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Chem. Ber. 100, 2537-2545 (1967) 

Hans-Joachim Knackmuss 

Struktur und Synthese des Pigmentes von 
Pseudornonas lemonnieri 

Aus dem Max-Planck-Institut fur Medizinische Forschung, lnstitut fur Chemie, Heidelberg 

(Eingegangen am 18. Februar 1967) 

Die spektroskopischen EigenSChdften des Bakterienpigmentes von Pseudomonas femonnieri 
werden mit denen vom Bakterienfarbstoff Indigoidin (4) und seinen Derivaten verglichen. Der 
Mechanismus der Umwandlung des Pseudomonas-Pigmentes in das NN-Dioctanoyl-indi- 
goidin 6 wird aufgeklart. Fur das Pigment wird die ,,Diaza-indophenol"-Struktur 1 
durch Synthese von Modellfarbstoffen und des Naturstoffes selbst bewiesen. 

Die Strukturaufklarung des extrazellularen Bakterienfarbstoffes Indigoidin (411) 
lenkte unsere Aufmerksamkeit auch auf das tiefblaue intruzellulare Bakterienpigment 
von Pseudomonas lemonnieri. Im Gegensatz zu 4 zeigt das Pigment von Ps. lemonnieri 
negative Solvatochromie (z. B. A,,, in Chloroform, Aceton, Athanol: 638, 625, 
621 mi.). Fur die Farbe des Bakteriums ist, wie die vorliegende Arbeit zeigt2), das 
Anion des ,,Diaza-indophenols" 1 (A,,, 623 mp in DMSO) verantwortlich. Ersetzt 
man die endocyclischen Gruppen -NH-CO - durch -CH =CH--, so erhalt man 

den Chromophor eines Indophenol-Anions. Der neuartige Naturfarbstoff 1 ist dem 
Anion der Purpursaure verwandt ; dort sind vier -CH = CH- Gruppen des Indophe- 
nol-Anions durch -CO-NH- ausgetauscht. Die freie Saure 1 (bzw. Tautomere) 
zeigt eine um 4 mp langerwellige ( s .  Tab.), scharfere Bande mit hoherer Extinktion als 
das Anion. 

1 )  R. Kuhn, M .  P. Starr, D. A .  Kuhn, H. Bauer und H.-J. Knackmuss, Arch. Mikrobiol. 51, 

2) Siehe auch M .  P. Stnrr und H.-J. Knackmuss, Arch. Mikrobiol., im Druck. 
71 (1965); R .  Kuhn, H. Bauer und H.-J. Knackmuss, Chem. Ber.98, 2139 (1965). 
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Ein Vergleich des IR-Spektrums des Pigmentes 1 von Ps. Zemonnieri rnit dem Spek- 
trum des N.W-Diacetyl-indigoidins 5 (5.5’-Diacetamino-4.4’-dihydroxy-3.3‘-diaza- 
diphenochinon-(2.2’))1) deutet wegen ahdicher NH- bzw. OH-Assoziationsschwin- 
gungen (2700--34OO/cm) und Amid I- sowie Amid 11-Banden auf gleichartige funk- 
tionelle Gruppen hin. Auch findet man Ubereinstimmung rnit dem Spektrum des 
7V.N’-Dioctanoyl-indigoidins 6 2) in der kiirzestwelligen, nicht assoziierten NH-Absorp- 
tion (s. Tab.) und in den vCH-Schwingungen des Heptylrestes. Im Fingerprint-Gebiet 
findet man in beiden Spektren gleichviel mittelstarke Banden und zwischen 400 und 
SSO/cm zwei starke Banden. 

Fur den Bakterienfarbstoff 1 und N.N’-Dioctanoyl-indigoidin 6 erhalt man gleich- 
artige NMR-Spektren (s. Tab.). Der Ubergang zwischen den Tautomeren von 1 
scheint so rasch zu erfolgen, dal3 ein Signal fur das acide Proton und eine asymmetrie- 
bedingte Aufspaltung der Vinyl- und NH-Protonen nicht beobachtet wird. 

Die beiden Farbstoffe zeigen ahnliche Loslichkeiten und entsprechende chromato- 
graphische Eigenschaf ten. 

