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241. uber die Konstitution und die Konfiguration 
der Rifamycine B, 0, S und SV1) 

von Wolfgang Oppolzer und Vladimir Prelog 
Laboratorium fur Organische Chemie, Eidg. Technische Hochschule, Zurich 

(7. VIII. 73) 

Summary. Degradation experiments and spectroscopic (UV., VIS., IR., and IH-NMK.) 
evidence have led to the elucidation of the complete constitution and of a part of the configuration 
of rifamycins B, 0, S, and SV. 

In der vorangehenden Mitteilung [l] wurde zusammenfassend uber die mikrobiel- 
len Stoffwechselprodukte der Ansamycin-Gruppe berichtet. Die ersten Vertreter dieser 
Gruppe, deren Struktur aufgeklart wurde, waren die Rifamycine B,O,S und SV. Die 
Konstitutionsbestimmung, die chemisch und spektroskopisch erfolgte, wurde vor 
mehr als 10 Jaliren abgeschlossen, die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden jedoch bis- 
her nur in Vortragen [2] ,  in vorlaufigen Mitteilungen [3-41 und in einer nicht allgemein 
zuganglichen Promotionsarbeit [5] veroffentlicht . 

Da das chemische Verhalten der Rifamycine bei ihrem Abbau von verschiedenen 
Standpunkten aus interessant ist, mochten wir es in der vorliegenden Mitteilung ein- 
gehender beschreiben. Man kann daraus, unter anderem, die grossen Fortschritte be- 
urteilen, welche die Strukturaufklarung organischer Naturstoffe in den letzten zwei 
Dezennien gemacht hat. Obwohl uns damals fur die Konstitutionsaufklarung weder 
die Entkopplungsmethoden der lH-NMR-Spektroskopie noch die 13C-NMR-Spektro- 
skopie zur Verfiigung standen, und die Massenspektroskopie sehr wenig verwendet 
wurde, gelang es, die Konstitution der ungewohnlichen Molekeln in etwa 2 Jahren 
aufzuklaren. 

1. Die konstitutionellen Beziehungen zwischen den Rifamycinen B, 0, S, SV 
und L. - Von den von Sensi et al. aus Kulturen von Stre$tomyces mediterranei iso- 
lierten Rifamycinen A bis F [6] wurde dem Rifamycin B als Ausgangsstoff fur thera- 
peutisch wirksame Verbindungen besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Dieses mi- 
krobielle Stoffwechselprodukt wird durch Zugabe von Natrium-diathylbarbiturat zum 

1) 5.Mitteilung uber Rifamycine, 4. Mitt. [l]. 
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Niihrmedium zur Hauptlcomponente des Rifamycin-Komplexes 171. Der Wirkungs- 
mechanismus dieses Nahrmedium-Zusatzes ist noch nicht aufgeklart, man konnte 
jedoch feststellen, dass die rnit I4C am C-(2) oder C 4 4 )  markierten Diathylbarbiturate 
nicht in das Rifamycin B eingebaut werden [S]. 

Wie in den Laboratorien von Lepetit gefunden wurde [9], geht Rifamycin B, C,,H,9 
NO1,, durdi Oxydation mit Luft oder mit milden Oxydationsmitteln in Rifamycin 0 ,  
C,,H,,NOI4, uber. Letzteres liefert durch saure Hydrolyse ein mol Glykolsaure und 
Rifamycin S, C,,H4Sr\T0,,, aus dem durch Keduktion Rifamycin SV, C,,H,,NO,,, ent- 
steht [lo]. Aufgrund von eingehenden chemischen und spektroskopischen Unter- 
suchungen von Semi  et al. 1111 lassen sicli dicse Umwandlungen durch folgende Teil- 
formeln darstellen : 

Schema 1 

Rifamycin SV (pK& = 2,96) Rifamycin S (pK& = 7, lh)  

Rifamycin B (pXi& = 2,60; 7,76) Rifamycin 0 (pK& = 7,61) 

Aus diesem Schema und aus dern chemischen und spektroskopischen Verhalten 
folgt, dass Rifamycin SV zu Rifamycin S im Verhiiltnis eines Hydrochinons zum ent- 
sprechenden Chinon steht. Das Rifamycin B ist demnach ein Glykolsaureather des 
Rifamycins SV und das Rifamycin 0 ist ein spirocyclischer Ather-ester von Glykol- 
saure mit Rifamycin S. Eine solclie Dioxalanon-Konstitution fur das Rifamycin 0 
wurde unter anderem auch durch die Herstellung einfacher analog gebauter Derivate 
substituierter 1,4-Chinone und Glykolsaure gestutzt [12]. 

Die Rifamycine 0 und SV werden, wie man spater fand, von gewissen Streptomy- 
ceten-st ammen direkt produziert , sie sind demnacli nicht nur in vitro Umwandlungs- 
produkte von Rifamycin B, sondern stellen selbst mikrobielle Stoffwechselprodukte 
dar [13]. 

Durch Inkubation des Rifamycins S mit Stre9tomyces mediterranei entsteht neben 
Rifamycin B ein Isomeres, das Rifamycin L, fur welches Lancini et al. [14] die Kon- 
stitution eines Glykolsaureesters des Rifamycins SV beweisen konnten. 

2. Der analytische und spektroskopische Nachweis der funktionellen Gruppen 
und Kohlenstoff-Gerust-Fragmente in Rifamycinen. - Von den weiteren funk- 
tionellen Gruppen in den Kifamycinen B,O,S und SV lassen sich eine Methoxy- 
und eine Acetoxy-Gruppe sowohl mikroanalytisch als auch spektroskopisch eindeutig 
erkennen. Die pK&,---Werte (s. Schema 1) weisen darauf hin, dass ein Sauerstoffatom 
in einer stark sauren Phenolhydroxyl-Gruppe vorliegt , die in peri-Stellung zum Chi- 
non- bzw. Hydrochinon-System steht. Dafiir sprechen nicht nur die pK&--Werte, 
sondern auch die Farbreaktion des Rifamycins S rnit Boressigsaureanhydrid und die 
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lH-NMR.-Signale 6 12,5 ppm und 12,7 ppm in den Spektren von Rifamycin 0 
bzw. Rifamycin S (vgl. Fig. 1). Dieses Hydroxyl kann im Rifamycin S durch Methylie- 
rung mit Methyljodid und Silberoxid selektiv unter Entstehung eines 8-0-Methyl- 
rifamycins S methyliert werden. Durch energische Acetylierung der letzteren Verbin- 
dung entsteht ein Diacetyl-Derivat, was auf zwei weitere Hydroxyle hinweist. Da das 
1R.-Spektrum des Diacetyl-Derivates neben der scharfen NH-Bande bei 3360 cm-1 
keine Hydroxyl-Bande aufweist, sind im Rifamycin S keine weiteren Hydroxyl- 
Gruppen anwesend. Durch Reduktion von 8-0-Methyl-rifamycin S entsteht 8-0- 
Methyl-rifamycin SV, das bei der Methylierung einen Trimethylather liefert. Die 
Banden bei 3420 m, 1675 s und 1541 s im IR.-Spektrum dieser Verbindung weisen auf 
eine sekundare Amid-Gruppe hin. Eine Stutze fur diese Vermutung stellt das Neben- 
produkt der Methylierung von Rifamycin S dar, das isomer mit 0-Methylrifamycin S 
ist und aufgrund seines chemischen und spektroskopischen Verhaltens als Imino- 
methylather des Rifamycins S identifiziert werden konnte. Somit bleibt nur die 
Funktion von 3 von den im Rifamycin B vorliegenden 14 Sauerstoffatomen unbe- 
stimmt . 

Die lH-NMR.-Spektren der Rifamycine 0 und S gaben unabhangig von den 
chemischen Untersuchungen einige weitere sehr wichtige Auskiinfte uber die funktio- 
nellen Gruppen und uber das Kohlenstoff-Gerust. Im Spektrum des Rifamycins S 
(Fig. 1) liegen die 4 CH,CH-Dublette ( J  - 7) teilweise bei ungewohnlich hohem Mag- 
netfeld (6 = 0,20, 0,64, 0,86 und 1,OO ppm) vor. Dies war der erste Hinweis darauf, 
dass es sich bei Rifamycinen um ansa-Verbindungen handeln konnte. Zwei der 5 CH,- 
Singulette (6 1,72 (3 H) ; 2,0 (6 H) ; 2,32 (3 H) und 3,12 (3 H) ppm) lassen sich den analy- 
tisch nachgewiesenen Acetoxy- und Methoxy-Gruppen zuordnen. Von den Signalen der 
5 olefinischen Protonen liegt eines alsc(Quadrup1ett )) beid 5,09 (J1 = 7,5, Jz = 12,5,1 H), 
die anderen 4 erscheinen als ein breiter Signalhaufen (5,7 bis 6,5). Ein scharfes einem 
ttaromatischene Proton entsprechendes Singulett liegt bei 7,s vor. Die Singulette bei 
8,42 (s, 1 H) und bei 12,50 (s, 1 H) sind dem sekundaren Amid-Proton bzw. dem stark 
sauren Phenolhydroxyl-Proton zuzuordnen. 

8 7 6 5 4 3 2 1 0 PPm 

Fig. 1. lH-NMR.-Spektru?n won Rifamycin S ( X X V I I I )  

144 
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Das IH-NMR.-Spektruni des Rifamycins 0 ist, bis auf einen zusatzlichen Signal- 
haufen bci 6 4 3  ppm (ZH), der offenbar den CH,-Protonen des Glykolsaureesters zu- 
zuschreiben ist, dem Spektrum dcs Rifarnycins S sehr ahnlich. Die ahnlichen pK&- 
Werte und die fast gleichen chemischen Verschiebungen des Phenolhydroxyl-Protons 
in beiden Spektren sprechen dafur, dass dieses Proton in den Rifamycinen 0 und B 
in $eri-Stellung zu demjenigen Carbonyl steht, welches nicht durch die Glykolsaure 
blockicrt ist. 

Neuerdings wurden von Martilzelli et nl. die selir gut aufgelosten I3C-NMR.-Spek- 
tren der Rifamycine [15] untersucht. Aufgrund der bekannten Struktur konnten 
durcli Vergleich der Syektren und durch Entkopplungsversuche die meisten Signale 
den einzelnen Kohlenstoffatomen zugeordnet werden. Dies hat ermoglicht, durch 
Untersuchung von Rifamycinen, die rnit an l3C angereicherten Vorlaufern bereitet 
worden waren, die Biogenese der Rifamycine auf besonders elegante und erfolgreiche 
Weise zu studieren [16]. 

3. Konstitution des aromatischen Teiles der Rifamycine. - 3.1. OxydatiO% 
des Rifamycins S mit Ozon. W e  aus den vorhin genannten Befunden hervorgeht, 
enthalten die Rifamycine einen aromatischen Teil, der hauptsachlich fur die Absorp- 
tion im Sichtbaren und im UV. sowie iur die Rcdox-Eigenschaften dieser Verbin- 
dungsklasse verantwortlich ist. Seine Konstitution liess sich zum grossen Teil aus den 
Ergebnissen des Abbaus von Rifamycin S mit Ozon ableiten. Aus dem durch Ozo- 
nisierung erhaltenen und anscldessend mit Perameisensaure behandelten Reaktions- 
gemisch konnten zwei aroniatische Sauren isoliert werden : eine Tricarbonsaure 
C,,H,O, und eine Dicarbonsaure C,,H,,O,. 

Die Tricarbonsaure C,,H80, wurde als 4,6-Dihydroxy-5-mcthyl-benzol-l, 2,3- 
tricarbonsaure identifiziert. Sie liess sicli durch Sublimation im Hochvakuum in ein 
Anliydrid C,,H,O, (1R.-Spektrum: 1856 s und 1777 s) uberfiihren, und gab bei der 
Umsetzung rnit Diazomethan in Methanol einen Dimethylather-trimethylester 
C,,H,,O,. Dessen lH-NMR.-Spektruni weist das Signal einer Methylgruppe an aro- 
matischem Kohlenstoff bei 2,22 (s, 3H) sowie zwei weitere Signale bei 3,79 (s, 9H) 
und 3,81 (s, 6 H) (entsprechend drei bzw. zwei jeweils identischen Methoxygruppen an 
ungesattigtem Kohlenstoffatom) auf. Daraus folgt fur diesen Ather-ester die Konsti- 
tution I. Ein Verglcichspraparat, das durch Behandlung der bekannten 4, &Dimetho- 
xy-5-methyl-benzol-1,2,3-tricarbonsiiure (11) *) mit Diazomethan in Methanol be- 
reitet wurde, ist mit dem Ather-ester aus dcm Abbauprodukt identisch. 

Die Konstitution I11 der Dicarbonsaure ClzHlo08 wurde auf folgendem Weg er- 
mittelt : Umsetzung der Dicarbonsaure rnit Acetanhydrid/Pyridin fuhrte zu einem 
Diacetyl-anhydrid C,,H,,O,, dessen 1R.-Spektrum intensive Banden bei 1565, 1777 
und 1745 cm-l aufweist. Die Saure ergab durcli Behandlung rnit einem Uberschuss 
Methylj odid-Silberoxid einen Dimethylathcr-dimethylester IV, Cl6Hl8O8, dessen Sig- 
nale im lH-NMR.-Spektrum folgenden Gruppen zugeordnet werden konnen : einein Me- 
thyl an Acetal-Kohlenstoff : 1,52 (s, 3H), einem Methyl an aromatischem Kohlen- 
stoff: 2,25 (s, 3 H), einem Methoxyl an gesattigtem Kohlcnstoff: 3,21 (s, 3 H) sowie 
drei Methoxy-Gruppen an ungesattigtcm Kohlenstolf: 3,80 (s, 3H) und 3,90 (s, 6H). 

z, TVir danken Herrn Professor J .  M .  Bzrkanshaw tur cin Muster dieser Verbindung [17]. 
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Schema 2 
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iOOH 

OR OR ;$";"- M~@COOR~ 

COOR' COOR' 

Ro co COOR 
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COOR' COOR' 

Ro co COOR 

b e  0 Me 
I l l  R=R'=H IV R=RkMe VR=H,@Ae VI R=H @=Me VllR=R'=Me 

Die aufgrund dieser Daten abgeleitete Struktur I11 der Dicarbonsaure Cl,H1,O, war 
durch einen Abbau des daraus mit einem Unterschuss Methyljodid/Silberoxid herge- 
stellten Dimethylesters V CI4Hl4O, leicht zu beweisen. Der Dimethylester liess sich 
mit Natriumperjodat zu einer Acetoxycarbonsaure V I  abbauen, die nach Einwirkung 
von Diazomethan in Methanol den Trimethylester V I I  ergab. Die Acetoxygruppe in 
dieser Verbindung war im 1R.- (1780 (s) cm-l) und im lH-NMR.-Spektrum (2,ll (s, 
3 H)) eindeutig nachweisbar. Aus dem Acetoxyester VII wurde schliesslich durch 
Methanolyse und anschliessende Behandlung mit Diazomethan in Methanol der vor- 
hin beschriebene Dimethoxy-trimethylester I erhalten. 

