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144, Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
69. Mitteilung [1]

Uber das Venturicidin B, das Botrycidin und die Zuckerbausteine
der Venturicidine A und B

von M. Brufani, W. Keller-Schierlein, W, Loiffler, I. Mansperger und H. Zihner

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich
und Institut fiir Biologie, Lehrstuhl fiir Mikrobiologie, der Universitat Tiibingen

(11. V1. 68)

Summary. The known antibiotic Venturicidin A and two new antifungal compounds, Venturi-
cidin B and Botrycidin, have been isolated from a strain of Streptomyces aureofaciens DUGGAR.
Venturicidin B gave on methanolysis the methyl glycoside of 2-deoxy-bp-rhamnose, Venturicidin A
the corresponding 3-O-carbamate.

Das antifungische Antibioticum Venturicidin wurde erstmals 1961 von RHODES
und Mitarb. [2] als eine farblose, lipophile, neutrale Verbindung C,3H,;NO;, beschrie-
ben. Im Verlaufe unserer Untersuchungen iiber antifungische Antibiotica haben wir
aus einem Stamm der Art Streptomyces aureofaciens DuGGaR (1948) [3] (Stamm Ti
342) u.a. 2 miteinander nahe verwandte Antibiotica isoliert. Das eine davon, das in
Form farbloser Nadeln vom Smp. 140-142° erhalten wurde, erwies sich als identisch
mit Venturicidin®) und wird im folgenden Venturicidin A genannt. Das zweite Anti-
bioticum, Venturicidin B, liess sich durch CraiG-Verteilung abtrennen und wurde
nach chromatographischer Reinigung als farbloses amorphes Pulver erhalten. Im
Diinnschichtchromatogramm an Kieselgel zeigt es einen etwas kleineren Rf-Wert als
Venturicidin A, verhilt sich aber bei der Crai-Verteilung etwas weniger polar. Im
Gegensatz zum Venturicidin A enthilt es keinen Stickstoff.

Unsere Analysen des Venturicidins A bestdtigen die Formel C;3H,,NO,,, schlies-
sen aber Formeln mit 1 CH, mehr oder weniger nicht aus. Da im Massenspektrum
kein Molekel-Ion und keine grésseren, aus dem Molekel-Ton leicht ableitbaren Frag-
mente erkannt werden konnten, muss die Frage nach der genauen Bruttoformel vor-
liufig offengelassen werden. Fiir das Venturicidin B ldsst sich aus den Analysen eine

1) Herrn Dr. A. RHODES, Glaxo Laboratories Ltd., Stoke Poges, England, danken wir bestens fiir
eine Vergleichsprobe.
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Formel C,H,,Oy; ableiten. Die Molekel des Venturicidins A ist demnach um CONH
grosser als die des Venturicidins B. Da der Stickstoff des Venturicidins A nicht ba-
sisch ist, driangt sich die Vermutung auf, dass dieses ein Carbaminsiureester des
Venturicidins B ist. Damit im Einklang ist sein IR.-Absorptionsspektrum (Fig. 1) mit
Maxima bei 1605 und 1710 cm™!, die fiir Carbaminsidureester charakteristisch sind
[4] [5]. Die Bande bei 1605 cm~! fehlt im Spektrum des Venturicidins B (Fig.2).
Entsprechend dieser Annahme gibt das Venturicidin B ein Tri-O-acetylderivat, das
Venturicidin A dagegen nur ein Di-O-acetylderivat.
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Fig.1. IR.-Absovptionsspektrum von Venturicidin A (KBr)
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Fig. 2. IR.-Absovptionsspektrum von Venturicidin B (KBr)

Eine Bestitigung dieser Vermutung ergab sich, als es gelang, aus den Venturicidi-
nen A und B je ein zuckerartiges Abbauprodukt zu fassen und deren Beziehung zu-
einander und ihre vollstindigen Konstitutionen aufzukliren. Venturicidin A gab bei
der sdurekatalysierten Methanolyse unter milden Bedingungen neben uneinheitlichen
Produkten, die aus dem Aglykonteil stammen, ein kristallines Methylglykosid,
C4H,sNO;. Die Verbindung ist neutral, und ihr IR.-Absorptionsspektrum (in Nujol)
zeigt wieder die fiir Carbaminsdureester charakteristischen Banden bei 1715 und
1620 cm~L. Der Beweis fiir eine Carbamat-Gruppe wurde durch den weiteren Abbau
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erbracht. Die Hydrolyse mit Bariumhydroxid, analog zur Hydrolyse von 3-O-
Carbamylnoviose [6], lieferte das Methylglykosid C,H,,0, einer Didesoxyhexose und
Bariumcarbonat.