Bei der katalytischen Hydrierung rnit Pd nimmt das Pigment leicht zwei Aquivalente 
H2 auf. Bei der Autoxydation der Hydrierungsprodukte entsteht 6 in iiber 60-proz. 
Ausbeute (vgl. 1. c.2)). 

Vollig gleichartig reagiert der homologe Modellfarbstoff 2 zum 7V.N’-Diacetyl- 
indigoidin 5. Unter Reinstickstoffatmosphare lassen sich Derivate der durch Hydro- 
genolyse der Stickstoffbrucke entstandenen Produkte 8 und9 gewinnen. 3-Acetamino- 
2.6-dihydroxy-pyridin (8) laDt sich durch Umsetzung mit Benzoldiazoniumchlorid als 

8 9 

5-Benzolazo-3-acetamino-2.6-dihydroxy-pyridin (12a) abfangen. Durch Acetylierung 
wurde das sehr autoxydable 9 stabilisiert als 3.5-Bis-diacetylamino-2.6-diacetoxy- 
pyridin, welches indentisch rnit dem Produkt ist, das man durch hydrierende Acetylie- 
rung des Azofarbstoffes 12a erhalt. Bei Einwirkung von Luftsauerstoff auf das Ge- 
misch der Hydrierungsprodukte (8 + 9) entsteht N.N’-Diacetyl-indigoidin 5 durch 
C-C-Verkniipfung der Ringe und NH3-Eliminierung : 

OH KO 
10 8 

Hydriert man 2 rnit Raney-Nickel, so wird ein Wquivalent H2 rasch aufgenommen 
(Bildung der Leukoform7). In verd. Natronlauge als Losungsmittel erhalt man bei der 
Reoxydation rnit Luft ein Natriumsalz des Farbstoffes 2. Man gewinnt das Hepta- 
acetylderivat der Leukoform 7, Acetyl-bis-[5-diacetylamino-2.6-diacetoxy-pyridyl-(3)]- 
amin, wenn man in Acetanhydrid bei 50” hydriert. 
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Synthese von Modellverbindungen 
Wie schon berichtet 21, wird das Pigment 1 von Ps. lemonnieri durch konz. Salpeter- 

saure zu 6-Octanoylamino-3-hydroxy-2-aza-benzochinon-(l.4) (11) abgebaut. Die 
Struktur des Phenylhydrazons vom Heterocyclus 11 wurde durch Synthese des homo- 
Iogen Acetylmodelles 12a bewiesen : Die Acetylierung von Amino-citrazinsaure (3- 
Amino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure)3~ ergibt eine Diacetyl-aminocitrazinsaure, 
welche einen 0-gebundenen Acetylrest durch Hydrolyse leicht verliert. Die gebildete 

N H C O R > ~ H ~ N = N ~ H C O R '  R 

o y o  HO N 0 
I 

H 

c6H5NH-Nfi - NHCO- ICH~]C-CH,  

I 
11 I I  
11 12a: R = H, 

b R = H, 
R '  = CH3 
R' = -[CH216-CH, 

13a: R = COzH, R' = CH3 
b R = CO2H, R' = - [CH~]O-CH,  

Acetamino-citrazinsaure reagiert mit Benzoldiazoniumchlorid zur Azofarbstoffcarbon- 
saure 13a. Diese geht durch Sublimation bei 200" unter Decarboxylierung in das 
homologe Phenylhydrazon 12a uber, das in seinen spektroskopischen Eigenschaften 
(s. Tab.) mit dem Phenylhydrazon von 11 gut ubereinstimmt. 

Bei der katalytischen Hydrierung von 13a entsteht die Amino-acetamino-citrazin- 
saure (14), die besonders in Losung sehr autoxydabel ist. Es gelang nicht, 14 in reiner 
Form abzuscheiden. Hydriert man jedoch in Eisessig, worin Ausgangs- und Endprodukt 
wenig loslich sind, gelingt die Isolierung eines katalysatorhaltigen kristallinen Pro- 
duktes in guter Ausbeute. Auf Grund des NMR-Spektrums von 14 (in DMSO-d6 
Dubletts bei T 5.35 und 1.38 fur das Allyl-Proton und exocycl. NH, J = 8 Hz, breites 
Signal bei T 2.90 fur NH2, T -1.52 und -2.20 fur NH bzw. OH und C02H) mu13 fur 
die Aminocarbonsaure die Struktur 14 formuliert werden. 