3.2. Methanolyse des 11.rtino-methyZateys C,,H4,N01, aus Rifamycin S. Die fruher 
envahnte Verbindung Cs,H4,NOl, (pK& = 9,38), die bei der Methylierung von 
Rifamycin S mit Methyljodid/Silberoxid als Nebenprodukt entsteht, wurde aufgrund 
ihrer Aciditat und des spektroskopischen Vergleiches mit Rifamycin S als Imino- 
methylather identifiziert. Die Iminoather-Gruppierung lasst sich im 1R.-Spektrum 
durch das Fehlen der NH-Bande sowie durch eine starke zusatzliche Bande bei 
1632 em-l erkennen. Das lH-NMR.-Spektrum der Verbindung weist neben anderen 
Signalen nach wie vor das scharfe Singulett des Phenolhydroxyl-Protons bei 13,3 (s, 
1 H) auf, wahrend das breite Singulett der NH-Gruppe fehlt. Das Signal des neu einge- 
fuhrten Methyls erscheint bei 3,96 (s, 3H), entsprechend einem Methoxyl an 
ungesattigtem Kohlenstoffatom. Im Gegensatz zu Rifamycin S liess sich dieser Imino- 
ather unter milden sauren Bedingungen methanolytisch in zwei Teilstucke spalten, 
wobei als Hauptprodukte eine aromatische Verbindung C14H,,N0, und eine Verbin- 
dung C25H4208 entstanden. Die erstere enthalt kein Methoxyl, die zweite dagegen 
3 Methoxyle. In den beiden Spaltprodukten ist, wie aus weiteren Untersuchungen 
hervorgeht, das ganze Gerust des Rifamycins enthalten. Die methanolytische Spal- 
tung des Imino-methylathers C,,H4,N01, spielte deshalb eine Schlusselrolle in der 
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Konstitutionsaufklarung, indem sie eine gesonderte Untersuchung der beiden Tcil- 
stucke ermoglichte. 

Neben der Verbindung C,,H,,O, wurden bei der Methanolyse des Imino-methyl- 
athers in kleineren Mengen zwei Nebenprodukte erhalten : eine damit isomere Ver- 
bindung C,,H,20, sowie eine nahe verwandte Verbindung C24H3807, die sich von den 
beiden ersteren formell durch Abspaltung einer Molekel Methanol ableiten lasst. 

3.3. Die Konstitutionsermittlzlng des aromatischen S$alt$roduktes Cl,H1,NO, (VII I )  . 
Sie wurde zuerst in Angriff genommen, da iiber dieses Produkt aufgrund der Ergebnisse 
der Ozonisierung von Rifamycin S recht vie1 bekannt war. Die saure (pKics = 7,12) 
dunkelrote Verbindung C,,H,,NO, zeigt ini lH-NMK.-Spektrum (CFJOOH) die 
Signale einer Methylgruppe bei 1,93 (s, 3H), einer zweiten Methylgruppe bei 2,37 
(s, 3H) sowie eines ((olefinischen)) Protons bei 6,55 (s, 1H). Bereits diese Daten erlaub- 
ten die Schlussfolgerung, dass sie das gesamte 12 Kohlenstoffatome umfassende Ge- 
rust der Dicarbonsaure I11 enthalt, welches sich durch Angliederung von zwei wei- 
teren Kohlenstoffatomen zu einem 1,4-Naphthochinon-System vervollstandigen lasst. 

Schema 3 

X R'= R"= Me 

Diese Annahmen konnten durch folgende Reaktionen bestatigt werden. Das aro 
matische Spaltprodukt C1,Hl1NO, gab bei der Methylierung mit Methyljodid und 
Kaliumcarbonat in Aceton ein 0, 0'-Dimethyl-N-methyl-Derivat C,,H,,NO, (IX) 
und ein 0, 0'-Dimethyl-N, N-dimethyl-Derivat C1,Hl,NO, (X). Das IR.-Spektrum 
des ersteren zeigt bei 3390 cm-1 eine scharfe NH-Bande, wahrend das zweite im 3,u- 
Gebiet keine Absorption aufweist . In beiden Methylierungsprodukten ist der Fiinf- 
ring geoffnet, wie aus ihren lH-NMR.-Spektren hervorgeht, von denen hier als Bei- 
spiel dasj enige der Verbindung X beschrieben sei. 

Die chemischen Verschiebungen der Signale eines Methyls bei 2,27 (s, 3H) und 
zweier Methoxyle bei 3,72 (s, 3H) und 3,88 (s, 3H) weisen auf ihre Lage an einem 
aromatischen Kern hin. Das Singulett bei 3,18 (6 H) kann einer Dimethylamino- 
Gruppe, das Singulett bei 5 3 3  (1 H) einem Proton an einem ungesattigten Kohlen- 
stoff und das Singulett bei 2,57 (3H) einer CH,CO-Gruppe zugeordnet werden in 
ubereinstimmung mit der postulierten Konstitution. 

Die N-Monomethyl-Verbindung IX gab durch saure Hydrolyse eine stickstoffreie 
Verbindung C16H1,0,, die sich anhand ihrer Aciditat (pKGCs = 4,23) sowie einer in- 
tensiven Farbreaktion mit Titan(II1)-chlorid als ein ceHydroxychinon-Derivat 
identifizieren liess. Diese Reaktionen bestatigen, dass in der Verbindung VIII ein u- 
Aminochinon-Derivat vorliegt, lassen allerdings die Frage offen, ob die Amino- 
Gruppe bzw. das im lH-NMR.-Spektrum sichtbare ((olefinkche )) Proton am C-(2) oder 
C-(3) sitzt. 
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3.4. Das ct Chinon-diazid D aus Rifamycin 0 zcnd die  Lokalisierung des ((olefinischeno 
Wasserstoffs.- Eine eindeutige Antwort uber die Lage des eolefinischen D Wasserstoffs 
in Rifamycinen gab die folgende Reaktionsfolge: Die Umsetzung von Rifamycin 0 
mit $-Toluolsulfonylhydrazin fuhrte unter Abspaltung von Glykolsaure zu einer Ver- 
bindung C37H45N3011 3) ,  die sich durch eine charakteristische 1R.-Bande bei 2120 cm-l 
auszeichnet und aufgrund ihrer Entstehung und ihrer Eigenschaften als ein t Chinon- 
diazid B erkannt wurde. Dieses geht durch katalytische Hydrierung in eine Verbindung 
C37H,INOl, uber, wobei zwei konjugierte Doppelbindungen im aliphatischen Teil 
abgesattigt und die Diazogruppe im aromatischen Teil durch einen Wasserstoff er- 
setzt werden. Es handelt sich urn eine relativ starke einbasische Saure (pKGCs = 4,44), 
woraus auf eine unveriinderte Stellung des Sauerstoffs am C-(1) in peri-Stellung zum 
Hydroxyl am C-(8) geschlossen wurde. Im lH-NMR.-Spektrum (Fig. 2) liegen Signale 

8 7 6 5 4 3 2 1 0 PPm 

Fig. 2. IH-NMR.-Spektrum des 4-Desoxy-tetrahydrovifamycins S J’ ( X I I )  

bei 7,25 (d, J = 8,5, 1H) und bei 7,95 (d, J = 8,5, 1H) vor, die zwei aromatischen 
Protonen in o-Stellung entsprechen. Es folgt daraus, dass das ((Chinon-diazid o die 
Teilkonstitution XI und sein Hydrogenolyseprodukt die Teilkonstitution XI1 eines 
4-Desoxy-tetrahydrorifamycins-SV besitzt, in dem der neu eingefuhrte aromatische 
Wasserstoff am C-(4), der ursprunglich vorhandene aromatische Wasserstoff dam 

Schema 4 
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-0 -0 HO 0 H 

Me 0 Me 0 Me 0 
XI XI1 Vlll 

3, Diese Verbindung wurde zuerst in Laboratorien der Le+etit auf einem anderen Wege erhalten. 
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in o-Stellung, also am C-(3), und der Stickstoff demnach am C-(Z) sitzen muss. Fur 
das aromatische Methanolyseprodukt C,,H1lNO, ist dadurch die Konstitution VIII 
bewiesen. 

4. Konstitution des nichtaromatischen Teiles der Rifamycine. - 4.1. Die 
energische Oxydation der Hydrierungsprodukte von Rifamycin S mit Salpetersaure. Die 
ersten wichtigen Informationen iiber den aliphatischen Teil der Rifamycine wurden 
durch Hydrierung von Rifamycin S und oxydativen Abbau der Hydrierungsprodukte 
gewonnen. Das Rifamycin S absorbierte in Gegenwart von Palladium-Kohle-Kataly- 
sator drei mol-Aqu. Wasserstoff unter Bildung eines Hydrochinons, dessen milde 
Oxydation zum Tetrahydrorifamycin S fuhrte. Durch Vergleich der Spektren des 
Rifamycins S mit denjenigen seines Tetrahydroderivates wurde folgendes festgestellt : 
Das Differentialspektrumim UV. (Amax: 220 (log E = 4,09), 256 (log E = 4,04) nm) deu- 
tet darauf hin, dass ein System von zwei konjugierten Doppelbindungen abgesattigt 
wurde. Aus den lH-NMR.-Spektren ist ersichtlich, dass im Tetrahydroderivat drei 
olefinische Protonen fehlen und eine an olefinischem Kohlenstoff befindliche Methyl- 
Gruppe in eine CH,-CH-Gruppe umgewandelt wurde. Die zwei verbliebenen olefini- 
schen Protonen im Tetrahydrorifamycin S, deren Signale den AB-Teil eines A B X -  
Systems darstellen,   HA 6,12 (d, J A B  = 12, J A X  = 0, 1H) ,  ~ H B  5.07 (dd, J A B  = 12, 
J B X  = 5,2, lH) ,  lassen sich einem trans-Enolather-Rest mit der folgenden Teilkon- 
stitution zuordnen : 

HB 0- 

>CHx H A  

Durch Hydrierung von Rifamycin S in Gegenwart eines Platin-Katalysators konnte 
auch diese enolische Doppelbindung abgesattigt werden. Die milde Oxydation des 
entstandenen Hexahydrorif amycins SV ergab ein Hexahydrorifamycin S, dessen 
UV.-Spektrum identisch mit demjenigen des Tetrahydrorifamycins S ist, wahrend im 
lH-NMR.-Spektrum die im Spektrum des Tetrahydrorifamycins S vorliegenden Sig- 
nale der zwei olefinischen Protonen verschwunden sind. Die Integrationskurve zeigt 
dafiir in dem fur a-standige Wasserstoffatomc von gesattigten a them charakteristi- 
schen Bereich zwischen 63,5 und 4,O einen Zuwachs von zwei Protonen. Die energische 
Oxydation von Tetrahydrorifamycin S mit wasseriger Salpetersaure ergab ein Saure- 
gemisch, aus dem Oxalsaure, a-Methylbernsteinsaure (XIII), cc-Methylglutarsaure- 
(XIV), a-Methyladipinsaure (XV), dic meso- und die rechtsdrehende a, a’-Dimethyl- 
pimelinsaure (XVI) sowie eine kristalline Tetracarbonsaure C,,,H,,O, isoliert werden 
konnten. Das Vorliegen sowohl der meso- als auch der rechtsdrehenden cc, d-Dime- 

>c=c< 

XI11 HOOCCH,CHMeCOOH 

XIV HOOCCH,CH,CHMeCOOH 

X V  HOOCCH,CH,CH,CHMeCOOH 

XVI HOOCCHMeCH,CH,CH2CHMeCOOH 

XVII HOOCCHMeCH(CO0H)-0-CH(CO0H)CHMeCOOH 
XVIII  Me00CCHMeCH(OOCMe)CHMeCH~CH,CH2CHMeCOOMe 

U B  Y r 
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thylpimelinsaure (getrennt und identifiziert als Dianilide !) im Oxydationsgemisch 
spricht dafur, dass durch Hydrierung der konjugierten Doppelbindungen von Kifa- 
mycin S ein Gemisch von zwei epimeren Tetrahydrorifamycinen S entsteht, welche 
nicht getrennt wurden. Die drei niedrigeren homologen a- Methyl-dicarbonsauren 
sind teilweise racemisiert und entstehen wahrscheinlich durch oxydativen Abbau aus 
c(, a’-Dimethylpimelinsauren (XVI). 

Fur die optisch aktive Tetracarbonsaure CloHl,O, wurde aus folgenden Daten die 
Konstitution XVII abgeleitet : a) Die Mikrotitration der Same ergab zwei pKGCs- 
Werte, 5,51 und 9,44. b) Im lH-NMR.-Spektrum ihres Tetramethylesters (Fig. 3)  
findet man folgende Signale: ein Dublett bei 61,14 ( d ,  J = 7,  6H) entsprechend zwei 
CH,CH<-Gruppen, ein sich von 2,6 bis 3,2 erstreckender Signalhaufen der zwei 
CHCO-Protonen, vier Singulette zwischen 3,6 und 3,7 entsprechend vier Methoxylen 
und eine Uberlagerung von zwei Dubletten mit dem Schwerpunkt bei 64,3 der 

zwei >CH-0-Protonen. c) Die Saure Less sich durch Erhitzen mit 65proz. Bromwas- 
serstoffsaure und katalytischer Hydrierung der Reaktionsprodukte mit Palladium- 
Kohle in alkalischer Losung zu Methylbernsteinsaure abbauen. 

Die Tetracarbonsaure CloH1,O, besitzt eine syminetrische Konstitution XVII. Da 
die Saure optisch aktiv ist, sind die beiden Halften nicht enantiomorph. 

Das Hexahydrorifamycin SV lieferte durch Behandlung mit heisser Salpeter- 
saure in Eisessig ein Sauregemisch, woraus nach Veresterung mit Diazomethan ein 
Dicarbonsaure-dimethylester C1,H,,O6 isoliert wurde, der sich aufgrund folgender 
Befunde als P-Acetoxy-a,y,l7-trimethyl-azelainsaure-dimethylester (XVIII) identifi- 
zieren liess : Sein lH-NMIi.-Spektrum zeigt die Dublette von drei CH,-CH-Gruppen im 
Bereich von 61, die Signale einer CH,COOCH-Gruppe bei 1,99 (s, 3H) und 4,95 (ad, 
J1 = 5, J z  = 7, lH),  wobei das letztere Signal den X-Teil eines ABX-Systems 
darstellt. Ein Singulett bei 3,60 (6 H) ist auf zwei CH,OOC-Gruppen zuriickzufiihren. 
Ein Signalhaufen mit dem Schwerpunkt bei 62,5 entspricht insgesamt zwei Methin- 
Protonen in a-Stellung zu Methoxycarbonyl-Gruppen. Die beiden Methin-Kohlen- 
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stoffatome tragen somit je eine Methyl-Gruppe. Das Massenspektrum bestatigte die 
M- und 7-Stellung je einer Methylgruppe anhand eines intensiven ((Umlagerungs ))- 
Signals bei 88 mle sowie durch die Abwesenheit eines entsprechenden Signals bei 
74 m/e. Die dritte Methyl-Gruppe l a s t  sich bei Betrachtung der homologen Bruch- 
stiicke mit den Massenzahlen 101, 115, 129, -, 157 m/e aufgrund eines fehlenden Sig- 
nals bei 143 m/e am 7-Kohlenstoffatom lokalisieren. Ein schwaches ctM + l))-Signal bei 
317 m/e ist rnit den analytischen Daten im Einklang. 

