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Die Struktur des roten Torfmoosmembranochroms Sphagnorubin wurde aufgeklart. Es ist die 
Anhydrobase eines Anthocyanidins mit einem fur Flavonoide bislang unbekannten 2-Phenyl- 
phenanthro[2,1-b]pyran-Ringgeriist. 

Cell Wall Pigments of Peat Mosses, 2l )  
The Structure of Sphagnorubin 

The structure of the red cell wall pigment sphagnorubin has been elucidated. It is the anhydro-base 
of an anthocyanidin with a 2-phenylphenanthro[2,l-h]pyran skeleton which is hitherto unknown 
for flavonoids. 

Die zeitweilige Umfarbung einiger Torfmoosarten von Grun nach Rot ist auf Farbstoffe 
zuruckzufuhren, die nach stark absinkenden Nachttemperaturen infolge von Stoff- 
wechselstorungen gebildet werden. Im Gegensatz zu der sonst ublichen Speicherung der 
Pflanzenfarbstoffe im Zellsaft oder in Plastiden werden diese Pigmente in den Zellwanden 
abgelagert. Ihre Isolierung bereitet groBe Schwierigkeiten; sie sind sehr schlecht loslich 
und auDerordentlich empfindlich. 

Dadurch wurden die Arbeiten zur Aufklarung ihrer Konstitution erheblich erschwert 
und brachten bislang nur Teilerfolge. Aufgrund vergleichender Untersuchungen wurde 
eine enge Verwandtschaft zu den Anthocyanen angenommen 3 -  ’). 

Weitergehende Schliisse waren wahrscheinlich deshalb nicht moglich, weil es sich bei 
den untersuchten Farbstomraktionen vermutlich um Gemische gehandelt hat. Nach unse- 
ren Ergebnissen werden namlich bei der chromatographischen Auftrennung der Pigmente 
Farbstoffgemische erhalten, die nur unter diftizilen Bedingungen getrennt werden konnen. 

1969 gelang es uns I ) ,  das Hauptpigment aus Sphagnum magellmicum - das Sphagnoru- 
bin - kristallin zu erhalten und seine Summenformel - CZ3Hl4O6 - zu bestimmen. 

’ )  1 .  Mitteil.: H. Rudolph und E .  Vowinkel, Z .  Naturforsch. 24B, 1211 (1969). 

3, H. Paul, Mitt. kgl. Bayr. Mooskulturanst. H 2 (1908). 
4, J. Puton und P. J. Goodman, Trans. Brit. Bryolog. SOC. 2,561 (1955). 
’) G. Bendz, 0. Mdrtensson und L. Terenius, Acta Chem. Scand. 16, 1183 (1962). 
6 ,  G. Bendz, 0. Mdrtensson und E .  Nilsson, Botaniska Notiser 120,344 (1967). 
’) E. Nilsson, Acta Chem. Scand. 21, 1942 (1947). 

H .  Rudolph, Flora (Jena) 155,250 (1964). 
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Inzwischen haben wir die Struktur aufgeklart '): es handelt sich nach unseren Befunden um 
das 8,11-Dihydroxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-9H-phenanthro[2,l-b~pyran-9-on (4). 

Im folgenden wird iiber diese Untersuchungen berichtet. 
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Ermittlung der funktionellen Gruppen 

Im IR-Spektrum des Sphagnorubins tritt zwischen 3700 und 2600cm-' eine breite 
Bande auf, die auf mehrere assoziierte Hydroxygruppen hindeutet. Diese sind mit Acet- 
anhydrid in Pyridin samtlich acylierbar. Die resultierenden roten Kristalle (Schmp. 

') Vorgetragen auf der Chemiedozenten-Tagung 1969 in Karlsruhe. 
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263 - 266 "C) zeigen im Massenspektrum den Molekulpeak bei m/e 554; sie fragmentieren 
unter 4maliger Abspaltung von Keten und gehen dabei in das Ion des Sphagnorubins 
(m/e 386; Basispeak) iiber. Bei der Acetylierung in Pyridin wird also ein Tetraacetat (6) 
gebildet, dessen Acetylgruppen im NMR-Spektrum als 4 schwach aufgeloste Signale m i -  
schen 6 = 2.40 und 2.43 auftreten. Im NMR-Spektrum des Sphagnorubins (in DMSO) 
erscheinen die entsprechenden 4 Hydroxygruppen als 4 separate Signale bei 6 = 9.46, 
9.62,9.78 und 9.92 (Abb. 4). 

Von den zwei weiteren Sauerstoffatomen liegt eines in einer Carbonylgruppe vor. Diese 
ist, wie aus der Lage (1626cm-') und Breite ihrer Bande im IR-Spektrum hervorgeht, 
cheliert; wird die intramolekulare Wasserstoffbrucke wie im roten Tetraacetat (6) aufge- 
hoben, erscheint sie scharf ausgepragt bei groI3erer Wellenzahl (1642 cm- I). 

A lpml- 

OL0.l 3500 xwxl 2500 2ooo 1900 1800 lnxl 1600 1%0 lL00 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 LOO - v icm-'1 

Abb. 1 .  IR-Spektrum des roten Tetraacetats 6 in KBr 
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Abb. 2. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum des Dihydropentaacetats 2 in CDCI, 
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Der chemische Nachweis der Carbonylgruppe erfolgt durch eine reduktive Acetylierung. 
Dazu wird das rote Tetraacetat zunachst uber Platin hydriert, bis die rote Farbe verschwun- 
den ist, und nach Abtrennen des Katalysators sofort mit Ac,O/Pyridin umgesetzt. Bei der 
schichtchromatographischen Auftrennung an Kieselgel werden aus der ersten, im UV- 
Licht blau fluoreszierenden Zone zartrosa Plattchen isoliert, die bei 238 - 240 "C schmelzen 
und fur die massenspektroskopisch die Summenformel C33H2601 ermittelt wird. 

