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12)): 134,90 (C(11)); 141,17, 142,16, 142,79 und 144,26 (C(3, 4, 15 und 16)); 145,52 (C(8)); 163,OH 
(C(9)) ; 168.05, 168.15 unci 168,40 (doppelte Intcnsitat) (4 x hcctat-CO). 

3. 100 mg frisch isolierte Fraktion von Dopaldchyd-kaffcat wurden in 1 ml Athano1 geliist 
und mit 2 ml5proz. Sa1zs;iure versetzt und wahrend 4 Std. auf 80’ erwkmt. Darauf Zugabe von 
2,4-Dinitrophenylhydrazin(DNP)-LSsung in Salzdurc. darauf verdiinnen mit Wasser, abfiltrieren, 
aufnehmen dea Rfickstandes mit Chloroform und chromatcigraphicrcn an 30 g SiO,. Das gcsuchtc 
Rodukt befand sich in dcr oberen Zone (die untcre bcstand aus Keagens). Nach Elution und Um- 
kristallisation aus Athanol, Nadeln, Smp. 173,8-.X74,4” (Ecrs.) idcntisch in Smp., Mischsmp., .DC., 
IR. und MS. mit einern authcntischen Priiparat. 

Das Filtrat des DNP-Niederschlags wurde snit Essigcstcr extrahicrt, clic Extrakte mit wcnig 
Wasser gewaschcn, getrocknet und aus Chlorotorml4sung an 10 g SiO, chromatographiert. Es 
wurden zuerst 20 Fraktionen B 8 rnl aufgcfangen (venvorfen), dsrauf mit LhloroformlAthcr 5 :  1 
weiterchromatographiert und 240 ml aufgefangcn. Diesc Elustc enthielten 10 mg Kaffcesaurc, dic 
aus hcetonlhher kristallisiert wurde; Smp. 185- 186” (Zers.) ; Handelsprod. untcr gleichen Bc- 
dingungen Smp. 195-196’ (Zers.). Misch-Srnp: 190 .19l0 (Zcra.). (IN. c3eckungsgleich, sowie identi- 
sches DC.-Verhaltcn bci bciden Froben). 
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54. Biosynthese der Verrucarine und Roridine. Teil2 
Der Einbau yon Acetat in die cis, trans-Muconsiiure und von 

Mevalonat in die Roridinsaure 1) 
Verrucarine und Roridine, 28. Mitteilung [Z] 

von Beat Mlller, Roland Achiai und Christoph Tamm 
Xnstitut fur Organische Chemic tler Ijniversitat, 4056 Bawl 

(17. XII .  74) 

Summavy. Incorporation experiments using sotiiutli [1-’4C]-acetatc and sodium [Z-W:I- and 
[2-1’C,2-sHP]-mevalonate and degradations o f  thc vcrrucarin A (1) and roridin A (2) so produced 
demonstratc that c is ,  trans-muconic acid (3) is formed from 3 m:tatc units. The cis,lraras-muconic 
acid and the G-side-chain structural clemcnts of roridinic acid (6) are built up from 4 acetate 

l) Ein. Tcil der Resultate wurde am XXUIrtl International Congress of Pure and Applied 
Chcmistry, Boston, Mass. USA, 2630th July 1971 [lJ vorgctragen. 

.. __ . .- __ 
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units; the cis-oricntcd C(ll)-carboxyl group of 6 originattcs Irom C(1) of acctic acid. The structural 
moiety of roridinic acid {ti) corrcspunding to verrucarinic, acid (7) originates from mcvalonate. 
as rk1es 7. 

A ncw degradation schcrne was deviscd for roriclinic acid (6) ; the oximc 23 of its IEdehydro- 
tetrahydro derivative 21 underwent clcavage with SOCI, ant1 subscqucni hydrolysis to yicld 
verrucarinolactone (8), acetonitrile (26) and methyl .zdi~ialdohydate (27) by a hetcrolytic B6ch 
mann fragmentation reaction. 

1. Einleitung. - In den Verrucarinen und Kcridinen, die &us Kulturen von 
Myrothecium verrucaria ( A  Zbertini et Schweinitz) Ditmur ex Fries und Myrothciatm 
roridzcm Tode ex Fries isolicrt und wahrend den vergangenen Jahrcn eingehend 
untersuclit worden sind, licgen makrocyclischc Ester des Sesquitcrpenalko~ioIs Vcr- 
rucarol (5) vor [3]. Sie unterschciden sicli voneinander durch die Natur der sauren 
Hydrolysenprodukte : die Vemcarine liefern zwei Siuren, wovon die eine immer dic 
cis, trans-Muconsaure (3) ist, die Koridine dagegen nur eine einzige Dicarbonsaurc. 
So liefctt z.B. Verrucarin A (I), ncben der cis, tram-Mucunsiure, die VcrrucaJinsiiure 
(7) (isoliert als Verrucarinolacton (8)); Roridin A (2) liefert dagegen nur eine Saure, 
die Roridinsaure (6). In Verrucarin A liegt der cyclische Triester 1 des Verrucarols 
und in Roridin A der analogc cyclische Diestcr 2 vor [3] 

Schema 1 

1 Verrucarin A 2 Roridin A 

HOOC , 
13 

H ROOC 

3 R = H  U 
4 R I CH3 5 Verrucarol 6 Rori dinsaure 

7 Verr ucarinsaure 8 
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Bereits fruhere Untersuchungen hatten auf den sesquiterpenoiden Charakter des 
Trichothecangeriists hingewiesen '41 (Einbau von drei Molekeln Mevalondure) . 
Uber die mit Verrucarol (5) erhaltenen Resultate wird in folgenden Mitteilungena) 
eingehend berichtet [7] [8]. Einbauversuche mit 14C- und stereospezifisch mit 3H- 
markierter Mevalonsaure hatten gezeigt , dass die Verrucarinsaure (7) sich ebenfalls 
aus der Mevalonsaure bildet [Z]. Im folgenden berichten wir uber Versuche zur Ab- 
kltirung der Biosynthese der Muconsaure einerseits und der Roridinsaure anderer- 
seits. Die Roridinsaure enthalt die Verrucarinsaure und die cis, trans-Muconsaure 
in partiell reduzierter Form sowie eine C,-Einheit als Strukturelemente. Es ist des- 
halb zu envarten, dass ihr biogenetischer Aufbau analog zu dem der Verrucarinsaure 
und Muconsaure erfolgt. Urn dies abzuklaren wurden eine Reihe von potentiellen 
l4C- und 3H-markierten Vorlaufern zu wachsenden Kulturen von Myrothecium ge- 
geben und die radioaktiven Antibiotica zur Lokalisierung der Radioaktivitat einem 
gezielten Abbau unterworfen. 

2. Einbauversuche. - Zu wachsenden Kulturen von Myrothecium roridum, 
Stamm S 1135, wurden [1-14C]-Natriumacetat, [2-14C]- und [LYH,, Z-l4Cj-Natrium- 
mevalonat gegeben und die Antibiotica in ublicher Weise isoliert (vgl. [Z ] ) .  Die in 
Tabelle 1 zusammengestellten Radioaktivitaten zeigen, dass sowohl Acetat wie auch 
Mevalonat in die Hauptmetabolite eingebaut werden, wobei nach den Einbauraten 
offen ist, ob ein Metabolit Vorstufe cines andern ist. Auch uber die Bildungsge- 
schwindigkeit kann nichts ausgesagt werden. Daruber wiirde die Messung der spezi- 
fischen Aktivitaten wahrend verschiedener Perioden des Wachstums des Mikro- 
organismus bzw. der Bildung der Metabolite Auskunft geben. 

Tabelle 1. Radioaktiuitat der isolierten Verrucarine und Roridine 

Vorlaufe9) Aktivitat des Kultur- Isolierte Spezifische Aktivitat Absolute 
(Na- Salz) Vorlaufers flussigkeit Stoffe dpm/mmol Einbau- 

mCi (Liter) rate in yo 
3H 14c 

[l-14C]-Acetat 0,4 20 Verrucarin A (1) 9,oo. 106 1 
Roridin A (2) 1,02. 106 0,2 
Roridin D 0,62 . lo6 0,03 

[2-14C]-Meva- 0,4 20 Verrucarin A (1) 6,14 lo6 0,06 
lonat Verrucarin J 36,OO. lo6 0,13 

Roridin A (2) 15,80. lo6 0,37 

[2-14C]-Meva- 0,5 20 Verrucarin A (1) 110,4. lo6 15,7 . 106 0,45 
lonat Verrucarin B 173,O . 10' 25,O . 106 0,19 
[2-3H,]-Meva- 5,O ' Roridin A (2) 80,8 . lo6 11,6 . lo6 3,O 
lonat Roridin D 78,4* 10' 10,7 . lo6 0,2 

3. Hydrolytische Spaltung von Verrucarin A und Roridin A. - Die basische 
Hydrolyse des nach Verabreichung von [l-"K]-Natriumacetat gewonnenen Verm- 
carins A (1) ergab fur Verrucarol (5), fur die cis,trai~s-Muconsaure (3), die zur 

2, 

s, 

______ 
Einige der Ergebnisse waren Gegenstand yon vorlaufigen Mitteilungen, vgl. [5] [6]. 
Die radioaktiven Vorlaufer wurden vom Radiochemical Centre, Amersham (Buckingharnshire, 
England) bezogen. 
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Messung in den Dimethylester 4 iibergefiihrt wurde, und fiir die Verrucarinsaure (7), 
die als Lacton 8 isoliert und vcrmessen wurde, die in Tabelle 2 zusammengestellten 
Werte fiir die Radioaktivitat. Falls die cis,  trans-Muconsaure aus Acetat-Einheiten 
im Sinne einer Yolyketid-Synthese und nicht fiber dcn Weg der Shikimisiure auf- 
gebaut wird, sind in ihr drci msrkierte C-Rtume zu erwarten. Da der Verrucarinsaure 
ebenfalls drci und Verrucarol scchs Acetat-Einlieiten zugrunde liegen, ergibt sich 
folgendc theoretische Verteilung der mnl-spczifischcn Radioaktivitat in den Hydro- 
lysenprndukten dcs Vcrrucarins A: Verrucarol/Verrucarimaure/Muconsaure = 6 : 3 : 3. 
Die gefundenen Werte stimmen mit den bcrechnetcn gut uberein, womit auch fur 
die Muconsaure Acetat-Einlieitcn ats Grundhaust ci n e gesichert sind. 