Die Pyrolyse der Verbindung C1,H,,O, ergab einen u, @ingesattigten Ester, 
welcher im UV.-Spektrum ein Maximum bei 220 nm (log E = 4,4) aufweist, womit die 
/3-Position der Acetoxy-Gruppe gegenuber einem Methoxycarbonyl festgelegt ist. 
Der a,p-ungesattigte Ester liess sich durch successive Behandlung rnit Ozon, Peramei- 
sensaure und heissem Alkali zu einer Dicarbonsaure abbauen, welche papierchromato- 
graphisch als Dimethylpimelinsaure identifiziert wurde. 

4.2. Die Kolzstitution der durck Spaltung Zion Rifamycin S erhaltenen Verbimdumgen 
C2,H4,08 und CZ4H3,O7. ") Die rnit drastischen Abbaumethoden gewonnenen Resultate 
erleichterten die Konstitutionsbestimmung der Verbindungen C,,H,,O, und C24H3807, 
welche bei der Methanolyse des Imino-methylathers C3,H4,N0,, als Hauptprodukte 
entstehen. Wurde der Iminoather rnit lproz. methanolischer Salzsaure nur 15 Min. 
behandelt, so bestand der neutrale Anteil des Reaktionsgemisches lediglich aus zwei, 
vermutlich stereoisomeren Verbindungen C,,K,,O, im Verhaltnis 3 : 1, von welchen 
nur die vorherrschend gebildete naher untersucht wurde. 

Das UV.-Spektrum dieser Verbindung deutet aufgrund eines Maximums bei 268 
nm (loge = 4,5) auf ein konjugiertes System hin. Im 1R.-Spektrum sind bei 3520 cm-I 
eine OH-Bande und bei 1740 cm-1, sowie bei 1712 cm-1 intensive Carbonyl-Banden 
sichtbar. Nach Absattigung von zwei Doppelbindungen durch katalytische Hydrie- 
rung findet man nur eine starke Carbonyl-Bande bei 1740 cm-I. Die Bande bei 1712 cm-l 

5 4 3 2 1 0 PPm 8 I 6 

Fig. 4. lH-NMR.-Spektvuvn dev Vevbiltdultg C,,H,,O, ( X I X )  
_____ 
4, Zur Numericrung des Kohlenstoff-Geriistes dieser Spaltprodukte verwenden wir in1 Anschluss 

an dic Numerierung des aromatischen Spaltproduktes C,,H,,NO, und beginnend mit dem 
Carboxyl-Kohlenstoffatom die Nummern 15 bis 34. 
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kann demnach auf eine zu zwei Doppelbindungen linear konjugierte Estercarbonyl- 
Gruppe zuriickgefiihrt werden. 

Das lH-NMR.-Spektrurn der Verbindung CZSH4,O, (Fig. 4) zeigt irn Bereich von 
6 1  die Dublette (J  = 7) von vier CH,CH-Gruppen und bei 1,92 (3H) das breite 
Singulett eines an ungesattigtem Kohlenstoffatom gebundenen Methyls an. Einscharfes 
Singulett bei 2,OZ (3H) sowie ein Doppeldublett bei 4,58 (J1 = 4,5, Ja = 10,5, 1H) 
entsprechen einer CH,COOCH-Gruppe und das Singulett bei 3,25 (6H) sowie das 
Signal bei 4,38 (dd, J1 = 4,5, Jz = 6,5, 1H)  einer Dimethylacetal-Gruppierung. Die 
Signale bei 6,Ol (dd, J1  = 15, J 2  = 6,5, l H ) ,  ($34 (dd, J1 = 11, J z  = 1,5, 1H)  und bei 
7,06 (dd, J1 = 15, J z  = 6,5, lH) ,  welche anhand ihrer Multiplizitat den drei 
olefinischen Protonen c, a und b im konjugierten ungesattigten System -H&= 
CHb-CH,-COOMe zugeordnet wurden, gestatten es, die Stellung des an unge- 
sattigten Kohlenstoffatomen gebundenen Methyls, sowie die Konfiguration der 
beiden C=C-Doppelbindungen zu bestimmen. Die Grosse der Kopplungskonstante 
Jbc: = 15 lasst keinen Zweifel iibrig, dass die beiden Wasserstoffatome der y,d-Dop- 
pelbindung trans zueinander stehen. Wie aus Jab = 11 ersichtlich, ist die Konforma- 
tion urn die /3, y-Bindung antiperiplanar. Die Konfiguration der Substituenten an der 
a,$Doppelbindung lasst sich aus der Verschiebung des Signals von H b  gegenuber 
dem Signal von Ha urn 0,7 Hz in Richtung niederer Magnetfeldstarken ableiten [18]. 

Schema 5 
32 31 15 
Me ?4e YOOMe 

M e 0  29,Cy27 0 23 CH ~ I / C H  I9/C,17&\ 
/ ' /22'CH20'C 18 C 16 Me 

'?Hz8'FH FH I 30 
MeO ,CH 25,CH OR" H 

Me 26'CH 24'R' 

XIX 34 I 
R 
a b C d 

R MeCOO Me H O  Me 
R' Me MeCOO Me HO 
R" H H MeCO MeCO 

Y 
xx MeO.CdC,. 

I 
H 

Wurde die Behandlung des Imino-methylesters mit lproz. methanolischer Salz- 
saure auf eine Std. ausgedehnt, so resultierte neben dem Dimethylacetal-methylester 
in einer Ausbeute von etwa 10% eine Verbindung CZ4H3*O7, die aufgrund ihrer Spek- 
tren als der der Verbindung Cz,H4,0, entsprechende Enolmethylather-methylester 
erkannt wurde. Der Enolmethylather zeigt irn Unterschied zumDimethylacetalim 1R.- 
Spektrum eine zusatzliche Bande bei 1677 cm-l. Im lH-NMR.-Spektrum (Fig. 5) ist 
das Signal des Protons am Acetal-Kohlenstoffatom abwesend. Man findet dagegen die 
Signale zweier zusatzlicher olefinischer Protonen HA und HB bei 6,47 (d, J = 12,5, 
IH) bzw. 4,67 (dd, J1 = 12,5, J z  = 7, l H ) ,  welche fur eine Enolather-Gruppierung 
typisch sind. Aus der Multiplizitat der beiden Signale folgen die Anwesenheit eines 
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H6 r x x  A I ,E 
/ I  -4 

a 1 6 5 4 3 2 1 0 PPm 

Fig. 5. lH-NMR.-SPektruna der V e v b i d u n g  C,,H,,O, ( X X )  

Methinprotons in Allylstellung, sowie die trans-Konfiguration der Doppelbindung 
(vgl. Teilformel S. 2294). 

Im Einklang mit den spektralen Refunden lasst sich der Enolather-methylester 
C,,H,,O, durch Methanolyse in den Dimethylacetal-methylester C25H4208 iiberfiihren 
und aus der letzteren Verbindung durch Pyrolysc bei 300" zuruckerhalten. 

Wenn man die Ergcbnisse des Abbaus von Hydrierungsprodukten des Rifamycins 
S mit Salpetersaure und die Information aus den spektralen Daten der Spaltprodukte 
CZ5H4,O8 und C,,H,,O, kritisch zusammenfasst, so folgt daraus fur das Spaltprodukt 
C25H4208 die Formel XIX, in der man die drei Reste R,R' und R" auf vier Arten (a, 
b, c und d) kombinieren kann. Die Verbindung C,,H,,O, ist der entsprechende Enol- 
ather mit der Teilkonstitution XX. Diese Schlussfolgerung wurde durch einen syste- 
matischen Abbau des Spaltproduktes C,,H,,O, uberpruft. Der systematisrhe Abbau 
erlaubte auch zu entscheiden, wie die Reste R, R' und R" lokalisiert sind. Der Dime- 
thylacetal-methylester gab durch Ozonisierung, Nachoxydation mit Perameisensaure 
und Rehandlung der sauren Oxydationsprodukte rnit Diazomethan einen Hydroxy- 
acetoxy-dimethylester C,,H,,O,, dessen Zusammensetzung die Lage des konjugierten 
Doppelbindungs-Systems in XX bestatigt. Im lH-NMR.-Spektrum dieser Verbindung 
sind bei B 1 die Dublette ( J  = 7) von vier CH,CH-Gruppen deutlich zu sehen, ferner 
die Signale einer CH,COOCH-Gruppe bei 2,02 (s, 3H) und bei 4,61 (ad, J1 = 4,5, 
J2 = 11, 1H)  sowie das Signal von zwei CH,OOC-Gruppen bei 3,62 (s, 6H). Ein Hy- 
droxyl liess sich durch das IR.-Spektrum (A,,, = 3570 cm-l) nachweisen und folgen- 
dermassen am C-(21) lokalisieren : Der aus dem Hydroxy-acetoxy-dimethylester rnit 
Acetanhydrid/Schwefclsaure hergestcllte Diacetoxy-dimethylestcr C,,K,,O,, dcssen 
1R.-Spektrum die Abwesenheit von Hydroxylen und dessen lH-NMK.-Spektrum die 
Signale der neuen Acetoxy-Gruppe bei 1,92 (s, 3H) und 5,27 (breites d ,  J = 8,5, 1H)  
anzeigen, gab beim Erhitzen auf 450" unter selektiver Eliminierung der B-standigen 
Acetoxy-Gruppe einen a,p-ungesiLttigten Acetoxy-dimethylester C,,H3,10,. Die 
C=C-C=O-Gruppe folgt aus dem 1R.-Spektrum (Amax: 1716,1644 cm-l) und aus den1 
UV.-Spektrum (A,,,:219 nm, log B = 4,13). Das 1H-NhlR.-Spektrum des rx,F-unge- 
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sattigten Esters zeigt die Signale von drei CH,CH-Gruppen bei etwa 61 sowie das 
geringfugig aufgespaltene Signal eines Methyls an ungesattigtem Kohlenstoffatom 
bei 1,80 (d, J = 1,5, 3H). Die Anwesenheit einer CH,COOCH-Gruppe zeigen die Si- 
gnale bei 1,99 (s, 3 H) und 4,59 (d x d, J1 = 4,5, Jz = 10,5, 1 H) an. Das Signal eines 
olefinischen Protons bei 6,73 (m, J1 = 10, Jz = 1,5,1H) spricht durch seine chemische 
Verschiebung fur dessen cis-Lage zur Methoxycarbonyl-Gruppe. Um zwischen den 
Formeln XXa und b einerseits und XXc und d andererseits zu entscheiden, wurde der 
Hydroxy-acetoxy-dimethylester C,,H,,O, mit Propionsaureanhydrid in einen Propio- 

Schema 6 

XXI  R"= H 

COOMe 

CI, H3zOf3 

MeOOC 

nyloxyacetoxy-dimethylester ubergefuhrt, der durch Pyrolyse den cr,B-ungesattigten 
Acetoxy-dimethylester und nicht das entsprechende Propionyloxy-Derivat lieferte. 
Daraus folgt, dass die freie Hydroxyl-Gruppe des Hydroxy-acetoxy-dimethylesters am 
C-(Zl) sitzt. Der ungesattigte Ester besitzt demnach die Konstitution XXIV und der 
Hydroxy-acetoxy-dimethylester und seine Derivate die Formeln XXI, XXII und 
XXIII. Die andere Frage, die sich aufgrund der Konstitution der Tetracarbonsaure 
CIoH,,O, nicht beantworten liess, d. h. ob die ursprungliche Acetoxy-Gruppe des Di- 
methylacetals am C-(24) oder am C-(25) sitzt, konnte auf folgende Weise beantwortet 
werden : Der a,P-ungesattigte Acetoxy-dimethylester XXIV wurde ozonisiert, mit 
Perameisensaure nachoxydiert und die sauren Oxydationsprodukte mit Diazomethan 
behandelt . 

Das lH-NMR.-Spektrum (Fig. 6) des so erhaltenen Acetoxy-dimethylesters 
C,,H,,O, zeigt im Bereich um 6 1 die Dublette ( J  = 7) von drei CH,CH-Gruppen, bei 
2,02 (s, 3 H) und 4,60 (d x d, J1 = 4,5, J2  = 10,5,1 H) die Signale einer CH,COOCH- 
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Gruppe, bei 3,62 (s, 6H) das Singulett der zwei Methoxycarbonyl-Gruppen sowie Sig- 
nalebei3,22(dd, J l=2 ,5 ,  J2=10,5, lH)undbei3,90(m, J l=2,0 ,  J z=5 ,5 ,  Js = 7,5, 
1 H), welche Methinprotonen in %-Stellung zum Ather-Sauerstoff anzeigen. Der Ace- 
toxy-dimethylester C,,H,,O, wurde zum entsprechenden Hydroxy-dimethylester 

2 1 0 ppm 8 7 6 5 4 3 

Fig. G. *W-NMK.-Sfiektvztm dcr VerhiRdung C,,H,60, ( X X V )  

X X V l l  

8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm 

Fig. 7. lH-NMR.-Spektrum der Vcrbindung C,,H,,O, ( X X V I I )  

C,,H,,O, methanolysiert, der mit Chrorn(V1)-oxid in Pyridin den entsprechenden 
Oxodimethylester C,,H,,O, lieferte. Im lH-NMR.-Spektrurn des Acetoxy-dimethyl- 
esters XXV (Fig. 6) einerseits und des 0x0-dimethylesters XXVII (Fig. 7) anderer- 
seits ist die Multiplizitat der Signale von Methin-Protonen am C-(23) und C-(27) bei 
6 3,2 bzw. 3,4 sowie bei 3,9 bzw. 4.0 praktisch unverandert, was nicht der Fall 
ware, wenn die Sauerstoff-Funktionen am C-(24) waren. Es folgt daraus, dass diese 
Sauerstoff-Funktionen am C-(25) und die CH,CH-Gruppe am C-(24) lokalisiert sein 
mussen (vgl. Formeln XXI bis XXVII). Die Konstitution XXVII fur den Oxodime- 
thylester wurde unter anderem auch durch sein Massenspektrum bestatigt, in dem 
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die Ionen M - 73 (- CH,COOMe), M - 87 (- CHMeCOOMe) und M - 161 (- CH,COOMe, 
- CHMeCOOMe, - H) vorkommen. Damit ist fur das aus dem Imino-methylather 
C3,H,,NO1, erhaltene Spaltprodukt C25H4206, welches das gesamte nichtaromatische 
Kohlenstoff-Geriist der Rifamycine B,O, S und SV enthalt, die Konstitution XIXa 
bewiesen. 

5. Die ansa-Struktur der Rifamycine. Verkniipfimg des aromatischen Teils 
mit der aliphatischen Briicke. - Den ersten, fruheren Hinweis auf eine ansa-Struk- 
tur lieferten, wie schon erwahnt, die IH-NMR.-Spektren mit Methyl-Signalen bei un- 
gewohnlich hohem Magnetfeld. Es bleibt noch die Aufgabe ubrig, die Verknupfungs- 
stellen des aromatischen und des aliphatischen Teilstuckes, deren Konstitution auf- 
geklart worden ist, eindeutig zu bestimmen. Im aromatischen Teil kann es sich nur 
urn das Stickstoffatom am C-(2) und das Sauerstoffatom am C-(12) handeln. Durch 
den Nachweiss einer Carboxyamid-Gruppierung ist auch das Carboxyl als eine Haft- 
stelle der aliphatischen Brucke festgelegt. Als zweite Verknupfungsstelle kommen aus 
sterischen Grunden - wegen der notwendigen Lange der Brucke - hauptsachlich C-(27) 
und C-(29) in Frage. Da jedoch bei der sauren Methanolyse nicht nur die C-0-Bin- 
dung am C-(12) gespalten, sondern auch, unter Verlust des Methyls der Methoxy- 
Gruppe, ein Tetrahydropyran-Ring gebildet wird, so l&st sich aus der Konstitution 
des Spaltproduktes die Verknupfungsstelle nicht direkt ableiten. 

