
I i0 HISLVIITIC.\ CHIXI(..\ . \ C T A  -~ 1.01. .52, I’nsc. 1 (10(1(1) Xr. 1 .$ -1.1 

L9] E.WEISS-EERC & CH.TARIM, Helv. 46, 2435 (1963). 
[lo] M . ~ K A D . Y  & HASGNUMA, J. pharmaceut. Soc. (Jap.) 86, 67 (1966). 
[111 Y.NOZAKI & K . ~ K A G I ,  39th Xeeting Agr. chem. Soc. (Jap.) Abstr. p.lU0 (1964). 
[12j .A. GUBLER & CH. Taimf, Hclv. 4 / ,  297 (1958) ; CH. T . \ M ~ I  & A. GURLER, Hclv. 42, 239 (19.59). 
1131 EL. r \ ’ A w a ,  31. ~CHIB.4YASH1,  T. KAMIY.1, T. Y A M A N O ,  H. :\R \ I  & M. ABE, Nature 784,469 (1959). 
[I41 hf.OKAD.4, 2\.YAMADA & M.ISHII)ATE, Chein. pharmaccut. Bull. 8, 530 (1960) ; Y . N O Z A K I ,  

E. MASUO, H .  ISHII, T. OKUMURA & 1). SATOH, Synipos. Chemistry Digitalis Cardiac Clycosidcs, 
1’. 114, Tokyo 1960. 

,IS] H. ISHII, Y .  h T o z a ~ r ,  T. O K U M U R . ~  & L). SATOH, J.  pharniaceut. Soc. (Jay.)  87, 1051 (1961) ; 
11. ISHII, T. OKUMURA & I). SATOH, Cheni. pharinaceut. null. (Jap.), / / ,  156 (1963). 

i161 I < .  BOWDEN, I.bf.HEILBRON, E. R.H.  JONES & F5.C.. L.WEELKIN, J .  chem. SOC. 1964, 39. 
I171 .A, WINDAUS & G. STEIN, Ber. deutsch. chcm. Gcs. 6 / ,  2435 (1928) ; F. HUXZIKER & T. REICH- 

[I81 L.CSIXL & CH.T.om, Helv. 52, (1969) irn I l ruck.  
[I 91 K.MEYER, Helv. 30, 1508 (1047) ; S. A. S r n i P s o N ,  J .  F. TL’AIT, .A. WKTTSTEIN, K.  

[20] G. K. Du~c:ax,  J. Chromatography 8, 37 (1962). 
[21! E. STAHL, (1 Diinnschichtchromatographie D, 2. hufl.,  Springer Verlag, Bcrlin/Gottingcn/Heidel- 

berg 1967 ; li. RANDBRATH, {[Diinnschichtchromatographieo, Verlag Chcmie, Weinheim 1962. 

STI*:IN, Helv. 28, 1472 (1945). 

Euw, 0. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 1200 (1954). 

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- 
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Stellungen liydroxyliert Lh] . Eei d4-Androsten-3, 17-dion ist noch zusatzlich eine 
14a-Hydroxylierung beobachtet worden (71. Die Umsetzung des Cardenolids Digitoxi- 
genin fuhrte zu Acovenosigenin A (1. 1-Hydroxylierung), Periplogenin (51-Hydroxy- 
lierung), 7P-Hydroxydigitoxigenin sowie zu 1 P, 5 1- und 1 8, 71-Dihydroxydigitoxi- 
genin [8]. In  4,5Dehydrodigitoxigenon und 3 /3,14,21-Trihydroxy-14fl-pregnan-20-on 
finden die Hydroxylierungen ebenfalls in den lP-,  78- und 128-Stellungen statt  191. 

Unsere eigenen Versuche, iiber die im folgenden berichtet wird, fiihrten wir, in 
Anlelinung an die Methodik von NOZAKI I ) ,  niit wiisserigen Mycelsuspensionen von 
Absidia orchidis in Schuttelkulturen unter aeroben Bedingungen bei 25-27' durch, 
wobei eine Aktivierung der Hydroxylasen durch Vorinkubation niit Progesteron vor- 
genommen wurde z ) .  

Uufalin (1) 3, ergab nacli einer Inkubationszeit von 16 Std. in ca. 65-proz. Ausbeute 
ein krist. Reaktionsprodukt, das in1 Diinnschichtchroinatogramm einheitlich war und 
langsamer als 1 lief. Das Ilunnschichtchrornatogramrn des Rohproduktes liatte min- 
destens vier weitere, allerdings bedeutend schwachere Flecke erkennen lassen. Es 

.ZC = CH,CO 

wurde aber nicht versucht, diese Kebenprodukte zu isolieren, da sie sicli nur in Spuren 
gebildet hatten. Das Hauptprodukt voni Snip. 253-256" enthielt nach den 1R.- und 
NMR.-Spektren den intakt gebliebenen Pentadienolidring. Die Analysenwerte deute- 
ten auf die Forniel Cz4H,,0, eines Monohydroxyderivates von 1 hin. Auf Grund der 
Abbaurcaktion (siehe unten) kommt ihm die Struktur des nocli unbekannten 7 1 - H ~ -  
droxybufalins (2) zu. Rei der Behandlung mit Acetanhydrid in Pyridin bei 37" wurde 

l) 

2, 

LVir danken Hcrrn I l r .  \-. XUZ,\KI,  S H I ~ N O C I  ;Y: c'o. I , T D . ,  Os:il~i, Japan, fiir die ihcr lassnng 
ciner Kultur von d b s i d z a  ovi-hidis untl die Angaben iilier cxpcriinentclle Einzelhciten. 
Die Hydroxylicrungcn vcrlaufen untcr dicsen 13cdingungen wcsentlich selektiver. He1 1)igi- 
toxigenin w i d  dadurch die If'-Hydroxylierung zu Gunsten der 5f'- uncl 7~-Hydroxylierung 
zurfickgcdriingt [lo]. 
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das Di-0-acetylderivat 3 (C,8H380,) erhalten, das ini 1K.-Spektruni (vgl. Fig. 1) keine 
starken HO-Schwingungen mehr, dafur im XMR.-Spektruni zwei 3-Protonen-Signale 
erkennen liess, die den Acetylgruppen zuzuordnen sind. Uni die Stellung der einge- 
fiihrten Hydroxylgruppe abzuklaren, wurde das Di-0-acetylderivat 3 mit KMnO, in 
Aceton abgebaut. Die sauren Anteile der Oxydationsprodukte lieferten, nach Be- 
handlung mit Diazomethan in Atlie.r, einen krist. Atiansaure-methylester, der sich in 
allen Eigenschaften als identisch niit dem 3p,  7~-Diacetoxy-14P-hydroxy-5/3,14/?, 
I7aH-iitiansaure-methylester (6) [l] erwies. 6 ist durch Abbau von Di-O-acetyl-71- 
hydroxy-digitoxigenin (4) mit 0, usw. kurzlicli erhalten worden 1~11. Durch Reduktion 
mit LiAlH, in Tetrahydrofuran unter Ruckfluss wahrend 2 Std. liess sich der Abbau- 
ester 6 in das krist. Tetrol 5 iiberfiihren. 

Kesibufogenin (9) 3, unterscheidet sich von Kufalin (1) nur dadurch, dass an Stelle 
der 14P-Hydroxygruppc ein 14/3,151-Oxiranring getreten ist. Es war daher aucli bei 
diesem Substrat eine ’7 P-Hydroxylierung durch A bsidia orchidis zu erwarten. Nacli 
einer Inliubationszeit von 18 Std. konnte in CR. 33-proz. Ausbeute ein krist. Reaktions- 
produkt gewonnen werden, das in1 Dunnschiclitchromatograinm einheitlich war und 
langsaiiier als 9 lief (Fleck A). Neben wenig Ausgangsmaterial waren auf dein Diinn- 
schichtcliroinatogramm nocli drei weitere noch langsainer wandernde Nebenprodukte 
(Fleclte B, C und D) zu erkennen. Die ini Vergleich zu Rufalin schleclitere Ausbeute an 
Hauptprodukt konnte auf den labilen Charakter des Epoxids zuruckzufuhren sein, 
der die Rildung von Nebenprodukten sowohl wahrend der Inkubation wie auch bei 
der anschliessenden chrornatographischen Trennung verursachen konnte. Ein Ver- 
such, bei welchem Resibufogenin (9) portionsweise in Abstanden von 2 Std. zuin 
Pilzniycel gegeben wurde, hat andererseits gezeigt, dass die Hydroxylierung niclit 
spezifiscli nur an einem C-Atom erfolgt, sondern in verniehrteni hlasse Nebenprodukte 
liefert . 

