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Hydroxy- und Methoxyphenazincarbonsiuren und ihren Methylestern (1)
H. Budzikiewicz, D. Stockl und A. Romer
Institut fur Organische Chemie der Universitat Koln, Greinstrage 4, D-5000 K6ln 41, West Germany

Das massenspektroskopische Fragmentierungsverhalten von isomeren Hydroxy- und Methoxy-
phenazin-1-carbonsduren (bzw. deren Methylester) wird i Hinblick auf eine mogliche Strukturer-
miltlung polysubstituierter Verbindungen diskutiert.

J. Heterocyclic Chem., 16, 1307 (1979).

Bei unseren Untersuchungen iiber Bakterienphenazine
(2,3) fallen haufig gerade die biogenetisch interessanten
Vertreter in so geringen Mengen an, daf Strukturinfor-
mationen nur aus dem Massenspektrum gewonnen werden
konnen. Wir haben daher das Fragmentierungsverhalten
von Hydroxy- und Methoxyphenazincarbonsiuren und
deren Methylester naher untersucht, denn in der Literatur

sind nur sehr unvollstandige Angaben zu finden (4,5).

Uber die Ergebnisse soll im folgenden berichtet werden.
L. Hydroxygruppen.

Sowohl - als auch 2-Hydroxyphenazin spalten CO ab
(5,6). Dagegen ist bei allen untersuchten Hydroxyphen-
azincarbonsduren und deren Estern CO-Verlust nur als
Sekundirprozef nach Abbau der COOH- bzw. COOCH;-
Gruppe (M - H,O bzw. CH;0H, M - CO, bzw. CO,CH,)

von Bedeutung.
2. Methoxygruppen (Tab. 1).

Im Spektrum von 1-Methoxyphenazin wird eine inten-
sive Peakgruppe [M CHO, Cl,0, (3113()]7L sowie
[M - H]" (-O-CH,-Briicke zum N, s. a) beobachtet, bei
2-Methoxyphenazin tritt dafir [M - Cl3-- CO]" hervor
(7). Entsprechend verhalten sich auch die isomeren 3-, 4-
6-, 7-, 8- und 9-Methoxyphenazin-1l-carbonsiuren und
deren Methylester: |M - CHO]* ist deutlich zu erkennen
bei den 4-, 6- bzw. 9- und fehlt bei den 3-, 7- und 8-Methoxy-
derivaten. Klar zeigt sich das unterschiedliche Verhalten
auch ausgehend von [M - CO,]% bzw. [M - CO,CH,]t
(m/e 210): Bei den 6- und 9-Methoxyverbindungen
treten Fragmente im Bereich m/e 179-181 (210 - CHO,
CH, 0, CH;0), bei den 3-, 7-und 8-Isomeren m/e 167 (210

- CH3CO) hervor. Zusatzlich zur Unterscheidung heran-
gezogen werden kann die Bildung von ausgepragten
[M - H]*-lonen (bei den entsprechenden Athoxyverbin-
dungen (8) [M - CH3]") fiir den Fall, dag die Alkoxy-
gruppe benachbart zum N steht. Dieser Effekt ist bei den
Methylestern deutlicher zu erkennen als bei den freien
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Sduren.
3. COOII- und COOCH;-Gruppen (Tab. 2).

Bei Phenazin-1-carbonsauremethylester ist zum Unter-
schied vom 2-Isomeren (5) [M - CO,ClH, ]* der Basispeak
(s- 6) (9). Alle untersuchten Hydroxy- und Methoxy-
phenazin-1-carbonsiuren zeigen bedeutende CO,-Abspal-
tung (Basispeak) ausgenommen die Fille, in denen durch
Nachbargruppeneffekte andere Abbauwege der Carboxyl-
gruppe konkurrieren: s. Pt. 4und 5). Bei den entsprechen-
den Methylestern liegen die Verhaltnisse analog, doch ist
der CO,CH;-Verlust in aller Regel weniger stark ausge-
pragt.