C O a H  

Acylierungs- und Kondensationsversuche an der Aminogruppe von 14 erbrachten 
keine einfachen Derivate. Jeweils trat gleichzeitig Reaktion mit der Carboxylgruppe 
ein (Kondensation oder Decarboxylierung). 

Bei der Autoxydation von 14 in heiBem Eisessig entsteht langsam das ,,Diaza- 
indophenol" 2. Sehr schnell verlauft die Autoxydation in alkalischer Losung, jedoch 
ohne Farbstoff bildung. Man erhalt blaI3gelbe Losungen, aus denen man das Azachi- 
non-imid 16 bzw. dessen Hydrolyse- und Decarboxylierungsprodukt mit Phenylhydra- 
zin als 5-Benzolazo-3-acetamino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure (13a) und 5-Benzolazo- 
3-acetamino-2.6-dihydroxy-pyridin (12a) ausfallen kann. Verhindert man, da13 sich 

3) 2. B. Papanasfassiou, A .  Me Millan, V. J. Czebotur und T. J.. Bardos, J. Amer. chem. SOC 
81, 6056 (1959). 
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in alkalischer Losung mehr als 50% der Aminocarbonsaure 14 autoxydieren, so tritt 
bei Zugabe von Eisessig sofort Kondensation von 16 mit unverandertem 14 ein. Beim 
Decarboxylieren erhalt man den Farbstoff 2 in groI3en metallischgriinen Kristallen. 

COzH COoH 
5%02 > 4 c H N f l € I  + H z N f i :  N H A c  - A; Eisessig 2 

- 2 coz 
o y o  O r  - NH. 

2 1 4  - 
16 H 14 

Im Gegensatz zum Bakterienpigment wurde im Massenspektrum von 2 ein Moleku- 
larpeak gefunden. 

Strukturbeweis durch Synthese des Pigmentes 1 
Analog der Darstellung von 14 gewinnt man die homologe Octanoylverbindung 

15 durch Hydrierung des entsprechenden AzofarbstoRes 13b, dessen Decarboxylie- 
rungsprodukt mit dem Phenylhydrazon von 11 identisch ist. Wegen der geringen 
Wasserloslichkeit von 15 kann man in verd. Natronlauge hydrieren und das Hydrie- 
rungsprodukt 15 mit verd. Salzsaure ausfallen. Bei der Autoxydation von 15 in heil3em 
Eisessig entsteht erwartungsgemaI3 der Bakterienfarbstoff 1 (vgl. Bildung von 2). Man 
gewinnt 1 in leicht uberschaubarer Weise durch Kondensation von 15 mit dem durch 
Pigmentabbau gewonnenen 6-Octanoylamino-3-hydroxy-2-aza-benzochinon-( 1.4) 
(11)2) in 80-proz. Ausbeute. 

COoH 

11 k k 15 

Verwendet man anstelle von 15 die homologe Aminocarbonsaure 14, so erhalt man 
den Modellfarbstoff 3, der einen Acetyl- und einen Octanoylrest tragt. Das Produkt 
enthalt wegen Autoxydation von 14 den Modellfarbstoff 2, wie man dunnschicht- 
chromatographisch und am NMR-Spektrum erkennt (das Signal bei 7 0.38 fur NH 
der Octanoylaminogruppe ist schwacher als das entsprechende bei T 0.29 der Acetami- 
nogruppe). 