Aus den lH-NMR.-Spektren der Hydrierungsprodukte von Rifamycin S folgt je- 
doch, dass die Enol-Doppelbindung am Ende der Kette zwischen C-(28) und C-(29) 
liegen muss. Wenn die aliphatische Brucke mit dem aromatischen Teil am C-(27) ver- 
knupft ware, so musste die Methoxy-Gruppe am ungesattigten C-(29) oder am ge- 
sattigten C-(23) sitzen. Das erste kann aber aufgrund der chemischen Verschiebung 
des CH,O-Signals im lH-NMR.-Spektrum von Rifamycin S (6 - 3, l )  nicht zutreffen. 
Die Lage dieses Signals andert sich auch kaum nach katalytischer Hydrierung der Dop- 
pelbindung. Man muss deshalb annehmen, dass C-(29) die gesuchte Verknupfungsstelle 
ist. Die Methoxy-Gruppe sitzt demnach entweder am C-(27) oder am C-(23). Der glatte 
Verlauf der sauren Methanolyse und der Spaltung des Methoxyls deuten stark auf eine 
Allyl-Stellung dieser Gruppe, d. h. auf C-(27) hin. In diesem Falle kann man erwarten, 
dass sich durch Einwirkung von Saure unter relativ milden Bedingungen ein stabiles 
Allyl-Kation als Zwischenprodukt bildet, das mit dem Hydroxyl-Sauerstoffatom am 
C-(23) unter Ringbildung reagiert. Es entstehen dabei zwei am C-(27) epimere Ver- 
bindungen : das Dimethylacetal C,5H4,0, und das damit stereoisomere Nebenpro- 
dukt. Das dritte Methanolyseprodukt des Methyl-iminoathers, der Enolmethylather 
Ca4H3,0,, entsteht allem Anschein nach nicht durch Abspaltung von Methanol aus 
dem Dimethylacetal, da das letztere unter den Bedingungen der Methanolyse keine 
nachweisbaren Mengen des Enolmethylathers liefert. 

6. Die Konstitutionsformeln der Rifamycine B,O,S und SV. - Aus allen 
bisher besprochenen Tatsachen und ihrer Interpretation folgt, dass Rifamycin S die 
Konstitution XXVIII besitzt. Die Konstitutionsformeln der damit verknupften 
Rifamycine SV, 0 und B sind durch die Formeln XXIX, XXX bzw. XXXI wieder- 
gegeben. Wie schon envahnt, lasst sich damit die starke Abschirmung der Signale von 
zwei CH3CH-Gruppen in ‘H-NMR.-Spektren durch die n-Elektronen des aromatischen 
Teiles erklaren. 
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Schema 7 

32 Me 31Me H 

-. c 
28 

OH 
M~ 0 xxvills C3P4SN0,2 XXlX SV C3,H4,N0,, 

t 
Me 

OCH COOH 
XXX 0 C,&4,N0,4 CHz-Co X X X l  B C31,,N?I,4 

Besonders eindrucklich wird dieser Effekt, wenn man z. B. die IH-NMR.-Spek- 
tren des Rifamycin SV-trimethylathers XXXII (Fig. 8) mit demjenigen seines Me- 
thanolyseproduktes XXXIII (Fig. 9) vergleicht, in dem der ansa-Ring am C--(12) ge- 
spalten ist. Im Spektrum der ersten Verbindung findet man zwei CH,CH-Dublette 
bei -0,59 und +0,54 ppm, wahrend die Signale der entsprechenden Gruppen im Spek- 
trum der Verbindung XXXIII alle bei etwa 1,0 ppm zu liegen kommen. 

XXXll 

A, 

8 I 6 5 4 3 2 1 0 PPm 

Fig, 8. IH-NMR.-Spektrum des Rifamycin S V-trimethylathers X X X I  I 

7. Die relative und die absolute Konfiguration der Rifamycine B,O,S und 
SV. -Aus der Konstitution der Rifamycine B,S und SV folgt, dass es in diesenverbin- 
dungen neun Chiralitatszentren und drei Doppelbindungen gibt, deren relative Kon- 
figurationen bestimmt werden sollten. Die Konfiguration an den Doppelbindungen 
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XXXi l l  

2303 

8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm 

Fig. 9. lH-NMR.-Spektrum der Verbindung X X X I I I  

Schema 8 
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l i es  sich wie besprochen auf Grund der lH-NMR.-Spektren der Rifamycine und ihrer 
Abbauprodukte festlegen. Die eindeutige Bestimmung der relativen Konfiguration 
an neun Chiralitatszentren auf chemischem und spektroskopischem Wege ware eine 
zeitraubende miihevolle Arbeit, die durch die rontgenographische Strukturanalyse 
[19] iiberflussig wurde. Es sei jedoch nicht unerwahnt, dass man aus den lH-NMR.- 
Spektren der Abbauprodukte schon vorher Schliisse iiber die relativen Konfigura- 
tionen gewisser Molekelteile ziehen konnte, die durch die rontgenographische Struk- 
turanalyse bestatigt wurden. So liessen sich z. B. die relativen Konfigurationen an 
C-(23), C-(24), C-(25) und C-(26) im Acetoxy-dimethylester C1,H2,0, (XXV) auf- 
grund der gut getrennten Signale der Methin-Protonen an C-(22), C-(23) und C-(25) 
festlegen (vgl. Fig. 6,lO). Wenn man die plausible Annahme macht, dass das Oktett 
bei 2,7 ( J1 = 2,5, J 2  = 7) dem Proton am C-(22) entspricht, so ist Jz auf die Kopplung 
mit dem Methyl ( J  = 7) zuruckzufuhren. Jl ist demnach die Kopplungskonstante 
mit dem Proton am C-(23), welchem das Quadruplett bei 3,22 ( J1 = 2,5, Jz = 10,5) 
zugeordnet werden kann. Die grossere Kopplungskonstante J 2  = 10,5 dieses Protons 
ist somit einem axialen Proton zuzuschreiben. Das Quadruplett des Protons am C-(25) 
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bei 4,60 ( J1 = 4,5, J z  = 10,5) zeigt aufgrund von J z  = 10,5, dass dieses ebenfalls die 
axiale Lage besitzen muss, woraus wegen der kleinen Kopplungskonstante J1 = 4,5 
folgt, dass das Proton am C-(26) in aquatorialer Lage sitzt. 

- CH,COOMe 

k 
xxv 

Fig. 10. Teilkonfiguration der Verbindwg C1BH260, ( X X V )  

Die absolute Konfiguration der Rifamycine wurde durch chemische Verknup- 
fung der durch Abbau erhaltenen optisch aktiven (-1)-a,"-Dimethylpimelinsaure 
(XVI) mit der (S)-wMethylonanthsaure bestimmt 141 ; es ist dazu in dieser Mittei- 
lung nichts hinzuzufiigen. 

Die relative und die absolute Konfiguration der acht von den neun Chiralitatszen- 
tren in Rifamycinen ist in der vorhergehenden 4. Mitteilung [l] durch die Fischer'sche 
Projektion wiedergegeben. Sie bilden die Grundlage fiir die Planung von synthetischen 
Versuchen und fur die Uberlegungen uber die Biosynthese auf dem Gebiet der 
Rifamycine. 

Wir danken Prof. P. Sensi von der Lepetit SPA,  Milano, fur die Forderung dieser Arbeit, die 
er durch uberlassung von Ausgangsmaterial, durch dic Mitteilung unveroffentlichter Ergebnisse 
und durch ein Stipendium grossziigig unterstiitzte. 

Experhenteller Teil 
Die Smp. sind nicht korrigiert. Zur praparativen Chromatographie diente, wenn nicht anders 

angegeben, das @ KicselgelO,O5-0,20 mm fur Chromatographie Merckr. Die Papierchromatographie 
von Sauren wurde mit dem System 1-Yropanol/Xmmoniak/Wasser 6 : 3 :1 an Whatman-I-Papier 
durchgcfuhrt. Die Anfarbung der Flecke erfolgte mit Methylrot. Die Absorptionsspektren im 
UV. und im Sichtbaren (VIS.) wurden mit einem Cavy 14 Spektrophotometer in Feinsprit (wenn 
nicht anders angegeben) gemessen; A,,, in nm (log&). Die 1R.-Spcktren wurden mit einem Perkin- 
Elmev-Spektrographen Model1 21 aufgenommen ; vmax in cm-l. Die NMR.-Spektren wurden mit 
einem Vavian Ado-Spektrometer aufgenommen; die chemischen Verschiebungen in ppm sind 
bezogen auf 6 (CH,),Si = 0, Kopplungskonstantcn J in Hz. Die Aufnahme der Massenspektren 
erfolgte auf einem HitacM-Perkin-Elmer-RMU-6A- bzw. 6 D-Spektrometer. 

Rifamycin O ( X X X ) .  Von Lepetit zur Verfiigung gestelltes Rifamycin 0 wurde 3mal aus 
Methylenchlorid/Methanol umkristallisiert und 5 Tage bei 50"/0,03 Tom getrocknet. - IR.  (KBr) : 
1821 S, 1725 VS, 1680 W, 1665 S, 1630 S ,  1600 S. - 'H-NMR. (CDClJ : 0,41 ( d ,  J = 7,3H) ; 0,75 (d, J = 
7, 3H) ;  0,90 (d, J = 7, 3H) ;  1,OO (d, J = 7 ,  3H);  1,66 (s, 3H);  2.0 (s, 6 H ) ;  2,32 (s, 3H) ;  3,15 
(5 ,  3H);  1,3-3,5 (sh, 9H);4,34,7 ( .~h,3H);  5,7-6,5 (sh, 3H) ;  7,77 (s, 1H);  8.38 (s, 1H) ;  12,8 (s, 1H). 

C,,H,,NO,, Ber. C 62,30 13 6,28 N 1,86 OCH, 4,12 7CCH, 13,93% 
Gef. ,, 61,84 ,, 6,35 ,, 2,05 ,, 4,39 ,, 13,58% 

Rifamycin S ( X X V I I I ) .  Das von Lepetit erhaltene Rifamycin S wurde 4mal aus Methanol 
umkristallisiert und 7 Tage bei 100"/0,03 Torr getrocknet. - UV., VIS. (OJN HCI in Feinsprit) : 
219 (4,51), 281 (4,48), 340 (3,92), 410 (3.72). - IR. (CHCl,) : 3440 m, 3370 m, 1734 s, 1702 s, 1640 s, 
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1616 s, 1597 s. -1H-NMR. (CDCI,) : Fig. 1. -pKg~cs: 7,16. DasRifamycin S gibt einen dunkelroten 
Komplex mit Boressigsaureanhydrid. 

C,,H,,NO,, Bcr. C 63,87 H 6,52% Gef. C 63,81 H 6.57% 
Tetvahydrorifalnycin S. 10 g Rifamycin S wurden niit 500 mg Pd/C-Katalysator bei 25'1 

1 Atm. in dthanol hydriert, wobei die Wasserstofiaufnahme (2,96 mol-kqu.) nach 4 Std. zum 
Stillstand kam. Das Gcmisch nurde durch Celit filtriert, das Filtrat eingedampft, der Ruckstand 
in 1 1  Methanol gclost, niit einer Losung von 40 g Natriumnitrit in 250 ml Wasser versetzt und die 
Mischung anschliessend init 2 N Salzsaure schwach angesaucrt. Aus der Losung fielen nach dem 
Abkuhlcn auf - 10" 5 g dunkelgelbe Kristalle aus und nach dem Einengen im Vakuum weitere 4 g 
amorphcs Pulver. Zur Analyse wurde 4mal aus Methanol umkristallisiert und 7 Tage bei looo/ 
0,Ol Torr getrocknet. - UV. ( 0 , l ~  HCl in Feinsprit) : 235 (4,35), 280 (4,32), 340 (3,92), 415 (3,67). 
Differential-UV. Rifamycin S/Tetrahydrorifamycin S (0,l N HC1 in Feinsprit) : 220 (4,09), 256 
(4,04). - IR. (Nujol) : 3440 m, 3380 m, 1740 s, 1705 s, 1642 s, 1625 s, 1602 s. 

C,,H,,NO,, Ber. C 63,50 H 7,06 N 2,00yo Gef. C 63,52 H 7,06 N Z , O O ~ o  

Hexahydrovifamycin S. 6 g Rifamycin S wurden in 60 ml Athanol rnit 1 g vorhydriertem 
Platin-Katalysator 15 Std. bei 21"/723 Torr hydriert (Wasserstoffaufnahme 4,8 mol-Aqu.). Dann 
wurde vom Katalysator abfiltriert und das Filtrat eingedampft. 0.50 g des Riickstandes wurden in 
50 ml Methanol gelost und rnit einer Losung von 2,5 g Natriumnitrit in 12 ml Wasser versetzt. Aus 
der rnit ZN Salzsaure schwach angesauerten Losung fie1 nach Einengcn im Vakuum ein gelbbrauner 
Niederschlag aus (0,45 g), der nach 3maliger Kristallisation ausMethano10,056 g (11% d.Th.) orange- 
gclbcr Kristalle vom Smp. 161' lieferte, die 7 Tage bei 100°/0,03 Torr getrocknet wurden. - UV., 
VIS. ( 0 , l ~  HCl in Feinsprit): 236 (4,41), 272 (4.36); 337 (3,97), 410 (3,61). - lH-NMR. (CDCI,): 
0,2 (d, J = 7, 3H);  0,55 (d,  J = 7, 3H) ;  0,65 (d, J = 7, 3H) ;  0,99 (d, J = 7, 3H) ;  1,2-4,0 (sh); 
1,35 ( d ,  J = 7, 3H):  1,65 (s, 3H);  2,0 (s,3H); 2.3 (s, 3H);  3,2 (s, 3H);4,85 (dd , J l  = 14, J z  =1,1H);  
7,75 (s, 1H);  8,4 (s, 1H) ;  12,6 (s, 1H). 

C,,H,,NO,, Bcr. C 63,32 H 7,33% Gef.  C 63,29 H 7,41y0 
Methylierung VOR Rifaanzycin S. Eine Losung von 40 g Rifamycin S in 800 ml Chloroform wurde 

nach Zusatz von 320 ml Methanol, 400 g Methyljodid und 60 g Silberoxid 45 Min. unter Ruckfluss 
gekocht. Nach Filtration durch Celit und Eindampfen des Filtrates wurde der Ruckstand an 
1,2 kg Kieselgcl chromatographiert (Methylenchlorid/bther 1 : l), wobei man Fraktionen zu 220 ml 
auffing und diesc mittels Diinnschichtchromatographie (Methylenchlorid -+ 10% Aceton) untcr- 
suchte. 

