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Zusammenfassung—Fiir das neue Antibiotikum Resistoflavin wird auf Grund einiger chemischer Umset-

zungen, IR- und NMR-Untersuchungen im Vergleich zu dem verwandten Antibiotikum Resistomycin
die folgende Strukturformel vorgeschlagen:

2
H” ~H/

Abstract—By means of chemical reactions, IR and NMR studies in comparison with the related antibiotic
resistomycin the following structure has been proposed for the new antibiotic resistoflavin:

KUrzLICH wurde iiber die Isolierung des neuen Antibiotikums Resistoflavin aus
Kulturansitzen einer Selektante des Streptomycetenstammes JA 3733 berichtet.!
Das Antibiotikum wurde gemeinsam mit dem erstmals von Brockmann et al?
beschriebenen Resistomycin durch Mycelextraktion in Form von griingelben, licht-
empfindlichen Nadeln vom Schmelzpunkt 238-240° Zers. erhalten. Im Folgenden
wird eine Konstitutionsformel fiir das Antibiotikum vorgeschlagen.

Fiir Resistoflavin wurde die Summenformel C,,H,,0, aus den Analysendaten
und Massenspektren ermittelt. Das Antibiotikum ist optisch aktiv und hat ungesittig-
ten Charakter. KMnO, wird durch Lésungen des Antibiotikums oder seiner Acctate
in Eisessig im Gegensatz zu dem strukturverwandten Resistomycin und Resistomy-
cintetraacetat rapide entfirbt.
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Durch kurze Einwirkung von Essigsdureanhydrid in Pyridin entsteht aus Resisto-
flavin ein Triacetat, das im IR-Spektrum nur eine Acetyl-Carbonylvalenzschwingungs-
bande bei 1782 cm ™! aufweist. Demnach gehdren drei Sauerstoffatome zu pheno-
lischen bzw. enolischen Hydroxylen. Weiterhin zeigt das IR-Spektrum des Tri-
acetates in CHCI, eine konzentrationsunabhidngige OH-Valenzschwingungsbande
bei 3560 cm ~!; bei hoheren Konzentrationen zusitzlich eine Bande bei 3390 cm ™!
der intermolekularen Assoziation. Bei lingerer Acetylierungsdauer wird ein Tetra-
acetat erhalten, das im IR-Spektrum (CHCI,) keine OH-Valenzschwingungsbande
mehr aufweist, jedoch eine zweite Acetyl-Carbonylbande als Schulter bei 1755 cm ™ !.
Diese IR-spektroskopischen Befunde und die erschwerte Acetylierbarkeit sprechen
fiir eine vierte Hydroxylgruppe mit tertidrem Charakter. Die besondere Stellung
dieser vierten Hydroxylgruppe zeigt sich auch bei der Verseifung der Acetate. Wihrend
das Triacetat mit methylalkoholischem Alkali glatt zum Ausgangsantibiotikum
zuriickverseift wird, findet beim Tetraacetat unter gleichen Bedingungen eine
Abspaltung der tertidren Acetoxygruppe statt.

TABELLE }. LAGE DER INFRAROTABSORPTIONSMAXIMA (IN cm ™ !), RELATIVE BANDENINTENSITATEN (NORMIERT
AUF DIE INTENSITATEN DER CARBONYLVALENZSCHWINGUNGSBANDEN DER ACETATGRUPPEN) UND ZUORD-
NUNGEN IM CARBONYLVALENZSCHWINGUNGSBEREICH

Intensitdt
Zuordnung (normiert)

Resistomycin® 1603 Ce=0

1633 C,=0
Resistoflavin 1604 C¢=0

1648 C,=0

1667 C,,=0
Resistomycin- 1658 Ce=0 09
tetraacetat 1697 C¢—=0 04

1782 Acetat 40
Resistoflavin- 1672 Ce= 1-0
triacetat C,=

0.

1695 { C.,=0 8

1782 Acetat 30
Resistoflavin- 1670 Cs=0 07
tetraacetat 1692 C,=0 } 09

Ci=

1755sh

1776 Acctat 4-0
Anthron 1667

“ Siche auch Brockmabn et al.’
Alle Spektren in CHCl,-Losung.

