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Abstract-By means of electron impact, electron attachment and DAD1 (direct analysis of daughter ions) mass 

spectroscopy the carbon skeletons of the aglycones of pimaricin, lucensomycin, tetrin A and B, rimocidin, and 

tetramycin have been determined using the original compounds. On the basis of these results the molecular weights 

of these polyene antibiotics have been derived. High resolution mass spectroscopy can be used effectively in the 

investigation on the structural arrangement of compounds related to these tetraene antibiotics. 

Polyenantibiotika werden vor einer Vielzahl von Strep- 

tomycetenarten gebildet. Mehr als 60 Polyenantibiotika 

wurden inzwischen beschrieben. Sie sind nicht nur in 
bezug auf ihre hohe Aktivit;it gegentiber Hefen und Pilzen 
sehr Ihnlich, sondern sie weisen such sehr viele 
strukturelle Ahnlichkeiten auf. Fur alle charakteristisch 
ist der mehrfach hydroxylierte makrocyclische Lacton- 
ring, der drei bis acht konjugierte Doppelbindungen 
enthalten kann, die im allgemeinen all-fruns- 
Konfiguration besitzen. Als Substituenten am Aglykon 
sind glykosidisch gebundene Aminozucker, Keto-, 
Carboxyl- und Epoxygruppen sowie aromatische und 
aliphatische Seitenketten . Das 
Molekulargewicht dieser SubsFinzen nel~$n in der 
Grossenordnung von 600-1300. 

Die massenspektroskopische Bestimmung der 
Molekiilgrosse ist allgemein bei Polyenantibiotika mit 
glykosidisch gebundenem Aminozucker sehr schwierig. 
Aufgrund der Grosse und Kompliziertheit dieser 
Molekille war es bisher nur vereinzelt moglich, durch die 
Untersuchung entsprechender Derivate, z.B. 
Trimethylsilyl- oder Acetylverbindungen, massenspek- 
troskopische Aussagen iiber das Molekulargewicht zu 
erhalten.‘.* Diese Methoden sind aber mit einem Un- 
sicherheitsfaktor behaftet, da bei der Derivatbildung 
Massenzahlen bis zu 1800 bestimmt werden miissen. 

Unter diesem Aspekt gewinnt die Felddesorptions - 
Massenspektrometrie als neue Ionisierungstechnik 
zunehmend an Bedeutung.’ Allerdings wird dabei die 
Fragmentierungstendenz des Molekiilions herabgesetzt, 
so dass wesentliche Strukturinformationen ver- 
lorengehen. 

Eines der grundlegenden Probleme bei den Unter- 
suchungen zur Struktur dieser makroliden Polyene ist die 
Bestimmung der Aglykon - Kohlenstoffzahl. Erst die 
Kenntnis dieser Grosse IHsst, in Verbindung mit anderen 
analytischen Daten, Riickschltisse auf die Molektilgrijsse 
zu. Die Bestimmung des Aglykon - Kohlenstoffgeriistes 
erfolgte bisher nach Cope und Mitarbeitern’ durch 
reduktiven Abbau zu einem Grundkohlenwasserstoff und 
dessen Charakterisierung. 

Wir haben durch den kombinierten Einsatz der 
Elektronenstoss- und Elektronenanlagerungs-Massen- 

spektroskopie (EA- bzw. EI-MS) sowie der “Direct 
Analysis of Daughter Ions” (DADI - Massenspektromet- 
rie)’ den massenspektroskopischen Zerfallsprozess der 
Tetraenantibiotika Lucensomycin, Pimaricin, Tetrin A 
und B, Rimocidin und Tetramycin sowie deren Acetyl- 
derivate untersucht. Dabei gelang es, durch die Massen- 
feinbestimmung (Peak Matching) charakteristischer 
Schliisselbruchstiicke sowie durch die Untersuchung 
metastabiler Uberglnge mit Hilfe der DADI - Methode 
bestimmte Gesetzmassigkeiten festzustellen, die es ge- 
statten, Aussagen ilber die Aglykon- brw. Molekiilgrosse 
unbekannter Tetraenantibiotika such ohne vorherige 
Derivatbildung bzw. Abbaureaktionen zu treffen. 