Inzino-methykither. Die Fraktionen 11-12 enthieltcn 4 g einer orangegelben Verbindung, die 
aus Ather kristallisiert und 5 Tage bei 100"/0,03 Torr getrocknet wurde. Smp.: 225". - UV., VIS.: 
221 (4,61), 279 (4,41), 337 (3,93), 405 (3,65). - IR.  (CHCI,): 3510 m, 1725 s, 1655 m, 1632 vs, 
1 5 9 0 ~ ~ .  -'H-NMR. (CDC1.J: 0,70 (d ,  J = 7, 3H);  0,75 (d, J = 7, 3 H ) ;  0,87 (d, J = 7, 3H);  1,04 
(d,J=7,3H);1,3-2,5 (sh,5H);1,70(~,3H);2,00(d,J=1,23H);2,08(s,3H);2,23(~,3H); 
2,5-3,6 (sh, 4H);  3,15 (s, 3H); 3,96 (s ,  3H);  4,Z-6,3 (sh, 6H); 5,93 (s ,  1H);  13,30 ( s ,  lH).-pK&cs: 
9,38. C,,H,,NO,, Ber. C 64,30 H 6,67% Gef. C 64,32 H 6,70y0 

8-0-Methyl-vifamycin S. Die Fraktionen 16-36 ergaben nach dem Eindampfen 32 g neutralen, 
gelben Ruckstand, der zur Analyse 2mal aus Heptan umgefallt und eine Woche bei 100"/0,03 Torr 
getrocknct wurde. - UV., VIS.: 220 (4,48), 264 (4,40), sh 297 (4,26), sh 347 (3,88). - IR. (CCI,): 
3490 w, 3370 w, 1745 s ,  1702 s, 1670 s, sh 1660 m, 1630 w, 1595 s, 1580 s. - IH-NMR. (CDCI,) : 
0,18(d,J=7,3H)~0,62(d,J=6,5,3H)~0,80(d,J=7,3H)~0,93(d,J=7,3H)~1,3-2,6(~h, 
5H); 1,67 (s, 3H);  1,97 (s, 3H);  2,03 (5, 3H); 2,36 (s, 3 8 ) ;  2,6-3,6 (sh, 4H);  3,08 (s, 3H);  3,94 
(s, 3H); 4,48 (d, J = 10,5, 1 H ) ;  4,95 (w, J 1  = 8, Jz = 13, 1H);  5,5-6,4 (sh, 4H);  7,52 (s, 1H);  
8,28 (s, 1 H). C,,H4,N0,, Ber. C 64,30 H 6,67% Gef. C 64,05 H 6,98% 

8-0-Methyl-rifumycin SV.  Eine Ldsung von 10 g 8-0-Methyl-rifamycin S in 500 ml Methanol 
wurde mit 10 g Ascorbinsaure in 60 ml Wasser vcrsetzt, nach 30 Min. mit 3 I Wasser verdiinnt und 
zweimal rnit je 500 ml Benzol ausgeschuttelt. Die rnit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung 
gewaschenen Benzolausziige wurden getrocknet und eingedampft, wobei man 10 g tiefroten 
amorphen Ruckstand erhielt, der sich in 2N Kaliumcarbonatlosung tiefblau lost. UV., VIS. : 
226 (4,67), 317 (4.34), 470 (3,62). pK&: 9,87. 

145 



2306 HELVETICX CHIMICA AcTa - \Tol. 5G, b-asc. 7 (1973) - x r .  241 

I-0,4-0,8-0-Trii~tethyZ-rifanzycin SV ( 1 S X X I I ) .  5 g 8-0-Methyl-rifamycin SV wurden mit 
8 ml Methyljodid, 10 ml trockenem Accton und 2,5 g trocknem Kaliuincarbonat 15 Std. im ge- 
schlossenen Rohr bei 113" gcschuttclt. Das niit 500 ml Wasser verdunnte Gcmisch lieferte durch 
Extraktion mit Ather und Eindampfcn der Atherauszugc 4,5 g orangegelben Rtickstand, woraus 
nach niehrmaligcr Chromatographie an IGeselgel (ather) 0,47 g einer hcllgelben amorphen Ter- 
bindung isoliert wcrden konnte, welche 50 Std. bei 25'/0,03 Torr getrocknet wurde. - UV., VIS.: 
228 (4,65), 295 (4,50), 410 (3.70). - IR. (CC1,) : 3500 m, 3420 m, 171.7 vs, 1675 s, 1600 m. - lH-?r'MR. 
(CCI,): s. Fig. 8. 

C,,H,,NO,, Ber. C 64,93 €1 7,22% Gef. C 64,70 H 7,47% 

Methanolysc$wodukt X X X I I I  von I-0,4-0,8-0- Trarnethyl-rifumyci12 SV.  l)ic Losung von 0,3 g 
l-O,4-0,8-O-Trirnethyl-rifamycin SV in 2 nil lproz. methanolischcr Salzsaure wurde nach 15 Std. 
auf Wasser gegossen. Der daraus erhaltcne Atherauszug crgab nach Eindampfen und 2maliger 
Chromatographie an Kieselgcl (Ather) 0,119 g festen Schauin, cler 70 Std. bci 20°/0,03 Torr ge- 
trocknet wurde. - UV., VIS.: 223 (4,60), 288 (4,52), 405 (3.74). - 1K. (CHCI,): 3620 w, 3490 m,  
3420 m, 1705 vs, 1665 s, 1600 s. - 'H-NMR (CDCI,) : Fig. 9. 

C,,H,,NO,, Ber. C 64,18 H 7,60% Ccf. C 63,84 H 7,74% 

I-0,4-O-Dimethyl-rifamyci~ S V .  10 g Rifamycin S V  wurden niit 50 g Methyljodid, 30 ml 
Aceton und log  Kaliumcarbonat im geschlossencn Kohr 15 Std. auf 100" erhitzt. Die Aufarbeitung 
ergab 7 g orangegelben Ruckstand, woraus durch Chroinrttographie an Kiesclgel (Ather) 2,15 g 
ncutralcr, orangcfarbener, fester Schaum isoliert wcrden konntc, welcher 7 Tagc bei 70"/0,01 Torr 
getrocknet wurde. - UV., VIS.: 230 (4,60), 305 (4,33), 440 (3,60). - IR. (CHCI,): 3400 m, 1705 s, 
1665 vs, 1595 m, 1570 s. - lH-NMR. (CDCI,) : wic 1-~,4-O,8-O-Trimethvl-rifdmycin SV, jcdoch 
fehlt Signal bei 4,05 (s, 3H), dafur zusatzlich: 11,90 (s, 1H). 

C3BH51NOla Ber. C 64,54 H 7,080;.6 Gef. C 64,72 H 7,49% 

8-O-MethyZ-20-0,23-0-diacetyZ-rifamycin S. Einc Lijsung von 8 g 8-0-Methyl-rifaniycin S in 
160 in1 AcetanhydridlPyridin 1 :1 wurde 14 Tagc bci 20" iin Dunkeln stehengclassen und sodann 
auf Wasser gegossen. Nach 2 Std. wurde mit hJethylenchlorjd ausgeschuttelt und der Ruszug mit 
15 proz. wasseriger Essigsaure, gesattigter Natriumhydrogcncarbonatlosung und Wasser mchrmals 
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand wurde 2mal aus Ather und cinmal aus 
Methylenchlorid/Hexan kristallisiert, wobei man 6 g hellgelbe Kristalle vom Smp. 252" erhielt, 
welche 7 Tage bei 100°/O,O1 Torr getrocknet wurdcn. -- IR.  (CHCI,) : 3360 m, 1735 vs, 1695 m, 
1668 vs, 1635 m, 1593 vs, 1578 vs. - lH-NMR. (CC,I,) : - 0,10 (d ,  J = 7, 3H) ; + 0,70 (d, J = 7, 

(s, GH); 2,05 (s, 3H);  2,34 (s ,  3 H ) ;  3,30 (m, 1 H ) ;  3,95 (s, 311); 4,4-5,3 (sA, 4H);  5,5-6,3 (sh,  4 H ) ;  
7,78 (s, 1 H ) ;  8,26 (s, 1H) .  

C,,H,,NO,, Ber. C 63,54 H 6,480/, Gcf. C~ 63,57 H 6,69% 

Triacetyl-rifamycin S V .  Eine L(jsung von 15 g Rifamy-cin S V  in 150 in1 Acetanhydrid wurdc 
nach Zusatz von 10 ml Pyridin cine Std. bei 25' stchcngclassen, anschlicsscnd im Vakuuni ein- 
geengt und rnit Wasscr versetzt. Nach 90 Nin. wurdc das Gomisch mit Chloroform ausgeschiittclt. 
Der mit gesattigter Natriumhydrogcncarbonatlosung gewaschcnc, dann getrocknetc und einge- 
dampfte Chloroformauszug crgab nach 2maliger Kristallisation aus Ather 5 g hellgelbes, neutrales 
Produkt vom Smp. 251", wclches 7 Tage bei 80°/0,03 Torr getrocknet wurde. - UV., VIS.: 229 
(4,50), 300 (4,26), 360 (3,38), 421 (3,56). - IR. (Nujol) : 3500 m, 17SO vs, 1730 vs, 1675 vs, 1640 m, 
1605 TV, 1575 w. - IR. (CHCI,): 0,045-5proz.) : 3508. - lH-XMR. (CDCI,) : - 0,3 (d ,  J = 7, 3H) ; 
+0,75 ( d ,  J = 6,5, 3H) ;  0'90 (d ,  J = 7, 3 H ) ;  1,OO ( d ,  J = 7, 3H);  1,G-2,7 (sh, 4H);  1 3 1  (s, 3 H ) ;  
2,05 (s, GH); 2,12 (s, 3 H ) ;  2,25 (s ,  GH); 2,40 (s, 3H);  3,02 (s ,  3fI);  2,74,1 (sh, 5H);  4.6-5,4 (sh,  
2H); S,S-6,7 (5h, 4H);  7,OO (s, 1H);  11,20 (s, 3H). 

C,,H,,NO1, Ber. C 62,158 H 6.48% Gcf. C 62,48 €1 6,81% 

Abbau volt Rifamycilt S rnit Ozon. In eine Losung von 2,s g Kifamycin S in 40 ml Methylen- 
chlorid wurde bei -70" 45 Min. ein obcrschuss Ozon cingcleitct. Die blaue Losung wurde im 
Vakuum bei eincr Temperatur unter -20" eingedampft, den Kiickstand loste man in 20 ml 
85proz. Ameisensanre, setzte 4 ml Perhydrol zu und liess iiber Nacht stehen. Nach Zerstdrung des 
iiberschiissigen Perhydrols rnit Pd/C-Katalysator wurde das abgedampfte Gemisch 3mal rnit j e  

3H); 0,83 ( d ,  J = 7, 3H), 0,97 (d ,  .I = 7, 3H) ;  1.6-2,8 ( sk ,  213); 1,75 (s, 313); 1,87 (s, 3 H ) ;  1,97 
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30 ml warmem Aceton ausgezogen. Der acetonunlosliche Riickstand wurde in heissem Wasser 
gelost, filtricrt und eingedampft. Den Riickstand (0,57 g) chromatographierte man an einer Cellu- 
lose-Saule (r = 1, 2 cm, k = 30 cm) niit dem System 1-Propanol/Ammoniak/Wasser 6:3:1, wobei 
man Ikaktionen von 6 in1 auffing. Die Fraktionen 19-23 enthiclten 0,393 g eines Ammoniumsalzes, 
Rf 0,58 und die Fraktionen 26-30 0,2 g cines Ammoniumsalzes, Rf 0,34. 

4,6-Dihydroxy-5-$~~ethyZ-be~~ol- ( I ,  2,3) -2ricarbolzsaure C,,H,Q,. Die 198 mgdes Ammoniumsalzes, 
Rf 0, 34, wurden in wuseriger Losung an einer Saule von 10 ml Dowex-50 (H+-Form) in die freie 
Saure (151 mg) iibergefiihrt, welche nach 3maligem Umlosen aus Wasser in farblosen Nadeln vom 
Smp. 189" kristallisierte. - UV., VIS.: 239 (4,46), 314 (3,56). - IR. (KBr) : 1710 s, 1678 s, 1605 s. 
pK&: 3,59/5,55/9,60. Aus 20 nig der freien Saure crhielt man nach Sublimation im Hochvakuum 
15 mg kristallincs Anhydrid, Smp. 189". - IR. (KBr) : vmax 1830 m, 1750 s, 1670 s, 1620 s. 

C,,H,O, Ber. C 50,43 H 2,54% Gef. C. 49,89 H 2,64% 

0, 0'-Dimethyl-trimethylester I .  In eine Losung von 50 mg der Tricarbonsaure in 2 ml Methanol 
wurde ein Uberschuss athcrischer Diazomethanlosung dcstilliert. Das eingedampfte Gemisch 
ergab nach Chromatographie an Kieselgel (CHCI,) und Kristallisation aus Hexan 50 mg farblose 
Nadeln, Smp. 73". - IR. (KBr): 1730 s, 1716 s, 1575 s. - lH-NMR. (CCl,): 2,22 (s, 3 H ) ;  3,79 (s, 
9H);  3,81 (s, 6H).  

G,H180, Ber. C 5521 H 556% Gef. C 55,02 H 5,51% 

Zur Herstcllung eines Vergleichspraparatcs wurde in eine &sung von 4 mg 4,6-Dimethoxy-S- 
methyl-benzol-1, 2,3-tricarbonslure (11) in 1 ml Methanol ein Uberschuss atherischer Diazomethan- 
losung destillicrt, das Gemisch eingedampft und der Riickstand nach Chromatographie an Kiesel- 
gel (CHC1,) aus Hexan umkristallisiert, wobei man 2 mg farblosc Kristalle einer Substanz erhielt, 
die aufgrund von Smp., Misch-Smp. und 1R.-Spektrum (KRr) mit dem 0, 0'-Dimethyl-trimethyI- 
ester I identisch ist. 

Dicarbonsiiure Cl,H,,O, (111). 393 mg Ammoniumsalz, Rf 0, 58, wurden mittels einer Saule 
von 10 ml Dowex-50 (€I+-Form) in die h i e ,  amorphe Saure (314 mg) iibergefiihrt. - UV., VIS.: 
241 (4,43), 300 (3,87), 300 (3,94). - I R  (KBr): 1725 s, 1690s (breit), 1607 vs. -pK&s: 3,04/6,64. 
Die Verbindung gibt dic Jodoform-Reaktion. 

O,O'-Diacetyl-dicarboMsiiureanhydrid. Aus einer Losung von 156 mg Dicarbonsaure in 3 ml 
Acetanhydrid fie1 nach Zusatz von 0,2 ml Pyridin innerhalb von 15 Std. ein feinkristalliner Nie- 
derschlag aus, der nach dem Abpipettieren der iiberstehenden Losung bei 100" im Vakuum ge- 
trocknet und dann 3 r d  aus Benzol urnkristallisiert wurde, wobei man 65 mg farbloser Kristalle 
vom Smp. 227" erhielt. - IR. (KBr) : 1856 s, 1777 s, 1745 s, 1632 m, 1603 m. 

C,,H,,O, Ber. C 55,18 H 3,4774 Gef. C 55,55 H 3,42% 

0, 0'-Dinzethyl-dicarbonsaure-dimethylester I V .  Eine Losung von 144 mg Dicarbonsaure in 
30 nil Chloroform wurde nach Zusatz von 10 ml Methanol, 10 ml Methyljodid und 1 g Silberoxid 
15 Std. unter Riickfluss gekocht. Das durch Celit filtrierte und dann eingedampfte Gemisch ergab 
nach Chromatographie an Kieselgel (CHCI,) und Kristallisation aus Hexan 110 mg farbloser 
Nadeln vom Smp. 109". - IR.  (CCI,) : 1735 vs, 1595 vs. - lH-NMR. (CCI,): 1,52 (s, 3H);  225 (s, 
3H); 3,21 (s, 3H); 3,80 (s, 3H) ;  3,90 (s, 6H). 

