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BURCHARD FRANCK und ILSE ZIMMER

Mutterkorn-Farbstoffe, VIII D

Konstitution und Synthese des Clavorubins

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Kiel

(Eingegangen am 2. Dezember 1964)

Der Mutterkorn-Farbstoff Clavorubin wurde als kristallisierter Methylester in

reiner Form dargestellt. Aus Massen-, UV- und IR-Spektren sowie Farbreak-

tionen und Decarboxylierung konnte fiir Clavorubin die Struktur 1.5.6.8-Tetra-

hydroxy-3-methyl-anthrachinon-carbonsdure-(2) (111) ermittelt und diese durch
eine eindeutige Synthese aus Endocrocin bestiitigt werden.

Vor einiger Zeit isolierten wir aus Roggenmutterkorn (Claviceps purpurea) zwei
Anthrachinoncarbonsiuren, von denen eine als Endocrocin (I) identifiziert wurde 2.3,
Die Strukturermittlung der zweiten Anthrachinoncarbonsidure, des Clavorubins, konnte
wegen Mangel an Substanz (2 mg aus 1 kg Mutterkorn) zunichst nicht fortgesetzt
werden. Es erschien jedoch wichtig, seine Struktur zu kennen, da auBer Endocrocin
keine weiteren Anthrachinoncarbonsiduren isoliert worden waren und Endocrocin als
biogenetische Vorstufe fur die meisten der 80 bisher bekannten, natiirlichen Anthra-
chinon-Farbstoffe angesehen wird4.5).

Unsere erste Untersuchung2) hatte ergeben, daB Clavorubin ein Derivat einer 1.4.5-Trihy
droxy-anthrachinoncarbonsiure ist. So zeigte Clavorubinacetat ein Anthrachinon-Spektrum
Das UV-Spektrum von Clavorubin selbst lieB auf das Vorhandensein von drei x-Hydroxy-
gruppen schlieBen. Im IR-Spektrum waren eine Carboxylgruppe (1720/cm) und keine unche-
lierte Chinoncarbonylgruppe bei 1660/cm zu sehen. Auflerdem wurde eine C-Methylgruppe
nachgewiesen.

Nunmehr wurde Clavorubin nach einem ergiebigeren Verfahren erneut aus oster-
reichischem Mutterkorn isoliert. Die weitere Reinigung des chromatographisch aus
dem Rohfarbstoffgemisch abgetrennten Clavorubins war durch dessen auBerordent-
lich geringe Loslichkeit in den meisten organischen Losungsmitteln (0.01 %) erschwert.
Es konnte jedoch mit methanolischer Salzsidure in einen in roten Nadeln kristallisierten,
gut Ioslichen Methylester vom Schmp. 259° iibergefiihrt werden. Dabei lieBen sich mit
Hilfe dieses verbesserten Verfahrens aus 1 kg Mutterkorn 24 mg Clavorubin-methyl-
ester gewinnen.

D VIL. Mitteil.: B. FRANCK, E. M. GoTTscHALK, U. OHNSORGE und G. BAUMANN, Angew.
Chem. 76, 438 [1964]; Angew. Chem. internat. Edit. 3, 441 [1964].

2) B. FRANCK und T. RESCHKE, Chem. Ber. 93, 347 [1960].

1 B. Franck, Planta med. [Stuttgart) 8, 420 [1960].

4 S. GATENBECK, Svensk kem. Tidskr. 72, 188 [1960].

5} T. A. GerssMaN, in P. BERNFELD, Biogenesis of Natural Compounds, S. 589, Pergamon
Press, New York 1963.
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Der Clavorubin-methylester hat nach Analyse und Massenspektrum (Abbild. 3)
die Summenformel C17H1,0g. Zusammen mit unseren fritheren Befunden folgt dar-
aus, daB der Methylester der Teilformel II entsprechend ein 1.4.5-Trihydroxy-anthra-
chinon-carbonsdureester mit je einer zusétzlichen C-Methyl- und B-Hydroxygruppe
ist. Nach dem Massenspektrum (Abbild. 3) des Clavorubin-methylesters steht die
C-Methylgruppe neben der Carboxylgruppe. Der intensivste Peak bei m/e 312 zeigt
nimlich an, daB Clavorubin-methylester (sn/e 344) beim ElektronenbeschuB beson-
ders leicht Methanol (Mol.-Gew. 32) abspaltet. Diese Fragmentierung ist typisché) fiir
eine o-Toluylsdure-methylester-Gruppierung und wird durch einen cyclischen Mechanis-
mus gedeutet:

Fehlte die benachbarte Methylgruppe, so wiirde nur OCH; abgetrennt, und das
intensivste Fragment des Clavorubin-methylesters miifite bei m/e 313 (M —31) auf-
treten. Ganz analog verliert z. B. Endocrocin (OH statt OCH3) ein Molekiil Wasser
und zeigt im Massenspektrum ein intensives Fragment bei m/e 296 (M —18). Ebenso
wie beim Endocrocin (I) ist offenbar auch beim Clavorubin die Carboxylgruppe durch
zwei benachbarte Substityenten, von denen einer eine Methylgruppe ist, aus der Ebene
des aromatischen Grundgeriistes herausgedreht und nicht damit konjugiert. Dement-
sprechend liegt die Carboxylfrequenz des unveresterten Clavorubins mit 1720/cm fiir
eine aromatische Carboxylgruppe ungewdhnlich hoch und stimmt mit der des Endo-
crocins (1715/cm) nahezu iiberein.

Nach den bisher diskutierten Befunden und auch nach biogenetischen Uberlegun-
gen liegt die Annahme nahe, daB Clavorubin mit Endocrocin in der Anordnung seiner
Substituenten bis auf eine zusitzliche «-Hydroxygruppe iibereinstimmt. Diese An-
nahme lieB sich beweisen, indem es gelang, Clavorubin aus Endocrocin durch selek-
tive Oxydation mit aktivem Mangandioxyd 7’ in konz. Schwefelsdure synthetisch darzu-
stellen. Papier- und diinnschichtchromatographisch ausgewertete Reihenversuche
zeigten, daBl diese heterogene 2-Elektronen-Oxydation bei 3.5fachem UberschuBl an
aktivemm Mangandioxyd am besten verlduft. Aus dem Reaktionsprodukt wurde das
synthetische Clavorubin chromatographisch abgetrennt. Es ist mit dem aus Mutter-
korn isolierten Farbstoff nach Rp-Werten, UV- und IR-Spektren identisch. In Ver-
bindung mit der von B. S. Joss1, S. RAMANATHAN und K. VENKATARAMAN 8! kiirzlich
beschriebenen Endocrocin-Synthese ist somit auch das Clavorubin vollsynthetisch
zuginglich.

Bei der Oxydation mit Mangandioxyd in konz. Schwefelsdure werden Hydroxy-
anthrachinone in «-Stellung hydroxyliert. Dabei ist im Falle des Endocrocins die

6) H. Bupzikiewicz, C. DiErassi und D. H. WiLLiaMs, Interpretation of Mass Spectra of
Organic Compounds, S. 195, Holden-Day Inc., San Francisco 1964.

7 R. M. EvaNs, Quart. Rev. (chem. Soc., London) 13, 61 [1959].

8) Tetrahedron Letters [London] 1962, 951.
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5-Stellung bevorzugt 9. Fiir Clavorubin kommt daher nur die vom Endocrocin abge-
leitete Struktur III in Betracht. Die isomere Struktur 1V konnte auBerdem auch durch
die folgenden Befunde ausgeschlossen werden:

a) Das durch Hochvakuum-Sublimation bei 205° gewonnene Decarboxylierungs-
produkt (V) des Clavorubins ist nicht mit Catenarin (VI) 10} identisch.

b) Clavorubin bildet mit Zirkonylchlorid!!) einen siurebestindigen Farblack und
enthiilt daher eine o-Dihydroxy-Gruppierung.

Die Farblackbildung mit Zirkonylchlorid wurde spektrophotometrisch ausgewertet.
Die in saurer Losung gemessenen Absorptionskurven (Abbild. 1) zeigten nur beim
Clavorubin und dem 1.3.4.8-Tetrahydroxy-anthrachinon mit derselben Hydroxyl-
gruppenanordnung charakteristischen Verlauf. Die langwelligen Absorptionsmaxima
des Clavorubin-methylesters sind gegeniiber dem ohne Zirkonsalz gemessenen Spek-
trum (Abbild. 2) um 50— 100 my nach griBeren Wellenlingen verschoben.