Roridin A (2) wurde wegen der Empfindlidikeit dcr Roridinsaure (6) zuerst in 
Tctrahydrororidin A ubergefiihrt und dann erst hydrolysiert. Falls der Verrucarin- 
siiureteil der Koridins5ure analog zur Verrucarinsaurc und der andere Tcil der 
Molekel analog zur Muconsgure, die urn die C,-Seitenkette erweitert ist, aufgebaut 
wird, so sind in dcr Roridinsaure scchs oder sicben markierte C-Atome zu erwarten. 
Daraus resultiert eine theorctische Verteifung der mol-spezifischen Radioaktivitat 

Tabclle 2. RadioaTdivitBt der Hydrolysenproilzll~te uon Verrztcarin A und Roridiiz A 

Vorliiufer Substanz 
(Nn-Salz) 

[l -lac] - Aceta t Vcrrucarin A (1) 
Verrucarol (5) 
Verrucarinolacton (8) 
M uconsaurc-tlimethylester (4) 
Itoridin A (2) 
'I'etrahydrororidin A 
Verrucarul ( 5 )  
Tetrah ydrurarid i nsaure (9) 
Tctrah ydrororidinsaurc- 
diiiiethvloster (10) 

Spczifische hktivitat  % des s€€:14C 
dpm/mmol l4C-Tot als 

9,00. 105 
4,38 * 106 

2.22 * 106 
1,UZ. 1U6 

0,454 - 106 
0,47. 106 

2,52 . 1 O6 

1,03. lo6 

0.50 * 100 

100 
48,7 
28 , 

24,s 
so0 

48 
46 

49.5 

[Z-l*C]-Mevalonat Vcrrucarin A (1) 6,14 + 106 100 
IT ._.... -,.--I rc\ 2 Q I  . in6  t,? 

v ~ r r u ~ d r i n ~ i i d ~ ~ o ~ i  (01 L,'11> . 1 \ 1  .)WIT 

Roridin A (Z), verdiinnt 7,61 * 10' 100 
Tetrah ydrororidin A 
Verrucarol (5 )  3.42 * 1 O b  45 
Tetraliydrororidinsaure (9) 4,254. 10' 56,4 
T(:trahydrororidmsaure- 
,I i meth r r l o s t  pr I 1  n\ S8 5 

Muconsaure (3) 0,24 106 3,9 

7,67 - 105 

4 45 - 106 
[2-l4CC, 23HJ- Verrucarin A (1) 110,44 . los 15,71 . 106 100 7,O 
Mevalonat Verrucarol (5) 87,55 . 106 12,76 - 106 81 785 

Verriicarinolacton (8) 18,59 * 106 429 * 106 27 4,3 
Muconaaure-dimethylestcr (4) 0 0 0 u 
Roridin A (2) 73,oo ' 106 12.29 - 105 100 5,9 
Verrucarol (5) 48,20 10' 6,551 . 10' 53,3 7,4 

ditnethvlester (LO) 25,W 106 5,68 10' 46,2 4,5 
'Tetra11 ydrororidinsaure- 
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in den Hydrolysenprodukten wie folgt : Verrucarol/Roridinsaure = 6 : 6 oder 4 : 7, d.  11. 
eine Verteilung zu ca. je 50%. Die gefundencn Werte stimmen sehr gut rnit den bc- 
rechneten iiberein. Eine Entscheidung, ob die Koridinsgure aus 6 oder 7 Acetatein- 
heiten aufgebaut ist, ist jedoch nicht rn@$ch, da der Einhau dcs Vorlilufers in den 
verschiedenen Teilen der Molekel verschieden stark erfolgcn kann. Da ausserdem 
die Radioaktivitaten der betr. Praparate relativ gering sind, erhohen sich die Abwei- 
chungen der gefundenen Werte von den berechneten, 

Die Hydrolyse des nach Zugabe von [2-~4Cj-Natrium-mevafonat erhaltenen Pra- 
parats von Verrucarin A (1) ergab, wie zu erwarten, radioaktives Verrucarol (5) und 
radioaktives Verrucarinolacton (8). Die Muconsiiure (3) war praktisch radioinaktiv. 
Die mol-spezifischen Radioaktivitaten des Verrucarols und dcs Verrucarinolactons 
sollten eia Verhliltxlis von 3; 1 aufweiscn. Der fiir Verrucarinolacton gefundene Wert 
ist jedoch meist grosser a19 25%, was auf cinen bevorzugtcn Einbau des Mevalonats 
in die Verrucarinsaure deutet. - Roridin A (2) wurde nach Verdiinnung mit inaktivem 
Material und anschliessender selektiver H ydricrung hydrolysiert, Die mol-spezifische 
Radioaktivitat des aus beiden Versuchcn crhaltcnen Verrucarols (5) betrsgt 42%, 
der urspriinglichen Aktivitat. Demgegenuber h d e t  man in der Roridinsiiure (6), 
die als Tetrahydrororidinsaurc (9) bzw. als Dimethylester 10 isoliert wurde, 56,5- 
58,5% der urspriinglichen Radioaktivitat. Uas Verhgltnis der Werte der beiden 
Hydrolysenpmdukte liegt zwischen 2 : 3 und 1 : 3.  Demnach scheint der Ejnbau der 
Mevalonsiiure in die RoridinSure besser zu erfokcn als in die Verrucarinsaure. 

Diese Ergebnisse werden durch die mit [ P 4 C ,  Z-"~-Natriuni-rnevabnat durdi- 
gefuhrten Einbauversuchc bcstatigt. Die gesanitc W-Kadioaktivitat war auf Verru- 
carol und die Verrucarinsaure bew. auf dic Koridinsaurc in gleicher Weise verteilt, 
warend die Muconslure radioinaktiv war. Der bci dcr Verrucarinsaure beobachtete 
Tritiumverlust, der mit einer 1,2-Wasscrstoffwariderung zusammenhangt (vgl. [2]), 
tritt in gleichem Masse auch bei der Roridinsiiure auf, was auf eine enge biogene- 
tische Verwandtschaft der beiden Verbindungen cleutet. 

4. Abbau der Muconsiiure. - Die nacfi Einhau von Ll-13Cl-Acetat crlialtcne 
cis,tvuns-Muconsaure (3) wurde zur Lokalisierung dcr Radioaktivitat mittels CH,N, 
in den Dimethylester 4 und dieser durch katalyt isdic Hydrierung in den Adipinsaure- 
dimethylester (12) iibergefiihrt. Der Abbau dcr Adipinsaure (11) nach Schmidt 
mittels NaN, und Polyphosphorsaure (PPS) crgah 1,4-Diaminobutan (13) (als 
Pikrat isoliert) und 2 Aquivalente CO, (14) (als BaCO, isoliert). 

H2N-(CH2)4-NH2 - ROOC-(CH2)4-COOR 4 NQN3/ 13 

CO, cog 
__rlcJ 11 R = H  

12 R I CH3 14 
ROOC Ro7 H2/R 

3 R = H  
4 R = CH3 



458 Hmvs~rca CHIMICA ACTA - Val. 58, l h c .  2 (1975) - Nr. 54 

Aus den in Tabelle 3 zusamrnengefassten Kesultatcn geht hervor, dass 213 der 
Radioaktivitiit dcs Ausgmgsprodukts sich im Diamin 13, also im C,-Mittelstiick der 
Muconsaure, lxfindcn, und dass nur cinc der beiden Carboxylgruppen der cis,  trans- 
Muconsaure. markiert ist. (Die Aktivitat von CO, wird infolge des bcidseitigen 
Schmidt-Abbaus auf die Halfte reduxiert.) Die C-htomc sind dalier durch den Einbau 
von 3 Acetat-Einhciten alternierend rrmrkicrt, wobei die zwei durch die Formeln 3a 
und 3b dargestellten Verteilungen rnijgticli sind ; welche der beiden geomctrisch ver- 
schieden angeordneten Carboxylgruppen die Markicrung triigt , kann aus diexm 
Versuch nicht entnommen werden. Es ist denkbar, dass beide Verteilungsarten zu 
je 50% auftretcn, wenn sich z. B. dic cis, trans-Muconsaure ~LUS einem symmetrischen 
C,-Vnrlaufer bildcn und vor der Verkniiyfung niit den anderen Bausteinen dcs 
Verrucarins A entstelien wiirde. Uic folgenden Versuche diirften jedoch die% Variante 
ausschliessen. 

