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respectively and the fairly consistency of the amounts in spite of the difference of the
molecular weight suggests that Na-CMC is attached laterally to the plane of the par-
ticles in the adsorption. These amounts are also consistent well with the concentration
at which the minimum viscosity in Newtonian flow and lowest sedimentation volume
were observed as described in the previous paper. Moreover, by the addition of sodium
chloride to the Na-CMC solution, the amount of Na-CMC adsorbed increased to 2.55
mg./g. of barium sulfate. This is ascribed to the contraction of Na-CMC molecule,
which is caused by the suppression of dissociation in the presence of sodium chloride.

(Received March 16, 1962)
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37. Michihiro Yamada, Kazuaki Iizuka, Shigenobu Okuda, Toshinobu
Asai und Kyosuke Tsuda : Untersuchungen auf dem Gebiet der
mikrobiologischen Umsetzung. XVIILY Umwandlung
von Alkaloiden in der Morphin-Reihe durch
Trametes sanguinea. (3).

(Institut fitr angewandte Mikrobiologie der Universitdt Tokio*!)

Wie in den vorherigen Mitteilungen dieser Reihe®'® berichtet wurde, l4Bt sich die
Carbonylgruppe an C, in Codeinon mit Trametes sanguinea zur Hydroxylgruppe reduzieren.
Die Autoren versuchten diesmal die Reduktion der Carbonylgruppe an C; bei einem 143~
substituierten Codeinon zu erreichen, wobei ihnen interessierte, ob sich diese Ver-
bindungen mit 7.sanguinea an der Carbonylgruppe reduzierend angreifen lassen, und ob
diese enzymatische Reaktion stereospezifisch verlduft. Als Substanzen dienten 1483-
Acetoxycodeinon® und 148-Bromcodeinon.®

Die Fermentationen wurden bei 30° unter aeroben Bedingungen in Schiittelkulturen
durchgefiihrt; als Nédhrlosung wurde eine wiBrige Losung von Glukose (1%), Pepton
(0.2%), Rindfleischextrakt (0.1%), Hefeextrakt (0.1%) und Corn-steep-liquor (0.3%) ver-
wendet.** Die Umsetzung wurde vorldufig papierchromatographisch verfolgt und dann
in priaparativem Mabstab ausgefiihrt.

Die Umsetzung von 148-Acetoxycodeinon (I) verlief sehr befriedigend. Das Umse-
tzungsprodukt lieB sich mit einer Ausbeute von ca. 70 % gewinnen, und es bestand aus
einer einzigen Substanz; im Papierchromatogramm konnte nur ein Fleck von Rf 0.30%3
erhalten werden. Das gereinigte Produkt vom Schmp. 157~157.5° erwies sich nach
Schmelzpunkt, Misch-Schmelzpunkt, Papierchromatogramm und Infrarot-Spektrum
als identisch mit 143-Hydroxycodein (II).>> Bei dieser Umsetzung findet also auler der
Reduktion der Carbonylgruppe noch eine Reaktion, d. h. der Ersatz der Acetoxylgruppe

*1 Yayoicho, Bunkioku, Tokio (IUEEE., SIFMP, HEEE, ¥HBE, BEHREN).

*2 Diese Lisung eignete sich zur Reduktion der Carbonylgruppe des Codeinons. Siehe auch FuBnote
1 und 2.

*3 Nach der Methode von Biichi durchgefiihrt : Bull. on Narcot., 1960, April-June, 25.
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an C,, durch die Hydroxylgruppe, statt.

Das 148-Acetoxycodein® (II) lieferte bei gleicher Umsetzungsreaktion auch I mit
einer Ausbeute von ca. 70 %.

Als Kontrolversuch wurde die Kulturlésung von 7. sanguinea 15 Min. bei 115° in einem
Autoklav sterillisiert, mit I bzw. II versetzt, durch Hinzufiigen von Ammoniaklésung
schwach alkalisch gemacht (pH 8) und 5 Tage bei 30° geschiittelt; dabei blieb I bzw. II
fast unverdndert.

Bei dem obengenannten Gruppenaustausch an C;, handelt es sich also nicht um eine
Verseifungsreaktion in dem alkalischen Medium, sondern um eine mikrobiologische
Umwandlungsreaktion.

Bei der Umsetzung von 143-Bromcodeinon (IV) lief sich auch II mit einer Ausbeute
von 16 % gewinnen; daneben entstand eine kleine Menge von Neopin® (V) (Ausbeute 4 %).
Wie von Stock® bereits bemerkt worden ist, wird das Brom des IV im alkalischen
Medium durch eine Hydroxylgruppe nicht ersetzt. Die Autoren haben dieses IV sowie
14B8-Bromcodein,® wie bei dem obengenannten Kontrolversuch von I und II, mit einer
vorher sterillisierten Kulturlosung von 7. sanguinea behandelt, wobei sich wirklich die
unverdnderten Stoff zurilickgewinnen lieRen.

