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Saure Hydvolyse des Acetonids 8. 50 mg 8 wurden in 10 ml 80-proz. wisseriger Essigsdure 3 Std.
gekocht. Darauf wurde die Reaktionslésung im Vakuum eingedampft und der Riickstand (4)
2 Std. mit 4 ml Acetanhydrid-Pyridin-(1:1) bei 90° acetyliert. Das nach dem Eindampfen im
Vakuum erhaltene Rohprodukt wurde in Benzollosung durch Silicagel filtriert. Dabei konnten
21 mg Kristalle eluiert werden, die nach viermaligem Umkristallisieren aus Ather-Methanol bei
108° schmolzen. Nach Mischprobe, IR.-Spektrum und Diinnschichtchromatogramm liegt das
Triacetat 5 vor.

Die Analysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der ETH (Leitung W. MANSER)
ausgefiihrt. Frau A. voNn WARTBURG und Herr CHR. CHYLEWSKI besorgten die Aufnahme der
NMR.-Spektren, Herr R. DouNER die Aufnahme der IR.-Spektren.

SUMMARY

Ultra-violet irradiation of 1-dehydro-2-formyl-testosterone acetate (1) in dioxane
leads to a complex mixture containing the salicylic aldehyde derivative 2 as the
major component. Traces of 2-methyl-4-hydroxy-17§-acetoxy-A%: % 510_estratriene
have also been isolated. Acid-catalysed dienone-phenol rearrangement of 1 yields
a phenol (6) of the same structure type as the major photoproduct 2.
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309. Hircinol, eine antifungisch wirksame Substanz aus Knollen von
Loroglossum hircinum (L.) RICH.

von J. Urech, B. Fechtig, J. Niiesch und E. Vischer

Herrn Prof. K. BERNHARD zum 60. Geburtstag gewidmet

(30. TX. 63)

Viele Orchideen vermégen sich nur dann zu cntwickeln, wenn ihre Keimlinge
und Wurzeln von Pilzen besiedelt werden. Die Pilze dringen dabei in das Wirts-
gewebe ein, wobei ihre Ausbreitung jedoch begrenzt bleibt. Die Lokalisation der
Infektion muss auf Abwehrreaktionen in den Orchideengeweben beruhen. In der
Tat konnte in verschiedenen Arbeitenl) gezeigt werden, dass in den Knollen
mehrerer Ophrydeen, z. B. Orchis mulitaris L., Loroglossum hircinum (L.) RicH.,
solche chemische Abwehrreaktionen ablaufen, welche die eindringenden Pilze auf-
halten. Diese Reaktionen stehen im Zusammenhang mit der Bildung von pilz-
wirksamen Substanzen, deren fungistatische Wirkung ¢» vitro nachgewiesen werden
konnte?).

BoLLER und Mitarbeiter®) untersuchten vor einigen Jahren die Inhaltsstoffe der
Knollen von Orchis militaris L., welche mit dem Pilz Rhizoctonia repens BERN.

1} J. NtuEscH, Defense Reactions in Orchid Bulbs. 13th Symposium of the Soc. for Gen. Microbiol.
[Symbiotic Associations], held at the Royal Institution, London, April 1963, University Press
Cambridge 1963, p. 335-343, und dort verzeichnete Lit.

2) E. GAUMANN, J. NUEsca & R. H. Rimpau, Phytopathol. Z. 38, 274 (1960).

3) A. BorLER, H. CorrODI, E. GAUMANN, E. HARDEGGER, H. KERN & N. WINTERHALDER-WILD,
Helv. 40, 1062 (1957).
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infiziert worden waren. Neben biologisch inaktiven oder nur schwach aktiven Sub-
stanzen wie p-Hydroxybenzylalkohol?)?) und Cumarin3)?) isolierten sie das fungi-
statisch wirksame Orchinol®), welches offenbar den Hauptabwehrstoff der erwidhnten
Orchideenart gegen Rhizoctonia repens darstellt. Die Konstitution des Orchinols
konnte inzwischen als 2,4-Dimethoxy-7-hydroxy-9,10-dihydrophenanthren (Ia)
aufgeklart werden#?)%)$).

