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146. Isolierung von ( 2 S ,  4s)-(+)- y-Hydroxynorvalin und ( 2 S ,  4R)-(-)- 
y - Hydroxynorvalin aus Boletus satanas Lenz. 

von P. Matzingerl), Ph. Catalfomo2) und C. H. Eugster 
Orgatiiich-Cheinisches Institut dcr Universitat Zurich, Kanustrasse 76, 8001 Zuri~li  

(28. 111. 72) 

.Summary. We have isolated from the carpophores of Boletus satavtas Lenz (Basidiomycetnr) 
(2 S, 1S)-( +)-y-hydro.uynorvaline (1) and (2 S,4 I < ) - (  - )-yhydroxynorvaline (2). Thc chirality of 
each tliastereotricr has  been determined by chemical synthesis starting from optically activc prc- 
cursors and by application of different chiroptical methods. Gaschromatographic separation of the 
derived diastereomeric N-[(.S)-cc-mcthoxypropionyl]-lactoncs reveals that  the optical purity of 
natural 2 is 88% whereas 1 exists as a partial raceinate: (2S ,4S) :  (21C,4H) = 3 : 2 .  

A?Tusravine could not be detected in the carpophores of B.  safanas, contrary to some literature 
data but basic substances o f  unknown structurc arc prescnt in low conccntration 

Anlasslicli der Uberprufung einiger Boletus-Arten auf ihren Gehalt an c( Boletola 
[l] ergab sich die Gelegenheit, den in der mykologischen Literatur als giftig geltenden 
Satanspilz ( B o l e t m  satanas Lem; Basidiorizycetae) aucli in bezug auf andere Inhalts- 
stoffe zu untersuchen. Chemisch definierte Giftstoffe sind niiinlich bis heute nocli 
nicht bekanntgeworden (siehe die Diskussion am Ende dieser Mitteilung). 

In der Fraktion dcr wasserloslichen Stoffe fanden wir auf zweidimensionalen 
Papierchromatogrammen einen Ninhydrin-positiven Fleck von auffallig rotbrauncr 
Farbe, der keiner bekannten Aminosaure zugeordnet werden konnte. Durch Analyse 
eincr angereicherten Fraktion cines Gemisclies der sauren und neutralen Amino- 
sauren 3, wurdeii iolgende Bestaiidteile nachgewiesen (in der Rcihenfolge ihrer Elution 
aufgefuhrt): Asp, Thr, Ser, Glu-NH, + Asp-NH,, Glu, Pro, Unbekannt ,  Gly, Ma, 
Cys, Val, Met, Ilc, Leu, Tyr, Phe, P-Ala ( ? ) .  

Eine anschliessende mikropraparative Trennung bestatigte das Vorkornmen cincs 
unbekannten Restandtciles : es ergab sich Ubereinstimmung zwischen aufgefundenein 
Fleck auf Papierchromatogrammen und dein unbekannten Pik in1 Elutionsdiagramm 
des Analysators. Aus der Form des Piks niusste auf ein Gemisch nahe verwandter 
Stoffe geschlossen wei-den, was durch die spatere Untersucliung bestatigt wurde. Die 
praparative Auftrennung erforderte zahlreichc Chromatographien (siehe exp. Teil). 
Aus 426 g frischen Carpophoren von B. satavtas wurdcn schliesslich 305 mg 1 und 
340 mg 2 erhalten. Uber die Eigenschaften der beiden Stoffe orientiert Tab. 1. 

Veresterung nacli Fischer-Speier fuhrte die beidcn Arninosauren in die ent- 
spreclienden y-Lacton-hydrochloride uber, welche sich wieder in die Ausgangsmatc- 
rialien 1 und 2 verseifen liessen. Dabei fand keine gegcnseitigc Umwandlung statt.  

I) 

2, 

3, 

:lus tlcr geplanten Dissertation von Petev Matziizgrv.  
Gast am Organisch-Cheinischen lnsti tut  der Univcrsitit Ziirich IOb0/70 : .\tlrcsac : 1 k p t .  of 
Pharmacognosy, School of Pharmacy, Oregon State University, Corvallis, Oregon IJSA. 
Wir sintl Herrii Prof. Dr. P. S. Chen und Hcrrn K .  Hiihlcr, %oologiscli-Vcrglcichcncl~s anato- 
misclics Institut dcr LTniversitat Ziirich, fiir dic ;\usfullrung dcr ;\minosaurcnanalysc.n zu 
1)ank vcrpflichtet. 
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Aus Spektren und Verbrennungsanalysen folgte (Fig. 1, 2, 3 ) ,  dass die diastereomeren 
y-Hydroxynorvaline 1 und 2 vorlagen. 