4. Wechselwirkungen zwischen OH- und COOII- bzw.
COOCH;-Gruppen (Tab. 3).

Aromatische Carbonsiauren und ihre Ester, die in o-
Stellung eine OH-Gruppe tragen, konnen haufig von
ihren m- und p-lsomeren dadurch unterschieden werden,

dag sie H, O bzw. ROH abspalten (o-Effekt) (10).

o T
CO
LgH ~Hz0, ©: ___’CO CeHO?t

Dementsprechend verliert 2-Hydroxyphenazin-1-carbon-
saure H,0. Zum Basispeak fuhrt jedoch auch Verlust
von H,0 bzw. ClI30H bei 9-Hydroxyphenazin-1-carbon-
saure (methylester). Man kann sowohl H-Wanderung
zum N (vergl. oben Pt. 2), wodurch ein Anthranilsaure-
system entsteht, diskutieren als auch direkte Wechsel-
wirkung zwischen der OH- und der COOH- (COOCH,)-
Gruppe: dafiir spricht die Beobachtung, daf auch 9-
Methylphenazin-l-carbonsiuremethylester (zum Unter-
schied z.B. von der 6-Methylverbindung) CH; OH verliert.

Die ubrigen isomeren Hydroxy-l-sauren und -ester -

)

soweit untersucht - zeigen im wesentlichen voneinander

unabhangigen Abbau der beiden funktionellen Gruppen
(Verlust von OCIH; bzw. CO,CH,, gefolgt von CO-
Abspaltung).

5. Wechselwirkungen zwischen OCHj3- und COOH- bzw.
COOCH;-Gruppen (Tab. 4 und 5).

OCH;-Gruppen an C-3, C-4, C-6, C-7, C-8 oder C-9 zeigen

© HeteroCorporation
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auch bei Anwesenheit einer COOH- bzw. COOCH;-
Gruppe an C-1 das unter Pt. 2 diskutierte Fragmentierungs-
verhalten (s. dort). Zu einer deutlichen Wechselwirkung
zwischen den beiden funktionellen Gruppen kommt es
jedoch wieder bei 1,9- und bei 1,2-Disubstitution.

Bei der 9-Methoxy-l-carbonsaure bzw. ihrem Methyl-
ester treten [M - CIIO]*, [M - CO, bzw. CO,CH; ]? und
[M - CO,; bzw. CO,CH, - CHO]" an Bedeutung zuriick,
[M-H]* [M- H- H,0 bzw. CH;0H]*, [M - H, O bazw.
CH;0H]Y und [M - H,0 - CO]? (ein m* fiir M* —
[M - CH,0,1% deutet auf schnelle Folge der beiden
Abspaltungen hin) bzw. [M - CH;0H - CO)? und [M -
CH30H - CO - CHO]™ beherrschen das Bild:

OCOR (l.‘,HZ“O oc— (l:H —0
N
1D e
-y N7 £ N7
(]
a
?H,—CO

N N~

+e -Co

N/ * N/
mje 208

2-Methoxy-1-carbonsiure zeigt neben [M - CO, |* und
dem nachfolgenden Abbau der OCHj-Gruppe in fiir o-
Methoxy-benzoesiure typischer Weise (11) [M - 11,0]F
und [M - COOH|*. Beim Methylester sind {M - CHO |*
und [M - CO,CH;]* von untergeordneter Bedeutung,
dafur treten - wenn auch mit anderen I[ntensitatsver-
haltnissen - mehrere der Fragmente auf, die bei 6-Methoxy-
benzoesiduremethylester beobachtet werden (12) (M - CH3,
M - OCH;, M - COOCH;, M - COOCH; - CH;3, M -
COOCH; - CH; - CO).

3-Methoxy-1-carbonsidure zeigt Verlust von CO; und
anschliefend Abbau der OCH;-Gruppe (Peakgruppe m/e
179-181). Dieses an sich fur a-standige OCHj;-Gruppen
typische Fragmentierungsverhalten konnte eine Erklirung
darin finden, daf nach Abspaltung der Siaurefunktion im
Ring ein unsubstituiertes C verbleibt, das als H-Akzeptor
bei dem nachfolgenden Abbau der OClH3-Gruppe fungieren
kann (analog dem Scrambling-Verhalten z.B. des CgHs *-
lons). Basispeak ist jedoch erwartungsgemif [M-CO,-
COCH; ™.