Dass auch Loroglossum hircinum das Wachstum von Wurzelpilzen zu hemmen
vermag, ist schon lange erkannt worden?)®). GAumaNN und Mitarb.?) machten vor
drei Jahren die interessante Feststellung, dass Knollengewebe dieser Orchideenart
das Wachstum von Rhizoctonia repens auf Agarplatten stark zu hemmen vermag,
obwohl kein oder hochstens Spuren von Orchinol nachgewiesen werden konnten.
Es war daher naheliegend anzunehmen, dass diese Orchidee einen oder mehrere von
Orchinol verschiedene Abwehrstoffe bildet. In dieser Arbeit berichten wir iiber
zwei neue Verbindungen, das fungistatisch wirksame Hircinol und die biologisch

Aufarbeitungsschema
1 kg Knollenbrei (wisserig)

dreimal mit 1 1 Aceton und einmal mit 1 1 Ather extrahieren;

Filtrate i. Vak. von Aceton und Ather befreien
v

Vorextrakt (wisserige Suspension, pH 6,0-6,5)

Extraktion bei pH 4,5 mit

Ather l Methylenchlorid l Athylacetat l
¥
Extrakt I Extrakt I1 Extrakt I1T wiss. Losung
Pilz- und schwach Pilz- schwach Bakterien- inaktiv
Bakterien- und Bakterien- aktiv
aktiv aktiv

5-proz. in Ather lésen, mit 1N NaOH extrahieren; alkalische Ausziige
mit 5N HCl auf pH 4,5 stellen und erschopfend mit Mecthylenchlorid

extrahieren
mit NaOH extrahierbarer Neutralstoffe
Anteil (vor allem Phenole),
Pilz- und Bakterien-aktiv praktisch inaktiv
Chromatographie an Silicagel,
Kristallisation

Hircinol, Orchinol Substanz A

%) E. HARDEGGER, M. ScHELLENBAUM & H. CorropnI, Helv. 46, 1171 (1963).

5) M. SCHELLENBAUM, Isolierung und Konstitutionsermittlung des Orchinols, Diss. ETH Ziirich,
1959.

8) E. HARDEGGER, H. R. BiLanDp & H. Corrobi, Helv. 46, 1354 (1963).

) N. BErRNARD, Rev. gén. Bot. 76, 405 (1904).

8} P. NoBEcoURT, C. 1. Séances Acad. Sci. 777, 1055 (1923).
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unwirksame Substanz A, welche beide aus Knollenmaterial von Loroglossum hircinum,
das mit dem Pilz Rhizoctonia versicolor MULLER e, NUEsCH (ETH Nr. M 2982) infiziert
worden war, isoliert wurden. Sie scheinen chemisch dem Orchinol nahezustehen.

Fiir die Gewinnung und Isolierung dieser Substanzen verwendeten wir folgende
Methode: Die Knollen von Loroglossum hirctnum wurden in dhnlicher Weise pri-
pariert und aktiviert, wie dies fiir die Gewinnung von Orchinol aus Orchis militaris
beschrieben worden ist®. Das Knollenmaterial wurde mit Rhizoctonia versicolor
beimpft und 10-14 Tage lang bei 24° inkubiert. Nach dieser Zeit hatte der Pilz
gewthnlich das gesamte Knollenmaterial tiberwuchert, was sich in einer braunen
Verfarbung des Substrats dusserte. Die Knollen wurden nun im Homogenisator zu
einem wisserigen Brei zerschlagen, aus welchem sich Hircinol und Substanz A nach
dem Schema S. 2759 isolieren liessen.

Die im Laufe der Trennung anfallenden Extrakte und Chromatogrammfraktionen
wurden systematisch mittels Papierchromatographie-Bioautographie untersucht
(Testorganismen: Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Candida vulgaris).
Wegen der offenbar schlechten Diffusion musste die sonst iibliche Kontaktzeit von
20 Min. auf 60 Min. ausgedehnt werden. Bezeichnenderweise waren die Hemm-
zonen auch bei sehr starker Substanzbelastung der Papierstreifen nie grosser als die
UV.-missig eruierbare Ausdehnung der Flecke, was mit der schlechten Wasser-
16slichkeit und Diffusion zusammenhidngen diirfte.

Am vorteilhaftesten crwiesen sich die zwei Papierchromatographicr-Systeme Formamid/
Cyclohexan-Benzol 1:119) und Petrolither-Benzol-Methanol-Wasser 17:33:40:10 (= BusH B311)).
Wihrend die Athylacctat-Ausziige und die verbleibende wisserige I.6sung nur noch geringe
Bakterienaktivitat aufwicsen, liess sich im Extrakt II, vor allem aber im Extrakt I, eine UV.-
absorbierende Substanz erkcnnen, welche sowohl Staph. aureus als auch die beiden erwidhnten
Testpilze hemmte und deren Rf-Werte von denjenigen des Orchinols deutiich verschieden waren
(s. u.).