5, Abbau der Roriddinsaure. - Zur 13estimrnung der Radioaktivitiitsverteilung 
in der Roridinsgure (6) diente, dic weniger empfindlic,hr: T~traliynrororidins~ure (9), 
die durch selektivr: katalytische Hydrierung von Koridin A (2) und anschliessende 
basischc Hydrolyse erhalten wird 191. Vorsichtige Oxydation von 9 durch KMnO, 
in einer Spezialapyaratur (vgl. exper. Teil) ergab einerseits CO, (18) (als BaCO, iso- 
liert) und, nach Nachoxydation der nicht-IMditigen Anteile mit CrOs/H,SO, in 
Aceton, dic 13Deliydro-tetrahydro-l-nor-roridin-Z,11 -saure (16) , die zur Charakte- 
risierung in den Dimcthylester 17 iibcrgcfiihrt wurcie. Ihre Struktur ist durch die 
spektralen Ihten belegt, indem ini I.K. keine HO-Banden, sondern nux noch L O -  
Schwingungen bei 1725-1735 cm-l (Estct) rnit Scllulter bei 1715 cm-' (Keton) auf- 
traten. Im NMR-Spektrum, das rrlit riem des Tetrahydrororidinsaure-dimethyl- 
esters (10) und cles 2,1.3-Risdehy~ro-tctratiydror~ridins~ure-dimethylesters (15) 191 
verglichcn wurde, erscliien anstelle dcs Ilubletts der' sekundaren Methylguppe bei 
1,16 ppm cin Singulett (3H) bei 2.33 ppm, drts der Methylketongruppe zuzuurdnen 
ist. Fur sie spricht auch die positive Jodoformreaktion. Die chemischen Verschie- 
bungen der weitercn Signale (vgl. Tab. 4) sind irn Einklaiig mit dcn angegebcnen 
Stmkturen. Die 13-Uehydro-tetrahydro- I-nor-roridin-2,ll-saurc (16) wurde weiter 
nach Scltmidt abgcbaut. Das aus C(2) und C(l1) stammende CO, (19) wurde als 
BaCO, isolictt. Der Kest der Molekel konnte hingegen nicllt gefasst werden. Nach 
den Dunnschichtchromato~~d~~men kitten sich mindcstens I 1 Folgeprcldukte ge- 
bildet, was bcim Abbau voti Carbonsauren rnit sekundiiren und tertiaren Carboxyl- 
puppcn und Kctocnrbonsiiurcn schon Iiaufig bcobachtct worclen ist (vgl. [lo]). 

Der Abbau cler nach Einbau von I I -l'C]-Acetat crhaltenen Tetrahydrororidin- 
saure (9) lieferte das C-Atom C(1) als'CO, (l8),  das 13,X% oder ca. 1/7 der Gesamt- 
aktivitat enthielt. Die erwarteten Werte sind fur sicben mitrkierte C-Atome 14,30/, 
und fiir nur sechs radioaktive C-Atome 16,7%. Das Rcsuttdt sclieint eher anzu- 
deuten, dass 7 Acetat-Einheiten an der Sytithese Iwtciligt sind, doch lasst sich dies 
aus diesem Versuch nictit cmtschciden. I h s  aus dcm Schmidt-Abbau dcr Nor-sgurc 
16 erlialtene CO, (19), weist statt des €ur den Fall cirier Markierung an C(I1) erwar- 
teten Wertes entspr. 5OCyn dcr Aktivitat von CO, aus C(1) einc Aktivitat auf, die 
733% der Aktivitat voti C(1) entspricht, was wiederum ir~igt, dass der Anteil der; 
(nicht markierten) C(2) am Gesamt-CO, nut CU. 114 bctriigt. Falb auch C(13) an der 
Hildung von CO, beteilie ist, wiirde dies bedeuteii, dass es ebenfalls eine Markierung 
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Schema 2 

459 

R'OOC 

9 R ' =  H , R Z =  H,OH 
R' 5 CH3 , R2 = H.OH 
R' = CH3 ; RZ = 0 

10 
15 

1 "03 

PP5 I Polyphosphorsaure 

Py = Pyridin 
AC 2: CH-jCO 

tragt und demnacli aus Acetat starnmt. Wcnn C(13) nicht radioaktiv ware, YO wurde 
keine oder hiichstens eine geringc Kadioaktivitat im CO, auftretcn. 

Nach dem hbbau des nach Verabreichung von 1~2-Wj-Mevalonat erhaltericn 
Roridins A finden sich 6% der Aktivitat vori Tctrahydraroridinsaure (9) irri CO,, 
das aus der KMnO,-Oxydation von 9 stammt. C>b der Grund dafiir in einer Leichtcn 
Versdimierung der Kddioaktivitat in det Molekcl oder in einer sog. r Cross-Contarnha- 
tion, liegt, wic sic bei Abbauredktianen oft auftretcn kann [ll], kann nicht cntschie- 
den werden. Fast die gesamte Aktivitat (95%) der '.Tetrahydrororidinsaurc fjnclet 
sich wiedet in der 13-Dehydm-tetrahydro-1 -nor-roridin-Z, 1.1-saure (16). Hingegen 
enthalt das COB aw dem Schmidt-Abbau riur 27?, der Aktivittit, wahrcnd fur den 
Fall, dass das CO, aus C(2) und C(11) starnmt, 50% crwartet werden. Dies lasst sich 
arklaren, wenn man annimmt, dass der Jkitrag von C(2) nur ca. 1/4 des jnsgcsnnit 
gebildeten CO, betragt. Dam sollten im Falb der [S-14C]-Acetat-markicrtcn Tctra- 
hydrororidinsaure, die am C(13 ), nicht aber an dem C(2) entsprcdienden C-Atom 
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Tabelle 3. Radioaktivitdt der A bbaq5vodulzte der cis, trans-Muconsawe (3) umi dev Koridiussure (6) 

Vorlaufer Substanz 
(Na-Salz) 

14C-Radioaktivitat yo des 
dpm/mmol "C-T~tds 

[l-WI-Acetat Muconsaurc-dimethylester (4) 
1,4-Uiaminohtan (13) (Pikmt) 
CO, (14) (RaCO,) 
Tetrahydrororidinsiiure (9) 
Tet rahydro ro r id i r e -  
dimethylestcr (10) 
13-Dshydro-tetrahydro-1 -nor- 
roridin-Z,ll-s8urc (16) 
CO, (IS) (BaCOJ aus 9 
CO, (19) (BaCO,) am 16 

22.26 - lo4 too 
1 4 , ~  .lo4 (1484 .io") 8) 

3.18 . lo4 (3,tl * 10')") 
4,m , 1 0 4  

5 ,os .  104 

67,l (66,7) 8)  

14.3 (16,7)b) 

100 

100 

95 (100)d) 

[ZJ'C]- Tetrahydrororidinsaure (9) 42,W 104 
Mevalonat Te t rahydroror id insr~  

dimethylester (10) 4430 .I04 

roridin-2.11-saurc (16) 41,40 - 104 (43.70 104) 
CO, (18) (EhCO,) aus 9 223 .104 (0) e) 6 (0)d) 

13-Deh ydro-tctrahydro-l-nor- 

CO, (19) (BaCO,) aus 16 11,65 * 104 (21,85 * 1V) e) 27 ( 5 0 ) d )  

[ZJ4C, 23H,) - Tetrah yrlrororirlinsHure- SH 14c 3 H : W  

Mevalonat dimethylostcr (10) Z59,O 9 lo4 56,8 * lo4 4,56 
Vcrrucarinolacton (8) 255,O lo4 59,2 * 104 4,27 
Adipins%ure-di-pbrom - 
phenacylester (28) 0.1 * 104 o , ~  104 0 

8 )  

0)  
C) 

d) 
c) 

Berechnet far 2 markicrtt: C-Atome. 
Berechnet far 1 markiertc Carboxylgruppc. 
Berechnet aus dem Mittclwcrt von 9 und I0 flir den Fall, dass dic Tetrahydrororidinsaure 
(9) 7 glcichm&dg markierte C-Atome enthalt, woruntcr sowohl C(1) als auch C(11). 
Bezogen auwf den Mittclwcrt von 9 und 10. 
Ekrechnct am dem Mittelwert von 9 und 10 fur den Fall, dass die gesarnte Aktivitgt sich 
an C(2) der Tetrahydrororidinsaure (9) bcfindet. 

markiert ist, genau die umgekehrten Verhaltnisse auftreten, was auch tatsiichlich 
der Fall ist (s. unten). 

Da die C(2)-Carboxylgruppe sekundar ist, kiinnen wie erwalmt Nebenreaktionen 
sowie kleinere Umsatzraten auftreten. Zudem kljnnte CO, auch aus dem C(13) stam- 
men (Hydrolyse der Amidgruppe durch die Polyphosphorsaure und weiterer Abbau 
vgl. [12]). An der Bildung von CO, aus 16 sind jedcnfalls C(2) und C(11) beteiligt. 
Die Radioaktivitatsverteilung in den Abbauprodukten, die aus Tetrahydrororidin- 
saure nach Einbau von [2-%, 2-SH&Mevalonat erhaltcn wurden, bestatigt die 
obigen Resultate, indem sich die gesamte 14C-Aktivitat im Verrucarinsaureteil der 
Roridinsauremolekel befindet. 

Da beim Abbau der 13-Dehydro-tetrahydro-l-nor-roridin-2,ll-s&ure (16) nach 
Schmidt die Bildung von zahlreichen Nebenprodukten die Isdierung des Amins ver- 
unmoglicht und die Ausbeuten an CO, vermindert hatte, liaben wir eine neue Abbau- 
sequenz fiir die Roridinsaure ausgearbeitet, die es gestattet, ihre vermuteten bia- 
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genenetischcn Grundeinheiten getrennt und cindeutig zu erfassen. Sie beruht auf cincr 
heterolytischen ~ragmentierungsrcaktion eities gceigneten Roridinsluredcrivats. 

