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13. Umwandlung von Cardenoliden durch Mikroorganismen VI. 
7/?, 11  a-Dihydroxydigitoxigenin und Abbau von 7,B-Hydroxy- 
digitoxigenin zum 3/?, 7P-Diacetoxy-14-hydroxy-5/?, 14P, 17aH- 

atiansaure-methylester 
15 Mitteilung uber Reaktionen mit Mikroorganismen [l] 

17on M. Scherrer-Gervai, L. Gsell und Ch. Tamm 
Institut fur Organische Chciiiie der TJniversitat Rase1 

(3 XI1 68) 

Suununavy. Digitoxigenin (3) was transformed by a Fztsarium spec. t o  7P-hydroxydigitoxigenin 
(l), 1/3,7,fl-dihydroxydigitoxigenin (4) and to the hitherto unknown 78, llcr-dihydroxydigitoxi- 
genin (9). 7B-acetoxy-digitoxigenin (2) was degraded to  methyl 38, 7P-diacetoxy-14-hydroxy- 
5P,14,8,17aH-etianate (11). 

Wahrend es heute moglich ist, in nahezu alle Stellungen des Androstan- und 
Pregnangerusts mit Hilfe von Mikroorganismen Hydroxylgruppen einzufiihren, sind 
in der Cardenolidreihe analoge Hydroxylierungen erst an einer beschrankten Zahl von 
C-Atomen realisiert worden 121. Bei Digitoxigenin, dem einfachsten Vertreter der 
digitaloiden Lactone, hat man bisher Monohydroxylierungen in den Stellungen 
18 [3], 58 [3] [4], 68  [5], 78  131 [6-lo], llcr [5] [ll], 128 1191 [12-141 und 168 [13] sowie 
Dihydroxylierungen in den Stellungen 1@,7p [3] 1151 und 58, 7p [3] [I51 beobachtet. 

Im folgenden berichten wir iiber die Unisetzung von Digitoxigenin (3) mit einer 
Fusarium sgec. (Stamm S33). Sie wurde wie iiblich aerob in Schuttelkulturen bei 
25-27' vorgenommen. 

Es resultierten drei Produkte, die nach chromatographischer Reinigung in einheit- 
lichen Kristallen isoliert wurden. Das Hauptprodukt vom Doppel-Smp. 249-252"/ 
268-275" war nach Misch-Smp. mit einer authent. Probe, 1R.-Spektrum, spez. Dre- 
hung und Laufstrecke in1 Dunnschichtchromatogramm niit dem bekannten 7 P-Hy- 
droxydigitoxigenin (1) 15-71 identisch. Die Cr0,-Oxydation ergab die 3-Dehydro- 
und 3,7-Bisdehydro-Derivate 7 und 12, deren physikalische Daten ebenfalls mit den 
Angaben in der Literatur (71 ubereinstimmten. Auch das NMR.-Spektrum von 1 
zeigte alle charakteristischen Signale (s. exper. Teil). - Beim zweiten Stoff voni 
Smp. 256-261", der in etwas kleinerer Menge anfiel, handelt es sich auf Grund aller 
oben genannten Kriterien um das bekannte 1@,7@-Dihydroxydigitoxigenin (4) [3] 
[15]. Auch die Eigenschaften des Di-0-acetylderivats 5 stimmten mit denjenigen 
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4 R = H [3] [15; 
5 R = -4c [3] [15] 

3[171 I 1 R = H [5-71 
2 R = .4c [5-71 

6 

I 
1. HJO, 
2. CH,N, 

7 R = H [ 7 ]  9 R = H  
8 R = A c  10 R =  AC 

11 

Ac = CH,CO- 

13 R = H  
14 R = AC 

eines authent. Praparats ubereinl). Der dritte Stoff vom Smp. 267-270" ist ein neues 
Dihydroxylierungsprodukt des Digitoxigenins. Auf Grund seiner chemischen und 
physikalischen Eigenschaften kommt ihm hochstwahrscheinlich die Konstitution des 

