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Biosynthesis of the Ruhratoxins 

Summary 
In order to check the hypothesis that rubratoxin B (2), a C,,-metabolite, is 

formed biogenetically by head-to-tail coupling of two identical C13-precursors 
derived from decanoic acid and oxaloacetic acid, two labelled forms of the postulat- 
ed C,,-intermediate 2-((E)-l’-o~tenyl)-3-[’~C]methyl- and 2-((E)-l’-o~teny1)-3-[’~C]- 
methylmaleic anhydride (lo), were synthesized. The labelled compounds 10 as 
well as a number of other [14C]- and [I3C]-labelled potential precursors were ad- 
ministered to growing cultures of Penicillium rubrum STOLL. Significant incorpora- 
tion rates of acetate (as intact units) and malonate were observed. Propionate was 
incorporated after decarboxylation. Succinate exhibited the highest rate of incor- 
poration. The results are in agreement with the assumption that the Clo-chain is 
formed by the fatty acid pathway and the C3-unit via the tricarboxylic acid cycle. 
After administration of 10 randomization of the label was observed. Thus the 
question whether compound 10 is a biogenetic intermediate remains unanswered. 

1. Einleitung. - Die Rubratoxine A (1) und B (2) sind sekundare mikrobielle 
Stoffwechselprodukte, die erstmals aus Kulturen von Penicillium rubrum und 
Penicillium purpurogenum isoliert worden sind [ 11. Schon vor ca. 30 Jahren wurde 
beobachtet, dass Futter, das diese Schimmelpilze befallen hatten, bei Haustieren 
Krankheitserscheinungen wie Blutungen und todliche Storungen in der Zellentwick- 
lung von Leber, Nieren und Milz verursachte [ 2 ] .  In Anlehnung an die rot- bis 
gelbgefarbte Pigmente produzierenden Mikroorganismen wurden die aus dem 
Kulturfiltrat gewonnenen fur diese Wirkungen verantwortlichen farblosen, kri- 
stallinen Verbindungen Rubratoxine genannt. Wahrend Rubratoxin B (2) der 
Hauptmetabolit ist, kann Rubratoxin A (1) nur in geringen Mengen aus Kulturen 
gewisser Stamme isoliert werden. Ihr Wirkungsmechanismus ist bis heute noch 
nicht aufgeklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass Rubratoxin B (2) gewisse Enzyme 
hemmt und mutagene sowie teratogene Eigenschaften besitzt, was haufig bei Ver- 
bindungen mit rr . /I-ungesattigten Lactongruppierungen angetroffen wird [3]. 

I )  Korrespondenz-Autor 
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1 ( R = H ;  R = O H )  Rubratoxin A 
2 (R,R'= 0) Rubratoxin B 
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Die Konstitution von Rubratoxin B (2), einem Vertreter der kleinen Familie 
der Nonadride [4], ist mit Hilfe spektroanalytischer Methoden und durch eine 
Rontgenstruktur-Analyse aufgeklart worden [ 5 ] .  Die Nonadride sind durch einen 
alicyclischen neungliedrigen Ring mit zwei anellierten Fiinfring-Anhydrid-Gruppen 
charakterisiert. 

Eine Hypothese zur Biosynthese der Rubratoxine hat Moss 197 1 aufgestellt, 
nach der sich das Grundgeriist durch cKopf-Schwanz))-Verkniipfung von zwei 
identischen C13-Einheiten bildet (vgl. Schema I) [ 11. Die zusatzlichen Sauerstoff- 

Schema I 
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Funktionen treten vermutlich in spateren Biosynthese-Stadien ein. Die Vorstufe der 
C13-Verbindung ist ein Zitronensaure-Derivat, das durch Kondensation von Oxal- 
essigsaure rnit einer aus Acetat- bzw. Malonat-Einheiten stammenden Decansaure 
gebildet wird. Diese Annahme ist berechtigt, denn sowohl der Fettsaureweg als 
auch der Tricarbonsaurezyklus spielen in der Biosynthese zahlreicher Naturstoffe 
eine wichtige Rolle [6]. 

Zur Uberprufung des vorgeschlagenen Biosyntheseablaufs der Rubratoxine 
haben wir eine Reihe potentieller biogenetischer Vorlaufer in [I4C]- und [ 13C]- 
markierter Form zu wachsenden Kulturen von PenicilIium rubrum STOLL gegeben, 
das gebildete Rubratoxin B (2) isoliert und den Einbau der verabreichten Verbin- 
dungen untersucht. 

2.  Synthese von 2-j(E)-l'-Octenyl)-3-methyl-maleinsaureanhydrid (10). - Das po- 
stulierte biogenetische. Zwischenprodukt, 2-((E)- 1'-0ctenyl)-3-rnethyl-maleinsaure- 
anhydrid (lo), wurde sowohl mit einer [14C]- als auch einer [13C]-Markierung der 
Methylgruppe in 3-Stellung hergestellt. Falls die Hypothese der ccKopf-Schwanm- 
Kondensation von zwei disubstituierten Maleinsaureanhydrid-Einheiten stimmt, 
sollte im isolierten Rubratoxin B (2) die Markierung an C (1 1) und C (24) gefunden 
werden. 

Zur Synthese von 10 (vgl. Schemu 2) wurde 2-0x0-3-decensaureathylester (6) 
mit 2-Diathoxyphosphono-propionsaureathylester (8) nach Wadsworth-Emmons 
umgesetzt und der erhaltene disubstituierte Maleinsaurediathylester 9 durch Basen- 
einwirkung in das gewiinschte Anhydrid 10 iibergefiuhrt (vgl. [7]). Der Phosphono- 
propionsaureester 8 ist durch eine modifizierte Michaelis-Arbuzov-Reaktion aus 
2-Diathoxyphosphono-essigsaureathylester (7) mit Methyljodid, welches eine [I4C]- 
oder [13C]-Markierung tragt, leicht zuganglich [8]. 

Die zur oben envahnten Kondensation benotigte zweite Komponente, der 
a-Ketoester 6, kann ausgehend von 1-Bromoctan und Oxalsaurediathylester in sechs 
Reaktionsschritten nach [9] hergestellt werden. Um den Syntheseweg zu verkiirzen, 
wurde der Ketoester 6 auch durch Kondensation von Heptanal mit dem Phospho- 
ran 5,  das sich aus Triphenylphosphin (3) und Brombrenztraubensaureathylester (4) 
in guten Ausbeuten synthetisieren laisst [lo], bereitet. 