Selektivc Oxydation der 13-Hydruxygruppe des Tetrahydrororidinsiiute-di- 
methylestcrs (10) mit einem Aquivalent CrO, in K,SO,/Awton ergab das 3 3-Uehydto- 
derivat 20. hcctylierung bzw. Benzoyliertmg der freien HO-Gruppc fiihrte xum 
Acetyldcrivat 21 bzw. Henzoylderivat 22. Behandlung von 21 mit Hydroxylamin in 
Pyridin lieferte das Oxim 23. Die anschliessende Umsetzung mit Thionylchlorid vcr- 
lief glatt und fuhtte zu einem Chlorosulfit 29. Diesc Funktion ist cine sehr gute Ab- 
gmgsgruppe fur die vorgesehcne FragLgrnentierungsreaktion. Allerdings sind auch 
Beckunana-Umlagcrungen moglich. Die in Fragc kommcndcn Keaktionswcge sind 
irn Schema 3 dargestellt. IJa in a-Stellung zum Oxim ein Sauerstoffatom sitnt, das 
sich als Nachbargrupye an der Reaktion hetciligen kann, tritt iiicht eine Beckwann- 
Umlagerung sondctn eine ~eckmu.nlz-Fragmenticrung ein r131. Der Nachweis der 
LZeckmurcn-Fr~mentierunE: kann nicht allein durcli das Auftrcten dcs Verrucarino- 
lactons und der Adipinalddiydsaurc erbracht wcrdcn. Dic Bildung von Acetonitril 
iedoch ist ein eindeutiger Hinweis fur die I;ragmentierunffsreaktion. In Schema 3 

Schema 3 

a : synchrone Fragmentierung -.,-OH 0 .., 
+ + CYC0Ot-l + NH3 

H b.c : Eeckmann -Urnlagerungen 
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sind die Rcaktionsprodukte der beiden m~,ql:lichen Sec~~alzpz-llmlagerungen und dcr 
Recksna~n-E;ra~mentierung dargestellt. Bei erstcren cntstchcn, je nachhdem ob sich 
das y l z -  oder anti-Oxim umlagert, die beiden Amidc 31 und 32 (Wege b und c). Tritt 
die B e c ~ a ~ ~ - F r a g m c n t i e r u n g  ein (Weg a), so IJ1USS als charakteristisches Reak- 
tionsprodukt Acetonitril entstehen. Das glcichzeitig gebildcte Oxoniumsalz 30 wird 
h i m  Versetzen des Keaktionsgcmisches mit Wasser in  Alkohol und Aldchyd ge- 
spalten. Die Reaktion mit Thionylchlorid verliiuft bei Zimmcrtcrnpcratur schr rasch. 
Ua dicses Keagens gleichzeitig als Liisungsrnittel client, kann der Verlauf der Henk- 
tion mit Hilfe der NMR-Spcktroskopic verfolgt werden. 

Das in CDC1,-Lorjung bei 1,81 ppm crschcincnde scharfe Signal der Methyl( 1.4)- 
Gruppe des Oxims 23 erschejnt in SOCl,-l.iisung bei 1,88 ppm. Hier kfinclet sjch 
auch das Methylsignal des Acetonitrils. Dies wurde durcli Zugabe eiriet wcitcren 
Menge von Acetonitril zur NMR.-Probe bcstiitigt. Dic Heobachtung, dass das scharfc 
Signal der Methyl( 14)-Gruppe verschwindet, wetiri das Liisungsrnittel (Thionyl- 
chlorid) im Vdkuum entfernt und diesclbc l'rtzbr: in CDCl, nochmals verinessen 
wird, ist ein Reweis ltlr das Auftreten von Acetonitril und scliliesst eine Verschiebung 
des Methylsignals durch Lilsungsmittcleffekte aus. Aus dern NMR.-Spektrum ist 
ferner noch ersichtlich, &ss clie zwei Protonen an C(5), die sich am Reaktionszen- 
trurn befinden, von 3,4 ppm nach ca. 3,6 ppm (sic sirid durch die Methylprotonen 
des Methylesters teilweise verdeckt) verschiehen, was ebenfalls fur das Eintreten 
der Fragrnentierung spricht. Das Oxoniumsnb 30 schcint in Chloroform nicht be- 
standig zu win. L)as Dublett dcr Protonen der Metl~yl(lZ)-Grupyc erscheint bcirn 
Oxim 23 bei 1,06 ppm. Das clurch LiSsen cles Oxims in 'Thionylchlorid l)crge..tellte 
Oxoniumsalz 30 zeigt das Methyl( I.Z)-Signal bci 1. ,OH ppm. Wird anscliliessencl das 
Thiunylchlorid entfernt und die Probe in CDCl, gcliist, so verkleinert sic11 im Laufc 
der Zeit das Dublctt bei 1,08ppm zugunsten des rjicli bci 3.16ppm bilclenden Ihbletts. 
IJasselbe Phanomen zeigt dau Signal der Esterrncthylgruppc in 1-Stellung dcs 
Oxoniumsalzes. 

Der chemische Nachweis des hcetonitrils st6sst auf Schwierigkeiten, da cs hei 
der Bntfernung des Lijsungsmittels a m  dcrri H.caktiansgemisch verloren gcht. Kine 
Hydrolyse des Nitrils zu Essigsaure wtirdr: den Hcwcis in Frdge stellen, da awh 
durch den Weg c, d.11. durch Hydrolysc des Arriids 32, Xssigsiure entsteht. Dcslialb 
wurde das schr reaktive Thionylchlorid nach Zugabc einer entsprechenden Menge 
des inerten Losungsmittels Dichlormethan durcll Zusatz von festem Na.&O, zersti5rt. 
Darauf liessen sic11 das Acetonitril und 1)ichlormcthan vom gebildeten Kochsalz 
abdestillieren. Die Keaktion wurde durch vorsichtigc Zugabe von Na,CO, und durcJi 
Kuhlung unter Kontrolle gehalten. 1)adurc.h licsscrr sich trotz starker Gasentwick- 
lung 50% des eingesetzten Acctonitrils regencricren. Die C;ehaltsbestimmung an 
Acetonitril crfolgte gas-chromatographisch. Dip Ketcntionszeit stimmte mit jericr 
einer authentischen Probe vollstandig iibcrcin. Uas 1H.-Spektrum rler I)ichlor- 
metlianlbsung zcigte die charakteristische scharfe i3ande des Nitrils bei 2250 CI+. 

Zur Abtrennung des Adi~inaldeliydsZiurc-~~ctl.)ylesters (27) wurde das Reak- 
tionsgemisch, riaclidem das Thionylchlorid critfernt war, in Essigcstcr geliist und 
mit gesattigter wasseriger NaHS0,-Liisung 1.6 Std. geschlittelt. In der Essigester- 
losung waren nach D~nnschichtct~romatogramm zwei Substanzen nachwcisbar, bci 
denen es sich urn Umesterungsprodukte d es Verrucarinsiiureteils iiandeln diirlte. 
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Daraufhin hatte. schon das NMR.-Spektrum des Oxoniumsalzes gedeutet. Nach voll- 
standiger Hydrolyse mit methanolischer KOH konnte aus den beiden Produkten 
reines Verrucarinolacton (8) isoliert werden. 

Durch Ansauern der w2sserigen NaHS0,-Losung wurde der Aldehyd 27 freige- 
setzt. Die Losung gab eine positive Reaktion mit Tollem-Reagens und 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin. Der Aldehyd wurde nicht isoliert, sondern durch CrOS/H8SO4 in 
Aceton oxydiert. Nach anschliessender Hydrolyse mit wkserigcx KOH wurde Adi- 
pinsaure (11) erhalten, die noch durch dm $-Bromphenacylester 28 charakterisiert 
wurde. Die NMK.-Daten der bdm Abbau dcr Tetrahydrororidinsaure erhaltenen 
Verbindungen sjnd in Tabelle 4 zusammcngestellt. 

Die Resultate der Radioaktivita~bestinlinung der nach Einbau von [Z-lOC, 2-aHB]- 
Mevalonat erhaltenen Roridinsaurederivate und ihrer nach obigcm Abbauschema 
entstandmen Umwandlungsprodukte finden sich in Tabelb 3. Aus ihr ist ersichtlich, 
dass 99,9% der ICAktivitat sich im Vemcarinsiureteil der Horidinsaure befinden. 
Das Verhaltnis von 14C zu aH (4,27) ist im Verrucarinolacton (8) bedeutend geringer 
als im zugegebencn Mevalonat (14C:SH == 9,6), was mit der friiher nachgewiesenen 
Eliminierung des ~pro-2S~-Tritiums bzw. -H-Atoms beim tfbergang der Mevalon- 
sgure in die Verrucarinsaure im Einklang ist 1.21. 