1) Fur die uberlassung einer Vergleichsprobe danken wir Herrn Dr. D. SATOH, SHIONOGI & Co. 
LTD., Osaka, Japan. 
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78, l l  cc-Dihydroxydigitoxigenins (9) zu. Wegen der geringen Mengen konnte der end- 
gultige Beweis noch nicht erbracht werden. Die Acetylierung mit Acetanhydrid in 
Pyridin ergab das Tri-0-acetylderivat 10. Oxydation mit Cr0,-H,SO, in Aceton 1161 
lieferte das 3,ll-Bisdehydroderivat 13, das sich in das Mono-0-acetylderivat 14 uber- 
fuhren liess, sowie das Triketon 15. Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, dass die 
beiden neuen Hydroxylgruppen sekundar sind. Das in (CD,),SO gemessene NMR.- 
Spektrum (vgl. Fig.) zeigte bei 0,79 und 1,OO ppm die Signale der 18- resp. 19-Methyl- 
gruppe. Bei 5,56 ppni erschien das Singulett der 14B-Hydroxygruppe. Das Dublett 
bei 5,54 ppm ( J  = 5Hz) ordnen wir der 7B-Hydroxygruppe und die Signale bei 4,05 
und 4,14 ppm den 3p- und llcc-HO-Gruppen zu. Bei den zwischen 3,5 und 4,O ppm 
erscheinenden drei Signalen handelt es sich urn die drei cr-Protonen der Hydroxyl- 
gruppen. Die Signale bei 4,90 und 5,88 ppm stammen vom Butenolidring her. Das 
NMR.-Spektrum bestatigt somit die sekundare Natur der beiden mikrobiologisch ge- 
fuhrten HO-Gruppen. Fur die Zuordnung der 78- und lla-Stellung sprechen die fol- 
genden Refunde: Im NMR.-Spektrum einer Losung von 9 in (CD,), SO sind die Si- 
gnale der 14B-HO-Gruppe und eine der beiden neuen sekundaren HO-Gruppen nach 
tieferem Feld verschoben, was auf eine koaxiale Hydroxygruppe in 3-Stellung zur 
14P-HO-Gruppe hinweist [HI .  Sowohl 3-Dehydro-7&hydroxy-digitoxigenin (7) als 
auch das Bisdehydroderivat 13 weisen dieselben Signale von Hydroxylgruppen mit 
praktiscli gleichen chemischen Verschiebungen auf, und da sich bei der Oxydation von 
9 kein Funfringketon gebildet hatte, fallt die 16-Stellung fur die sekundare HO- 
Gruppe ausser Betracht. Eine 12B-standige HO-Gruppe kann wegen der leichten 
Acetylierung und des NMR.-Spektrums ebenfalls ausgeschlossen werden. Infolge- 
dessen befindet sich eine HO-Gruppe in 7P-Stellung. Das neue Dihydroxylierungs- 
produkt besitzt weder eine Glykolgruppe noch eine weitere 1,3-Diolgruppe und soinit 
kommt fur die zweite mikrobiologisch eingefulirte HO-Gruppe nur die 11-Stellung in 
Frage. 

65/198 

I I  

J 
6 G 1 ppm 0 

NMR.-S?ektrum von 78,l Icc-Dihydroxydigitoxzgenin (9 )  in (CD,),SO ,). 

2) Aufgenominen mit einem VARIAN-Spelstrometer A-60 (60 MHz) im Spektrallaboratoriuni 
unseres Instituts (I<. AEGERTER).  Chemische Verschiebungen in 6-Werten, bezogen auf 6 = 0, 
fur Tetramethylsilan. 
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Die leich te Acetylierbarkeit schliesst die fi-Konfiguration aus. Die Zuordnung der 
11 cx-Stellung ergab sich aus der Kereclinung des Einflusses dieser Hydroxygruppe auf 
die niagnetischen Resonanzfrequenzen der 18- und der 19-Methylgruppe (s. Tabelle). 

Die errechneten Beitrage der zur Disltussion stehenden Hydroxylgruppe stimmen 
sehr gut fur die 11-Stellung mit a-Konfiguration. Mit der 12a-Stellung sind sie aber 

Berech iauq  der chemischen Verschiehung der 18- u n d  der IY-lllethylgrztppe in 7p,I lor-Dihydi,oxydiggi- 
toxigenin ( 9 )  (in ppwz) in (CL),)SO, 

Substanz C-19 C-18 

Digitoxigenin (3) 
lki t rag von 7P-OIi Us! 

0,875 
0,030 

0,770 
0,030 

Sunimc 
Gef. bei 7[j,Ilor-T)ihydroxydigitoxigenin (9) 

0,905 
1,000 

0,800 
0,790 

Ber Beitrag der unbekannten HO-Gruppc + 0,095 - 0,010 

unvereinbar. Diese Rereclinungen stutzen sicli auf eine urnfangreiche L'ntersuchung 
an zahlreichen Modellsubstanzen [lS]. 

Zuin Schluss miicliten wir noch den Abbau des Di-0-acetyl-7 /I-digitoxigenins (2) 
init Ozon usw. erwahnen. (Zur Methodilt vgl. [l9].) Das nach der Behandlung von 2 
mil dem O,/O,-Gemisch und Zn in Eisessig entstandene intermediare Ketol 6 wurde 
nicht isoliert, sondern direkt mit H 30, oxydiert und die gebildeten sauren Anteile mit 
Diazomethan verestert. Es resultierte der noch unbekannte krist. 3/3,7P-Diacetoxy- 
14-hydroxy-5/3,14@, 17aH-atiansaure-methylester (11). Mit Hilfe dieses Abbaupro- 
dukts lassen sich weitere 7-oxygenierte Steroicle in einfacher Weise mil 7P-Hydroxy- 
digitoxigenin (1) verknupfen. 

CHBN FORSCHVNG (Projekt Nr. 2535 iind 3976) fiir die finanzielle Unterstiitzung. 
Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NhTioNALFONDS ZUR FORDERUN'G DER WISSBNSCHAFTLI- 

Experimenteller Teil 
1. AlZgenzeines. Die Snip. wurden auf dcin KOFLER-~lock bestitnmt und sind korrigicrt, 

Fehlergrenze etwa & 2". Substanzproben zur Mcssung dcr spez. Thehungen und Spcktren wurden 
ca. 5 Std. bci 60-70"/0,02 Torr und zur Elcmentaranalpse 12 Std. bei 1OO1/O,02 Torr getrocknct. 
Die Elementaranalyse verdanken wir dem mikroanalytischen Iztboratorium des Instituts (E. 
THOMMEN). Die 1R.-Spektrcn wurden entweder mit  clcrn I'RRICIN-ELILIER-T R.-(;itterspektrophoto- 
meter, Modell 125, oder mit einem BEcKnihn--Spcktrol,hotometer, Modell IR-8, die NMR.. 
Spektren mit einem VARIAN- Spektrometer, Modell 11-60, im SI'cktralIrtboratorium des lnsti tuls 
(K. APGERTER uiid I%'. SCHWAB) aufgenommen. Zur  Saulcnciiroriinto~r~i~~liie dientcn A1203 (Akti- 
vitatsstufe 11-III), Kieselgel (Korngrosse 0,05--0,20 mmj  nach I)rr. [20j und Silicagel (Korn- 
grosse 0,15-0,33 mm). Fur  d i e  IXinnschichtchromatographie (DC.) iiach STAHL (vgl. [21] j murden 
Kieselgel G als Adsorbens nnd J,-Danipfc znrn  Sichtbarmachcn der Flccke vcrwendct. Abkur- 
zungen: Ae = .$thcr, Be = Bcnzol. 