3. Kulturversuche. - Die Ziichtung des Mikroorganismus Penicillium rubrum 
STOLL MR 043/0B6 CMI-Nr. 129 7182) erfolgte in 1-1-Erlenmeyerkolben auf einem 
rnit Malzextrakt angereicherten Raulin-Thom-Medium. Die Bildung von Rubra- 
toxin B (2) beginnt kurz nach dem Animpfen und steigt stetig bis zum 20. Wachs- 
tumstag an. Es erwies sich als giinstig, die Vorlaufer jeweils vor dem steilen Anstieg, 
d.h. ca. am 5. Wachstumstag, zuzugeben. Zu diesem Zeitpunkt sind die zur Toxin- 
bildung notigen Nahrungsreserven noch vorhanden. Im Falle des C13-Vorlaufers 10 
wurde zusatzlich eine Pulsfiitterung durchgefiihrt, weil diese Verbindung sehr 
instabil ist und vermutlich Miihe hat, die lipidhaltige Zellwand zu passieren. 
Nach 20-tagiger Inkubation in totaler Dunkelheit bei Raumtemperatur wurde das 
von den Pilzzellen ausgeschiedene Stoffwechselprodukt aus dem Medium rnit 

2, An dieser Stelle danken wir Herrn Dr. M .  0. Moss, University of Surrey, Guildford, England, fur 
die Uberlassung einer Schrag-Agarkultur von Penicillium rubrum und einer Referenzprobe von 
Rubratoxin B. CMI bedeutet Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey, England. 
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Schema 2 
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4. Einbauversuche mit ['4C]-markierten Vorlaufern. - Als biogenetische Vor- 
laufer wurden folgende radioaktive Verbindungen eingesetzt: Natrium-[ 1 -14C]- 
acetat, Natri~m-[2-'~C]acetat, Natri~m-[2-'~C]malonat, Natri~rn-[l-'~C]propionat, 
Natrium-[2-I4C]propionat, Dinatrium-[2, 3-'4C]succinat, 2-((E)- I'-O~tenyl)-3-['~C]- 
methyl-maleinsaurediathylester (9), 2-((E)-I'-O~tenyl)-3-[~~C]methyl-maleinsaure- 
anhydrid (lo), Dinatrium-2-((E)- 1'-octeny1)-3- [14C]methylmaleinat (11). 

Die Inkorporationszeitpunkte, die Radioaktivitaten der Vorlaufer, die Mengen 
des isolierten Rubratoxins B (2) und die Einbauraten der jeweiligen Ansatze sind 
in Tabelle I zusammengefasst. 

Ausser [ l-14C]-Propionat wurden alle kleineren Vorlaufermolekeln mit guten 
Einbauraten inkorporiert. Das Anhydrid 10 zeigte eine fur einen relativ hochmole- 
kularen Vorlaufer gute Einbaurate. Das Dinatriumsalz von 11 wurde vie1 schlechter 
als das Anhydrid 10 und der Diathylester 9 gar nicht eingebaut. 

Zur Bestimmung der Radioaktivitatsverteilung in den isolierten Rubratoxin B 
(2)-Praparaten wurde zunachst ein gezielter Abbau versucht. Es liess sich aber 
keine Reaktion finden, durch welche sich die C-Atome Nr. 11 und 24, in denen 



2166 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 64. Fax .  7 (1981) ~ Nr.  210 

Tabelle I.  Einbau von ['4C/-VorIaufern in Rubratoxin B ( 2 )  

Biogenetischer Vorlaufer Rubratoxin B (2) 

Bezeichnung ['4C]-Aktivitat [14C]-Aktivitat Einbaurate (%) 
Ge- Spez. in dpm/mg dpm/mmol Abs. Spez. 
samte mCi/ 
inmCi mmol 

Natrium-[ 1 -14C]acetat 
Natri~m-[2-~~C]acetat 
N atrium-[2- 14C]malonat 
Natrium-[ 1 -14C]propionat 
Natri~m-[2-'~CJpropionat 
Dinatrium-[2, 3-14C]succinat 
[3-I4CH3]-2-((E)- I'-Octenyl)-3- 
methyl-maleinsaurediathylester (9) 
[3-14CH+2-((E)-1'-Octenyl)-3- 
methyl-maleinsaureanhydrid (10) 
Dinatri~m-[3-~~CH3]-2-((E)- 1'- 
Octenyl)-3-methylmaleinat (11) 

0,13 
0,17 
0,lO 
0.10 
0,10 
0,lO 

0.019 

0.024 

0.04 

20,5 12 800 
20,5 24300 
6 3  11913 

50 950 
15,6 15 293 
17.5 19300 

26.6 

2883 

565 

6 , a .  107 1,21 1,46. 
1,26. 10* 2.44 2,17 
6,17. 106 2,12 4,45 ' 10-2 
q92.105 0,61 0.04. 
7,92. lo6 2,90 2,32. lop2 
1,oo ' 108 3.83 2,57. 

~ 3 8 .  104 0 0 

1,49. 106 3.56 1,78 

2,93. 105 0.45 0,37 

die Radioaktivitiit der C,,-Vorlaufer vermutet wurde, aus dem alicyclischen Neun- 
ring herausschalen. Es gelang jedoch, das Stuck der Seitenkette zwischen C (14) 
und C(21) als Hexylmethylketon (13) zu isolieren (vgl. Schema 3), indem Rubra- 
toxin B (2) mit Cr03/H2S04 in Aceton in 20-Dehydrorubratoxin B (12) uber- 
gefuhrt [ I  11 und dieses 1 Std. auf 130" mit 4 N NaOH (im Einschlussrohr) erhitzt 
wurde. Das Abbauprodukt 13 wurde als 2,4-Dinitrophenylhydrazon charakterisiert. 

Schema 3 

12 13 

H2 Pd/C 1 
14 

0 

15 16 
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Wir versuchten auch, das tricyclische System ohne die Seitenketten zu erhalten. Zu diesem Zweck 
wurde Rubratoxin B (2) durch katalytische Hydrierung in 2.3-Dihydrorubratoxin B (14) iibergefiihrt 
und dieses nach Anvers [I21 durch 12-stundiges Kochen mit MethanoVSchwefelsaure in den Penta- 
methylester 15 iibergefuhrt. Die anschliessende Behandlung mit Perjodat, die zu Rubratoxin-B-Aldehyd 
(16) hatte fiihren sollen, ergab nur Polymerisate. 