C,,W,,O, Ber. C 56.80 H 5,36% Gef.  C 56,49 H 523% 

Dicarbonsbure-dirnethylester V. Eine Suspension von 200 mg Dicarbonsaure in 4 ml Chloroform 
wurde nach Zusatz von 1 ml Methanol, 300 mg Methyljodid und 250 mg Silberoxid 15 Std. im 
geschlossenen Rohr bci 70" geschiittelt. Das filtricrte Gemisch wnrde mit Methylenchlorid ver- 
diinnt, mit Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser gewaschen und eingedampft. Der Ein- 
darnpfruckstand ergab nach Chromatographie an Kieselgel (Methylenchlorid 4- 5% Aceton) ein 
farbloses Harz, das bei 180"/0,01 Torr destilliert wurde. - IR. (CCl,) : 3450 m, 1732 s, 1675 s, 1604 s; 
3-p-Bereich gedehnt, 0,0166proz. Usung:  3570, 3460 (breit). - lH-NMR. (CCl,): 1,55 (s, 3H);  
2,lO (s, 3H);  3 ,64,4 (sk, 1H); 3,87 (s, 3H);  3.90 (s, 3 H ) ;  12,OO (s, 1H).  

C,,H,,O, Rer. C 54,19 H 4,55% Gef. C 54,41 H 4,88% 
4-0-Methyl-6-0-acetyl-5-nzethyl-benzol-1, 2,3-tricarbonsaure-trimethylester ( V I I ) .  Eine Losung 

von 15 mg Dicarbonsaure-dimethylester V in 0,5 ml dthanol wurde mit einer Losung von 100 mg 
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Natriummetaperjodat in 0,5 ml Wasser versetzt, nach 5 Std. mit Wasser verdiinnt und mit Ather 
ausgeschuttelt. Der eingedampfte dtherauszug wurde in 1 ml Methanol aufgenommen und mit 
einem Uberschuss atherischer Diazomethanlosung versetzt. Das eingedampfte Gemisch (15 mg) 
lieferte nach Chromatographie an Kieselgel (Methylenchlorid + 3 yo Aceton) und anschliessender 
Destillation bei 160"/0,01 Torr ein zahfliissiges 01. - IR. (CCl,) : 1780 s, 1240 vs, 1595 sh. -IH-NMR. 
(CCI,): 2,11 (s, 3H);  2,24 (s, 3H);  3,78 (s, 6 H ) ;  3,82 (s, 6H).  

C,,H,,O, Ber. C 54,24 H 5,12% Gef. C 54,39 H 5'25% 

Methanolyse VOW V I I .  Eine Losung von 52 mg des Acetylderivates VII in 8proz. methano- 
lischer Salzsaure wurde nach 40 Std. eingedampft, der Riickstand in Methanol gelost und mit 
einem Uberschuss atherischer Diazomethanlosung versetzt. Das eingedampfte Gemisch erwies 
sich nach Chromatographie an Kieselgcl (Methylcnchlorid + 5 yo Aceton) und 2maliger Kristalli- 
sation aus Hexan anhand von Smp., Misch-Smp. und 1R.-Spcktrum (CHCI,) als identisch mit 
4,6-Dimethoxy-5-methyl-benzol-l, 2,3-tricarbonsaure-trimethylester (I). 

Hydrierung des #Chinon-diazids X I ,  atis Rifamycin 0 zu X I I .  - tChinon-diazid X I $ .  Eine Lo- 
sung von 750 mg Rifamycin 0 in 20 ml Methanol wurde nach Zusatz von 200 mg p-Toluolsulfonyl- 
hydrazid 150 Min. unter Riickfluss gekocht, dann auf Wasser gegossen und mit Benzol ausge- 
schiittelt. Der eingedampfte Benzolauszug wurde an Kieselgel chromatographiert (BenzoljAceton 
4: l ) .  Die ersten 30 ml dunkel gefarbtes Eluat ergaben beim Eindampfen 480 mg Riickstand, der 
nach Zmaliger Kristallisation aus Benzol hellgelbe, filzige Kristalle lieferte, die 1 Woche bei loo0/ 
0 , O l  Torr getrocknet wurde. -UV., VIS.: 230 (4,59), 285 (4,41), 318 (4,38), 408 (4,13).- IR. (Nujol) : 
3495 m, 3380 m, 2120 vs, 1730 sh, 1702 s, 1666 m, 1600 vs, 1575 vs. - lH-NMR. (CDCI,) : 0,03 
(d ,  J = 7, 3H) ;  0,64 (d, J = 7, 3H) ; 0,84 (a, J = 7, 3 H ) ;  1,Ol (d ,  J = 7, 3 H ) ;  1.5-2,5 (sh, 4 H )  ; 
1,74 (s, 3 H) ; 2,03 (s, 3 H) ; 2.06 (s, 3 H) ; 2,26 (s. 3 H) ; 2,s-3,9 ( ~ h ,  5 H) ; 3,09 ( S ,  3 H) ; 4,79 (d, J = 
10.5, 1 H ) ;  5,11 (m. J1 = 6,5, J e  = 12, 1H); 5,9-6,4 (sh, 4H);  8,64 (s, 1 H ) ;  8.73 ( s ,  1 H ) ;  15,50 
(s, 1H). - pKGcs: 10,41. 

C37H45N3011 Ber. C 62,79 H 6,41 N 5.95% Gef. C 62,73 H 6,57 N 5,43% 

4-Desoxy-tetrahydrorifanzycin SV ( X I I ) .  Eine Suspension von 300 nig Chinon-diazid XI  in 
10 ml Essigester wurde nach Zusatz von 100 mg Pd/C-Katalysator iiber Nacht hydriert (Ver- 
brauch: 2, 18 mol-dqu. HJ. Die durch Celit filtrierte Losung wurdc eingedampft und der Kiick- 
stand durch Verteilungsehromatographie an 14 g Celit (System : Heptan/Chloroform/Methanol/ 
Wasser 5: 5 :  6, 6: 3, 3; Fliessmittel: organische Phase) und anschliessend durch Chromatographie 
an Kieselgel (uunter 0,08 mmH, Merck, CHClJAceton 2 : l )  aufgetrennt, wobei man dic erste fluores- 
zierende Zone auffing und eindampfte. Der Riickstand (52 mg) lieferte nach 3maliger Kristallisa- 
tion aus Benzol/Heptan 1:l 44 mg hellgelbc Kristalle vom Smp. 172O, dic 1 Woche bei looo/  
0,Ol T o n  getrocknetwurden. - UV.,VIS. : 217 (4.36), 239 (4,36), 290 (4,32), sh 325 (3,79), 409 (4,09). 
- IR. (CHCI,) : 3470 m, 3400 m, 3180 w (breit), 1705 sh, 1690 s, 1645 m, 1627 in, 1585 vs. - lH-NMR. 
(Deutcrioaceton) : Fig. 2, in CDCI, zusatzlichc (in Deuterioaceton nicht sichtbare) Signale: 8,27 

C,,H,,NO1, Ber. C 64,80 H 7,50 N 2,04% Gcf. C 64,74 H 7,69 N 2,04% 

Oxydation der Hydrierungsprodukte von Rifamycin S mit Salpetersaure. 3 g Tetrahydrorifa- 
mycin S wurden rnit 30 ml 40prOZ. wasseriger Salpetcrsaure 40 Min. auf 105' erhitzt. Die einge- 
cngte Losung wurde rnit 5 ml Ameisensaure versetzt und einige Male unter Zusatz von Ligroin 
eingedampft. Der Rtickstand wurde 3mal rnit je 50 ml heissem Benzol ausgezogen. Die vereinigtcn 
Benzolausziige ergaben bcim Eindampfen 1,20 g Sauregemisch, worin sich papierchromatogra- 
phisch 4 Komponenten (Rf 0,63, 0,52 0,49, 0,44) nachweisen liessen. Das benzolunlosliche Saure- 
gemisch zeigte im Papierchromatogramm 2 Hauptkomponentcn (Rf 0,34, 0,27). 

Auftrennung des benzollbslichen Sauregemisches. Das benzolloslichc Sauregemisch (1,20 g) 
wurde dureh Verteilungschromatographic an 300 g Kieselgcl (Mallinckrodt ((100 mesh r) ,  mit 180 ml 
Wasscr verrieben und rnit Chloroform eingeschlammt) aufgetrennt. Eluiert wurdc nacheinandcr 
init 2 1 Chloroform, 2 1 Chloroform/l-Butanol 2 O : l  und 2 1 Chloroform/l-Butanol l O : l ,  alle mit 
Wasser gesattigt. Es wurden Fraktionen von 100 ml aufgefangen und papierchromatographisch 
untersucht. 

Methyl-bernsteinsaure ( X I I I )  .30 mg Eindampfriickstand aus den Fraktionen 46-58 (Rf 0,44) 
wurde bei 80°/0,03 Torr sublimiert, wobei man 21 mg iarblose Kristalle erhielt, Smp. 111-113" 

(s, 1H) ;  12,lO (s, 1 H ) ;  12,70 (s, lH) . -pK&j:  4,44. 
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(nach Kristallisation aus Chloroform/Tctrachlorkohlenstoff). - pK;fcs: 6,67/8,10. [ L X ] ~  = i.0" 
(c = 2,15, Wasser). 

C,H,O, J3er. C 45,45 EI 6,10% Gef. C 45,60 H 6,28y0 
10 mg Saure (Smp. 111-113") wurden durch aufeinanderfolgende Behandlung rnit Diazo- 

methan und Magnesiumanilid in Ather in Dianilid ubergefuhrt, das sich nach Kristallisation aus 
Benzol anhand Smp., Misch-Smp. und 1R.-Spektrum als identisch mit synthetisch hergestelltem 
rac-Methylbernsteinsauredianilid erwics. 

a-Methylglutarsuure ( X I  V ) .  39 mg kristalliner Eindampfruckstand aus den Fraktionen 31-34 
(Rf 0,49) wurde bei SO0/O,03 Torr destilliert. Das Destillat lieferte nach Kristallisation aus Benzol/ 
Hexan 22 mg farblosc Plattchen vom Smp. 73-76".-pK&s: 6,12/8,79. [o(]E =+6,5" (c = 2,75, 
Wasscr) . C,Hl,O, Ber. C 49,31 H 6,90y0 Gef. C 49,29 H 6.90% 

Das 1R.-Spektrum (CHCI,) war identisch mit dcmjenigen von synthetischer rac-cc-Methyl- 
glutarsaure. Die beiden Praparate waren auch im Papierchromatogramm nicht unterscheidbar. 

a-Methyladipinsuure ( X V ) .  19 mg Eindampfruckstand aus den Fraktionen 22-28 (Rf 0,52) 
wurdcn rnit einem uberschuss Diazomcthan und anschliessend rnit Magnesiumanilid in &her 
umgcsetzt. Das Gemisch wurde rnit Ather verdtinnt, vom Ungelosten abzentrifugiert und die 
klarc athcrische Liisung eingedampft. Der Ruckstand ergab nach Chromatographie an 4 g Alumi- 
niumoxid der Aktivitat I1 (Benzol/Chloroform 1 :1) und 4maliger Kristallisation aus Benzol/ 
Kthanol 10 mg Kristalle vom Smp. 177". 

C,,H,,N,O, Ber. C 7332 H 7,15y0 Gef. C 7357 H 7.27% 

Die Identitat rnit synthetischem rac-a-Methyladipinsaure-dianilid ergab sich aufgrund von 
IR.-Spektrum (KBr), Srnp., Misch-Smp. und DC. 

CL, a'-Dimethyl-~imeli~~saure ( X  V I )  . - X V I-p- Phenyl-phenacylester. 50 mg Eindampfriickstand 
aus den Fraktionen 1-7 (Rf 0,63) wurden in iiblicher Weise mit p-Phenylphenacylbromid umge- 
setzt. Der rohe Ester mrurde an Kieselgel (Benzol/Essigester 100 :1) chromatographiert und an- 
schliessend dreimal aus Ather im zugeschmolzcnen Rohr umkristallisiert, wobei man farblose 
ICristalle vom Smp. 118" erhielt. 

Cs7H,,0, Ber. C 77,06 H 6,44% Gef. C 76,86 H 6,46% 

XVI-Dimethylester. 50 mg Eindampfruckstand aus den Fraktionen 1-17 wurde mit eineni 
uberschuss atherischer Diazomethanlosung behandelt. Das eingedampfte Gemisch wurde 3mal 
bei 65"/0,03 Torr destilliert. - IH-NMR. (CCI,) : 0,63-1,92 (sh, 6H) ; 1 , l O  (d, J = 6,5,6H) ; 2,00-2,78 
(sh, 2H);  3,37 (s, 6H).  

C1,H,,O, Ber. C 61,09 H 9,32% Gef. C 61,16 H 9,26% 

Trennung der diaslereonzeren X VI-Dianilide. 16 mg Sauregemisch aus den Fraktionen 1-17 
([a]? =+15,2", c = 9,22 in CHCI,) wurden rnit Thionylchlorid und anschliessend mit Anilin 
umgesetzt. Das rohe Anilidgemisch (40 mg) wurde an 10 g Aluminiumoxid der Aktivitat I1 chro- 
matographiert. Mit Benzol wurden 15 mg rechtsdrehendes Dianilid eluiert, das nach 4maliger 
Kristallisation aus Benzol bei 172-174" schmolz. - [a]E = + 100' (c = 1,42, Chloroform). 

CzlH,,N,Oz Ber. C 74,52 H 7,7574 Gef. C 74,39 H 7,74y0 
Das optisch inaktive Dianilid (10 mg) vom Smp. 192", das rnit Benzol + 4% Chloroform eluiert 

wurde, erwies sich aufgrund von Misch-Smp. und 1R.-Spektrum (KBr) als identisch mit synthe- 
tischem meso-a, a'-Dimethyl~imelinsliuredianilid [20] . 

Auftrennung des benzolunloslichen Sduregemisches. Zu ciner Losung des benzolunloslichen 
Sauregemisches in 30 ml Wasser wurde bis zur schwach alkalischen Reaktion gesattigte Calcium- 
hydroxidlosung eingetropft. Der durch Filtration abgetrennte Niederschlag wurde in verd. Salz- 
saure gelost. Der aus der sauren Losung erhaltene Athylacetatauszug ergab nach dem Trocknen 
und Eindampfen eincn Ruckstand, der sich nach mehrmaliger Kristallisation aus Wasser als 
Oxalsaure erwies. 

Tetracarbonsdure Cl,H,,O, ( X  V I I ) .  Die von den unloslichen Calciumsalzen abfiltrierte Losung 
wurde durch cine Saule von 50 ml Dowex-50 (H+-Form) filtriert und anschliessend eingedampft. 
Der Ruckstand (864 mg) wurdc durch Vcrteilungschromatographie an 300 g, rnit 180 ml Wasser 
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befeuchtetem Kieselgel (MaZZinckvodt sl00 mesh D) mit wassergesattigtem Chloroform/l-Butanol- 
Gcmischen (aufeinanderfolgend jc 1 1 9:1, 4:1, und 2 : l )  als Fliessmitteln aufgetrennt. Mit dem 
letztercn Losungsmittel-Gemisch wurden 200 mg einer Saure Rf 0,27 eluiert, die nach 4nialiger 
Kristallisation aus Athylacetat 15 mg Kristalle vom Smp. 207' liefcrten. - 

C,,H,,O, Ber. C43,17 H 5,07% Gef. C42,91 H 4,997, 

XVII-Tetramethylester. In eine Lasung von 7 mg kristalliner Tetracarbonsaure in 1 ml Me- 
thanol wurde ein ubcrschuss atherischer Diazoniethanlosung destillicrt. Das cingedampfte Ge- 
misch wurdc bei 120°/0,01 Torr destillicrt. - IR. (CHC1,) : 1742 vs. - lH-NNlR. (CC1,) : s. Fig. 3. 

