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MS.: M+ = 388 (Cy3H,,0;). IR. (CHCLy): keine HO-Banden, ~1745 cm™! (Schulter) und
~1709 cm™t. NMR. (CDCly): ~4,86 ppm (C(21)—2H, s), ~3,57 ppm (C(15)—a H, «s», Breite bei
halber Héhe 3 Hz), etwa 1,06 ppm (C(18)—3H und C(19)—3H, s).

Die IR.- (in CHCl,), NMR.- (in CDCl;) und Massen-Spektren von 9 aus Versuchen a) und b)
waren identisch; Misch-Smp. 164-169°. Das DC. und Misch-DC (Petroldther/Aceton 7:3, Chloro-
form/Methanol 98:2) der aus a) und b) bereiteten Verbindungen 8 bzw. 9 waren ebenfalls identisch.
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306. Vier neue Metabolite von Giberella zeae:
5-Formyl-zearalenon, 7’'-Dehydrozearalenon, 8'-Hydroxy-
und 8'-epi-Hydroxy-zearalenon

von G. Bolliger und Ch. Tamm

Institut fiir Organische Chemie der Universitit Basel

(18. IX. 72)

Summary. From cultures of Gibberella zeae ergosterol, zearalenone (1) and hitherto unknown
minor metabolites, i.e. 5-formyl-zearalenone (6), 7-dchydrozearalenone (8), 8’-hydroxyzearalenone
(9) and 8’-epi-hydroxyzearalenone (11) were isolated. The production of zearalenone and its con-
geners proved to be very strongly dependent on the conditions of culture.

5-Formyl-zearalenone (6) as well as 3-formylzearalenone (4) were synthesized from zearalenone
(1) and characterized by the di-O-methyl derivatives 7 and 5 respectively. The structure of 7’-
dehydrozearalenone (8) was deduced from spectral data. The di-O-methyl derivatives 10 and 12
respectively of the two corresponding epimeric 8’-hydroxy derivatives 9 and 11 yielded the same
f-diketone 13. The keto-enol equilibrium of 13 was studied.

1. Einleitung. — Aus Kulturen von Gibberella zeae (Gordon) (Schw.) Petch. (Fusa-
rium graminearum Schwabe) (Fungi imperfecti) sind bisher Zearalenon (1) [1] sowie
die Pigmente Rubrofusarin [2] [3] und Aurofusarin [2] [4] isoliert worden. In der
Literatur finden sich Hinweise, dass der Mikroorganismus auch Ergosterol zu synthe-
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tisieren vermag [5]. Von diesen Stoffen hat Zearalenon (1) wegen seiner biologischen
Eigenschaften (anabole und uterotrophe Aktivitit) am meisten Beachtung gefunden.
Deswegen sind auch mehrere Totalsynthesen [6] sowie zahlreiche strukturelle Modi-
fikationen [7] [8] dieses Metaboliten beschrieben worden.

Im Zusammenhang mit Studien iiber die Biosynthese des Zearalenons (1) haben
wir aus Kulturen von Gibberella zeae Ergosterol und vier neue Derivate des Zearal-
enons (1), ndmlich 5-Formyl-zearalenon (6), 7-Dehydrozearalenon (8), 8'-Hydroxy-
zearalenon (9) und 8'-epi-Hydroxyzearalenon (11) isolieren koénnen. Die Bildung des
Zearalenons (1) und der weiteren Metabolite ist ungewdhnlich stark von den Bedin-
gungen abhingig, unter denen der Mikroorganismus geziichtet wird.

2. Ziichtung des Mikroorganismus. — Fiir die Kulturansitze dienten die Stimme CBS
185321y und NRRL 28302%) von Gibberella zeae. Die Ziichtung zur Gewinnung von Zcaralenon
erwies sich in Ermangelung genauer Angaben in der Literatur als unerwartet schwierig. An sich
scheint der Mikroorganismus fiir sein Wachstum keine besonderen Anspriiche an die Nahrstoffe zu
stellen. Als dusseres Zeichen einer normalen Entwicklung und metabolischen Leistung kann die
Bildung von Ergosterol angesehen werden : sie ist von der Natur (fest oder fliissig) und Zusammenset-
zung des Kulturmediums weitgehend unabhingig. Zearalenon bildete sich hingegen nur unter sehr
speziellen Bedingungen, wobei cin festes Nahrmedium Voraussetzung ist. Eine optimalc Produk-
tion des Metaboliten wurde bei der Inkubation der Kulturen auf grobkérnigem Mais mit einem
Feuchtigkeitsgrad von 45%, wihrend ca. 10 Wochen bei 12° erreicht. Befricdigende Ergebnisse
kénnen auch auf einem semisynthetischen Nihrmedium, das an einem {esten Tréager, z.B. kor-
niges, sehr leichtes Perlit, adsorbiert ist, erziclt werden (Einzelheciten der Optimicrungsversuche
vgl. [91).

3. Isolierung und Struktur der Metabolite. — 3.1. Ergosterol. Der Metabolit
liess sich durch Extraktion des getrockneten Mycels, das nach Ziichtung des Mikro-
organismus in Standkulturen auf einem iiblichen flissigen Nihrmedium erhalten
worden war, am besten mit Benzol extrahieren. Reinigung des Rohextrakts durch

Siulenchromatographie ergab ein einheitliches krist. Praparat in Ausbeuten von
40-50 mg/l Kulturbriihe.

3.2. Zearalenon (1). Das mit Mycel stark durchwachsene Maisndhrmedium wurde
in Methylenchlorid mit dem Mixer fein zerkleinert und anschliessend im Sox/klet-
Apparat extrahiert. Die vereinigten eingedampften Extrakte wurden in Ather aufge-
nomnien und mit 2N Na,COy-Lésung ausgeschiittelt. Die neutrale Atherlésung ent-
hielt Ergosterol. Der Na,CO4-Auszug enthielt neben sehr viel Zearalenon die vier
neuen Metabolite. Die Trennung war wegen der geringen Polaritatsunterschiede
schwierig. Sie gelang durch wiederholte Sdulen- und Schichtchromatographie und
fraktionierte Kristallisation. Aus 7,5 kg Mais (Trockengewicht) wurden 11,65 g Zearal-
enon (1), 0,07 g 5-Formyl-zearalenon (6), 0,05 g 7’-Dehydrozearalenon (8), 0,15 g
8’-Hydroxyzearalenon (9) und 0,14 g 8'-¢pi-Hydroxyzearalenon (11) erhalten. Die
{dentifizierung von Zearalenon (1) erfolgte durch Vergleich des Metaboliten selbst
und dessen 4-Mono-O-methyldthers (2) und 2,4-Di-O-methyldthers (3) mit authen-
tischem Material.

Im Hinblick auf die neuen verwandten Metabolite wurden die Massenspektren
von Zearalenon (1) und dessen Dimethyldther 3 analysiert. Durch Bestimmung der

1) Bezogen von Ceniraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Holland.
2)  Erhalten durch die Vermittlung von Herrn Dr. N. L. Wendler, Merck Sharp & Dohme Research
Laboratories, Rahway, N.J., USA., wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken.
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genauen Massen zahlreicher Bruchstiicke (vgl. Tab. 1) lisst sich eine mégliche Sequenz
der Fragmentierungsreaktionen formulieren (vgl. Schema 2). Das Molekel-Ion (/e
318) geht durch O-C-Spaltung unter Abstraktion eines f-stindigen H-Atoms in dat
offenkettige Ton A {iber, welches immer noch die Masse 318 besitzt. Dieses spaltes
iiber einen sechsgliedrigen cyclischen Ubergangszustand H,O ab und geht in Ton B
iiber. Diese Abspaltung von Wasser zu geladenen Radikalen ist typisch fiir substituierte
Salicylate [10a]. Die Bruchstiicke C (Basissignal) und D entstehen moglicherweise
durch §-Spaltung mit Transfer eines y-H-Atoms (McLafferty-Umlagerung, vgl. [10b]).
Fragment G geht unter Verlust von CO in Ion E iiber. Im Massenspektrum von 2,4-
Di-O-methylzearalenon (3) ist eine weitere Bruchstiickfolge zu erkennen. Das Molekel-
Ton (m/e 346) geht zunichst analog in das offenkettige Ion F der gleichen Masse iiber.
Wegen der 2-Methoxygruppe spaltet sich in F kein Wasser ab, sondern es erfolgt
Abspaltung eines Hydroxyl-Radikals [10c] zum Acylium-Ion G. McLafferty-Umlage-
rung fithrt zu den Fragment-Ionen D und H. Letzteres geht unter CO-Verlust in I
iiber.