Die Abbaureaktion zu 13 wurde an Rubratoxin-€3-Praparaten vorgenommen, 
die nach Verabreichung von 2-((I?)- l’-Octenyl)-3-[’4C]methyl-maleinsaureanhydrid 
(10) und Natri~m-[2-~~C]rnalonat erhalten worden waren. Die Resultate der Radio- 
aktivitatsbestimmungen [ 131 sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Wird der CI3- 
Vorlaufer 10 unverandert eingebaut, so sollte in der Seitenkette, welche die 
C-Atome Nr. 14-2 1 umfasst, keine Radioaktivitat vorhanden sein. Das Ergebnis 
deutet auf eine Verschmierung der Radioaktivitat hin. Sie betragt ca. 20%, was auf 
einen vollstandigen Abbau von 10 zu Essigsaure deutet, die ihrerseits eingebaut 
wird . 

Die Resultate des Abbaus des nach Verabreichung von [2-I4C]Malonat erhalte- 
nen Rubratoxins B entsprechen der erwarteten Radioaktivitatsverteilung eines un- 
spezifischen Vorlaufers. So wurden in der abgebauten Seitenkette nur 75% der 
Aktivitat gefunden, wie sie fur vier C2-Einheiten zu erwarten ist, da das Atompaar 
C( 14)-C (15) wahrscheinlich aus der Startereinheit Acetat stammt. 

5. Einbauversuche mit [13C]-markierten Vorlaufern. - Das Fehlen geeigneter 
Abbaureaktionen hatte es verunmoglicht, die Radioaktivitatsverteilung der in 
Rubratoxin B (2) eingebauten Vorlaufer zu lokalisieren. Deshalb mussten die 
Einbauversuche mit [13C]-markierten Verbindungen wiederholt werden. Voraus- 
setzung zur Lokalisierung der [‘3C]-Markierung ist ein vollstandig interpretiertes 
13C-NMR.-Spektrum des Rubratoxins B. Es gelang mit Hilfe von Doppelresonanz- 
versuchen und der Spektren von Modellverbindungen, siimtliche Signale des FT- 
13C-NMR.-Spektrums zuzuordnen [ 141. 

Die anschliessenden Einbauversuche wurden mit Natrium-[ 1 -13C]acetat, Na- 
tri~rn-[2-’~C]acetat, Natri~m-[2-’~CC]malonat, Natrium-[ 1, 2-13C]acetat, Dinatrium- 
[2,3-13C]succinat (17) und 2-((E)-l’-O~tenyl)-3-[~~C]methyl-maleinsaureanhydrid 
(10) durchgefiihrt. Zur Sicherheit wurden die Spektren der erhaltenen [I3C]-Rubra- 

Tabelle 2. Verteilunl: der Radioaktivitat in den Abbauorodukten von Rubratoxin B (2) 

Vorlaufer Erfasste C-Atome (Nr.) Radioak tivitat 
dpm/mg dpm/mmol % der 

Gesamt- 
radio- 
aktivitat 

[3-14CH+2-((E)- 1’- Rubratoxin B (2) 1-26 2883 1,49. lo6 100 
Octenyl)-3-methyl- 
maleinsaure- 
anhydrid (10) 

2,4-Dinitrophenylhydrazon 
von Hexylmethylketon (13) 14-21 265 8,16. lo4 5,5 

Natri~m-[2-’~C]malonat Rubratoxin B (2) 1-26 11913 6,17. lo6 100 

2,4-Dinitrophenylhydrazon 
von Hexylmethylketon(13) 14-21 3620 1,I 1 .  106 18,O 
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Tabelle 3. Einbauversuche mil S3C1-markierten Vorlauferna) 

Biogenetischer Vorliiufer 
Bezeichnung 

Natrium-[ I-I3C]acetat 
Natri~m-[2-'~C]acetat 
Natrium-[2- 13C]malonat 

Natrium-[ 1,2-I3C]acetat 

Dinatri~m-[2,3-~~C]succinat (17) 
2-((E)-I'-Octenyl)-3-[ 13C]methyl- 
maleinsaureanhvdrid (10) 

Rubratoxin B (2) 

cherung % Einbaurate % diinnung 
[I3C]-Gehalt % [ I3C]-Anrei- Spezifische Ver- 

9 1,7 2,50 2,12 37 
9 1,3 4,50 4,72 20 
90,6 1,50 1,66 60 

2,02 2,40 42 

90,2h) 0,6 1 0.68 147 

90,O") 0.43 0.48 212 

") Zugabe jeweils am 5. Wachstumstag. Im Falle von 10 wurde zusatzlich eine Pulsfutterung durch- 
gefiihrt. h, [13C]-Gehalt des [2,3-'3C]Dibromathans. ") [I3C]-Gehalt des I3CH3I. 

toxin-B-Praparate sowohl in D8-Dioxan als auch in D6-Aceton aufgenommen. 
Die Resultate sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 

Bei Verabreichung von [l-I3C]Acetat ist eine Erhohung der Signale von 12 
C-Atomen, namlich von C (2), C (4), C ( 6 ) ,  C (8), C (13), C (15), C (17), C (19), C (2 I ) ,  
C(26), C(12) und C(25) festzustellen. Die iibrigen 14 C-Atome in Rubratoxin B 
(2) werden mit einer aus [2-I3C]Acetat stammenden [13C]-Markierung angereichert. 
[2-13C]Malonat verursacht eine Signalerhohung an den folgenden 10 C-Atomen: 
C( l), C (3), C (5), C (7), C (9), C (14), C (16), C (1 8), C (20) und C (22). Die Anreiche- 
rung an C( l )  und C(14) bedeutet, dass Malonat zum Teil als Acetat eingebaut 
wird. Das Spektrum des rnit 1, 2-[I3C]-markiertem Acetat angereicherten Rubra- 
toxins B (2) bestatigt d tn  direkten Aufbau der C2,-Molekel aus insgesamt 12 Acetat- 
Einheiten, wobei jeweils zwei nebeneinanderliegende C-Atome je ein Linienpaar 
mit identischen Kopplungskonstanten (Angabe in Hz) bilden: J (1,2)= 66,6; 
J(3,4)=40,4; J(5,6)=43,3; J(7,8)=29;  J(9,13)=60,1; J(14,15)=34,6; J(16,17) 
=34,6; J(18,19)=35,3; J(20,21)=36,8; J(22,26)=61,0; J(10,11)=61 und 
J(23,25)= 6 1. C (1 1) und C (24) sind C-Atome ohne Kopplungspartner. 