Da es sicli urn sehr seltene Aminosauren liandelt, haben wir diese einer naheren 
Untersuchung unterzogen. 

Schema I 
(Dic Formcln stcllen absolute fionfigurationen dar.) 

la 

H3C 

2a 

l b  

3 4 

3 4 5 6 7 8 9 l O  1 2 1 4 ~  

3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 cm 

Fig, 1. IR.-Speklven uox 1 und 2 (zn KBr)  
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I i o r z s t i t i i t i o i z s ~ z L ~ c i ~ ~ l t ~ z ~ .  - Zuerst stellten wir das Geniisch der diastcrcoinercn 
7-Hydroxynorvaline iiach Wiss und F<~I.C/ZS [2] dar (vgl. aucli [ 3 ] )  und trennteii es 
chromatograpliiscli in die beiden Racemate. Spektren bewiesen die Identitat niit den 
Naturprodukten. Die Konstitutionszuweisung erfolgte am eiiifachsten durch Intcr- 
prctation der NMK.-Spektren von l a  und 2a (vgl. Fig. 4 und 5 sowie Tab. 2). In  dcr 
&Verbindung 2a (threoide Aminosaure) mussen die Metliylenprotonen HA iind H 
durcli die Naclibargruppen stark verschiedcnc Abschirniungen erfalircn. Hbl wird 
durcli die Methyl- und Anmioniumgruppe nacli liiilicrcin Feld versclioben, ~valir~xid 
das Signal von HA bei wescntlicli tieferein Feld crschcint. In l a  zcigen HA und I-113 

fast identisclie Resonanzpositioiien. Uber alinliche Reobaclituiigen bei substituicrteii 
y-Lactonen siehe 14 1. Die 1,3standigcn Substituenten uben nur geringc (cntscliir- 
inende) Effekte aus: In 1 a wird das Signal von Hx durch die Methylgruppe und in 
2a das Signal der Metliylprotonen durch die Animoniuiiigruppe je urn ca. 0,05 ppni 
nacli tieferern Feld verschoben. 

l a  2a 

Absolute I<on&ztratioiz. - Durcli Kaccinatspaltung der y-Hydroxyvaleriaiis~ui-~ 
[ 5 ]  (siehe aucli exp. Teil) erhiclten wir S(-)- 3 in 69proz. optisclier Reinlieit. cc-lSro- 
niierurig niit PBr,/Br, 161 gab unreines 4, das als Diastereomerengemisch der Aiiimo- 
nolysc iin Boiiibenrolir uuterworfen wurdc. Nacli Entsalzung an Dowex 50 (HZ)) uiid 
Uiiikristallisatioii wurdc das erhaltene Geiniscli von 1 und ent 2 wie beim Natur- 
produkt cliromatographiscli an einer Cellulosesaule in die beiden Diastercomeren aul- 
getrennt. Die sclineller durcl-i die Saule wandernde Substanz (erytliroide Form 1) 
erwies sicli als mit dein Naturprodukt identiscli, wallrend die langsamer wanderndc, 
threoide Verbindung das Enantioinere von 2 darstellt. Da die Chiralitat der enantio- 
meren y-Hydroxyvaler olactone bekannt ist 151, koinin t soniit den beiden Amino- 
s5urcn aus Boletus satanus die erythroide 2S,4.S (&, Lc)-I<oiiiiguration fur 1 niit 
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Fig. 5. NMl<.-Spcktrzim von Lac ton 2a ( z n  I1,O) 



!xJu = - 1 -  1)czichuiigsweise die tlireoide 2S,4 li ( L s ,  Z)o)-l(onfiguratic)ii fur 2 init 
1) = - zu. Dieselbexi Schlussfolgerungen kiinnen aucli aus Anwendung von cliirop- 

tischen Iiegeln abgeleitet werden : 
Keide Aminosauren zeigen positive Cotton-Effektc iin Bercicli des n + n*-Uhcr- 

ganges der Carboxylgruppe (siehe Tab. 1 und Fig. 6). Umfangreiche vergleichende 

Studicri [7] lial,cii ergcbcn, dass daraus ;LUI das Vorliegen cincr Ls-~-hinino-c~irbon- 
saure gesclrlosscn werden darf, soferri keinc storenden Chrornophore vorliegen. Die 
CL).-Kurve des Lactons 2a ist in Fig. 7 wiedergegeben. Die beiden Extrema durften 
dcm n --.f n*- (223 nm) bzw. dern ~d --f Jc*-Ubergang der Lactoncarbonylgruppe erit- 
s ~ ~ r ~ ~ c ) i c i i .  Die sog. H.udsoiz-Lactoii-Regc1 1 81 verbindet I~reliun~svorzeiclieii bei der 
I)-Linic uiid Cliiralitat dcs liydroxylicrtcri C-Atonis in y- und &Lactonen in dcin 