3.3. 5-Formyl-zearalenon (6). Der neue Metabolit kristallisiert in farblosen Plitt-
chen vom Smp. 188-190°; [a}if = — 42,0° 4- 1° (Chloroform). Das UV.-Spektrum zcigt
Absorptionsmaxima bei 217 (4,16), 254 (4,49}, 282 (4,00) und 317 (3,72) nm (loge); sie
weichen wesentlich von denen des Zearalenons (1) ab, was auf ein verindertes chromo-
phores System schliessen liess. Das hochaufgeloste Massenspektrum (vgl. Tab. 1)
zeigte eine Spitze fiir das Molekel-Ton beim/e 346,143 4 0,01, was die Formel C,;4H,,04
ergibt. Durch Verlust von CO entsteht das Fragment-Ion m/e 318. Dies spricht fiir
einen aromatischen Aldehyd. Das Auftreten der gleichen Bruchstiickfolge wie in
Zearalenon (1) ldsst auf eine identische Struktur des Lactonrings schliessen. Erwih-
nenswert ist das Erscheinen des Basissignals bei /e 207 und nicht, wie man auf
Grund der beiden postulierten Mechanismen erwarten wiirde, bei m/e 216 oder 217.
Méoglicherweise ist die bevorzugte Fragmentierung der C(2')-C(3'}-Bindung dem Ein-
fluss der Formylgruppe in 5-Stellung zuzuschreiben.

Das NMR.-Spektrum (in CDClg) (vgl. Tab. 2) zeigt zwei scharfe Ein-Proton-Singu-
lette bei 12,62 und 12,58 ppm, die durch D,0O-Zugabe zum Verschwinden gebracht
werden. Sie sind den beiden durch Wasserstoffbriicken fixierten Hydroxylgruppen
zuzuordnen. Das Signal fiir das Aldehyd-Proton findet man bei 9,81 ppm, ebenfalls
als Singulett. Das C(1’)-Vinylproton erscheint als Dublett bei 7,00 ppm mit J = 16
Hz. Fiir das Singulett bei 6,42 ppm ist das aromatische Proton an C(3) verantwortlich.

Die weitere Zuordnung der einzelnen Protonen erfolgte auf Grund von Doppel-
resonanzversuchen. Im Bereich von 5,06-5,60 ppm lassen sich zwei komplexe Signal-
gruppen erkennen, die nach der Integrationskurve zwei Protonen entsprechen. Wird
auf das Signal bei 5,20 ppm eingestrahlt, so wird das bei 1,42 ppm erscheinende
Dublett (3H, J = 6 Hz) zu einem Singulett. Deshalb darf das Multiplett, dessen
Zentrum bei 5,20 ppm liegt, dem C(10")-Methinproton und das Dublett bei 1,42 ppm
den Methylprotonen an C(11') zugeordnet werden. Die Signalgruppe mit dem Zentrum
bei 5,43 ppm entspricht infolgedessen dem Vinylproton an C(2'). Ein weiterer Ent-
kopplungsversuch bestétigte diese Interpretation: wird bei 2,25 ppm, dem ungefidhren
Bereich fiir die allylischen Methylenprotonen an C(3'), eingestrahlt, so verwandelt
sich das komplexe Signal bei 5,43 ppm in ein Dublett mit J = 16 Hz, was der trans-
Kopplung mit dem Vinylproton an C(1') entspricht. Beim Einstrahlen an der Stelle
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des Vinylprotons bei 5,43 ppm (C(2')) verdndert sich das C(1')-Dublett bei 7,00 ppm
in ein Singulett.

Es ist bemerkenswert, dass das C(2')-Vinylproton um 0,26 ppm bei hoherem Feld
erscheint als im Spektrum von Zearalenon (1). Unabhingig von der Stellung der
Aldehydgruppe wiirde man auf Grund zusitzlicher Feldeffekte fiir die in der Ring-
ebene des Aromaten liegenden Protonen eher eine paramagnetische Verschiebung
erwarten. Wahrscheinlich sind fiir das unerwartete Verhalten sterische Griinde ver-
antwortlich, indem entweder die Aldehydgruppe oder das C(2'})-Proton etwas aus der
Ringebene herausgedreht ist, damit die gegenseitige Beeinflussung durch Van-der-
Waals-Krifte moglichst gering bleibt.

Die physikalischen Daten sind im Einklang mit einer Formylgruppe; sie erlauben
aber keine eindeutige Entscheidung tiber ihre Stellung. Deswegen wurden die beiden
moglichen Isomeren aus Zearalenon (1) synthetisiert.

Wurde 1 in 16proz. Natronlauge mit einem Uberschuss an Chloroform wihrend
vier Stunden nach Reimer-Tiemann umgesetzt, so liess sich ein Formyl-zearalenon
in einer Ausbeute von 5%, gewinnen, das nach Schmelzpunkt, Misch-Smp., Diinn-
schichtchromatogramm, optischer Dreliung, UV.-, IR.-, NMR.- und Massen-Spek-
trum mit dem natiirlichen Formylderivat des Zearalenons identisch war. Das Iso-
mere konnte nur in Spuren nachgewiesen werden. Die schlechte Ausbeute ist nicht
iiberraschend, da die Formylierung nach dieser Methode bei hochsubstituierten
Phenolen im allgemeinen schlecht verlduft [11], vor allem dann, wenn der Benzolring
durch elektronenziehende Substituenten desaktiviert ist.

Die Aldehydsynthese nach Gattermann-Adams in der modifizierten Form von
Shah & Laiwalla |12] sollte hauptsichlich zu 3-Formyl-zearalenon (4) fithren. Bei der
Umsetzung von Zearalenon (1) mit 2 Mol Zn(CN), und 2 Mol AlCl, in abs. Ather unter
Einleiten von HCl-Gas erhielten wir die beiden Isomeren 4 und 6, etwa im Verhiltnis
2:1. Die Gesamtausbeute betrug 899, der Theorie.

Das synthetische Isomere 4 war vom natiirlichen Formyl-zearalenon verschieden.
Es kristallisierte aus Methanol in farblosen Nadeln vom Smp. 171-172°; [«)% =
—130,2° 4 1° (Chloroform). Die Absorptionsmaxima im UV.-Spektrum erscheinen
bei 250 (4,46), 302 (4,37) und 350 (3,79) nm (loge), also bei lingeren Wellenldngen
und grosserer Intensitit als bet 6. Dies ist mit einer Formylgruppe in 3-Stellung gut
vereinbar, wenn man annimmt, dass mindestens einer der fiir die Absorption verant-
wortlichen 7—n*-Ubergiange durch die para-Konjugation der 3-Formylgruppe mit der
Doppelbindung an C(1') verursacht wird.

Im NMR.-Spektrum (CDCl,) (vgl. Tab. 2) findet man zwei signifikante Unter-
schiede zum Spektrum von 6, die aber mit der Formylgruppe in 3-Stellung gut ver-
einbar sind. Das Aldehydproton erscheint bei 10,36 ppm, 1st also um 0,55 ppm nach
tieferem Feld verschoben. Diese bemerkenswert tiefe Lage ist durch starke Assozia-
tionen zu den ortho-stindigen Hydroxylgruppen erklidrbar. Das C(2')-Vinylproton
findet man als komplexes Signal (J = 4,5Hz, ] = 9Hz und J = 16 Hz) bei 5,88 ppm,
also relativ zu Zearalenon (1) um 0,19 ppm nach tieferem Feld verschoben. Eine
paramagnetische Verschiebung ist aber nur méglich, wenn das Proton an C(2') in
der Ringebene liegt. Die Coplanaritit des m-Systems ist nur gewihrleistet, wenn die
Formylgruppe in 3-Stellung steht.
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Im hochaufgeldsten Massenspektrum (vgl. Tab. 1) finden wir das Molekel-lon,
in Ubereinstimmung mit der Bruttoformel C,gH,,04, bei m/e 346,141 + 0,008. Inter-
essanterweise erscheint das Basis-Signal bei m/e 217 und nicht wie im Spektrum von
6 bei m/e 207. Die Fragmentierung der C(2')-C(3')-Bindung ist im Falle von 4 offen-
sichtlich weniger wahrscheinlich. Das entsprechende Bruchstiick mit der Masse 207
tritt nur mit einer relativen Intensitit von 16,3%, auf.