Besonderen Dank sage ich Herrn Prof. Dr. R. Kuhn fur wertvolle Diskussionen zu diescr 
Arbeit. Ich danke Herrn Prof. Dr. M. P. Sturr fur die Uberlassung von naturlichem Pigment. 
Herrn Dr. W. Otting danke ich fur IR-spektroskopische Messungen, Herrn Dr. J.  Jochims 
und Fraulein G. Taigel fur die Aufnahme und Diskussion der NMR-Spektren, Herrn Dr. 
Ch. Wiinsche (Chemisches Institut der Universitat Heidelberg) fur massenspektrometrische 
Messungen und Herrn J.  Briaire fur technische Hilfe. 
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Beschreibung der Versuche 

Diacetyl-aminocitrarinsaure: 10 g 3-Amino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure (Amino-citrazin- 
saure) werden rnit 200 ccrn Acetanhydrid und 10 Tropfen 70-prOZ. Perchlorsaure 60 Min. bei 
100-1 10" acetyliert. Man entfernt das Acetanhydrid weitgehend i. Vak. und zerstort den 
Rest mit Methanol. Beim Einengen scheidet sich das Diacetyl-Derivat kristallin ab. Man 
wascht rnit wenig kaltem Methanol. Ausb. 12 g (90%). Aus Methanol Zen. ab 150". UV 
(Methanol): A,,, 317 mp (log E 3.73). 

C ~ ~ H I O N ~ O ~  (254.2) Ber. C 47.25 H 3.97 N 11.02 2 CHjCO 33.86 
Gef. C 47.49 H 4.36 N 11.07 CH3CO 33.64 

3-Acetamino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure (Acetamino-citrarinsaure): 700 mg des rohen 
Diacetyl-Derivates werden in 10 ccm Wasser unter Umruhren 10 Min. auf dem Dampfbad 
erhitzt. Aus der blaagelben Losung scheiden sich im Eisbad 420 mg (72%) Monohydrat in 
derben strohgelben Kristallen ab. Nach 20 Stdn. Trocknen bei 90" i. Hochvak. Zers. ab 150". 
UV(Methano1): A,,, 342-347 mp (log E 3.76). 

CsHsNzOs (212.2) Ber. C 45.29 H 3.80 N 13.21 1 CH3CO 20.29 
Gef. C 45.12 H 3.83 N 13.07 CH3CO 20.56 

5-Benzolazo-3-acetumino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure (Benzolazo-acetamino-citrazinsaure) 
(13a) : 6.0 g der rohen Diacetyl-aminocitrazinsaure werden in 600 ccm Wasser 40 Min. auf dem 
Dampfbad hydrolysiert. Die auf 10" abgekuhlte Flussigkeit oder eine entsprechende Losung 
von 3-Acetamino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure wird mit einer Losung von 3.8 g Benzoldiazo- 
niumchlorid versetzt, wobei sich sofort der gelbe Azofarbstoff 13a kristallin abscheidet. Er 
wurde mehrmals aus NaHC03-LBsung umgefallt und zur Analyse bei 60"/15 Torr 24 Stdn. 
getrocknet. Ausb. 6.7 g (90 %), Decarboxylierung ab 140°, Zers. ab 300". 

C14H12N405 (316.3) Ber. C 53.16 H 3.82 N 17.72 Gef. C 52.97 H 4.14 N 18.05 

Bei scharferem Trocknen verliert die Substanz langsam CO2. 

Methylierung von 13a: 632 mg 13a werden in THF rnit einem groaen Uberschun Diaro- 
methan umgesetzt. Aus Methanol 260 mg feine orangefarbene Nadeln, Schmp. 224". 

Gef. C 55.96 H 4.80 N 16.58 
C16H16N405 (344.3) Ber. c 55.81 H 4.68 N 16.27 1 OCH3 9.01 1 N-CH3 4.37 

OCH3 9.07 N-CH3 3.12 

5-Benzolazo-3-acetamino-2.6-dihydroxy-pyridin (12a) : 150 mg 13a werden mit ca. 400 mg 
Kupferbronze innig verrieben und in einer Sublimationsbirne bei 0.5 Torr auf 220-240" 
erhitzt. Das ziegelrote Sublimat ist nach dern Dunnschichtchromatogramm (Kieselgel G, 
Benzol/Dioxan/Eisessig 90 : 25 : 4) nicht einheitlich. Hauptprodukt (gelber Fleck, RF 0.72) 
ist 12a. Ausgangsmaterial (gelber, sehr langsam wandernder Fleck) entfernt man durch Ex- 
traktion rnit NaHC03-Losung. Vom Nebenprodukt (orangeroter Fleck, RF 0.58, A,,, 435 mp) 
wird abgetrennt, indem man das Sublimat rnit wenig siedendem Eisessig extrahiert. Aus der 
Eisessiglosung scheidet sich nach Zugabe von Wasser ( ' I s  des Volumens) beim Erkalten 12a 
(30-40 mg) in gelbbraunen Nadeln ab, Zers. ab 320". 