Zwei Atompaare, namlich C (lO)/C (1 1) und C (23)/C (24) mit den C, C-Kopp- 
lungen von 463  und 53,O tragen eine direkt aus [2,3-'3C]Succinat stammende 
13C-Anreicherung. 

Entgegen unserer Erwartung sind die Signale der C-Atome Nr. 11 und 24 nach 
Verabreichung von 2-((E)-(1'-Octenyl)-3-['3C]methyl-maleinsaureanhydrid (10) 
nicht signifikant erhoht. Die unregelmassige Intensitatsverteilung deutet auf eine 
Verschmierung der [13C]-Markierung. 

6. Diskussion der Resultate. - Die Einbauversuche rnit [14C]- und [I3C]-mar- 
kiertem Acetat, Malonat, Propionat und Succinat zeigen, dass diese Verbindungen 
biogenetische Vorlaufer von Rubratoxin B (2) sind. Die Einbauraten des [ 1-I4C]- 
und [2-14C]Acetats (1,21 bzw. 2,44%) sowie die entsprechenden Werte des [13C]- 
angereicherten Acetats (2,72 bzw. 4,72%) deuten auf einen Markierungsverlust 
durch Decarboxylierung hin. Dasselbe gilt fur Propionat (die [ 14C]-Einbauraten 
sind 0,61 und 2,90%); die Umwandlung zu Acetyl-Coenzym A erfolgt via Milch- 
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saure und Brenztraubensaure, wobei die Carboxylgruppe verloren geht. Malonat 
wurde nur als [2-13C]-markierte Form eingesetzt, da die Carboxylgruppe im Ver- 
laufe der Fettsauresynthese abspalten wird. 

Die I3C-NMR.-Spektren der nach Einbau von 1-, 2- und doppeltmarkiertem 
Acetat sowie [2-13C]Malonat isolierten Rubratoxin-B-Praparate stutzen die auf- 
gestellte Hypothese uber die Biosynthese dieses Nonadrids. Die C,,-Kette wird 
aus Acetat- und Malonat-Einheiten (vgl. Schema 4 )  gebildet. Der Vorlaufer der 
C,-Kette, C (  1 I)-C (10)-C (12) sowie C(24)-C (23)-C (25) ist eine C4-Einheit, 
Oxalessigsaure, die im Zitronensaurezyklus durch Oxydation von Succinat gebildet 
wird. Die Einbaurate von [2, 3-14C2]Succinat ist sehr gut (3,83%), sogar besser als 
diejenige der [I4C]-markierten C2- und C3-Einheiten. Das Ergebnis des Einbau- 

Schema 4 

HO x x i i x  
W C O O H  
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t 
* [I-C]-Acetat 

0 [2-C]-Acetat . D-cl-~cetat & 

[2-C>Malonat - [l.Z-C]-Acetat 

w p2-q- Succinat 
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versuchs mit [2, 3-13C2]Succinat mit der Einbaurate von 1,66% ist dagegen wenig 
signifikant. Trotzdem sind im 13C-Spektrum des entsprechenden Rubratoxin-B- 
Praparats die Signale der C-Atome Nr. 10, 11, 23 und 24 erhoht. Die 13C,13C- 
Kopplungen bestatigen den direkten Einbau dieser C,-Einheit. Ahnliche Verhalt- 
nisse liegen z. B. bei der Biosynthese von Glauconsaure (18) durch Penicillium 
purpurogenum [ 151 und von Avenaciolid (19) durch Aspergillus avenaceus vor [ 161. 

18 19 

Die C-Atome Nr. 10, 11, 23 und 24 konnen ausserdem aus der Methylgruppe des 
Acetats und Nr. 12 und 25 aus dessen Carboxylgruppe stammen. Da der Tricarbon- 
saurezyklus uber das symmetrische Succinat ablauft, wird die Markierung ver- 
dunnt, so dass es verstandlich ist, dass der Einbau in der C,-Kette jeweils gerin- 
ger ist als in der CIo-Einheit. Die Einbaurate der [I3C]-markierten Verbindungen 
9, 10 und 11 ist selbstverstandlich dieselbe wie die der entsprechenden [I4C]-Ver- 
bindungen. 

Hier stellt sich die Frage nach der Permeabilitat dieser Verbindung in der 
Zellmembran. Die Differenzen der Einbauraten konnten in der chemischen Zusam- 
mensetzung der Zellwande des Mikroorganismus liegen, die wegen des hohen 
Lipidanteils [17] fur das lipophile Anhydrid 10 gunstiger ist als fur das Salz 11 
oder den Ester 9. 

Aus der Radioaktivitatsverschmierung geht hervor, dass dennoch ein gewisser 
Abbau vom Anhydrid 10 zu kleineren Einheiten erfolgt ist. Ware die C,3-Molekel 
nur als ganze Einheit eingebaut worden, so ware keine Radioaktivitat im Abbau- 
produkt 13, das die C-Atome Nr. 14-21 umfasst, nachweisbar gewesen. Der 
Schluss, dass das postulierte biogenetische Zwischenprodukt 2-((E)-l’-Octenyl)-3- 
methyl-maleinsaureanhydrid (10) erst nach Abbau zu kleineren Bruchstucken 
inkorporiert wird, liess sich aus dem Versuch mit dem [I3C]-markierten Praparat 
ziehen. Das I3C-NMR.-Spektrum des isolierten Rubratoxins B (2) zeigt eine un- 
regelmassige Verteilung der [13C]-Markierung. Ware die C,,-Molekel durch ccKopf- 
Schwanz))-Verkniipfung von zwei C,,-Einheiten eingebaut worden, so hatte sich 
eine deutliche Erhohung der Signale von C (1 1) und C (24) ergeben mussen. 

Ob der Abbau und die Resynthese des Anhydrids 10 auf dessen Instabilitat 
cder auf die lange Dauer des Einbauversuchs zuruckzufuhren ist, l a s t  sich auf- 
grund der bisher vorliegenden Resultate nicht entscheiden. 