Durch die Synthese der beiden Formylderivate des Zearalenons ist bewiesen, dass
das natiirliche Isomere eine am Benzolring haftende Formylgruppe besitzt, wobei die
5-Stellung auf Grund der bisherigen Ergebnisse sehr wahrscheinlich ist. Einen wei-
teren Beweis fiir die Struktur der beiden Formylderivate lieferten die NMR.-Spektren
{(in CDCl; und C,Dy) ihrer Dimethylidther 5 und 7. Sie wurden durch Umsetzung mit
einem Uberschuss an Methyljodid und K,CO, in Aceton in Ausbeuten von etwa 80%,
erhalten.

Im NMR.-Spektrum von 7 (CDCl,) (vgl. Tab. 2) findet man die Signale der bei-
den Methoxygruppen bei 3,98 und 3,95 ppm. Beim Wechsel von CDCly zu CiDq
als Losungsmittel verschieben sich beide Signale nach héherem Feld. Sie sind als
Singulett, das nach der Integrationskurve sechs Protonen entspricht, bei 3,25 ppm
wieder zu erkennen. Diese beachtliche diamagnetische Verschiebung bedeutet, dass
sich in ortho-Stellung zu beiden Methoxygruppen ein Proton befinden muss und folg-
lich die Formylgruppe in 5-Stellung sitzt (vgl. [137).

Anders verhilt sich der Dimethyldther 5. Die chemischen Verschiebungen der
beiden Methoxygruppen in CDCl; betragen 3,99 und 3,93 ppm (vgl. Tab. 2). Wird
das Spektrum in C¢Dg aufgenommen, so zeigt nur eine der beiden Gruppen eine starke
Verschiebung nach héherem Feld. Wir finden die beiden Singuletts bei 3,90 und
3,24 ppm. Dieses unterschiedliche Verhalten beweist, dass sich die Formylgruppe in
3-Stellung befindet.

Nach Abschluss unserer Arbeit haben Windholz et al. [8] 3-Formyl-zearalenon (4)
aus Zearalenon durch eine Friedel-Crafts-Reaktion hergestellt. Das isomere 5-Formyl-
derivat 6 hat sich offenbar dabei nicht gebildet.

3.4. 7'-Dehydrozearalenon (8). Dieses Stoffwechselprodukt konnte nur in sehr
geringer Menge isoliert werden. Es kristallisierte aus Aceton/Ather 1:5 in farblosen
Nadeln vom Smp. 197-200°; [«]3F = —133,8° + 1° (Chloroform). Im UV.-Spektrum
{Athanol) treten Banden bei 229 (4,45), 274 (3,97) und 313 (3,66) nm (loge) auf, die
durch Uberlagerung des aromatischen Chromophors mit dem &, f-ungesittigten Keton
zustande kommen. Die Intensitit der Bande bei 229 nm spricht fiir eine transoide
Anordnung des o, f-ungesittigten Ketons. Diese Gruppierung ist auch aus dem IR.-
Spektrum ersichtlich, indem sich die 6’-Carbonyl-Streckschwingung von 1688 nach
1654 cm~! verschoben hat.

Aus dem hochaufgeldsten Massenspektrum geht eindeutig hervor, dass die Struk-
tur des Lactonteils, abgesehen von der Doppelbindung in 7’-Stellung, mit der von
Zearalenon (1) identisch ist. Das Molekel-Ion erscheint bei mfe 316,135 4 0,01 und
entspricht der Summenformel C,3H,,0;. Die Fragmentierung lduft analog zu Zearal-
enon (1) ab, wobei die Intensitit des Signals des D entsprechenden Bruchstiicks
(smfe 110) eine signifikant héhere relative Intensitit aufweist, was als weiterer Beweis
fiir die C(5)-C(11")-Partialstruktur des Lactonrings zu werten ist.
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Im Einklang ist das NMR.-Spektrum (vgl. Tab. 2). In einem Gemisch von CDCl,
und (CDy),CO (1:1) zeigt es ein scharfes Singulett bei 11,41 ppm (1H) fiir das mit der
Ester-Carbonylgruppe verbriickte Hydroxylproton an C(2) und ein breites Signal bei
8,78 ppm (1H) fiir das Hydroxylproton an C(4). Beide Signale verschwinden nach
Zugabe von D,0. Ein 4 B-System mit Zentren bei 6,51 und 6,39 ppm (J ~ 2,5 Hz;
2H) entspricht den beiden meta-stindigen Protonen am aromatischen Kern. Bei
1,48 ppm ldsst sich ein 3-Protonen-Dublett erkennen mit J = 6 Hz, das der Methyl-
gruppe an C(10) zugeordnet wird. Im Bereich von 5,45-6,0 ppm findet man zwei
ineinandergeschobene Multiplette (2H). Wird bei 5,60 ppm eingestrahlt, so verindert
sich das Dublett bei 1,48 ppm zu einem Singulett. Das Multiplett, dessen Zentrum
bei 5,60 ppm liegt, kann deshalb dem C(10')-Proton zugeordnet werden.

Die Signale der Vinylprotonen, insbesondere des C(8')-Vinylprotons, liessen sich
besser mit (CD,),CO als Lésungsmittel identifizieren. Geringfiigig verdeckt durch ein
Dublett (C(1')-Vinylproton) bei 6,95 ppm mit J = 16 Hz, l4sst sich bei 7,03 ppm eine
Signalgruppe erkennen, die aus vier asymmetrischen Dubletten besteht. Aus den
8 Linien lassen sich 3 verschiedene Kopplungskonstanten, J =2 Hz, J = 8 Hz und
J =16 Hz ablesen. Daraus geht eindeutig hervor, dass die Signalgruppe dem C(8')-
Vinylproton zugeordnet werden darf. Die Kopplungskonstante J = 16 Hz entspricht
der trans-Kopplung mit dem C(7’)-Vinylproton, das bei 6,12 ppm als Dublett mit
J = 16 Hz gefunden wird. Die beiden kleineren Kopplungskonstanten sind auf Kopp-
lungen mit den nicht dquivalenten allylischen Methylenprotonen an C(9') zuriickzu-
fithren. Das Erscheinen des C(8')-Vinylprotons bei so tiefem Feld ist gut vereinbar
mit seiner g-Stellung zur Carbonylgruppe. Durch die Polarisation des «, f-ungesittig-
ten Carbonylsystems wird die Elektronendichte am §-C-Atom erniedrigt und damit
die Abschirmung des g-H-Atoms geschwicht. Wird bei 2,31 ppm, dem ungefihren
Bereich fiir die allylischen Methylenprotonen an C(9’) und C(3') eingestrahlt, so ver-
einfacht sich sowohl das 8-Linien-Signal bei 7,03 ppm (C(8')-Vinylproton) als auch
das bereits erwihnte Multiplett bei 5,84 ppm (C(2')-Vinylproton) zu einem Dublett
mit J = 16 Hz. Im Spektrum lassen sich jetzt, in Ubereinstimmung mit den beiden
aliphatischen 4 B-Systemen, vier Dublette mit J = 16 Hz erkennen.

3.5. 8'-Hydroxyzearalenon (9) und 8'-epi-Hydroxyzearalenon (11). Die hochaufge-
16sten Massenspektren (vgl. Tab. 1) der beiden Stoffe sind bis auf geringfiigige Inten-
sitdtsunterschiede identisch (Molekel-Ion von 9 bei m/e 334,142 + 0,01 und von 11
bei m/e 334,14 4- 0,01). Fiir beide Verbindungen ergibt sich damit die Bruttoformel
C;sH520¢. In beiden Spektren ldsst sich wiederum die mehrfach beschriebene aroma-
tische Bruchstiickfolge mit dem Basis-Signal bei m/e 188 beobachten. Diese Tatsache
bestitigt, dass sich die Ketogruppe an C(6’) befindet und die aliphatische Hydroxy!-
gruppe zwischen C(6’) und C(10’) lokalisiert sein muss. Dementsprechend tritt ein
aliphatisches Bruchstiick bei m/e 128 auf.

Die UV.-Spektren von 9 und 11 sind nicht nur unter sich, sondern auch mit dem
Spektrum von 1 identisch. Ebenso lassen sich bei Zugabe von AlICly resp. NaOH die
gleichen, fiir das chromophore System charakteristischen Verinderungen wie in 1
erkennen.