C13H12N403 (272.3) Ber. C 57.35 H 4.44 N 20.58 1 CH3C0 15.81 
Gef. C 57.30 H 4.48 N 20.42 CH3CO 15.19 

3-Ami~io-5-acetrimino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure (Amino-acetamino-citrazinsaure) (14) : Eine 
Suspension von 3.5  g 13a in 45 ccm Eisessig wird mittels vorhydriertem Pd/BaSOd-Kata- 
lysator (S-prOZ.) hydriert. Das in farblosen Kristallen ausfallende Reaktionsprodukt vermin- 
dert die Aktivitat des Katalysators. Nach 12-15 Stdn. ist das Reaktionsgemisch farblos ge- 
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worden. Unter O~-AusschluB wird 14 zusammen rnit Katalysator abgesaugt, rnit Ather 
gewdschen und i. Vak. getrocknet. Ausb. abziiglich Katalysator 1.7 g (68 %). Zur Analyse 
wurde eine kleine Menge durch rasches Lissen in heiRem Wasser, Abtrennen des Katdly- 
sators und Kiihlen im Eisbad umkristallisiert. Feine, schwach blauliche Kristalle, ab 200 
rasche Zen. UV (Methanol): Amax 328 mp (log E 3.82). 

CsH9N305 (227.2) Ber. C 42.29 H 3.99 N 18.50 1 CH3CO 18.95 
Gef. C 42.03 H 3.99 N 18.29 CHJCO 19.41 

Zur Darstellung grisBerer Mengen katalysatorfreiem 14 lisst man das Rohprodukt in wenig 
methanolischer Salzslure und fallt nach Filtration durch eine GCFritte das Hydrochlorid 
vun 14 durch Zugabe von Ather. Grobe, fast farblose Kristalle, die an feuchter Luft sehr 
autoxydabel sind. Zers. bei Raumtemp., sehr rasch beim Erwarmen. 

CsHloN3051CI (263.6) Ber. CI 13.45 Gef. CI 13.60 

Erhitzt man die Mutterlauge der Hydrierung unter Luftzutritt, so gewinnt man den ,,Diaza- 
indophenol"-Farbstoff 2, der wechselnde Mengen N.N'-Diacetyl-indigoidin 5 enthalt (Dunn- 
schichtchromatogramm). 

6-Acetarnino-3 -hydroxy-2-azu-benzochinon-(l.4)-4- [5-acetumino-2.6-dihydroxy-pyridyl- (3)- 
imid] (2): 2.0 g rohes, 17 % Katalysator enthaltendes 14 werden durch rasches Losen in 14 ccm 
gesatt. NaHC03-Losung und Filtrieren vom Katalysator befreit. Mit der 3 -4fachen Menge 
Eisessig wird angesauert. Man erhitzt die LBsung 5 Min. auf 85-90", wobei sich 2 in prachtig 
griinglanzenden Kristallen abscheidet, laRt auf 50" erkalten, saugt ab und wascht mit Methanol. 
Ausb. 600 mg (47 %). Der rohe Farbstoff (RE 0.43) ist nach Diinnschichtchromatogramm 
(Kieselgel G, Butylacetat/Pyridin/Wasser 30 : 50 : 5 )  einheitlich. Die Nachfallung, welche man 
durch weiteres Abkiihlen der Mutterlauge gewinnt, ist durch N.N'-Diacetyl-indigoidin 5 
( RF 0.94) verunreinigt. Zur Analyse wurde aus Eisessig umkristallisiert, Zers. (?) oberhalb 300". 

C14H13N5Os (347.3) Ber. C 48.42 H 3.77 N 20.17 Gef. C 48.31 H 3.78 N 20.22 

Der Modellfarbstoff 2 und das Bakterienpigment 1 stimmen - abgesehen von Liislichkeits- 
unterschieden - in ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften weitgehend iiberein. 