Hircinol. - Die von uns als Hircinol bezeichnete neue Verbindung C,;H;,04
kristallisiert aus Aceton-Petroldther-Gemisch in farblosen Kristallen vom Smp.
162,5-164°. Die Ausbeuten an kristalliner Reinsubstanz variieren von 250400 mg
pro kg Knollenmaterial. Der nach ZEeIsEL gefundene Gehalt an O-Methylgruppen
und der Gehalt an aktivem Wasserstoff nach ZEREWITINOFF sind Dbei der angege-
benen Summenformel gut vereinbar mit der Struktur eines Desmethylorchinols
(ILla oder IIb), indem sich zwei aktive Wasserstoffatome und eine Methoxylgruppe
nachweisen lassen. In der Tat wird Hircinol mit Essigsdureanhydrid in Pyridin bei
Raumtemperatur leicht in ein Diacetylderivat IIlb vom Smp. 126,5-127,5° iiber-
gefithrt. Mit diesem Befund im Einklang steht auch das papierchromatographische
Verhalten, besitzt doch Hircinol in allen untersuchten Systemen einen kleineren
Rf-Wert als Orchinol (vgl. Tab. 1).

Falls das Hircinol ein partiell entmethyliertes Orchinol wire, miissten die beiden
Verbindungen bei der vollstindigen Methylierung das gleiche 2,4,7-Trimethoxy-
9,10-dihydrophenanthren (Ib) ergeben. Wihrend aber Orchinol (Ia) mit Dimethyl-
sulfat in Alkalilauge einheitlich den bekannten Orchinol-methyliather (Ib)4)%) liefert,

9 E. GAuManN & H. KErn, Phytopathol. Z. 35, 347 (1959).
10y A, ZarFraronNI, Recent Progr. Hormone Res. &, 51 (1953).
11y 1. E. Buss, Biochem. J. 50, 370 (1952).
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erhilt man bei der analogen Methylierung von Hircinol ein Gemisch von zwei schwach
polaren Substanzen, welche sich chromatographisch so dhnlich verhalten, dass sie
sich nur in gewissen Diinnschichtchromatogramm-Systemen auf Silicagel knapp auf-
trennen liessen. Die polarere Komponente hat sich auf Grund des chromatogra-
phischen Verhaltens als identisch mit der ebenfalls aus Knollen von L. hircinum
isolierten «Substanz A» erwiesen. Die schwicher polare Komponente verhilt sich
chromatographisch sehr dhnlich dem Orchinol-methyldther, ist aber nicht identisch
mit diesem. Hircinol stellt deshalb keines der zwei mdglichen Desmethylorchinole
(ITa oder IIb) dar, und es ist auch sehr unwahrscheinlich, dass ihm die dritte denk-
bare Struktur IIc zukommt.

Tabelle 1. Papievchvomatographischev Vevgleich von Hivcinol mit Ovchinol

Rf-Wert in Temp. Hircinol Orchinol
Formamid/Cyclohexan-Benzol 2:1 22° 0,13 0,40
Formamid/Cyclohexan-Benzol 1:1 22° 0,22 0,52
Formamid/Cyclohexan-Benzol 1:4 22° 0,62 0,81
Petroldther-Benzol-Methanol-Wasser 17:33:40:10 38° 0,36 0,53
(= Busn By)
Petrolather-Methanol-Wasser 100:96:4 (= BusH A) 38° ~0 0,10
R//
;AN
CH,0 K J OR [ [) 10CH; 1 OCH,
NG NN 2 OH 2 OAc
3 | IIIa I1Ib
CH,0- > NN
Ia R = IIa R =CH,;; R, R"=H
Ib R = H3 IIb R =CH;; R, R"=H
IIc R" =CH,; R, R  =H

Wegen der sehr dhnlichen UV.-Spektren von Orchinol und Hircinol (Orchinol:
Maxima bei 213, 280, 292 und ca. 300 my [minime Schulter]; Hircinol: Maxima bei
214, 274, 293 und 302 my) erscheint es aber als sehr wahrscheinlich, dass die zwei
Substanzen wenigstens das gleiche Kohlenstoffgeriist besitzen. Eine oder mehrere
Sauerstoffunktionen miissen sich beim Hircinol in einer andern als den fiir Orchinol
gefundenen Stellungen 2,4 und 7 befinden. Mindestens eine der Hydroxylgruppen
in Hircinol muss phenolisch sein, da die Verbindung aus einer Petrolither- oder
Ather-Lésung mit 2N Natriumcarbonat extrahierbar ist. Die Substanz gibt iibrigens
einige fiir Phenole typische Farbreaktionen: mit Ferrichlorid-Kaliumferricyanid!?)
wird eine blaue Firbung erzeugt; mit PauLy-Diazo-Reagens!®) entsteht ein ocker-
braunlicher Farbstoff; beim Besprithen von Chromatogrammstreifen mit 2,6-Di-
chlorchinon-chlorimid 14) erhdlt man blaue Flecke. Falls Hircinol wirklich das 9,10-
Dihydrophenanthren-Geriist besitzt, steht sicher fest, dass auch die zweite Hydroxyl-
funktion an einem der zwei aromatischen Ringe sitzt, da die Verbindung keine

12} D. H. R. Barron, Nature 770, 250 (1952).