Das Massenspektrum zeigt eine stufenweise Smalige Abspaltung von Keten. Im Zusam- 
menhang mit der Summenformel geht daraus hervor, daD bei der reduktiven Acetylierung 
ein Dihydropentaacetat (2) gebildet wird. Bei der gegenuber dem roten Tetraacetat (6) 
neu hinzugekommenen funften Acetoxygruppe handelt es sich - wie auch das NMR- 
(6 = 2.52, 2.40, 2.38, 2.35, 2.33, Abb. 2) und das IR-Spektrum (1764 und 1753 ax-') 
zeigen - ebenfalls um eine Phenolacetatgruppierung; die Carbonylgruppe wird also bei 
der Reduktion in eine phenolische Hydroxygruppe ubergefuhrt. Im Sphagnorubin mull 
dementsprechend eine Chinonmethidgruppierung vorhanden sein. 

Die sechste Sauerstoff-Funktion kann nicht in die Derivatbildung einbezogen werden; 
sie liegt in einer Atherbindung vor. Darauf deutet u. a. das UV-Spektrum des Sphagnoru- 
bins ') hin, das im Kurvenverlauf dem des Cyanidins sehr ahnlich ist '- '). 

Die C - C-Verkniupfung 

Die aufgrund der spektroskopischen Befunde angenommene Flavonoidstruktur des 
Sphagnorubins bildet den Ausgangspunkt fur die Ermittlung der C - C-Verknupfung. Mit 
9 mg Farbstoff wird zunachst der bei der Aufklarung von Anthocyanidinen haufig be- 
nutzte Alkaliabbau '') durchgefuhrt. Nach der papierchromatographischen Auftrennung 
werden bei der fraktionierten Kristallisation aus Essigester/n-Hexan als Abbauprodukt 
0.2 mg Protocatechusaure (3) isoliert, die in ihren spektroskopischen und chromatogra- 
phischen Eigenschaften mit authentischem Material iibereinstimmt. 

Da eine Estergruppierung in dem Membranochrom nach den spektroskopischen Befun- 
den ausgeschlossen werden kann, ist 3 das Abbauprodukt eines Flavonoids. Damit wird 
gleichzeitig die Atherfunktion des sechsten Sauerstoffatoms bestatigt. 

Das bei der Alkalischmelze von Flavyliumverbindungen gebildete Carbonsaurebruch- 
stuck, das aus dem 2-standigen Benzolkern und dem C-Atom 2 entsteht, laDt auf eine 
C ,  - C,-Einheit schliekn 13); entsprechend kann der Protocatechusaure bei einem analo- 
gen Zerfall des Sphagnorubins ein Phenylpropanbaustein (1 1) zugrunde gelegt werden. 

. .  . .  ._..." ........ o p ,  11 

. .  . .  ... ..,... .". ...d 

9, H. Rudolph, Ber. Deut. Bot. Ges. 76,72 (1963). 
lo)  H. Rudolph, Planta 64, 178 (1965). 
' I )  E .  Nilsson, Acta Chem. Scand. 21, 1942 (1967). 
") R .  Wilkt i i t fer  und H .  Mollison, Liebigs Ann. Chem. 408,40(1915); H. Grisebach,Z. Naturforsch. 

138, 335 (1958). 
1 3 )  K .  Hayashi in The Chemistry of Flavonoid Compounds, S. 260, Pergamon Press, Oxford 1958. 

75' 
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Unter Berucksichtigung dieser Phenylpropan-Einheit bleiben fur das zweite Bruchstuck 
des Sphagnorubins noch 14 Kohlenstoffatome, deren Verknupfungsmoglichkeiten auf- 
grund des C : H-Verhaltnisses und des Fehlens aliphatischer Protonensignale im NMR- 
Spektrum auf aromatische Systeme beschrankt werden konnen. Welcher Grundkorper 
vorliegt, wird mit Hilfe einer Zinkstaubdestillation aus 10 mg Sphagnorubin ermittelt. 
Bei 600- 700 C sublimiert im Wasserstoffstrom ein gelbliches Produkt, aus dem durch 
mehrmalige Schichtchromatographie an Kieselgel eine geringe Menge einer im UV-Licht 
blau fluoreszierenden Substanz abgetrennt werden kann. Das UV-Spektrum dieser 
Verbindung zeigt einen Kurvenverlauf, der weitgehend mit dem des Phenanthrens iiberein- 
stimmt. Die kurzwelligen Maxima bei 246 und 252 nm sowie 275,282 und 294 nm haben 
nahezu die gleiche Lage. Die dritte langwellige Bandengruppe (354, 346, 338, 330 und 
322 nm) ist um 6- 8 nm bathochrom verschoben und deutet somit auf ein Gemisch von 
Alkylphenanthrenderivaten (5) hin. 

Diese Annahme wird durch das Massenspektrum gestutzt, in dem der Basispeak bei 
m/e 178 dem Molekulion des Phenanthrens und die Spitzen bei mje 192 und 206 hoheren 
Homologen zuzuordnen sind. 

Fur das Phenanthrengerust spricht auch das UV-Spektrum des Dihydropentaacetats 
(2), das die charakteristischen Bandengruppen des Phenanthrens besitzt. Lediglich die 
Maxima sind bathochrom verschoben, und die Schwingungsfeinstruktur der langwelligen 
Bandengruppe ist weniger ausgepragt, was aufgrund der Substituenten auch zu erwarten 
ist 14). Wie das Spektrum zeigt, wird der Phenanthrenbaustein bei der Hydrierung nicht 
angegriffen. 

Das Kohlenstoffgerust des Sphagnorubins besteht damit aus einem Phenylpropanteil 
(C,) und einem Phenanthrenteil (C14), die entsprechend der Flavonoidstruktur des 
Membranochroms uber eine C - C-Bindung und eine Sauerstoffbriicke miteinander ver- 
knupft sind. 

12 

Die Konstitution des Phenylpropanbausteins 

Wie aus dem Abbauprodukt 3 hervorgeht, befinden sich im Ring des Phenylpropanteils 
in 3- und 4-Stellung Hydroxygruppen. Diese Substitution wird durch den Chromsaure- 
abbau des roten Tetraacetats bestatigt, bei dem u. a. Protocatechusaure-diacetat (8) 
isoliert wird. 

Die Substitution im C,-Teil kann mit Hilfe des Dihydropentaacetats 2 festgelegt werden. 
Wahrend im NMR-Spektrum des Sphagnorubins nur Signale von aromatischen und 
Hydroxyprotonen auftreten, findet man in dem des Dihydropentaacetats 2 Signale fur 
Benzyl- (6 = 3.87 (d, J = 3.5 Hz, 2H)) und Vinylprotonen (6 = 5.68 (t, J = 3.5 Hz; 1 H)), 
die - wie Entkopplungsversuche zeigen - benachbart sind. 