Abbau der Tetracarbonsdure X V I I .  28 mg Tetracarbonsaure wurde mit 2 ml 65proz. Brom- 
wasserstoffsaure im geschlossenen Rohr 2 Std. auf 130' erhitzt. Dic dunkel gefarbte Losung ergab 
nach dem Eindampfen 23 mg Ruckstand, dcr in 5 ml Feinsprit nach Zusatz von 1 ml 2~ Kaliuni- 
hydroxidlosung und 30 mg Pd/C iiber Nacht hydriert wurde. Uas durch Celit filtrierte Gemisch 
wurde eingeengt, rnit Wasser verdiinnt, angesauert und mehrmals rnit Ather ausgeschiittelt. Der 
eingedampfte Auszug (8 mg, papierchromatographisch von Methylbernsteinsaure nicht unter- 
scheidbar) lieferte nach aufeinanderfolgendcr Bchandlung rnit Diazomethan und Magnesium- 
anilid 12 mg Dianilid, das nach Chromatographie an 3 g Kieselgel (Methylenchlorid/Aceton 10 :1) 
und Zmaliger Kristallisation aus Benzol das gleiche 1R.-Spektrum (CHC1,) und chromatographi- 
sche Verhalten zeigte, wie synthetisches rac-Methylbernsteinsaure-dianilid. 

/3-Acetoxy-a, y,~-trimethyl-azelainsiiure-divnethylester ( X V I I I ) .  4 g des durch Hydrierung von 
Rifamycin S in Gcgenwart von Pt-Katalysator entstehenden Gemisches (s. Hexahydrorifamycin-S) 
wurden in einer Mischung von 16 ml 100proz. Sslpetersaure + 24 ml Eisessig 30 Min. auf 90-100" 
erhitzt und anschliessend eingedampft. Der Riickstand, der im Papierchromatogramm die gleichen 
Flecke zeigte, wie das durch Oxydation von Tetrahydrorifamycin S mit wasseriger Salpetersaure 
crhaltene Gemisch, sowie einen neuen Flcck Rf 0,70, wurde auf eine SPule von 300 g mit 180 ml 
Wasser befeuchtetem Kieselgel (Mallinckrodt 6100 meshr) aufgetragen und rnit 2,5 1 Chloroform 
eluiert. Das eingedampfte Eluat (2 , l  g) wurde durch Verteilungschromatographie an 250 g, mit 
220 ml der polaren (unteren) Phase des Systems I-Ieptan/Chloroform/Methanol/Wasser 5 : 5 : 5,5. 
4,5 angefeuchteten Celit aufgetrennt, wobei die apolarc Phase des gleichen Systems als Fliess- 
mittel diente. Es wurden Fraktionen zu 50 ml aufgefangen, dic vereinigten Fraktionen 16-22 
eingedampft, der Ruckstand (248 mg, Kf 0,70) mit einem uberschuss Ptherischer Diazomethan- 
losung behandelt und das Gemisch eingedampft. Dcr iilige Riickstand ergab nach Chromatogra- 
phie an Kieselgel (cunter 0.08 mms, Merck, Chloroform) und Dcstillation bei 135"/0,03 Torr 20 mg 
oliges Destillat. - IH-NMR. (CCI,) : 0,90 (d, ,I = 7, 3H) ; 1,08 (d ,  J = 7, 3H) ; 1,13 (d ,  J = 7, 3H) : 

C,,H,,O, Ber. C 60,74 H 8,92 ZOCH, 19,62% Gef. C 60,31 H 8,33 OCH, 19,37% 

Abbau vonp-Acetoxy-a, y,q-trimethyl-azeEainsdure-dimethylester ( X V I I I ) .  18 mg XVIII wurden 
in einem S mm weiten Pyrexrohr bei 0.05 Torr 7mal durch einen auf 470" erhitzten Glaswolle- 
pfropfen destilliert. Das Dcstillat (4 mg) ergab nach Chromatographie an 4 g Kieselgel (Chloro- 
form) 2,5 mg eines a,p-ungcsattigten Esters, UV., VIS. : 220 (4,4). In eine Losung von 1 mg dieses 
Esters in 5 ml Methylenchlorid wurde bci - 70" bis zur Blaufarbung Ozon eingeleitet. Dann wurdc 
die Losung vorsichtig eingcengt, dcr Ruckstand 1 Std. rnit 1 nil Wasscr gekocht, die wasserige 
Losung rnit Ather cxtrahiert, der getrocknete und eingedampfte &.herauszug 15 Std. mit 1 ml 
90proz. Ameisensaure und 0.1 ml Perhydrol stehcngelassen, die iibcrschiissige Persaure rnit Pt- 
Katalysator zerstort, 5 ml Wasser zugesctzt, rnit Athcr ausgeschuttelt uud der eingedampfte 
Athcrauszug 1 Std. rnit 1 ml l0proz. wasseriger Kalilauge gckocht. Die nach dem Ansauern des 
Gemisches durch Ausziehen rnit Ather gewonnene Saure liess sich papierchromatographisch von 
CL, a'-Dimethylpimelinsaure nicht unterscheiden. 

Methanolyse des Iminoiithers aus Rifavnycin S. 3,9 g Imino-methylather wurde in 30 ml lproz. 
methanolischer Salzsaure gelost, wobei sich die Losung nach wenigen Sek. tiefrot farbte. Nach 
1 Std. Stehen wurde das Gemisch rnit 300 nil Eiswasser versetzt, mit ZN Natriumhydrogencarbonat- 
losung auf pH =8 eingestellt und rnit Methylcnchlorid ausgeschiittclt. Aus der wasserigen Phase 
konnten nach dem Ansauern mit Z N  Salzsaure 823 mg dunkelrote amorphe Verbindung C14H1,N0, 
abzentrifugiert werden. Die Methylenchloridlosung ergab beim Eindampfen 2.9 g neutralen zah- 
flussigen Ruckstand. 

5,51/9,44. 

0,80-1,80 (sh, 7H);  1,97 (s, 3 H ) ;  2,l-2,9 (sh, 2 H ) ;  3,GO (s, 6H);4,95 (m, J1 = 5, J a  =7,  1H).  
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Verbindung C,,H,,N06 ( V I I I ) .  Der dunkelrote Niederschlag wurde nach dem 157a,schen mit 
\Vasser und Trocknen iiber Calciumchlorid 2mal aus Methanol umkristallisiert und 18 Std. bei 
135"/0,05 Torr gctrocknet. Die violettroten Kristalle verkohlen bei Temperaturen iiber 200' ohnc 
zu schmelzen. - UV., VIS.: 228 (4,42), 273 (4.26). 311 (4,04), 350 (4,05). - IR. (Nujol): 3320 s ,  

pK& = 7,12. Mikrotitration rnit 0 , l ~  HC10, in Eisessig: pK:,o~ = 6,96. 
1725 S, 1660 S, 1610 VS, 1598 VS. - 'H-NMR. (CF,COOH) 1,93 (s, 3H); 2,37 (s, 3H) ; 6,55 (s, 1H).- 

Cl4Hl1NO, Bcr. C 58.13 H 3,83 N 4,84% Gef. C 5822 H 3.68 N 5,13% 

Methylieruitg der Verbinduizg C1,HllNO,. 800 mg VIII wurden mit 30 ml Aceton, 20 ml Methyl- 
jodid und 3 g Kaliumcarbonat 15 Std. im geschlossenen Rohr bei 100" geschiittelt. Das mit Wasser 
verdunnte Gemisch liefcrte durch Extraktion rnit Methylenchlorid und Eindampfen der Ausziige 
cinen orangeroten Riickstand, der an Kieselgcl (Methylenchlorid/Aceton 20 :1) chromatographiert 
wurde. Dabei erhielt man zwci Hauptprodukte, die sich im Diinnschichtchromatogramm (Icie- 
selgcl, Methylenchlorid/Aceton 20 :1) durch Rf-Wertc von 0,55 bzw. 0,49 unterschieden. 

0, 0'-Dimethyl-N, N-dimethyl-Derivat X .  Die insgesamt 85 mg Produkt, Rf 0,55 lieferten nach 
Iiristallisation aus Ather 83 mg orangeroter KristaIle vom Smp. 164". - UV., VIS.: 207 (4,35), 
236 (4,31), 282 (4,27), 458 (3,69). - IR. (CHC1,) : kcine OH-Banden, 1700 s, 1680 s, 1608 s, 1565 VS. - 
lH-NMR. (CDCI,): 227 (s, 3H),  2,57 (s, 3 H ) ;  3,18 (s, 6H); 3.72 (s, 3H);  3,88 (s.3H); 5.53 (S, 1H). 

C1,Hl,NO, Ber. C 62,60 H 5,55y0 Gef. C 62,61 H 5,62% 

0, 0'-Dimefhyl-N-methyl-Derivat I X .  Die 250 mg Produkt, Rf 0,49, crgaben nach Kristallisa- 
tion aus Heptan/Benzol orangefarbige Kristalle vom Smp. 154'. - UV., VJS: 230 (4,45), 277 (4,30), 
sh 306 (4,08), sh 360 (3,53), 465 (3,56). - IR. (CHCI,) : 3395 m, 1700 s, 1678 s, 1615 VS. - lH-NMR. 
(CUCI,): 2,30 (s, 3 H ) ;  2,65 (s, 3 H ) ;  2,91 (d ,  J = 5,5, 3H) ;  3,80 (s, 3 H ) ;  3,88 (s ,  3H); 5,56 (s, 1 H ) ;  
6,38 (nz, 1H). 

CI,H,,NOG Bcr. C 61,63 H 5,17 N 423% Gef. C 61,86 H 5.21 N 4,55y0 

5- Pyruvoyl-6, 8-dimethoxy-2-hydro~yy-7-nzethyl-naplzthochinon- (7,4). 103 mg des 0, 0'-Dime- 
thyl-N-methyl-Derivates 1X wurden in 60 ml 10proz. wasseriger Salzsaure 1 Std. bei 65" geriihrt. 
Nach Bxtraktion der Msung mit Methylcnchlorid wurde der Auszug mit Natriumhydrogencar- 
bonatlosung geschuttelt, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft, wobei man 28 mg 
unverandcrtes .4usgangsmatcrial erhielt , Aus der angesauerten Natriumhydrogencarbonatlasung 
erhielt man durch Extraktion mit Methylenchlorid 70 mg einer gelben Verbindung, Smp. 170" 
(nach Kristallisation aus Benzol) , deren mcthanolische Losung sich nach Zusatz einer wasserigen 
Titan(II1)-chloridlosung dunkelblau farbte. - UV., VIS ( 0 , l ~  HCl in Feinsprit) : 215 (4,27). 
262 (4,24), 298 (4,19), 369 (3,79). - IR. (CHCI,) : 3360 m, 1705 s, 1660 VS, 1638 s, 1570 s; 0,166proz. 
Losung, 3p-Bereich gedehnt: 3360. -1H-NMR. (CDCI,): 2.24 (s, 3H) ;  2,56 (s, 3 H ) ;  3,68 (s, 3H);  
3,80 (s ,  3 H ) ;  6,03 (s, 1 H ) .  - PKGCS = 4,23. 

C1,Hl,O, Ber. C 60,38 H 4.43% Gef. C 60,30 H 4.37% 

A uftreiznzung der ?zeutralen Anteile dey Methanolyse. Die 2,9 g neutralen Anteile aus 3,9 g Imino- 
metbylather wurden an 100 g Kieselgel (Methylenchlorid/Accton 20 :1) chromatographiert, wobci 
man Fraktionen zu 17,5 ml auffing, die man durch DC. (Methylcnchlorid/Aceton 20 :1) untersuchte. 

Enolmethyliither Cz4Hss0, ( X X )  . Die Fraktionen 12-13 enthielten 371 mg einer z&flussigen 
Verbindung, Rf 0,70, die bei 195°/0,001 Torr destilliert wurde. - UV., VIS.: 268 (4,37). - IR.  
(CCl,) : 3540 m, 1742 s, 1712 s, 1677 m, 1658 m, 1639 w, 1605 w. - 1H-NMR. (CC1,) : s. Fig. 5. 

Cz4H,,0, Ber. C 65.73 H 8,73% Gef. C 6529 H 8,79y0 

Dimethylaceta,l C,,H,,O, ( X I X ) .  Die Fraktionen 15-25 ergaben insgcsamt 906 mg farbloses 
zahfliissiges 01, Kf 0,50, das bei 200"/0,001 Torr destilliert wurde. - UV., VIS.: 268 (4,48). - 
IR. (CCI,) : 3520 in, 1742 s, 1712 s, 1640 w. - lH-NMR. (CC1,) : s. Fig. 4. - [m]g = - 52,5" (c  = 0,61, 
CHCI,). C25H4208 Ber. C 63,80 H 9,00yo Gef. C 63,56 H 8,9276 

Hydrierung des Dimethylacetals X I X .  847 ing XIX wurdcn in einer Mikrohydrierapparatur mit 
Hilfe von 11 mg vorhydriertem Pt-Katalysator in Feinsprit bei Normaldruck hydriert, wobei die 
Wasserstoffaufnahmc (2,OO mol-Aqu.) nach 80 Min. zum Stillstand kam. Dann wurde die Losung 
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durch Cclit filtriert, das Filtrat eingedampft und der Ruckstand bei 200°/0,001 Torr dcstillicrt. ~ 

IR. (CCl,): 3550 m, 1740 vs, 1467 m. 

C,,H,60, Rcr. C 6326 H 9,77% Gcf. C 63,03 H 9,67% 

l7berjGhrzcn.g des Dimethylacetals X I X  in den Enolmethylather X X .  200 mg XIX wurden in 
einem 8 mm weitem Pyrexrohr bei 0,Ol Torr durch cinen 80 mm langen aul 300" erhitzten Glas- 
mollepfropfcn destilliert. Das Destillat (150 mg) wurdc an Kiesclgel (Methylenchlorid/Aceton 20 :1) 
chromatographiert, wobei man nebcn 109 mg unverandertcm Dimethylacetal 23 nig Enolmcthyl- 
ather XX isolierte. 

uberfiihrung des Enolmethylathers X X  in das Dinaethylacetal X I X .  40 mg XX wurden in 1 ml 
lproz. methanolischer Salzsaure gelost. Nach 1 Std. wurde die Losung mit 20 ml gesattigter 
Natriumhydrogencarbonatlosung versetzt und rnit Athcr ausgeschiittclt. Nach dem Trocknen und 
Eindampfcn des Auszuges wurde dcr Riickstand an Kiesclgel (Methylenchlorid/Aceton 20 :1) 
chromatographiert, wobei man neben 0,s mg unverandcrtem Enolmcthylather 22 mg Dimethyl- 
acctal XIX erhielt. 