50 
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Sinn, dass ein pasitiver Drehwert mit einer DG- (meist R-) und umgekehrt ein nega- 
tiver mit einer LG- (meist S-) Chiralitat verknupft ist. Bei Vorliegen von mehreren 
Chiralitatszentren wird die Drehungsdifferenz zwischen offener und lactonisierter 
Molekel verwendet. Sind weitere polare Funktionen anwesend (OH, NH, usw.), ken- 
nen Abweichungen auftreten [sc-e]. Es war deshalb von Interesse, diese Regel fur unse- 
re Lactone zu uberprufen: mitd[cr]u= -/-.32"fur 2a undA[cr]~= - 12"fur la stimmt 
sie bestens mit den in Schema 1 angegebenen Konfigurationen uberein, hingegen 
versagt die Regel bei dem N-Acetylderivat 2b (Messung in DMSO nach [8b]), wo 
anstelle eines positiven ein negativer Differenzwert erhalten wurde4). Auch die Regeln 
von Okuda et al. 191 und von Jorgensen Cl.01 wurden durcli unsere Befunde bestatigt. 

Enantio.merenreiizheit der isolierten Amanosauren 1 und 2. - Die geringe Drehung 
von 1 sowie andere Beobachtungen liessen auf eine partielle Racemisierung entweder 
wiilirencl der Isolierung oder im genuinen Vorkommen schliessen. Deslialh wurde eine 
gasc~iromatographisclie ifberprufung durdigefiihrt. Nach N-Acylierung der beiden 
racemischen Lactone 1 a und 2a mit (S)-cr-Methoxypropionylclilorid konnten sowohl 
auf einer GO m langen Kapillarkolonne, Typ SF 96 (Methylsilikon), als auch auf einer 
24 m langen XF 1105-( 10% Cyanoathylsi1ikon)-Kolonne getrennte Piks fur die 
entstandenen Diastereomere beobachtet werden (siehe Fig. 8 ) ,  welche sich fur die 
quantitative Auswertung lieranziehen liessen. Auffalligerweise konnten jedocli keine 
Bedingungen ermittelt werden, bei denen am Racemat identische Flachenintegrale 
fur die beiden Diastereomere entstanden; fur 2a war das Verhaltnis der Flachen- 
integrale ersterlzweiter Pik auf der 60-m-Kolonne ca. 0,95, fur 1 a hingegen 1,GO und 
auf der 24-m-Kolonne ca. 0,95 resp. 1,205)). Trotzdem gelang es, die Ergebnisse soweit 

12 10 8 6 4 2 Otmhl 
Fig. 8. a) Gas-Chromufogramm des N-[(S)-cc-methoxypropionyZ-]-cis-Zacton.s (uws B. satanas) ; I so-  

mereizuerhaltnis (ZS,4R): ( 2 R , 4 S )  = 6.8:  1. 
1)) do. des trans-Lactons; Isomerenverhaltnis ( 2 S , 4 S )  : ( 2 R , 4 R )  = 2 , l :  1. 