1) 1. M. Hats & K. Macek, Handbuch der praparativen Papierchromatographie, Bd. I, S. 312,
VEB Gustav Fischer Verlag, Jena 1958.

1) H. G. Bray, W. V. THorRPE & K. WHITE, Biochem. J. 46, 271 (1950).
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optische Aktivitit zeigt. Gegen eine Substitution in Stellung 9 und 10 spricht ferner
das Kernresonanzspektrum, welches fiir die Integration der Signale bei § 15) = 4,00
(Ar-O-CH,) und bei § = 2,72 (2 CH,-) ein Verhiltnis von 3 zu 4 Protonen ergibt.
Dem Hircinol kommt daher héchst wahrscheinlich die Struktur IITa eines Mono-
methoxy-dihydroxy-9, 10-dihydrophenanthrens zu, dessen samtliche drei funk-
tionellen Gruppen an den aromatischen Ringen sitzen.

Antibiotische Wivkung

Wegen des relativ stark hydrophoben Charakters eignet sich der Agardiffusionstest fiir Hirci-
nol (iibrigens auch fiir Orchinol) nicht gut. Bei fortschreitender Reinigung der Substanz nimmt
nimlich die spezifische Hemmwirkung im Agardiffusionstest ab. Wahrscheinlich kommt die
gute Hemmmwirkung in ganz rohen Extrakten durch die Anwesenheit von Losungsvermittlern
zustande.

In Tab. 2 sind die minimalen Hemm- resp. Abtétungs-Konzentrationen gegen
verschiedene Bakterien und Pilze im Verdiinnungstest, verglichen mit Orchinol,
wiedergegeben.

Tabelle 2. Minimale Hemm- und Abtotungs-Konzentrationen®) (in ug/ml)

Hircinol Orchinol

H A H A
Staph. aureus > 500 50 250
Escherichia colr 250 250 500 500
Trichophyton intevdigitale 25 50 10 50
Trichophyton mentagrophytes 25 100 50 50
Endomyces albicans 50 100 50 50
Epidermophyton floccosum 100 500 100 100
Microsporum audouini > 500 100 259
Sporotrichum schenckii > 500 > 500
Aspergillus niger 500 > 500 100 500

H = Hemmung A = Abtotung

Uber die Wirkung von Hircinol gegen phytopathogene Mikroorganismen wird
an anderer Stelle berichtet werden??).

Substanz A. — Aus dem Neutralstoffanteil ldsst sich bei der Chromatographie
an entaktiviertem Silicagel mit Methylenchlorid eine biologisch inaktive Substanz A
isolieren, welche aus Aceton-Petrolither in derben farblosen Prismen vom Smp. 98-
99,5° kristallisiert. Auf 10 Gewichtsteile Hircinol fallen 4-5 Gewichtsteile dieses
inaktiven Nebenprodukts. Es ist, wie Orchinol und Hircinol, optisch inaktiv, analy-
siert auf C,qH,40,'%), d. h. isomer zu Orchinol, und enthilt wie dieses 2 Methoxyl-

15y §: Chem. Verschiebung in ppm., auf internes Tetramethylsilan (§ = 0) bezogen.

18) Wir danken Herrn Dr. W. SackMANN fiir die Ausfithrung der Verdinnungsteste und der Agar-
diffusionsteste.

17y E. GAuvmann, Phytopathol. Z., in Vorbereitung.

18) HARDEGGER ¢f al.%) haben kiirzlich eine ebenfalls bei 98° schmelzende und auf C;;H,,0; ana-
lysiercnde Substanz aus Knollengewebe von Loroglossum hircinum unter dem Namen Loro-
glossol isoliert. Ihr Loroglossol gibt mit unserer Substanz A keine Smp.-Depression. Die IR.-
Spektren der zwei Priparate in KBr sind ebenfalls nicht unterscheidbar. Wir danken Herrn
Prof. HarRDEGGER, ETH Ziirich, fiir Uberlassung einer Probe von Loroglossol.
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gruppen und ein aktives Wasserstoffatom. Substanz A liefert bei der Behandlung
mit Essigsdureanhydrid in Pyridin bei Raumtemperatur ein bei 108-109° schmel-
zendes Derivat, dessen analytische Daten (C, H, O, —O-Acetyl) gut mit der Struktur
eines Dimethoxy-monoacetoxy-9,10-dihydrophenanthrens (IV) vertriglich sind.
Aus dem Kernresonanzspektrum der Substanz A ldsst sich durch Integration der
zwel Signale bei ¢ = 3,87 und é = 3,98 (2 Ar—-O-CH,) und des Signals bei § = 2,72
{2 CH4-) ein Verhiltnis von 6 Methoxylprotonen zu 4 Methylenprotonen ermitteln
(vgl. Orchinol 6:4). Die nahe chemische Verwandtschaft zu Hircinol geht ferner
einerseits aus seinem UV.-Spektrum hervor (Maxima bei 214, 273, 293 und 301 my),
anderseits aus der Tatsache, dass sich eines der Methylierungsprodukte von Hircinol
papierchromatographisch mit Substanz A als identisch erwies (vgl. oben). Sub-
stanz A ist deshalb wahrscheinlich, wie Orchinol, ein Dimethoxy-monohydroxy-
9,10-dihydrophenanthren von der Struktur V, dessen sdmtliche Substituenten an
den aromatischen Ringen sitzen.