Wir danken dem ({Schweizerischen Nutionulfbnds zur Fiirderung der wissenschafttlichen Forschung,) 
fur die finanzielle Unterstutzung. 
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Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. - Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. 
Substanzproben fur Spektren, Mikroanalysen und Radioaktivitatsbestimmungen wurden. sofern es 
sich um Feststoffe handelte, mindestens 2 Std. bei 0,02 Torr/25" getrocknet, wahrend Flussigkeiten 
durch Hochvakuumdestillation im Kugelrohr vom Wasser befreit wurden. - Die Mikroanalysen wurden 
im mikroanalytischen Laboratorium des Instituts fur Organische Chemie (E. Thornrnen) ausgefiihrt. - 
Die IR.- (Angaben im em-') und 60 MHz-'H-NMR.-Spektren (Angaben in 6)  wurden im Spektral- 
labor desselben Instituts (K. Aegerter, E. Sendi, P. Jucker, K. PJirter) aufgenommen, und zwar die 
1R.-Spektren mit einem Perkin-Elmer-Gitterspektrophotometer, Modell 125 oder Modell 177 oder 
einem Berkmunn-IR-8-Spektrophotometer, die 60-MHz-'H-NMR.-Spektren rnit einem Vuriun-A60- 
oder Vurian EM360-Spektrometer. Die 90-MHz-'H-NMR.- und 22,63 MHz-I3C-NMR.-Spektren 
wurden rnit einem Bruker-WH-90-Spektrometer mit Fourier-Transform (FT) im Spektrallaboratorium 
des Instituts (K. Aegerier) aufgenommen. Bei der Beschreibung der N MR.-Spektren bedeutet: 
s = Singulett, d= Dublett, t =  Triplett, qa= Quartett, rn= Multiplett, br.= breit, J ( a ,  b)= Spin-Spin- 
Kopplungskonstante zwischen den Protonen an C(a)  und C(b) bzw. den C-Atomen C(a)  und C ( b )  
in Hz, gem = geminal und vie= vicinal. Als interner Standard wurde ausnahmslos Tetramethylsilan 
(TMS) venvendet. Die Bestimmung der optischen Drehung wurde mit einem Perkin-Elmer-Polarimeter 
Modell 141 vorgenommen. Die Synthese von radioaktiv markierten Vorlaufern wurde im Isotopenlabor 
des Biozentrums der Universitat durchgefiihrt. Die Radioaktivitatsbestimmungen wurden im Isotopen- 
labor der Sundoz AG.,  Basel, (G Marbarh) ausgefiihrt. 

Zur Saulenchromatographie (SC.) nach der Durchlaufmethode diente crKieselgel 60 (0.063-0,200 
mrn)~. Fur die p d p .  Dunnschichtchromatographie (prlp. DC.) wurde ctKieselgel 60 PFZs4)), fur 
das Chromatotron (CT) crKieselgel 60 G F  254 (10-40 I(. 13% Gips)) und fur die Diinnschichtchro- 
matographie (DC.) ((Fertigplatten 60 F254)) verwendet. Die Adsorbentien wurden ausnahmslos von 
der Firma E. Merck AG,  Darmstadt, bezogen. Das Sichtbarmachen der Substanzen erfolgte bei der 
PDC und CT durch UV.-Licht und bei der DC. durch UV.-Licht, mit Jod-Dampf oder durch 
Bespriihen rnit gruppenspezifischen Reagentien. 

Zur Trocknung der Substanzlosungen wurde wasserfreies Natriumsulfat, in einigen Fallen auch 
Magnesiumsulfat, venvendet. Eindampfen im Vakuum erfolgte, sofern nichts anderes vermerkt, im 
Rotationsverdampfer bei einer Badtemperatur von 35-50". , 

2. Kulturversuche. - 2. I .  Nahrrnedien. Mais-Medium. Fortpflanzungsmedium fur  Stammkulturen: 
10 g Maiskorner (ganz oder geschrotet) in 8 ml dest. Wasser. Kulturmedium, Rauiin-Thorn-Medium 
(vereinfdcht nach Mosseruy [18]): 50 g Glucose, 400 mg Weinsaure, 250 mg MgC03, 250 mg NH4N03, 
400 mg KzC03, 400 mg ( N f i ) ~ H P 0 4 ,  50 mg FeS04, 50 mg ZnS04 und 25 g Malzextrakt (Difcu) in 
1 1 dest. Wasser, pH 6,7. 

Das Nahrmedium wurde in Portionen von j e  330 ml in 1-1-Erlenmeyerkolben, sofern nichts 
anderes vermerkt, verteilt. Alle fur Kulturversuche venvendeten Medien wurden 40 Min. im Druck- 
autokbdven sterilisiert. 

2.2. Irnpfung und Kuliivierung. Die Fortpflanzung von Penicilliunz rubrum STOLL erfolgte in 20 ml- 
Reagenzglasern oder 100-ml-Erlenmeyerkolben auf Mais-Stammkulturmedium. Die Sporen wurden 
unter kraftigem Schiitteln mit 5- 10 ml 0,Olproz. wasseriger Natriumlaurylsulfat-Losung suspendiert 
und mit einer sterilen Spritze in Portionen von 1-2 ml zum Kulturmedium in den Erlenmeyerkolben 
gegeben und homogen verteilt. Die fur die Einbauversuche benotigten Vorlaufer wurden in Form 
von stedisierten, wasserigen Losungen rnit Hilfe einer Injektionsspritze mit langer Kanule unter den 
Mycelteppich in das Kulturmedium eingebracht. Die Cl3-Vorlaufer 9, 10 und 11 wurden in Aceton- 
losung ohne vorherige Sterilisation zugegeben. Die Inkubationszeit betrug 21 Tage bei 25" in totaler 
Dunkelheit. 

2.3. Isolierung van Rubruroxin B (2). Nach der Inkubationsperiode wurde die Kulturbriihe durch 
Filtration vom Mycel und Schleimstoffen getrennt und mit konz. Salzsaure auf pH 1,5 angesauert. 
Darauf wurde rnit festem Natriumchlorid gesattigt und 3mal mit Ather extrabiert. Die vereinigten 
kherphasen wurden rnit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i.RV. i.V. eingedampft. 
Die Reinigung des Rohtoxins erfolgte durch Umkristallisieren aus Aceton/Ather oder BenzoVEssig- 
ester. Zur Radioaktivitatsbestimmung wurden jeweils drei Kristallisate gemacht. Im allgemeinen wurden 
pro 1 Medium 600-1200 mg Rohprodukt erhalten. Daraus liessen sicb m. 150-350 mg reines Rubra- 
toxin B (2) in farblosen Kristallen gewinnen. Das so erhaltene Rubratoxin B (2) enthalt 1 mol 
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Kristallather [19], Smp. 166-168" (Zers.) ([I]: 168-170" (Zers.)), [ a ] g =  +68,5"*2" (c=2,01 in Aceton) 
([I]: +67" (~'2.0 in Aceton)). - 1R.-Spektrum (KBr): u.a. Banden bei 3520 (OH), 2940, 2860 
(C-H), 1858, 1820, 1785, 1755 (Anhydrid, Lacton), 1705, 1690 (C=C), 925, 905, 820, 750 und 720. - 
'H-NMR.- und '3C-NMR.-Spektrum s. [14]. 