6. Mehrfach substituierte Verbindungen.

Hier soll an einigen Beispielen gezeigt werden, wie weit
fiir spezielle Substituentenstellungen typische Fragmen-
tierungsmuster noch erkannt werden konnen.

6.1. Polymethoxyphenazine (Tab. 1).

Befinden sich OCHj;-Gruppen nur in f-Stellungen
(2,3-Dimethoxy-, 2,3,7-Trimethoxyphenazin), so wird wie
bei 2-Methoxyphenazin [M - CH3 ]* und [M - CH; - CO]*
beobachtet.  Diese Sequenz ist wenigstens noch ein

zweites Mal klar erkennbar. In gleicher Weise ist bei
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mehrfacher a-Substitution (1,6-Dimethoxyphenazin) das
typische Fragmentierungsverhalten zu erkennen. [M - ],
[M - CHO]Y, [M - CH,0]" sowie [M - 2 CHO]? und
[M-CH,0-CHOJ*
6.2. Dicarbonsiaurediester (Tab. 2).
Phenazin-1,9-dicarbonsduredimethylester verliert CO,-
CH,, gefolg.t von ClI30H. Diese Sequenz ist zu erwarten,
da bei H-Ubertragung auf das benachbarte N (b) ein
Anthranilsduresystem gebildet wird, das dann CH;0H

verliert (o-Effekt) (10).

OCOCH,
s

eue

b

Unerwarteterweise liefert jedoch auch der 1,6-Dicarbon-
sauredimethylester m/e 206, wenn auch in geringerem
Umfang. Ob das primar gebildete [M - CO,CH, ]*-fon
Skelettumlagerung erleidet (evil. fluktuierende Strukturen
unter Veranderung der Ringgrofe, vergl. 13), ist eine
offene Frage. Beiden Estern gemeinsam ist ein lon der
Masse m/e 222, uber dessen Genese nur spekuliert werden
konnte.

6.3. 4-Methoxyphenazin-1,6-dicarbonsauredimethylester
und 4,9-Dihydroxy- (bzw. Dimethoxy-) phenazin-1,6-
dicarbonsauredimethylester (Tab. 3 und 4).

In voller Analogie zum 9-Hydroxy-1-carbonsaureester
wird aus der Dihydroxyverbindung zweimal CH;Oll und
dann CO verloren. Bei den Methoxyverbindungen ent-
spricht das Fragmentierungsmuster dem des 9-Methoxy-1-
carbonsauremethylesters (im oberen Massenbereich sind
die Spektren der drei Verbindungen praktisch deckungs-
gleich: [M - Cll3]%, [M - H]*, [M - H - CH;0H]",
[M - CH30H]Y, [M . CH3;0H - CO]* und [M - CH30H -
CO-CHOJ™*. Abbau des zweiten Satzes von Substituenten
ist nicht mehr deutlich erkennbar.

6.4. 2,3-Dihydroxy-(dimethoxy-)phenazin-1-carbonsiure-
(methylester) (Tab. 3 und 4).

Das Fragmentierungsverhalten wird durch den Sub-
stituenten an C-2 bestimmt. So zeiglt die Dihydroxy-
sdure [M - HyO]* (o-Effekt), gefolgt von CO-Abspaltung
(3x) sowie [M - CO;], gefolgt von CO-Verlust. Die
Dimethoxysiure spaltet in der typischen Weise H, O sowie
COOH ab und ihr Ester liefert [M - CII3]*, [M - OCH; ]*,
[M-COOCH; ", [M-COOCH; - Cll3 ]* und insbesondere
[M - COOCH; - CO]*. Die zusitzlichen Substituenten
von 2,3,7-Trimethoxyphenazin-1,6-dicarbonsauredimethyl-
ester fuhren wieder zu keinen weileren charakteristischen
Fragmenten.