14’ H. Brockmanu und G.  Eudde, Chem. Ber. 86,432 (1953). 
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Abb. 3. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum des Dihydropentaacetats (2), 
ca. 0.5proz. in CDC13 (Signal bei 6 7.28 CHC13) 

Intensitat und Aufspaltung dieser Signale deuten ebenso wie die Uberfuhrung der 
Carbonylgruppe in eine phenolische Hydroxygruppe darauf hin, daD hier eine chinoide 
Anhydrobase (13) zu einer Flaven-2-Verbindung (14) reduziert wurde "). 

2) Ac,O/Pyridin 1) H,[Pt] * A c O W A r  FflOH 
\ 

14 15 
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Aus der Aufspaltung der Signale ergibt sich gleichzeitig, daD im C,-Teil des Phenyl- 
propan-Bausteins mit Ausnahme des Athersauerstoffs am C-2 keine weitere C - 0-Bindung 
vorhanden ist. Daruber hinaus konnen mit der Lokalisierung des Phenylrestes an C-2 
Verbindungen vom Iso- bzw. Neoflavonoid-Typ ausgeschlossen werden. 

Fur den C9-Teil ergibt sich damit die Partialstruktur 15. 

Die Verknupfung zwischen dem Phenylpropan- und Phenanthrenteil 

Fur die Verknupfung des C1,-Teils mit dem C9-Teil iiber die Atherbriicke (0-1) und das 
C-4 gibt es 7 Moglichkeiten: 16 -22. 

Vier dieser Ringgeruste konnen aufgrund des NMR-Spektrums des Sphagnorubins 
(Abb. 4) ausgeschlossen werden. 

Man findet namlich drei Signale fur aromatische Protonen bei sehr tiefem Feld (6 = 9.70, 
S;  8.55, d, J = 9 Hz; 8.13, d, J = 9 Hz), die auDerhalb des typischen C-H-Bereiches 
phenolischer Verbindungen liegen und bei D,O-Zugabe nicht verschwinden. Diese Signale 
miissen von nach innen gerichteten Protonen eines angular kondensierten Kohlenwasser- 

Is) Das gilt entsprechend fur Verbindungen, bei denen die Carbonylgruppe in einem anderen Ring 
des Phenanthrenteils liegt. 
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Abb. 4. NMR-Spektrum des Sphagnorubins 4; ca. 0.1 -0.2proz. in (CD,),SO 

stoffs mit durchgehender Konjugation stammen 16) .  Unter dieser Voraussetzung kommen 
fur das Sphagnorubin nur die Ringsysteme 16,17 oder 22 in Frage, bei denen im Tetracyclus 
in mindestens 3 Positionen sterische Wechselwirkungen angularer Protonen moglich sind. 
Von diesen kann die Verknupfung 17 ausgeschlossen werden, da im NMR-Spektrum des 
Dihydropentaacetats 2 (Abb. 3) nur noch ein Singulett (6 = 9.01) bei sehr tiefem Feld vor- 
handen ist, wahrend alle ubrigen aromatischen Protonen hier im normalen Bereich 
(6 = 7.1 - 7.8) absorbieren. Die beiden Dubletts bei tiefem Feld - wie sie beim Sphagnoru- 
bin auftreten - sind also verschwunden. Das ist nur bei den Ringverknupfungen 16 bzw. 

&xpm H H H 

H 

16 17 

18 19 

20 21 22 

16) J .  A.  Pople, W G.  Schneider und H .  J .  Bernstein, High Resolution Nuclear Magnetic Resonance, 
S. 250, McGraw-Hill, Inc., New York 1959. A .  Zschunke, Kernmagnetische Resonanzspek- 
troskopie in der organischen Chemie, S. 45, Akademie-Verlag, Berlin 197 1. 
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22 moglich, bei denen mit der Einfuhrung eines Wasserstoffatoms an C-4 das Proton an C-5 
zu einem ,,normalen" aromatischen Proton wird, weil dann die sterisch induzierte Ladungs- 
polarisierung entfallt. 

Die im Spektrum des Sphagnorubins auftretende ortho-Aufspaltung der beiden Dubletts 
(J  = 9 Hz) bei tiefem Feld erlaubt gleichzeitig die Aussage, daD sich in Nachbarschaft zu 
den beiden entschirmten angularen Protonen an C-4 und C-5 in 3- bzw. 6-Stellung Wasser- 
stoffatome befinden. 

H 

Eine Entscheidung zwischen den beiden verbleibenden Moglichkeiten ist NMR- 
spektroskopisch moglich. Im Spektrum des Dihydropentaacetats 2 deutet das Signal bei 
6 = 9.01 ppm aufgrund seiner Lage, Intensitat und Ausbildung als scharfes Singulett auf 
ein angulares in ortho- und rneta-Position substituiertes Proton hin. In der anderen angu- 
laren Position des Phenanthrenteils mu6 sich, da ein zweites Signal in dieser Region fehlt, 
ein Sauerstoffatom befinden. Damit kann auch die Verkniipfung 22 eliminiert werden, bei 
der aufgrund des Substitutionsmusters im Spektrum der Anhydrobase nur ein nicht 
uberlagertes Dublett ortho-standiger Protonen (4-H) bei tiefem Feld zu erwarten ist 'I. 

0 

22 a 

0 
22b 

Fur das Sphagnorubin ergibt sich somit das 2-Phenylphenanthro[2,l-b]pyran-Geriist 16. 

Lokalisierung der C - 0-Bindungen im Phenanthrenteil 

Im Ringgeriist 16 ergeben sich fur die Sauerstoffatome im Phenanthrenteil folgende 
Kombinationsmoglichkeiten: 24 -27 

Von diesen ist die Verbindung 24 mit dem Sauerstoffatom in 1 1-Stellung fur ein Flavonoid 
biogenetisch naheliegend Is).  Fur dieses Substitutionsschema spricht das Signal bei 6 = 
6.41 im NMR-Spektrum des roten Tetraacetats, das aufgrund seiner Ausbildung als Sin- 
gulett nur mit der Struktur 24 vereinbar ist. Dieses Signal ist dem 12-H zuzuordnen, 
welches bei Flavyliumverbindungen allgemein bei relativ hohem Feld 19) absorbiert. 