In den NMR.-Spektren ((CDj;),CO) treten zwei neue Signale auf, die je einem
Proton entsprechen.
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Bei 9 (vgl. Tab. 2) itberlagern sich die beiden Signale und erscheinen zusammen bei
4,14 ppm als Multiplett (2H). Durch Zugabe von D,0O wird ein Proton, das der C(8')-
Hydroxygruppe, austauschbar. Das nicht ausgetauschte Multiplett ist dem Methin-
proton an C(8’) zuzuordnen. Diese Zuordnung liess sich am Dimethylither 10, der
durch Umsetzung von 9 mit Methyljodid und K,CO; in Aceton hergestellt wurde,
bestitigen. — Im NMR.-Spektrum von 10 (CDCl,) (vgl. Tab. 2) erscheinen die beiden
Protonen getrennt, das Methinproton an C(8') bei 4,12 ppm als Multiplett und das
C(8")-Hydroxylproton als Dublett bei 3,12 ppm mit J = 4 Hz. Beim Einstrahlen auf
das Signal des C(8')-Methinprotons verwandelt sich das Dublett in ein Singulett.
Wird bei 2,54 ppm eingestrahlt, so bleibt das Signal bei 4,12 ppm ein Multiplett. Wird
der Entkopplungsversuch nach D,0-Zugabe wiederholt, so verwandelt sich das Multi-
plett bei 4,12 ppm in ein Triplett (/ = 6 Hz), was der Kopplung mit den Methylen-
protonen an C(9’) entsprechen diirfte. Weitere Entkopplungsversuche, die Auskunft
iiber die Konfiguration an C(8’) geben sollten, waren wegen der zu dhnlichen chemi-
schen Verschiebungen der entsprechenden Protonen nicht erfolgreich.

Im NMR.-Spektrum von 8-¢pz-Hydroxyzearalenon (11) in (CD,),CO (vgl. Tab. 2)
lasst sich bei 4,40 ppm das C(8')-Methinproton als Multiplett erkennen, wihrend das
C(8')-Hydroxylproton bei 3,83 ppm als Dublett (J = 4 Hz) zu finden ist. Doppel-
resonanzversuche bestitigen diese Zuordnung, erlauben aber ebenfalls keine Aussage
iber die Konfiguration am C(8')-Atom.

Die Epimerie der Hydroxyzearalenone 9 und 11 wurde wie folgt bewiesen : 8"-¢pi-
Hydroxyzearalenon (11) wurde analog zu 9 in den Dimethylither 12 iibergefiihrt.
Die beiden Dimethyldther 10 und 12 ergaben nach Oxydation mit CrO;—H,SO, in
Aceton das gleiche Diketon 13, das keinen scharfen Schmelzpunkt zeigte.

Das Molekel-Ion im hochaufgelosten Massenspektrum trat bei m/e 360,161 +
0,008 (13 aus 10), resp. mfe 360,160 4- 0,008 (13 aus 12) auf, was der Formel C,0H,,04
entspricht.

Nach den IR.-, UV.- und NMR.-Spektren enthilt 13 eine g-Diketon-Gruppierung,
was die 8’-Stellung der Hydroxyle in den beiden Metaboliten bestitigt. Dadurch ist
die Ausbildung der zwei Enolformen 14 und 15 méglich. Uber die Lage des Gleich-
gewichts zwischen der Ketoform und den beiden Enolformen geben die spektralen
Daten Auskunft.

Nach dem IR.-Spektrum liegt das f-Diketon in festem Zustand ausschliesslich
in der Ketoform 13 vor, denn bei 1728 cm™! tritt eine intensive, auf die Lacton- und
nicht-enolisierte Diketogruppierung zuriickzufithrende C=O-Schwingung auf; HO-
Banden fehlen.

Das UV.-Spektrum von 8'-Oxozearalenon (13) zeigt sowohl in Cyclohexan als
auch in Athanol die gleichen Absorptionsmaxima und loge-Werte: 223 (4,40), 260
(4,29) und 290 (3,86) nm (loge). Das identische Verhalten in einem unpolaren und
polaren Losungsmittel ist ein starker Hinweis dafiir, dass das Diketon in Losung
bevorzugt in Enolform vorliegt. In alkalischer Losung tritt eine neue sehr intensive
Bande bei 299 nm auf, die durch die Absorption des Enolat-Ions verursacht wird.

Im NMR.-Spektrum von 13 (CDCly) (vgl. Tab. 2) findet sich anstelle der 8'-Methin-
und 8'-Hydroxy-Protonen bei 5,53 ppm ein scharfes Singulett eines Protons, das mit
D,0 sehr langsam austauscht. In der Annahme, dass 13 ausschliesslich in den Enol-
formen 14 und 15 vorliegt, kann dieses Signal dem Vinylproton an C(7) zugeordnet
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werden (vgl. [14]). Entsprechend sollte das Hydroxylproton bei sehr tiefem Feld zu
finden sein ; es konnte aber weder im Spektrum selber, noch im Bereich von 10-20 ppm
entdeckt werden?). Die C(7')-Methylenprotonen miissten bei etwa 3,54 ppm als
Singulett erscheinen [14]; in diesem Bereich traten aber auch in C¢Dg-Losung keine
Signale auf. Dagegen konnten die Signale des 8- bzw. 6'-Hydroxylprotons in diesen
Lésungsmitteln bei 16 ppm (vgl. Tab. 2) lokalisiert werden.

Die spektroskopischen Messungen zeigen, dass das Diketon 13 in Lésung aus-
schliesslich enolisiert ist, wobei intramolekulare Assoziation entsprechend Formel 16
moglich ist.

CHO O CH,

CHPO

Wir danken der Sandoz AG, Basel, sowie dem «Schweizerischen Nationalsfonds zuy Fovderung
dev wissenschafilichen Forschung» (Projekte Nr. 3945 und 2.48.68) fur die Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. — Alle Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind kor-
rigiert (Fehler 4- 1°). — Substanzproben fur die UV.-, IR.-, NMR.- und Massen-Spektren, ferner fiir
Mikroanalysen und optische Drehungen wurden mindestens 16 Std. bei 0,01 Torr und 25° getrock-
net, sofern nichts anderes angegeben ist. — Die Mikroanalysen wurden im Mikroanalytischen Labo-
ratorium des Instituts fitr Organische Chemie (E. Thommen) durchgefithrt. — Die U V.-Spekiren
wurden mit einem Beckman-UV.-Spektrophotometer, Modell DK 2, und die IR.-Spektren mit
einem Perkin-Elmer-IR.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, im Spektrallaboratorium des
Instituts fir Organische Chemie (K. Aegerfer) aufgenommen.

Die 700-MHz-NM R .-Spektren wurden von H.P. Huber im Spektrallaboratorium des Physi-
kalisch-chemischen Instituts der Universitit Basel mit einem Varian-HA-100-D-Spektrometer
gemessen, die 60-M Hz-Spektven im Spektrallaboratorium unseres Instituts (K. Aegerter) mit einem
Varian-A-60-Spektrometer.

Die Aufnahmen der Niederauflosungs-Massenspektven besorgte Herr Dr. C. Pascual im Spek-
trallaboratorium des Physikalisch-chemischen Instituts mit einem Hitachi- Perkin-Elmer-Gerit,
Modell RMU 7. — Die Hochauflssungs-Massenspektren verdanken wir Herrn Dr. H. Lichti von der
Firma Sandoz AG, Basel. Sie wurden auf einem CEC-Massenspektrometer 21-110 B vermessen.

Zur Bestimmung der optischen Drehungen wurde ein Perkin-Elmer-Polarimeter, Modell 141,
beniitzt.

Zur Sdaulenchvomatographie diente «Kieselgel 0,05-0,20 mm (70-325 mesh ASTM)» der Firma
E. Mevck AG, Darmstadt. Fur die praparative Schichichvomatographie benutzten wir «Kieselgel
PF 254» (E. Mevck) und fur die Diinnschichichromatographie « Kieselgel G nach Stahl» (E. Merck)
unter Zusatz von Zinksilikat als Fluoreszenzindikator. Zur Sichtbarmachung von Substanzen auf
PDC. wurden UV.-Licht («UV.-Analysis»-Gerit der Firma Hoerner), auf DC. UV.-Licht, [,-
Dampfe oder spezifische Sprithreagenzien verwendet.