20CH, 2OCH,
10Ac 10H

18% \

g
N

Orchinol. — Bei der chromatographischen Reinigung von Hircinol an Silicagel
lassen sich in den unmittelbaren Vorfraktionen von Hircinol stets minime Mengen
von Orchinol nachweisen. Das Verhiltnis von Orchinol zu Hircinol in infizierten
Knollen von L. hircinum liegt bei 1:100 bis 1:50. Nach dieser Feststellung haben
wir auch Knollenextrakte von Orchis militaris, welche mit Rhizoctonia repens (ETH
Stamm Nr. M 32) infiziert worden waren und welche bekannterweise?) als Haupt-
abwehrstoff Orchinol enthalten, auf allfilligen Gehalt an Hircinol untersucht. In
der Tat produziert auch O. militarss minime Mengen von Hircinol. Der Anteil liegt
schitzungsweise bei 19, der Orchinolmenge. Die Tatsache, dass einerseits L. hircinum
neben Hircinol in untergeordnetem Masse Orchinol zu produzieren vermag, dass
anderseits Knollen von Orchis militaris neben Orchinol auch Hircinol produzieren,
ist bemerkenswert und stiitzt von der biogenetischen Seite her unsere aus physi-
kalisch-chemischen Befunden abgeleitete Annahme, dass Hircinol dem Orchinol
chemisch nahe verwandt sein muss.

Experimenteller Teil'?)20)

Bewmpfung dev Knollen. 2,444 kg Knollen wurden mit einer weichen Biirste unter fliessendem
Wasser sorgfiltig gereinigt, mit lauwarmem Seifenwasser gewaschen und dann im fliessenden
Wasser gespiilt. Anschliessend wurden die Knollen unter sterilen Bedingungen, in einem Impf-
kasten, in Scheiben geschnitten und in Portionen zu 200 g in Graxo-Kolben abgefiillt. Diese
wurden mit je 2 ml einer Schiittelkultur von Rhizoctonia versicolor (ETH Nr. M 2982) beimpft und

19) Alle Smp. wurden im Fliissigkeitsbad aufgenommen und sind korrigiert. Die IR.-Spektren
wurden mit einem PERKIN-ELMER-double-beam-Instrument aufgenommen. Die Analysen
wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung (Leitung Hr. Dr. PapowEgTz) ausgefiithrt. Die
Kernresonanzspektren wurden auf einem VARIAN-A-60-Kernresonanzspektrographen an 0,3M
Lésungen in CDCly aufgenommen.

20} Wir danken Frau S. WEBER, Inst. f. Spez. Botanik, ETH Ziirich, fiir die Ausfithrung der rohen
Vorextraktionen.
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zwecks Verteilung des Impfgutes kriftig geschiittelt. Der Pilz scinerseits wurde in 500-ml-
ErLENMEYER-Kolben in 100 ml einer Glucose-Mineralsalz-Lésung (HELLER'sche Lésung)?!) auf
einer rotierenden Schiittelmaschine mit 160 upm. bei 24° 4 Wochen angezogen. Dic Beimpfung der
ErLEnMEYER-Kolben erfolgte mit einem Mycelstiickchen aus Hefeextrakt-Schragagarréhrchen.
Die Graxo-Kolben wurden 14 Tage bei 24° inkubiert. In dieser Zeit iiberwuchs der Pilz das
Knollensubstrat, welches sich ginzlich braun verfarbte. Nach der Inkubation wurden die Knollen
in einem Homogenisator zu einem Brei zerschlagen.

Roke Vovextvaktion®). Der Knollenbrei wurde mit 2,5 1 Aceton 24 Std. bei Raumtemperatur
geriihrt und abgenutscht. Man wiederholte diese Aceton-Extraktion noch zweimal, riihrtc den
verbleibenden Riickstand noch 1 Std. mit 2,51 Ather, vereinigte alle 4 Filtrate und dampfte sic im
Vakuum in einem Rotationsverdampfer in einem Bad von 30° so weit ein, bis Ather und Aceton
cntfernt waren. Die dunkelgefiarbte wiiss. Suspension wurde bis zur weiteren Aufarbeitung tief-
gefroren.