") Diese Konstitution erscheint auch aus biogenetischer Sicht unwahrscheinlich. 
A. J .  Birch in The Chemistry of Flavonoid Compounds, S. 618, Pergamon Press, Oxford 1962; 
A. J. Birch und F. W Donovan, Aust. J. Chem. 6, 360 (1953); H. Grisebach in Biosynthesis of 
Flavonoids, S. 279, Academic Press, New York und London 1965. 

19) E. Nilsson, Chemica Scripta 4,49 (1973). 
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Anhaltspunkte fur die benachbarte Lage der Sauerstoffatome in 8- und 9-Stellung und 
fur die Lokalisierung der Carbonylgruppe lieferten auch die Produkte der Acetylierung 
des Sphagnorubins unter sauren Bedingungen. 

0 0 Po O e 0  
H 

24 25 

0 
27 0 26 

Acetylierung unter sauren Bedingungen 

Bei der Umsetzung des Sphagnorubins 4 mit Ac,O/HCIO, erhielten wir 4 verschiedene 
Acetate, das rote Tetraacetat 6, ein violettes Acetat (7), ein hellbraunes (9) und ein farbloses 

Auch beim violetten Acetat handelt es sich, wie aus dem NMR- und Massenspektrum 
hervorgeht, um ein Tetraacetat des Sphagnorubins, in dem gegenuber 6 eine Acetoxy- und 
die Carbonylgruppe die Platze vertauscht haben. Es hat dementsprechend ein dem roten 
Tetraacetat ahnliches UV-Spektrum und geht in Methanol/Salzsaure wieder in die Aus- 
gangsverbindung 4 uber. 

Das hellbraune Acetut 9 ist nach dem Massenspektrum ein Pentaacetat (M+ 614), das 
sehr leicht 59 (CH,COO) bzw. 60 (CH3CO2H) Masseneinheiten verliert und in der Folge 
viermal Keten abspaltet. 

AuDer der Acetylierung der 4 phenolischen Hydroxygruppen ist also zusatzlich ein 
Molekiil Essigsaure addiert worden. Der Eintritt der AcetoxygrKppe mu13 dabei im Ring A 
erfolgt sein, denn das UV-Spektrum von 9 ahnelt dem des Dihydropentaacetats 2, in dem 
das chromophore System des Sphagnorubins ebenfalls im Ring A unterbrochen ist. Fur die 
Lokalisierung der Acetoxygruppe in 2-Stellung spricht u. a., daB 9 mit Methanol/Salzsaure 
Sphagnorubin (4) liefert. Da das hellbraune Pentaacetat beim Schutteln seiner Methylen- 
chloridlosung rnit NaHC0,-Losung in das rote Tetraacetat ubergefuhrt werden kann, ist 
auch die Lage der iibrigen Acetatgruppen geklart: sie befinden sich in 3’-, 4-, 8- und 11- 
Stellung; C-9 tragt eine Hydroxygruppe. 

Dasfarblose Acetat 10 geht bei der Umsetzung mit Methanol/Salzsaure nicht wieder in 
das Sphagnorubin uber. Sein UV-Spektrum ist dem des Dihydropentaacetats 2 sehr ahn- 
lich; d. h. das chromophore System des Sphagnorubins ist im Ring A unterbrochen. Wie 
aus den sechs separaten Signalen zwischen 2.14 und 2.50 ppm im NMR-Spektrum hervor- 
geht, liegt hier ein Hexaacetat vor. Fiinf der Singuletts stammen von den phenolischen 
Acetylgruppen in 3’-, 4-, 8-, 9- und 11-Stellung, das sechste Signal bei 2.14 ppm wird einer 

(10). 
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aliphatischen Acetoxygruppe an C-3 zugeordnet. Fur die Lokalisierung in 3-Stellung 
sprechen die NMR-Signale bei 6 = 2.90 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 4.75 (m, 1 H) und 5.87 ppm 
(d, J = 5.4Hz, lH),  die aufgrund ihrer Lage und Intensitat den Protonen an C-4 

(Ar-CH, -), C-3 (H-C-OAC) und C-2 (“=.;Fr) zuzuordnen sind. Das wird durch 

Entkopplungsversuche bestatigt; beim Einstrahlen bei 6 = 4.75 ppm werden die Dubletts 
bei 2.90 und 5.87 ppm zu Singuletts. Die Kopplungskonstante 1aI3t vermuten, daI3 das 
Hexaacetat zur epi-Reihe gehort. 

Fur die Absorption bei 6 = 2.50ppm kommt nur eine Acetoxygruppe in angularer 
Position in Frage, denn nur diese gelangt in den deshielding-Bereich des Ringes D und 
wird dadurch nach tiefem Feld verschoben”! Das Signal stimmt in seiner Lage mit dem 
Acetylsignal bei 2.49 ppm im Spektrum des 2,3,5,7-Tetraacetoxyphenanthrens ”) uberein, 
das wir der Acetoxygruppe in 5-Stellung zuordnen. 

Im Massenspektrum tritt das Molekulion nicht auf; das groDte Fragment ist der M - 61- 
Peak, der aus der Abspaltung von Essigsaure und einem Wasserstoffatom resultiert. An- 
schliel3end werden, wie die stufenweise Ketenabspaltung zeigt, funf phenolische Acetat- 
gruppen eliminiert. 

Lokalisierung der Carbonylgruppe 

Im Sphagnorubin kommen fur die Lage der Carbonylgruppe die Positionen 4‘,9 und 11 
in Frage. Unterstellt man, daD in Analogie zu der Anhydrobase von 4,7-Dihydroxy- 
flavyliumsalzen eine Carbonylgruppe in 4-Stellung unwahrscheinlich ist *’), so verbleibt 
die C-9/C-ll-Alternative. Dabei macht die 1626-cm- ‘-Bande im IR-Spektrum des Farb- 
stoffs eine intramolekular chelierte C-9-Carbonylgruppe wahrscheinlich. 