Die Konstitution und relative Konfiguration (I) des Carbaminsdureesters folgt
zwingend aus dem NMR.-Spektrum (s. exp. Teil), wobei die Zuordnung der einzelnen
Signale durch Spinentkopplung gestiitzt wurde (vgl. Tabelle 2, S. 1302). Das Signal
bei § 4,86 ppm gehort eindeutig zum Proton in Stellung 3. Seine chemische Verschie-
bung entspricht derjenigen eines Wasserstoffs neben einer Acyloxygruppe. Dem
Wasserstoffatom H-4 ist das Signal bei § 3,21 ppm zuzuordnen. An C-4 muss demnach
die freie Hydroxylgruppe stehen, wilrend C-3 den Carbamat-Rest trigt. Das Signal
von H-1 (4 4,73 ppm) ist ein Doppeldublett mit den kleinen Kopplungskonstanten
J1e,2a= 3,8 ¢cps und J;, 9. = 1,5 cps. Daraus folgt einerseits die dquatoriale Lage von
H-1, andererseits die Stellung 2 der CH,-Gruppe, die sich auch aus der Spinentkopp-
lung ergibt. Die Kopplungskonstanten f,, 3 =11,5¢ps, f3, ,=9cps und J, =9 cps
beweisen die axiale Lage der Wasserstoffatome an C-3, C-4 und C-5. Das Dublett bei
d 1,33 ppm fiir eine CH;-CH-Gruppe zeigt, dass ein 6-Desoxyzucker vorliegt. Das
Abbauprodukt aus Venturicidin A ist demnach eine 3-O-Carbamyl-2-desoxy-rhamnose.

Der freie Zucker 111, den wir durch Hydrolyse des Methylglykosids IT chromato-
graphisch rein erhielten, kristallisierte nicht. Er zeigte in Wasser eine optische Dre-
hung [«]2 = 4-19,9° (Endwert nach 90 Min.). In Aceton zeigte das Anomerengemisch
{a]2 = 4 60,8°. Die linksdrehende 2-Desoxy-L-rhamnose mit [o], —18° (Endwert in
Wasser) haben ISELIN und REICHSTEIN {7] synthetisch hergestellt. Der Zucker ITI
aus Venturicidin A ist demnach die 2-Desoxy-D-vhamnose. Diese ist bereits als Bau-
stein von Antibiotica aus Actinomyceten beschrieben worden, ndmlich unter dem
Namen D-Chromose C als Bestandteil der Chromomycine [8] und als D-Olivose als
Hydrolyseprodukt von Olivomycin [9]. Im Curacin, einem Abbauprodukt der Anti-
biotica Avilamyecin {10] und Curamycin [11], liegt die 2-Desoxy-D-rhamnose verestert
mit der Dichlorisoeverninsiure vor.

OCHy H OR H
H CH Y CH
0 R 3 07 3
H OH H OH
o OH
H | H H H
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NH2 I: R= CH3
I IM:R=H

Das Venturicidin B gab bei der Methanolyse ein rechtsdrehendes Methylglykosid,
das mit dem a-Methyl-2-desoxy-D-vhammosid (II) aus Venturicidin A nach Diinn-
schichtchromatographie, IR.- und NMR.-Spektrum identisch war.

Das Aglykon der Venturicidine wurde bisher nicht in reiner Form erhalten. Die
ihm entsprechenden Fraktionen der Methanolyse bilden ein Gemisch von mindestens
3 Verbindungen, die durch Chromatographie kaum voneinander getrennt werden
kénnen. Die entsprechenden Fraktionen aus Venturicidin A und B zeigten aber bei
der Diinnschichtchromatographie v6llig identisches Verhalten, so dass wir annehmen,
dass den beiden Venturicidinen dasselbe Aglykon zu Grunde liegt. Auch die NMR.-
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Spektren der beiden Antibiotica (Fig.3) geben keinen Anhaltspunkt itber Unter-
schiede im Aglykonteil.
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Fig.3. Kurve 1: NM R.-Spektvum von Ventuvicidin 4 (CDCl,, 60 MC)
Kurve 2: NM R.-Spektrum von Venturicidin B (CDCl,, 60 MC)