Bei der EA-MS erfolgt eine Ionisierung durch Plas- 
maelektronen niedriger Energie (24 eV). Neben den 
hierbei ablaufenden Elektronenanlagerungsprozessen 
werden durch Stossionisation mit Elektronen der Energie 
6-IOeV such positive Ionen gebildet. so dass von der 

HO 0 

P/marlon R - CH3 

Lucensomyon R - (CH2)3CH, 

Abb. I. Struktur des Pimaricins” und Lucensomycins.’ 

Tetrrn A R - H 

Tetrm B R - OH 

Abb. 2. Struktur der Tetrine A” und B.’ 
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gleichen Substanzprobe in zeitlich kurzer Folge Anionen- 
und Kationenspektren aufgenommen werden konnen.” 

Obwohl die EA-MS oftmals erfolgreich zur 
Moleku~rgewichtsbestimmung empfindlicher Naturstoffe 
angewandt werden kann, erhalt man bei den Tetraenan- 
tibiotika keinen Molpeak, daftir aber ein charakteris- 
tisches Fragmentierungsmuster. Ein entsprechendes Zer- 
fallsschema tritt such bei den Kationenspektren auf. Die 
vergleichsweise aufgenommenen hochaufgeI~sten El- 
Spektren mit 70eV zeigen das analoge Fragmen- 
tierungsmuster, so dass beide Kationenspektrenarten 
ebenso wie das Anionenspektrum prinzipiell vergleich- 
bare Aussagen gestatten. 

Der massenspektroskopische Zerfalf ist bei den unter- 
suthten Tetraenantibiotika Pimaricin, Lucensomycin, 
Tetrin A und B durch fofgende Reaktionen 
gekennzeichnet: 

M-Mycosamin-CO,-n H,O. 

Die Mycosaminabspaltung wurde anhand acetylierter 
Tetraene untersucht, da die Ausg~gsverbindungen be- 
dingt durch ihre geringe Fhlchtigkeit und thermische 
Labilitat keine genauen Aussagen iiber die einzelnen 
Schritte der Aminozucker - Abspaltung gestatten. Ein 
Vergleich der Anionen- und Kationenspektren teigt, dass 
die Spaltung der Cilykoside ausschliesslich zwischen dem 
Glykosidsauerstoff und dem Aglykon unter ~liminierung 
des Aminozuckers erfolgt. In beiden Spektrenarten ist der 
Fragmentpeak des Triacetylmycosamins (1) bei M le 289 
nachweisbar. Dieses Ion wird durch Wasserstoffwan- 
derung aus dem Aglykonteil mit anschliessender Spaltung 
der glykosidischen Bindung gebildet. Des weiteren treten 
Peaks hoherer Intensitit bei den Massenzahlen M-l (m le 
288) und M + 1 (m/e 290) auf. Fur das Ion m/e 290 muss 
eine intermolekulare Wasserstoffiibertragung angenom- 
men werden, die charakteristisch fur die meisten Zucker- 
derivate ist.” Das Ion m/e 288 entsteht durch Spaltung 
der glykosidischen Bindung. In den Kationenspektren tritt 
ausserdem ein sehr intensiver Peak bei m/e 272 auf, der 
dem Triacetylmycosaminyl - Ion (3) zuzuordnen ist (siehe 
such Pandey et ~1.8). Da dieser Peak in den Anionenspek- 
tren fehlt, die Fragmentierung der Aglykone unter den 
Bedingungen der EA- und EI-MS aber analog verliuft, 
kann angenommen werden, dass dieses Ion bei hoheren 
Ionisierungsspannungen entweder durch Sauer- 
stoffabspaltung aus dem prim& gebildeten Triacetyl- 
mycosaminyloxy - Ion (2) oder durch Hydroxylabspaltung 
aus dem Triacetylmycosamin (1) entsteht (Abb. 3). 