Extraktive Auftrennung. 8,4 1 wiss. Suspension (aus 21 kg Knollenmaterial) wurden mit 1N
Salzsiure auf pH 4,5 gestellt und mit 840 g Natriumchlorid versetzt. Man schiitteltc zehnmal mit
5,81 Ather aus, wusch die Ausziige nacheinander mit 1110-proz. Natriumchlorid-Losung, trocknete
sie mit Natriumsulfat und dampfte sic im Vakuum bei 30° Badtemperatur ein. Man erhiclt 81,6 g
dunkelbraunen 6ligen Ather-Extrakt.

Die wiss. Lésungen wurden vereinigt und fiinfmal mit 4,7 1 Methylenchlorid ausgezogen, die
Ausziige analog wie oben gewaschen, getrocknet und unter gleich schonenden Bedingungen ein-
gedampft, wobei 0,456 g Riickstand anfielen.

Die mit der Waschldsung vereinigte wiss. Phase wurde mit Natriumchlorid gesattigt, sechsmal
mit Athylacetat ausgeschiittelt und die Ausziige wie oben gewaschen, getrocknet und cingedampft.
Im Eindampfungsriickstand, 6,54 g hellgelber 6liger Masse, licss sich in den Papierchromato-
gramm-Systemen Formamid/Cyclohexan-Benzol 1:1 und Petrolither-Benzol-Methanol-Wasser
11:33:40:10 (= BusH B;) bei 300 ug Auftropfung bioautographisch keine Pilzaktivitat mehr fest-
stellen. Der Ather-Extrakt, und in vermindertem Masse auch der Methylenchlorid-Extrakt, ent-
hielten eine UV.-absorbierende Substanz mit Rf 0,22 bzw. 0,36, welche Staphylococcus aureus,
Sacchavomyces cevevisiae und Candida vulgaris hemmte.

Die vereinigten Ather- und Methylenchlorid-Extrakte wurdenin 1,7 1 Ather gel6st und viermal
mit 850 ml eiskaltem 1N Natriumhydroxid ausgezogen. Samtliche Ausziige wurden mit 850 ml
Ather riickextrahiert. Die neutralgewaschenen Atherlésungen wurden mit Natriumsulfat getrock-
net und hinterliessen nach dem Eindampfen im Vakuum 7,8 g biologisch inaktive Neutralstoffe
(weitere Verarbeitung s. unter « Substanz A»).

Dic vereinigten alkalischen Ausziige wurden mit Methylenchlorid unterschichtet und mit eis-
kalter 5N Salzsdure auf pH 4,5 angesduert. Man schiittelte mehrmals mit Methylenchlorid aus,
wusch die Ausziige mit 10-proz. Natriumchlorid-Losung, trocknete sie mit Natriumsulfat, dampfte
sic im Vakuum bei Raumtemperatur ein und erhielt 46,8 g amorphen Riickstand, welcher die
gesamte Pilzaktivitat enthielt.

Hircinol. 46,7 g obigen Materials wurden an der 30fachen Gewichtsmenge entaktiviertem
Silicagel (24 Std. auf 140° erhitzt, dann durch Zugabe von 2 Gew.-%, dest. H,O entaktiviert) unter
Verwendung von Methylenchlorid und Methylenchlorid-Aceton-Gemischen chromatographiert.
Die Eluate mit 19, und 29%, Aceton-Gehalt enthielten 9,1 g rohes Hircinol, welches, aus Aceton-
Petrolather umkristallisiert, bei 162,5-164° schmolz. Ausbeute an kristallinem Material: 7,8 g22);
[ + 0° (¢ = 0,501, CHCl,).

CisHy, 05 Ber. C74,36 H 583 01981 1(0)-CH, 6,20 2«H» 0,839
(242,26)  Gef. ,, 74,48 ,, 5,86 ,, 19,67 . 622, 0869

21y E. GAuMaNN & H. Kern, Phytopathol. Z. 36, 1 (1959).