2. Kzzllur der Mikroorganisnzeii. Iiulturproben eincr Schragagarkultur yon Fusarizzm sp. S 333) 
wurden direkt als Impfrnatcrial fur die Nahrlosung verwendet. Zum Versuch wurden 500-ml- 
ERIJ3NMEYER-KOlben mit je  100 ml Nahrliisung benutzt. Die Gefasse wurden 30 Min. bei 120" im 
Dainpfautoklav sterilisiert und dann bcimpft. Die ERLEn-nmYER-I<olben wurden auf einer rotie- 

3, Wir danken Herrn Dr. CH. STOLL, S A N ~ O Z  A(>, Basel, bestens fur die Uberlassung dieser 
Kultur. 

10 
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rendcn Scliuttelniaschine (170 lJtiiclreliungcn/Min.) bei 27" 17 Tagc inkubiert, morauf das in Aceton 
geloste Substrat zugegebcn wurde. 

Niihrliisung nach RICHARD: 50 g Glucose; 10 g I'iH,NO,; 5 g KH,PO,; 2,s g MgSO,, 7H,O; 
0,02 g FeCl, mit dcst. Wasser ad 1000 ml; p H  4,4 bis 4,7 (nicht cingestellt). 

3. ( J W S ~ ~ Z Z M ~  VOJZ Uigitoxigeniiz (3) inif Fusarium sp. (.S3,3), Einc IdOsung von 1,2 g Digitoxi- 
gcnin (3) vom Smp. 246-253" in 180 1111 Accton wurde glcichniassig anf 30 ~ ~ ~ - ~ ~ ~ - E R L E N M E Y E R -  
Kolben verteilt. Hierauf wurde 17 Tage bci 27,' auf tler roticrenden Maschine geschuttelt, dann 
jecler Kolben mit 25 in1 Methanol versetzt und 1 Std. stellengelassen. Es wnrde abgenutscht und 
der Mycelriickstand mit Methanol nachgewaschen. Die vereinigten Filtratc wurden im Vakuurn 
voni Methanol befreit und zweimal init dem gleichcn Yolumen Methylenchlorid, darnach zweimal 
mit dcrri glcichen X-olumen Mcthylenchloritl-.~thanol-(4 : 1) nusgeschiittclt. Nach Waschen der 
.\usziige mit wenig LVasser, Trockncii iiber iXa,SO, und Eindampfen rcsultierten 1,75 g Iioh- 
produkt, das in1 TIC. (Fliessniittel : CH,Cl,-CH,OH-(0: 1)) zwei starkc Fleckc von Digitoxigenin (3) 
untl 7~-~Iydrox~~dIgi toxigenin (1) sowic iiiehrcre schw;lchc l ~ l e c k c  mit kleincren Rf -Wcrtcn zeigte. 
Utas Kohprodukt wurde an 60 g Al,03 c1iroinatograI)hicrt. Zuin Eluieren dienten je 200 nil I,& 
sungsmittel pro Fraktion. 

Hi : . i~vimc.~  ( ' H I ~ I I C . A  .\a~ ~ \'ol. 5 2 ,  1:asi. 1 (1000) ~ IUr. t i  

Die Fraktionen 1-7 (eluiert mit CH,Cl,) crgaberi 38 mg 01, verworfen. 
Die Fraktionen 8-11 (cluiert niit CH,Cl,) ergaben 546 mg rohes Utigitoxigcnin (3), das nach 

Llmkristallisieren aus CH,OH-Ae 260 mg Kristalle voin Smp. 242-245' liefertc. 
L)ie Fraktionen 12-27 (eluiert mit CH,Cl, bis CH,Cl,-CIi,OH (99,5: 0,5)) ergaben 211 rng 

amorplies Material, das zur Hauptsache Ijigitoxigcnin (3) und wcnig 7/1-Hydrox!-cligitoxigenin (1) 
cnthielt. 

Die Fraktion 28 (cluiert mit CH,Cl,-CH,OH-(~~O,.j: 0 , j ) )  crgab 23 mg nicht gaiiz reincs 
7~-Hytlroxydigitoxigcnin ( I ) ,  das fur die Alcctylierung vcrn endet wurtlc. 