2. Isolierung von Ergosterol. — Die Zichtung von Gibberella zeae (Gordon) {Stamm NRRL
2830] erfolgte in Standkulturen zu je 100 ml Nahrlosung (Rawlin-1Thom-Medium) (pro Liter:
50 g Glucose, 400 mg Weinsdure, 250 mg MgCO,, 250 mg NH,NO,, 400 mg K,CO,, 400 mg
3)  Denkbar wire, dass die Austauschgeschwindigkeit zufillig etwa in der gleichen Gréssenord-

nung liegt wie die Relaxationszeit, und dadurch das Proton als so breites Signal erscheint,
dass es tiberschen wurde.
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(NH,),HPO,, 200 mg (NH,),50,, 50 mg FeSO, und 50 mg ZnSO,). 51 Nahrlgsung wurden auf 50
500-ml-Erlenmeyer-Kolben verteilt, im Druckautoklaven sterilisiert und nach dem Abkiihlen mit
einer Suspension von Gibberella zeae-Sporen angeimpft. Die Inkubationszeit betrug 18 Tage bei 23°.

Dic Kulturbrithe wurde vom Myecel abfiltriert und die Mycelicn dreimal mit je 500 ml Wasser
gewaschen. Nach Gefriertrocknen des Mycelkuchens und anschliessendem Zerkleinern im Morser
crhiclten wir 46,8 g trockenes Mycel. Die Extraktion des pulverigen Mycels erfolgte im Soxhlet-
Apparat mit sechsmal je 11 Benzol wihrend insgesamt 48 Stunden. Die so gewonnenen Mycel-
Extrakte wurden vereinigt, filtriert und im Vakuum auf ein Volumen von ca. 500 ml eingeengt.
Trocknen iiber Na,SO, und vélliges Einengen im Vakuum bei 60° lieferte 5,2 g eincs viskosen,
hellgelben Ols, das in 20 ml Benzol gelést, auf 520 g Kieselgel aufgetragen wurde. Zur Elution
diente Benzol mit steigenden Mengen Ather (Fraktionen zu 250 ml).

Die Fraktionen Nrt. 4149 (1,5%, Ather) ergaben 240 mg griinlich-weisse Kristalle, die durch
zweimaliges Umkristallisieren in abs. Athanol weiter gereinigt werden konnten. Die Mutterlaugen-
riickstinde wurden erncut an der 100fachen Menge Kieselgel chromatographiert und die sterol-
haltigen Fraktionen aus abs. Athanol kristallisiert. Total resultierten 186 mg Ergosterol vom Smp.
160-162°.

3. Isolierung von Zearalenon und der verwandten Metabolite. — 100-ml-Evlenmeyer-
Kolben mit je 25 g sterilisicrtem, grobkodrnigem Mais mit einem Fcuchtigkeitsgehalt von 459,
wurden mit je 0,5 ml einer Sporensuspension von Gibberella zeae (Gordon) [Stamm NRRL 2830]
angeimpft und 3 Wochen bei 12° inkubiert. Am Ende der Wachstumsperiode wurde das mit Mycel
stark durchwachsene Nihrmedium durch kraftiges Schiitteln wieder aufgelockert und fur die
Beimpfung der folgenden Grosskulturen bereitgestellt.

7,5 kg grobkorniger Mais wurden in Portionen zu 300 g auf 25 1-1-Erlenmeyer-Kolben verteilt.
Durch Zugabe von je 135 ml entmineralisiertem Wasser unter kriaftigem Schiitteln konnte eine
gleichmassige Befeuchtung der Maiskorner erreicht werden. Die so praparierten Nahrmedien
wurden im Druckautoklaven sterilisiert und nach dem Abkiithlen mit je einer Vermehrungskultur
angeimpft. Um eine moglichst gleichméssige Verteilung des Inokulats zu erreichen, wurden die
Kolben nochmals kriftig geschiittelt. Die Inkubation erfolgte zuerst eine Woche bei 23°, dann
8-10 Wochen bei 12°. — Nach einer Wachstumsperiode von 8 Wochen bei 12° wurden taglich 2
Kulturen gecrntet, in 21 Methylenchlorid aufgeschlemmt und mit einem Mixer zermahlen.

Den erhaltenen Brei nutschte man iiber ein Nylontuch ab. Der Riickstand wurde in 4 Por-
tionen zu ca. 100 g (bezogen auf das Maistrockengewicht) mit Methylenchlorid im Soxklet-Apparat
extrahiert, wobei 1-1-Fraktionen nach 1, 2, 4, 8 und 16 Stunden genommen wurden. Total 221
roter Extrakt wurden durch Hyflo filtriert und im Vakuum auf 1,51 cingeengt. Nach dreimaligem
Waschen mit je 500 ml destilliertem Wasser, wurde das Konzentrat mit Na,SO, getrocknet und
im Vakuum vollstindig eingedampft. Aus den 25 Kulturen resultierten insgesamt 104,7 g dunkel-
roter, halbfester Extrakt, der in 3 1 Ather aufgenommen und ftinfmal mit 500 ml 28 KHCO,-
Losung und Wasser gewaschen wurde.

Die dunkelgelbe Atherldsung wurde auf 11 eingeengt und zur Abtrennung der phenolischen
Zearalenone siebenmal mit je 500 ml 2y Na,CO,-Losung unter Eiskithlung ausgeschiittelt. Die
orangegelbe wisserige Phase wurde mit 25proz. H,SO, unter Zugabe von Eis auf pH 6,0 gestellt
und mit 1,51 Ather ausgezogen. Diesen Vorgang wiederholte man dreimal, wobei der pH-Wert
sukzessive auf 5,0 erniedrigt wurde. — In analoger Weise wurde auch die KHCO4-Phase aufge-
arbeitet.

Nach Trocknen mit Na,50,; und Eindampfen resultierten folgende Rohextrakte: neutraler
Atherextrakt: 86,8 g orangerotes, z.T. festes Ol; KHCO,-Extrakt: 0,3 g gelber Lack; Na,CO,-
Extrakt: 15,2 g gelber Schaum.

Der orangerotc Atherextrakt (86,8 g) wurde in 500 ml 90proz. Athanol gelést, mit 300 ml einer
1proz. alkoholischen Digitoninlésung versetzt und iiber Nacht bei 0° stehengelassen. Das ausge-
fallene Digitonid wurde abgenutscht und dreimal mit je 50 ml 90proz. Athanol gewaschen. Zur
Spaltung [15] wurde das Digitonid in 100 ml (CHy,), SO geldst und wahrend 15 Min. auf dem Dampf-
bad erhitzt. Nach dem Abkiihlen extrahierte man das Gemisch fiinfmal mit je 150 m! Petroldther.
Aus den vereinigten Extrakten resultierten nach Trocknen mit Na,SO, und Abdampfen des
Losungsmittels 893 mg rohes Sterol. Zweimaliges Umkristallisieren aus abs. Athanol lieferte
684 mg reines Ergosterol vom Smp. 160-163°.
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Zur Isolierung von Zcaralenon (1) und der verwandten Metabolite wurde der Na,COq4-Extraki
(15,2 g) an 1,5 kg Kieselgel mit Benzol und steigendem Atherzusatz als Lisungsmittel (1-1-Frak-
tionen) chromatographiert.

Fraktionen 1-20. (Benzol) : verworfen.

Fraktionen 21-28 (2-3% Ather): 103 mg farbloscs Ol; nach Reinigung durch priparative
Schichtchromatographie (Ldsungsmittel Benzol mit 59 Methanol): 68 mg rohes 5-Formyl-
zearvalenon (6) als farbloser Schaum.

Fraktionen 29-40 (3-5%, Ather): 11,65 g farbloscr Schaum, Zearalenon (1) enthaltend.

Fraktionen 41-48 (6-89, Ather): 126 mg dunkelgelbes OI; nach Reinigung durch priparative
Schichtchromatographie (Lésungsmittel: 1. Chloroform/Athanol, 97:3; 2. Benzol/Methanol 46:4):
46 mg krist. 7’-Dehydyvozearalenon (8).

Fraktionen 49-70 (10-309% Ather): 245 mg O}, nicht aufgetrennt.

Fraktionen 71-91 (30-509, Ather): 568 mg Ol; nach nochmaliger Chromatographie an 550 g
Kieselgel mit Methylenchlorid und 0-29%, Methanol als Losungsmittel: Fraktionen 4147 (29
Methanol): 172 mg Schaum, aus Methanol-Chloroform 39 mg krist. §-Hydvoxyzearalenon (9). —
Die Mutterlaugen (129 mg) wurden mit den folgenden Fraktionen 48-75 vereinigt. Fraktionen
48-75 (29, Methanol): 314 mg, + 129 mg von Fraktionen 41-47, nach Reinigung durch praparative
Schichtchromatographie (I.osungsmittcl: 1. Chloroform mit 4%, Athanol, 2. Benzol mit 5%, Metha-
nol): 141 mg krist. §-epi-Hydroxyzearalenon (11), 134 mg Gemisch von 9 und 11 (amorph) und
112 mg krist. 8-Hydroxyzearalenon (9).