6. Diskuesion der Resultate. - Die Bildung dcr Muconsaure und des Mucon- 
sgureanteils mit der C,-Seitenkette der Roridinsaure diirftc nach dern Schema der 
aromatischen Polyketide und nicht viu Shikimisaure erfolgen. Die gebildeten Phenole 
wiirden oxydativ und unter Isonierisierung zu den c is ,  tram-Sauren durch einc 
Brenzcatechin-Oxydase gespalten. Dass aus Aromaten nicht nur cis, &s-Sauren ent- 
stehen, zeigt die Urnwandlung von Beneol im ticrischen Organismus zu tram, tram- 
Muconsaure, wclche kein Attefdkt sondern cin echter Metabolit ist [14]. uber den 
Mechanismus der Isomerisierung zur cis, trarcs-Saure ist nichts bekannt. Da nach 
dem Einbau von [ l-%]-Acetat in Roridinsgure C(11) radioaktiv ist, difirfte in Ana- 
logie auch in der Muconsaure die cis-stiindige Carboxylgruppe aus der Carboxyl- 
w p p e  dcr Essigsaure und die &am-standige aus der Methylgruppe der Essigsaure 
stammen, dem Vcrtcilungsmuster 3a entsprechend (vgl. SciFGomu 4). Die CycIisierung 

Schema 4 

8 ?H 
3a 

-L 
C"3 * -c%-w - 

0 0 
HOOC 

= C(1) von Acetat 

= C(2) von Mwalonat 6 
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tiner C8-Polyketidkette kiinnte in analoger Wcise den Muconsaureteil mit der CB- 
Seitenkette der Roridinsaure liefern. Die Biosynthcse des Verrucarinsaureteils er- 
folgt wie diejenige der Verrucarinsiiure selbst aus Mevalonat [Z]. Wann und wie die 
einzelnen Bausteine zusammengefligt werden, ist unbekannt. Aufgund der hohen 
spezifischen Einbauraten, die bei Vermcarin J beobachtet worden sind, kiinnte man 
annehrnen, dass zuerst Verrucarol (5), Anh ydro-mevalonsaue und die cis, tvarcs- 
Muconsaure bzw. die urn C,-Einheiten erweiterten Mucondurebausteine zu den ent- 
sprechenden Antibiotica Verrucarin J, bzw. Roridin E und Roridin H zusammen- 
gefugt werden. Aus diesen Anhydroverbindungen wiirden sich die weitcren Meta- 
bolite bilden . 
und der Sandoz A.G., B a d .  far die grassziigjge TJntcrstiitzung unsercr Arbeit. 

Wir danken demt Schwciterischm Nationalfonds zur 1:cirdevung der wissenschajtlichelt Fwschu*g* 

Experimentellet Tell 
1. AUQemeines. - llie SchmdzpwnRfe wurden auf einem KoJcv-Block bestimmt und sind 

nicht korrigiert. SabsZnloxp~ober fiir die Spektralanalyscn und Mikroanalysen, optischc Llrehung 
und Radioaktivitiitsbestimmung wurden mindcstcns 2 Std. bei 30" und 0,05 Tom getrocknet. 
BaC0,-Proben wurden 1 Std. unter einer 1R.-tampe getrocknet. 

Die Mikroandysen verdanken wir dem rnikroanalytischan Laboratorium des lnstituts 
(E. Thornmen). Die IH.-Speklren wurden mit einem Yerkin-Elmer-Gitte~spektr~~ph~i~o~eter, 
MdelllZ5, oder einem Beckmann- IR-8-Spektrophotome~e~, die U V.-Spektvew rnit cinem Reckvnann- 
DK-2-Spektrophotometer irn Spektrallaboratarium unsercs Institute (K. Aegerler) aufgcnommcn. 
Far die Mesaung dcr o$#ischsn Drehung dientc ein Pevkin-Elmev-Polarimeter, Modell 141. 

Die R~ioaktivitii;sbeslimmungen vcrdanken wir Hrrrn H. Gallaker, Isotopcnla~~ratorium dcr 
Suprdoa A.G., Basel. Die organischen Substanzprobcn wurdcn in l'oluol-Scintillator gelost und tlic 
Aktivitiit auf einem Tri-Carb (Packuvd) Liquid Scintillation Spcktromcter, Modell 3375, durch 
Direktmessung bestimrnt. Eki cler Verbrennungsmethode wurde die organische Substanzprobc im 
Sauerstoffkolben verbrannt, das CO, in cinm mcthanolischcn Kthanolaminlhmg, das H,O in 
Methanol absorbiert und nach Zugabe von Toluol-Scintillator vermessen. Die Genauigkeit dcr 
Messung far doppeit markierte hoben bctragt f 5%, ftir Einzelniessungen von SH odcr IdC 5 1 %, 
wenn nicht anders vermakt. 

Die Gas-Chromutogvatnme wurden mit eincni Perkin-Elmer 1' 11 an einer 10% SE 30 auf cincr 
Chrom.- W.-Silan-S&ule ausgefuhrt. Fiir die SCiuknchronialo~vaphie dients tKieseIgcl0,05-0.2 mm m 
der E. Me& A.G., Darrnstadt, fur die prafiaraiive Schichtchromalagra+hb (prap. UC.) benutztenwir 
Kieselgel PF 254 (E. Mevck) und far die U u u n s c h i c h l c h r u t o ~ v ~ p ~ ~ e  (DC.) Kieaclgel G (E. Mevck) 
unter Zusatz von Zinksilikat als Fluoreszcnzindikator. 1 lie Substanzprobcn wurden durch 
W.-Licht (254 nm und 366 nm), durch Jp-Diimpfe odcr spezifische Spruhreagenticn sichtbar 
gernacht. Die Sddenchromatogvaphie U V.-absorbierender Substawen wurde mittcls cines Uvicord 
Typ LKB 1701 A (254 nm) durchgefiihrt. 

ubliches Aufarbeiten bedcutet : Extraktion mit dem angegcbenca Usungsmittel, Waschen 
rnit 2N H,SO,, ZN Na&O, und H,O, l'rocknen rri i t  MgSO, und Eindampfen dcr Idsung im 
Vakuum. 

2. Kulturvereuche. -- Die Kulturansiitze mit Zugabc van [i-14CJ-Natriumacetat, [Z-14C]- 
Natrium-mevalonat und [2-%, 2-aHJ-Natrium-mcvalonat (vgl. Tab. 1) und die Isolierung clcr 
radioaktivcn Metabolite wurden wie von Achini et el. [Z] beschriebcn durchgcfiihrt. 

3. Abbaumaktlonen. - 3.2. Hydrolyse w o n  Yerrucarfn A (I) und Roridfn A (2). - 
Radioaktives Verrucarin A (1) wurde nach Gutawillev & Tamm [I51 hydrolysiert. Fiir die Hadio- 
aktivitatsbestimmung wurde die neben Verrucaral (5) und Vcrrucarinolacton (8) crhaltene 
cis,trans-Mucons&ure (3) in den Dimethylestcr 4 iibergefuhrt. Roridin A (2) wurdc nach Rfihner & 
Tumm [9] durch selcktive Hydrierung mit Pd/C als Katal ysator in l'etrahydrororidin A fiber- 

30 
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gcfiihrt und anschliesscnd hydrolysicrt [91. Zur Radinaktivitatsbestim'mung wurde die Tetra- 
hydrororidinsaure (9) in den Dimethylcstcr 10 nach hngabe der Lit. [CXI Ubcrgeftlhrt. Es resulticr- 
ten : 

a) Nach Mmbazc uoa Acetal: 
Vevvucarin A (1) : Nach Urnkristallisicren aus Methylcnchlorid/Ather, mittlcre Radioaktivitat 

VerrucaroZ(5) (14 Std. bci 70" gctrockact) ; 4. Kristallisat, Smp. 158-160", 1630 dprnlmg l4C; 
1790 dpmlrng 14C; 

5. Kristallisat, Smp. 159-160°, 1330 dpm/rng 14C; 6. Kristallisat, Smp. 160-161°, 1660 dpm/mg 
14c; 

V.wucuvinokc6on (8) : kristallisiert und sublimiert, Smp. 103-.104°, 1940 dpm/mg 14C; cis, trans- 
M~orPsaztre-dimetlsylesfer (4) : sublimicrt iintl kristallisiert , Smp. 74-76", 3 320 dpm/mg % ; 
nochmals sublimiert, Smp. 74-76*, 1300~dpm/mg 14C; 

RovicZiw A (2) : Mittlerc Aktivitiit 192 dpm/mg 14C; 
T8tvakydvovoridilz A (13 Std. bei 100O getrocknet): 2. Kristiallisat, Smp. 181-185O, 192 dpm/ 

mg 14C ; 
Vewucuvol (5)  (3 Std. bei 100" gctrocknct) : 2. Kristallisat, Smp. 153-160". 175 dpm/mg 14C; 

3. Kristallisat, Srnp. 156-lG3", 183 dpm/mg 14C:; 4. Kristallisat, Smp. 156-163°, 194 dprnlrng W; 
Totrahydrororidinsaurc (9)'  (4 Std. hci 50' getrocknet): Rohprodukt: 147 dpmlrng ¶'C: 

Destillat: 159 dpmlnig "C. 
l ' e t rahydrorov id ins~ure-d~~t~y~e .~~ev  (10) (2 Std. hci SOu gctrtxknct) : Rohprodukt : 155 dpm/ 

mg 1%: 13estillat: 148 dpm/mg 14C. 
b) Nach Eirzhau urn r2-14C]-Meualonai: 
V e m a h  A (I) ; Nach Umkristallisieren %us Methylenchlorid/Ather, mittlerc Ratlio- 

Vewuca+td (5 )  (1.4 Std. h i  70Q gctrocknct) : 5. Krislallisat, Smp. 360-161", 1490 dpm/mg l4C; 

Vevrrccavirrolaotos (8) : kristallisicrt untl sublimicrt, Smp. 103- .104", 1430 dpm/mg 14C; 
cis, trans-Muconsduve (3) (15 Std. hci80" getrocknet) : 2. Kristallisat, Smp. 179-182". 170 dpml 