4, 

6, 

Moglicherweise t r a t  einc chemische Reaktion ein, tlen'n das regencriertc Lacton bcsass cine 
veranderte Drehung. 
na mit grossem Uberschuss an Acylierungsmittel gearheitet wurdc und zudem lange Heak- 
tionszeiten eingehalten wurden, durften kinetische Effekte ausser Betracht fallen. Verinutlich 
koinmt cine verschiedcnartige Enipfintllichkeit der 1)iastcrconicre wiihrend der Gaschromato- 
graphie zum Ausclruck. 
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reproduzierbar zu gestalten, dass eindeutige Schlusse gezogen werden konnten : die 
isolierten Aminosaureii 2 und 1 enthielten ca. 120/, resp. 36% des jeweiligen Enantio- 
nieren 6 ) .  Damit ist es nachgewiesen, dass der l'ilz, besonders im Falle des erythroiden 
Uiastcreomeren, aucli die 2R (Ds)-Aminosiiure erzeugt, sofern keine Epimerisierung 
am cc-C-atom von 2,  trotz aller Vorsicht, waihrend der Isolierung eingetreten ist. 
Kritisch ist natiirlich in dieser Hinsicht die Chromatographie an Ioneiiaustauscliern 
un ter sauren und basisclien Bedingungen. Folgende Versuche sprec,lien gegen das 
Eintreten einer Epimerisierung walirend der Isolierung: a) je eine Probe von 1 und 2 
wurden separat an Dowex 50 (€10) adsorbiert und tlanii riiit 1~ NH,-LGsung eluiert. 
I'apiercliromatogra~ime der eluierten Aminosauren zeigtcn jeweils nur einen Fleck ; 
b) gctrocknete Carpophoren voii H. satanas wurden gepulvert und mit 80proz. Atha- 
no1 extraliiert. Nach Entfetten wurde ein Teil cles Konzentrates mit dem basischen 
Liisungsmittel 11-Rutanol/Accton/NH3 (Sproz.)/Wasser 10 : 10 : 5 : 2 direkt praparativ 
auf Papier cliromatograpliiert : 2 getrennte Flecke von 1 iind 2, die nacli Elution und 
erneuter Chrornatograpliie im selben System nur je einen Fleck erkenrien liessen ; und 
ein antlerer Teil mit dem sauren System It-Butanol/Eisessig/Wasser 12 : 3 : 5 : ein un- 
getremiter Fleck, der nacli Elution unct noclinialiger Chromatographie im basisclien 
Systeni in die Flecken v o ~ i  1 und 2 aufspaltete. Damit scheint eine gegenseitige 
Urnwandlung der diastereomeren Aminosauren 1 untl 2 ausgeschlossen zu sein u11d 
es liegt der Scliluss nalie, dass der Pilzorganismus sowolil1)~- als aucli Ls-Aminosiiuren 
crzeugt. Das Vorkommen von Ds-Aminosauren in Pilzen ist nicht weiter verwuncler- 
licli [ 111, da dafur viele Beispiele bekanntgeworden sirid; merkwurdig sclieint hin- 
gegeii das gleiclizcitige F'orkomiiien voii pnrticll epimerisierten und  raceniisierten 
1)instereomereii. 

Zzim Vorlzommeia der y - H ~ ~ J r o ~ ~ ~ ~ a o r i l a l i l 2 e .  - Ein y-Hydroxynorvalin ist erstmals 
von F o d e ? L  1121 aus Samen von Lathyrus odoratus (Pafiilionaceae) isoliert urid als 
(kniscli  von Diastereomeren erknnnt worclen ([.I6 = -1- 22" (in H,O)). Er  nahm 
Epimerisierung wahrend der Isolierung an (wofur wir in unserem Fall keinr: hnhalts- 
punkte habeii) iind schloss aus Aiialogiegriintlen, (lass das auf l'apierchromatograni- 
inen scliiieller wandenide Isomere die 2-Ls-tlireo-Struktur 2 besitze, was jedoch niit 
unseren Refunden niclit iibereinstimmt : unsere tlireoide (2S,4 K)-Aminosaure 2 hat 
jo!][) = - 355" und lauft in Papierchromatogrammen langsamer als das Isomer 1; 
die syntlietische, erythroide (2S,4S)-Aniinos~ure 1 hat = 4- 25". Spater ist ((y- 
Hydrosynorvalin A aiicli in Samen voii A stragah-Arten (Pafdionaceae)  papier- 
cliromatographiscli nachgewiesen worden 113.1. Vt' iefmtd et al. 1141 [3] habeii Phalloidin 
(nus Ama?zita jbhalloides; Basidiomycetae) , welches ery%ro-2-Ls-y, 0-Diliydroxyleucin 
nls Peptidbaustcin enthiilt, partiell abgebaut und das gebildete y-Hydroxynorvalin 
qualitativ nachgewiesen. Es steht nicht iest, 011 1 ,2 oder ein Gemisch beider vor- 
gelcgen lint. Scliliesslicli haben Wieluwi et al. [ 151 eine Konstitutions- und Konfigura- 
tionszuortlnung fur die diastereomeren y-Hydroxvnorvaline auf Gruiid der cliemi- 