Der Nachweis der dritten Carbonylgruppe war anfangs zweifelhaft. Wahrend namlich im IR-Spektrum
des Resistoflavins einwandfrei drei Carbonylvalenzschwingungsbanden identifiziert werden kénnen, sind
sowohl im Tri- als auch im Tetraacetat ausser den zusitzlich auftretenden Acetatbanden nur noch zwei
Absorptionsbanden in diesem Bereich zu beobachten. Diese Diskrepanz konnte jedoch spiter geklart
werden. Eine quantitative Auswertung der Bandenintensititen im Vergleich zu dem strukturanalogen
Resistomycintetraacetat ergab nimlich, dass der Bande bei 1695 bzw. 1692 cm ~ ! zwei bei gleicher Wellenzahl
absorbierende Carbonylgruppen zuzuordnen sind. Die relative Bandenintensitat ist mit 08 bzw. 09
doppelt so hoch wie die entsprechende Bande des Resistomycintetraacetates (0-4).
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Die Analyse der IR-Spektren des Resistoflavins im Carbonylvalenzschwingungs-
bereich ergab drei konjugierte Carbonylgruppen, von denen mindestens zwei
cheliert sind, da die entsprechenden Banden nach Acetylierung zu grosseren Wellen-
zahlen verschoben sind. (Tab. 1).

Die NMR-Spektren zeigen Signale fiir eine aromatische und zwei aliphatische
Methylgruppen sowie drei Aromat/Olefin-Protonen (Abb. 1 und 2). Damit sind alle
16 H-Atome des Molekiils erfasst.

Zusammenfassend ergibt sich I als Partialformel fiir Resistoflavin, wobei 16-19
C-Atome auf das Grundgeriist entfallen.

3OH (phenolisch-enolisch)
1 OH (tertidr)
C,oH;| 2 CH, (aliphatisch)
1 CH, (aromatisch)
3=0

I

Einige chemische Reaktionen geben iiber den Grundkérper der Substanz und die
Stellungen der funktionellen Gruppen Auskunft. So zeigt das Antibiotikum in
konzentrierter Schwefelsdure eine intensiv griingelbe Fluoreszenz, wie sie auch bei
dem Antibiotikum Resistomycin gefunden wurde.? Auch die Elektronenspektren
sind in konzentrierter H,SO, nahezu identisch, wihrend die Spektren in organischen
Losungsmitteln starke Unterschiede aufweisen. Die priparative Umsetzung ergab,
dass Resistoflavin durch Einwirkung von konzentrierter H,SO, bei Zimmer-
temperatur in ein rotes Chinon sowie eine gelbe Verbindung umgesetzt wird, die sich
als identisch mit Resistomycin (II) erwies:

Resistoflavin = Chinon +

Die chemische Konstitution des Resistomycins wurde kiirzlich von Brockmann
et al® sowie Bailey et al.* aufgeklirt. Da wir dieses Antibiotikum gleichzeitig mit
Resistoflavin aus Kulturansitzen unseres Stammes isoliert hatten,! konnten direkte
Vergleichsuntersuchunngen durchgefiihrt werden, die die Ableitung eines Konstitu-
tionsvorschlages fiir das neue Resistoflavin erlauben. Die beschriebene Umsetzung
des Resistoflavins in das um ein 0-Atom drmere Resistomycin erfolgt auch durch
kurzes Erhitzen tiber den Schmelzpunkt Schliesslich wurde nach einer unter milderen
Bedingungen verlaufenden Umsetzung gesucht. Eine solche Reaktion findet mit KJ
in Eisessig bei 70° statt und fithrt schon nach 10 Minuten zu einer fast vollstindigen
Reaktion, wobei als Hauptprodukt wiederum II entsteht.

Bei allen drei Reaktionen erfolgt also der Ubergang zu dem stabilen Resistomycin
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unter 1. Verlust einer Carbonylgruppe, 2. Verlust einer tertidren Hydroxylgruppe
und 3. Entstehung eines weiteren, phenolisch-enolischen Hydroxyls.

Da weiterhin unser Antibiotikum wie auch Resistomycin nur drei Aromat/Olefin-
Protonen und keine aliphatischen H enthilt, ist Resistoflavin als ein sauerstoffreicheres
Derivat des Resistomycins aufzufassen, das auch das gleiche Kohlenstoffgeriist mit
den drei Methylgruppen an C, und C, enthalten muss. Allerdings erscheinen die
beiden geminalen Methylgruppen im NMR-Spektrum des Resistoflavins als zwei
getrennte Signale, wéhrend fiir die Protonen der gleichen Methylgruppen im NMR-
Spektrum des Resistomycins nur ein Signali zu finden ist {vergi. auch Brockmann e: ai.?
sowie Bailey et al.%). Dies ist ein Hinweis, dass wesentliche Unterschiede der beiden
Formeln in der Nihe des C, liegen. Nach Vergleichen der IR-Spektren (Tab. 1)
bleiben beim Ubergang zum Resistomycin zwei der drei Carbonylgruppen unbeein-
flusst, und zwar die C=0-Gruppen an C, und C,. Beriicksichtigt man schliesslich,
dass durch die drei genannten Reaktionen keine Einfithrung von OH-Gruppen durch
Neukniipfung von C—O-Bindungen mdéglich ist und demnach die Positionen 3, 5, 7
und 10 auch im Resistoflavin mit O-Atomen besetzt sind, so ergibt sich als neue
Teilformel I11:

H,C CH,
0. O
3H (Aromat/Olefin)
H,C O‘ Ol 3H (anO)
“0 1 OH ( tertiar)
10 der Formel als =0

0 O O
111

Welche von den phenolischen Hydroxylen des Resistomycins im Resistoflavin fehlt,
lasst sich aus diesen Ergebnissen noch nicht ableiten.

Die dem Resistomycin analoge Anordnung III wird durch die Lokalisierung der
drei Aromat/Olefin-Protonen gestiitzt, die aufgrund ihres Bindungscharakters nur
am #ussersten Ringgeriist stehen konnen. Das Signal bei 692 ppm ist gegeniiber den
beiden anderen Protonensignalen verbreitert, bei stark gespreizter Registrierung
erkennt man vier Hyperfeinstrukturlinien, was durch eine Kopplung mit der aromati-
schen CH,-Gruppe an C, erklart werden kann. Es gehért demnach zu einem Proton
an Cq. Diese Zuordnung konnte auch durch Anwendung der INDOR-Technik
bestitigt werden, denn durch Einstrahlung auf das Signal der C,-Methylgruppe bei
2:58 ppm* wird die Intensitit des Cg-Protonensignals erhoht. Entsprechend wird das
Protonensignal bei 6-40 ppm intensiver, wenn auf das Signal bei 1-49 ppm eingestrahlt
wird. Da dieses zu einer der beiden geminalen Methylgruppen gehdrt, muss das
Proton mit dem Signal bei 6:40 ppm an C,, gebunden sein. Offensichtlich steht nur
diese der beiden geminalen Methylgruppen in rdumlicher Nachbarschaft zum H an
C,,, denn bei Einstrahlung auf 1:70 ppm tritt kein INDOR-Effekt auf. Die direkte
Zuordnung des dritten Protons gelingt nicht. Da es aber aromatisch-olefinisch ist,
bleibt in Formel III nur C, dafiir iibrig, und fiir die weiteren Ableitungen kann die
Partialforme} IV geschrieben werden.

* Diese Versuche wurden aus Grinden der besseren Loslichkeit mit dem Resistoflavin-triacetat
durchgefiihrt.
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H H,C CH,
0. O
@0 3H (an O-)
H,C O | 10H (tertiar)
10 der Formel] als =0
H H

O O O
v

Die Partialformeln sagen bisher nichts iiber die Anordnung der Doppelbindungen aus.
Eine Reihe von Aussagen sind jedoch bekannt:

Einerseits gehoren drei der vier O-Atome an C,, C,, C; und C,,, zu phenolisch-
enolischen OH-Gruppen, wie auch die Protonen an C,, C3 und C,, aromatisch-
olefinisch sind. Weiterhin hat die Methylgruppe an C, eindeutig aromatischen
Charakter. Andererseits geht aus der optischen Aktivitdt, der Anwesenheit einer
dritten Carbonylgruppe sowie einer tertidren OH-Gruppe hervor, dass neben Ring A
ein weiterer Teil des Molekiils gesittigt oder teilgesittigt sein muss. Welcher Ring
dafiir in Frage kommt, kann aus den IR- und NMR-Spektren abgeleitet werden.