Roridin A (2), vcrdunnt (5 Std. hci 100" gctrocknet) : 1430 dpm/mg lac. 
Tctrahydrororidin A (33 Std. bci 100" gctrocknct) : 2. Kristallisat, Smp. j82-18fio, 1430 dpm/ 

m g  14C ; 
VewvrcayoZ(5) (3 Std. bei 1.00' getrocknot) : 2. Kristallisat, Smp. 155-163", 1290 dpmlmg 14C: 

3. Krktdlisat, Srnp. 158-163", 1290 dpm/mg "C;  4. KTiSVdlliSai, Smp. 158-163', 1270 dpm/mg l4C; 
Te~rdirydrovorilairssazGve (9) (4 Std. bci 50" gctrocknet) : Rohproclukt, 1400 dpm/mg 14C; 
2'etr~hyhydrorouidi~s~uv~-dimethylerter (10) (2 Std. bei SO" gotrodknct) : Destibt:  1330 dpml 

c) Nach Einbau uon [2-8H4,2-14C1-Mevalonat: 
V w m a v i n  A (1) : Nach IJnikristallisiercn ilus Mcthylenchloricl/~tlier, mittlore Aktivitlt 

22000 dpm/mg 3H und 3140 dpmlrng 14C; 
V c m a r o 2  (5), aus Ather sechsmal umkristallisicrt und 5 Stcl. hci 80" und 0,Ol Torr ge- 

trocknct: 4. Kristallisat, Smp. 163-1.64", 36300 dpm/rng slI, 4800 dpm/mg l%; 5. Kristallisat, 
Smp. 163-164", 36600 dpmlrng $11, 4790 dprnlmg 14C; 6. Kristallisat, Smp. 163.-164', 36800 dpm/ 
m g  'H, 4820 dpm/mg I4C; 

vewucayinojactom (8), ails Ather unikristallisicrt und 5 Std. bei 22" und 0,Ol Tom getrocknet: 
1. Kristallisat, Smp. 103. .104", 14500 dpin/mgYtI, 3310 ~lp rn / rng~~C;  2. Kristallisat, Smp. 103-104', 
14200 dprnlrng SH, 3290 dpm/mg 14C; 3. Kristallisat, Srnp. 103-lWo, 14300 dpm/mg 'H, 3300 
dpmlrng 1*C; 

cis, t*ans-Mzrconsazcve-dimethylGskv (4). a m  Athcr umkrjstallisiert und 5 Std. bei 22' und 0,05 
Torr getrocknet, Smp. 75-76"; koinc aH- und I4LAktivitat; 

Roriditc A (2) : Mittlere Aktivitat von 13700 tlpm/rng SH und 2300 dpm/mg 14C; 

aktivitat 1220 dpm/mg '%. 

6. Kristallisat, Smp. 160 -161". 1370 dprnlrng 14C; 

mg W ;  

mg W. 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 58, l'asc. 2 (1975) - Nr. 54 467 

Vsrrucarol (5), BUS Methylenchlorid/kher umkristallisicrt und 5 Std. bci 80' und 0 , O l  'l'orr 
getrocknet, Smp. 163. 164": 1. Kristallisat, 18490 dpm/rng a'Il, 2510 ( l p m l q  I4C; 2. Kristallkat, 
18130 dpm/mg aH, 2430 dprnlmg 14C; 3. Kristallisat, 17670 dpm/rng sH, 2440 dpmlrng lAC; 

T e t r a h y d r o r o r i r l i n s d ~ r ~ - ~ ~ ~ e ~ ~ ~ ~ e s t e r  (lo), nach Chromatographie dcstillicrt und bei 100" untl 
0,Ol Torr gctrocknet: 1. Destillat, 7770 dpm/mg SH, 1650 cllim/nig %; 2. I)cstillat, 7570 tlpm/ 
mg 8W, 1640 dpmlmg l4C; 3. Destillat, 7760 dpnilmg 8N, 1700 dpm/mg 14C. 

3.2. Abbau det cis, trans-Muconsaure (3). -. 3.2.1. Adipinsa.ure-dimethste~ (12). Eine 
Wsung von cis, tralrs-Muconssure-dimethylestcr (4) ( Hadioaktivitat 1310 dpm/rng), orliakcn nach 
Einbau von [1-14C]-hcetat, wurdc mit 50 m g  P t 0 , , H 2 0  witircnd 2 Stcl. iin PaW-Apprdt  bci 
3,O atu H, hydriert. Hicrauf wurcle dcr Katalysntor abfiltriert und das Filtrat im Vakuurri cin- 
gedampft. Spurcn tles Katalysators wurden (lurch Aufnotiiticn cks Hvhprodukts in wcnig CIJCI, 
und Altricren dcr Lbung entfernt. Es resultiertcn 28 ing farMoses 61. das im 1)C. praktiscli tin- 
hcitlich erschien und kcin Edukt mchr enthielt. 

3.2.2. Adipinsilurs (11). Einc Lijsung von 28 mg AdiI'insaure-dimcthylcster (12) in 15 rnl 
Methanol. wurde rnit einer Lijsung von 1.2 g K&O, in 4 rril €I,O versctrt untl 23 Std. bci 22" 
geriibrt. Nach Entfcmen dcs Methanol5 im Vakuurn wiirde die w k r i g c  .Phse 3mal rnit Methylen- 
chlorid ausgeschiittclt. dic AuszUlge rnit H,O ncutral gcwaschen, rnit MgSO, gctrocknet und ein- 
gedampft. Es rcsulticrte 1 mg Neutraltcil. 

Die vcrbliobcne w&serigc Phasc wurde mit konz. H,W, kongosduer gestellt und 51nal mil 
Ather extrdiicrt. Nach Trocknen rnit MgSO,, 1':inrlatnpfen iin Vnkuurn und Trockncn dcs Ein- 
clampfrllckstands im Exsikkator resulticrten 24,6 mg farblose Kristallc vom Smp. 152. 154" ; 
Misch-Smp. rnit authentischcm Material: 152- 155'. 

3.2.3. Albau rler Ad,ipissuure (11) ituch Schmidt. 17 mg (11) wurdcn niit 65 nig NaN, uric1 cu. 
1,4 g Polyphospliors8ure in der von Bvilt [lG] beschriabencn ;\pparatur wiihrcnd 1,s Sttl. boi 
80-90° behandelt. Die fur die Absorption tles CO, vcrwenclctc Ua(OH),-l.iisung wurdc wie Iolgt 
zubercitet : husgckwhtes. iiber Quarz dcstillicrtes 11,O wurde iiiit oinem lherschuss an I3a(C)H), 
versetzt, 900 ml dieser gcs. lssung wurden mit 180 nil 10.75proz. UaCI,-Losung gcmischt untl 
unter N2 filtriert. Das bciin Schmidt-AMmu ansgeIa1lcne JJapCOa wurde nhzentrifugicrt, 3mal. mil 
bidest. H,O und 2mal rnit Mcthanol gcwascheri und untcr ciner Quarslitrnpe bis eur Gewichts- 
konstanz gctrocknet. Es rcsulticrten 22 m g  BuCO,. Aktivitiit: 161 dpmlrng W. 

Dic Folyphosphorsaurc-Usung wurdc mit 10 ml  H,O vcmltinnt, rnit 5 ml 3ffproz. NaOH 
alkalisch gemacht und im K ~ c ~ r - S l e u ~ e ~ - A p p a r a t  wahrcnd 20 Std. mit Athcr extrdhiert. Tn tler 
Vorlagc befantl sich eine atherischc Losung yon 60 iiig Pikri nslure. I Pas ausgeschicdcne Ui+ikrot 
des 1,4-Diaminobutans (13) wurdc 2mal aus wbserigcni khano l  umkristallisiert. Es resulticrten 
27.6 mg gelbe Kristalle, die sich bei 262-265" zersctztcn. Analyse cines auf analogc Wcisc aus 
irlaktivem Material gewonnencn Praparats ( 1  8 Stcl. bci 100" getrocknet) : 

~,H,,N,O,, (546,4) Bey. C 35,17 H 3,32"/, Ccf. C 35,34 H 3,51 yo 
Zur Messung dcr Radioaktivitat wurden clas obigc l'ripnrat sowic zwei durch wcitercs Urn- 

kriatallisiercn erhaltene Proben 18 Std. hci 100" getrocknet. Aktivitatcn: 2. Kristallisat. 278 dpm/ 
mg l4C; 3. Kristallisat. 264 dpmlmg 14C; 4. Kristallisat, 280 dpm/rng 1 4 C  

3.3. Abbau der Tetrohydrmoridinsiiure (9) .  - 3.3.1. 1.3-13elryrloo-t~eDraieydro-I-nur-roP.i- 
dirr-2.77-sdwre (16) aus 9. 193 mg 9, erhalten nach l<inbas~ uom [Z-14CJ-Mewalonul, dcr Aktivitit 
1400 dpm/mg 14C2 wurden mit eincr Losurig von 120 mg KMn(:)4 in 3.5 ml 2~ HzS04 in eincr ge- 
schlossenen, cvakuicrbaren RppariLtur6) innerhalb eincr Std. vcrselzt. Am Ende dcr Reaktion 
war, nach wcitcrem Riihren wiihrend 1 Std., das (hnisch wiedcr violett gefarbt. llas gcbildcto 
C02 wurcle mit rler bei 3.2.3. b-schricbenen I3a(OH),-ldsung ausgcfallt. Es resultiertcn 94 nig 
DaCO,, das wic h i  3.2.3. beschriebcn Iiehnndelt wurcle (Hlindversuch ohnc Carbonsaurc 16 : 
0,0 mg BaCO,). Radioaktiviliit 113 dpm/rng 14C 

Uas Oxydationsgeniisch wurde rnit festcm NnWSO, bk zur Entfzrbung versctzt und 5mal rnit 
Athcr extrahiert. Nach dcm Waschen init NaCI-IAisung bis eur ncutralcn Hecktion, l'rockncn 
iibcr MgSO, und Eindampfen im Vakuurn rcsulticrten 153 rng Hohprodukt als schwach gelbes 01. 