Isodimethylacetal C,,H,,O,. 1 g Imino-methylather wurde in 5 ml lproz. methanolischer Salz- 
saure gelost. Nach 15 Min. wurde die Liisung rnit Wasser verdunnt, mit gcsattigter Natrium- 
hydrogcncarbonatlosung auf pH = 8 eingestellt und niit Methylenchlorid ausgcschtittclt. Aus der 
wasserigcn Phase konnten nach dem Ansaiuern 210 mg rotcs C,,Hl1O,N (VIII) abzentrifugiert 
werden. Der eingedampfte hiethylenchloridauszug (725 mg) ~ welchcr im DC. (Methylcnchloricl/ 
Aceton 2O:l) zwei Flecke rnit R p  0,50 bzw. Rf 0,30 zeigte, wurde an Kicselgcl (Methylenchlorid/ 
hccton 20 :1) chromatographiert. Dabci erhielt man nebcn 310 nig Dimethylacctal XIX, Rf 0,50, 
95 mg eines farblosen Ols, Rf 0,30, das bei 190°/0,01 Torr destillicrt wurdc. - IR. (CCl,) : 3530 m, 
1740s, 1710s, 1640m, 1607w. -'H-NMR. (CCI,): 0,91 ( d , J  = 7 ,  6 H ) ;  0,97 (d, J = 7, 6 H ) ;  1,5-2,9 
(sh, 7H); 1,92 (s, 3H);  2 , O l  (s, 3H);  3,0-4,2 (sh, 3H);  3,23 (s, 3H) ;  3,27 (s, 3H);  3,70 (s, 3H);  
4,45 (m, J1 = 4,5, JJ2 = 6,5, 1H) ;  4,72 (PPZ, jl = 4, Jz = 7,5, 1 H ) ;  6.00 (WZ, J1 = 7, .Jz = 15, 
1 H ) ;  6,35 (nz, Jr = 11, J z  = 1,5, 1H); 7,10 (m, J1 = 15, Jz = 11, 1H). 

C25H4208 Ber. C 63,80 €1 9,000/, Gef. C 63,73 H 8,98% 

Tetracarbonsaurc C,,H140, ( X V I I )  a m  Enolmethylathev X X .  In  eine Losung von 371 mg XX 
in 30 ml Methylenchlorid wurdc 30 Min. bci - 40" Ozon eingclcitet. Nach vorsichtigem Eindampfen 
im Vakuum loste man den Ruckstand in 5 ml 85proz. Anicisensaurc, setzte 1 ml Perhydrol zu 
und liess iiber Nacht stehen. Nach Zerstorung der iiberschiissigen Persaure rnit PdjC wurde das 
durch Celit filtrierte, dann eingedampfte Realrtionsgemisch (305 mg) 1 Std. rnit 30 ml 2~ Salz- 
saure gekocht und anschlicssend mit Methylcnchlorid extrahiert. Der Eindampfriickstand des 
Auszugs wurde rnit 1 ml50proz. wiisscriger Salpetersaurc 45 Min. auf 105" erhitzt, die eingeengte 
Losung mit 0,5 ml Ameisensaurc versetzt und cinigc Malc unter Zusatz von Benzol cingedampft. 
Der Ruckstand (203 mg) wurde durch Vertcilungschromatographie an 60 g, mit 36 ml Wasser 
verriebenem Kieselgel (Mallinckvodt ((100 mesh 1)) aufgctrennt. Als Fliessmittel dientcn wasscrge- 
sattigte Chloroform/l-Butanol-Gemischc (aufcinanderfolgend je 0,3 1 lO:l, 0,5 1 5:1, 0,3 1 3 : l ) ,  
wobei man Fraktionen zu 15 ml auffing. Die Fraktionen 42-64 enthiclten 40 mg einer Saure mit 
Rf 0,27, die nach Kristallisation aus Athylacetat 15 mg farbloser Kristalle, Smp. 202-204". 
[cr]f?' = + 41" (c = 0.70, Wasser) lieferte. Nach eincr wcitercn Kristallisation aus Athylacetat 
gaben die Kristalle, Smp. 204-206", [a]la>oO = +. 38,5" (c = 0.61, Wasser) rnit der durch Oxydation 
aus Tctrahydrorifamycin S crhaltenen Tetracarbonsaure lreine Smp.-Erniedrigung. 

Systematischer A bbau des Dimethylacetals C,,H,,O, ( X I X ) .  - Hyduoxy-acetoxy-dicarbonsiiztre- 
dimethylester C,,H,20, ( X X I ) .  In eine Losung von 900 rng XIX in Mcthylcnchlorid wurde 30 Min. 
bei - 30" Ozon eingelcitet. Dann wurde dic Losung vorsichtig cingcdampft, der Ruckstand in 5 ml 
85proz. Ameiscnsaure gelost, 1 ml Perhydrol zugesetzt, das Gemisch 15 Std. bei 25" stehengelas- 
sen, die iiberschiissige Persaure init Pd-Katalysator zcrstort, dic Losung durch &lit filtriert, das 
Filtrat eingedampft, in cine methanolischc Losung dcs Kuckstandcs im uberschuss atherische 
Diazomethanlosung destilliert und das Gcmisch eingedampft. Der oligc Riickstand (828 mg) ergab 
nach Chromatographie an Kiesclgel (Methylenchlorid/Aceton 20 :1) 403 mg ciner zahflussigcn 
Verbindung, die bei 160"/0,001 Torr dcstillicrt wurde. - IR. (CCl,) : 3570 m, 1743 vs. - 1H-NMR. 
(CCI,): 0,79 (d ,  J = 6,5, 3H);  0.92 (a, J = 7, 311); 0,95 ( d ,  J = 7, 613); 1,5-2,6 (sh, 5H);  2,02 
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(s, 3H);  2,77 (s ,b ,  1 H ) ;  3,17 (m, J1 = 2, J ,  = 10, 1 H ) ;  3,62 (s, 6H) ;  3,6-4,1 (sh, 2H);  4,61 (nz, 
J1 = 4,5, Jz = 11, 1 €I). - [a]g = - 53.6" (c = 1,48, Feinsprit). 

ClgH,,08 Ber. C 58,74 H 8,30% Gef. C 58,69 H 8,31% 

Diacetoxy-dicarbonsaure-dimethylester C,lH,40g ( X X I I )  . Eine Losung von 360 mg des Hydroxy- 
acetoxy-dicarbonsaure-dimethylesters XXI in 10 ml Acetanhydrid wurde nach Zusatz von 10 
Tropfen konz. Schwefelsaure 15 Std. bei 25" stehengelassen und dann rnit 50 ml gesattigter Na- 
triumhydrogencarbonatlosung versetzt. Each 1 Std. wurde das Gemisch rnit Methylenchlorid 
ausgeschiittelt und der Auszug mit Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen, getrocknet und 
eingedampft. Der Rtickstand lieferte nach Chromatographie an Kieselgel (Methylenchlorid/Aceton 
2O:l) und Kristallisation aus Hexan 334 mg farbloser Kristalle vom Smp. 93". - IR. (CCI,): 
1741 VS. - lH-NMR. (CCI,): 0,77 ( d ,  J = 6,5, 3H);  0,85 (d, J = 7, 3H);  1,03 ( d ,  J = 7, 3H) ;  
1,11 (d ,  J = 7, 3H) ;  1,6-2,s (sh, 6H);  1,92 (s, 3H);  2,03 (s, 3H);  2,97 (PW, J1 = 2,2, J z  = 10,5, 
1 H ) ;  3,60 (s, 3H);  3,5-4,1 (sh, 1H) ;  4,57 (m, J1 = 4,5, Jz = 10,5, 1H) ;  527 (d, J = 8,5, 
1 H). - [a]g  = - 41,9" (c = 1.46, Feinsprit). 

C,lH,O, Ber. C 58,59 H 7.96% Gef. C 58,72 H 8,0l% 

a,p- Ungesdttigter Acetoxy-dicarbonsaure-dimethylester Cl9HsoO, ( X X I  V )  . 294 mg Diacetoxy- 
dicarbonsaure-dimethylester XXII  wurden in einem 8 mm weiten Pyrexrohr bei 0.01 Torr durch 
cinen 80 mm langen auf 450° crhitzten Glaswollepfropfen destilliert. Dann wurde das Dcstillat 
an Kieselgel (Methylenchlorid/Aceton 50 :1) chromatographiert und das vom weniger polaren 
Produkt abgetrenntc unverandcrte Ausgangsmaterial erneut unter den gleichen Bedingungcn 
pyrolysiert und aufgetrennt. Nach einer weiteren Pyrolyse des nicht umgesctzten Diacctoxy- 
dicarbonsaure-dimethylesters erhielt man insgesamt 114 mg farbloscr Kristalle vom Snip. 79' 
(nach Kristallisation aus Pentan). - UV., VIS.: 219 (4,13). - IR. (CCI,) : 1742 s, 1716 s, 1648 w. - 

3H);  1,99 (s, 3H) ;  1.3-2,9 (sh, 5H);  3,08 (m, J1 = 2,2, Jz = 10,5, 1H); 3,63 (s, 3H);  3,80 (s, 

[ o L ] ~  = - 40.6' (c = 1.06, Feinsprit). 

1H-NMR.(CCl,)~0,73(d,J=7,3H)~0,86(d,J=7,3H);1,05(d,J=7,3H)~1,80(d,J~1,5, 

3H);  3,5-4,2 (sh, 1H) ;  4,59 (m, J1 = 4,5, J z  = 10,5, 1 H ) ;  6,73 (WZ, J1 = 10, J ,  = 1,5, 1 H ) .  - 

ClgH,,O, Ber. C 61,60 H 8.16% Gef. C 61,41 H 8,23% 

Profiionyloxy-acetoxy-dicarbonsaure-dimethylester X X I I I .  Eine Losung von 106 mg des 
Hydroxy-acetoxy-dicarbonsaure-dimethylesters XXI in 5 ml Propionsaureanhydrid wurde nach 
Zusatz von 5 Tropfen konz. Schwcfelsaure 15 Std. bei 25" stehengelassen und dann rnit 50 ml 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung versetzt. Nach 1 Std. wurde das Gemisch mit 
Methylenchlorid ausgeschiittelt und der Auszug mit Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. Dcr Riickstand ergab nach Chromatographie an Kieselgcl (Methylcn- 
chlorid/Aceton 2O:l) 90 mg farbloses 61. - IH-NMR. (CCI,) : 0,77 (d, J = 7, 3H) : 0,83 (d, J = 7, 
3H);  1,OO (d, J = 7, 3H);  1,07 (t, J = 7, 3H) ;  1,12 (d, J =7,3H);1,5-2,8 (sh,8H);2,02(s,3H); 
2,95 (WZ, Jl=2,2,J ,=10,5,  1 H ) ;  3,59 (s, 3H);  3,61 (s, 3H);  3,80 (m,1H);4 ,56(~n,J l=4 ,5 ,  
Jz = 10,5, 1H) ;  5,27 (d, J = 9, 1H). 

Pyrolyse  des Propionyl-acetoxy-dicarbonsaure-dimethyle~~ters X X I I I .  82 mg XXIII  wurdcn in 
einem 8 mm weiten Pyrexrohr bei 0,01 Torr durch einen 80 mm langen auf 450" erhitzten Glas- 
wollepfropfen destilliert. Durch Chromatographie des Destillates an Kiesclgel (Methylenchloridl 
Aceton 100 :1) und Kristallisation aus Pentan erhielt man 42 mg farblose Kristalle, die sich anhand 
von Smp., Misch-Smp., NMR.- und 1R.-Spektrum als identisch rnit dem cr,P-ungesattigten Ace- 
toxy-dicarbonsaure-dimcthylester XXIV erwiesen. 

Acetoxy-dicarbonsaure-dimethylester C,,H,60, ( X X  V )  . In  eine Losung von 100 mg des a,p-unge- 
sattigten Acetoxy-dicarbonsaure-dimethylesters XXIV in 30 ml Methylenchlorid wurde bei - 75" 
bis zur Blaufarbung Ozon und dann 10 Min. Stickstoff eingeleitet. Dann wurde die Losung im 
Vakuum vorsichtig eingedampft, der Riickstand in 5 ml 85proz. Ameisensaure gelost, 1 ml Per- 
hydro1 zugesetzt, das Gemisch 15 Std. bei 25. stehcngelassen, die iiberschiissige Pcrsaurc mit 
Pd/C zerstort, das Gemisch wiederholt mit Benzol eingcdampit, die Losung das Eindampfriick- 
standes in Methanol durch Celit filtriert, in das Filtrat im Uberschuss atherischc Diazomethan- 
losung destilliert und das Gemisch eingcdampft. Der Riickstand (80 mg) wurde an ICieselgcl 
(Methylenchlorid/Aceton 50 :1) chromatographiert, wobei man 50 mg 61 erhiclt, das bci 130"/ 
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0,01 Torr destilliert wurde. - IR. (CCI,) : 1749 vs. - I€€-NMR. (CCI,) : s. Fig. 6. - [x]g = - 42,7“ 
(c = 0,64, Feinsprit). 

C1,H,,O, Bcr. C 58,17 H 7,93% Gef. C 58,15 H 8,00yo 

Hydroxy-dicarbonsaure-dinzcthylester Cl4H,,0, ( X X  V I ) ,  40 mg Acetoxy-dicarbonsaurc-dime- 
thylester XXV wurden mit 5 ml 8proz. methanolischcr SalzsSiure 1 Std. unter Riickfluss gekocht, 
dann wurde im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand crgab nach Chromatographie an Kieselgel 
(Methylenchlorid/Accton 10 :1) und I<ristallisation aus Hcxnn 33 mg Kristalle vom Smp. 88”. - 
IK. (CHCI,): 3600 m, 3530 w (breit), 1732 s. - IH-NMR. (CCI,): 0.82 (d ,  J = 7, 3H) ;  0,88 
(d ,  J 7, 3H); 1,16 (d ,  J = 7, 3I-I); 1,4-2,2 (sh, 2H);  2,2-2,9 (sh, 41%); 3,12 (w,  J1 2,5, .Jp, 
10, 119); 3,37 (NZ, j 1  = 4,5, j z  = I O , ~ ,  I H ) ;  3,65 (s, GH);  3,so (w, IH) .  

C,,H,O, Bcr. C 58.31 I-I 8.39% Gel. C 58,48 13 8,59% 

0x0-dicarbonsuure-di~zethylester C,,H,,O, ( X X  V I I ) .  55 mg Chrom(V1)-oxid wurdc in 0,55 ml 
trockcnes Pyridin eingctragcn, das Gemisch 1 Std. geschiittelt und nach Zusatz eincr Liisung von 
27 mg Hydroxy-dicarbonsaure-dimethylestcr XXVI in 0,27 ml Pyridin weitcre 15 Std. geschiittelt. 
Dann wurde tIas Gemisch mit Wasscr verdiinnt, mit ;ither ausgeschuttelt, der Auszug mchrmals 
niit 15proz. EssigsSurelBsung, anschliessend mit Nat~-iumhyrlrogencarbonatlosung gewaschen, 
gctrocknet, eingedampft und dcr zahflussigc Ruckstand (20 mg) bei 120”/0,01 Torr destilliert. - 
IR. (CCI,) : 1743 vs, 1715 s. - lH-NMR. (CCI,) : s. Fig. 7. 

C,,H,,06 Ber. C 58,73 H 7,75% Ccf. C 58,70 H 7,78% 
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