Uber die Konstitution des Aglykons lassen sich zur Zeit nur wenige Aussagen ma-
chen. Eine komplexe Signalgruppe im 1-ppm-Gebiet des NMR.-Spektrums (Fig.3)
deutet auf die Anwesenheit mehrerer C-Methylgruppen hin. Die Signalgruppe bei ca.
5,5 ppm ldsst eine ungesittigte Gruppierung erwarten. Da das Venturicidin B eine
starke IR.-Absorptionsbande bei 1705 cm~? zeigt, muss das Aglykon mindestens eine
Carbonylgruppe besitzen. Das in Chloroform aufgenommene IR.-Absorptionsspek-
trum von Tri-O-acetylventuricidin B zeigt noch eine deutliche Bande bei 3470 cm—3,
was das Vorliegen mindestens einer schwer acetylierbaren Hydroxylgruppe anzeigt.
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Im Verlaufe der Isolierung der Venturicidine A und B fiel noch eine dritte anti-
fungisch wirksame Verbindung an, die wir wegen ihrer besonders hohen Aktivitit
gegen Botrytis cinerea Botrycidin genannt haben. Botrycidin ist eine lipophile, neu-
trale Verbindung und zeigt bei der Craig-Verteilung einen Verteilungskoeffizienten,
der zwischen denen von Venturicidin A und B liegt. Hingegen besitzt es auf Kieselgel
einen wesentlich hoheren Rf-Wert als die beiden Venturicidine und ldsst sich dem-
nach durch Chromatographie leicht rein gewinnen. Chromatographisch einheitliches
Botrycidin bildet ein farbloses amorphes Pulver, das sich bisher nicht kristallisieren
liess. Die Mikroanalysen zeigen, dass das neue Antibioticum nur aus C, H und O be-
steht, doch schwanken die Analysenzahlen betrdchtlich, so dass sich keine genaue
Bruttoformel berechnen lisst. Gemiss den Analysen des kristallinen Tetrahydro-
botrycidins (s. unten) sollte der Naturstoff die Zusammensetzung CzyHg,O,, besitzen,
obwohl die Analysen des amorphen Botrycidins besser auf eine Formel mit einem
Sauerstoffatom mehr passen. Ein hohes UV.-Absorptionsmaximum bei 226 nm
(loge ca. 4,50) mit Nebenmaxima und Schultern bei 220, 232,5 und 241 nm deutet auf
die Anwesenheit eines konjugierten Diensystems hin. Das NMR.-Spektrum (Fig.4)
weist im Gebiet von d ca. 6-7 ppm Signale von drei Alkenprotonen auf, die im Spek-
trum des Hydrierungsproduktes (Fig.5) nicht mehr vorhanden sind. Ferner besitzt
das Spektrum des Botrycidins ein Singulett bei § 2,05 ppm, das beim Hydrierungs-
produkt ebenfalls fehlt, und das einer Methylgruppe an einer Doppelbindung zuge-
schrieben wird. Dem Chromophor kommt demnach eine der Teilformeln I'V oder V zu.

H CH, H H
| | | !
c C C c C C
| [ | |
H H H CH,
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Bei der katalytischen Hydrierung in Gegenwart von Palladiumkohle nimmt
Botrycidin ca. 2 Mol-Aqu. Wasserstoff auf und geht in eine kristalline, gesittigte

Fig.4. NM R.-Spektrum von Botrycidin (CDCl,, 60 MC)

82
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Fig.5. NMR.-Spektrum von Tetvahydrobotrycidin (CDCl,, 60 MC)
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Fig.7. I R.-Absovptionsspektrum von Tetvahvdrobotrycidin (I{Br)
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Tabelle 1. Antifungische Wivkung von Venturicidin A, B und Botrycidin

Testorganismus Stamm-Nr. Substanza) Hemmzonendurchmesser bei den
Name Konzentrationen in mg/ml?)
10 1 0,1 0,01
Mucor mucedo Ta 181 A 10,5 9,5 8 -
B 14 10 7
Botr. 25 23 14,5
Mucoy miehei T 284 A (7,5) (7) -
B 8 8 —
Botr. 18 17 12
Trichophyton Tu 297 A - — -
mentagvophytum B - - -
Botr 20 15 -
Trichophyton T 298 A 12 12 12
rubrum B (10) (11) (7
Botr 25 20 -
Paccilomyces Tu 137 A (11) (10) (7)
varioti B 15 12 (10)
Botr 27 26 14
Byssochlamys T 271 A (17) (16) (14)
nivea B 22 16 15
Botr 33 24 15
Aspergillus Tu 155 A - - -
tevveus B (11) (11) (11)
Botr 17 16 (10)
Endothia Tu 163 A (15) (12) (10)
parasitica B (19) (15) (12)
Botr 26 21 12
Cordyceps Tu 255 A (14) (10) (8)
militayis B 19 14 8
Botr 31 28 17
Bolrytis cinerea®) Tii 157 A 31 24 24 22
B 39 32 32 29
Botr. 40 40 31 26
Kervatinomyces Ti 534 A (10) (10) (8)
B (14) (12) (10)
Botr 21 19 16
Pseudogymmnoascus T 293 A - - -
vinaceus B - - -
Botr. 22 20 -

3) A = Venturicidin A, B = Venturicidin B, Botr. = Botrycidin.

b) Filterpapierscheibchen von 6 mm Durchmesser, Hemmzonendurchmesser in mm. Eingeklam-
merte Zahlen bedeuten unvollstindige Hemmung.

¢} Testanordnung nach HUTTER u. Mitarb. [12].

Bei Konzentrationen von 10 mg/ml wurden bei allen drei Antibiotica keine Hemmung beob-
achtet gegen Ascoidea rubescens, Dipodascus albidus, Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe,
Sacchavomyces cevevisiae, Kevatinomyces nana und Clenomyces sevvatus.
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Verbindung CgyHg.0,, iiber, die im UV.-Absorptionsspektrum nur noch eine niedrige
Absorptionsbande bei ca. 275 nm zeigt, die einer nicht konjugierten Ketogruppe zu-
geschrieben wird. Im NMR.-Spektrum (Fig.5) fehlen Signale von Alkenprotonen. Im
IR.-Absorptionsspektrum (Fig.7) erkennt man neben Maxima bei 1705 und 1697 cm—1
(Keton-Carbonyle) noch eine weitere Carbonylbande bei 1730 cm?, die fiir eine Ester-
gruppe charakteristisch ist.