6.5. 2,3,4-Trimethoxyphenazin-1-carbonsiduremethylester

(Tab. 4).
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Das Fragmentierungsverhalten wird von den drei Meth-
oxygruppen bestimmt: [M - CO,CI, ]! und [M -
COOCH; ]* sind praktisch nicht zu erkennen; [M - H]*
und [M - CHO, CH,0O, CH30]" treten wie fiir eine
OClI3-Gruppe an C-4 erwartet auf. Daneben findet sich
eine Reihe von Fragmenten, die auch im Spektrum von
2,3,4-Trimethoxybenzosauremethylester (14) beobachtet
werden:  [M - CH;]*, [M - CH;0H - ClO}", M -
CH;0H - CO - CH; ] ™.

7. M+2-lonen.

Bei substituierten Phenazinen werden haufig M+2-Ionen
beobachtet, die an Intensitit das erwartete M¥ um ein
Vielfaches uiibersteigen konnen (2,4). Es handelt sich
hierbei um Hydrierung in der lonenquelle (15), die stark
von instrumentellen Parametern abhingt. So fiihrte
Verwendung von Quarztiegeln gegeniiber Metalltiegeln in
geringerem Umfang zur Hydrierung. Uberdies konnte
durch Auswertung von totalionenstromgesteuerten Pro-
benverdampfungskurven gezeigt (16) werden, dag das
Ausmaf der Hydrierung in erster Linie nicht von der
Temperatur, sondern vom Probendruck abhangt, und
zwar mit steigendem Probendruck abnimmt. Anscheinend
erfolgl die Hydrierung an aktiven Stellen der Quellen-
oberflache (17), deren Zahl bei zunehmendem Proben-
druck relativ geringer wird. Hierfiir spricht auch, dag bei
Zusatz von H,O0, der zur Belegung aktiver Stellen fiihrt,
der Anteil an hydriertem Material zuriickgeht. Ein
Zusammenhang zwischen Struktur und Neigung zur Hy-
drierung konate nicht festgestellt werden.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir
fiir finanzielle Unterstiitzung.

EXPERIMENTELLER TEIL

Massenspektren wurden mit folgenden Geridten gemessen:
Varian MAT CH-7A, 111 und 731 (exakte Massenmessungen)
sowie Finnigan 3200 (F) (jeweils in den Tabellen vermerkt).

6-Hydroxy phenazin-1-carbonsiuremethylester.

Fiinfzig mg 6-Hydroxyphenazin-1-carbonsiure (4) wurden mit
10 ml Methanol und 2 g konz. Schwefelsiure 2 Std. gekocht, die
erkaltete Losung wurde mit Wasser verdinnt, neutralisiert und
mit Chloroform extrahiert. Reinigung durch Chromatographie
(Kieselgel; Chloroform/Essigester 10:1), Fp. 140-141°.

7-Hydroxyphenazin-1-carbonsiuremethylester.

Fiinfzig mg 7-Methoxyphenazin-1-carbonsiure (22) wurden mit
150 mg AlCl3 in 10 ml abs. Benzol 6 Std. gekocht. Nach
Entfernen des Losungsmittels gab man 10 ml Eiswasser und 5 ml
2 n Natronlauge zu, kochte 1 Std., siuerte an und extrahierte mit
Chloroform die gebildete Hydroxysiure und veresterte wie oben
beschrieben. Reinigung durch Chromatographie (Kieselgel; Chloro-
form/Essigester 3:1), Fp. 185-187°.

8- und 9-Hydroxyphenazin-1-carbonsiuremethylester.

Aus den entsprechenden Siuren wie oben beschrieben. 8-
Hydroxyphenazin-1-carbonsiuremethylester (Kieselgel; Chloro-
form/Essigester 2:1), Fp. 197°; 9-Hydroxyphenazin-1-carbon-

Hydroxy- und Methoxyphenazincarbonsiuren
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sauremethylester (Kieselgel;
140-142°.

3-Methoxyphenazin-1-carbonsiure.

Chloroform/Essigester 5:1), Fp.