Von den drei C=0-Valenzschwingungsbanden des Resistoflavins (Tab. 1) stimmen
zwei (bei 1604 cm ™! und 1648 cm ™! in CHCl,) in ihrer Lage nahezu mit den C=0O-
Valenzschwingungsbanden des Resistomycins iiberein. Nach Acetylierung erscheinen
beide Banden um bestimmte Betrége infolge Aufhebung der Chelation verschoben,
stimmen jedoch auch hier in der Lage mit den entsprechenden Banden des Resisto-
mycin-tetraacetates relative gut iiberein. Dies ist nur moglich, wenn die beiden

TABELLE 2. CHEMISCHE VERSCHIEBUNG & DER NMR-SIGNALE VON RESISTOMYCIN UND RESISTOFLAVIN BZW.
VOM JEWEILIGEN ACETAT

i C, Cs c, Cs c. c, c,
Resistomycin 7-39 311 7-12 666 163
Resistoflavin 671 273 692 666 { o
AS 068 038 020 000
zf:;‘;’;:'a’;"‘“ 741 283 117 ;::‘7" 53‘7)‘ 694 if;” 1-62
Resistoflavin- 640 258 699 235 235 694 235 { it
As 101 025 018 000

. Die Zahlenangaben erfolgten in ppm, bezogen auf Tetramethylsilan. Die Differenz zwischen den ppm-
Werten sich entsprechender Signale ist in der Spalte Ad angegeben. Die Spalten C,, ... C, kennzeichnen
die Substitutionsstelle der jeweiligen NMR-aktiven Gruppe (aromatische oder olefinische Protonen,
CH,-bzw. Acetylgruppe) am Molekiilgrundgerist. Dic Antibiotika wurden mit cinem 100-MHz-Gerit
in Pyridin-Dy gemessen, die Acetate in CDCl,.

Im Spektrum des Resistoflavin-triacetates tritt weiterhin wie auch beim Resistoflavin selbst ein Signal
einer nichitchelierten OH-Gruppe auf. Wegen der konzentrationsabhéingigen Lage sind diese Signale in
der Tabelle nicht angegeben.
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betrachteten C—0-Valenzschwingungsbanden von Carbonylgruppen an C, und Cq
herrithren und die Anordnung an den Ringen B, C und D gleich oder nahezu gleich
ist. D. h. die Ringe B und D sollten auch in Resistoflavin aromatisch und an den
Positionen 3, 5 und 7 mit chelierten Hydroxylen besetzt sein. Dementsprechend sind
im Triacetat des Resistoflavins drei phenolische Acetylgruppen nachweisbar. Fiir
den von Resistomycin unterschiedlichen Molekiilteil kime damit nur Ring E in
Frage.

Zum gleichen Schluss kann man durch die Vergleiche der NMR- Spektren kommen.
In der Tabelle 2 werden die chemischen Verschiebungen der beiden Antibiotika sowie
ihrer Acetate miteinander verglichen.

Die Tabelle 2 zeigt, dass (abgesehen von den geminalen Methylgruppen an C,,
die im Resistoflavin als zwei getrennte Signale erscheinen) alle Signale des Resisto-
flavins bei kleineren ppm-Werten liegen als die entsprechenden Signale des Resisto-
mycins. Diese Differenz ist bei C,, besonders stark, sie wird schwicher bei C, und Cy
und ist bei Ring B schliesslich gleich Null (Proton am C,). Die gleichen Verhiltnisse
finden sich bei den Acetaten. Es liegt deshalb die Annahme nahe, dass der Ring B
genau wie beim Resistomycin aromatischen Charakter besitzt, der Ring E dagegen
nicht mehr voll aromatisch ist. Der fehlende Ringstromeffekt verschiebt das Signal
des Protons an C,,; zu hoheren Feldstarken und wirkt sich auch noch etwas auf die
Substituenten des Nachbarringes D aus. Damit kommt fiir die Unterbringung der
dritten Carbonylgruppe, wie auch die IR-spektroskopischen Uberlegungen erwarten
lassen, Ring E in Frage.

Da C,, nach den NMR-Spektren mit einem Olefin-Proton besetzt ist und weiterhin
noch eine tertidire OH-Gruppe lokalisiert werden muss, gibt es nur zwei Anordnungs-
moglichkeiten (V und VI) fiir die Konstitution des Resistoflavins.

Formel VI kann aufgrund der Lage des NMR-Signals fiir die CH;-Gruppe an Cg
ausgeschieden werden, so dass wir V als Konstitutionsformel fiir Resistoflavin
vorschlagen.

Die Anwesenheit der Ketogruppe an C,, erklirt auch die gemessene Verschiebung
des H,,-Signals von nur 0-68 ppm gegeniiber Resistomycin. Durch den fehlenden
Ringstrom wandert dieses Signal zu hoherer Feldstiarke, die Carbonylgruppe in
Nachbarstellung bewirkt aber einen gegenteiligen Effekt. Die resultierende Ver-
schiebung ist abschitzbar und stimmt gut mit dem gemessenen Wert iiberein.

