. 160 mg.

Perjodséiure-Titrationen. a) 0.04 m Perjodsdure: Einer L8sung von 49.5 mg Rhodosamin-
hydrochlorid bzw. 36.3 mg Threonin in 15 ccm Perjodsdure (10 mg HsJOg/ccm) entnahm man
2u verschiedenen Zeiten jeweils 2 ccm, versetzte mit 3 ccm 27 HaSO4 sowie 5 cecm 5-proz.
Kaliumjodidldsung und titrierte mit 0.1 » Natriumthiosulfat. Die Tabelle zeigt den Verbrauch
an Thiosulfat in ccm und den an HsJOg in Mol/Mol Substanz.

Zeit (Stdn.) 0.5 1.5 3 24
Blindprobe 6.95 6.96 6.97 6.82
Rhodosamin 6.93 6.95 6.93 6.82
Threonin 6.70 6.36 6.07 5.50
HsJOg-Verbrauch 0.31 0.74 1.1 1.6

b) 0.2 m Perjodsdiure: Einer L8sung von 74.5 mg Rhodosamin-hydrochlorid bzw. 75.6 mg
Pikrocin-hydrochlorid in 7 ccm Perjodsiure (46.4 bzw. 46.25 mg HsJOg/ccm) wurden jeweils
2 ccm entnommen, mit 3 ccm 27 H,SO4 und 10 ccm 20-proz. Kaliumjodidlosung versetzt
und mit 0.1z Thiosulfat titriert.

Zeit (Stdn.) 1.25 18.25 48

HsJOg-Verbrauch in Mol 0.2 0.6 1.1
pro Mol Rhodosamin

Zeit (Stdn.) 0.5 2 20

HsJOg-Verbrauch in Mol 1.1 1.1 1.3

pro Mol Pikrocin
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¢) 12-proz. Natriumperjodatldsung: Einer Lésung von 81.8 mg Rhodosamin-hydrochlorid
bzw. 87.2 mg Rhamnose in 7 ccm 12-proz. Natriumperjodatldsung wurden jeweils 2 ccm
entnommen, mit 10 ccm Wasser verdiinnt und nach Zugabe von 200 mg Natriumhydrogen-
carbonat mit 25 ccm 0.1 7 Natriumarsenit (20 g NaHCO3 im Liter enthaltend) sowie 1 ccm
20-proz. Kaliumjodidlosung versetzt. Nach 12 Min. wurde das iiberschiissige Arsenit mit 0.1 n
Jod zuriicktitriert.

Zeit (Stdn.) 1 3 23

NaJO4-Verbrauch in Mol 0.9 1.3 2.5
pro Mol Rhodosamin

NaJOy4-Verbrauch in Mol 4.1 4.1

pro Mol Rhamnose

d) Bestimmung der bei der Perjodat-Oxydation entstandenen Siure: Einer L8sung von
79.0 mg Rhodosamin-hydrochlorid in 7 ccm 12-proz. Natriumperjodatldsung entnahm man
jeweils 2 ccm, verdiinnte mit 5 ccm Wasser und titrierte nach Zugabe von 2 Tropfen Methyl-
rotlésung mit 0.12 NaOH.

Zeit (Stdn.) 1 3 22

S#urebildung in Mol 0.05 0.19 0.84
pro Mol Rhodosamin

Die nach 22 Stdn. titrierte Probe wurde mit Ammoniak auf pH 8.9 gebracht und im Papier-
chromatogramm (mobile Phase: 100 ccm 95-proz. Athanol + 1 ccm konz. Ammoniak) mit
Ameisensdure, Essigsiure und Propionsidure verglichen. Nach 45 stdg. Laufzeit trocknete
man 5 Min. bei 100° und bespriihte mit einer Ldsung von Bromthymolblau (50 mg Brom-
thymolblau, 200 mg Citronensiure in 100 ccm Wasser; S#uren erscheinen blau auf gelbem
Untergrund). Die Perjodatldsung (JO4© bleibt am Startkreis) zeigte eine Zone mit dem Rg-
Wert der Ameisensdure. Ebenso wie Ameisensidure konnte man diese Zone auch durch ammo-
niakalische Silbernitratldsung sichtbar machen (Braunfirbung nach Besprithen mit 0.1n
AgNO3/5n NH3 und Trocknen bei 105°).

Anderung der spezif. Drehung bei der Perjodar-Oxydation. a-Werte einer L8sung von 81.7 mg
Rhodosamin-hydrochlorid und 840 mg Natriumperjodat in 7 ccm Wasser:

Zeit (Stdn.) 0.08 0.2 3 20 72

« ~0.56 —0.55 —0.42 —0.33 —0.18

Uberfiikrung von Rhodosamin in 2-Desoxy- L-fucose und L-Boivinose: Eine Losung von 1.04 g
Rhodosamin-sulfat in 200 ccm 0.4-proz. wiBr. Bariumhydroxid (pH 12.2) wurde 2.5 Stdn.
auf 42° erwdrmt, nach Abkiihlen mit verd. Schwefelsiure auf pH 5.0 eingestellt und nach
Abzentrifugieren des Bariumsulfates i. Vak. bei 35° verdampft. Den viskosen, briaunlichen
Riickstand (880 mg) chromatographierte man aus Chloroform/Aceton (1 : 1) an einer Sdule
(42 %2 cm) aus Kieselgel G und fing das Eluat im Fraktionssammler (40 Min.-Wechsel) auf.
Die Fraktionen 52—132 zeigten im Diinnschichtchromatogramm (Kieselgel G, Chloroform/
Aceton) nach Bespriihen mit o-Aminophenol (1-proz. methanolische Lésung von o-Amino-
phenol mit 10 ccm Phosphorsiure und 5 ccm Wasser versetzt) und 10 Min. langem Erhitzen
auf 110—120° zwei stahlblaue Flecke mit dem Rx-Wert der Boivinose bzw. 2-Desoxy-fucose.