Die NMR.-Spektren des Botrycidins und seines Hydrierungsproduktes (Fig.4 u. 5)
weisen Signale von zahlreichen C-Methylgruppen auf. Da die CHy- und die CH,-
Signale nicht scharf voneinander getrennt sind, lisst sich ihre Anzahl nur ungefihr
zu ca. 10 Methylgruppen abschidtzen. Dies deutet darauf hin, dass das Kohlenstoff-
geriist des Botrycidins dhnlich denen der bekannten Makrolide des Erythromycin-
Typus gebaut ist. Mit einem makrolidartigen Aufbau im Einklang ist ein breites
NMR.-Signal bei d ca. 5 ppm, das sowohl beim Botrycidin wie auch bei seinem Hydrie-
rungsprodukt vorhanden ist, und das man einer Gruppe —COO-CH< zuschreiben
kann.

Wihrend die Acetylierung von Botrycidin uneinheitlich verlduft, gibt das Tetra-
hydroderivat ein chromatographisch einheitliches Acetylderivat, das gemiss NMR.-
Spektrum wahrscheinlich 4 Acetylgruppen enthilt, deren Signale z.T. aber zusam-
menfallen. Daneben sind noch schwer acetylierbare Hydroxylgruppen vorhanden,
denn das IR.-Absorptionsspektrum des Acetylderivates besitzt noch immer eine
v(OH)-Bande.

Im Gegensatz zu den Venturicidinen A und B scheint das Botrycidin kein Glyko-
sid zu sein, denn in den Produkten einer sauren Methanolyse konnten keine zucker-
artigen Verbindungen aufgefunden werden.

Die Venturicidine A und B sowie das Botrycidin zeichnen sich durch eine ausge-
prigte antifungische Wirkung aus, wihrend das Wachstum von Bakterien kaum ge-
hemmt wird. Die Tabelle 1 gibt Aufschluss tiber die Wirkung gegen eine Reihe von
Testorganismen im Plattendiffusionstest.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Die IR.-Absorptionsspektren wurden mit einem PERKIN-ELMER-Spektrophoto-
meter, Modell 21, aufgenommen. Dic NMR.-Spektren wurden in CDCl; mit einem VARIAN-Spek-
trographen, Modell A 60 (60 MHz) bzw. Modell HA 100 (100 MHz), aufgenommen. Chemische Ver-
schiebungen sind in §-Werten (ppm) gegeniiber Tetramethylsilan als internem Standard, Spin-
Spin-Wechselwirkungen (/) in Hz angegeben; s = Singulett, d = Dublett, ¢ = Triplett, m =
Multiplett.

Diinnschichtchromatogramme wurden mit Kieselgel F 254 (Fertigplatten, MERCK) ausgefiithrt
und durch Besprithen mit konz. Schwefelsiure und Erhitzen auf 140° entwickelt. Fiar Sdulen-
chromatogramme wurde Kieselgel MERcK, 0,05-0,20 mm, verwendet.

Beschreibung des Stammes. Der Venturicidine und Botrycidin produzierende Actinomyceten-
stamm T4 342 wurde aus einer Erdprobe isoliert, die in der Umgebung von Koeoussa, Guinea, ge-
sammelt worden war. Es handelt sich um einen Stamin der Gattung Streptomyces, der durch fol-
gende Merkmale charakterisiert ist: 1. Sporen ellipsoid, 0,6-0,9 x 0,8-1,4 p gross, mit glatter Ober-
fliche. 2. Luftmycel anfangs weiss, spater graubraun bis aschgrau (cinereus). 3. Sporenketten mo-
nopodial verzweigt, in offenen, lockeren und unregelméssigen Schrauben mit 4-6 Windungen.
4. Auf peptonhaltigen Nahrboden wird kein melaninartiges Pigment gebildet.

Diese Merkmale stimmen gut mit den von HUTTER und Mitarb. (3] angegebenen Merkmalen
fur Streptomyces aureofaciens DUGGAR Ubercin. Einc Besonderheit gegeniiber den von uns geprid-
ten Vergleichsstimmen von Strepiomyces auveofaciens (Stimme ETH 8703 und ETH 13387} be-
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steht darin, dass fiir eine optimale Entwicklung beim Stamm Tii 342 Temperaturen von 33-37° er-
forderlich sind, wahrend das Temperaturoptimum fiir die Vergleichsstimme bei 27-30° liegt. Die
gute Ubercinstimmung von Stamm Tii 342 mit Streptomyces aureofaciens DUGGAR veranlasst uns,
den Stamm zu dieser Art zu stellen.