22) In den Mutterlaugen und unmittelbaren Vorfraktionen liess sich in den oben angegebenen
Systemen papierchromatographisch neben mehr Hircinol auch Orchinol nachweisen, welches
im Vergleich zu ersterem ausser den grosseren Rf-Werten auch eine mehr rétliche Farbnuance
beim Besprithen mit PaurLy-Diazo-Reagens aufwies. Durch Vergleich der Fleckengrosse und
-intensitit auf Photokopien der Chromatogramme mit denjenigen von Verdiinnungsreihen von
reinem Orchinol konnte die Menge dieses Nebenprodukts auf 80-100 mg geschitzt werden.
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UV.-Spektrum in Athanol: 4,,, 214 (45600); 274 (20200); 293 (12000) und 302 (11 900) m (e).
IR.-Spektrum in Nujol: Banden bei 3,01; 3,08; 6,16; 6,31; 6,66; 6,90; 7,40; 7,52; 7,69; 7,90;
8,00; 8,14; 8,24; 8.38; B8,50; 8,64; 8,73; 9,18; 9,31; 9,65; 9,88; 10,05; 10,46; 10,90; 11,39;
11,63; 12,19; 12,70; 13,24 und 13,66 u. — Papierchromatographisches Verhalten s. Tab. 1. Rf-
Werte im Diinnschichtchromatogramm auf Silicagel: Chloroform-Methanol (99:1): 0,31; Chlo-
roform-Methanol {95:5): 0,55, Benzol-Methanol (95:5): 0,36 (beim Besprithen mit H,SO, und
Trocknen bei 120° UV.-Fluoreszenz purpur-violett).

Di-O-acetylhiveinol (I11b). 61 mg Hircinol wurden in 1 ml abs. Pyridin gelést und mit 0,1 ml
Essigsaureanhydrid tiber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach Entfernung von iiber-
schiissigem Essigsdureanhydrid und Pyridin im Olvakuum wurde der Riickstand in 30 ml Ather
aufgenommen und mit eiskalter 1N Salzsiure, eiskalter 2-proz. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und Wasser gecwaschen und eingedampft. Man erhielt 78 mg rohes Diacetylhircinol,
welches, aus Aceton-Pctrolither umkristallisiert, bei 126,5-127,5° schmolz. IR.-Spektrum in
Methylenchlorid: Banden u.a. bei 3,34 u (aromat. =C-H, stretching); 5,65 u (Phenolacetat-CO);
6,20; 6,25; 6,34 u (aromat.); 8,29 u (Phenolacctat C-0—-C-).

CpH;sO5  Ber. €69,92 H 5,56 O 24,529,  Gef. C69,86 H 5,51 O 24,479,

Behandlung von Hivcinol mit Dimethylsulfat-Kaliumhydyoxid. 242 mg Hircinol wurden in 2 m.
Wasser zu eincm Brei verrithrt, im Wasserbad auf 50° erwdrmt und in Abstanden von 10 Minl
fiinfmal mit einer Portion von 1 ml 4~ Kaliumhydroxid und 0,16 ml Dimethylsulfat versetzt.
Anschliessend wurde noch 30 Min. auf 80° erwdarmt. Das abgekiihlte Reaktionsgemisch wurde mit
25 ml Ather ausgeschiittelt und dic Atherlésung mit 1n Natriumhydroxid und Wasser neutral
gewaschen. Die mit Natriumsulfat getrocknete Lésung hinterliess beim Eindampfen 124 mg leicht
gelblichen Neutralteil, welcher nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Bei der diinn-
schichtchromatographischen Untersuchung des Neutralteils erwies sich dieser als ein Gemisch
zweier Substanzen:

System z. Vgl Rf-Werte z. Vgl
Orchinol- Komponente Komponente Substanz A
methyldther I II

Cyclohexan-Athylacetat 9:1 0,28 0,25 0,19 0,20

Petrolather-Chloroform 4:6 0,70 0,68 0,60 0,60

Benzol-Aceton 99:1 0,58 0,52 0,50 0,50

UV.-Fluoreszenz mit H,50, gelb blau blau blau

Chromatographische Trennungsversuche an Aluminiumoxid waren bis jetzt erfolglos.

Substanz A. 7,8 g Neutralteil (von der Auftrennung des Ather- und Methylenchlorid-Extrakts)
wurden an der 30fachen Gewichtsmenge entaktiviertem Silicagel (2%, H,O enthaltend) chromato-
graphiert. Mit Mcthylenchlorid liess sich eine UV.-absorbierende, biologisch inaktive Substanz
eluieren, welche mit H,S0, im Gegensatz zu Hircinol cine violettblaue {je nach Heizbedingungen
oft briaunliche) UV.-Fluoreszenz im Dinnschichtchromatogramm aufwies. Die Verbindung liess
sich aus Ather, Ather-Cyclohexan oder Benzol-Cyclohexan kristallisieren: 3,3 g, Smp. 98,5-99,5°;
[e]f + 0° (¢ = 0,531, CHCL,). UV.-Spektrum in Athanol: 4, , 214 (40000); 273 (17800); 293
(10300) und 301 (10200) my (¢). Das IR.-Spektrum in Nujol hat u.a. eine Bande bei 2,94 u. —
Substanz A weist im Papicrchromatogramm folgende Rf-Werte auf: Petrolither-Methanol-
Wasser (100:80:20) (= BusH A) 38°: 0,83; Phenylcellosolve/Cyclohexan 22°: 0,90. Diinnschicht-
chromatogramm auf Silicagel : Cyclohexan-Athylacetat (9:1): 0,20; Petroldther-Chloroform (4:6):
0,62. Die Substanz gibt mit PauLy-Diazo-Reagens eine Ockerfirbung, mit Ferrichlorid-Kalium-
ferricyanid und mit 2,6-Dichlorchinon-chlorimid eine blaue Farbreaktion.