Aglykon 
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Abb. 3. Ausschnitt aus dem EA-MS (2-4eV) und ELMS 

Die angenommene Entstehung des Triacetyl- 
mycosaminyl - Ions (3) wird durch die DAD1 - Spektren 
der Ionen I und 2 mit den Massen 289,l I57 bzw. 288,llOl 
bestatigt. 

Bei der DAD1 - Methode werden die metastabilen 
Ze~allsreaktionen erfasst, die im fefdfreien Raum zwis- 
then dem magnetischen und elektrostatischen Sektorfeld 
entstehen. Das Magnetfeld wird auf die Massenzahl zu 
untersuchender Molekiil- oder Bruchsttickionen einge- 
stellt. Unterliegen diese Ionen weiteren Zerfallsreaktionen 
auf dem Flugweg zwischen beiden Feldern, so kann ein 
Massenspektrum aller nachfolgenden Tochterionen auf- 
genommen werden. 

So wird im Scan des elektrostatischen Ablenkfeldes 
nach Einstellung einer entsprechenden MagnetfeldstLke 
sowohl aus dem ausgewahlten Ion 1 als such aus dem Ion 
2 als Folgeprodukt das T~acetylmycosaminyi 1 Ion (3) mit 
der Masse 272.1118 erfasst. Eine analoge Fragmentierung 
zeigen such die Gibberellin - 0 (3) - glucosid - acetate.” 

Zur Charakterisierung der Grosse des Makrolidsystems 
konnen bereits die nativen Verbindungen eingesetzt 
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Abb. 4. Anionenspektrum des Pimaricins. 
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Abb. 5. Kalionenspektrum des Pimaricins (70 eV). 

werden. Bei unseren Messungen fanden wir, dass diese 
Antibiotika unter den Bedingungen der EA- und EI-MS 
unter Verlust des Zuckerbausteins, mehrerer MolekiIle 
Wasser und Decarboxylierung der Carboxylgruppe in ein 
weitgehend konjugiertes cyclisches Ion besonderer 
StabiliUt iibergehen. Dies wird mit folgenden Beispielen 
belegt : 

Pimaricin (C,,HI,NO, , MG: 665). 

Fiir die in den Kationenspektren des Pimaricins auftreten- 
den charakteristischen Peaks wurden durch 
HochauflGsung folgende Zusammensetzungen ermittelt, 
die analog such fiir die entsprechenden Anionenspektren 
zutreffen sollten: 

m/e 422,2093 (&H,O,, M-Mycosamin-C02-2H,O); 
m/e 404.1986 (C&.H,Od, M-Mycosamin-CO,-3H,O); 
m/e 386.1872 (&H,,O,, M-Mycosamin-COz-4H20). 

Die gleichen Intensittiten der Peaks bei m/e 386 und 388 
(M-Mycosamin-CO,-3H,O-O) lassen weiterhin den 
Schluss zu, dass die Epoxygruppe wahrscheinlich sowohl 
unter Sauerstoff als such unter Wasser - Abspaltung 
abgebaut werden kann. Die gleichen Verhtiltnisse trifft 
man such beim Lucensomycin an. In Analogie zu dem 
massenspektrometrischen Abbau aliphatischer Epoxide” 
kannte fiir die Eliminierung des Epoxid - Sauerstoffs 
unter Wasserabspaltung folgendes Schema formuliert 
werden: 

Fiir die entsprechenden Signale gilt folgende Zusammen- 
setzung: 

m/e 464,255O (C,H,O,, M-Mycosamin-CO,-2H,O); 
m/e 446.2430 (&H,Oc M-Mycosamin-COr3H,0); 
m/e 430,2467 (CmHYOJ, M-Mycosamin-CO,-3H,O-O); 
m/e 428,2322 (C29H,0,, M-Mycosamin-CO&H,O). 

Fiir die Tetrine A und B ergeben sich folgende 
Peakserien: Tetrin A (CuH,,NO,,, MG: 681). 

[_:;I + 

Abb. 7. Fragmentierungsion des Tetrin A (70 eV). 

m/e 420 (C2,H,,0,, M-Mycosamin<O,-3H,O); 
m/e 402.2157 (C,H,O,), M-Mycosamin~02~H20. 