Mit der somit fiir Clavorubin ermittelten Struktur III lassen sich alle intensiven Fragmente
im Massenspektrum des Clavorubin-methylesters (Abbild. 3) deuten. Das Massenspektrum

9) S. CoFrFey und J. vAN ALPHEN in E. H. Ropp, Chemistry of Carbon Compounds III B,
S. 1403, Elsevier Publ. Comp., Amsterdam 1956; A. RosensTieHL, C. R. hebd. Séances
Acad. Sci. 79, 764 [1874].

10) Herrn Prof. Dr. SHoit SHIBATA, Universitit Tokio, danken wir fiir die Ubersendung einer
Probe Catenarin aus Aspergillus amstelodami.

11} F. FEIGL, Spot Tests in Organic Analysis, S. 193, Elsevier Publ. Comp., Amsterdam 1956.
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zeigt auBer dem Molekiil-Ion (m/e 344) und dem schon diskutierten, durch Abspaltung von
Methanol gebildeten Fragment mj/e 312 intensive lonen bei m/e 284, 256, 228, 200 und 172.
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Abbild. 1. Absorptionsspektren nach der Zirkonylchlorid-Reaktion 11)von Clavorubin-methyl-

ester (a), 1.3.4.8-Tetrahydroxy-anthrachinon (b), 1.4.5-Trihydroxy-anthrachinon (c) und
1.4.5.7-Tetrahydroxy-anthrachinon (d)
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Abbild. 2. Absorptionsspektrum des Clavorubin-methylesters in Diisopropyldther
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Analog der Fragmentierung einfacher Hydroxyanthrachinone!2) kdnnen sie durch Abspaltung
von ein bis fiinf Molekiilen Kohlenmonoxyd unter Bildung von VIII aus dem Fragment 312
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Abbild. 3. Massenspektrum des Clavorubin-methylesters
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12) J. H. BeynoN und A. E. WiLLIAMS, Appl. Spectroscopy 14, 156 [1960); J. H. BEYNON,
Mass Spectrometry and its Applications to Organic Chemistry, S. 360, Elsevier Publ.
Comp., Amsterdam 1960.
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(VII) entstanden sein. Aus VIII (m/e 172) gehen wahrscheinlich durch Abspaltung von zwei
O-Atomen und/oder einer CH,-Gruppe die Ionen bei m/e 156, 142 und 126 hervor. Dabei ist
aber zu beriicksichtigen, daB zur Intensitit der Peaks bei m/fe 172, 156 und 142 auch zweifach
geladene Ionen der Massen 344, 312 und 284 beitragen kdnnen. Einige zweifach geladene
Tonen mit ungeradzahligen Massen geben sich durch jhre halb so groBen, nicht ganzzahligen

OH O OH /8. &
wemm Y YYS

HO CH2 CH,

OH O
VII. mfe 312
-20
-85CO_ C}.Q CHZ SCHy

VIII. mfe 172 IX. mfe 126

mje-Werte bei 156.5, 142.5, 105.5 und 77.5 zu erkennen. Ionen der Masse 126, 127 oder 128
finden sich stets in den Massenspektren von Anthrachinonen mit zwei und mehr Hydroxy-
gruppen!2), Fiir sie kommt eine mit Dehydronaphthalin isomere Struktur wie IX in Betracht 13).

Friulein 1. HiseniTz danken wir fiir experimentelle Mitarbeit.

Die Arbeit wurde von der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT, dem FoNDS DER CHEMI-
sCHEN INpUsTRIE und den FARBENFABRIKEN BAYER, WERK ELBERFELD, gefordert. Die Dr.
SCHWARZ ARZNEIMITTELFABRIK, Monheim, versorgte uns grof3ziigig mit Mutterkorn.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Zur Diinnschicht-, Rundfilter- und Verteilungschromatographie wurden folgende Lésungs-
mittelsysteme verwendet:

1. Chloroform/Methanol (9 : 1) auf Kieselgel G (E. Merck), das mit Oxalsdure imprigniert
ist (30 g Kieselgel G zum Beschichten von 10 Platten, 10 X 20 cm, in 60 ccm 0.5 m Oxalsdure
suspendiert).