Das Hauptprodukt voni Snip. 352-155” (Fleck A)  enthielt nach den 1R.- und 
NJIR.-Spektren sowohl den intakt gebliebenen Pentadienolidring wie den Oxiran- 
ring. Die C, H-Bestirnmung deutete, unter Rerucksichtigung voii einer Molekel Kri- 
stallwasser, auf die Formel C,,H3,0, eines Monohydroxyderivates liin4). Auf Grund 
der weiteren, irn folgenden beschriebenen lieaktionen handelt es sich bei diesem Um- 
setzungsprodukt uberraschenderweise uni das noch unbekannte 12a-Hydroxyresibu- 
fogenin (7). Seine Struktur wurde wie folgt bewiesen : Mit ,4cetanhydrid-Pyridin lie- 
ferte 7 das Di-0-acetylderivat 8, dessen 1R.- und NMR-Spektren (vgl. Fig. 2 und 3 )  
wiedcrum die fur den 14p, 15/-Oxiranring, den I’entadienoliclring und die zwei Acetyl- 
gruppen typischen Merkniale aufwies. 

Die Oxydation von 7 init CrO,-H,SO, in Aceton (Methodik nach [14]) ergab eiii 
krist. Diketon, das nach allen ublichen Kriterien identisch mit den1 durch Oxydation 
des bekannten 1 ZP-H3.droxyresibufogenins (14) 131 erlialtenen Diketon 13 war. Damit 
ist die Konstitution des Hauptproduktes der mikrobiologisclien Umsetzung von Kesi- 

3) 

“) 

Fiir die grosszugige Uberlassung von Rufaliii a n d  Resilnilogenin sci Herrn l’rof. Dr. I<. 1 2  
Basel, auch an dicser Stcllc bcstens gcdankt. 
I3a die Suhstanz stark hygroslcopisch ist, lietcrtcn die C.> H-Bestiniiiiungcn kcine befriedigcn- 
den Wcrte. Die Analyscnresultate dcs I)i-O-acet),ldcri\ ates und aller weitercn Reaktionspro- 
tlukte stinimtcn jcdoch mit tlcr postulierten Formcl schr g u t  iiliercin. .\uch Resibufogenin (9) 
I1 31 uncl 12/~-Hvtlroxvrcsibufogenin r3: kristallisirrcu bevorzugt mit Iiristallwasser. 
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Ac = C'H,CO 

bufogeniri gesichert. Neben dein Diketon 13 wurde durcli Chromatographie in geringer 
Ausbeute ein kristallines Nebenprodukt isoliert, das iiii Dunnschichtchromatogranim 
langsamer als das Ausgangsprodukt lief, aber in1 I L S p e k t r u m  norh eine HO-Bande 
zeigte. Es durfte sich um das 3-Dehydro-12cr-hydroxy-resibufogenin (12) liandeln. 

Zur weiteren Erhartung der Struktur von 7 bauten wir sein Di-0-acetylderivat 8 
oxydativ init KMnO, in Aceton ab. Nach Veresterung der sauren Anteile des Oxyda- 
tionsgeniisclies niit Diazomethan wurde als Hauptprodukt der amorplie 38,12x-Di- 
acetoxy-l4a, 15fi-epoxy-5/3,14fi, 17ctH-atiansaure-metliylester (15) erhalten. Das Prii- 
parat war in allen physikalischen Eigenschaften identisch mit dem Methylester, der 
durch Abliau von Di-O-acetyl-12ct-llydroxy-l4~, 15P-epoxy-14-anliydro-digito~ige- 
nin (16) (s. unten) mit Ozon usw. hereitet worden war. Der Versuch, den Epoxyester 
15 rnit LiAlH, zu reduzieren, scheiterte, indein die Reaktion sehr uneinheitlich verlief 
und keines der zahlreiclien Produkte fasshar war. 

Iin Einklang rnit der cliemiscli bewiesenen 12x-Hydroxygruppe ist aucli die Lagc 
der NMK.-Sig-nale der 18- und 19-Methylgruppen in Di-0-acetyl-12x-hydroxy-resi- 
bufogenin (8), den1 Abbauester 15 und dem weiter unten heschriebenen Di-0-acetyl- 
3 2cr.-hydi-osy-l4~, 1 SB-eposy-l4-anhydrc)-digitoxigenin (16) (vgl. Tabelle). Der fur 
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eine 12x-Acetoxygruppe berechnete Weitrag der c:l~emisclien Verscliiebung auf diese 
angularen Methylgruppen stimmt, wie die Tabelle zeigt, sehr gut auf die fur die drei 
Verbindungen 8, 16 und 15 berechneten Werte7). 

Von den drei in1 Diinnschichtchromatogranini erkennbaren Nebenprodukten 
(Flecke €3, C und D) konnte das dem Fleck B entsprechende in reiner krist. Form ge- 
wonnen werden. Auch nach Acetyliernng und erneuter Saulenchromatographie gelang 
es nicht, die zwei weiteren Nebenprodukte rein zu erhalten. Dem krist. Nebenprodukt 
vom Smp. 248-258" ltomnit vermutlich die Struktur des 7p-Hydroxyresibufogenins 
(10) zu. Das IR.-Spektrum (vgl. Fig. 4) zeigte neben einer starken HO-Bande die Wan- 
den des intakten Pentadienolidringes. Mit Acetanliydrid-Pyridin wurde ein Di-0- 
acetylderivat erhalten, dessen NMR.-Spektruni neben den1 Epoxidring zwei Acetyl- 
gruppen erkennen liess. Die chemischen Verschiebungen der 18- und 19-Methyl- 
gruppen im NMK-Spektrum bei 0,80 und l,04 ppni sind am besten init den berechne- 
ten Werten (0,823 und 1,045 ppni) des Di-O-acetyI-7,k-hyclroxy-resibufogenins (11) zu 
vereinbaren?). Fur den Abbau von 12 zum 3p, 7P-Diacetoxy-l4P, 15p-epoxy-5p,14p- 
atiansaure-methylester (23) und die Verknupfung mit dem analogen Cardenolid 18 
reichte die vorhandene Menge nicht. Die Konstitution von 7p-Hydroxyresibufogenin 
(10) ist infolgedessen nicht vollig bewiesen, jedoch sehr wahrscheinlich. 

Fur die Durchfuhrung der obigen Strukturbeweise benotigten wir das noch unbe- 
kannte 7P-Hydroxy-14@, 15~-epoxy-14-anliydro-digitoxigenin (18) als Ausgangsniatc- 
rial. Urn es zu erhalten, setzten wir 3-O-Acetyl-14/l, 15P-epoxy-14-anhydro-digitoxi- 
genin (17), das aus Digitoxigenin leicht zuganglich ist [3] 1~161, mit einer wasserigen 
Mycelsuspension von A bsidia orchidis urn. Nach einer Inkubationszeit von 8-1 1 Stun- 
den erschienen irn Dunnschichtchroinatogranim ein Hauptfleck (Fleck A) und 3 wei- 
tere polarere Nebenflecke (Flecke R, C und 11). h'acli Chromatographie an Kieselgel 
konnte das Hauptprodukt voni Snip. 253 ~ 255" in ca. 45-proz. Ausbeute erhalten 
werden. Die Signale der 1R.- und NMR.-Spektren (vgl. Fig. 5 und 6) zeigten den in- 

cucz, ( inppyn) ' )  
Urstinz?izzii?g t l r s  I ' cvsch~cb~~i?gsbcZlru~s  tier /-7u-,1cetos?igrztppe uuJ di? u11gitluvc?~ Allclhylgvupfie~r 1 1 1  

Verbindung nj-O-acetyl-12cr- Ili-0-acetyl-12 M -  

hydroxy-resibufo- hydroxy-14/?, 15g- 
gcnin ( 8 )  cpoxy-14-anhydro- 

(2-18 C-19 C-18 C 1 9  
tligitoxigcnin (16) 

5,9,14a-,\nclrostan 0,692 0,92i 0,692 0,025 

14p,1 5 / i  J':pox> -17/J-C4H,O2.') - - 0,24 0,03 
1 4 8 , l  iii' Epox~-17/I-C,H,0,~) 0.080 0,020 - - 

Sumnie 0,780 1,003 0,940 1,013 
Ccfundcii 0,835 0,985 1,005 1,005 

Berechnet fur 1 Z m -  Icctoxy + 0,05-i - 0,018 +0,06(5) - 0,00(8)  

3 8  C ) \ C  I ), 008 0 , 0 5 H  0,008 0,0.58 

Fur  Einzelheitcn vgl. GSELL k T.<\III 11.5 1 
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takt gebliebenen Oxiraii- sowie den Kutenolidring an. Die Verbindung besitzt die 
Struktur des erwunschteri Ij-~-Hydroxy-l4/3,15,&epoxy-14-anliydro-digitoxigenins 
(18). Diese Struktur wurde wie folgt bewiesen : Mit Acetanhydrid-Pyridin lieferte 18 
das Di-0-acetylderivat 19, dessen 1R.- und NPtlR.-Spektren wieder die fur den Oxiran- 
ring, den ungesattigten Lactonring sowie die Acetylgruppen t y p k h e n  Banden bzw. 
Signale aufm ’iesen. ’ 

Zur weiteren Verkniipfung wurde 3,7-Di-O-acet~il-’iB-llydrosy-digitoxigenin (20), 
dessen Struktur gesicliert ist, init SOCl, in Pyridin bei - 15” behandelt und das ge- 
bildete 14-Anhydroderivat sofort mit N-Bromacetamid in Aceton-Wasser [16] umge- 
setzt. Das resultierende Produkt war init deni auf inikrobiologisclicm Wege erhaltenen 
Praparat 19 in allen Eigenschaften identisch. Daiiiit ist die 7b-Hydroxygruppe von 18 
bewiesen. In1 Hinblick auf die cheniische Verkniipfung niit weitern inikrobiellen Um- 
wandlungsprodukten wurde das Diacetat 19 noch init Ozon abgebaut. Aus den sauren 
Aiiteilen wurde, nach Methylierung niit Diazomethan, der 38,78-Diacetoxy-l4/3,15p- 
epoxy-58, 14/3,17ctH-atiansaure-iiiethylester (23) erhalten. 