Eine Losung von 14 in NaHCO3-Losung wird durch vollstiinindige Autoxydation blaBgelb. 
Beim Ansauern mit Eisessig und Erwarmen tritt keine Farbstoffbildung mehr ein. Mit 
Phenylhydrazin laRt sich ein Gemisch der Phenylhydrazone 12a und 13a ausfallen und elek- 
tronenspektroskopisch sowie dunnschichtchromatographisch identifizieren (Kieselgel G, 
Renzol/Dioxan/Eisessig 90 : 25 : 4). 

Hydrierung von 2 mit Raney-Nickel: 232 mg 2 werden in 30 ccm Acetanhydrid bei 50" rnit 
Raney-Nickel hydriert. Nachdem etwa 0.7-0.8 dquivv. Hz aufgenommen sind, wird unter 
Oz-AusschluB vom Katalysator abgetrennt und noch 1 Stde. auf 100' erhitzt. Man dampft das 
Acetanhydrid i. Vak.,zuletzt i. Hochvak. ab. Durch Zugabe von wenig Methanol und Wasser 
erhalt man 150 mg gro bkristallines farbloses Acetyl-bis-[5-diacetylamino-2.6-diucetuxy- 
pyridyE(3)I-amin. Nach Trocknen bei 60" i. Vak. Schmp. 174-175". 

C~gHzgN5013 (643.5) Ber. C 52.25 H 4.54 N 10.88 9 CH3CO 60.20 
Gef. C 52.30 H 4.60 N 10.66 CH3CO 60.13 
Mole-Gew. 573 (osmometr. in THF), 643 (massenspektrometr.) 

Hydrierung von 2 mit Pd-Katalysatoren 

a) In Eisessig: 1.045 g 2 werden in 40 ccm Eisessig rnit vorhydriertem PdOz (300 mg) 
12- 15 Stdn. hydriert, wobei 160 ccm (2.2 dquivv.) H2 aufgenommen werden und sich farb- 
lose Kristalle des 3-Amino-5-acetamino-2.6-dihydroxy-pyridin (9) abscheiden, welche sich leicht 
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vom Katalysator abschlammen lassen. Unter 02-AusschluR wird abgesaugt und mit trockenem 
Ather gewaschen. Erhitzt man eine kleine Menge 9 unter Luftzutritt in Eisessig, so bildet sich 2, 
welches Spuren des Diacetylindigoidins 5 enthalt. 

Zur Charakterisierung wird das an feuchter Luft sehr autoxydable Amin 9 sofort unter 
Reinstickstoff acetyliert (15 ccm Acetanhydrid, 2 Stdn., 100"). Dennoch lU3t sich die Bildung 
einer kleinen Menge Farbstoff (etwa 10 mg 5 und 2) nicht verhindern. Man filtriert und dampft 
das Acetanhydrid i. Vak., zuletzt i. Hochvak., ab. Durch Zugaben von kleinen Mengen Me- 
thanol und Kiihlen (-10 bis - 15") gewinnt man 400 mg (34%) 3.5-Bis-diacetyZamino-2.6- 
diacetoxy-pyridin in farblosen Kristallen. Schmp. 152". Umkristallisiert aus wenig Methanol, 
Schmp. 160- 161", enthalt das Produkt nur noch kleine Mengen Acetyl-bis-[5-diacetylamino- 
2.6-diacetoxy-pyridyl-(3)]-amin (NMR-Spektrum). 

CI7Hl9N3O8 (393.4) Ber. C 51.91 H 4.87 N 10.68 6 CH3CO 65.65 
Gef. C 51.77 H 4.46 N 10.83 CH3CO 65.23 
Mo1.-Gew. 375 (osmometr. in THF) 