Daraus 146t sich schlieBen, daB sich bei der Umsetzung von I bzw. von IV mittels
T. sanguinea einerseits die stereospezifische Reduktion des 6-Carbonyls, d.h. die stereo
spezifische Bildung des Hydroxyls mit a-Konfiguration, und andererseits eine Substitu-
tionsreaktion an der C,,~Stelle vollzieht.

Im Zusammenhang mit der Carbonylreduktion an Cy-Stelle war fiir die Autoren auch
die mikrobiologische Umsetzung des Pseudocodeinons® (VI) von Interesse, da sich die
Carbonylgruppe des letzteren in einer anderen Stellung, ndmlich an C,, befindet. Dieses

OCH; OCH;

1T + HO /
T.sanguinea ~

Schema 1.

6) R.H.F. Manske, H.L. Holms : The Alkaloids Voll. I. p. 188 (1952), Academic Press Inc. N.Y.
7) L. Knorr, H. Hérlein : Ber., 40, 2032 (1907); 41, 969 (1908). :
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VI blieb in der Kulturlésung von 7. sanguinea ginzlich unverdndert. Damit wurde
bewiesen, daB diese Mikroorganismen stereospezifisch die Carbonylgruppe an C; angreifen.

Experimentelles**

Umsetzung von 143-Acetoxycodeinon (I) mit 7. sanguinea Als Nihrlosung wurde folgende
Zusammensetzung verwendet : Glukose 1%, Pepton 0.2%, Rindfleischextrakt 0.1%, Hefeextrakt 0.1%
und Corn-steep-liquor 0.3%. Ein Schiittelkolben von 500 ccm Inhalt wurde mit 100 ccm Ndhrlosung
beschickt, mit einer Sporenaufschwemmung von 7. sanguinea geimpft und 48 Std. auf einer rotierenden
Schiittelmaschine bei 30° geschiittelt. Dieser Kulturlosung wurden 50 mg I® (Rf 0.93) zugegeben und
5 Tage geschiittelt. Hierauf wurde diese Garungsfliissigkeit mit 5-proz. NH,OH schwach alkalisch
gemacht (pH 9), mit CHCl; versetzt und dann in einer Homogenisierungsapparatur behandelt. Durch
Zentrifugieren wurde die CHCl;-Schicht von der Gérungsfliissigkeit abgetrennt und mit verd. HCI
geschiittelt. Diese wilrige Losung wurde mit 5-proz. NH,OH schwach alkalisch gemacht und die
abgeschiedene Base mit CHCl; extrahiert. Das aus den CHCl;-Ausziigen erhaltene Produkt (31 mg)
wurde aus Benzol-Me;CO umkristallisiert; Schm. 157~157.5°. Diese Substanz erwies sich nach
Schmp., Misch-Schmelzpunkt IR-Absorption und Papierchromatogramm (Rf 0.32) als identisch mit
dem 14g8-Hydroxycodein (II)%) 50 mg 148-Acetoxycodein (II)» (Rf 0.85) wurden auf gleiche Weise
mit T. sanguinea umgesetzt, wobei sich 32 mg II gewinnen liefen.

Umsetzung von 143-Bromcodeinon (IV) mit 7. sanguinea——750 mg IV¥ wurden zu einer Kultur
von T. sanguinea hinzugefiigt und 5 Tage bei 30° fermentiert. Nach der iiblichen Aufarbeitung lieBen
sich 200 mg einer basischen Substanz gewinnen. Diese wurde an 2 g Silikagel chromatographiert.
Zum Eluieren diente zuerst Benzol-Me,CO (1:1), wobei 143 mg Kristalle als erste Fraktion erhalten
wurden. Bei der Umkristallisation aus Benzol-Petroldther ergaben sich 100 mg Kristalle vom Schmp.
157~157.5°, die sich nach allen Daten als identisch mit I erwiesen. Beim weiteren Eluieren mit
Me,CO erhielten die Autoren die zweite kristalline Fraktion (26 mg). Da diese Substanz keinen
scharfen Schmelzpunkt zeigte, wurde sie in das entsprechenden Hydrobromid Salz iiberfithrt und aus
H,0-EtOH umkristallisiert; Schmp. 288~289°. Diese Kristalle erwiesen sich nach Schmelzpunkt,
Misch-Schmelzpunkt und IR-Absorption als identisch mit Neopin-HBr.®

Dem Japanischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung (Unterrichtsminis-
terium) danken die Autoren sehr fir die Unterstiitzung diesser Arbeit. Die Elementaranalysen und

IR-Spektralaufnahmen wurden in diesem Laboratorium ausgefiihrt. Dafiir mochten die Autoren
Friulein H. Yamanouchi, K. Hayashi und N. Kurosawa herzlich danken.

Zusammenfassung

143-Acetoxycodeinon und 1483-Bromcodeinon wurden mit 7. sanguinea umgesetzt,
wobei sich 148-Hydroxycodein als gemeinsames Produkt gewinnen lieB.

(Eingegangen am 23. Mirz, 1962)

*#¢ Die Schmelzpunkte sind auf dem Kofler~-Block bestimmt und noch nicht korrigiert. Papierchro-
matographische Untersuchungen wurden nach der Bichi-Methode*? durchgefiihrt.
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