Von den drei Nebenprodukten, welche nach der Cinisetzung von 17 niit A .  orchidis 
iin Diinnschiclitchromatogranim (Flecke R, C und I)) festgestellt wurden, konnte eines 
durch Cliromatographie an Kieselgel abgetrennt werden. Es verliielt sicli ini Dunn- 
schiclitchromatograinm einheitlich, bestand aber nach den1 NMR.-Spektruin aus 
eineni Gemisch von zwei Substanzen irn Verhaltnis von ca. 1 : 1 (Gernisch B). Nacli 
Acetylierung des Gemisches init Acetanhydrid-Pyridin und noclimaliger Chroiiiato- 
grapliie an Kieselgel konnte eines der beiden Acetylderivate in reiner krist. Form ab- 
getrennt werden. Es handelt sicli urn das Di-O-acetyl-1 Zor-liydroxy-l4/3,15~-epoxy- 
14-anliydro-digitoxigenin (16). Die Konstitution dieser Verbindung wurde wiederuni 
iiiit Hilfe des Ozonabbaus und anscliliessendcr Veresterung der sauren Anteile mit 
Diazornetlian bewiesen. Der resultierende Metliylester war nacli den1 1R.-Spektruni 
identisch init deni durch oxydativen Abbau von 3,lZ-Di-O-acetyl-lZx-liydroxy- 

21 22 I< = H 
16 K = A C  

23 
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resibufogenin (8) erhaltenen 38,l Za-Diacetoxy-l4B, 15P-epoxy-5@, 14/$, 17xH-atian- 
saure-methylester 15. 

Die zweite Komponente des Gemisches R konnte weder als solche noch als Acetyl- 
derivat rein erhalten werden. Hingegen kristallisierten in geringen Mengen zwei weitere 
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Nebenprodukte, welche aber nicht den urspriinglichen Nebenflecken R, C oder 11 im 
Duniiscliichtc~iroinatogramrn entsyrachen. Keini einen durfte nacli den 1R.- und UV.- 
Spektren ein Derivat des Progesterons vorliegen. Progesteron war als Aktivator dein 
Pilzmycel zugegeben worden. Reini anderen voni Snip. 253-255” handelt es sich, nacli 
den1 Verhalten bei der Chroinatographie und ini L)unnscliiclitclironiatogramni, ver- 
niutlich um ein weiteres Monoliydroxyderivat 21 von 14/3,15P-Bpoxy-l4-anhydro- 
digitoxigenin. Seine Konstitution konnte noch niclit aufgeklart werden. 

Diskzission der Ergebnisse. Die Hydroxylierung von Kufalin durch eine wiisserige 
Mycelsuspension von Absidia orchidis verliiuft gleich \vie bei Digitoxigenin. In beiden 
Fiillen tritt die Hydroxylgruppe in die 7P-Stellung cin, (1.11. im Gegensrttz zu der bei 
den A4-3-Ketonen der Androstan- und Pregnanreihe 11eol)achteten Hydroxylierung in 
den lp- ,  6P-, 7x - ,  l l ~ ,  7 1 P- und 14%-Stellungen lierrscht hei den Cardenoliden und 
Bufadienoliden mit 14P-standiger HO-Gruppe die 7P-Hydroxylierung vor. Demzu- 
folge bewirkt der Ersatz des 17P-Ihtenolidrings durcli den 17P-Hexadienolidring 
keine Anderung der Reaktivitat. Hingegen wird liesibufogenin (9) unter den gleichen 
Redingungen in dcr 1 2%-Stellung hydroxyliert. Erst wenn das Substrat in kleineren 
Dosen zur Mycelsuspension gegeben wird, bildet sic11 auch etwas 7P-Hydroxyresibufo- 
genin. Das bestatigt die I’seobachtung, dass hohcre Substratkonzentrationen die 78- 
Hydroxylicrung liemnien [B]. Aucli bei den Cardenolideii bewirkt die Einfuhrung eines 
148,15P-Oxirnnrings, wenn auc,li in geringern Masse, einc Eevorzugung der 12wHy- 
droxylierung gegenuber der 7P-Hydroxylierung. 12 a-Hydroxylierungen sind in der 
Cardenolid- und Kufadienolidreihe bisher nicht beobachtet worden. Zuni Schluss sei 
noch erwahnt, dass weder Scillarenon (3-0xo-A4-Kufalin) iioch Rufotalin (16P-Ace- 
toxybufalin) durch A .  orchidis uingesetzt wurden. L4uch nacli langerer Inkubationszeit 
und bei Zugabe von KCN 141 war kauni eine Unisetzung zu beobachten. Ebensowenig 
liessen sich Sarmentogenin (11 K-Hydroxydigitoxigenin) und Digoxigenin (ZZP-Hy- 
droxydigitoxigenin) durch A .  orchidis urnwandeln. 

Es ist kaum ein Scliimiiielpilz bekannt, der wie Altsidia orchidis clas Steroidgerust 
an so versehiedenen C-Atomen zu liydroxylieren vermag. Dalier ist es auf Grund der 
vorliegenden Resultate schwierig, Aussagen iibcr die Stereospezifitiit des betreffenden 
Enzymsystems zu niaclien. 

\Vir danken dcrn SCHW-EIZEKISCHEN N A T I ~ S A L F ~ N D S  ZUR FORDERUNG DER WISSENSCH~FTLI-  

<:HEN FOKSCHUNG (I’rojcktc Nr. 2.535 uncl 3076) [fir tlic finanziclle 1:ntrrstiitzung. 

Experimenteller Teil 

1. A Zlgewzeines. Die Snip. wurdcn auf dcm KOFLI~:R-UIOC~I bestininit untl sind korrigiert ; Fch- 
lcrgrenze ctwa 2-. Suhstanzproben zur Messung tier spez. Drehungcn und Spcktren cvurclen ca. 
5 Std. bei 60-7OC/O,02 Torr und zur Elcinentaranalyse 12 Std. liei 100 j 0 , O Z  Torr getrocknet. l>ie 
Blementaranalysen ycrdanken wir dem niikroanalytischen 1-abomtoriuni des Instituts (E. THOW 
nmx). l>ic IR.-Spektren wurdcn cntwetlcr niit dcrn PEIrKIN-~r~I\.I-ER-~~.-Gitterspcktrotncter, Mo- 
dell 12.5, oder init einem BECKMAN-Spektrophotonicter, Modell IR-8, die NMR.-Spektren niit cinem 
VAKE -zN-Speklromcter, Modell *\-GO, iin Spcktrallaboratoriom des Instituts (K. AEGERTER untl 
W. SGHWAB) aufgenoimnen. Zur  SaulcnchroInatographic tlicnten M203 (-lktivitatsstufe IILTII), 
liieselgel (Ilorngrosse 0,05-0,20 mm) nach L ) u N C n n -  [I71 und Silicagcl (Korngrosse 0,15-0,33 mni). 
Fur die Dunnschichtchrotnatographie (DC.) nach STAHL (vgl. [18)) wurde Kieselgcl G als Adsor- 
hens vcrwendet. Die Fleckc wurden clurch Bespriihen mit 20~1-07. SbCl,-LBsung in Chloroform 
1191 oclcr durch J,-Dampfc sichtbar gcniaclil. 
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kvoorga~z/smen. Probcn cincr Schragagarkultur von :1bsitlia ori-hzdrs (YLJILL.)  
]<-\GEM. (Hcrkunft 1)r. Y. SOZ.\KI, SHIONOGI L% Co., I>TD., Osaka, Japan) wurdcn dirckt als Tmpf- 
material fiir die Niihrliisung verwentlet. Nahrliisung: 3,5u/b Glucose, 3% Racto-Pcpton, 0,50,; 
Maislauge. Zuni Versuch wurden 1000-ml~ERL~NM~YER-Kolben init je 100-200 ml Nahrliisung be- 
nutzt. r)ic Gcfasse wurtlen 30 Min. bei 120" im L)ainpidutokk~ven stcrilisiert u n d  dann bcirnpft. Die 
ERLENMEYER-I<olbCn wurdcn auf  ciner roticrendcn Schuttelmaschine (170 ~initlrehungen/l\~in.) 
bei 27" 48 Std. inkubicrt, \i*orauf je ERLENMEYER-KOlbCn 30 mg Progcstcron in 0,5 ml Accton zu- 
gegeben wurde. Nach welteren 16 Std. Schiittcln wrirdc tlas Myccl durch Filtration auf cinein 
Gazestoff gesammelt, leicht ausgepresst und init dcst. Wasser gcwaschcn und wicderum auf die 
ERLEN~fEy~R-Kolben mit je 100-200 ml [lest. Wasscr vcrtcilt. Zu dicscr Mycclsuspension \\ urde 
das Substrat, gclost in wenig hkthanol oder .\ceton, gegeben. 