3. Herstellung yon 2-((E)-l'-Octenyl)-3-methyl-maleinsaureanhydrid (10). - 3.1. Herstellung von 
(Athoxalylmethy1idene)triphenylphosphoran (5) .  Eine Losung von 52,5 g (0,2 mol) Triphenylphosphin (3) 
in 150 ml Benzol wurde unter N2 mit einer Losung von 39 g (0,2 mol) Brombrenztraubensaureathyl- 
ester (4) in 60 ml Benzol versetzt. Bei der Zugabe stieg die Temperatur auf ca. 60" an. Gleichzeitig 
bildete sich am Boden des Gefasses ein gummiartiger gelber Niederschlag. Nach 5 Std. Weiterruhren 
bei RT. wurde die benzolische Losung abdekantiert. Das Salz wurde in 0 . 5 ~  HC1 gelost und das 
Phosphoran 5 unter Zugabe von gesattigter NaHC03-Losung ausgefallt. Die dabei entstandenen 
gelben, grobkornigen Kristalle wurden abfiltriert und durch mehrmaliges Nachspiilen mit Wasser 
ausgewaschen. Nach Trocknen bei 25"/0,2 Torr iiber Nacht resultierten 67,7 g (0,18 mol) roher 
Ester 5 vom Smp. 185-186" ([lo]: 187-188"), was einer Ausbeute von beinahe 90% entspricht. Zur 
weiteren Reinigung eignete sich Umkristallisieren des Rohprodukts aus Athylacetat oder Dimethyl- 
formamid hesonders gut. - IR.-Spektrum (CHzC12): u.a. Banden bei 1725 und 1710 (Ester-GO); 
1575 und 1560 (Keton-C=O). - 'H-NMR.-Spektrum (60 MHz, CDC13): 7,4-7,9 (m,  15 H, arom. H); 
4.85 (d ,  J=23,  I H, P=CH-); 4,20 (qa, J(vic)=7, 2 H, CH2CH3); 1,35 (t. J(vic)= 7, 3 H, CH2CH3). 

3.2. Herstellung von 2-0x0-3-decensaureathylester (6). Zu einer Losung von 2,25 g (5,98 mmol) 5 
in 15 ml siedendem Xylol wurden unter N2 2,O g (17,5 mmol) Heptanal, welches mit 15 ml Xylol 
verdiinnt war, langsam getropft. Das Gemisch wurde sodann 6 Std. bei 115" geriihrt und anschliessend 
bei RT. iiber Nacht stehengelassen. Danach wurde das Xylol i.RV. i.HV. abdestilliert. Zum Ent- 
fernen des ausgefallenen Triphenylphosphinoxids wurde Hexan zugegeben und filtriert. Der feste 
Anteil wurde sorgfaltig mit dem gleichen Losungsmittel nachgewaschen. Eindampfen der Hexan- 
losung lieferte 1,38 g rotbraunes 61, welches im Kugelrohrofen i. HV. destilliert wurde. Es resultierten 
0,58 g (2,73 mmol) reines Produkt 6 als griingelbes 01 vom Sdp. 86"/0,05 Torr ([9]: 86-89"/0,05 Torr). 
Zur Entfernung eventueller Nebenprodukte wurde an einer Kieselgelsaule gereinigt (Fliessmittel: 
Dichlormethan). - 1R.-Spektrum (cCl4): u.a. Banden bei 1730, 1705, 1680 (a-Ketoester); 1630 
(C=C). - 'H-NMR.-Spektrum (90 MHz, CDCl3): 7,14 und 6,58 (AB-System, J A B =  16, J'=6,5, J"=2. 
2 H, trans-Vinyl); 4,33 (qa, J =  7, 2 H, CH2CH3); 2,24 (m, J =  7, 2 H, allyl. H); 1,34 (m, /= 7, 8 H, 
4CH2); 1,31 (1, J(vic)=7, CHzCH3); 0,86 (t,  J =  5,5, 3 H, CH3). - I3C-NMR.-Spektrum (22,63 MHz, 

31,6 ( f ,  C(8)); 29,O ( t ,  C(7)); 28,O ( t ,  C(6)); 22,6 ( t ,  C(9)); 140 (qa, C(10)); 14,O (qa, CH2CH3). 
CDC13): 182,6 (3, C(2)); 162,7 (s, C(1)); 154,7 (d, C(3)); 125,6 (d, C(4)); 62,2 ( t ,  CHzCH3); 33,2 ( I ,  C(5)) ;  

2.4. Daten des Dinitrophenylhydrazons von 6: Smp. 88-90". 

C18H24N406 (392) Ber. C 55,09 H 6,17 N 14,28% Gef. C 54,86 H 6,27 N 14,50% 

3.3. Herstellung von 2-Diarhoxyphosphono-propionsaureathylester (8). Die Losung von 3,58 g 
( l6,O mmol) 2-Diathoxyphosphono-essigsaureathylester (7) in 7 ml abs. Athanol wurde zu derjenigen 
von 0,37 g (16,l mg Atom) Natrium in 13 ml abs. Athanol gegeben und 60 Min. unter Ruhren 
stehengelassen. Danach wurde mit 3,2 g (22.6 mmol) Methyljodid, bzw. [l3C]Methy1jodid (13C-Gehalt: 
90%), versetzt und 4 Std. bei RT. geriihrt. Das Gemisch wurde sodann in eine Sproz. NaC1-Losung 
gegossen und 3mal mit Ather extrahiert. Die Atherphasen ergaben nach Trocknen iiber Natriumsulfat 
und Eindampfen i.V. 4,5 g gelb gefarbtes 61. Fraktionierende Destillation lieferte 3,3 g (13,9 mmol) 
farbloses 61 vom Sdp. 91-92"/0,9Torr ([S]: 115-1 18"/4 Torr; [9]: 140-141"/15 Torr). 