Auch beim rotenTetraacetat 6 handelt es sich um eine 9-Ketoverbindung. Wie aus seinem 
Chromsaureabbauprodukt, dem Protocatechusaurediacetat 8 hervorgeht, befindet sich 
die Carbonylgruppe im Phenanthrenteil. Fur ihre Lokalisierung in 9-Stellung spricht die 
Lage von 12-H im NMR-Spektrum, die mit dem entsprechenden Sphagnorubinsignal 
nahezu identisch ist (6.41 bzw. 6.42 ppm). 

Beim violetten Tetraacetat 7 treten Signale oberhalb von 7 ppm nicht auf; dieser Befund 
weist auf ein 11-Ketoderivat hin. 

-co -COH* 
4: M+ m/e 386 - m/e 358 m/e 3 2 9  - m/e 300 I-.. 1-0. 1-0. 

-co -COHO 
m/e 3 i O  m/e 342 - m/e 313  

Fur die Lokalisierung der Carbonylgruppe an C-9 sprechen schlieI3lich auch die massen- 
spektroskopischen Befunde. Beim Sphagnorubin 4 erfolgt neben der Hauptfragmentierung, 
die mit der Abspaltung einer C =  0-Gruppe beginnt, ein weiterer weniger intensiver Zer- 
fallsprozeI3, der durch die Abspaltung von 16 Masseneinheiten, d. h. eines Sauerstoffatoms, 

2 0 )  Fur das Dihydropentaacetat 2 findet man fur die Acetylgruppe in 11-Stellung entsprechend ein 

*’) H. Erdtmann und A. Ronlan, Acta Chem. Scand. 23,249 (1969). 
2 2 )  L. Jurd und 7: A. Geissman, J. Org. Chem. 2&, 2394 (1963). 

Signal bei 6 = 2.52 ppm. 
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eingeleitet wird. Eine solche Fragmentierung findet man u. a. bei P-Diketonen 23)  und 
Hydroxyanthrachinonen, bei denen Hydroxy- und Carbonylgruppen intramolekular ver- 
bruckt sind 24). 

Der M - 16-Peak konnte naturlich auch von einem Begleitfarbstoff herruhren, der ein 
Sauerstoffatom weniger enthalt. Eine solche Moglichkeit erscheint aber in Anbetracht des 
Fragmentierungsverhaltens des roten (6) und violetten (7) Tetraacetats wenig wahrschein- 
lich. Der M - 16-Peak tritt hier nicht auf. Erst nachdem beim roten Tetraacetat einmal und 
beim violetten zweimal Keten abgespalten worden ist, erfolgt eine Eliminierung von 16 
Masseneinheiten. 

-C H 0 -C,H,O -c n o 6: M+ m/e 554 A m/e 512 -C2Hzo* m i e  470 - m/e 428  m/e 386 

1-0. I-.. I-.. 1-0. 

I-.. I-.. I-.. * m / e 4 1 2  - C 2 H 2 0 ~  m/e 370 
-C,H,O -C*HIO m/e 496 - m/e 454 

- C  H 0- 
7: M+ m/e 5 5 4  -CzH,o* m/e 5 1 2  m / e 4 7 0  m / e 4 2 8  m/e 386  

Dieser Befund findet eine Erklarung, wenn man davon ausgeht, da13 die Abspaltung des 
Sauerstoffatoms aus einer a-Hydroxy-enon-Gruppierung erfolgt. Diese Voraussetzung ist 
im Falle des roten Tetraacetats 6 nach einmaliger und beim violetten (7) nach zweimaliger 
Ketenabspaltung gegeben. 

Fur das Sphagnorubin ergibt sich somit die 9-Ketostruktur 4. Dabei muD aufgrund der 
nur schwach ausgepragten und nach kleinen Wellenzahlen verschobenen Carbonylbande 
im IR-Spektrum, der geringen Loslichkeit und der groljen Haftfestigkeit des Sphagnoru- 
bins an allen Adsorbentien eine mesoionische Struktur mit in Betracht gezogen werden. 

D H  

In saurer Losung geht die chinoide Anhydrobase - wie aus den unterschiedlichen 
UV-Spektren von 4 in DMSO und Methanol/Salzsaure ersichtlich ist ') - in das Flavylium- 
salz 1 iiber. In DMSO gleicht die Feinstruktur der langwelligen Bande mit ihren vier 
Maxima dem des roten Tetraacetats 6. In saurer Losung erfolgt eine Verschmelzung zu 
einem Maximum groBerer Intensitat, das in Form und Lage dem des Cyanidinchlorids 
gleicht. 

Dementsprechend erhalt man bei der Acetylierung unter basischen oder sauren Bedin- 
gungen unterschiedliche Ergebnisse. In Pyridin liefert 4 das der 9-Ketoverbindung ent- 
sprechende rote Tetraacetat 6, mit Ac20/HC10, - d. h. uber die Flavyliumverbindung 
1 - ein Gemisch aus zwei Tetraacetaten (6, 7), einem Pentaacetat (9) und einem Hexa- 
acetat (10). 

23) J .  H .  Bowie, D .  H .  Williams, S.-0.  Lawesson und G. Schroll, J. Org. Chem. 31, 1384 ( 1966) 
24) J .  H .  Beynon, Mass spectrometry, S .  360, Elsevier Publishing Cornp., Amsterdam 1960. 
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Zur Frage der Membranochromie 

Wie eingangs erwahnt, sind die roten Farbstoffe der Torfmoose in die Zellwand einge- 
lagert und nur sehr schwer zu extrahieren. Das ungewohnlich z5he Festhalten der Pigmente 
konnte moglicherweise darauf zuruckzufuhren sein, dafl die Membranochrome mit den 
Kohlenhydraten der Zellwand eine glycosidische Bindung eingehen. 

Es konnte sich dabei aber auch urn eine adsorptive Bindung a n  die Zellwand handeln, da 
die Pigmente sehr polar sind. Wie aus den chromatographischen Untersuchungen bekannt 
ist, wird das Sphagnorubin beispielsweise von Aluminiumoxid, Kieselgel, Gips und Magne- 
siumsilikat auflerordentlich fest adsorbiert, so daB es nicht wieder eluiert werden kann. 
Auch an Cellulose wird der Farbstoff extrem fest gehalten und kann nur mit sehr polaren 
Losungsmitteln chromatographiert werden. 