2. Benzol/Methanol (9:1) auf Kieselgel G (E. Merck), das wie oben mit Oxalsaure im-
prigniert ist.

3. n-Butanol/Wasser (1:1) auf Papier 2043 b (Schleicher & Schiill), das mit 0.5 m pH7-
Phosphatpuffer imprégniert ist. Fiir Siulentrennungen an Cellulosepulver wurde das Sy-
stem n-Butanol/0.5 m pH 7-Phosphatpuffer (1 : 1) verwendet.

4. Chloroform/Essigester (9 : 1) auf oxalsidure-imprigniertem Kieselgel G.

Alle Schmelzpunkte sind im Berl-Block bestimmt und korrigiert. UV-Spektren wurden,
falls nicht anders angegeben, in Methanol mit dem Zeiss-Spektralphotometer PM Q 11, die
IR-Spektren mit dem Perkin-Elmer-Spektrophotometer ,,Infracord* Modell 137 NaCl in
Kaliumbromid gemessen. Die massenspektrometrischen Untersuchungen erfolgten mit dem
Atlas-Massenspektrometer CH 4/1IV bei 70 eV Ionisierungsenergie.

Isolierung des Rohclavorubins: 3.2 kg grob gemahlenes und mit Petrolither entfettetes
Mutterkorn (Claviceps purpuread) sterreichischer Herkunft wurden in einem 25-/-Steinzeug-
13) Vgl L. ¢.6} 8. 205. Ein stabiles gesittigtes Diketoderivat des Ringsystems IX wurde kiirzlich

beschrieben: P. E. EATON, J. Amer. chem. Soc. 84, 2344 [1962].
Chemische Berichte Jahrg. 98 98
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Perkolator mit 8 / 10-proz. Weinsdure 48 Stdn. stehengelassen. Danach lieB man den rot-
braunen Extrakt abflieBen, extrahierte in derselben Weise noch 6 mal wihrend 24 Stdn. mit je
3 { Methanol/Wasser (4:1), neutralisierte die vereinigten weinsauren und methanolischen
Ldsungen mit verd. Ammoniak und dampfte im Rotationsverdampfer bei 50° unter Zusatz
von n-Octanol als Antischaummittel ein. Der dunkelbraune Riickstand wurde in 750 ccm
Wasser aufgeschlimmt, die Suspension mit 750 ccm 2 » HCI auf pH 9 eingestellt und die saure
Lésung vom unldslichen, hellbraunen Riickstand, der keine Farbstoffe enthielt, dekantiert.
Mit 6 mal 1.5/ Essigester lieB sich darauf der Farbstoff erschépfend aus der Losung extrahie-
ren. Die roten Essigesterausziige wusch man mehrmals mit 200 ccm Wasser je Liter des Aus-
zuges, bis das Waschwasser den pH-Wert 45 zeigte (bei weiterer Entsduerung gehen die
Farbstoffe in das Waschwasser), vereinigte und trocknete sie mit Natriumsulfat, dampfte
i. Vak. ein und wusch den Riickstand mit Petrolidther. 16 g braunes Farbstoffgemisch, das im
Papierchromatogramm (System 3.) nach zunehmenden Re-Werten eine schmale und eine
intensive rote (Clavorubin) sowie eine intensive orangegelbe (Endocrocin) Zone zeigte.