3 .  L'mselzu?ig vo?i Bufalin ( 1 )  init -il)sitlia orchidis. Einc Liisung \on 400 ing Rufaliii (1) \-on? 
Smp. 240-243" in 20 ml Methanol wurtle auf 16 1000-ni l -ERLE~~EYRK-l(Olbcn vcrtcilt, in wclchcn 
tlas Pilzmyccl in je 100 ml Wasser suspendiert war. Die Koltien wurden 16 Std. bci 27' auf der ro- 
ticrenden Maschinc gcschuttelt. Nach .-\bfiltricren tlcs Mycels und Nachwaschen init Methylen- 
chlorid-Methanol-(9 : 1) wurdc die wasserige Losung vicrmal rnit RZcth~lenchlorid-Methariol-(9: I )  
extrahiert. Die Ausziige ergaben nach Trocknen uber Na,SO, 412 nrg Rohprodukt, das ini Diinn- 
schichtchroinatogramm (Fliessniittel Ather) einen starken Fleck von 7 @-Hj-droxybufalin (2) (Rf- 
\Vert 0,44), einen schwachen Fleck von Bufalin (1) (Kf-Wert 035)  sowic 4 wcitcrc schr schwache 
Fleckc (Rf-Wcrte < 0,4) zeigtc. Das Rohprodukt wurde an  40 g Silicagel chroniatographiert. Zuni 
Elniercn dienten je 50 ml Losungsmittel pro Fraktion (Renzol mit steigenden Mengen Methanol), 

Die Fralrtionen 1 6 (eluiert niit Benzol) ergaben 24 mg gelbes 01; vcrworfen. 
13ie Fraktionen 7-16 (eluiert init nenzol-Methanol-(9(~: 1 bis 98: 2))  crgaben 3 mg arnorphes 

Material. 
Die Fraktioncn 17-24 (cluicrt niit Benzol-McthanolL(98: 2 bis 94: 6) )  ergallen 58 mg amorphcs 

Rlatcrial. Nach DC.: Gcmisch von Edukt  1 und wenig 7P-Hydroxybufalin (2). 
Die Fraktionen 25-31 (cluicrt mit Benzol-Mcthanol-(94:6 bis 90: 10)) crgabcn 260 ing Roh- 

pi-odukt (im DC. einhcitlich), das aus Methanol-Xceton 155 nig Prismcn voni Smp. 245-251" lie- 
ferte. Nach I,'mki-istallisieren aus Methylenchlorid-Ather resultierte reines 7P-Hydroxyhufdi?z (2) 
vom Smp. 253--256' [a]g  = - 7,s  2' (c = 0,537 in Methanol). Das 1R.-Spektrum (fest in KRr) 
zeigte Rantlen liei 3380 en - l  (breit, -OH), u m  1700 cni-l (relativ tireit, C=O, Pentadienolidring), 
1630 und 1535 cm (C=C, Pentadienolidring). Das BMR.-Spcktrum (in (CIj,),SO) zeigte Signalc 
bei: 0,63 urid 0,89 ppin (18- und 19-Methyl), 5,55 ppni (-OH), uncl 7,99 7,55 u n d  6,29 ppni (Pro- 
tonen des Pcntadicnolidrings niit charaktcristischcr Kopplung) 7). 

C,,H,,O, (402,S) Bcr. C 71,61 H 8,.5l% Gef. C 71,53 1 1  8,47:b 

Die Fraktionen 33--37 (eluiert mit Benzol-Methanol-(')O : 10 tiis GO : 40)) crgabcn 55 mg amor- 
phes Material, das nicht weiter untersucht wurde. 

4. Di-O-acetyl-7B-~~y2.ydro~yy-hujaEin (3) am 2. 148 m g  7@-Hydroxybufa.lin (2) voni Smp. 24.5 bis 
251" wurden mit 1 ,2  ml abs. Pyridin und 1,05 ml Acctanhydrid 24 Std.  bci 40" stchcngelassen. 
Nach Eindampfen irn Vakuuin - zuletzt nach Zugabe von Benzol - resulticrtcii 165 nig Rohpro- 
tlukt, tlas an 5 g Silicagel mit Methylenchlorid-Metlranol-(98 : 2) gereinigt wurdc. Aus Mcthanol 
uwrdcn 154 mg Kristalle voin Snip. 200 -206" erhalten. Nach Umkristallisieren aus  Mctlianol- 
Aceton resultiertc reines 3 vom Smp. 204-206". [a]:; = - 23" 2" (c = 1,097 in Methanol). Ini 
1R.-Spektrum (in Mctliylcnchlorid) (Fig. 1) Banden bei 1720 cin (C-0, Acetyl und Pcntadienolid) ; 
163.5 cm-l (C-C, Pcntadienolid) und 1230 cm-' (-OCOCH,). Das SMR.-Spektrum in CnCl, zeigte 
Signalc bci 0,75 und 1,03 ppm (18- und 19-Methyl); 2,11 und 2,Ol ppni (Aketylgruppcn) ; 5,OG ppni 
(2 H gcminal z u  den Acctoxygruppen) untl die Protonen des Pentsdienolidrings bci 7,73 ppm 
(Quartctt init ,I = 10 b z w .  2 , i  H z ) ,  7,22 ppm (verbreitertes I h b l e t t  mit 1 = 2 ,5  Hz) und 6,25 ppni 
( l h b l c t t  niit ,I = 10 H z ) .  

C,,H,,O, (486,6) Ber. C, 69, l l  H 7,877; Gcf. C 69,15 H 8,15% 

5. l iMnO,-Abbau wox .7,7-Di-O-aret~~1~7~-hydroxy-bufalzn (3) : 3 @ , 7 @ - D i a c e t o x ~ ~ - 1 4 ~ - 1 z y d r o ~ ~ ~ -  
5P, 74/3,77aH-atiansuure-n~et~yZester (6) .  Eine Losung von I00 nig 3 in 3 nil Aceton (frisch fiber 
KMnO, destilliert) wurrle unter Ruhren wahrcnd 4 Std. portionsweisc mit insgesamt 220 mg fein 
gepulvertem KMnO, vcrsctzt (zu Rcginn 125 mg, nnch 30 Min. 50 ing, nach 2 Std. 45 mg KMnO,). 
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I)as braun gefarbtc Gemisch wurde abgcdampft, der Riickstand in 40 in1 H,O suspendicrt und die 
Suspension mit 2~ H,SO, auf pH 1 gcbracht. Hicrauf wurtlc (lurch Einleitcn von S0,unter Kiihlung 
entfarbt und init Chloroform-Ather-(4: 1) ausgeschiittelt. Nach Waschen dcr Ausziigc mit menig 
Wasser und Trockncn iiber Na,SO, resultiertcn 101 nig Kohprodukt, das in 100ml Wther gelost und 
init frisch zubereitctcr atherischcr Diazoincthanlosung vcrsctzt wurclc. Nach Stchen wahrend 15 
Min. wurde cingedainpft und dcr Eiiidampfruckstancll (98 mg) an 30 g Silicagcl niit Ather-f'ctrol- 
ather-(7 : 3 )  als Elutionsrnittel chroniatographiert (10 1111 pro Fraktion). 