Herstellung von rudioaktivem 2-Diathoxyphosphono-propionsaureathylester (8). Bei der Herstellung 
von radioaktiv markiertem 2-Diathoxyphosphono-propionsaureathylester (8) wurde zur Vermeidung 
von radioaktiver Kontamination durch [I4C]-Methy1jodid eine Hochvakuumlinie verwendet. Zuerst 
wurde das inaktive Methyljodid in die Ampullen mit radioaktivem Methyljodid umgefroren und 
anschliessend das verdiinnte radioaktive CH31/'3CH31-Gemisch in das Reaktionsgefgss mit der Ver- 
bindung 7 zugegeben. Nach der eigentlichen Reaktion erfolgte die Aufarbeitung wie beim inaktiven Pro- 
dukt 8. - IR.-Spektrum (034) :  u.a. Banden bei 1740 (C=O); 1260 (P=O); 1165 und 1030 (P=O-C). - 

'H-NMR.-Spektrum (90 MHz, CDCl3): 4,21 (m, /(vic)=7, 6 H, 3 CH2CH3); 3,02 (m, J(P(O)CH)=22, 
J(vic)=7, 1 H. PCH-); 1,45 (t,  J(vic)= 7, 3 H, CH3); 1,38 (m, 9 H, 3 CH2CH3). 

Daten des (13C/-markierten 8. Signal bei 1,45 mit den ['3C]-Satelliten bei 2,18 und 0,72 ppm 
entspricht dem 13CH3 (J(vic)=7. J(P(O)CH)= 18, J(13CH)= 131). 
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3.4. Herstellung von 2-(~)-l'-Octenyl)-3-methyl-ma~einsauredi~ihy~ester (9). Zu einer unter Ar 
bereiteten, auf -40" gekiihlten Suspension von 0,6 g (12,6 mmol) 50proz. Natriumhydrid in 20 ml 
abs. Tetrahydrofuran wurde eine Losung von 3,O g (l2,6 mmol) 2-Diathoxyphosphono-propionsaure- 
athylester (8) in 6 ml abs. Tetrahydrofuran langsam getropft. Das gelbliche Gemisch wurde danach 
unter stetigem Kiihlen 60 Min. geriihrt, bis keine Gasbildung mehr sichtbar war. Dazu wurde dann 
die Losung von 2,8 g (13,2 mmol) 2-0x0-3-decensaureathylester (6) in 10 ml abs. Tetrahydro- 
furan so langsam gegeben, dass die Temperatur nie iiber 0" anstieg. Nach 90 Min. Weiterriihren 
bei 0-4" wurde das Gemisch langsam auf RT. erwarmt. Am nachsten Tag wurde rnit 6 ml 
Eisessig angesauert, rnit Wasser versetzt und 3mal rnit Ather extrahiert. Die Atherphasen wurden 
mit ges. NaHC03-Losung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i.V. eingedampft. Es resul- 
tierten 4 g Rohgemisch, welches sich durch Destillation im Kugelrohrofen nicht vollstandig reinigen 
liess. Durch prap. DC. (BenzoVEssigester 95:5) wurden aus 200 mg Rohprodukt nur 120 mg blass- 
gelbes 0 1  gewonnen, welches neben der gesuchten Verbindung 9 vermutlich noch die entsprechende 
Saure enthielt. 

Bessere Resultate ergab das Chromatotron; Eluierung rnit Petrollther/Essigester 90: 10, 80: 20, 
50:50 und Essigester lieferte, ausgehend von 500 mg Rohprodukt, 109 mg (0,37 mmol) reine Ver- 
bindung 9. - Analoges Vorgehen mit der [I3C]-markierten Verbindung 8 lieferte den (13C]-markierten 
Ester 9. 

Daren der (nichtmarkierten) Verbindung 9. - 1R.-Spektrum (CCI,): u.a. Banden bei 1720 (C=O), 
1628 und 1600 (C=C, Dien). - IH-NMR.-Spektrum (90 MHz, CDC13): 6,37 und 5,98 (AB-System, 
JAB= 15, J'=6,5, 5"=2, 2 H, trans-Vinyl); 4,26 (qa, J(vic)=7, 4 H, 2 CH2CH3); 2,22 (m, J=6,5, 
2 H, allyl. H); 2,OO (s, 3 =CH-CH3); 1,34 (m, J(vic)=7, 14 H, 2 CHzCH3 und 4 CH2); 0,92 (1, 
J(vic)=5,5, 3 H, CH3). - I3C-NMR.-Spectrum (22,63 MHz, CDCl3): 168,8 (s, C(1)); 167,2 (s, C(4)); 

31,7 (t, C(6')); 28,8 (2t, C(4') und C(5')); 22,6 (t, C(7')); 14,O und 14,l (3 qa, C(8') und 2 CHzCH3); 13,6 

Daten der ('3C/-markierien Verbindung 9. - IH-NMR.: Signal bei 2,OO ppm klein, I3C-Satelliten 
bei 2,75 und 1,27; J(13C, H)= 133. - I3C-NMR.: Signal bei 13,6 ppm I3C-angereichert. Die Carbonyl- 
signale bei 168,8 und 167,2 pprn werden durch Fernkopplungen von 3 bzw. 5 Hz aufgespalten. 

3.5. Herstellung von 2-((E)-l'-Octenyl)-3-methylmaleinsa~reanhydrid (10). Eine Losung von 636 mg 9 
in 50 ml abs. Athanol wurde unter Nz rnit 25 ml 2N NaOH versetzt. Das zu Beginn triibe, gelb 
gefarbte Gemisch wurde 20 Std. bei RT. geriihrt. Danach wurde es zu einer 2proz. NazSO4-Losung 
gegossen und rnit 2~ HC1 auf pH 2 bis 3 gestellt. Das organische Material wurde in Ather aufge- 
nommen. Nach Waschen, Trocknen iiber Na2S04 und Eindampfen i.V. wurden aus der Atherphase 
517 mg Rohprodukt erhalten. Die Reinigung erfolgte rnit Hilfe des Chromatotrons und anschliessend 
durch prap. DC. (CHZClz/AcOH 97:3). Es resultierten 180 mg (0,81 mmol) reines Anhydrid 10 als 
blassgelbes 81. - IR. (CCl4): u.a. Banden bei 1865w, 1820m (cyclisches Anhydrid); 1770s, rr,/l-unge- 
sattigtes Anhydrid; 1655s, 1615w, Dien; 1280s und 1140m, C-0. - IH-NMR. (90 MHz, CDC13): 
7,14 und 6,21 (AB-System, JAB= 16, 5'=7, J"=2,5, 2 H, trans-Vinyl); 2,35 (m,  J = 7 ,  J '=5 ,  2 H, 
allyl. H); 2,lO (s, 3 H,  =CH-CH3); 1,35 (m, J = 7 ,  8 H, 4 CH2); 0,92 (s, J =  5, 3 H, CH3). - 13C-NMR.- 
Spektrum (22,63 MHz, CDC13): 166,4 (s, C(1)); 164,6 (s, C(4)); 148,O (d, C(1')); 137,O (s, C(2)); 135,O 
(s, C(3)); 117,2 (d, C(2')); 34,4 (i, C(3')), 31.6 ( t ,  C(6')); 28,9 ( t ,  C(4')); 28,4 ( t ,  C(5')); 22,5 ( t ,  C(7')); 