, -  

O) I k r  in  tlcr Tab. 1 angcfiihrtc Wcrt von [a';" = + 3.5' fiir 1 ltann zur Hereclmung dcr Enantio- 
nieren-Reinheit nicht verwendet werden, tla cs sich gezcigt hat, class bei tler Umkristallisation 
von p r t i c l l  raceniischcm 1 cine Anreichcrung des Rnceniatcs in der schwerloslichen Fraktion 
cintritt. Die in1 Text angegebenen O/,-Werte staninien von Aminosauren, die nach Isolierung 
(olinc Verwrnclung von Ionentauschern) nicht nuskristallisiert, sondern direkt lactonisiert untl 
ncylicrt w-urtlcn. IJmkristallisiertc 2 zcigt jedoch cinc Enaiitiotiicrenrcinlicit von > 96%. 
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schen Verschiebung der Methylsignale und einer Partialsynthese aus L-Norvalin 
(Ausbeute ca. O,lyo) getroffen. Dem in Papierchromatogrammen schneller wandern- 
den diastereomeren Lacton wurde die erythroide (2S,4S)-Struktur 1, der langsamer 
wandernden Komponente die threoide (2S, 4 R)-Struktur 2 zugeteilt (rein isoliert 
wurde jedocli nur 2 ) .  Unsere Ergebnisse bestatigen die von Wieland et al. [15] getrof- 
fenen Zuordnungen. Gleichzeitig haben Wieland et al. eine von Fowden stammende 
Probe (aus Lathyrus odoratus) als erythroide Form erkannt und ihr die (2S,4S)- 
Chiralitat zugewiesen. 

Das Gemisch der Racemate von 1 und 2 ist schon verscliiedentlich hergestellt [a], 
1151, 1161, 1171, [ H I ,  jedoch noch nie in beide Komponenten getrennt worden. Die 
diastereomeren y-Hydroxynorvaline sind zum erstenmal in der vorliegenden Arbeit 
im Pilzreich nachgewiesen worden. 

Weitere Idzaltsstojje aus B. satanas'). - Folgende Verbindungen sind bis heute 
aus Carpophoren isoliert worden : Ergosterin [19], Palmitinsaure [19], eine Dihydroxy- 
stearinsaure (Agaricinsaure) [19], Glucose [20], Trehalose [20], Glycogen [20], Mannit 
1201, Cholin [20], Variegatsaure (= Luridussaure) [l], nach [20] die Aminosauren Arg, 
His, Leu, Lys, Try, Tyr, Val + 3 Unbekannte, nach [21] die Aminosauren Asp, Glu, 
Ser, Gly, Thr, Ala, Val, Met, Leu, Ile, Tyr, Phe, Asp-NH,, einige basische Amino- 
sauren, kein Try ; ferner 0-Ala, a-Aminoadipinsaure, y-Aminobuttersaure [21], Atha- 
nolamin + 4 bis 7 weitere Unbekannte [21]. Das Vorkommen von Boletol ist zu 
streichen [ 11. 

Die auffalligen Unterscliiede in den Angaben uber die Aminosaurenzusammen- 
setzung (vgl. auch die von uns festgestellten, eingangs erwahnten Aminosaurenana- 
lysen) sind vermutlich auf die sehr verschiedenartigen Aufarbeitungs- und Nachweis- 
methoden zuruckzufuhren. 

In der mykologischen und toxikologischen Literatur finden sich gelegentlicli 
hngaben uber das Auftreten von Muscarin in B. satanas, z. B. [22], /231. Sie gehen 
offenbar auf die Arbeit von Utz [24], der eine basische Substanz (((Boletinu) isoliert 
liaben will, sowie auf die Vermutungen von Ford [25], dass es sich dabei urn unreines 
Muscarin gehandelt habe, zuruck, sind aber offenbar nie verifiziert worden. h u s  dieseni 
Grund haben wir das vermutete Vorkommen von Muscarin mit den in unserem Labo- 
ratorium ausgearbeiteten und vielfach erprobten chromatographischen Methoden 
uberpruit. Das Resultat war eindeutig negativ; es konnte keine Spur von Muscarin 
festgestellt werden. Neben Cholin wurde allerdings eine weitere Base in sehr geringer 
Menie festgestellt, deren Struktur noch unbekannt bleibt. Die gesicherten Nachweise 
von Muscarin bleiben demnach immer noch auf die Cattungen Arnanita (1 Spezies), 
Clitocybe (4 Spezies) und Inocybe (iiber 50 Spezies) beschrankt [26]. 

Die Aufklarung uber die Natur der im Satanspilz zweifellos vorhandenen Giftstoffe 
bleibt demnach immer noch offen. 

Wir danlten Clem Schweizerischen Nationalfonds (Projektc Nr. 5011.2 und 2.434.71) fur die 
IJntcrstutzung dieser Arbeit; Herrn Prof. Dr. K .  Grob danken wir fur die Hilfe bei der Gas- 
Chromatographie; Hcrrn F .  Barth (?), ehemals Pilzkontrollenr dcr Stadt Basel, fur das Sammeln 
und Identifizieren der Pilze. Orientierende Versuche sind \'on Herrn R. Stricklev ausgefuhrt wor- 
den. Verbrennungsanalysen und 1R.-Spektren verdanken wir Hcrrn H.  Frohofer, NMR: Spektrcn 

7, 

-. ~. 