Die Vraktionen 25-31 (eluiert init CH2C1,-CH,OH-(99,5 :0,5 bis 99: 1)) ergaben aus An-& 
112 mg Kristalle vom Smp. 245-252". Nach Umkristallisiercn resulticrte reines 7P-Hydroxydigi- 
toxigenin (1) vom Snip. 268-275". [ a ] g  = +33" & 2" (c = 1,053 in Me). Uas 1R:Spektrum 
stiinmt mit dem 1K.-Spcktrum eines Praparats, das durch Hydroxylierung von Digitoxigenin (3) 
mit . 4 .  oryzae erhalten u-orden war 171, iibereiii. Uas NMR.-Spcktruin in (CI),),SO zeigtc Signale 
bei 0,90 und 0,80 ppm (19-Methyl und 16-Methyl); 4,15 ppm (Dublett; ,J = 4 Hz :  3P-OH); 
5,47 ppm (Dublett; J = 6 H z :  7B-OH); 5,41 ppni (148-OH); 3,s und 3,7 ppm (a-Protonen der 
HO-Gruppen) ; 4,92 und 5,93 ppm (Butenolidring). 

Die Fraktionen 32-33 (eluiert mit  CH,CI,-CH,OH -(W: 1 ) )  i ~ g a b e n  59 mg iiicht gatiz rcincs 
7~~-Hydroxytligitoxigcnin. 

I>ie Fralctionen 34 und 35 (eluiert mit (:I-I,Cl-C,H,(.)H-(98 : 2)) crgabcn 90 mg I)C.-cinhcitlichcs 
I'rodukt, das aus An-Ae 49 m g  Ki-istalle vom Snip. 243 -245" liefcrte. Nach Umkristallisiercn aus 
CH,OH-Aii reines Ib, 7P-Dihydronydigztoxigenin (4) vom Snip. 256- 261'. [a12 = + 22" 2" ( r  = 

0,55 in CH,OH). Das 1R:Spektrum (fcst in KRr) zcigte Rantlcn bei 3400 cni-l (OH), 1770 und 
1730 cm-1 ( G O ,  Butenolidring) und 1530 em-' (C=C, Butenolidring) und ist identisch mit dem 
1R.-Spektrum einer authent.  Probe von 1b, 7p-Uihydroxydigitoxigenin 131 [15]. Das NMR: 
Spektruin iii (CD,),SO zcigtc Signalc bei: 1,005 nnd 0,80 ppin (19-Methyl und 18-Methyl) ; 
5,52ppm (Ilublett ;  ,J = 5 Hz:  78-OH); 5,43ppm (14P-OH); 5,lO (brcit: 1P-OH); 5,lO ppm (br?it: 
3P-OH) ; 3,.5-4,0 ppm (oc-Protonen tler HO-Gruppen) ; 4,94 und 5,87 ppm (Rutcnolidring). 

C,,H,,O, (406) Ber. C, 67,OS H 8,439/, (kf. C 68,17; 67,57 H 8,48; S,70yO 
T)ic Fraktionen 36 und 37 (eluiert mit CH,Cl,-CH,OH-(98: 2))  ergaben 43 mg amorphcs Mate- 

rial, das nach L)C. nebcn I/], 7b-ljih~drox-vdigitoxigcnin (4) vor allem 7b, 11a~I)ihydroxydigitox-i- 
genin (9) cnthiclt. 

Dic: Fraktionen 38 50 (cluiert niit CH,Cl,-CH30H-(48 : 2 bis 50: 50)) crgabcn X6 mg ljC~.-unc~in- 
heitliches Substanzgemisch, das nicht mehr weiter untersucht wurde. 

4. [~lavonzutogru~h~sche l ve i znwtg  des Gevnisches uoiz It!?, 78-nil~~dvox?ldzgitoxigrnilz (4 )  ztnd 78, I la -  
nihynrox~digi toxigenjn ( 9 ) .  280 mg ainorphcs Material der obigen Chromatographic, das nach DC. 
nebcn wenig 7P-Hyrlroxydigitoxigenin (1) vor allem 1~,7P-Dihydroxydigitoxigcnin (4) und 
78,lla-Dihydroxq.digitoxigeniti (9) cnthielt, \vurde an 125 g Kieselgcl chrornatographicrt. Zuin 
l<l~~iercii  dienten j c  5 0  11.1 T.ij,,iiigsinittcl. 
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Die Fraktioncn 1-3 (eluiert init Bc-CH30H-(95:5)) ergabcn 58 mg iil, das nach I X .  wcriig 
7,L-Hydroxycligitoxigcnin (1) und I[], 7~-1lihytlroxydigitoxigcnin (4) enthielt; vcrworfen. 

Die Fraktionen 4-13 (eluiert niit He-CH30H-(95: 5)) ergabcn 97 mg amorphes Material, das 
airs Me 55 mg krist. / p ,  7 ~ - r ) i l ~ ~ ~ 3 ' d v u ~ ~ ~ d z g z t o x i g e ~ z z 7 z  (4 )  7.0111 Snip. 245-250' licferte. 

Die 1;raktioncn 14 und 15 (eluiert init Bc-CH30H-(95 : 5)) ergabcn 0 Ing amorphes Material, 
das nach 1)C. glcichviel lp,  78-Dihyclroxq.digitoxigenin (4) und 7/1,1lx-I)iliytlroxydigitoxigenin (9) 
enthielt. 

Die Fraktionen 16-23 (eluiert mit  Bc-CH30H-(92,5 : 7,s)) crgabrn 97 mg ainorphes Matcrial, 
tlas im DC. nur einen Fleck zcigte und aus CH,OH 68 nig Kristalle voin Smp. 265268" liefcrte. 
Umkristallisieren aus CH,OH crgab rcincs 78, 77a-~zh~~dro~~yvydzgitoxigelzi*z ( 9 )  voni Smp. 267-270 '. 
ra.!g = +40" :k 2' (c 0,499 in CH,OH). Ilas 1R.-Spektrurn (fcst in KDr) zcigtc 2 scharfe untl 
2 weniger scharfe Randen t x i  3520 und 2410 c n r l  bzw. 3260 unti 3300 cni (HO-(;ruppcn). 
NM K . - S pclitrum vgl . 1;ig. 