Ziichtung und Isolievung. Der Stamm Ti 342 wurde auf einer der folgenden Nihrlgsungen in
submerser Kultur unter guter Beliiftung bei 27° geziichtet: 1. 2%, Sojamehl, vollfett, 29 Mannit,
pH vor der Sterilisation mit Kalilauge auf 7,5 eingestellt. 1I. 29, Malzextrakt (ca. 509, Feststoff-
gehalt), 29 Distillers solubles (Maistrockneschlempe), 0,5% Kochsalz, 0,1% Natriumnitrat. III.
29, Distillers solubles, 2%, Lactose, 0,5% Kochsalz, 0,19, Natriumnitrat. IV. 1% Glucose, 0,5%,
Pepton, 0,39% Fleischextrakt (Lab. LEmco), 0,5% ICochsalz, 1% Kalk, pH vor der Sterilisation
mit Kalilauge auf 7,2 eingestellt.

Die Kulturen wurden mit ca. 109, Impfmaterial, das auf der gleichen Nahrljsung gezogen
worden war, angeimpft. Nach 24-stdg. Inkubation wurden die Kulturen abgekiihlt, mit 29, Filter-
hilfsmittel versetzt und unter Druck filtriert. Der Nachweis der biologischen Aktivitit in den
Kulturen erfolgte mit dem von HUTTER und Mitarb. [12] beschriebenen Test mit Botrytis cinerea
als Testorganismus. Der gleiche Test wurde auch fir die Uberpriifung aller Aufarbeitungsschritte
verwendet. Eine Schwierigkeit ergab sich daraus, dass die verschiedenen Antibiotica unterschied-
liche Wirkung gegen Botrytis cinerea zeigten.

Die Kulturfiltrate wurden zweimal mit dem halben Volumen Athylacetat extrahiert. Wesent-
liche Mengen an Aktivitit befanden sich auch im Filterriickstand und konnten aus diesem durch
mehrfache Extraktion mit Methylalkohol gewonnen werden. Die methanolischen Ausziige wurden
im Vakuum stark eingeengt, mit Wasser verdiinnt und anschliessend mehrfach mit Athylacetat
extrahiert. Nach dem Eintrocknen der Athylacetatausziige aus dem Kulturfiltrat und den Filter-
riickstinden erhielt man aus 100 1 Kultur einen 6ligen Riickstand von 80 bis 100 g.

Trennung und Reinigung dev Substanzen. 40 g Rohextrakt wurden durch eine Craig-Verteilung
itber 190 Stufen vorgereinigt; Losungsmittelgemisch: 4,25 1 Tetrachlorkohlenstoff, 0,75 1 Chloro-
form, 4,0 1 Methanol, 1,0 1 Wasser. Die Fraktionen 0—40 enthiclten ca. 10 g inaktives Ol, in den
Fraktionen 75-130 (Maximum in Stufe 100) waren die Venturicidine A und B sowie das Botrycidin
enthalten, zusammen 25 g blassgelbliches amorphes Produkt. Die Fraktionen 160-190 gaben 5 g
braunes, inaktives Harz. Die dazwischenliegenden Fraktionen 41-74 und 131-159 enthielten nur
geringe Mengen inaktiver Substanzen.

Fur die Trennung der Venturicidine wurden 21 g Substanz der Fraktionen 75-130 erneut tiber
600 Stufen mit dem gleichen Losungsmittelsystem verteilt. Durch Dinnschichtchromatographie
konnten folgende Substanzen nachgewiesen werden:

Fr. 265-320: Venturicidin B, Rf 0,425, schwarzer Fleck,
Fr. 310-390: Venturicidin A, Rf 0,470, schwarzer Fleck,
Fr. 290-345: Botrycidin, Rf 0,75, gelbbrauner Fleck.

Durch Eindampfen im Vakuum wurden erhalten: Fr. 265-308: 5,10 g blassgelbes amorphes Pul-
ver, Venturicidin B + Botrycidin; Fr. 309-328: 5,39 g Venturicidin A + B+ Botrycidin; Fr. 329 bis
396: 10,1 g Venturicidin A + Botrycidin, teilweise kristallin.

Venturicidin A. Das Material aus den Fraktionen 329-396 wurde an einer Siule aus 250 g
Kieselgel chromatographiert. Mit 1,5 1 Chloroform-Athylacetat 1:1 wurden 1,854 g Botrycidin als
gelbliches amorphes Pulver erhalten. Anschliessend eluierte 11 Athylacetat 5,27 g Venturicidin A,
das aus Chloroform-Ather in farblosen Kristallen erhalten wurde. Zur Analyse wurde noch dreimal
aus Chloroform-Ather umkristallisiert: farblose verfilzte Nadelchen, Smp. 140-142°; [e]lp = +119°
(¢ = 0,51in Chlf.); UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: 4, . (loge) 206 nm (3,80), 247 nm (2,23,
Schulter), ca. 300 nm (2,08, Schulter); IR.-Absorptionsspektrum in KBrs. Fig. 1; NMR.-Spektrum
(60 MHz) in CDCl, s. Fig. 3, oben.

