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122. Biosynthese der Verrucarine und Roridine. Teil 5.
Synthese von zwei Diastereoisomerenpaaren des [1,8-1C]-a-
Bisabolols und Versuche zu deren Einbau in Verrucarol

Verrucarine und Roridine, 32, Mittcilung [1]

von Waltraut Kndll und Christoph Tamm
Institut fiir Organische Chemie der Universitdt, 4056 Basel

(19. TIT. 75)

Summary. The diastereoisomeric (+)-[1,8-14C)-(1'R,6 R, S)-a-bisabolol (Za) and (—)-
[1,8-14C}-(1’S,6 R, S)-a-bisabolol (2b) were synthesized by reaction of the Grigrard compound of
{1,6-14C]-5-bromo-2-methyl-2-pentene (12) with (+)-(R)- and (—)-(S)-4-acetyl-1-methyl-1-cyclo-
hexene, (6a) and (6b) respectively, For the preparation of compound 12, cyclopropyl methyl ketone
was treated with [¥C]-methyl magnesium iodide to form the carbinol 11, which was cleaved by HBr.
Compounds 6a and 6b were synthesized from (+)-(R)- and (—)-(S5)-limonene, (4a) and (4b),
via the derivatives 83a, 6a and 5b, 6b respeclively. -- This synthesis established thc absolutc
configuration at C(1’) of the natural a-bisabolols: (I¢) for (+)-o-bisabolol and (S) for (—)-o-
bisabolol, — Feeding experiments with cultures of Myyothecium rovidum and radioactive (+)-
(1’R,6 R, 5)- and (—)-(1'5,6 R, S)-u-bisabolol (2a) and (2b) gave negative results. These findings
indicate that bisabolane derivatives are not intcrmediates in the biosynthesis of verrucarol (3).

1. Einleitung. —~ In fritheren Vorschligen zur Biosynthese des Trichothecange-
ritsts ist eine Cyclisation von Farnesylpyrophosphat zu y-Bisabolen (1) postuliert
worden [2] [3]. Um diese, inzwischen durch neuere Untersuchungen [4] sehr unwahr-
scheinlich gewordene Variante des Biosynthesewegs zu iiberpriifen, haben wir (4)-
[1,8-14C}-(1’ R,6 R, S)-a-Bisabolol (2a) und (—)-1,8-4C]-(1'S,6 R, S)-a-Bisabolol (2b)
hergestellt und den Einbau dieser Verbindungen in Verrucarol (3) untersucht. Zu-
nichst wollten wir fiir diese Inkorporationsversuche ein geeignetes radioaktives
Priparat von p-Bisabolen (1) herstellen. Nachdem sich diese Synthese weder nach
Literaturangaben noch aufgrund neuer Reaktionssequenzen |5] fiir unsere Zwecke
befriedigend realisieren liess, entschlossen wir uns, auf «-Bisabolol (2) auszuweichen,
in der Hoffnung, dass sich aus dieser Verbindung y-Bisabolen (1) durch enzymatische
Dehydratisierung 4» vivo bilde.
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2. Synthesen, — Die stereoselektive Synthese von (+)-(1' R,6 R, S)-a-Bisabolol
(2a) bzw. (—)-(1'S,6 R, S)-a-Bisabolol (2b) gelang durch die Umsetzung der Grignard-
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Verbindung von 5-Brom-2-methyl-2-penten (12) mit (+)-(R)- bzw. (—)-(5)-4-Acetyl-
1-methyl-4-cyclohexen (6a) bzw. (6b) in Anlehnung an das von Ruzicka & Liguors
[6] beschriebene Verfahren.
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Die beiden Enantiomeren 6a und 6b von 4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen wurden
aus (+)- bzw. (—)-Limonen (4a bzw, 4b} gewonnen. Die trisubstituierte Doppelbin-
dung des Cyclohexenrings des Limonens (4) reagicrt wegen des induktiven Effekts
der Alkylsubstituenten schneller mit Ozon und Persiuren als die Methyliden-Dop-
pelbindung der Isopropyliden-Gruppierung. So trat bei der Ozonisierung von Limo-
nen in Gegenwart von Pyridin mit einem Aquivalent Ozon und nach anschliessender
Spaltung des Ozonids mit Tridthylamin nahezu sclektive Spaltung der Ringdoppel-
bindung ein; es waren nur Spuren von 4-Acetyl-1-mecthyl-1-cyclohexen (6) im Reak-
tionsgemisch nachweisbar. Es erwies sich darum als nétig, die Ringdoppelbindung vor
der Ozonisierung zu schiitzen. Dies gelang durch Umsetzung von Limonen (4) mit
m-Chlorperbenzoesdure in Chloroform. Es resultierten aus 4a bzw. 4b je cin Gemisch
von cts- und frans-1,2-Epoxy-p-menth-8-en {(5a bzw. 5b) [7]. Behandlung von 5a
bzw. 5b mit 1,1-1,4 Aquivalenten Ozon in Methylenchlorid und anschliessende Re-
duktion des Ozonids sowie des Epoxids mit Zn/Eisessig in Gegenwart von Na-Acetat
und NaJ [8] ergab nach Reinigung an einer Kieselgelsdule und durch Destillation
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reines 4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (6a) bzw. (6b). Die Reduktion des Epoxids ist
demnach eindeutig verlaufen. Aus der Konstanz der optischen Drehwerte von Pri-
paraten, die unter variierten Reaktionsbedingungen hergestellt worden waren, ging
hervor, dass keine Racemisierung durch Enolisierung der Ketogruppe stattgefunden
hatte. Die spektralen Daten der beiden IZnantiomeren 6a und 6b waren identisch
und im Einklang mit der angenommenen Struktur. Aus einem Versuch, in dem das
Ozonid von (+)-(4 R)-1,2-Epoxy-p-menth-8-en (5a) mit Triphenylphosphin zersetzt
wurde, liessen sich nach chromatographischer Trennung die beiden bisher unbekann-
ten Zwischenprodukte, das c¢is- bzw. trans-(+)-(4 R)-1,2-Epoxid 7 bzw. 8 in reiner
Form gewinnen. Die Konfiguration des Oxiranrings wurde aus den tH-NMR.-Daten
abgeleitet. Nach Tor: ef al. [9] werden Protonen, die sich in rdumlicher Nachbarschaft
zu einem Epoxidring befinden, infolge eines Ringstromeffekts entschirmt. Im Isomeren
7 liegt in der energetisch bevorzugten Konformation (Acetylgruppe dquatorial) das
4-Methinproton tiber der Ebene des Oxiranrings und erscheint als breites Multiplett
bei 2,52 ppm. Beim Isomeren 8 hingegen erscheint es bei ca. 2,15 ppm und wird teil-
weise von den Signalen der Acetylgruppe und der Methylidenprotonen tiberdeckt.