Fraktionen 92-106 (55-80%, Ather): 218 mg Lack, nicht aufgetrennt.

4. Charakterisierung der isolierten Metabolite. — 4.1. Ergosterol. Nach Umbkristallisicren
aus abs. Athanol resultierten farblose Pliattchen vom Smp. 161-163°; [a]3 = —132° L 1° (c =
1,000 in Chloroform). Die IR.-, UV.- und NMR.-Spektren waren identisch mit denen einer authen-
tischen Probe. Massenspektrum: Molekel-Ton bei mje 396 (9,3%). Zur Analyse wurde 16 Std. bei
60° getrocknet.

CogHyO (396,6) Ber. C84,78 H11,18% Gef. C84,48 H11,15%

4.2. Zearalenon (1). Aus 11,65 g rohem Zcaralenon (1) resultierten nach zweimaligem Umkristal-
lisieren aus Ather/Pentan 5:1 9,84 g farblose Prismen vom Smp. 163-164°; [a]f = ~134,2° + 1°;
[o)2%s = —173,8° 4 1° (¢ = 1,000 in Methanol); [a])}} = —191,8° + 1° (¢ = 1,000 in Chloroform).
Die IR.-, UV.- und NMR.-Spektren waren identisch mit denen einer authentischen Probe.
Massenspektrum (hochaufgelsst) (vgl. Tab. 1): Molekel-Lon bei m/e 318,15 4+ 0,01.

CisHpO; (318,1) Ber. C67,91 H6,97% Gef. C67,87 H7,18Y%

4.3. 4-O-Methylzeavalenon (2) und 2,4-Di-O-methylzearalenon (3). Eine Losung von 1,0 g
Zearalenon (1) in 70 ml Accton wurde mit 11,0 g K,CO,4 und 19 ml Methyljodid 3 Std. unter Riick-
fluss erhitzt. Hierauf wurden die anorganischen Salze abgenutscht und das Filtrat im Vakuum
zur Trockne eingedampft. Das Rohprodukt wurde in 300 ml Ather aufgenommen, mit Wasser
neutral gewaschen, die organische Phase mit Na,SO, getrocknet, filtricrt und eingedampit. Es
resultierten 1,34 g hellgelber Lack, der an 150 g Kieselgel chromatographiert wurde. Eluiert wurde
mit Benzol in Fraktionen zu je 100 mlL

Die Fraktionen 30-45 ergaben 289 mg 2 (27,79%, d. Th.). Nach zweimaligem Umkristallisicren
aus Methanol, das cine Spur Wasser entlielt, resultierten 197 mg (19,0%,) farblose Plittchen vom
Smp. 120-122°; [a]3! = ~176,7° + 1° (¢ = 1,000 in Chloroform). UV.-Spektrum in Athanol:
Maxima bei 236 (4,48), 273 (4,12) und 314 (3,84) nm (loge). Massenspektrum: Molekel-Ion bei
mje 332. Zur Analyse wurde 24 Std. bei 45° getrocknet.

CpoH,,0O; (332,1) Ber. € 68,65 117,28% Gef. C68,84 H7,339%

Die Fraktionen 49-67 enthielten 643 mg 3 (60,19,). Zweimaliges Umkristallisieren aus Metha-
nol ergab 486 mg (44,79%,) farblose Nadeln vom Smp. 113-114°; [a]}} =+449,8° 4 1° (¢ = 1,000
in Chloroform); [a]3} =4 24,7° 4= 1° (¢ = 1,000 in Methanol). UV.-Spektrum (in Athanol): Maxima
bei 223 (4,48), 256 (sh, 4,13) und 298 (3,38) nm (loge). Massenspektrum: vgl. Tab. 1. Zur Analyse
wurde 24 Std. bei 45° getrocknet.

CooHy05 (346,1) Ber. C69,34 H7,57% Gef. C69,11 H 7,55%,

4.4. 5-Formylzeavalenon (6). 68 mg durch priparative Schichtchromatographie gereinigtes
Material wurden einmal aus Mcthanol umkristallisiert. Es resultierten 53 mg farblose Plittchen



HevLveTica CHIMICA AcTA — Vol. 55, Fasc. 8 (1972) — Nr. 306 3045

vom Smp. 188-190°; [e]i! = —42,0° 4- 1° {¢ = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum (fest in KBr):

u.a. Banden bei 3427-2727 (OH, assoz.); 2960 (CH und CH,); 1701 (C=0O, Keton); 1666; 1631

(C=0, Lacton und Aldehyd); 1613; 1569 (aromat.); 1463; 1431; 1392; 1365; 1278; 1251; 1208;

1181; 1131; 1120; 1013; 986; 934; 851; 820; 744; 666 und 566 cm~1. UV,-Spektrum in Athanol:

Maxima bei 217 (4,15), 254 (4,49), 282 (sh, 4,00) und 315 (3,72) nm (loge). NMR.-Spektrum: vgl.

Tab. 2. Massenspektrum (hochaufgeldst) (vgl. Tab. 1): Molekel-Ion bei m/e 346,14 + 0,01.
CpH,504 (346,1) Ber. C65,88 H 6,409 Gef. C65,61 H6,33%

4.5. Synthese von 3-Formylzearalenon (4) und 5-Formylzearalenon (6). — Methode a: 5,1 g Zeara-
lenon (1) und 5,2 g NaOH wurden in 30 ml destilliertem Wasser gelést und in einem mit Riick-
flusskithler versehenen Sulficrkolben unter N,-Strom und Rithren portionenweise mit 12 ml
Chloroform versetzt. Danach wurde das Reaktionsgemisch auf Siedetemperatur gebracht und
wihrend 4 Std. unter Rickfluss gekocht.

Nach Ansduern mit 2y H,S50,-Losung (pH 5) wurde das dunkelbraune Reaktionsprodukt
dreimal mit 100 ml Ather ausgeschiittelt. Dic Atherextrakte wurden mit 28 KHCO,-L8sung neutral
gewaschen und mit Na,SO, getrocknet. Nach Eindampfen resultierten 7,2 g eines dunkelbraunen
Ols, welches an 100 g Kieselgel chromatographiert wurde. Eluiert wurde mit Benzol mit steigenden
Mengen Ather in Fraktionen zu je 100 ml.

Die Fraktionen 8-11 (eluiert mit Benzol/Ather 98:2) ergaben 31 mg mit 3-Formylzearalenon
(4) verunreinigtes 5-Formylzearalenon (6).

Die Fraktionen 12-24 (eluiert mit Benzol/Ather 98:2) ergaben 268 mg 6 (5,15%). Nach zwei-
maligem Umbkristallisicren aus Methanol resultierten 183 mg (3,279%,) farblose Plittchen vom
Smp. 189-190°. Das so gewonnene synthetische Praparat war in jeder Hinsicht identisch mit dem
natiirlichen 5-Formylzearalenon (6).

Aus den Fraktionen 25-42 (eluiert mit BenzoljAther 97:3 bis 95:5) wurden 1,42 g Ausgangs-
material 1 zurlickgewonnen.

Methode b: Zu einer gut geriihrten, eisgekithlten Suspension von 1 g Zearalenon (1) und 740 mg
wasserfreiem Zinkcyanid in 50 ml abs. Ather gab man 840 mg wasserfreies Aluminiumchlorid in
20 ml abs. Ather. In das hellgelbe Gemisch wurde bei 0° wihrend 5 Std. trockenes HCl-Gas einge-
leitct, wobei das Zinkcyanid langsam in Lgsung ging und sich eine halbfeste Masse abschied.
Das Reaktionsgemisch liess man 16 Std. bei 0° stehen, dekantierte dann den Ather ab und hydro-
lysierte den Riickstand, indem man erst vorsichtig 100 ml eines Eis-Wasser-Gemisches zugab und
anschliessend 20 Min. auf 80° erwarmte. Das hydrolysierte Produkt wurde unter Verwendung der
abdeckantierten Atherphase dreimal mit je 200 ml Ather ausgeschiittelt und mit 28 KHCO;-
Losung und Wasser neutral gewaschen, die organische Phase mit Na,SO, getrocknet, filtriert und
im Vakuum eingedampft. Es resultierten 1,14 g hellgelber Lack, der an 200 g Kieselgel chromato-
graphiert wurde. Eluiert wurde mit Benzol/Ather 99:1 in Fraktionen zu je 100 ml.