Als dritte Moglichkeit fur die Speicherung der roten Farbstoffe in der Zellwand kann 
auch die Einlagerung als Metallchelat in Erwagung gezogen werden. Untersuchungen von 
Buyerz5)  haben gezeigt, dafl die Anhydrobase des Cyanins mit Fe3+- und A13+-Ionen 
stabile Chelatkomplexe bildet, die im Falle des Protocyanins der Kornblume an Poly- 
galacturonsaure geknupft sind. Da die Zellwande von Sphagnum magellanicum vornehm- 
lich aus Polygalacturonsaure in einer Cellulosematrix bestehen 26), die zudem als Ionenaus- 
tauscher 27) in betrachtlichem Umfang Metallionen speichern konnen, sind die Vorbedin- 
gungen fur die Ablagerung chinoider Anhydrobasen, wie es das Sphagnorubin ist, in 
idealer Weise erfullt. 

Wenn das Sphagnorubin im Verlaufe des Stofftransportes in die Zellwand eingewandert 
ist, konnte es hier von den Metallionen als Chelat gebunden werden. Dabei wiirde es in der 
Membran zu einer Ansammlung der Pigmente kommen, denn Metall-Anthocyanin- 
komplexe sind nach HayashiZ8' nicht dialysierbar. 

Zur Biogenese des Sphagnorubins 

Das Phenyl-phenanthro-pyran-Gerust des Sphagnorubins ist bei Flavonoiden bislang 
unbekannt. In Analogie zur Biogenese der Anthocyanidine181 diirften die Ringe A, B und 
E aus einem Zimtsaurebaustein und 3 Malonyl-CoA-Einheiten gebildet werden. 

0 fs;'iiH 0 0  l -  HO @H / I -  

4 - 1,4,2n 
0 ox\ / 

HO 0 OH OH 

29 " 30 

2 5 )  E. Buyer, Chem. Ber. 91, 1115 (1958); 92, 1062 (1959); E. Bayer, K .  Nether und H .  Egeter, 
ebenda93,2871(1960); E .  Bayer, H. Egeter, A .  Fink,  K .  Nether und K .  Wegrnann, Angew. Chem. 
78,834 (1966). 

zb' R. S. CIyrno, Ann. Bot. (London) 27. 309 (1963): . I .  S. Craiyie und W S. G. Maass, Ann. Bot. 
(London) 30, 153 (1966). 

'') H .  Rudolph und K .  Brehm, Ber. Deut. Bot. Ges. 78,484 (1965); K. Brehm, Planta 79,324 (1968); 
K. Brehm, Beitr. Biol. Pflanzen 47,91,287 (1971). 
K .  Hayashi in The Chemistry of Flavonoid compounds, S. 281, Pergamon Press, Oxford 1962. 
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Fur die Biogenese der Ringe C und D seien hier drei Moglichkeiten diskutiert. Sie konn- 
ten einmal durch eine Verlangerung der 0-Polyketocarbonsaurekette um 4 Acetatein- 
heiten gebildet werden (29). Allerdings muDten dann 2 Hydroxygruppen (6-OH; 7-OH) 
eliminiert und eine @OH) neu eingefuhrt werden (30). 

Eine andere Moglichkeit 1st die Verkniipfung eines c6 - C2- bzw. c6 - C,-Bausteins mit 
einer vorgefertigten 7-Hydroxyflavyliumverbindung. Bei diesem Weg wiirden sich die 
Hydroxygruppen in den Ringen C und D sofort in der richtigen Position befinden, wenn 
man davon ausgeht, da13 der Ring D aus dem gleichen precursor hervorgeht wie der Ring 
E. Ihre Lage ist - bezogen auf die Seitenkette - die gleiche. 

OH 

- 1,433 

HO 

31 

Der dritte Weg basiert auf einer ahnlichen Vorstellung. Danach wiirde der Primarbau- 
stein - bestehend aus einer Zimtsaureeinheit und drei Acetatgliedern - zunachst mit 
einer zweiten Zimtsaureeinheit verknupft und dann in mehreren Schritten zur Pyrylium- 
verbindung cyclisiert, um schliel3lich in die Anhydrobase uberzugehen. 

3 Melonyl-CoA 

HO HO 

Ich danke Herrn Dr. F. Caesar, Universitat Mainz, (ietzt BASF) fur die Aufnahme der NMR- 
Spektren und anregende Diskussionen, Herrn Prof. Dr. Budzikiewicz, Universitlt Koln, und Herrn 
Dr. H. M. Schiebel, Institut fur Molekularbiologie Stockheim, fur die Aufnahme der Massenspektren 
und der Deutschen Forschungsgemeinschaft fur finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Experimenteller Teil 
Die UV-Spektren wurden mit einem Zeiss RPQ 20A-Spektrophotometer, die IR-Spektren mit 

einem Spektrometer 421 (Perkin-Elmer) gemessen. Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte mit 
einem 90 MHz KIS I1 (Bruker-Spectrospin) (&Werte bezogen auf TMS, berechnet aus DMSO, 
6 = 2.5), die der Massenspektren mit einem MS 9 (AEI). Die Schmelzpunkte wurden auf einem 
Kofler-Mikroheiztisch bestimmt. Fur die Diinnschichtchromatographie wurde Kieselgel G 
(Merck) verwendet; als Laufmittel diente Aceton/Benzol(l : 2). 

Acety/ierungen 

a) 22 mg Sphagnorubin werden mit 1.5 ml Acetanhydrid und 1.5 ml absol. Pyridin 3 h bei Raum- 
temp. geriihrt. AnschlieBend wird i. Hochvak. (20°C) abgedampft und der Riickstand durch drei- 
maliges Suspendieren in 3 ml Wasser gewaschen. Umkristallisieren aus Methylenchlorid/Aceton 
liefert 12 mg 8,l l-Diacetoxy-2-(3,4-diacetoxyphenyl~9H-phenanthro[2, I-hIpyran-9-on (rotes 
Tetraacetat 6) in erdbeerroten Nadeln vom Schmp. 263-266"C, RF 0.42. 