Das Auftreten von zwei NMR-Signalen fiir die Protonen der geminalen Methyl-
gruppen weist auf eine magnetische Nichtaquivalenz der beiden Methylgruppen hin.
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Tatsdchlich kann am Molekiilmodell demonstriert werden, dass gegeniiber dem
Resistomycin im Resistoflavinmolekiil eine Verformung auftritt, wodurch die eine
Methylgruppe wesentlich weiter vom Proton am C, entfernt ist als die andere. Das
konnte auch durch die INDOR-Versuche bestitigt werden.

CHigom

H"

Pyr. Hy

| Py, I

OH i Py o
e A

ct S

PPM 8 7

Ass 1. NMR-Spektrum vom Resistoflavin (100-MHz-Gerit) Lsungsmittel: Pyridin-D,

3XCH3 {Az)
o | o
CHCly
Hy
Hy
H
1 P L N 4 .....-i_—_
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ABB 2. NMR-Spektrum vom Resistoflavin-triacetat Losungsmittel: CDCl,

Weiterhin wird die leichte Eliminierung der tertidren Hydroxylgruppe verstindlich,
wobei die Reaktion zum stabileren Resistomycin mit einem Ubergang der C,,-

Carbonylgruppe zum phenolischen Hydroxyl begleitet ist.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Die IR-Spektren wurden mit einem IR-Spektralphotometer UR 10 (Carl Zeiss Jena) registriert. Die
Bandenintensititen wurden planimetrisch ermittelt. Die NMR-Spektren wurden mit einem Varian-100-
MHz-Gerit aufgenommen. Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mit einem Heiztischmikroskop.
Die Molekulargewichte wurden aus den Massenspektren ermittelt.

Resistoflavin. Das Antibiotikum wurde aus Fermentationsansitzen einer Selektante des Streptomyceten-
stammes JA 3733 und anschliessender Mycelextraktion gewonnen.® Resistoflavin fiel beim Einengen der
Essigesterextrakte in Form von griingelben bis griinlichen, rhombenformigen Kristallen aus, die nach
mehrfacher Umkristallisation aus Athylacetat chromatographisch einheitlich waren.®> Schmp.: Braun-
farbung bei 215, Schmelzen bei 238-240°C Zers. unter Neubildung spiessférmiger Kristalle. [«]2® —96
{c = 05 in Pyridin). Die Substanz dunkelte am Licht nach. (C,,H 40, (392:4). Ber: C, 67-34; H, 4-07.
Gef: MG 392; C, 6723; H, 4-26%,).

Resistomycin. Aus den weiter eingeengten Mutterlaugen der Essigesterextrakte. Nach Chromatographie
an HCl-behandeltem Kieselgel und Umkristallisation aus Essigester oder Dioxan : Hellgelbe bis orangegelbe
Nadeln. Schmp. 342-345°C Zers. (C;,H,40¢ (376:4). Ber: C, 70-21; H, 4-29. Gef: C, 70-27; H, 4-18%,).

Resistoflavin-triacetat. 200 mg Resistoflavin wurden in Pyridin (4-5 ml) gel6st und mit Essigsdureanhydrid
(1-5 ml) drei Stdn. bei Raumtemperatur im Dunkeln belassen. Danach wurde CHCI, (5 ml) zugesetzt und
mit Petrolither gefallt. Die Losung wurde vom weissgelblichen, zihen Niederschlag abgegossen und im
Kihlschrank belassen, wobei sich weitere Mengen Triacetate kristallin abschieden. Der ausgefillte
Niederschlag wurde in Athanol (10 ml) aufgenommen. Das Triacetat schied sich beim Kiihlen daraus als
blassgelbe Nadeln ab. Umkristallisation aus Athanol. Ausb. 98 mg. Die Substanz dunkelt am Licht nach.
Schmp.: Braunfirbung bei 215°, Schmelzen bei 242-243"C Zers. [a]3® 32 (¢ = 05 in CHCl,). (C,5H,,0,,
(518:5) Ber: C, 64-84; H, 4-26; CH,CO, 249. Gef: C, 65:00; H, 4-17; CH,CO, 24-3%).