Tetrin B (C,H,,NO,,, MG: 697) 

[F&J’ 

c 
Abb. 8. Fragmentierungsion des Tetrin B (70 eV). 

Die Wasserabspaltung aus Epoxiden erwlhnen such 
Baldus und Mitarbeiter” im Rahmen ihrer Unter- 
suchungen iiber das massenspektrometrische Verhalten 
von Carotinoid - Epoxiden sowie Brown und Mitarbeiter 
bei ihren Arbeiten iiber Bufadienolide.‘J 

Lucensomycin (C,,,HI,NOIq, MG: 707). 

r-0 I+ 

m/e 454 (C&HMO,, M-MycosaminX012H20); 
m/e 436,224 (C,,H,,O,, M-Mycosamin-COz-3H,O); 
m/e 418,2ll6 (C,,H,O,, M-Mycosamin-C0,-4H,O); 
m/e 400,205O (C,,H,,O,, M-Mycosamin-COz-SH,O). 

Der Zerfall der untersuchten Tetraenantibiotika wird 
such durch die DAD1 - Spektren ausgewiihlter 
Bruchstiickionen best&$. In den DAD1 - Spektren treten 
als Folgeprodukte der Bruchstiickionen im oberen Mass- 
enbereich ausschliesslich Ionen auf, die aus der stufen- 
weisen Abspaltung eines Molekiils Wasser resultieren: 

Pimaricin 
Lucensomycin 

422+404-,386 
464-,446+428. Abb. 6. Fragmentierungsion des Lucensomycins (70 eV). 
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Die beobachteten Abbaureaktionen sind, wie die 
Spektren beweisen, bei den untersuchten Tetraenan- 
tibbtika offensichtlich die Regel und nicht die Ausnahme. 

Ahnliche, mehrfach konjugierte cyclische Ionen fanden 
such Haegele und Desiderio jr.16 in den Massenspektren 
der pertrimethylsilylierten Polyene Nystatin, Amphoteri- 
tin B und Pimaricin. 

Neben der Bestimmung des Aglykons und der damit 
erhaltenen Hinweise auf das Molekulargewicht kann man 
anhand der durch die Fragmentierung gewonnenen Daten 
such neuisolierte Tetraenantibiotika sehr schnell differen- 
zieren und identifizieren. 

Es erscheint deshalb zullssig, diese Regel bei der 
Strukturaufkliirung unbekannter Tetraenantibiotika an- 
zuwenden. Aufgrund des Fragmentierungsverhaltens bei 
der Kationen- und Anionen - Massensprektroskopie 
lassen sich wichtige Riickschliisse auf die Ringgrasse des 
Aglykons ziehen, ohne dass durch eine Folge chemischer 
Abbaureaktionen nach Cope4 der Crundkohlenwasser- 
staff bestimmt werden muss. 

Diese Methode erweist sich such am Beispiel des 
Rimocidins als anwendbar. Von diesem Tetraen ist bisher 
nur ein Strukturvorschlag fiir das Aglykon beschrieben 
worden.” Die Grundlage hierfiir lieferte der chemische 
Abbau zum Grundkohlenwasserstoff, w$cher als 3 - 
Methyluntriacontan (C,,H,) identifiziert worden ist. Die 
im hochaufgelijsten Kationenspektrum auftretenden 
charakteristischen Signale entsprechen folgender Zusam- 
mensetzung: 

Durch weitere massenspektroskopische Unter- 
suchungen an Pentaen-, Hexaen- und Heptaenantibiotika 
muss gepriift werden, ob das charakteristische Fragmen- 
tierungsmuster allgemeine Giiltigkeit fiir Polyenan- 
tibiotika besitzt. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Die Anionen- und Kationenspektren (6-IOeV) wurden mit 

einem Elektronenanlagerungsmassenspektrographen des 
Forschungsinstitutes M. v. Ardenne, Dresden (DDR) 

aufgenommen. 