CysH,NO;, Ber. €65,04 H901 N1,769%  Mol.-Gew. 794
Gef. ,, 64,77 ,, 9,16 ,, 1,87% . 798%)

Di-O-acetyl-venturicidin A. 200 mg Venturicidin A liess man mit 2 ml Essigsdureanhydrid und
0,6 ml Pyridin 16 Std. bei Zimmertemperatur stehen. Nach Eindampfen im Vakuum chromato-

?2) Dampfdruck-Osmometrie in CH,Cl,; vgl. [13].
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graphierte man den Rickstand an 20 g Kieselgel. Mit Athylacetat wurden 205 mg chromatogra-
phisch einheitliches Produkt eluiert, das nach dreimaligem Umkristallisieren aus Aceton-Petrol-
dther farblose Kristalle mit Smp. 169-171° gab. [a]p = +95° (¢ = 0,970 in Chlf.). IR.-Absorp-
tionsspektrum in KBr: v, 1748, 1715 (Sch.}, 1608 cm~; NMR.-Spektrum in CDCl;: u.a. § 2,00
ppm (s, 3 H), 2,06 ppm (s, 3 H). Im tibrigen unterscheidet sich das Spektrum nur unwesentlich von
dem des Venturicidins A.

CyyHsNOy,  Ber. C64,29 HB861 N1,60% Gef. C64,30 HS8,80 N1,709%

Venturicidin B. 4,31 g Substanz der Fraktionen 265-308 der Cra1G-Verteilung wurden an 350 g
Kieselgel chromatographiert. Mit Chloroform-Athylacetat 1:1 wurden 1,76 g Botrycidin (s. oben)
erhalten, Athylacetat eluierte 1,23 g chromatographisch einheitliches Venturicidin B. Durch Um-
fillen aus Athylacetat-Petroldther wurde es als farbloses amorphes Pulver erhalten, Smp. 145 bis
149°; [olp = +100° (¢ = 0,847 in Chlf.); IR.-Absorptionsspektrum in KBr s. Fig. 2; NMR.-
Spektrum in CDCl, s. Fig.3, unten.

CyHzgO;;  Ber. C67,16 H 9,409  Mol.-Gew. 751
Gef. ,, 66,86 ,, 9,299 » 733%)

Tvi-O-acetyl-venturicidin B. Durch Acetylierung von Venturicidin B (Ausfithrung wie oben)
und chromatographische Reinigung des Produktes wurde das Triacetylderivat als amorphes farb-
loses Pulver erhalten. Smp. 150-152°. NMR.-Spektrum in CDCl,: u.a. § 1,99 ppm (s, 3 H), 2,01 ppm
(s, 3 H), 2,02 ppm (s, 3 H).

CygH740q4  Ber. € 65,73 H 8,739  Gef. C65,92 H 8,54%

o-Methyl-3-O-carbamyl-2-desoxy-D-rhamnosid (I). Zu einer Losung von 3,30 g Venturicidin A
in 200 ml absol. Methanol wurden 20 ml einer 1,3~ absol. methanolischen Salzsdure gegeben. Nach
6 Std. bei 20° zeigte eine diinnschichtchromatographische Analyse das vollige Verschwinden des
Ausgangsmaterials an. Die Losung wurde im Vakuum bei 25° zur Trockne eingedampft. Das
Dtinnschichtchromatogramm (Athylacetat) zeigte einen linglichen briunlichen Fleck mit Rf 0,6
und einen scharfen blaugrauen Fleck mit Rf 0,28. Die Trennung erfolgte an 200 g Kieselgel. Mit
Athylacetat wurden insgesamt 1,892 g amorphe uneinheitliche Fraktionen erhalten, die sich im
wesentlichen aus zwei Verbindungen (Rf 0,62 und 0,58) zusammensetzten. Athylacetat-Methanol
8:2 gab 641 mg der Verbindung mit Rf 0,28, die nach zweimaligem Umkristallisieren aus Ather-
Petrolather und Sublimation (100-110°, Hochvakuum) farblose Kristalle mit Smp. 146-149° bil-
dete. [ajp = +137° (¢ = 1,47% in Accton); IR.-Absorptionsspektrum in Nujol: »(OH) und
v»(NH) 3400, 3350, 3290 und 3190 cm™}, »(CO) 1715, 1620 cm~1. NMR.-Spektrum in CDCl; nach
Behandlung mit D,O (100 MHz): 6 1,33 ppm (d, J = 6,2 Hz; 3 H); 1,75 ppm (m, Joa, 2 = 13 Hz,
]23’ 52 = 11,5 Hz, ]23, 1e = 3.8 Hz; H-Za); 2,18 ppm (m, fze, sa = 13 Hz, [y 34 = 5,5 Hz,
Joe,1e = 1,5 Hz; H-2e}; 3,21 ppm {, J4a 30 = J4a,50 = 9 Hz; H-4a}; 3,30 ppm (s, 3 H; OCHy);
3,66 ppm (dg, ]53,6 = 6,2 He, ]5a, aa = 9 Hz; H-5a); 4,73 ppm (dd, jle, 22 = 3,8 Hz, ]1e, 2e =
1,5 Hz; H-1e}; 4,86 ppm (m, J3a 50 = 11,5 Hz, J3, e = 5,5 Hz, J3a 40 = 9 Hz; H-3a).