.- 

6, Es handclt sich urn einc Mdifikation dcr Molhodik von Brit! [I6J zur Oxydation von Methyl- 
amin. 
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n a  im DC. ncben dcm Hauptprodukt noch etwas Edukt sowie ein etwas langsamer laufendcr Fleck 
zu sehcn warcn, wurde das Rohproclukt in 20 ml Accton gclbst und unter Ruben bei 22" rnit 0,214 
ml CrOa-Reagens ( 8 ~ ) a )  versctzt. 

Nach 15 Min. wurde mit H,O vcrsetzt, das Acettm im Vakuum bei ticfer Temp. abgedampft 
und 5mal mit Ather cxtrahicrt. Dic Extrakte wurden oinmal mit ZN H,S04 und 4- bis 6mal mit 
NaC1-Liisung neutral gewaschen. Nach dcm Trocknen iiber MgSO,. und Eindampfen im Vakuum 
resultiertcn 154 mg Rohprodukt (gclbes 01). Es wurde an 31 g Kiesclgel mit Methylenchlorid, 
das 3% Methanol und lnlW Ameisensaure cnthiclt, als Eluiermittel chromatographiert, wobei 
41 mg nach DC. rcine und 43 mg nach DC. beinahe rcinc 1.3-l~ehy~r~tetruhydro-7-rror-r~ad~~-2, I?- 
s&uure (16) arhalten wurden. Zur Aktivit%tsbestinitnung wurde einc DC.-rcine Fraktion 3 Std. 
bei SO" getrocknet. Aktivitat: 1510 dpm/mg W. 

Zur Charakterisierung der S%ure wurden 37 mg inaktives Mateha1 in einigen rnl &hcr gelfist 
und bci 0" mit einem Oberschuss ciner 'bthcrischcn Lbsung von CII,N, wiihrend 10 Win. bchanddt. 
Nach dem Eindarnpfen zur Trocknc im Vakuum wurdc diese Prozedur noch 3mal wiederhalt. Di~s 
Rohprodukt wurde an 2 g Kiesclgel chromatographicrt ; rnit Methylenchlorid, das 1% Methanol 
enthielt, als Eluicrmittcl resulticrten 37 mg rcinar 13-T~ehydvo-ielruhydro-1-nor-rori~~n-2. 7 7-siiuve- 
diimeikyykster (17) als klares, firblows 01 [u]B = +26,5" f 2" (c = 1,230, Chloroform). - 1R.- 
Spektrum (CH,CI,): u.a. Banden tmi 2950, 2875, 1725-1735, 1715 (Schulter), 1355, 1195 und 
1110 cm-I. - NMR.-Spektrum vgl. Tab. 4. - Jodoform-Probe positiv. Zur Analyse wurde cine 
Probe irn Molckularkolben l e i  50-60" Badtemp. und 0,03 Torr destjlliert. 

CI5Hx6O8 (302.4) Her. C 59.58 ki 8,67% Gof. C 59,46 H 8,77% 

Der analoge Abbau von 205 rng nach Kittbau won r1-14C]-A ceta% erhaltener Tetrahydrororidin- 
sure (9) dcr Aktivit5.t 153 dpm/mg l4C licfcrte: 119.4 m g  BuCO,, AktiviYat: 34 dprnfmg "C; 
43 rng DC.- rcine 73-Uehydro-tetruhydro-?-nor-~orid~n-2, I?-s~ure (16), Aktivitat : 160 dprn/mg 1%; 
31 mg beinahc DC.- rcine Sgurc 16. 

3.3.2. Abbau dev 73-Dehydro-tetvahydro-l-nov-roridan-2,I?-sauve (16) nach Schmidt. 27.7 mg 
nach E i m b a ~  vm [2J4C1-Mevalonal erhaltenc Saurc 16 der Aktivitiit 1510 dprnlmg 1'C (aus 3.3.1.) 
wurden rnit 53 mg NaN3 und ca. 1'4 g Palyphosphorsaure in der unter 3.2.3. crwghnten Apparatur 
auf analoge Weisc wiihrcnd 1,s Std. bei 80-90" behandelt. Es resultierten 1 8 3  mg BaCO,. Aktivi- 
t2t: 590 dpm/mg W. 

net analoge Abbiiu von 29,4 mg nach Einbw vvw (7-L4G)-Acetat erhaltener Saure 16 der Akti- 
vitat 160 dprn/mg ICE: (aus 2.3.1.) liefertc 18,3 rng UuCO,. Kaciiioaktivitlt 25 dprnlmg W. 

3.3.3. 73-D~hydvo-tctrahydroro~~~~nsaur~-dam~thy~es~~ (20). Eiau Losung von 1,180 g (3,55 
rnmol) 10 in 110 ml Accton wurde bei 0" unter RUhren mit 1,312 ml 00,-Reagens ( 8 ~ ) ~ )  versctrt. 
Nach Zugabc von 40 ml H,C) und 1 ml Methanol wurdc: das Aceton' im Vakuum entfernt. Nach 
iiblichem Aufarbeiten rnit Methylenchlorid resultinrten 1,088 g Kohprodukt, wclches im DC. 
(Fliessmittel: Mcthylenchlorid mit 3% Methanol) noch etw;lu IIdukt iind Djkcton enthielt. Nach 
Chromatographie an 270 g Kieselgel rnit Methylcnchlorid, 1,5-20/, Methanol enthaltesd, konntcn 
611 mg DC-reiner Ester 20 als farthses 01  crhalten wcrden. la (c = 1,307, 
Chloroform). - 1R.-Spcktrum (ClTsC18) : u.a. Banden bei 3540 (-OH), 1730 (Ester), 1720 (C -0 ) )  
1220 cm-1. NMR.-Spektrum: s. Tab. 4. - 'I'rockncn zur Analyse 30 Min. bei 50" und 0,OI Torr. 

ClBH8B0, (332,3) Bcr. C 57,81 11 8,490/, Ckf. C 57,61 H 8,71% 

3.3.4. 2-~-tlenzoyl-13-dehyhyrZro-tetvahyJvormid~nsUu~~-damethy~e~te~ (22). Eine Issung von 
801) mg (2,41 mmol) 20 in 30 rnI Pyridin wurde rnit 3 ml Rcnzoylchloricl 24 Std. hi 22" stehen- 
gelascn. Nach Kiihlen der Rcaktinnslosung mit einer Eis-Kochs;tlz-Mischung wurde Eis zugesetzt 
und das Pyriclin rnit 1 3proz. HCl ncutralisiert. Nach iiblichem Aufarlxitcn rnit Methylenchlorid 
und Behandlung rnjt Aktivkohlc resultiertcn 2,316 g Rnhprodukt, welches irn DC. (Fliessmittel: 
Methylenchlorid mit 2% Methanol) noch vie1 Nehcnprodukt cnthielt. Nach Chromatographic an 
60 g Kic&cl wurdtn mit Benzol 944 1ng cines Ncbenprodukts und rnit Mcthylenchlorid, 2% 
Methanol cnthaltencl, 835 mg Z-O-Rcnzoyl-13-dehydro-tetr~hydrorotidins~ure-dimethylcster (22) 
als farbloses 61 cluiert. 22 war im DC. cinheitlich und zcigle positive Reaktion rnit 2,CDinitro- 
phenylhydrazin. La]E = f 26" :I 1" (G - 1,293, Chloroform). - 1R.-Spektrum (Cs,, 30 rngfd): 

= f 52" 

O) Cr0,-Rcagens: 2,67 g CrO, + 2,30 ml konz. H,SO, tnit H,O auf 10 rnl aufgefollt. 
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u.a. Bandon bci 1735 (C-0, brcit), 1360, 1260, 1210. 11 LO, 760, 710 cm-'. NMR-Spektrum: 
vgl. Tab. 4. - Zur Analyse 3 Std. €lei 22" und 0.01 Torr getrocknet. 

C,,H,,O, (4363) Ber, C 63,28 1-l 7,390/, Ccf. C 63,07 H 7,52% 

3.3.5.2-0-Acetyl-l3-dehyd~o-tetrahydrovora~idin~a~~~e-dime~hy~esiev (21). Eine f.osung von 960 rng 
(2,88 rnmol) 20 in 30 ml Pyridin wurdc mit 30 ml Acetanliydrid ubcr Nadit h i  22" stehcngclasscn. 
Nach Zugabe von Eis wurde mit 2~ H,SO, angcsaucrt. Nach iiblichem hufarbciten niit Methylen- 
chIorid resulticrten 1,021 g Ester 21 als farbloscs [jl, wclches im DC,. (~liessmittcl: Methylcn- 
chlorid rnit 3% Methanol) einheitlich war. - IR.-Spektrum (CZI,Cl,, 30 rnglrnl) : ma. llandcn bcj 
1735 ( G O )  und 1220 cm-1. Uie HO-Bandc bei 3540 tin..-' ist vcrschwunden. 