Resistoflavin-tetraacetat. 570 mg Resistoflavin wurden in Pyridin (5 ml) gelést und Essigsiureanhydrid
(25 ml) zugefiigt. Im Dunkeln wurde 24 Stdn. bei Raumtemperatur belassen, anschliessend CHCI, (3 ml)
zugefiigt und das Acetat mit Petrolather ausgefallt, das sich als gelbes Ol abschied. Nach Abgiessen wurde
der dlige Rest erneut mit wenig CHCl, aufgenommen und mit Petroldther gefallt, wobei das Acetat als
weisslicher Niederschlag ausfiel, der abgesaugt und mit Petrolither gewaschen wurde. Umkristallisation
aus C,H,OH ergab 430 mg blassgelbe, lichtempfindliche Nadeln. [«]3? 9 (c = 0-5 in CHCl;) Schmp.:
Bei 150° Braunfarbung, bei 171-172" (Zers.) geschmolzen. (C;,H,,0,, (560-5). Ber: C, 64-28; H, 4:32;
CH,CO, 30-7. Gef: MG, 560; C, 64-22; H, 4-27; CH,CO, 30-3%,).

Umsetzungen des Resistoflavins in Resistomycin

(a) Mit H,SO, konz. 400 mg Resistoflavin wurden in H,SO konz gel6st und 20 Stdn. bei Raumtemperatur
belassen. Anschliessend wurde die Losung unter Kiihlen in Wasser eingegeben, der ausgefallene Nieder-
schlag abgesaugt, mit H,0O gewaschen und getrocknet. Zur Reinigung wurde das braune Rohprodukt, das
im DC® mehrere Zonen zeigte, an einer Kieselgelsiule (Kieselgel Merck 0-2-0-05, HCI-behandelt, in CHCI,
eingeschlimmt) aufgetrennt. Die Substanz wurde dazu in CHCIl, aufgegeben und mit CHCI; eluiert.
Dabei konnten der Reihe nach eine rote Zone (A), einc gelbe Zone (B), eine braune Zone (C) und zwei
weitere gelbe Restzonen aufgefangen werden.

Rotes Chinon aus Zone A: Aus der eingeengten CHCIl;-Losung der Zone A fiel im Kiihlschrank ein
ziegelroter Niederschlag aus (50 mg). Umkristallisation aus Essigester ergab 17 mg rote Nadelchen.
Schmp.: >350". Die Substanz 18st sich in verd. NaOH braun und wird mit Natriumdithionitlosung
reversibel zu einer intensiv orangen Losung reduziert. IR: 1590, 1650, 1672 cm ™! (KBr). (Gef: C, 67:67:
H, 392%).

Resistomycin aus Zone B: Die etwas eingeengte CHCl,-Losung der gelben Zone B wurde erneut auf
eine Kieselgelsdule (Kieselgel Merck 0-2-0-05, vorbehandelt mit NaHCO,, eingeschlammt mit CHCl,)
aufgegeben und mit CHCI, eluiert. Dabei wanderte der Hauptteil als orangefarbene Zone durch die
Siule, wihrend eine violettrote Zone am Start blieb. Die aufgefangene orange Zone wurde mit verd. HCI
und H,O gewaschen, die nunmehr gelbe Lésung eingeengt und gekithlt. Die ausgefallenen gelben Nadeln
(30 mg) waren nach Umkristallisation in Analyse. Schmp.. IR- und UV-Spektren sowie DC-Chromato-
graphie® mit Resistomycin identisch.

(b) Mit KJ in Eisessig. 400 mg Resistoflavin wurden heiss in Eisessig (200 ml) geldst und mit KJ (ca.
500 mg) 30 Min. bei 70° geriihrt, wobei die Losung durch freigesetztes Jod braun gefarbt wurde. Ausfillen
mit H,0, Absaugen und Waschen mit H,O ergab nach Trocknen 360 mg Rohprodukt. Durch Umkristal-
lisation aus Dioxan oder Reinigung durch Saulenchromatographie an unbehandeltem Kieselgel (Merck,
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0-2-0-05, eluiert mit CHCI;), wobei die gesuchte Substanz aus der gelbbraunen Hauptzone 1 gewonnen
wurde, erhielt man gelbe Nadeln, die in allen gepriiften Eigenschaften mit Resistomycin identisch waren.

(c) Durch Erhitzen. 50 mg Resistoflavin wurden gepulvert und im Metallbad zwei Min. auf 250° erhitzt.
Die erstarrte schwarze Schmelze wurde heiss mit Athylacetat extrahiert und die Lésung konzentriert. Die
daraus erhaltenen gelben Nadeln gaben im DC nur einen einheitlichen Ring mit dem R,-Wert des Resisto-
mycins und waren nach Analyse und IR-Spektrum mit dieser Substanz identisch.
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