Das Farbstoffgemisch wurde mit dem Losungsmittelsystem 3. an 4 Cellulosepulversidulen
(6 x 50 cm) aufgetrennt, die durch Einschlimmen von je 300 g Cellulosepulver mit 1500 ccm
Unterphase des Systems, leichtes Andriicken und anschlieBendes Nachwaschen mit Oberphase
bereitet worden waren. Nach Zerlegen der Siule extrahierte man den Abschnitt, der das
Clavorubin enthielt, mit kaltem 80-proz. wiBr. Methanol, dampfte den filtrierten Auszug
i. Vak. ein, wusch den Riickstand mit 5 ccm Wasser, trocknete ihn i. Vak., kochte 2mal mit
je S ccm Petrolidther aus und trocknete wieder. 1.6 g rotbraunes Rohclavorubin, das noch Be-
gleitstoffe aus der Cellulosesiule enthilt. Es 148t im Papierchromatogramm (R¥ 0.2/System 3.)
und im Diinnschichtchromatogramm (Rr 0.59/System |., R¢ 0.34/System 2.) jeweils nur eine
Zone erkennen. UV-Absorption (Methanol): 564, 528, 496, 340, 265 my.; 0.01 n methanol.
HCI: 528, 497, 470 (Schulter), 340, 260 my. Die Loslichkeit (%) in allen Ldsungsmitteln auBer
wiBr. Laugen ist sehr gering: Ather, Benzol, Pyridin, Chloroform, Aceton (< 0.01); Methanol
(0.01); Eisessig (0.17); Wasser (0.02); gesitt. NaHCO;-Ldsung (0.26); 2n Na,COj, 2n NaOH

(>0.5).

Clavorubin-methylester: 1.0 g ungereinigtes Rohclavorubin wurde mit 200 cem 6-proz.
methanaol. Salzsiure 4 Stdn. unter RiickfluB gekocht, wobei sich der Farbstoff léste. Anschlie-
Bend verteilte man zwischen je 200 ccm Wasser und Chloroform, extrahierte die abgetrennte
wifr. Phase noch 3mal mit je 80 ccm Chloroform, wusch die vereinigten Chloroformausziige
mit Wasser neutral, trocknete sie und dampfte ein. Beim ersten Verteilen der Reaktionsldsung
zwischen Wasser und Chloroform schieden sich ca. 20 mg unverestertes Clavorubin als Zwi-
schenschicht ab. Der Rohester (166 mg) zeigte im Diinnschichtchromatogramm (System 4.)
auBer der intensiven roten Zone von Clavorubin-methylester (R¥ 0.77) schwichere Zonen bei
Ry 0.18 (rot, Clavorubin), 0.11 (gelb) und 0.05 (gelb).

Zur weiteren Reinigung wurde der Rohester mit Chloroform/Essigester (9 : 1) an zwei Séulen
(2.5 x 70 cm) mit je 80 g oxalsaurem Kieselgel G chromatographiert. Das Kieselgel war mit
der 1.5fachen Menge (g/ccm) 4.2-proz. methanol. Oxals4ure verriihrt und nach Abdampfen
des Methanols bei 60° wihrend 30 Min. bei 110° aktiviert worden. Das Eluat mit der Zone
des Clavorubin-methylesters wurde intensiv mit Wasser gewaschen, der Eindampfriickstand
zur Entfernung restlicher Oxalsdure 2 Tage i. Hochvak. bei 20° getrocknet (48 mg reiner Ester)
und aus Benzol umkristallisiert. 18 mg groBe, rote Nadeln vom Schmp. 259° (korr., mit zuge-
schmolzener Kapillare im vorerwirmten Berl-Block), die im Diinnschichtchromatogramm
(System 4.) nur die Zone des Clavorubin-methylesters (Rr 0.77) zeigten. Der Ester ist im Gegen-
satz zum Clavorubin gut 18slich in Benzol, Chloroform, Essigester und Methanol. Farbreaktion
mit methanol. Eisen(Il1I)-chlorid-Ldsung dunkelgriin, mit konz. Schwefelsdure violett. 1R-
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Banden (KBr): 3487s, 2915 m, 1719 s: (aromat. COzR), 1611s (vc—o cheliert, ve_c),
1452 m, 1429s,1374 w, 1326 w, 1243 5,1188 m, 1177 m, 1142 m, 1119 5, 1068 s, 1017 w, 997 w,
964 w, 948 m, 887 m, 865w, 826 m, 774 m, 749 m, 710/cm s. UV-Absorption (Diisopropyl-
dther): 536 my (g 7260), 500 (9830), 471 (7080), 380 (1915), 305 (7040), 260 (23 300). Massen-
spektrum: ';" (relat. Intensitdt in 9, Zuordnung) = 344 (47, M); 328 (1.2, M — O); 321
(100, M — CH;0H); 284 (6.4, 312 — CO); 256 (4.2, 312 — 2 CO); 228 (1.6, 312 — 3CO);
200 (2.0, 312 — 4C0); 172 (1.3,312 — 5 CO); 156 (1.3); 142 (4.4); 78 (7.4).
Cy7H 1203 (344.3) Ber. C59.25 H3.49 Gef.*) C59.60 H 3.64
*) 12 Stdn. bei 40° i. Hochvak. getrocknet.