Die Fraktionen 9-11 ergaben nach IJinkristallisicrcii aus Pctrokthcr-Ather 29 nig rcinen Ester 
6 voni Smp. 137-140". [MI;; = +27" & 2" (c = 1,086 in Methanol). L)as 1R:Spektrum in Methy- 
lenchlorid zcigte Banden bei 3570 c n - l  und  3450 cni l (-OH, frei I)zw. assoziiert), 1730 und 1720 
ciiirl (GO, .4cety1 und Pentadicnolidring) sowie 1225 cn- l  (-OCOCH,). Nach Snip., Misch-Smp. 
u n d  1K.-Spcktruni ist das I'riiparat riiit dem aus 4 gcwonnencn ht)baucstcr iclentisch. 

6. .3p, 7/s', 14,20- T&ah~~dvoxy-,5/1,14~~-21-,zor-pre~izan (5 )  uzis 6 .  Einc L.osnng von 49 mg .\b- 
lmuestcr 6 voni Snip. 137-140" in 7 ml Tctrahyilrofuran (irisch (lurch basischcs AI,O, filtriert) 
wurde untcr Kuhren mit 100 nig LiAlH, versetzt untl 2 Std.  untcr Riickfluss gekocht. Nach Ah- 
lciihlung dcr Liisung wurcle mit Eis zcrlegt, niit 2~ H,SO, auf pH 1 gehracht uncl die Losung fiinf- 
ma1 mit Ather ausgeschuttelt. Nach \Yaschen der luszdge  niit wcnig Wasser, Trocknen iiber 
Na,SO, und Eindampfen im Vakuum resultierten 35 mg Rohprodukt, das aus Aceton 21 mg Roh- 
kristallisat lieferte. Nach Umkristallisieren aus Accton rcines 5 in Prismen vom Snip. 221-224". 
[a]:: = +9" 2" (c = 0,582 in Methanol). Das 1K.-Spektrurn (fcst in IiBr) zeigtc cinc breite 
Hytlroxylbande bei 3250 cni-l, hingegcn ini Bercich der C-0-Schwingungen keinerlei Signale. 

C2,,l13,04 (338,s)  Rcr. C 70,97 H 10,13"& Gel. C 70,81 H 10,160,; 

7. Cnz.selauizg z i o i ~  ResibzLfoge9zin ( 9 )  wit  Absidia orchidis. - a) Eine Liisung von 500 nig 9 voni 
Smp. 00 j 160-170" in 15 ml Methanol wurde auf 25 1000-~ i l -ERLENMEYER-T. ;o lben  vcrteilt, in 
welchcn clas Pilznipcel in jc  100 ml Wasscr suspendicrt war. Die Kolbcn wurclcn 18 Std. bei 27', 
auf der rotierenden Maschinc gcschiittelt. Nach .\bfiltrieren des Myccls und  Nachwaschcn rnit 
Methylcnchlorid-Methanol-(9 : 1) wurde die wasserigc 1,osung viermal mit Illethylenchlorid-ne- 
thanolL(9: 1) extrahiert. Die Ausziige ergaben nach Trocknen uber Na,SO, 527 Ing Kohprodukt, 
das im DunnschichtchromatograInm (Fliessmittcl : Methylcnchlorid-Methanol-(93 : 7)) cinen star- 
ken Fleck ( A )  von 12  a-Hpdroxyresibufogenin (7) (Rf-LVert 0,4), eincn schwachen Fleck von Resi- 
Iiufogenin (9) (Kf-L\'ert 0,s)  sowie drei weitere polare Kebenflecke (H, C und D) zeigtc. Das Koli- 
produkt wurtle an 100 g Kieselgel chromatographiert. Zuni  Eluicrcn dientcn je 100 ml I.6sungs- 
mittel pro Fraktion (Bciizol niit stcigenden Mengen Methanol). 

Tlic I'raktionen 1-6 (cluiert init BenzoI-Methanol-(l00:O bis 04: 6)) ergaben 21 mg gelbcs 01; 
verworfcn, 

Die Fraktionen 7-10 (eluiert mit Hcnzol-Methano1-(96 : 4)) rrgabcn 69 nig amorphes Material. 
Die Fraktionen 11 -14 (clniert init Bcnzol-Methanol-(96: 4)) crgaben 70 mg nniorphes Material, 

das auch Edukt  enthiclt. 
1)ie Fraktionen 15-19 (cluiert niit Benzol-Metlianol-(96: 4)) ergabcn 165 mg im UC. cinheitli- 

ches Rohprodukt, das aus Nitromcthan-;\ceton-(l : I) 120 mg Kristalle vom Smp. 149-160" lieferte. 
Nach Umkristallisieren aus Methanol reines /Za-H.vrlro~~IrPsibufogeni?z (38 ,12cr-D~hylrox~~-74p,  
~.5~-epoxy-5~-~20,"2-bufadienoZzd) (7) vom Sinp. 152-153'. [a]:: = +37" & 2" (c = 0,895 In 
Methanol). Das IR.-Spcktrum (fest in KBr) zeigtc Handen bei 1745 und 170.5 cm-l (C=U, Penta- 
dicnolidring) untl 1535 cin-1 ( C X ,  Pentatiienoliilrlng). Lfas NMR.-Spclrtruni (in (C.D,),SO) zeigte 
Signale bei 0,91 u n d  0,65 ppin (19- und 18-Methyl); 3,58 ppni (15a-€1); 4,15 ppni (Dublett mit 
,J = 4 Hi: des 3P-OH); 4,71 ppm (Dublett niit J = 4 Hz  dcs 12cr-OH) bei 3.9 ppm (2 H geminal zu 
-OH);  bei 3,lS ppni (17cr-H); 7,81, 7,52 und 6,29 (Pcntadienolid) init den fiir sie charakteristischen 
liopplungcn7). 

(:z3113105 (4003) Ber. C 71,97 1-1 8,050,a 
C,4H3205(H,0j (418,s) ,, ,, 68,87 ,, 8,199; Gef. C 6933; 69,38 H 8,O.j;  8,41% 

I)ic Fraktionen 20-24 (eluicrt init Henzol~~~ethanol - (94  : 6)) ergaben 74 mg aniorphes Material, 

Die Fraktioncn 25-30 (cluiert mit ncnzol-nIethanol-(90 : 10)) ergaben 63 mg amorphes Matc- 
das noch wcnig 7 enthielt. 

rial. 
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Die Fraktionen 31-33 (eluiert mit Renzol-Methanol-(70 : 30)) ergaben weitere 74 mg amorphes 
Material. 

b)  Je 0,5 in1 einer Msung von 309 mg 9 voni Smp. 90 + 160-170" in 15 ml Methanol wurden 
nach 0, 2, 4 und 6 Std. zu 8 l - L i t e r - E R L E N M ~ Y E R - h I O l b e n  gegeben, in welchen das Pilzrnycel in je 
100 ml Wasser suspendiert war. Die Kolben wurden insgesamt 9 Std. auf der rotierenden Maschine 
geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Mycels und Nachwaschen niit Methylenchlorid-Methanol-(9.1) 
wurde die wasserige Losung dreimal mit Methylenchlorid-Mcthanol-(9 : 1) extrahiert. Die Ausziige 
ergaben nach Trocknen uber Na,SO, 363 mg Rohprodukt, das in1 Dunnschichtchromatogramm 
(Fliessmittel: Ather-Methanol-(95 : 5) einen starken Fleck (-4) von 12a-Hydroxyresibufogenin (7) 
(Rf-Wert 0,6), eineu schwachen Fleck des Edukts (Rf-Wert 0,65) und 7~-Hydroxyresibufogenin 
(10) (Rf-Wert 0,4; Fleck B) und zwei sehr schwache Flecke (C und D) zeigte (Rf-Wertc 0,45 und 
0,25). Das Rohprodukt wurde an 25 g Kieselgel chromatographiert. Zum Eluieren dienten je 100 ml 
Losungsmittel pro Fraktion (Ather mit steigenden Mengen Methanol). 

Die Fraktionen 1-3 (eluiert mit Ather) ergaben 144 mg gelbes 01; verworfen. 
Die Fraktionen 4-7 (eluiert mit Ather-Methanol-(99: 1)) ergaben 30 mg amorphes Material, 

das neben wenig Ausgrtngsmaterial vor allem 7 enthielt. 
Die Fraktionen 8 und 9 (eluiert mit Ather-&fethanol-(99:1)) ergaben 45 mg reines 1 2 ~ -  

Hydroxyresibufogenin (7). Nach Umkristallisieren aus  Nitromcthan-A4ceton Kristalle voni Smp. 
153-155". 

Die Fraktionen 10-12 (eluiert mit Ather-MethanolL(99: 1)) ergaben 27 mg amorphes Material, 
das neben 7 noch 10 enthielt. 