Die Substanz (0.1-I mg) wird in eine Glaskapillare iiberfiihrt, 

deren Aussendurchmesser 2 mm bettigt. Ein IO bis I5 mm langes 

Stiick der Kapillare mit der Probe wird in die Bohrung eines 

elektrisch heizbaren Metallblocks eingesteckt, iiber eine Vakuum- 

schleuse in die lonenquelle eingebracht und auf die erforder- 

lithe Verdampfungstemperatur T, erhitzl. In Abhingigkeit von 

T”. der Belichtungszeit ts und anderen Parametern 

m/e 506,3001 (C,,H.&, MWYto.-51W); 
m/e 488.2939 (C,,H&L, M.,ti,~,.~H~O); 
m/e 470 (C,ZH1R03, MAllyLon-7W). 

Damit konnten wir die Grasse des Aglykons durch MS 
best;itigen. 

wird nacheinander eine Serie von Spektren auf einer Photoplatte 

(ORWO UV2- oder llford 0 2-Tvo) vom Format 6.5 x 18cm . . 
registriert. Zwischen den Expositionen kann das Massenspektrum 

auf dem Fluoreszenzschirm eines lonenbildwandlers beobachtet 
werden. 

Die photographisch aufgenommenen Spektren werden mik- 

rophotometrisch registriert und in der iiblichen Form (vgl. Abb. 4, 

H3 C-OH 

Abb. 9. Struktur des Rimocidin-Aglykons sowie miigliches Fragmentierungsion. 

Bei Kenntnis der Art und Anzahl der funktionellen 
Gruppen l&t sich neben der G&se des Aglykons such 
das Molekulargewicht eines strukturell unbekannten 
Tetraenantibiotikums ermitteln. So weisen die EA- und 
EI-Massenspektren des von uns isolierten Tetraens 
Tetramycin’” einen charakteristischen Peak bei m/e 416 
auf, der folgender Zusammensetzung entspricht: 
C,H,,O+ Des Aglykon besteht demnach aus 29 C- 
Atome!, denn durch IR-spektroskopische Messungen und 
durch Aquivalenzbestimmungen l&St sich im Tetramycin- 
Aglykon eine Carboxylgruppe nachweisen, die unter 
massenspektroskopischen Bedingungen leicht decarbox- 
yliert. Aus dem ‘H-NMR-Spektrum des acetylierten 
Perhydro-Tetramycins kann man weiterhin entnehmen, 
dass das Tetramycin sechs Hydroxylgruppen enthiilt, von 
denen zwei dem Aminozucker Mycosamin und vier dem 
Aglykon zuzuordnen sind. Damit errechnet sich ein 
Molgewicht von 416 + 44 (CO?) t 72 (4H20) + 163 
(Mycosamin) = 695, das der Bruttoformel C,,H,,NO,, 
entspricht und mit den durch die Elementaranalyse 
ermittelten Daten gut iibereinstimmt. Durch Felddesorp- 
tions - Massenspektrometrie konnte das ermittelte 
Molekulargewicht best&t& werden. Der Basispeak liegt 
hier bei m/e 696, das entspricht einem M + H-Ion. 
Aufgrund dieser Ergebnisse miissen wir die bereits friiher 

5) wiedergegeben, wobei die relative lntensitl der einzelnen 

Peaks, bezogen auf den jeweils hBchsten Peak des Spektrums. 

iiber der Massenzahl aufgetragen ist. 

Die 70 eV - Kationenspektren wurden mit einem AEI MS 902 S 

unter folgenden Bedingungen aufgenommen: Elektronenstrom 

100 mA, Elektronenenergie 70 eV, Beschleunigungsspannung 

8 kV. Aufliisung ca. 1500. Quellentemperatur 200-250°C. Die 

Einfiihrung der Proben erfolgte iiber den Direkteinlass. Die 

genaue Massenbestimmung wurde mit einer Aufliisung von ca. 
iSO00 bei sonst analogen Bedingungen unter Anwendung der 

“peak-match” - Technik mit Heptacosafluortributylamin als 

Referenzverbindung durchgefiihrt. 
Die DADI-Analysen wurden mit einem Massenspektrometer 

Varian MAT 311 durchgefiihrt. Temperatur der lonenquelle 

250-350°C. lonisation durch Elektronenstoss (70 eV). Probentem- 

peratur l80-250°C. 
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