Zur Identifierung des in der Mutterlauge der Hydrierung als Hauptprodukt vorhandenen 
3-Acetamino-2.6-dihydroxy-pyridins (S), versetzt man mit einem UberschuB festen Benzol- 
diazoniumchlorids. Das sich bildende 5-Benzolazo-3-acetamino-2.6-dihydroxy-pyridin (12a) 
farbt die Liisung intensiv gelb. Autoxydationsprodukte von noch vorhandenem Amin 9 
(5,2 u. a,, etwa 100 mg) geben dem Reaktionsgemisch beim langeren Stehenlassen eine dunkle 
Farbe. Ein Teil der Losung ('/SO) wird mittels praparativer Diinnschichtchromatographie 
(Kieselgel G, Schichtdicke 0.5 mm, Benzol/Dioxan/Eisessig 90 : 25 : 4) aufgetrennt. Der gelbe 
Azofarbstoff 12a wird rnit Methanol eluiert und durch Elektronen- und IR-Spektrum mit 
authent. Praparat (s. 0.) identifiziert. Ausb. photometrisch 15 -20 %, 

b) In TriJluoressigsiiure: Analog der Hydrierung des Pigmentes 12)  wird 2 (356 mg) mittels 
Pd/BaS04 (S-prOZ., 200 mg) in Trifluoressigsaure (30 ccm) hydriert. 2 Aquiw. H2 werden 
rasch aufgenommen. Man trennt vom Katalysator ab. Nach Verdampfen der Trifluoressig- 
saure i. Vak. hinterbleibt eine fdrblose Gallerte. In dem MaRe, wie man durch wiederholtes 
Suspendieren des Ruckstands in reichlich THF und Abdampfen Reste der Trifluoressigsaure 
entfernt, farbt sich der Ruckstand durch Autoxydation zunachst tiefblau. Durch langeres 
Riihren in THF erhalt man schlieBlich eine rotliche Suspension von praktisch reinem 5.5'-Di- 
acetamino-4.4'-dihydroxy-3.3'-diaza-diphenochinon-(2.2') (N.N-Diacetyl-indigoidin) (5) (215 
mg), das nur Spuren von 2 enthalt (Dunnschichtchromatogramm). Ausb. 59 -60 % (kolori- 
metrisch in DMF, bez. auf reines 5). UV: A,,, 511 mp (log E 4.39)l). 

3.5-Bis-diacetylamino-2.6-diacetoxy-pyridin: 200 mg 12a werden mittels Raney-Nickel in 
20 ccm Acetanhydrid hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators wird unter Stickstoff noch 
2 Stdn. auf 100" erhitzt. Das nach Abdampfen i. Vak. zuriickbleibende bl kristallisiert leicht 
bei Zugabe von wenig Methanol in groBen farblosen Kristallen. Aus Methanol Schmp. 161", 
Ausb. 120 mg (42 %). 

CI7Hl9N308 (393.4) Ber. C 51.91 H 4.87 N 10.68 6 CH3CO 65.65 
Gef. C 52.04 H 5.19 N 10.89 CH3CO 66.28 

Das Produkt ist mit dem aus der Hydrogenolyse von 2 gewonnenen identisch (Schmp. 
der Mischprobe 159- 160", Elektronen-, IR- und NMR-Spektrum). 

5-Benzolazo-3-octanoylamino-2.6-dihydroxy-isonicotins~ure (Benzolazo-octanoylarnino-citra- 
zinsaure) (13 b) : 850 mg fein gepulverte 3-Amino-2.6-dihydroxy-isonicotinsiiure (Amino-citra- 
zinsaure) werden zusammen mit 6.75 g Octansaureanhydrid und 6 Tropfen BF3-Atherat kraftig 
geriihrt, wobei man Luftzutritt mBglichst vermeidet. Nach 14 Stdn. lisst sich eine Probe beim 
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Verdunnen mit Methanol vollstandig. Durch Zugabe von Benzol und Zentrifugieren trennt 
man 3-Octanoylamino-2.6-dihydroxy-isonicotinsuure (Octanoylamino-citruzinsiiure) (600 mg) 
ab, wascht mit Benzol und trocknet i. Vak. 

Das rohe Octanoylamino-Derivat (1.7 g) wird in Methanol (350 ccm) rnit festem Benzol- 
diazoniumchlorid (etwa 1 g) versetzt. Beim Verdunnen rnit Wasser (700 ccm) scheidet sich 
13b in gelben Nadeln ab. Die Saure wird zweirnal aus ihrer verdunnten Na-Salzlosung mit 
verd. Salzsaure abgeschieden. Ausb. 1.4 g (60 %), Zers. ab 200". 