C,,H,,O, (406) Rer. C 67,95 H 8,437; ( k f .  C 68,18 H 8,610/; 

1)ic Fraktionen 24- 27 (eluiert niit He-CH,,OH-(9: 1)) liefcrtcn noch 5 nig amorphes Matcrial; 

5. Di-O-acetz ,Z-7~-hydro~y-digi toxigen~~~ (2) aus (1) .  308 mg 78-Hydroxydigitoxigenin (1) vom 
Snip. 268-275" wurdcn wie fruher bcschriebcn [7] mit .~cctanhydrid-Pyridin behantlelt. Xach 
Eindampfen irn Vakuuni - zuletzt nach Zugabe van Benzol ~ rcsnltierte 325 mg Rohprodukt, das 
an 25 g Silicagel mit Wther gereinigt wurde. Aus Pctrolathcr-Ather 209 mg krist. Di-0-acetyl- 
78-hyclroxq--digitoxigcnin voni Smp. 170-172'. Nach Misch-Smp., IIC. und 1R:Spektruni iden- 
tiscli rnit eincni authent. I'raparat [7!. 

6. 3 - L ) e h y d l . o - 7 ~ ~ - h y d r o s ? / - d i g z ~ o ~ ~ ~ ~ ~ i i n  (7) ztnd 3 , 7 - ~ z s d e l ~ y d i ~ o - 7 ~ - ~ ~ y ~ ~ ~ u ~ y - d i g i l o x i g e n ~ ~ a  (12) aus 
I (vgl. [7]). Eine Losung von 40 m g  nicht ganz reinem 78-Hydroxydigitoxigenin (1) voni Snip. 
260-265" in 20 ml Xccton und mit 1,7 ml Cr0,-Losung4) wurde 4 Min. bei 20" stchengelassen. Uar- 
auf wurdcn 30 ml Wasser zugegeben und das Aceton im Vakuuin entfernt. Dic wasserige Lijsung 
wurde 5mal niit Methylenchlorid ausgeschiittclt. Nach Waschen der A4uszuge mit 2 N Sa,CC), und 
Wasser, Trocknen iiber Sa,SC), und Eindampfen im Vakuum resultierten 41 mg Kohprodukt, das 
im DC. neben Edukt  zwei schneller laufende Flecke zeigtc. Das Kohprodukt wurde daher nochmals 
in 10 ml Aceton gelost, rnit 1 ,2  ml CrO,-Lijsung 10 Min. bei 20" stehengelassen und darauf \vie 
obcn aufgearbeitet: 38 mg Rohprodukt, das a n  20 g Kieselgcl chromatographiert wurde. .4ls 
Elutionsniittel diente eine Losung von CH,C1,-CH30H-(94: 6) in Fraktionen zu 5 ml. 

nicht welter untersucht. 

l>ie Fraktion 1 ergab 0,; mg 01; verworfen. 
Die Fraktionen 2 und 3 ergaben 6,9 ing amorphes Matcrial, tlas ini DC. nicht ganz cinhcitlich 

\Tar und wie unten bcschrieben weiter gereinigt wurde. 
Die Fraktionen 4 uncl 5 [Zl mg) lieferten aus An-Ae 9 ing 3 - L ) e h y d r u - 7 ~ - h - ~ d r o ~ ~ ~ - / ~ j ~ ~ ~ u ~ ~ ~ ~ ? z j ~ z  

(7) vom Smp. 250-255". Llas 1R:Spektrum (fest in KBr) zcigtc Handcn bci 3375 em-l (-OH, 
intensiv) ; 1730 em-l und 1707 em-l (Ketobandcn) ; 1609 cn1-l (C-C). Das KMR.-Spektrum in 
(CH,),SO zeigte Signale bci: 0,83 und 0,98 ppm (18-Methyl und 1.9-Methyl) : 5,64 ppm (Dublett ; 
,I = 5 Hz;  7B-OH); 5,36 ppm (Singulett; 14P-Otl);  5,95 und 4,OX ppin (Hutcnolidring). 

Die Fraktionen 7-12 ergaben 5 mg Substanz, dic nach IIC. neben \renig 3-DehJdro-7/1- 
hydroxy-digitoxigenin (7) voi- allem 7~-Hydroxydigitoxigenitr (1) enthielt. 

Die Muttcrlaugen der Vraktionen 4 und 5 sowie die l'raktionen 3 und 4 wurtlen zusamnicn mit 
dein aus der ohigen NMK.-Spektren-Losung zuriicligewonnenen Natcrial nochmals an  2.5 g 
Kieselgcl chromatographiert, wobei rnit Mcthylenchlorirl, das sicigende "Irigen Methanol ent- 
hielt, eluicrt wurde (Fraktioncn zu 12,5 ml). 

Die Fraktionen 1-15 (eluiert tnit CH,CI, und CH,C12-CIH30H-(C)~I. 1) und (98: 2)) crgr11)en 
2 mg 01; verworfen. 