Die Fraktionen 13-19 (eluiert mit Athei--Methanol-(99: 1 bis 97: 3)) ergaben 54 mg amorphes 
Material, das zur  Hauptsache 10 enthielt. Aus Aceton-Ather 25 mg reines 78-Hydroxyresibz4f~~gen~n 
(3/3,7fl-Dihydroxy-l4fi, 75~-ep0xy-5~-~~~~,~~-b~~fadienolid) (10) in Prismen vom Smp. 248-258" 
(Zers.). [a]:! = +27" & 2" (c = 0,743 in Methanol). Das 1R.-Spektrum (fest in KBr) (Fig.4) 
zeigte Banden bei 3480 cni-' (-OH, rel. scharf), 1745 und 1715 c n - l  (C-0, Pentadienolid) untl 
1535 cm-1 (C=C, Pentadienolid). 

C,,H,,05 (400,5) Ber. C 71,97 H 8,05% Gcf. C 71,11 H 8,26y0 
C,,H,,O5,H,O (418,5) 8 ,  68,87 8816% 

8. Di-O-acetyl-12cc-hydroxy-resibnfogeni~ (8 )  aus 7. 100 mg 12a-Hydroxyresibufogenin 7 vom 
Snip. 152-155" wurden init 1,2 in1 abs. Pyridin und 1,l ml Acetanhydrid 24 Std. bei 35" stehenge- 
lassen. Nach Eindampfen im Vakuuin - zuletzt nach Zusatz von Benzol - resultierten 112 mg 
Rohprodukt, das an  5 g Silicagel mit Methylenchlorid-Methanol-(98 : 2 )  gercinigt wurde. Aus Ather- 
Methanol 98 mg reines 8 in Kristallen vom Smp. 208-217". [ a ] g  = +37" + 2" (c = 1,032 in 
Chloroform). Das 1R:Spektrum (fest in KBr) (Fig. 2 )  zeigte Banden bei 1730 cm-l (C=O, Acetyl 
und Pentadienolid), 1530 cm-l (C=C, Pentadienolid), 1230 cn r l  (-OCOCH,) und 3020 cn - l  (C-H, 
Epoxid). Das NMR.-Spektrum (Fig.3) in CDCl, zeigte Signale bei : 0,99 und 0,84 ppm (19- und 
18-Methyl) ; 2,05 und 2,12 ppm (Acetylgruppen); 3,66 ppm (15a-H) ; 5,lO und 4,97 ppni (3a-H und 
12B-H) ; die Protoncn des Pentadienolids bei 7,73, 7,22 und 6,25 ppm mit ihren charakteristischen 
Kopplungen7). 

9. Di-O-acetyl-7/3-hydroxy-~esibufogewin (11) aus 10. 18 mg nicht ganz reines 7P-Hydroxy- 
resibufogenin (10) wurden mit 0,5 ml abs. Pyridin und 0,45 ml hcetanhydrid 24 Std. bei 35" ste- 
hengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum - zuletzt nach Zusatz von Benzol - resultierten 18 mg 
Rohprodukt, das an 2 g Silicagcl mit  Methylenchlorid-Mcthanol-(98 : 2) gereinigt wurde. Aus Ather- 
Petrolather 12 nig reines 11 vom Smp. 185-200". Das NMR.-Spektrum in CDCl, zeigte Banden bei 
0,80 und 1,04 ppm (18- und 19-Methyl); 2,03 und 2,06 ppm (ilcetylgruppen); 3,61 ppm (15a-H); 
5, l  und 4,8 ppm (breit) ( 2  H geminal zu den Acetoxygruppen) und die Protonen des Pentadienolid- 
rings bei 6,25, 7,25 und 7,74 ppm mit den charakteristischen Kopplungen7). 

10. KMn0,-Abbau voiz 3,72-Di-O-acety2-12a-hydroxy-resibufogenin (8) : 3$,12~-l>iacetoxy- 
14/3,1515-epoxy-14-anhydro-5fi, 14fi,17ciH-atiansaure-methylestev (15). Eine Losung von 100 mg 8 
vom Smp. 208-217" in 3 ml Aceton (frisch uber KMnO, destilliert) wurde unter Ruhren wahrend 
4 Std. portionsweise mit insgesamt 220 mg fein gepulvertem KMnO, versetzt (zu Beginn 125 mg, 
nach 30 Min. SO mg, nach 2 Std. 45 mg KMnO,). Das braun gefarbte Gemisch wurde abgedampft, 
der Ruckstand in 40 ml Wasser suspendiert und mit 2~ H,SO, auf p H  1 gebracht. Hierauf wurde 
durch Einleiten von SO, untcr Kuhlung entfarbt und mit Chloroform-Ather-(4 : 1) ausgeschuttelt. 

11 



162 HELVETICA CNIMICA ACTA - Vol. 52, Fasc. 1 (1969) - Nr. 14 

Nach Waschen der Auszuge mit wcnig Wasser und Trocknen iiber Na,SO, resultierten 99 mg Roh- 
produkt, das in 10 nil Ather gelost und mit frisch zubereitcter atlicrischer Diazomethanlosung ver- 
setzt wurde. Nach Stehen wahrend 15 Min. wurde eingedampft und der Ruckstand (96 mg) an 30 g 
Silicagel mit  Ather-€'etrolather-(7 : 3) als Elutionsmittel chromatographiert (10 nil pro Fraktion). 

Die Fraktioiien 9-11 ergaben 34 mg amorphes Material, das im Dunnschichtchromatogramm 
cinheitlich war, aber bisher nicht kristallisierte. Es handelt sich urn den reinen Ester 15.  [cr]g = 

+45" & 2" (c = 1,380 in Mcthanol). Das 1R:Spcktrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei 
1730 cn-l  (breit, C=O) und 1225 cm-1 (-OCOCH,) und ist identiscli mit dem 1R:Spektrum des 
nus 16 erhaltenen Abbaucsters. 

11. 3,12-Bisdehydro-72a-hydroxy-resibufogenin ( 1 3 )  atis 7. Eine Liisung von 25 mg 12cr-Hydr- 
oxyresibufogcnin (7) vom Smp. 152-155" in 2 nil reinstem Aceton wurde auf 0" abgelruhlt und mit 
0,035 ml Cr0,-Losung [14] (2,67 g CrO,; 2,30 nil H,SO,; H,O ad 10 ml) versetzt. Nach 10 Min. 
Ruhren bei 0" wurde das Accton im Vakuum entfernt, die wasscrige Losung dreimal mit Athcr 
extrahiert, die Extrakte mit wenig Wasser gewaschen, iibcr Na,SO, getrocknet und im Vakuum 
eingedampft. Es resultierten 25 mg Kohprodukt, das im DC. neben wenig Ausgangsprodukt einen 
schnellcrcn Fleck zeigte (vermutlich 3-Dehydro-12 a-hydroxy-resibufogenin (12)). Das Rohprodukt 
wurde daher nochrnals in 2 ml Aceton aufgcnomnien, mit 0,035 ml CrO,-LSsung versctzt, 10 Min. 
bei 20" stehengelassen und wie oben aufgearbeitct. Das Rohprodukt zeigte im DC. neben ganz 
wenig Ausgangsprodukt zwei unpolarere Fleclre von gleicher Starlre. Nach Chromatographie an 2 I: 
Kieselgel niit Chloroforni-Methanol-(96 : 4) als Losungsmittel (Fraktionen zu 3 ml) rcsultierten aus 
den Fraktionen 1 und 2 11 mg rohes 13, das aus Aceton-Ather Kristalle vom Smp. 265-269" liefer- 
te. Das 1R.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei 3025 ctn-l (schwach, C-H, Epoxid), 
1745, 1725 und 1715 cni-l (C-0) und 1540 cn - l  (C=C, T'entadienolid). Nach Misch-Smp. und 1% 
Spcktrurii identisch mit tiem aus 12P-Hyciroxyresibufogenin (14) berciteten 3,lZ-Bisdchydro- 
resibufogenin (13). 

Die Fraktionen 3-5 ergaben 7 mg rohes 3-Uehydro-12 a-hydroxy-resibufogenin (12), das aus 
Acetou-Ather Kristalle vom Smp. 260-264" lieferte. Das 1R.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte 
neben den fur 13 crwaihnten Banden einc OfI-Schwingung bci 3590 cn1-l. 