B .  satawas ist fruhcr oft niit B.  luridzrs verwcchselt worden. 
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Prof. W .  v. Philipsborn, unrl Massenspektrcn Prof. M .  Iiesse. CD-Spektren wurden von Hcrrn 
I?. Uzichecker gemcsscn. Philip Catalfomo tlankt dcr A mericavz Fozivzdafiolz fov Phavinaceutical 
I < t l r c t . c t / i o i r  liir /hi, Citslc~nz/.s .'I. Pjei./jcr Meintirial Rcwarcli Ft~llo\vship i n  tlcn J ahrcn 1969--1970. 
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Experimenteller Teil 
1.  AZ1gemciw.s. - NMR.-Spcktrrn wurden an cincin Var ion  H/\-l00 R/IHz-Geriit mit Tetra- 

iiicthylsilan als  cxterncrn Stantlard (Kapillarc), pcktren an cincm Prrkii~-EZmer-Spcktro- 
graphcm, hIodcll 257, Massenspektren an cincni (;erst, T?p 21-110 R, CD.-Spektren am 
1:oris,sPZ-,/oi?aa-niclirograplicn, Modcll 185, IJV: cn a n  eincm Herkrnan Acta-111-Spektro- 
pli(rtornctcr untl I)rchungsnicssungcn an cincin ~riss-~~~l/i~?Irpl-Polarimeter (I)-Linie) atifgenomnicn. 

I ,BsungsrnitteIsysteinc fur I'apicr-, Piinnscliicht - u n t l  S i i i i l ~ ~ n c l i r o m ~ ~ t ~ i g r a ~ ~ l i i ~ ~  : 

A -: n-niiOH/Eisessig/Wnsscr 12 : 3 : 5 ; 
I3 -:- 1z-liuO~~I/.\cctoii/NH, (S$(,)/\Vaswr 1 0 :  10:.5:2, 

1 )ic. (;ns-C'hroiiiatograiiiiiic wurtlen init eincin ('ccrlo-~rba-I'ractovap, Motlcll G l ,  Typ AIT) 
SF 96 (GO m, 0,32 m/m, Mrthylsilikon) I m v .  XI'll0.5 (24 m ,  0,31 nijni, 

Linter iolgcntlcn l3c.tlingiing.cn msgefuhrt: Vertlampferblock 200" bzw. 
Triigergas 0,4-0,5 a t  11,. Q!nantitati\'c Auswcrtung mit einem Curlo-Erbn- 

Elc.l~tromctcr-Digital-Tntcgl-:ll~~r Mo(lcl1 72 untl citit~ni Infotronic ;Iiitoiii;ttiscli(:rii Pigit;il-Inte- 
gr;i tor Mndcll CRS-208. 

1 )ic Snip. sintl unkorrigicrt. 

2. Tsolierui~g. ~~ 426 g frische I~ruchtkorper (Jura, Erntc 10.50) wurdcn zcrltlcinert untl mehr- 
mnls mit hlcthnnol in tler Wiirine cxtrahicrt. Nacli Eincngen irn Vakuum wurde der Wisscrigc. 
l<iickstnntl mit  Ather entfettet, hicrauf die Wa rpliasc: zum Sirup eingcdampit unil in dicscm 
Zustancl aufbemahrt. I)ic Aufarbeitung crfolgtc 1969-1 972 in mehrercn Ansitzen wic folgt : Prolxn 
(lcs Kohcxtraktes, geliist in wenig M'asser, licss man in cinc Kolonne von Dowcx 50 W S 12 
(SO -100 mesh, He))  einlaufen. Nach gt-iindlichcm Answnschcn niit Wasser wurtlen die at1sorl)icrten 
.Zminosaiuren niit 1 N NH,-Lijsung desorbicrt. Alh-cnnnng rlcr sauren Aminosanren erfolgtc hicr- 
:i111 wic, iiblich an I~owcx 1 x 10 (200-400 incsh, Acrtatforni). Das Gemisch tler neutralcn Amino- 
silurcn ti-cniiten wir ansclilicsscntl an cinci- <:ellulosesiiiilv (Whatinuiz, C F  11; 550 g pro 2,5 g 
.\i.riinos~iurcjiciiiis~li) niit Ilisungsniittel B. N a c h  300 ni l  \ ' ~ r l a . d  tvurtlcn Fraktionen zu 15 nil 
a iifgclangcn. 