Die Fraktionen 16-25 (eluicrt init CH,CI,-CH,OH-(98 : 2)) ergabcn 8,3 nig atnorphes hlatcrial, 
das aus Aceton-Ather 4 mg krist. 3,7-Hisdchydro-7~-liydroxy-cligitoxigenin (12) vom Snip. 
250 255" licferte. 

Die Fraktioncn 26-36 (14 mg, eluiert rnit CH,C1,-C:H3C)H-(97 : 3)) crgaben aus Aceton 3- 13c- 
hydro-7/3-hydroxy-cligitoxigenin (7) voin Smp. 248 -255". 

4, Cr0,-Losung nach LlG] 2.67 g CrO, + 2,30 ml II,SO, und 1Vasscr ad 10 nil 
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Die Fraktioncn 37-50 (eluiert init CH,C1-CH30H-(07 .3j  j ergabcn 7,6 ing unreincs Material, 
daS noch 7,!l-Hydroxydigitoxigenin (1 j enthielt. 

7. 3-Dehydro-7~-acefox~~-digitoxigevzzn (8) aus 7. 2 mg 3-lkhpdr0-7P-hydroxy-digitoxigenin (7) 
vom Smp. 248-255" wurden mil 0,05 ml Acctanhydrid und 0,Oj in1 Pyridin 24 Std. bei 3.5" stehen- 
gelassen. Nach Eindampfen der Losung im Vakuum, zulctzt untcr Zusatz von Benzol, und Reini- 
gung an wenig Kieselgel resultierten 2 ing 3-Dchydro-7jJ-~cetoxy-digitoxigenin (8) als farbloscs 
Material. das im DC. einheitlich war und schneller lief als 3-Dehydro-7,!-hydroxy-digitoxigenin. 
Das 1R.-Spektrum (fest auf NaC1) zeigte Banden bei 3590 cm-' (14p-OH) ; 1780 cn-1, 1745 untl 
1715 cm-1 ( C - 0 ) ;  1625 cm-l (C=C) und 1225 cm-l (Acetat). 

8.  I ,  3, 7- l'ri-O-acetyl-l@, 7P-dihyclvoxy-digitoxzgenin (5 )  aus  4. 25 mg 1/?,7~-Dihydroxpdigitoxi- 
genin (5) vom Smp. 245-250" wurden mit 0,5 in1 abs. Pyridin und 0,45 ml Acctanhydrid 24 Std.  
bei 35" stehcngelassen. Hierauf murdc im Vakuuni eingedampft und dcr Ruckstand azcotrop mit 
Benzol bis zur Schaurnbildung getrocknet. Das rcsultierende Rohprodukt (25 mg) wurde an 3 g 
Kicselgcl niit CII,CI,-CH30H-(99: 1) als I~ijsungsmittcl filtriert. .%us Cyclohexan-Aceton resul- 
ticrten nach langercm Stehen 16 nig Kristalle vom Smp. 178-185". Das NMR.-Spektrum in 
CIICI, zeigte Signale bei 0,91 und 1,065 ppm (18-Methyl und 19-Mcthyl); 2,Ol sowie 2.05 uncl 
2,lO ppm (Acctoxygruppcn); bei 5,0 ppm (3wProtonen der Acetoxygruppen); 2,s ppni (17a-H) ; 
5,87 und bei 5,O ppm (Butenoliclring). 

9. 3, 7, I I-Tri-O-acetyl-7/l, 1 lor-dzh?idroxy-diga~o,~zgenin (10) aus 9. 30 mg 7,!,1lcc-Dihydroxy- 
digitoxigenin (9) vom Smp. 267-270" wurden wic obcn bcschrieben acetyliert und a n  Kieselgel 
gereinigt. Es resultierten 29 mg krist. Rohprodukt. Nacli liinkristallisiercn aus Aceton-Pctrol- 
ather reines 10 voni Snip. 238-240". Das 1R:Spcktruni in Mcthylenchloritl zcigte Banden bei 
3600 cn -1  (14P-OH, rclativ schari) ; 17S5, 1750 und 1735 cn - l  (C-0 ,  Acetyl und Butenolidring) ; 
1630 cm-l (C=C, Butenolidring) und 1225 cn - l  (Xcetyl). ])as NMR.-Spektrum in CDCI, zcigte 
Signale bei 0,97 und 1,145 ppm (18-Methyl uncl 19-Methyl) ; 1,96 sowie 2,04 und 2,10 ppm (Acet- 
oxygruppcn) ; bei 5,05 ppni (3a-Protonen dcr Acetoxygruppcn) ; 2,8 ppin (brcit, 17a-H) ; 5,86 und 
4,87 ppm (Butenolidring). 

10. 3, Il-Bzsdehydro-7,!l. Ilu-dih?idrox~~-digifoxigenin (13) und 3, 7,  1 I -  2'risdeh.ydro-7P, I Iu-di- 
hydroxy-dzgitoxigenin (15) aus 9. 30 mg 7p,lla-Dihydroxydigitoxigenin (9) vorn Smp. 267-270' 
wurden in 50 nil Aceton unter Erwarmen gelost. Nach Erkaltcn wurdc das Gemisch mit 0,15 ml 
Cr0,-LGsung4) versetzt und 4 Min. bei 20" geriihrt. Hierauf wurdc mit 30 ml Wasser verdunnt. 
das Aceton im Vakuum entfernt und die wasserige Losung viermal mit Chloroform ausgeschuttelt. 
Nach Waschen der Auszuge mit wcnig Z N  r\;a,CO,-T-osung, Trocknen uber Na,S04 und Ein- 
dampfen resulticrten aus .Aceton-jithcr 13  nig 3,7-Risdehydro-7$,  Ila-rlihydrox?i-digitoxigelzin (13),  
vom Smp. 246-249". Das 1R.-Spektrum (fest in KHrj zeigte relativ scharfe Hydroxylbanden bei 
3498 und 3430 crn-l, C=O-Bandcn bci 1775, 1745 und 1690 ciii-l, C-C bci 1627 cm-'. Das NMR.- 
Spektrum in (CD,),SO zeigte Signale bei 0,775 und 1,155 ppm (18-Methyl und 19-Methyl); 
5,86 ppm (Dublett; J = 5 H z :  7P-OH); 5,47 ppni (Singulett; 14P-OH) ; 6,OO und 4,9h ppm (Butc- 
nolidring). 