Die Fraktionen 22-41 enthielten 654 mg (60,0%) 3-Formylzearalenon (4). Zweimaliges Um-
kristallisicren aus Methanol licferte 526 mg (48,49%) farblose Nadeln vom Smp. 171-172°; [¢]} =
—130,2° 4-1° (¢ = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum (fest in KBr): u.a. Banden bei 3377-2600
(OH, assoz.}; 2927 (CH und CH,); 1693 (C=0, Keton); 1626 (breit, C=0, Lacton, Aldehyd,
aromat.}; 1551 (aromat.); 1450; 1428; 1408; 1354; 1348; 1308; 1254; 1213; 1204; 1184; 1123;
1058; 1004 ; 988; 973; 922; 853; 800; 752; 623 und 532 cm~—!, UV.-Spektrum in Athanol: Maxima
bei 250 (4,46), 302 (4,37) und 350 (3,79) nm (loge). NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 2. Massenspektrum
(hochaufgelsst) (vgl. Tab. 1): Molekel-Ion bei m/fe 346,141 4 0,008.

CygH,04 (346,1) Ber. C65,88 H 6,40% Gef. C65,92 H 6,369

Die Fraktionen 45-59 ergaben 311 mg (28,6%) 5-Formylzearalenon (6). Nach zweimaligem
Umkristallisieren aus Methanol konnten 248 mg (22,89%,) farblose Plittchen vom Smp. 189-190°
crhalten werden, die in jeder Hinsicht mit dem natiirlichen Praparat identisch waren.

4.6. 2,4-Di-O-methyl-5-formylzeavalenon (7). Eine Losung von 230 mg 5-Formylzearalenon (6)
in 25 ml Aceton wurde mit 2,3 g K,CO, und 4 ml Methyljodid 4,5 Std. unter Riickfluss erwdrmdt.
Hierauf wurden die anorganischen Salze abgenutscht und das Filtrat im Vakuum zur Trockne
eingedampft. Das Rohprodukt wurde in 75 ml Ather aufgenommen, mit Wasser neutral gewaschen,
die organische Phase mit Na,SO, getrocknet, filtriert und eingedampft. Es resultierten 273 mg
gelber Lack, der schichtchromatographisch gereinigt wurde. (Kieselgel, Fliessmittel: Benzol/
Methanol 95:5). Aus den Zonen mit dem Rf-Wert 0,5 eluierte man 198 mg 7 (79,5%) als farblosen
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Lack. Das Produkt war DC-einheitlich (Fliessmittel: Benzol/Mcthanol 96:4). Durch Verreiben in
Pentan und anschliessende Zugabe von Ather wurde amorphes 2,4-Di-O-methyl-5-formyl-
zearalenon (7) vom Smp. 111-112° gewonnen. [«]¥ =+52,7° + 1° (¢ = 1,000 in Chloroform).
IR.-Spektrum (fest in KBr): u.a. Banden bei 2930; 1724 (C=0O, Lacton); 1705; 1688 (C=0, Kecton,
Aldehyd); 1671; 1574 (aromat.); 1470; 1433; 1381; 1318; 1270; 1211; 1164; 1129; 1090; 988;
965 und 838 cm—!. UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 244 (4,38), 278 (4,01) und 316 (3,85)
nm (loge). NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 2. Massenspektrum: Molekel-Ton bei mje 374 (25,3%).
‘Weitere Spitzen bei mje 356 (5,3%); 245 (37,2%,); 235 (Basissignal); 217 (42,5%); 207 (11,5%);
189 (42,5%,) und 112 (15,49%). Zur Analysc wurde 16 Std. bei 50° getrocknet.
Cy HyO4 (374,1) Ber. C67,36 H 7,00% Gef. C67,29 H6,76%,

4.7, 2,4-Di-O-methyl-3-formylzearalenon (5). Eine Losung von 268 mg 3-Formyl-zearalenon (4)
in 30 ml Aceton wurde mit 2,7 g K,CO4 und 4,7 ml Methyljodid versetzt und 5 Std. unter Riick-
fluss erhitzt. Nach Aufarbeiten wie bei 4.6. beschricben, resultierten 316 mg gelber Lack, der
mittels priparativer Schichtchromatographie gereinigt wurde (Kieselgel, Fliessmittel: Benzol/
Methanol 95:5).

Die Zonen mit dem Rf-Wert 0,5 ergaben 248 mg 5 (82,79%,) als farblosen Lack. Das Produkt
war DC-cinheitlich (Fliessmittel: Benzol/Methanol 96:4). Durch Verreiben mit Pentan und an-
schliessende Zugabe von Ather wurde ein amorphes Pridparat vom Smp. 113-115° erhalten.
[} =+75,2° + 1° (¢ = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum (fest in KBr): u.a. Banden bei 2940;
1706 (C=0, Lacton, Keton); 1686 (C=0, Aldchyd); 1589; 1546 (aromat.); 1459; 1394; 1344;
1284; 1214; 1163; 1107; 1083; 978; 930; 856; 649 und 584 cm—!. UV.-Spektrum in Athanol:
Maxima bei 218 (4,36), 292 (4,35) und 332 (sk, 3,73) nm (loge). NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 2.
Massenspektrum: Molekel-Ion bei mfe 374 (9,99,). Weitcre Spitzen bei mje 356 (5,39%); 245
(Basissignal); 235 (12,2%,); 217 (21,89%); 207 (4,0%); 189 (24,49%) und 112 (49,3%,). Zur Analyse
wurde 16 Std. bei 50° getrocknet.

CyyHp6Og (374,1) Ber. C67,36 H 7,009 Gef. C67,58 H7,13%

4.8. 7'-Dehydvozeavalenon (8). 46 mg durch préiparative Schichtchromatographie gerciunigtes
Material ergab nach Umkristallisieren aus Accton/Ather 1:5 34 mg farblose Nadeln vom Smp.
197-200°; [o)% ——133,8° 4- 1° (¢ = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum (fest in KBr): u.a.
Banden bei 3360 (breit, OH); 2927; 1654 (C=O0, Lacton, «,-unges. Kcton); 1618; 1578 (aromat.);
1454; 1438; 1354; 1342; 1314; 1259; 1191; 1166; 1113; 1069; 974; 959; 846; 834 und 696 cm—1.
UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 229 (4,45), 274 (3,97) und 313 (3,66) nm (loge). NMR.-
Spcktrum: vgl. Tab. 2. Massespektrum (hochaufgeldst): Molekel-Ton bei mfe 316,135 4 0,01
(C14H200s)-

4.9, &-Hydroxyzearalenon (9). Aus 112 mg schichtchromatographisch gereinigtem Material
resultierten nach zweimaligem Umbkristallisieren aus Methanol/Chloroform 1:6 77 mg farblose
Kristalle vom Smp. 210-212°; [o)}} = —149,1° 4- 1° (¢ = 1,000 in Aceton). IR.-Spektrum (fest
in KBr): u.a. Banden bei 3417 (breit, OH); 2950; 2920; 1694 (C=0, Keton); 1641 (C=0, Lacton);
1611; 1580 (aromat.); 1461; 1440; 1371; 1344; 1311; 1256; 1203; 1169; 1147; 1066; 1013; 959;
858; 820 und 709 cm~l. UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 236 (4,43), 274 (4,10) und 314
(3,78) nm (loge); in [\thanol—AlCl3: Maxima bei 236, 284 und 324 nm; in Athanol-NaOH : Maxima
bei 236 (sh), 254 und 314 nm. NMR.-Spcktrum: vgl. Tab. 2. Masscnspektrum (hochaufgeldst)
(vgl. Tab. 1): Molekel-Lon bei m/e 334,142 4 0,01. Zur Analyse wurde 16 Std. bei 50° getrocknet.