(4.09), 315 (4.13), 291 (4.51), 247 nm sh (4.40). - IR: vgl. Abb. 1. - MS (70 eV; 260°C): m/e = 554 
(14% M'), 512 (22%), 496 (373,484 (373,470 (37%), 454 (3%), 442 (1273,428 (7773,412 (1273, 
411 (16%), 387 (3573,386 (loo%), 385 (23%), 371 (573,370 (579,358 (36%), 342 (473,341 (473, 

2.40ppm s (3H, Acetyl); 2.42 ss (6H, Acetyl); 2.43s (3H, Acetyl); 6.41 s ( l H ,  aromat.); 7.1 -8.8 
(8 H, aromat.); 9.80 s (1 H, aromat.). 

b) 21 mg Sphagnorubin, in 1.2 ml Acetanhydrid suspendiert, werden mit einem Tropfen HCIO4 
(60 %) versetzt. Nach 4 h werden nochmals 0.3 ml Acetanhydrid und ein Tropfen HCIO4 (60 %) 
zugegeben. Nach 18 h wird i. Hochvak. (20°C) eingedampft und der Riickstand durch viermaliges 
Suspendieren in 3 ml Wasser gewaschen. Aus dem getrockneten Riickstand werden mit Essig- 
ester/Aceton 2.7 mg rotes Tetraacetat 6 abgetrennt. 

Das Essigester/Aceton-Filtrat wird eingedampft und der Ruckstand in Aceton aufgenommen. 
Beim Einengen der Acetonlosung kristallisiert das 3,8,9,1 l-Tetraacetoxy-2-(3,4-diacetoxyphenyl)- 
2H-3,4-dihydrophenanthro[2,1-b]pyran (10) aus. Mehrmaliges Umkristallisieren aus Aceton 
liefert 2 mg 10 in farblosen Nadeln vom Schmp. 245 - 247 "C. RF 0.62. 

UV (CH,C12): A,,, (log E) = 364 ( 3 4 ,  344 (3.35), 327 (3.18). 301 sh (4.34), 286 sh (4.62), 263 nm 
(5.02). 

IR (KBr): 1765, 1706, 1598, 1500, 1462, 1420, 1367, 1279, 1205, 1134, 1106, 1013, 909cm-'. 
MS(70eV;3OO0C):m/e = 654(2.7%),597(38%), 555(100%),513(73%),471(38%),429(30%), 

428 (34%), 412 (15 %), 411 (19%), 387 (5473,386 (59%), 358 (2273,329 (8 %), m*: 515.9 (597 + 5551, 
474.2 (555 + 513), 432.4 (513 + 471), 390.7 (471 + 429), 349.1 (429 + 387), 348.1 (428 -+ 386), 
332.0 (386 + 358). - NMR (CDC13): 6 2.14 ppm s (3H, Acetat), 2.28 s (3H, Acetat), 2.30 s (3H, 
Acetat), 2.34 s (3H, Acetat), 2.35 s (3H, Acetat), 2.50 (3H, Acetat), 2.90 d (J = 5.4 Hz, 2H, benzyl.), 
4.75 m (1 H, C-3), 5.87 d (J = 5.4 Hz, 1 H, C-2), 7.1 -7.8 (7H, aromat.), 8.99 s (1 H, aromat.). 

Aus dem eingeengten Acetonfiltrat werden durch Umlosen in Methylenchlorid sowie Essigester/ 
Methylenchlorid 3 mg violettes Tetraacetat 7 (8,9-Diacetoxy-2-(3,4-diacetoxyphenyl)-11 H-phen- 
anthro[2,1-b]pyran-ll-on) vom Schmp. 175 - 179°C erhalten. RF 0.46. 

UV (CH30H): k,. (log E) = 635 (3.35), 562 sh (4.11), 523 (4.28), 501 sh (4.23), 446 sh (3.97), 3.57 
(3.94), 264(4.62), 229nm(4.59). - IR (KBr): 1768, 1623, 1600, 1526, 1484, 1368, 1333, 1193, 1118, 
1081, 1010, 634cm-'. - MS (70eV, 290°C): m/e = 554 (25%, M'), 528 (12%), 512 (39% 486 
(10~),470(55~),454(5~),444(11%),429(33%),428(98%),412(10%),402(15%), 387 (31 Yo), 386 
(99%), 385(18%), 370(8%), 358(18%),330(8%),329(9%),242(18%), 154(94%), 137(100"/,),97 
(59 %), 95 (56 %). - NMR (CD,NO,): 6 2.26 ppm s (3 H, Acetat), 2.29 s (3 H, Acetat), 2.37 s (3 H, 
Acetat), 2.40 s (3H, Acetat), 7.1-8.9 (9H, aromat.), 9.32 s (lH, aromat.). 

UV (CH2CI2): k,(log E) = 560 sh (3.95), 522 (4.24), 494 (4.29), 460 sh (4.18), 354 (4.15), 336 

329 (18%), 326 (13%), 284 (17%), 242 (4773, 137 (19%), 60 (94%). - NMR ([DbIDMSO): 6 
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Einengen des Methylenchlorid-Filtrats und Umlosen des Riickstandes aus Essigester liefert 2.6 mg 
hellbraunes Pentaacetat 9 (2,8,1 l-Triacetoxy-2-(3.4-diacetoxyphenyl)-9-hydroxy-2H-phenanthro- 
[2,1-b]pyran), das bei 160- 170°C einen Umwandlungspunkt zeigt und bei 265 -268°C schmilzt. 
R ,  0.49. 

U V  (CH,Cl,): h,,, (log E )  = 520 sh (2.94), 493 (2.99) 463 (2.84), 369 (3.72), 352 (3.78), 327 (4.26), 
312 (4.28), 288 sh (4.49), 271 (4.90), 230 nm (4.69). - IR (KBr): 3493, 3280, 1767, 1728, 1657, 1606, 
1574, 1496, 1461, 1416. 1367, 1252, 1202, 1101, 1009,900cm-’. - MS (70eV. 270°C): m/e = 614 
(4.5% M’), 597 (973,572 (14%), 555 (590/,),554(5%), 530 (23 %), 513 (45 %), 512 (14%), 488 (30”/,), 
471 (3479, 470 (30%), 454 ( l l x ) ,  446 (ll:<), 429 (34:4), 428 (59%). 412 (25%), 387 (43”~,), 386 

6 2.14 ppm s (3H, Acetyl), 2.30 s (3H, Acetyl), 2.31 s (3H, Acetyl), 2.35 s (3H, Acetyl), 2.49 s (3H, 
Acetyl). ([D,]DMSO): 7.0-8.1 (9H), 9.01 (lH),  11.1 ( IH) .  