L h s  aus  der NMR.-Lasung zuruckgewonnene Material und die Mutterlaugenruckstande von 
13 wurden mit 0 , l  mi Cr0,-Losung4) in 10 ml Aceton 30 Min. bei 20" stehengclassen. Aufarbeitung 
wie oben ergab 17 mg Rohprodukt, das ini DC. (Fliessmittcl : CH,CI,-CH,OH-(97: 3)) neben 13 
(Kf.-Wert 0,3)  einen schwachen, schneller laafenclen Fleck (Rf.-Wert 0,6) zeigte. Das Rohprodukt 
murdc a n  15 g Kicselgcl chroniatographiert (Elutionsniittel: CH,CI2-CH,OH-(9h: 4) : 2-ml-Frak- 
tionen). 

Die Fraktionen 1-3 ergahen 2,4 mg 01;  vcrworfen. 
Die Fraktioncn 4-8 ergaben 2,s nig UC.-einheitlichcs Material (Rf.-Wert 0,6). Es liefcrte aus 

Aceton 3 , 7 , l l - T r i s d e h y d r o - 7 / ~ ,  1 la-r l ih~~droxy-d ig i fo~~~genin  (15) vom Snip. 211-214". Das 1R.- 
Spektrum (fest in l iBr j  zeigte Banden bei 3550 c n - l  (OH, brcit) ;  1775, 1740, 1705 untl 1679 ci1i-l 
( C - 0 )  und 1628 cm-' (C=C, Butenolidring). 

Die Fraktionen 9-15 ergaben 1,6 nig amorphes Material, tlas nach DC. 13 und 15 enthielt. 
Die Fraktionen 16-25 (6,2 mg) ergaben aus Aceton-Athcr noch krist. 13 vom Snip. 244-249". 
11. 7-0-Acetyl-3. ?I-Bisdehydro-7P,  l I a - d i h y d r o x ~ ~ - d i g i t o x i g e r ~ ~ n  (14) aus 13. 2 mg 3 , l l -Bis -  

dehydro-7P, lla-dihydroxy-cligitoxigenin (13) vom Smp. 246- 249' wurden in 0.05 nil Acetan- 
h!-clrid nnd 0,Oj  ml Pyridin 24 Std. bei 35" stehcngelassen. Nnch Eindampfen der Losung im 
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Vakuuin, zuletzt untcr Zusatz von Henzol untl Keinigung an xvenig Kiesclgel, resultiertcn 2 ing 
klares 01, das im DC. einhcitlich war und schneller lief als 14. Das 1K.-Spektrum (fest auf NaC1) 
zeigte Banden bei 3580 cm-l (14P-OH. schwach); 1780, 1745 und 1715 cm-l ( C - 0 ) ;  1625 cm-l 
(C-C) und 1220 cm-1 (Acetat). 

12. 3~,7~-Diacetoxy-l4-hydroxy-5,9,74~, 17aH-atiarzsaure-me~hylester (11) aus 2.  In eine Losung 
von 200 nig Di-O-acetyl-7~-hydroxy-digitoxigenin (2 )  vom Smp. 161-164" in 15 ml Essigestcr (mit 
basischem AI,O, getrocknet) wurde wahrend 10 Min. bei -70" ein 4-proz. O,/O,-Gemisch cin- 
geleitet (Ceschwindigkeit 100 ml/Min.). Die violettblaue Losung war auch nach Stehen in dcr 
Kaltc wahrend 90 Min. noch blau und wurde dann kurz auf -20" erwarmt, morauf sie sich ent- 
farbte. Die wieder auf -70" gekiihlte Losung wurde nochmals wahrend 5 hlin. mit dem 03/02- 
Strom behandelt (Geschwindigkeit 200 ml/Min.) und hierauf 45 Min. bei -70" stehcngclassen. 
Nach Eindampfen im Vakuum bei moglichst tiefer Temperatur wurde das rohe Ozonic1 in 5 ml 
Eisessig gelost u n d  init einem Tropfen Wasser sowie Zn-Staub in kleinen Portioncn vcrsctzt 
(leichte Erwarmung) und 10 Min. geschiittelt. Feuchtes K J-Starkepapier wurde darnach von der 
Reaktionslosung nicht mchr gcfarbt. Nach Filtration und Nachwaschcn mit Mcthylenchloricl 
w-urde abgcdampft, der Abdampfriickstand mit Methylenchlorid aufgenommen, mit zwei Portio- 
nen Wasser neutral gcwaschcn und die Losung ubcr Na,SO, gctrocknet. Das nach dem Ein- 
dampfen resultierende Produkt (205 mg) wurde in 20 ml Methanol gelost und mit 10 ml einer kalt 
zubereiteten Losung von 2.3 g NaHCO, in 60 ml H,O vcrsetzt. Nach 20 Std. Riihren bei 20" wurdc 
das Methanol im Vakuum cntfernt und die wasserigc Suspcnsion mit Mcthylenchlorid-Athcr- 
(9: 1) extrahiert. Dic Ausziigc wurdcn mit menig Wasser gewaschcn, iiber Na,SO, gctrockuet und 
eingedampft. Es resulticrten 146 mg rohcs Iceto1 6 ,  das in 6 in1 reinstcm Methanol gclost und mit 
100 mg H, JO, in 2 ml H,O versctzt wurde. Nach 16 Std. Stehen im Dunkeln bci 20" wurde das 
Methanol im Vakuum cntfcrnt, dic Losung drcimal rnit Methylenchlorid-Athcr-(3 : 1) ausgeschiit- 
telt, die Ausziige init wenig Wasscr gcwaschen, iibcr Na,S04 getrocknet und cingedampft. Es 
resultiertcn 135 mg rohe Atiansaure, die in Athcr gelost und rnit einem knappen Uberschuss an 
frisch bereiteter atherischer Diazomethanlosung versetzt wurde. Nach 10 Min. Stehen bei 22' 
wurde eingedampft. Das resultierende Rohprodukt (142 mg) wurde an 100 g Kieselgel niit Ather 
als Losungsmittel chromatographiert (Fraktionen zu 10 ml). 