Die 80 Fraktionen vereinigte man, verdampfte i. Vak. und chromatographierte den Riick-
stand (153 mg) erneut aus Chloroform/Aceton an einer Sdule (50X 2 cm) aus Kieselgel G,
wobei das Eluat wiederum im 40-Min.-Wechsel aufgefangen und wie beschrieben auf der
Diinnschichtplatte gepriift wurde.
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Fraktionen 108 — 127 zeigten einen Fleck mit dem Rz-Wert der Boivinose und hinterlieBen
nach Verdampfen i. Vak. 29 mg eines farblosen Sirups mit [«]#°: +10.4 £0.9° (¢ = 0.96, in
Aceton).

Fraktionen 128 — 160 zeigten zwei Flecke mit dem Rp-Wert der Boivinose bzw. 2-Desoxy-
fucose und hinterlieBen beim Verdampfen i. Vak. 68 mg Riickstand mit [«)%¥: —49 4 1.2°
(¢ = 2.26, in Aceton).

Fraktionen 161 — 197 zeigten einen Fleck mit dem Rg-Wert der 2-Desoxy-fucose und hinter-
lieBen, i. Vak. verdampft, 32 mg Riickstand mit [«]’: —86 + 2.1° (¢ = 1.07, in Aceton).

Verhalten von 2-Desoxy-L-fucose und L-Boivinose gegen wdfr. Bariumhydroxid: Man léste
von 2-Desoxy-L-fucose und L-Boivinose jeweils einige mg in 2 ccm Aceton, hielt die Hilfte
als ,,Vergleichsldsung* zuriick, verdampfte die andere Hilfte i. Vak. und erwirmte den Riick-
stand mit wiBr. Bariumhydroxid 2.5 Stdn. auf 42°. Nachdem mit verd. Schwefelsdure auf
pH 5.0 eingestellt und das Bariumsulfat abzentrifugiert worden war, verdampfte man i. Vak.
und nahm den Riickstand in | ccm Acetonauf. Von dieser Losung und der,,Vergleichslésung
chromatographierte man gleiche Vol. auf einer Kieselgel G-Diinnschichtplatte (Chloroform/
Aceton (1 : 1), o-Aminophenol-phosphat). Bei den mit Bariumhydroxid behandelten Zuckern
wurde nur ein Fleck beobachtet, der im Ry-Wert mit dem Ausgangsmaterial iibereinstimmte,
in der Intensitit jedoch erheblich geringer war.

Acetylierung des Rhodosamins: Eine Losung von 620 mg Rhodosamin-sulfat in 20 ccm
Wasser brachte man mit 4-proz. wiBr. Bariumhydroxid auf pH 9.2, zentrifugierte das Barium-
sulfat ab und verdampfte i. Vak. Den hellbraunen, viskosen Riickstand 18ste man unter
Erwiirmen in 4 ccm Acetanhydrid/Pyridin (1 : 1), hielt die Lésung 16 Stdn. bei 20°, verdampfte
das Acetylierungsgemisch i. Vak. und chromatographierte den sirupdsen, braunen Riick-
stand aus Chloroform/Aceton (1 : 1) an einer Siule (55 x 1.8 cm) aus Kieselgel G.

Diinnschichtchromatographische Kontrolle des in S-ccm-Anteilen aufgefangenen Eluates
an Kieselgel G [Chloroform/Aceton (1: 1), Zonen durch Bespriihen mit 3.8-proz. methano-
lischer Schwefelsdure und Erhitzen auf 160—170° als braune, violett fluoreszierende Flecken
sichtbar gemacht) zeigte, daB zwei Fraktionen eluiert wurden. Nachdem das Lésungsmittel
i. Hochvak. verdampft war, hinterblieben sie als hellbraune Ole, die nach einiger Zeit voll-
standig durchkristallisierten. Fraktion A (die schneller wandernde): 156 mg. Fraktion B:
124 mg.

B-Rhodosamin-diacetat aus Fraktion A schmolz bei 68—73°; [a]¥’: —20 + 1° (¢ = 2.87,
in Aceton).
C;2H2iNOs (259.3) Ber. C55.58 H8.16 N 540 Gef. C56.19 H 7.83 N 5.38
u-Rhodosamin-diucetar aus Fraktion B schmolz bei 81—83°; [a)¥: —109 + 3° (¢ = 0.18,
in Aceton). '
C2H2;NOs (259.3) Ber. C55.58 H8.16 N 5.40 Gef. C56.4] H8.15 N 5.34