Fr, 94-109: vorivicgcwl 1 cntli;dtentl. Etwas iwxnrcinigt n i i t  nichrcrcn andcrcn !\mincis&uren. 
Fr. 110- 120: Rlischfraktion (1 + 2) 
Fr. 121-1 35 : \m-wiegcntl 2 cwthaltentl, etmns \uiinrc>inigl init nntlcrcn hrninosiiiiren. 
Fr. 136-170: 2+ vicl Ala 

T'cinreinigung der Substanz aus Fr. 94-109 bzw. 121-135 erfolgte durch Chromatographie 
an C'cllulose-ICartons ( Wlzatnzaiz Nr. 3), wol)ei prn I3ogcn 10-15 mg Substanz eingesetzt wnrdeii. 
~liroinntograpliicrt wurdc mit T.osnngsniittclsystcm A wiihrend 15 Std., absteigcnd. Nach Elution 
tlvr rcincn Zoncn und Vercinigung tlcr gc\vonnenen S u l x t a n a  wiirdc niit Norit cntfiirbt und am 
M~th;i,ntrl/Wnsser/I2cetoil nmkristallisicrt. Anslxxitc 305 mg 1 iincl 340 mg 2. Eigcnscliaftcn siehe 
Tat). 1. Ziir :\iinlyse wurtlc bci 50" und 1W2 Torr \viilircn(l 3 Sttl. getrockiict. 

C5€Il103N Bcr. C 45,lO 11 8,33 N 10,.52:/, 
(133,15) 2:  Gef. ,, 45.21 ,, 8,17 - 

1: - - ,, 10,78"iO 

Znr  Ik~stiinmnng tler Enantiomcrcneinlicit wurde gctrocknetes I'ilzntaterial verwendet, ails 
tlcm die Xniinosiiuren kurz \70r dcr gas-clirorrtatogra~~liisclien r\nalysc (s. 7. und S. 1485) isoliert 
wurtlcn. Die Isolicriing crfolgtc ohnc Verwcndung win Ionentanschern : Per  Extrakt wurde dirckt 
auf ('clliiloseltartons znerst mit Elutiorisrnittelsystem A chromatograpliiert, die entsprechcnde 
Zone ausgcschnittcn, niit Wasser cluicrt und hicrauf auf Kartons im System B chromatographisch 
in (lie beiden Piastercomeren 1 und 2 gctrcnnt. Dit: Bluntc aus den hciden Zonen wurden (ohne 
Kristnllisation) nacli 3.  unil 7. -ti.citerbeliandelt. 

3 .  t.aclorc-/iyrlr,orhlovide. - Jc  8 mg 1 und 2 wurdcn mit 5 i n 1  G N  HCI versetzt und die LBsiing 
niil tlcm \\'asscrbatl \viilirentl l i/2 Strl. auf X0" crliitzt. Nacli Stclicn uber Nacht und Eincngcn 
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lcristallisierte das Produkt aus. Umkristallisation aus Methanol/Ather; Eigenschaften siehe Tab. 1. 
Die Verseifung wurde mit verdiinnter K,C03- und KOH-Losung durchgefiihrt. Nach Reinigung 
(Dowex 50, HQ, P.C. mit Losungsmittel A und B) erhielt man die unveranderten Ausgangsmate- 
rialien zuruck. 

Masscnspektren (der Lactone): wz/e 115 (Molekularpik), 71 (M+-  CO,), 56 (M+-  C0,- CH,). 
IR. (1iBr): 1780 cm-l (Lacton). 

4. N-Acetyl-lactone. - 5 mg Lacton-hydrochloride 1 a bzw. 2a wurden rnit 2,5 ml Acetanhydrid 
und 0,5 ml Pyridin versetzt und die Losung wahrend 14 Std. stehengelassen. Nach Einengen im 
Vakuum wurde der chloroformlosliche Teil im Iiugelrohr bei 80-100" (Luftbad) und 0,005 Torr 
dcstillicrt. IR. (CHC1,) : 1777 (Lacton), 1680 (Amid) cm-l. - MS. : m/e 157 (Me).  

5. Synthese VOW (*)-l und (33-2: Im wcsentlichcn nach [2]. /?-Acetylalanin-hydrochlorid wurde 
mit Silbercarbonat in die freie Base iibergefiihrt und dann die Carbonylgruppe mit NaBH, redu- 
ziert. Hierauf erfolgt Entsalzung mit Dowex 50 (HQ) und Auftrennung in die Diastercomeren 
durch Chroniatographie wie bei 2. Eigenschaften siehe Tab. 1. 