(loo%), 370 (770, 358 (4579, 329 (27%), 267 (39%), 179 (4579, 137 (91%). - NMR (DCCI,): 

Reduktive Acetylierung 
20 mg rotes Tetraacetat 6 werden in CHZCIZ gelost und mit 3 mg Platinoxid (Adams) bei 20 C 

unter Normaldruck hydriert, bis die anfangs rote Farbe der Losung in Braunrot ubergegangen ist. 
AnschlieSend wird der Katalysator abgetrennt und das Methylenchlorid abgedampft. Nach Zu- 
gabe von 2 ml absol. Pyridin und 1 ml Acetanhydrid wird die Mischung uber Nacht stehengelassen. 
Danach wird das Losungsmittel i. Hochvak. abdestilliert und der Riickstand mit Essigester an 
Kieselgel P schichtchromatographisch aufgetrennt. Eluieren der im UV-Licht blau fluoreszieren- 
den Zone (R, 0.66) rnit Essigester und Umkristallisieren des Abdampfriickstandes aus Aceton/ 
Athano1 liefert 1.9 mg 8,9,11-Triacetoxy-2-(3,4-diacetoxyphenyl)-4H-phenanthro[2,1-b]pyran (2) 
in blal3rosa Kristallen vom Schmp. 238 -240°C. R, 0.65. 

M +  m/e 598.1490; ber. fur C33H26011 598.1470 

UV (CHzCIz): h,,, (log E )  = 555 (2.15), 516 (2.41), 490 (2.45), 457 (2.31), 363 (3.14), 346 (3.01), 329 
(2.94), 303 (4.00), 284 sh (4.33), 262 nm (4.65). - IR (KBr): 1764, 1753 (sh), 1678, 1602, 1504, 1461, 
1370,1282,1257, 1200, 1132, 1115, 1100, 1050, I015,890,796cm-’. - MS (70eV, 180°C): m/e = 

598(13%,M+), 556(32%), 514(34%),496(50%), 472(33%),454(99”,),430(21%),412(97%),411 
(IOOX), 388(13%),387(20%), 303(14%),279(16%),278(12%), 266(12:/,), 137(10%), 136(11%), 
60 (2270, 58 (38 %). - NMR (CDCI3, ca. OSproz. Losung): 6 2.32 ppm s (3 H, Acetat), 2.35 s (3 H, 
Acetat),2.38~(3H,Acetat),2.39~(3H,Acetat),2.52~(3H,Acetat),3.87d(J = 3SHz,2H,benzyl.), 
5.68 t (J = 3.5 Hz, lH, vinyl.), 7.1 -7.8 (7H, aromat.), 9.01 s (1 H, aromat.). 

Alkaliabbau 
9 mg Sphagnorubin werden rnit je 250 mg KOH- und NaOH-Pulver vermischt und luftfeucht im 

Platinschiffchen in einem Pyrexrohr 10 min im Wasserstoffstrom auf 250 - 260°C erhitzt. Nach dem 
Abkiihlen wird die Schmelze in 5 ml Wasser gelost und nach Ansauern mit 5 N HCI 5mal mit Ather 
extrahiert. Die vereinigten Atherphasen werden 4mal mit gesatt. Natriumhydrogencarbonat- 
losung und nach dem Ansauern rnit Salzsaure 7mal mit Ather extrahiert. Die mit gesatt. NaCI- 
Losung gewaschene Atherphase wird iiber NazSO, getrocknet und eingedampft und der Ruckstand 
in khano l  aufgenommen. Beim Versetzen mit Ather fallt ein brauner Niederschlag aus, der durch 
Zentrifugieren und Dekantieren abgetrennt wird. Das eingedampfte Filtrat wird anschlieBend an 
Cellulose (S + S 2043 b mgl) rnit Butanol/Wasser/Essigester (6 : 2 : 1) chromatographiert. Aus der 
im UV-Licht blau fluoreszierenden Zone (RF 0.80) werden nach der iiblichen Aufarbeitung durch 
Umkristallisieren aus Essigester/n-Hexan 0.2 mg Protocatechusaure in farblosen Nadeln erhalten. 
IR- und UV-Spektrum sowie R,-Werte stimmen mit authentischem Material uberein. 

Zinkslaubdestillation 
10 mg Sphagnorubin werden mit 1.5 g Zinkstaub verrieben und in einem Pyrexrohr (0 1.6 cm; 

Lange 70 cm) mit 1.5 g Zinkstaub bedeckt. Die durch Glaswollepfropfen begrenzte Probe wird in 
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einem Rohrenofen (25 cm Lange) 30 min lang im Wasserstoffstrom zwischen 600 und 700°C gehal- 
ten. Das am Ende des Rohres auf der Glaswolle niedergeschlagene gelbliche Sublimat wird schicht- 
chromatographisch rnit Methylenchlorid an Kieselgel G aufgetrennt. Nach wiederholter Chroma- 
tographie wird 5 aus dem im UV-Licht blau fluoreszierenden Band (RF 0.61 -0.64) in sehr geringer 
Menge erhalten. 

MS: m/e 206 (67"), 192 (32%), 178 (lOOg,). - UV (CH,CI,): h,,, = 354, 346, 338, 330, 322, 
294, 282. 215, 252, 246 nm. 

Chromsiiureabbau 
26 mg 6 in 1.7 ml Eisessig werden rnit 60 mg CrO, unter Riihren 25 h auf 100°C erhitzt. Der 

Abdampfriickstand wird in gesatt. NaC1-Losung aufgenommen und mit Essigester ausgeschiittelt. 
Aus der Essigesterphase werden die Sauren durch Extraktion mit gesatt. Natriumhydrogen- 
carbonatlosung, Ansauern rnit Salzsaure und Ausschiitteln rnit Essigester abgetrennt. Nach 
dem Eindampfen werden aus dem Ruckstand durch fraktionierte Kristallisation aus Essigester/ 
n-Hexan 1.5 mg Protocatechusaure-diacetat (8) und 1.2 mg gelbliche Kristalle (vermutlich eine 
aromatische Polycarbonsaure) erhalten. 8 ist rnit authentischem Material identisch. 

[466/73] 