3.3.6. Oxam 24 des 2-0- Benzoyl- 1 3 - d e h y d v v - L e t r a h y d r o r n v ~ d ~ ~ ~ ~ u ~ e - d a ~ e t ~ y ~ e s ~ e ~  22. Einc Losung 
von 830 mg (1,W mmol) 22 in 20 ml abs. Athanol wu'rdc Iuit 50 nil F'yridin und 7,2 g Hydroxyl- 
amin-hydruchlorid 11 Std. bei 2 2 O  stehengelassen, danri rnit Ibis vcrsetzt uncl rnit 13proz. HC:I 
vorsichtig angesauert. Nach iiblichern Aufarbciten rn i t  Mcthylcnchlorid resulticrten 900 mg gelb- 
liches 01, wclchcs nach dent IX. (Flicssmittel: Melhylcnchlorid rnit 3% Methanol) noch etwas 
Edukt und eincn Startfleck enthklt. Chrciniatcigraphic an 60 g Kicselgcl mit 1 "/o Methanol in 
Methylenchlorid licfertc 630 mg Oxirn 24 als DL-cinhcitlichcs farbbses F'rodukt. [ajz -- + 10" 
& lac  ( = 0,538. Chloroform) .- 1R.-Spektrum (CH,Cl,, 30 tnplml) : u. a. Bandcn bci 3580 ( = N. .-OH), 
1735 (C-O), 1440,1370, 1220,1110 cm-1. NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 4. - Zur Analyse 2 Std. bci 
50' und 0,Ol Torr getrucknct. 

C,H,NO, (451.5) Bcr. C 61.18 1.i 7,30 :N 3,107; Gcf. C61,17 H 7,50 N 3.25% 

3.3.7. Oxam 23 vow 2-0-AcetyE-I3-dehydro-t~Lra~ydro~0Yi~linsB~~e-dimelhyEester (21). Eine I.Bsung 
von 1,080 g 21 in Yyridin wurde analog zu Versuch 3..3.6. niit Hydroxylamin-hydrochlorid um- 
gesetzt. Es resultiertcn 1,002 g farbloses Oxim 23. Uas 01 war ~iach 1)C. einheitlich. - 1RApek- 
trum: u.a. Bandun bci 3570 (=N--OH), 1735 (GO), 1220 ctn''. 

3.3.8. Umsekungdes Oxims 23mit SOCI,. 770 mg (1,W m~nol) 23 wurden suf  - 80' gekuhlt und 
anschliessend vorsichtig niit 10 ml SOCl, vcrsetzt. Nacli langsamcni Erwarmen aul RT. wiihrend 
15 Min. wurde das SOCl, im Vakuum cntfcrnt. Durch Zmalige Zugabe von Mctl~ylcnclilorid uncl 
Abdampien im Vakuuin konnte allcs SOCI, aus der Keaktionsmischung entfernt wcrden. Zum 
Ruckstand wurden 40 ml ges. wWrigc  NsllSO,-IAiisung und 40 rnl Rssigcster gegcben und 17 Std. 
bei 22" gedttt telt .  Hierauf wurdc die wtisscrigc Pliasc abgctrcnnt und noch 3mal mit Essigestcr 
extrahiert, mit 45proz. H,SO, angcsaucrt und mit NaCl gcslttigt. h r c h  Extraktion in, Kulscher- 
Stedel-Apparat rnit Ather wurdcn nach total 40 Std. 121 mg Methylester 27 der Adipinaldekyd- 
saure erhalten. Die Verbindung 27 reagiertc positiv mit Tollens-1Ecagens und 2.4-IJinitrophenyl- 
hydrazin. 

Ozydutimvon 27 zur Adzpinslure (11). Eine Lbsung von 58 mg 27 in 20 ml Accton wurdc mit 
CrO,,-Bung ( 8 ~ ) ~ )  bei 22" behandelt bis keine wciterc Entfirbung mehr auftrat. Nach Smaligern 
Extrahiewn rnit Ather, Waschen rnit NaCI-Liisung uncl Trocknon rnit MgSO, resultierten 53 mg 
AdipinJurc-monomethylester, welchcr in 2 ml Methanol und 1 ml 50pror. KOH iibcr Nacht hei 
22" hydrolgsiert wurde. Nach Ansiiuern mit ZN HzSO1, Extraktion mit Ather, Waschen mit 
NaLl-Lasung und 'l'rocknen mit MgSO, resultiertcn nacli Rchandlung mit Aktivkohlc 50 mg 
Adipinsaure (11) vom Smp. 151--152'. 11 war riach Smp. uncl Misch-Snip. identisch rnit authcnti- 
schem Material. 

Isdierung des Vervucarano6actons (8). Dic obigen Essigcstercxtrakte (8. 3.3.8. oben) wurdcn 
vereinigt. mit  NaHSO,-IBsung gewaschen, rnit MgSO, getrocknet und zur Tracknc eingcdampft. 
Das Rohprodukt (478 mg), welchcs im DC. (Flicssmittel : Mcthylcnchlorid mit 4% Methanol) 
zwei Flecke zeigte, wurde in 20 ml Methanol mit  5 rill 50prOZ. KOH 5 Std. krei 22" stchengelasscn. 
Nach An&ucin mit 2~ H,SC), wurde die TAsung mit KaCl gesMtigt rind wahrend 18 Std. im 
Kufschcr-Steudel-Apparat rnit Methylenchloricl cxtrahicrt. Es rcsulticrten 220 mg Kohprodukt, 
welchcs durch Sublimation bei 60" und 14 Torr 170 mg Vcrrucarinolacton (8) ergab. Es kristal- 
lisiertc aus Athcr in farblosen Nadeh vom Smp. 103-104" und waT nach DC., optischer Urehung, 
IR.- und NMR.-Spektrum. Smp. und Misch-Smp. :nit dcrn Vcrrucarinolacton, welchcs aus Vcr- 
rucarin A gcwonnen wird, identisch. 
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[a]-Werte von Vcrrucarinolaccton (8) : 
aus Roridin A (2) 

=; +21,3" 3; 1" 
[a]::a i- - 7,0" f 1" 
[a]::, = -12,Z" 1" 

(c = 1,135, Chloroform) 
[u]& -. -11,8" j 1" 

ails Vcrrucarin A (1) 
La]::6 = f22,O" * 1" 

[a]::, = -12,l" * lo 

[a]& L- - 6,9" 4: lo 
[GL):i8 = -12,4" f 1" 

(C = 1,175, Chkiroform) 

Far die Radioaktivit~tsbe~immullg wurde noch 3mnI aus Ather kristallisicrt und 5 Std. bci 
22" und 0,02 T o n  getrocknct: 2. Kristsllisat: 18600 dpmlrng S H ,  4770 dpm/mg14C; 3. Kristallisat: 
19100 dprn/mg SH, 4790 dprnlrng 14C; 4. Kristallisat: 18700 clpmlrng $11, 4750 dpm/mg 1%. 

Isolierufig von Acctonitvil (26).  Fiir Jir. Isoliening dcs Acetonitrils dicnte cin getrmntcr Vcr- 
such. 540 rng Ovini 23 wurdcn rnit 1 ml SOCl, wie oben beschricben behandelt. Nach ciner Std. 
wurde das SO, im Vakuum bei 50" abdeslillicrt und rnilkls eincr Kuhlfalle bei - 80" aufgcfngcn. 
Nach Zugabc von 1 m l  Mcthylcnchlorid wurde in einer gcschlosscnen Apparatur mit Kiihlfallc 
und Gasableitung das SOCI, durch vorsichtigo Zugabe mid Kiihlung niit fcster Na,COs umgesetzt. 
Nach ca. 1 Std. klang die Casentwicklung ah, wnrauf das Gcetonitril und Methylenchlorid ah- 
dcstilliert wurden. Es hinterblieb testes NaCl. 1 ) ~ s  IR.-Spcktnim war idcntisch rnit dcmjenigen 
dcs authentischen Materials. Xm GC. (Ofon 90", Injektor 150") waren 10 rng (0,204 mmol = 17% 
d. Th.) Acctonitril nachweisbar. 

3.3.9. Di-p-Bro?n$herracyIester 28 akv Adiipinsaure ( 1 1 ) .  57 mg 11 aus Versuch 3.3.8. wurden 
mit 0 , l ~  NaOH titricrt und dic Usung mit einigen Tropfcn 2~ H$04 bis zur lackmussaurcn 
Heaktion vcrsetzt. Die wher ige  Liisung wurde anschlicsscnd im Vakuum auf 2 ml eingeengt und 
eino U u n g  von 400 mg B-Bromiihenitcylbronlid in 10 ml Kthanol zugesetzt. Nach 3 Std. Er- 
warmen auf dem Dntnpfbad wurdc zur Trocknc eingerlampft und der Rackstand in Methylen- 
chlorid aufgenomfiicn. Es reeultierten nach Waschen niit Z N  H,SO,, 2 N NaHC0,Liisung und 
Trocknen dber MgSU, 307 mg IZohprodukt, das ilus Methylenclllorid/Mctbanol 35 .mg Kristallc 
von Di-p-Brotnphenacylcster 28 vom Snip. 153-154O liefwte, die' nach Snip. und Misch-Smp. 
idcntisch rnit authentischem Material warcn. 

Fiir die Radioaktivitatsbestimmung wurde noch 3nial sukzessive kristallisiert und wghrend 
5 Std. bei 50" und 0,Ol Torr. getrocknct. 1. Kristilllisnt: Smp. 1.52-154O, 32 dpm/mg JH, 3 dpm/ 
rng 14C; 2. Krislallisst: Smp. 153-.154", 28 dprnlrng 8H, 3 dpm/rng I4C; 3. Kristallisat: Smp. 
153-154". 30 tipmlmg W, 3 dpm/mg I4C. 
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