12. Unzsetzung uon Molzo-O-acetyl-I4P, 15~-epox~-74-anhydro-digi toxigenin (17) nzit Absidia 
orchidis. Eine Losung von 700 mg 17 voni Smp. 170-175", bcreitet nach [16], in 15 ml Methanol 
wurde auf 30 1-Liter-ERLENMEYER-KOlbcn verteilt, in welchen das Pilzmycel in jc 200 ml Wasser 
suspendiert war. Nach Schutteln der Iiolbcn auf der rotierenden Maschine wahrend 8 Std. wurde 
clas Mycel abfiltriert und ausgeprcsst (Losung 1). Das gleichc Mycel wurde wiederum auf 25 1- 
Liter-ERLENMEYER-Kolben verteilt und cine weitere M s u n g  von 450 mg 17 voni Smp. 168-175" 
in 15 ml Methanol zugegeben. Nach Schutteln wahrend 11 Std. wurde das Mycel abfiltriert, aus- 
gepresst und nachgewaschen (Losung 2). Die Losungcn 1 und 2 wurden separat im Umlaufver- 
dampfcr im Vakuum auf 800 ml eingecngt und je viermal mit Methylenchlorid-Methanol-(95 : 5) 
extrahicrt. Die organischen Phasen wurilen filtriert, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum ein- 
gedampft. Es resultierten 981 mg bzw. 597 mg Rohprodukte, welche im Dunnschichtchromato- 
gramni dicsclben Flecke zeigten : ein Hnuptprodukt (Fleck A) neben 3 polarercn Ncbenprodukten 
(Flecke l3, C und D). 

a) Die vereinigten Rohprodukte (1,58 g) wurdcn an  400 g Kieselgel chromatographiert. Zum 
Eluieren dientcn je 45 ml Losungsmittel (Methylenchlorid-Mctlianol-(96: 4)) pro Fralrtion. 

Die Fraktionen 1 4 4  ergaben 26 mg gelbes 01; verworfen. 
Die Fraktion 45 ergab 114 mg gelben Schauni, dcr nebcn wcnig 17 unpolarere Substanzen ent- 

h i c k  
Die Fraktionen 44-49 ergaben 945 mg Kohprodukt, wclchcs aus Aceton-Ather 265 mg Kristalle 

vom Smp. 251-254" lieferte uncl dem Fleck A auf dciii Dunnschichtchromatogranim entspricht. 
Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather reines 7D-Hydroxy-l4P, 15P-epoxy-14-anhydro-digitoxi- 
genin (28 )  vom Smp. 253-255". [ c L ] ~  = +64" 2' (c = 0,492 in Chloroform). Das 1R.-Spektrum 
(fest in TCBr) (Fig. 5) zeigte Banclcu bei 3520 cn - l  (-OH, relativ scharf), 1780 und 1740 cm-l (C=O, 
Butenolidring), und 1630 cm-I (C=C, Butcnolidring). Das NMR.-Spektrum in (CD,),SO (Fig. 6) 
zeigte Signale bci: 0,94 und 0,90 ppm (19- und 18-Methyl); 3,56 ppm ( l5a -H) ;  3,87 und 3,5 ppm 
(H geminal zu -OH); 4,18 und 4,04 ppni (Hydroxylprotonen); 4,827 und 5,92 pprn (Butenolidring). 

C,,H,,O, (388,5) Ber. C 71,10 H 8,30% Gef. C 73,31; 71,44 H 8,29; 8,26O/, 
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Fraktion 50 ergab 93 mg amorphes Material. Aus Aceton-Ather 12 mg Kristalle vom Smp. 
217-225' ; vermutlich ein Hydroxylierungsprodukt von Progesteron. Das 1R.- Spektrum in Me- 
thylenchlorid zeigte Randen bei 3590 cm-l (-OH, nicht assoz.), 1705 und 1680 cm-l (C=O, 20-0x0 
bzw. 3-0x0) und 1610 cm-1 (C=C). UV.-Spektrum in Athanol: A,,, = 243,5 nm;  E = 16400. 

Die Fraktionen 51-53 ergaben 118 mg amorphes Material, das im DC. uneinheitlich war untl 
keine Kristalle lieferte. 

Die Fraktionen 54-58 lieferten 57 mg amorphes Material, das aus *Aceton 21 mg dicke Nadeln 
vom Smp. 253-255" ergab. Vermutlich liegt ein Monohydroxyderivat (21) von 148,15/3-Epoxy-l4- 
anhydro-digitoxigenin vor. Das IR.-Spelrtrum in KBr zeigte Bandcn bei 3370 cm-l (-OH, assoz.), 
1785 und 1740 cm-l (C=O, y-Lacton), 1752 cn-1 (Funfringketon ?) und 1610 cni-1 (C=C). 

Die Fraktionen 45-62 ergaben 89 mg amorphes Material, das noch sGemisch B)) enthielt. 
Die Fraktionen 63-85 ergaben 26 mg polareres Material, das nicht weiter untersucht wurde. 
Die Fraktionen 59-98 ergaben 111 mg polare Substanzen, die u. a. die Flecke C und D enthiel- 

ten. Nicht weiter untersucht. 
b) Isolierung des Substanzgemisches B.  Die angefallencn Mutterlaugenriickstande und uncin- 

heitlichen Fraktionen (Fraktionen 45-58) der obigen Chromatographie (total 1,02 g) wurden noch- 
mals an  450 g Kieselgel chromatographiert. Als Eluationsinittel diente Methylenchlorid-Methanol- 
(94:6) in Fraktionen zu 40 ml. 

Die Fraktionen 1-14 ergaben 9 mg gelbes 01; verworfen. 
Die Fraktionen 15-22 ergaben 188 mg gelbliches Material, das u.a.  18 enthielt. 
Die Fraktionen 23-30 (198 mg) ergaben aus .L\ceton-.4ther 89 mg reines 18 voni Smp. 250-254". 
Die Fraktionen 31-35 lieferten 23 mg im DC. uneinheitliches Rohprodukt. 
Die Fraktionen 36-44 ergaben 329 mg amorphc Substanz, die im DC. nur einen Flcck (Fleck €3) 

zeigte, deren NMR.-Spektrum aber ein Gemisch zweier Substanzcn im Verhiiltnis von cn. 1 : 1 er- 
kennen liess (Gernisch B rler Substanzen B, und B2). 

13. Di-O-acetyl-7,9-hydvoxy-l4,9, 15~-e~oxy-l4-anhydro-digitoxi~~ni~z (19) aus 18. 177 mg 7p- 
Hydroxy-l4B, 15p-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (18) voni Smp. 251-254" wurden mit 3 ml 
abs. Pyridin und 2,8 ml hcetanhydrid 22 Std. bei 35" stehengelassen. Nach Eindampfen im Va- 
kuum - zuletzt nach Zugabe von Benzol - resultierten 189 mg Rohprodukt, das an 50 g Silicagcl 
mit Methylenchlorid-Methanol-(98 : 2) gereinigt wurde. Aus Ather-Pentan 135 mg reine Kristallc 
vom Smp. 192-194". [a]: = + 32,5" & 2" (c = 1,416 in Chloroform). Das 1R:Spektrum in Me- 
thylenchlorid zeigte Banden bei 1790 uncl1745 cm-l (C=O, y-Lactonring), 1725 cni-, ( G O ,  Acetat) 
und 1235 cm-l (-OCOCH,). Das NMR.-Spektrum in CDC1, zeigtc Signale bei 1,OG und 0,96 ppm 
(19- und 18-Methyl) ; 2,00 und 2,05 ppm (Acetylgruppen) ; 3,58 ppm (15a-H) ; 5,09 und um 4,8 ppm 
(H geminal zu Acetyl) und 4,78 sowie 5,83 ppm (Protonen des Butenolidrings mit den charakteri- 
stischcn Kopplungen) . 

14. Di-O-acetyl-12a-hydroxy-14~, 15p-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (16) aus d e w  Gemisck B.  
300 mg des amorphen Gemisches B wurden mit 1,8 nil abs. Pyridin und 1,5 ml Acetanhydrid 24 
Std. hei 35" stehengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum - zuletzt unter Zugabe von Benzol - 
zeigte das Rohprodukt im Dunnschichtchromatogramin nur einen Fleck. Es  wurde an  Kieselgel 
mit Methylenchlorid-Methanol-(97 : 3) als Elutionsmittel (Fraktionen zu 50 ml) chromatographiert. 
Nach Abtrennen der ersten 500 ml (verworfen) ergaben die Fraktionen 1 und 2 3 mg 01; verwor- 
fen. Fraktion 3 ergab 9 mg im DC. unreine Substanz. Die Fraktionen 4-6 (236 mg) ergaben nach 
langerem Stehenlassen aus Ather-wenig Pentan 105 mg feine Kristalle vom Smp. 198-200". Nach 
zweimaligeni Umkristallisieren aus Ather-Pentan reine Kristalle vom Smp. 199-202". [ c L ] ~  = 

+ 111" (c = 0,987 in Chloroform). Das 1R.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte die typischen Ban- 
den des ungesattigten y-Lactonrings, sowie der Acetylgruppen. Das NMR.-Spelrtrum in CDCI, 
zeigte Signale bei : 1,005 und 1,00 ppm (18- und 19-Methyl) ; 2,07 und 2,13 ppm (Acetylgruppen) ; 
3,65 ppm (15a-H); 2,98 ppm und der Kopplungskonstante ,J = It) Hz ( 1 7 ~ - H ) ;  bci 5,05 ppm 
(zwei H geminal zu den Acetoxygruppen) und 4,80 sowie 5,86 ppm (Rutenolidringprotonen init 
den charakteristischen Kopplungen) . 