CysHypOg (334,1) Ber. C64.65 H6,63% Gef. C6448 H 6,429

4.10. 2,4-Di-O-methyl-8'~hydroxyzearalenon (10). Einc Losung von 102 mg 9 in 10 ml Aceton
wurde mit 1,1 g K,CCy und 1,9 ml Methyljodid 5 Std. unter Riickfluss crhitzt. Hicrauf wurden die
anorganischen Salze abfiltriert und das Filtrat im Vakuum cingedampft. Der hellgelbc, amorphe
Riickstand wurde in 40 ml Ather aufgenommen, mit Wasser neutral gewaschen, die organische
Phase mit Na,SO, getrocknet, filtriert und eingedampft. Man erhielt 116 mg Rohprodukt als
hellgelben Lack, der schichtchromatographisch gereinigt wurde. {Flicssmittel: Benzol/Mecthanol
96:4). Es resultierten nach Umbkristallisicren aus BenzoljAther 1:5 78 mg (70,5%,) farblose Kristalle
vom Smp. 162-164°; [af = +11,3° 4-1° (¢ = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum (fest in KBr):
u.a. Banden bei 3500; 3460 (breit, OH); 2970; 2955; 2930; 1717 (C=0, Lacton); 1691 (C-=0O,
Keton); 1590; 1568 (aromat.); 1450; 1412; 1333; 1315; 1280; 1247; 1192; 1147; 1087; 1037; 964;
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957; 921; 827 und 820 cm-1. UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 223 (4,44), 256 (s%, 4,11),
299 (3,37) nm (loge). NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 2. Massenspektrum: Molekel-Ton bei m/fe 362.
Zur Analyse wurde 16 Std. bei 50° getrocknet. '

CpoHygeOg (362,1) Ber. €66,28 H7,23% Gef. C66,52 H 7,21%

4.11. 2,4-D1-O-methyl-8-oxozearalenon (13) aus 10. Eine Loésung von 100 mg 10 in 2 ml iber
KMnQ, dest. Aceton wurde unter Rithren bei 10-15° tropfenweise mit CrO;-Oxydationsldsung
versetzt. Nach 2 Std. wurde mit wenig Methanol versetzt, die Lésung mit 20 ml H,O verdiinnt,
das Aceton im Vakuum entfernt und die wésscrige Losung dreimal mit je 30 ml Methylenchlorid
ausgeschiittelt, die organische Phase mit Wasser neutral gewaschen, tiber Watte filtriert und ein-
gedampft. Es resultierten 103 mg rotbraunes Rohprodukt, das schichtchromatographisch getrennt
wurde (Kieselgel, Fliessmittel: Benzol/Methanol 97: 3).

Die Zone mit dem Rf-Wert 0,6 lieferte 25 mg 13 (25,19,) als farblosen Lack, der beim Stehen-
lassen teilweise kristallisierte. Aus der Zone mit dem Rf-Wert 0,35 konnten 50 mg Ausgangs-
material eluiert werden. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Methanol resultierten farblose
Plattchen vom Smp, 135-144°; [01]123‘1 = —093,2° + 1° {¢ = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum
(fest in KBr): u.a. Banden bei 2927; 1728 (C=0, Lacton und Diketon); 1603; 1575 (aromat.};
1471; 1427; 1328; 1321; 1260; 1201; 1155; 1097; 1042; 1003; 968; 848; 812; 776 und 630 cm™L
UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 223 (4,48), 260 (4,29) und 290 (Infl. 3,86) nm (loge); in
Cyclohexan: Maxima bei 223 (4,40}, 260 (4,25) und 290 (Infl. 3,84) nm (loge). NMR.-Spektrum:
vgl. Tab. 2. Massenspektrum (hochaufgeldst): Molekel-Ton bei m/e 360,161 + 0,008 (CpoH,,O4).

4.12. &-epi-Hydvoxyzeavalenon (11). 141 mg durch priparative Schichtchromatographie ge-
reinigtes Material ergaben nach zweimaligem Umkristallisieren aus Methanol/Chloroform 1:7
108 mg farblose Kristalle vom Smp. 172-174°; [} = —53,1° 4+ 1° {¢ = 1,000 in Aceton}. IR.-
Spektrum (fest in KBr): u.a. Banden bei 3532-3316 (breit, OH); 2927; 1681 (C=0, Keton); 1644
(C=0, Lacton); 1611; 1579 (aromat.); 1444; 1387; 1356; 1311; 1256; 1200; 1169; 1106; 1059;
1022; 977 und 849 cm~!, UV.-Spektrum in Athanol: Maxima bei 237 (4,45), 276 (4,10) und 315
(3,74) nm (loge); Athanol-AlCl,: Maxima bei 237, 288 und 328 nm; in Athanol-NaOH: Maxima
bei 237 (sk), 249 und 315 nm. NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 2. Massenspektrum (hochaufgelost)
(vgl. Tab. 1): Molekel-Ton bei mje 334,14 + 0,01 (C,3H,,0O4).

4.13. 2,4-Di-O-methyl-8 -epi-hydvoxyzearalenon (12). 118 mg 11 wurden wie bei4.10. beschrieben
methyliert. Nach Trennung des Rohprodukts (134 mg) mittels praparativer Schichtchromato-
graphie und Umkristallisieren aus Benzol/Ather 1:5 resultierten 88 mg farblose Kristalle vom
Smp. 128-130°, [a}y =+80,4° & 1° (c = 1,000 in Chloroform). IR.-Spektrum (fest in KBr): u.a
Banden bei 3435 (OH); 2927; 1720 (C=0O, Lacton); 1708 (C=0, Keton); 1595; 1577 (aromat.);
1451; 1422; 1358; 1335; 1320; 1254; 1202; 1154; 1087; 1042; 968 und 838 cm~1. UV.-Spektrum
in Athanol: Maxima bei 222 (4,43), 255 (sk, 4,60) und 296 (3,32) nm (loge). NMR.-Spektrum:
vgl. Tab. 2. Massenspektrum: Molekel-Ion bei m/e 362. Zur Analyse wurde 16 Std. bei 40° getrock-

net. CooH,e06 (362,1)  Ber. C66,28 H7,23% Gef. C6571 H7,25%

4.14. 2,4-Di-O-methyl-8'-oxozeavalenon (13) aus 12. 101 mg 12 wurden wie bei 4.11. behandelt
mit dem Unterschied, dass die Reaktion bereits nach 15 Min. durch Versetzen mit wenig Methanol
beendet wurde. Es resultierten 39 mg farbloser Lack, die nach zweimaligem Umkristallisieren aus
Methanol 24 mg DC.-reines 13 vom Smp. 134-144° lieferte. [a]}} =—92,8° 4+ 1° (¢ = 1,000 in
Chloroform). Massenspektrum (hochaufgeldst): Molekel-Ton bei m/e 360,160 + 0,008 (CyoHy,O4).
Die IR.-. UV.- und NMR.-Spcktren warcn identisch mit denen des aus 10 bereiteten Priaparats.
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307. Zur Kinetik der Perkow-Reaktion

von J. Konecny
CIBA-GEIGY Aktiengesellschaft, Basel

R.Dousse und J. Rosales?)
CIBA-GEIGY Aktiengesellschaft, Werk Monthey, VS

(31. X. 72)

Summary. The Perkow reaction of CH;COCHCICONHCH; with (CH;O),P is first order in
both reactants. The reaction rates, the activation encrgies and the high negative entropies of
activation have comparable values in benzene and in acetonitrile solutions.

Die Perkow-Reaktion [1] wurde trotz der vielseitigen Bearbeitung [2] erst in
letzter Zeit kinetisch untersucht. Arcoria & Fisichella [3] stellten fest, dass die Ge-
schwindigkeit der Reaktion para-substituierter Phenacylchloride mit Tridthyl-
phosphit in Benzol durch elektronenanziehende Substituenten beschleunigt wird; in
der eingehenden Arbeit mit kernsubstituierten o-Brom- und o«-Chlorisobutyro-
phenonen haben Borowitz et al. (4] dhnliche Substituenteneffekte festgestellt. Ge-
schwindigkeitsbestimmend ist vermutlich die Herstellung der Bindung zwischen
Phosphoratom und Carbonylkohlenstoff, worauf unmittelbar eine schnellere Umlage-
rung an den benachbarten Carbonylsauerstoff und die Arbusow-Spaltung folgen.

In dieser Arbeit wird die Kinetik der Reaktion (1) von Chloracetessigsiure-
methylamid (RCl) mit Trimethylphosphit (TMP) untersucht. Der Reaktionsverlauf
wurde kolorimetrisch durch Messung des nicht umgesetzten RCl verfolgt. Bei der

1) Die experimentelle Arbeit wurde von den Herren A. Sckneider und O. Devillaz ausgefithrt.