Farblackbildung mit Zirkonylchlorid11): Lésungen von jeweils 0.1 —0.2 mMol Clavorubin-
methylester und der zum Vergleich verwendeten Hydroxyanthrachinone in je 1 ccm Aceton
wurden mit 0.3 ccm 22 NaOH und 1 ccm 0.05m methanol. Zirkonylchlorid-Losung zum Sieden
erhitzt. Den dabei gebildeten, farbigen Niederschlag zentrifugierte man ab, wusch 2mal mit
je 3 ccm Wasser, 16ste ihn in 3 ccm 27 HCI und nahm von dieser Losung ein Absorptions-
spektrum auf (Abbild. 1). Die Farblack-Niederschlige waren tief rot bis blau. Diese Farbe
blieb nach Zusatz der Salzsiure nur im Falle des Clavorubin-methylesters und der Anthra-
chinone mit einer o-Dihydroxy-Gruppierung erhalten. Beim 1.4.5-Trihydroxy- und 1.4.5.7-
Tetrahydroxy-anthrachinon trat Farbaufhellung nach Rosa ein.

Decarboxylierung des Clavorubins: 20 mg Clavorubin wurden bei 205° i. Hochvak. sublimiert.
Das karminrote, von feinen Nadeldrusen durchsetzte Sublimat zeigte im Papierchromatogramm
(System 3.) neben Spuren von Clavorubin eine intensive, schneller laufende Zone derselben
roten Farbe vom R;-Wert 3.2 (bez. auf Clavorubin = 1.00). Dieses Decarboxylierungspro-
dukt ist nicht mit Catenarin (VI) identisch. Catenarin lief im Papierchromatogramm als noch
schnellere Zone an der L8sungsmittelfront, die sich auch durch ihre hellere, orangerote Farbe
von Clavorubin und dessen Decarboxylierungsprodukt unterscheidet.

Synthese des Clavorubins durch Oxydation von Endocrocin (I} mit aktivem Mangandioxyd.:
Eine auf 60° erwirmte Losung von 123 mg (0.39 mMol) Endocrocin?) in 48 ccm konz. Schwe-
felsiure wurde unter Schiitteln mit 250 mg (2.9 mMol) fein gepulvertem, aktivem Mangan-
dioxyd™ versetzt und 15 Min. unter weiterem Schiitteln bei dieser Temperatur gehalten. Dabei
vertiefte sich die Farbe der L&sung von Rot nach Violett. AnschlieBend goB man in 800 ccm
Eiswasser, extrahierte 4mal mit je 100 ccm Essigester, wusch die vereinigten Essigesteraus-
ziige mit gesitt. Natriumsulfatlosung (Smal 30 ccm) neutral, trocknete sie und dampfte ein.
Der dunkelrote Riickstand (43.2 mg) zeigte im Papierchromatogramm (System 3.) folgende
Zonen mit den auf Clavorubin (Rg = 1.00) bezogenen Rg-Werten:

Rs-Wert Farbe
0.00 braun
0.35 blau
1.00 rot (Clavorubin)
1.45 orange (Endocrocin)
2.10 gelb

Zur Isolierung der roten Clavorubinzone chromatographierte man den Riickstand wie bei
der Isolierung des Clavorubins aus Mutterkorn an einer Sdule (1.5 X 13 ¢m) von 8 g Cellulose-
pulver. Das abgetrennte Clavorubin (7.7 mg) wurde, geldst in 5 ccm Essigester, durch eine
kurze Kieselgelsdule (1 x 2 cm) filtriert. Der so erhaltene Farbstoff war nach Papier- und
Diinnschichtchromatogramm sowie IR- und UV-Spektrum mit natiirlichem Clavorubin iden-
tisch. IR-Spektrum (KBr): 3400, 2890, 1720, 1600, 1435, 1380, 1320, 1245, 1185, 1125, 1065,
892, 788/cm.
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