Daren der ['3C]-markierten Verbindung 10. - IH-NMR.: Signal bei 2,lO pprn klein, i3C-Satelliten 
bei 2,85 und 1,35 ppm, J(I3CH)= 133 Hz. ~ I3C-NMR.: Signal bei 9,2 pprn 13C-angereichert. Die 
Carbonylsignale bei 166,4 und 164,6 ppm werden durch Fernkopplungen von 5 bzw. 3 Hz aufgespalten. 

3.6. Herstellung von 2-((E)-I'-Ocienyl)-3-methylmaleinsaure-N-phenylimid (10a). Ein Gemisch von 
57 mg (0,26 mmol) 10 und 100 mg frisch destilliertem Anilin wurde 45 Min. auf 100" erhitzt 1201 
und nach Zugabe von 5 ml Eisessig in Benzol noch 20 Min. unter Riickfluss gekocht. Nach dem 
Eindampfen i.V. resultierten 288 mg Rohprodukt, welches an 25 g Kieselgel chromatographiert wurde. 
Mit CHzC12 wurde ein gelbes, festes Produkt eluiert, das aus Athanol 13 mg reines kristallines 
N-Phenylimid 10a vom Smp. 48-49" lieferte. - 1R.-Spektrum (CC14): u.a. Banden bei 1770w und 1710s 
(Fiinfring-Imid in Konjugation rnit C=C); 1650 und 1600 (Dien) [21]. 

141,3 (s, C(2)); 140,9 (d, C(1')); 124,5 (s ,  C(3)); 124,O (d, C(2')); 61,O (2t, 2 CHzCH3); 33,6 ( t ,  C(3')); 

( 4 ~ ,  zCH-CH3). 

14,O (qa, C(8')); 9,2 (qa, Vinyl-CH3). 

ClgH~3N02 (297) Ber. C 76,73 H 7,80 N 4,71% Gef. C 76,12 H 7.91 N 4,28% 
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4. Herstellung von Dinatri~rn-[2,3-*~CJsuccinat (17). - Ein Gemisch von 380 mg (5,84 mmol) 
Kaliunicyanid, 0,62 ml Wasser, 1,9 ml abs. Athanol und einer katalytischen Menge Kaliumjodid wurde 
mit 1 g (5,27 mmol) Dibrom-[l,2-13C]athan ([I3C]-Gehalt: 90,2%) versetzt und 75 Min. unter Riickfluss 
erhitzt [22a]. Darauf wurden 65 ml Wasser zugegeben und das nicht umgesetzte Dibromid mit 
Ather extrahiert. Die wasserige Phase wurde mit 13 ml 5~ H2S04 angesauert, 30 Min. bei RT. 
stehengelassen und mit Chloroform das rohe Dinitril (110 mg) extrahiert. Dieses wurde mit 1,8 ml 
konz. Salzsaure versetzt und 3 Std. unter Riickfluss erhitzt [22b]. Nach Abdestillieren des Wassers 
wurde der Ruckstand in Ather aufgenommen und die Atherlosung iiber Natriumsulfat getrocknet. 
Nach dem Eindampfen resultierten 140 mg (1,19 mmol) farblose, kristalline Bernsteinsaure, Smp. 
184-187" ([22a]: 186-187", 183-185"). Die Substanz wurde mil 2N NaOH ins Natriumsalz 17 iiber- 
gefiihrt und fur die Einbauversuche verwendet. 

5. Abbaureaktionen. - 5.1. Herstellung von 20-Dehydrorubruioxin B (12). Eine auf 0" gekiihlte 
Losung von 120 mg (0,23 mmol) Rubratoxin B (2) in 1.5 ml Aceton wurde tropfenweise mit 0.1 ml 
8~ Cr03 in 25proz. Schwefelsaure versetzt. Nach 45 Min. bei 0" wurde das Gemisch mit 5-10 ml 
Eiswasser versetzt, worauf sich ein weisser Niederschlag bildete. Dieser wurde abfiltriert, griindlich 
mit kaltem, destilliertem Wasser ausgewaschen und 5 Std. bei 30"/0,02 Torr getrocknet, Umkristallisation 
aus BenzoVEssigester 1: 1 ergab reines 20-Oxorubratoxin B (12) vom Smp. 166- 167". - 1R.-Spektrum 
(KBr): u.a. Banden bei 3520, 3500 (OH), 1862, 1828, 1787, 1760 (Anhydrid, Lacton), 1730 und 2708 

5.2. Spuliung von 20-Dehydrurubrutoxin B (12) in Hexylmethyl-Keton (13) und Hersfellung des 
entsprechenden 2,4-Difzitrophenylhydruzons (13a). Eine Suspension von 50 mg 20-Dehydrorubratoxin B 
(12) in 0,5 ml 4~ NaOH (Farbe: gelbbraun) wurde 1 Std. im Bombenrohr auf 130" erhitzt. Nach 
Abkuhlen wurde das Gemisch 3mal mit Ather extrahiert und die Atherlosungen mit MgS04 getrocknet 
und eingedampft. Zum Ruckstand (charakteristischer fruchtiger Geruch) wurden 1 ml 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin-Reagens und I ml 2~ HzSO4 gegeben. Nach 24 Std. kristallisierten in der Kalte 
3 mg des 2,4-Dinitrophenylhydrazons 13a vom Smp. 58" aus. Rf (BenzoVEssigester 1: l )  0,7. Die 
Probe war nach Snip., Mischsmp., lR.-Spektmm und Dunnschichtchromatogramm mit authentischem 
Material identisch. - 1R.-Spektrum (CC14): u.a. Banden bei 3340, 3120 (NH), 1620, 1595 (Aromat, 
weiter konjugiert), 1510, 1430 (C-N02) und 1340. 

(C=C). 
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