C20H24N405 (400.4) Ber. C 59.99 H 6.04 N 13.99 Gef. C 59.86 H 6.02 N 14.10 

5-Benzolazo-3-octanoylamino-2.6-dihydroxy-pyridin (12 b) : 50 mg 13b werden mit 100 mg 
Kupferbronze verrieben und in einer Sublimationsbirne i. Hochvak. auf 200 -21 0" erhitzt. 
Man erhllt ein mikrokristallines ziegelrotes Sublirnat (14 mg). Aus DMSO + 10% Wasser 
kristallisiert der Azofarbstof in derben gelbbraunen Nadeln, Ausb. etwa 5 mg (1 1 %), Zers. 
ab 200". Er ist rnit dem Phenylhydrazon des Azachinons 11 identisch (Elektronenspektrum; 
1R- und Rontgenspektrum, sofern beide Substanzen aus dem gleichen Losungsmittel kri- 
stallisiert wurden). 

3- Amino-5-octanaylamino-2.6-dihydroxy-isonicotinsaure (Amino-octanoylamino-citrazinsaure) 
(15): 400 rng 13b werden in 8 ccm 2 n  NaOH rnit Raney-Nickel hydriert (H2-Aufnahme 
50 ccm in 3 Stdn.). Unter 02-AusschluR wird vom Katalysator abgetrennt und 15 rnit 2 n  
HCI ausgefallt. Wegen der geringen Wasserloslichkeit kann im Gegensatz zur homologen 
Verbindung 14 an der Luft abgesaugt und rnit Wasser gewaschen werden. Ausb. 305 mg (98 %). 
Man kristallisiert aus k h a n o l  um und trocknet bei 100" i. Vak. Schmp. nicht bestimmbar, da 
rasche Autoxydation beim Erwarmen. UV (Methanol): Amax 330 m p  (log E 3.79). 

C14H21N305 (311.3) Ber. C 54.01 H 6.80 N 13.50 Gef. C 54.04 H 6.95 N 13.76 

6-Octanoylumino-3-hydroxy -2-aza - benzochinon - ( I  .4) -4-[5-octanoylamino-2.6 - dihydroxy-py- 
ridyl-(3)-imidJ (1) 

a) Durch Kondensation von 11 mit 15: 53 mg Azachinon 11, gewonnen durch Pigmentabbauz), 
werden rnit 70 mg 15 in 2 ccm Eisessig erhitzt. Sofort entsteht eine tiefblaue Losung, aus wel- 
cher l in bronzeglanzenden Kristallen ausfallt. Man wascht rnit Methanol, bis die Wasch- 
fliissigkeit schwach blau gefarbt ist. Ausb. 85 mg @Ox), nach Trocknen bei llo"/l Torr; 
Schrnp. uber 288' bei raschem Aufheizen. 

C26H37N506 (515.6) Ber. C 60.56 H 7.23 N 13.58 Gef. C 60.47 H 7.42 N 13.54 

b) Aus 15: Erhitzt man wenige mg 15 in Eisessig, so farbt sich die Losung langsam blau und 
scheidet schlieBlich den Fdrbstoff 1 kristallin ab. Das Produkt wurde durch Elektronen- und 
IR-Spektrum identifiziert. 

6-Ocianoylamino-3-hydroxy-2-aza-benzochinon - ( I  .4) - 4-[Sacetamino - 2.6-dihydroxy-pyridyl- 
(3)-imidj (3):  Analog der Synthese von 1 nach a) werden 58.5 rng (0.1 1 mMol) Azuchinon 
11 mit 45.4 mg (0.1 mMol) Aminocarbonsuure 14 kondensiert. Man erhalt 60 mg 3, welches 
2 enthalt (etwa 10-20 %, NMR-Spektrum). Die Trennung der Farbstoffe gelingt diinn- 
schichtchromatographisch (Kieselgel G, Butylacetat/Pyridin/Wasser 30 : 50 : 1). Der Rr-Wert 
von 3 ist gleich dem mittleren Rp-Wert von 1 und 2. 
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