Tabelle 2. Spinentkopplungen

Einstrahlung Zuordnung entkoppeltes Signal Zuordnung
entspr. Multiplizitat
1,33 ppm 3 H-6 3,66 ppin 4, [ = 9 Hz H-5a
3,66 ppm H-5a 1,33ppm 5, 3H 3H-6
32lppm d, [ = 9 Hz H-4a
3,21 ppm . H-4a 3,66 ppm H-5a
4,86 ppm dd, [y 4n = 11,5Hz H-3a
J3,2¢ = 5,5Hz
4,73 ppm H-le 1,75ppm dd, [y 9 =13 Hz H-2a
jza, sa = 9 Hz
2,18 ppm dd, Joe 90 = 13 Hz H-2e

Jze, s = 5,5Hz
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Massenspektrum: w.a. mje 205 (M), 174 (M — OCH,), 161 (M — CONH,), 131 (M —~ OCH, -
CONH, + H), 113 (131 — H,0), 104, 100 (Basispik).

CHzsNO;, Ber. C46,82 H737 N©6,839%  Mol.-Gew. 205
Gef. ,, 46,80 ,, 7,22 ,, 6,889, " 205 (Massensp.)

Methyl-O-acetyl-O-cavbamyl-2-desoxy-D-rhamnosid. 250 mg des Carbamats I wurden mit 4 ml
Essigsdureanhydrid und 1 ml Pyridin wie iiblich acetyliert und das Rohprodukt an 30 g Kieselgel
mit Athylacetat chromatographiert. Das Eluat (235 mg) wurde im Hochvakuum destilliert und
crstarrte dann langsam zu farblosen Kristallen mit Smp. 100-110°. Das NMR.-Spektrum zeigt,
dass es sich um ein Gemisch von mindestens 3 Isomeren handelt: 3 Dublette (J ca. 6,5 Hz) bei
61,17, 1,23 und 1,35 ppm, alle von etwa gleicher Intensitit; Acetylsignale beid 2,00 und 2,07 ppm;
OCH,-Singulette bei § 3,33, 3,38 und 3,49 ppm.

CioH;NOg  Ber. C48,58 H6,93 N35,66%  Gef. C48,53 H6,92 N35,619%

a-Methyl-2-desoxy-D-vhamnosid (II). — a) Aus dem Cavbamat I:220 mg des Carbamats I in 9 m]
Wasser wurden mit 6,1 ml gesittigter Bariumhydroxid-Losung 48 Std. bei Zimmertemperatur
hydrolysiert. Das ausgeschiedene Bariumcarbonat wurde abfiltiert und das iiberschiissige Barium-
hydroxid durch Einleiten von CO, ausgcfillt. Das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft und der
Riickstand an 20 g Kieselgel chromatographicrt. Mit Athylacetat wurden zunichst 50 mg Aus-
gangsmaterial und dann 130 mg Hydrolyseprodukt als dickflissiges Ol mit einheitlichem Rf (0,25
mit Athylacetat als Fliessmittel) erhalten. Nach mehrtégigem Stehen erstarrte es zu farblosen
Kristallen. [o]f = +133° (¢ = 1,05 in Aceton); IR.-Absorptionsspektrum (flissig): »(OH)
3400 cm~! (breit), keine Bande im 6u-Gebiet. Das IR.-Absorptionsspektrum und der Rf-Wert
stimmten mit denen des Methylglykosids aus Venturicidin B (s. unten) itberein. NMR.-Spektrum
in CDCl; (60 MHz): 6 1,29 ppm (d, J = 6,5 Hz, 3 H); 1,4-2,4 ppm (m, 2 H); 3,32 ppm (s, 3 H);
4,75 ppm (dd, [y 02 = 4.5 Hz, Je 2e ca. 1,5 Hz, 1 H). Signale von weiteren ca. 5 H in schlecht
aufgelésten Haufen zwischen § 2,8 und 4,0 ppm.

b} Durckh Methanolyse von Venturicidin B: Zu 850 mg Venturicidin B in 50 ml absol. Methanol
wurden 5,5 ml 1,3~ absol. methanolische Salzsdure gegeben. Nach 5-stdg. Stehen bei Zimmer-
temperatur war kein Ausgangsmaterial mehr nachweisbar. Die L.osung wurde im Vakuum bei 25°
eingedampft und der Riickstand an 80 g Kieselgel chromatographiert. Athylacetat eluierte 625 mg
uneinheitliches Produkt mit Rf. ca. 0,6 (Diinnschichtchromatographie mit Athylacetat), das sich
von den entsprechenden Fraktionen der Methanolyse von Venturicidin A nicht unterscheiden liess.
Mit Athylacetat-Methanol 8:2 wurden 180 mg farbloses Ol erhalten. Rf. 0,25, einheitlich. [a]3 =
+158° (¢ = 1,11 in Aceton). Das NMR.-Spektrum war identisch mit demjenigen des Produktes,
das durch alkalische Hydrolyse des Carbamates erhalten worden war (s. oben).