CigHg0; Ber. C7497 H 6,29 01874 2(0)-CHy 11,72 1 «H» 0,39%
(256,29) Gef. ,, 74,70 ,, 6,33 ,, 18,76 " 11,43 . 0,40%

O-Acetyl-Substanz A (IV). 105 mg Substanz A wurden in 1 ml abs. Pyridin mit 0,2 ml Essig-
sdureanhydrid unter gleichen Bedingungen, wie bei Diacetylhircinol beschrieben, acetyliert und
aufgearbeitet. Die 112 mg rohes Acetylierungsprodukt schmolzen nach Kristallisation aus Aceton-
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Petrolather bei 108-109°. IR.-Spektrum in Methylenchlorid: frei von OH-Absorption, Banden
u.a. bei 5,69 und 8,30 x4 (Phenolacetat).

CH; 40, Ber. C72,46 H 6,08 O 21,45 2(0)-CHy 10,08 1OCOCH, 5,04%
(298,32)  Gef. ,, 72,62 ,, 6,10 ,, 21,33 ., 11,10 . 5,08%,

ZUSAMMENFASSUNG

Aus Knollen von Loroglossum hircinum (L.) RicH., welche mit dem Pilz Rhizoc-
tonia versicolor MULLER et NUESCH infiziert worden sind, wird das fungistatisch
wirksame Hircinol, C,sH,,0,, in Ausbeuten von 250-400 mg pro kg Knollengewebe
isoliert. Die Knollen enthalten ferner pro kg ca. 150 mg einer fungistatisch un-
wirksamen Substanz A. Beide Verbindungen scheinen dem Orchinol, einem aus
Orchis militaris L. isolierten Pilzabwehrstoff, chemisch nahe zu stehen. Substanz A
hat sich als identisch mit dem von HARDEGGER und Mitarb.?) beschriebenen Loro-

lossol erwiesen. .
& - Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT,

Basel, Pharmazeutische Abteilung

310. Strahlungschemie der Kohlenwasserstoffe
7. Mitteilung?)

Jod in Hexan

von Hans Widmer und Tino Gidumann
(2. X. 63)

1. Einleitung. - In der vorhergehenden Arbeit dieser Reihe befassten wir uns
mit der Temperaturabhingigkeit der gesattigten Produkte, die bei der Radiolyse
von Hexan entstehen. Wir konnten zeigen, dass sich im Prinzip alle beobachteten
gesittigten Produkte durch Abstraktions- und Kombinationsreaktionen von Radi-
kalen bilden lassen. Es liess sich so eine hypothetische Radikalverteilung bestimmen,
die fiir eine Bestrahlungstemperatur von —-78° sogar in sich konsistent war, d. h.
ausser fiir Wasserstoff wurde keine Abstraktion beobachtet, und die Kombination
der Radikale erfolgte statistisch. Wir legten aber auch diec Griinde dar, die uns
trotzdem an einem reinen Radikalmechanismus bei der Radiolyse von Hexan
zweifeln liessen. Im Rahmen dieser Untersuchung erweitern wir die Produktliste
um die Olefine. Des weitern bestrahliten wir Todlésungen von Hexan bei einer Reihe
von Temperaturen. Jod wird im allgemeinen als Radikalfanger betrachtet: eine
geniigend hohe Konzentration von Jod sollte also die Bildung simtlicher Produkte
unterdriicken, die durch Radikalreaktionen entstanden sind. An ihrer Stelle sollten
die entsprechenden Jodide auftreten. Es ist iiblich geworden, die so unterbundenen
Reaktionen als Radikalreaktionen zu bezeichnen, wihrend fiir die sich auch bei
Anwesenheit von Jod abspielenden Reaktionen der Ausdruck «molekulary geprigt
wurde. Damit soll zum Ausdruck gebracht werden, dass diese iibrigbleibenden
Produkte nicht auf dem Weg tiber Radikalprozesse, sondern iiber molekulare oder

1) 6. Mitteilung: Helv. 46, 944 (1963).