C5HIlO3N Ber. C 45,lO H 8,33 N 10,52% 
(1333) ( i ) - l  Gef. ,, 44,90 ,, 8,34 ,, 10,45% 

( f ) -2  Gef. ,, 45,07 ,, 8,45 ,, 10,68% 

6. Sterische Korrelation durch Synthese aus ( -  )-Valerolacton. - a) Racematspaltung von y- 
Hydroxyvaleriansaure (Modifikation der Methode von Levene & Huller [5]) : 15 g (0,15 Mol) 
y-Valerolacton wurden zusammen mit 24 g (0,076 Mol) Bariumhydroxid-octahydrat in 150 ml 
Wasser wahrend 2,5 Std. gekocht. Hierauf erfolgte Zugabe einer Losung von 45 g (0,15 Mol) 
Cinchonidin (Fluka ,  [a]g  =-103,5", c = 4 in Alkohol) in 500 ml Methanol. Nach Ahkuhlung 
des Gemisches auf 0" wurde mit 3prOZ. H,SO, vorsichtig neutralisiert; Verbrauch ca. 200 ml. Nach 
Zentrifugierung des BaSO, wurde das Methanol im Vakuum abgedampft und der Ruckstand rnit 
700 ml Wasser verdunnt : es kristallisiert nicht versalztes Cinchonidin aus. Nach Abfiltrieren 
desselben wurde das Filtrat im Vakuum zur Trockne eingedampft. Kristallisation und Umkristalli- 
sation erfolgte nach [5]. Nach 6 Umlcristallisationen blieben 6,8 g Salz als Spitzenfraktion. Zer- 
legung und Isolierung erfolgte nach [5]. Die Destillation (Kugelrohr, Luftbad 80-90", 12 Torr.) 
gab 1,45 g y-Valerolacton, [a]: = - 1 8 , 5 O  (in Substanz), d. h. bezogen auf den Literaturwert von 
[or13 = - 27,75' [5] in 69-proz. optischer Reinheit. 

b) cc-Bromierung und Ammonolyse: Ausfiihrung nach [6e] rnit PBr,/Br, bei 105-110" wahrend 
5 Std. uberprufung erfolgte gas-chromatographisch auf einer 1,2 m Apiezonsaule (10% auf Chromo- 
sorb W, Kolonnentemp. 170", Verdampferblock 200"). Die Ammonolyse wurde rnit 5 ml NH, 
fl .  im Bombenrohr bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach Abdampfen erfolgte Reinigung an 
Dowex 50 (He) und Trennung an der Cellulosesaule wie hei 2. Ausbeute 40%, d. h. 322 mg 1 niit 

= + 7,5" (c = 2, Wasser), A& = + 0,36 (c = 0,07, I,,, = 200 nm) und 422 mg ent 2 rnit 
[a]g = + 10,5" (c  = 2, Wasser), As = - 0,26 (c = 0,08; I,,,  = 200 nm). 

7. Bestimmung der Enantiomereweinheit durch Gas-Chromatographie. - Prohen von je 5 mg 
Aminosauren 1 und 2 verschiedener Herstellung und Reinheit wurden lactonisiert, in 0,3 ml abs. 
Pyridin gelost und die Losung bei 0" mit 50 mg (S) - (  -)-a-Methoxypropionylchlorid [27] und mit 
1 ml abs. Aceton versetzt und unter Wasserausschluss wahrend 14 Std. bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Nach Zugabe von Eiswasser/HCl wurde das N-Acetylderivat rnit Chloroform 
ausgezogen. Nach Waschen (Hydrogencarbonat, Sole) und Trocknen (MgSO,) wurde die erhaltene 
Losung fur die Gas-Chromatographie verwendet. (Resultate siehe theoretischer Teil.) 
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147. The 3-Orbital Sequence in Norbornadiene 
and Related Hydrocarbons1) 

by E. Heilbronner and H.-D. Martin 
Physikalisch-Chemisches Insti tut  der Universitat Basel und 

Txhrstuhl fur Organische Cheinie der liniversitat Freiburg i. Br. 

(6. 1 I T .  72) 

Summary. A method outlincd previously [l] is uscd to  show that  in norbornadiene (3) the 
b,(n) orbital lies above al(?c), as predicted by theory. This indicates t ha t  in 3 through-space inter- 
action between the two basis rc-orbitals na and T C ~  is more important than through-bond inter- 
action. 

Analysis of the PE.-spectra of 8-isopropylidenc-tricyclo[3.2.1. 02.4]-octane (13) and the corres- 
ponding octenc (15) confirms that  the n-orbital nC of the exocyclic double bond conjugates more 

l) Part  34 of ‘Applications of Photoelectron-Spectroscopy’; Part  33: [l] 