C,,H,60, (472,G) Rcr. C 68,62 H 7,68% Gef. C 68,82 H 7,8976 
Die Fraktion 7 ergab 19 mg im DC. unreine Substanz. 
Die Fraktionen 9-15 ergaben 21 mg polarere Nebenprodukte, die nicht weiter untersucht wur- 

den. 
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Aus den Mutterlaugenriickstanden von 16 (130 mg) konnten keine weiteren Kristalle erhalten 
werden. 

15. Di-O-acetyZ-7~-hydroxy-l4~,15~-e~oxy-14-anhydro-digitoxigenin (19)  aus Di-0-acetyl-7B- 
hydroxy-digitoxigenin (20). Eine Losung von 62 mg 20 voni Smp. 161-164' in 1 ml abs. Pyridin 
wurde bei 0" mit 0,25 ml SOC1, versetzt und 2 Std. bci 0" steliengelassen. Hierauf wurde mit Eis 
zerlegt und die gelbe Losung dreimal mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach dreimaligem Wa- 
schen mit 2 N HC1 und NaHCO,-Losung, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen resultierten 57 mg 
Rohprodukt, welches im Dunnschichtchromatogramm einheitlich war (reiner Ather, Rf-Wert : 0,5 ; 
Rf-Wert von 20:  0,4) und an Kieselgel (15 g) niit Ather als Losungsmittel gereinigt wurde. Aus 
Pentan-wenig Aceton kristallisierten 31 mg Di-O-acetyl-7~-hydroxy-14-anhydro-digitoxigenin vom 
Smp. 123,5-127". [ o L ] ~  = - 15" f 2" (c = 0,944 in Chloroform). Das IR.-Spektrum (in Methylen- 
chlorid) zeigte Banden bei 1785 und 1750 cm-l (C=O, Lactonring) ; 1725 cm-l (C=O, Acetat) ; 
1630 cn-l (C=C, scharf) und 1230 cm-l (-OCOCH,). Es sind keine OH-Banden zu sehen. 

Eine Losung von 25 mg obiger Kristalle in 1,5 ml Aceton wurde mit 25 mg N-Bromacetamid 
(frisch aus heissem Benzol umkristallisiert) in 0,s in1 Wasser versetzt und 16 Std. bei 20" stehen- 
gelassen. Darauf wurde das Aceton im Vakuum entfernt, wenig Wasser zugegeben und viermal mit 
Methylenchlorid extrahiert. Nach zweimaligem Waschen der Extrakte mit Wasser und Trocknen 
iiber Na,SO, resultierten 23 mg Rohprodukt, das an 20 g A1,0, (Aktivitatsstufe 11-111) chromato- 
graphiert wurde. Als Elutionsmittel diente Ather-Methanol-(98 : 2) in Fraktionen zu 5 tnl. Nach 
Abtrennung von 35 ml Losungsmittel ergaben die Fraktionen 1-3 2 mg amorphes Material, das 
nicht weiter untersucht wurde. Die Fraktionen 4-7 (7 mg) ergaben aus Ather-Petrolather verfilzte 
Nadelchen vom Smp. 235-242'. Im DC. einheitlich. Das 1R.-Spektrum in Mcthylenchlorid zeigte 
die Banden von 19 init zusatzlichen starkeren Banden im Fingerprintgebiet bei 1370, 1240, 1210 
und um 870 cm-l. 

Die Fraktionen 8-11 (10 mg) lieferten aus Ather-Petrolather reines Di-O-acetyl-7/l-hydrox~~- 
148, 15~-epoxyy-14-anhydra-digitoxigenin ( 1  9)  in feinen Warzcn vom Smp. 192-194". Im DC. cin- 
heitlich. Das 1R.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte die typischen Banden des Butcnolidrings 
und der Acetylgruppen. Nach Misch-Snip., DC. und 1R:Spektrum mit dem aus 17 iiber 18 ge- 
wonnenen Praparat identisch. 

16. Abbau van Di-O-acetyl-12c~-hydraxy-l4~, 15P-epoxy-14-a?zhydro-digitoxigenin (16)  mit 0, 
usw. zu 3/l,12cc-Diacetoxy-14~, 15B-epoxy-5B, lag, 17aH-utiansuure-methylester (15) .  In eine Losung 
von 80 mg 16 vom Smp. 198-200" in 7 ml Essigester (mit basischem Al,O, getrocknet) wurde wah- 
rend 10 Min. bei - 70" ein 4prOZ. O,/O,-Gcniisch eingeleitet (Geschwindigkeit 100 ml/Min.) und 
bei - 70" wahrend 80 Min. stehengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum bei 20" wurde das rohe 
Ozonid in 1,5 ml Eisessig gelost und mit einem Tropfcn Wasser sowie init Zn-Staub in drei kleinen 
Portionen versetzt und kurze Zeit geschiittelt. Nach Filtration und zweimaligem Nachwaschen mit 
Wasser, Ausschiitteln mit Methylenchlorid, Trocknen mit Na,S04 und Eindampfen im Vakuum 
resultierten 84 mg Rohprodukt. Dieses wurde in 5 ml Methanol gelost und mit 2 ml einer kalt zu- 
bereitetcn Losung von 2,3 g NaHCO, in 60 nil Wasser versetzt. Xach Kuhren wahrend 20 Std. bei 
20" wurde das Methanol im Vakuum entfcrnt und die wasserige Suspension funfmal init Methylen- 
chlorid extrahiert. Die Auszuge wurden mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und einge- 
dampft. Es resultierten 64 mg Rohprodukt (Ketol), das in 3 ml reinstem Methanol gelost und mit 
40 mg H,JO, in 1 ml Wasser versetzt wurdc. Nach 14 Std. Stehen irn Dunkeln bei 20" wurde das 
Methanol im Vakuum entfernt, die Losung viermal mit Mcthylenchlorid extrahiert, mit wenig 
Wasser gewaschen, ubcr Na,SO, getrocknet und eingedampft. Es resultierten 59 ing rohe Atian- 
saure, die in Ather gclost und mit eincm knappen Uberschuss an frisch bereiteter Diazomethan- 
losung versetzt wurde. Nach 10 Min. Stehen wurde cingedampft. Es resultierten 60 mg roher btian- 
saure-methylestcr, der im Dunnschichtchromatogranim cinen einzigen Fleck zeigte (reiner Ather, 
Rf-Wert 0,G). Das Rohprodukt wurde an 40 g Kieselgel mit Ather als Losungsmittel chromato- 
graphiert. 

Die ersten GO ml Losung ergaben 3 mg 0 1 ;  verworfen. 
Die Fraktionen 1 4  (zu je 8 rnl) ergaben 47 mg rcincn 3j3,12cc-Diacetoxy-I4/l, 15B-epoxy- 

5/l, 14~,17aH-utiansuure-methyZester (15) ,  der bisher nicht kristallisierte. [ o L ] ~  = + 46,5" 2" 
(c = 1,160 in Methanol). Das 1R.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei 1730 cm-l 
(C=O, Ester) und 1230 cm-l (-OCOCH,) und ist identisch mit dem 1R.-Spektrum des aus 8 erhal- 
tenen Abbauesters. 
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15. Synthese der Purpurin-8-carbonsaure; Beitrag zum 
Boletol- Problem 
Vorlaufige Mitteilungl) 

von A. Bramz) und C.H. Eugster 
Organisch-Chcmisches Institut dcr Universitat Zurich 

(3. XII. 68) 

ZusaMzme?zfussung. Eine neuc und in bezug auf die Stellung der Substituenten eindeutige Syn- 
these von Mcthoxybenzanthronen wird beschrieben. Oxydativer Abbau an 1,8,10,11-Tetra- 
methoxybenzanthron fuhrte zu 5,7,8-Trihydroxy-anthrachinon-l-carbonsaure; an l,S,ll-Tri- 
methoxybenzanthron zu 5,8-Dihydroxyanthrachinon-l-carbonsaure. 5,7,8-Trihydroxy-anthra- 
chinon-1-carbonsaure ist wedcr mit eBoletola noch mit tIsoboleto1)) von KOGL & DEIJS identisch. 

Erneutc Isolierung der mit Oxydasen blau werdendcn Farbstoffe aus Boletus satanas, B. Zuri- 
dus und B. calopus gab kcin ((Boletols, sondern in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer 
Autoren Variegatsuure (Luridussaure) und w-eitere Verbindungen. 

Boletol ist vorderhand als Naturprodukt zu streichen. 

Eine ausfuhrliche Mitteilung sol1 in dieser Zeitschrift erscheinen. 
Dissertation A. &RAM, Universitat Zurich, in Vorbereitung. 
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