2-Desoxy-D-rhamnose (I11). 85 mg a-Methyl-2-desoxy-D-rhamnosid (aus Venturicidin A, s.
oben, Verfahren a) wurden mit 10 ml 0,58 Schwefelsiure 11/, Std. auf 80-85° erwirmt. Die
Schwefelsaure wurde darauf mit Bariumcarbonat neutralisiert, die Losung filtriert und im
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde in 5 ml Aceton geldst, nochmals filtriert und einge-
dampft. Man erhielt 80 mg blassgelblichen klaren Sirup, der an Kieselgel mit Athylacetat-Metha-
nol 8:2 chromatographiert wurde. Das z&hfliissige Eluat war diinnschichtchromatographisch ein-
heitlich (Athylacetat-Mcthanol 8:2, Rf 0,30). IR.-Absorptionsspektrum (flissig) : keine Bande im
6 u-Gebiet. [oc]f)'“* = +60,8° (¢ = 0,977 in Aceton); +19,9° (¢ = 0,993 in Wasser, Endwert nach
90 Min.). Durch Hydrolyse des Glykosids aus Venturicidin B wurde der gleiche Zucker erhalten
(IR.-Absorptionsspektrum und Rf-Wert identisch).

Botrycidin. Die Botrycidinfraktion, die bei der Reinigung des Venturicidins A (s. oben) erhal-
ten worden war, wurde nochmals an 30 g Kieselgel chromatographiert. Mit Chloroform-Athyl-
acetat 8:2 wurden 1,5 g diinnschichtchromatographisch einheitliches amorphes Pulver erhalten.
[algrs = —61,5° (¢ = 1% in Chloroform). UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: 4, . (loge)
220 nm (Schulter, 4,47), 226 nm (4,50), 232,5 nm (4,47), 241 nm (Schulter, 4,25), ca. 295 nm (flache
Schulter, 2,53). IR.-Absorptionsspektrum in KBr: Fig.6; NMR.-Spektrum in CDCl;: Fig. 4.

CeHesOpe  Ber. C67,60 H 9,31 023,09%  Mol.-Gew. 692
CeoHeaOy 5 566,07 ,, 9,10 ,, 24,839, ., 709
Gef. ,, 66,35 ,, 9,18 ,, 24,90% ., 701%)



1304 HeLvETicA CHIMIcA AcTa — Volumen 51, Fasciculus 6 (1968)

Tetrahydrobotrycidin. 3 g Botrycidin in 150 ml Methanol wurden mit 750 mg 10-proz. Palla-
diumkohle in einer Wasserstoffatomosphire hydriert. Nach 2 Std. waren 237 ml H, (20°, 725 Torr)
verbraucht, was etwa 2 Mol.-Aqu. entspricht, darauf kam die Hydrierung zum Stillstand. Nach
dem Abfiltrieren des Katalysators wurde eingedampift und der Riickstand an 30 g Kieselgel chro-
matographiert. Mit Athylacetat wurden 2,56 g farbloses Eluat erhalten, das beim Benetzen mit
Ather kristallisierte. Zweimaliges Umkristallisieren aus Aceton-Ather-Petrolither gab farblose
Kristalle vom Smp. 156-157°. [o];3 = —48,5° (¢ = 0,9689%, in Chloroform). UV.-Absorptions-
spektrum in Feinsprit: 4, . (loge) 212 nm (2,88), 275 nm (2,20). IR.-Absorptionsspektrum in KBr:
Fig.7; NMR.-Spektrum in CDCl;: Fig.5.

CyoHggOqe  Ber. € 67,21 H 9,849 Mol.-Gew. 696,93
Gef. ,, 67,39 67,11 ,, 9,91 9,899, » 7653)

Aus 100 mg Tetrahydrobotrycidin in 2 ml Essigsdureanhydrid und 2 ml Pyridin wurde bei
Zimmertemperatur (6 Std.) das Acetylderivat bereitet, das nach Chromatographie an 10 g Kieselgel
ein farbloses, ditnnschichtchromatographisch einheitliches Ol bildete, Das IR.-Absorptionsspek-
trum in Chlf. zeigte u.a. Banden bei 3460, 1733 und 1705 cm~! (Schulter). NMR.-Spektrum in
CDCly: u.a. d 2,02 ppm (s, 3 H), 2,08 ppm (s, ca. 9 H).

Die Mikroanalysen wurden in der analytischen Abteilung der ETH (Leitung W.MANSER) aus-
gefithrt. Die IR.- und NMR.-Spektren verdanken wir der spektralanalytischen Abteilung der ETH
(Leitung Prof. W. S1mMoN), die Massenspektren Herrn Dr. J. Se1BL. Die Spinentkopplungs-Experi-
mente wurden von Frau A.voN WaRrRTBURG und Herrn Dr. C. PascuaL durchgefiihrt.
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