Aus 2-Brom-3-nitrobenzoesiure und 2-Amino-5-methoxytoluol
wurde nach (4) 7-Methoxy-9-methylphenazin-1-carbonsiure her-
gestellt.  Decarboxylierung (21) lieferte 3-Methoxy-1-methyl-
phenazin Fp. 139-140°; NMR 6§ (CDCl3): 8,1-8,3 m (2H),
7,7-7,8 m (2H), 7,2-7,4 m (2H), 4,0 5 (3H), 2,83 5 (3H). 10 mg
3-Methoxy-1-methylphenazin wurden mit 1 ml Eisessig und 1
Tropfen konz. Schwefelsaure unter Eiskiihlung verrithrt und
portionsweise mit 30 mg Chromtrioxid versetzt und 15 Std.
stehen gelassen. Chromatographische Reinigung ergab neben 1-
Acetoxymethyl-3-methoxyphenazin nur sechr wenig 3-Methoxy-
phanzin-1-carbonsaure.

4-Methoxyphenazin-1-carbonsiure.

Aus 2-Brom-3-nitrobenzoesiure und 3-Amino-4-methoxytoluol
wurde nach (4) 9-Methoxy-6-methylphenazin-1-carbonsiure her-
gestellt:  Subl. ab 195°; NMR s (CDCl3): 8,97 ( 7,5 H-2),
8,60 (j 9 H-4), 8,07 (G 9; 7,5 H-3), 7,70 (j 7,5 H-7), 712 (j 7.5
H-8), 4,15 5 (O-CH3) und 2,85 s (CH3). Decarboxylierung (21)
lieferte 4-Methoxy-1-methylphenazin, das wie oben beschricben
zur 4-Methoxyphenazin-1-carbonsiure oxidiert wurde.

3- und 4-Methoxyphenazin-1-carbonsiuremethylester.

3- bzw. 4-Methoxyphenazin-1-carbonsdure wurde in Methanol
geldst und mit Diazomethan in Ather versetzt. Nach Entfernen
des Losungsmittels wurden zur Aufnahme der Massenspektren die
Ester mittels HPLC gereinigt (Si-60, 10 u; Hexan/iso-Propanol/
Methanol 30:10:1; UV-Detektion bei 270 nm).

6-Methylphenazin-1-carbonsiauremethylester.

Aus 2-Brom-3-nitrobenzoesiure und m-Toluidin wurden nach
(4) neben 8-Methylphenazin-1-carbonsiure 6-Methylphenazin-1-
carbonsiure hergestellt: Fp. 210%; A max (MeOH): 366 (e 484.0),
255 (e 29800), 210 (e 8510); NMR & (CDCl3): 9,02 (j 7,5 und
1,5, H-2), 8,62 (j 9 und 1,5, H4), 8,25 - 7,8 (m), 2,99 s.
Umsetzung des Isomerengemisches mit Diazomethan in Methanol
und Trennung an Kieselgel (Chloroform/Essigester 12:1) lieferte
die beiden Methylester. 6-Methylphenazin-1-carbonsiuremethyl-
ester: Fp. 151°, X\ max (MeOH): 364 (e 7600), 253 (¢ 25200);
NMR s (CDCl3): 8,47 (j 8,5 und 1,5, H-4), 8,30 (j 7 und 1,5,
H-2), 8,21 (j 8,5 br Dublett, H-9), 7,88 (j 8,5 und 7, H-3), 7.9 -
7,75 (m), 4,13 s, 2,93 5. 8-Methylphenazin-1-carbonsiuremethyl-
ester:  Fp. 111°; NMR 5 (CDCl3): 8,42 (j 9 und 1, H-4), 8,25
(j 7 und 1, H-2), 8,17 (j 10, H-6), 8,12 (j 2, H-9), 7,83 (j 9 und
7,5, H-3), 7,72 (j 10 und 2, H-7), 4,125, 2,63 s.
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English Summary.

The mass spectroscopic fragmentation behavior of isomeric
hydroxy- and methoxyphenazine-1-carboxylic acids (and their
methyl esters) is discussed with respect to a possible structure
elucidation of polysubstituted compounds.