Die Fraktionen 15-20 ergaben 100 mg DC.-reines, amorphes Material, wclchcs aus Z'ctrolather- 
>'ither kristallisiertc. Nach zwcimaligem Unikristallisiercn wurdc reincr 3[j,7B-Dzacetoxj1-5P, 14-h~~- 
droxy-/@', 17aH-uthia~zsuure-methyZester (11) in Kristallcn \'om Smp. 140-141" erhalten. [cr]g = 

+29" & 2" ( c  = 1,081 in Methanol); [ m ] g  = +13" 2" (c = 1,151 in Chloroform). Das 1R.- 
Spektrum in Mcthylcnchlorid zeigtc Banden bci 3570 und 3450 cn - l  (-OH, frei und assoz.), 
1720 und 1730 cin-l ( G O ) ,  1225 und 1165 cm-1 (-OCOCH,). NMK.-Spektrum in CDCI,: 0,99 untl 
0,97 ppm (angulare Methylgruppen), 2,02 ppm (zwei Acctylgruppcn), 3,67 ppm (Methylester), 
5,06 ppm (2cr-Protonen dcr Acctoxygruppen) . 

C:,,H,,O, (450,5) Ber. C 66,64 H 8,50'2; Gef. C 66,80 H 8,73% 
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14. Umwandlung von Krotengiften (Bufadienoliden) 
durch Mikroorganismen 

IV. 7P-Hydroxybufalin, 7P-Hydroxyresibufogenin 
und 12u-Hydroxyresibufogenin 

16. RIitCeilung iibci- Kcaktionen niit Rliki-oorjianismcii [l j 

von L. Gsell uiid Ch. Tamm 
Institut fur Organischc Chemic der 1.nivcrsitat Rase1 

( 3 .  XI 1. 68) 

S Z ~ ~ W Z U V J ~ .  Bufalin (I)  was transformed to  7,&hydroxybulalin (2) by an aqueous suspension of 
the mycelium of db.sitlia ovr:Aidis VUILL. (HAGEIJZ.). Incubation of resibufogenin (9) under the same 
conditions yii,ldeil 12a-hyiiroxyrcsibufogenin (7) and, under changed conditions, another mono- 
hytiroxylatcd derivative which possesses iiiost likely the  structure of 7P-hytiroxq-rcsibufogenill 
(10). T h c  corresponding cartlcnolide 3-O-acctyl-14/~,15/~-e~~o~~-14-anhydro-digitoxigenin (17) 
gax-e both the 78- and the  12a-monohytlroxylatc~l derivatives 18 and 22 and another mono- 
hytir<)xylatctl product 21 of unlcnown structurc. 411 microbial transformation products arc nelv. 

Cber das Verlialten der steroidartigen Kriitengifte (Rufadienolide) gegenuber nii- 
krobiellen Enzyni. temen ist noch selir wenig bekannt. So ist lcdiglich die 12P-Hy- 
drosylicrung von Kufalin i 21, 3-Dehydrohufalin ~ 21, Resibufogenin 1~31 12 b] und Ma- 
rinobufagin ‘41 beschrieben worden. Irn Kalinien unserer Untersuchungen uber die 
Substratspezifitat der Hydroxylascn von Rlikroorganismen haben wir das Verhalten 
von Rufalin (l), Kesibufogenin (9) und dern strukturell eng verwandten 3-O-Acety-l- 
14/3,15/3-eposy-I .C-niil~!idro-digito~i~eiiiii (17) gegenuber Kulturen von A bsidia orchidis 
(\’L~ILL.) Hxc;ea~. studiert. TTon dieseni Mikroor.ganisnius ist hekannt, dass cr KEICH- 
STEIN’S Subst. S (Cortexolon) in den lp- ,  6$-, 11 E- und 11 @-Stellungen zu hvdroxy- 
lieren verinag LS~:. Rei Progesteron werdcn durch A .  orchidis die 6p-, 7c(- und 11 X- 