Die Reaktion der beiden Enantiomeren von 4-Acctyl-1-methyl-1-cyclohexen (6a
bzw. 6b) mit der Grignard-Verbindung von 5-Brom-2-methyl-2-penten (12) ergab die
gewilinschten diastereoisomeren «-Bisabolole 2a bzw. 2b in Ausbeuten von 21-279%, 1) 2),
Es bildeten sich mehrere Nebenprodukte, von denen wir den Alkohol 9 isolicrten, Die
beiden «-Bisabolole 2a und 2b zeigten in Chloroform eine optische Drehung von
]2 = -|- 64,0° bzw. — 60,2°%). Zur weiteren Charakterisierung wurden die beiden
Priparate mit HCl-Gas in Ather in das bekannte krist. Bisabolen-trihydrochlorid
{14} iibergefiihrt. Durch diese Synthese wird die absolute Konfiguration der natiir-
lichen Bisabolole an C(1') festgelegt, nimlich dic R-Konfiguration fiir (+)-e-Bisabolol
bzw. die S-Konfiguration fiir (—)-«-Bisabolol. Die Versuche, das synthetisierte Dia-
stereoisomerengemisch des w-Bisabolols mit Hilfe von Gas-, Diinnschicht- oder Siu-
len-Chromatographie an Kieselgel zu trennen, verlicfen bisher erfolglos.

Das fiir die Synthese von (+)-[1,8-4C]-(1' R,6 R, S)-«-Bisabolol (2a) und (—)-
[1,8-14C)-(1’S,6 R, S)-a-Bisabolol (2b) benétigte [1,6-14C]-5-Brom-2-methyl-2-penten
(12) wurde wie folgt bereitet: [*C]-Methyljodid (10) [hergestellt durch Behandlung
von [4C]-BaCO,; mit konz. HySO,, Reduktion des freigesetzten “CO, mit LiAIH, in
(2+3)-Tetrahydrofurfuryloxy-tetrahydropyran zu [14C]-Methanol, Uberfiihrung des
letzteren in den krist. 3,5-Dinitrobenzoesiure-[1*C}-methylester und Umsetzung des
Esters mit 57proz. HJ bei 145°] wurde nach einem modifizierten Verfahren von Julia
et al. [15] mit Mg in die Grignard-Verbindung iibergefiihrt und diese mit Cyclopropyl-

1)  Ruricka & Liguovi [6] geben fiir die Reaktion mit racemischem Ausgangsmatcrial cinc Aus-
beute von 56% an und Guische ef ol. [10], die mit einem Uberschuss an Grignard-Verbindung
arbeiteten, cing solche von 409;.

1) Versuche zur Verbesserung der Ausbcuten mit Hilfe der Li-Verbindung schlugen fehl, da
weder 5-Brom-2-methyl-2-penten noch 5-Chlor-2-methyl-2-penten mit 1.i reagierten.

%)  Fiir natiirliches a-Bisabolol wurden die folgenden optischen Drehwerte gefunden:

Priparat aus Populus balsamifera: [ov.]ff = + 51,7° [11];

Praparat aus Matvicavia chamomilla . l_ac]D = —55,7° [12];

Priparat aus Myopovum crassifolium: [a)}y — — 67,6° [13].

Anscheinend handelt es sich bei diesen pflanzlichen DPriparaten um drei der vier maoglichen
optischen Isomeren.
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methyl-keton in [14C)-Dimethyl-cyclopropyl-mecthanol (11) umgewandelt. Behandlung
von 11 mit 48proz. HBr bei 10-15° ergab radioaktives 5-Brom-2-methyl-2-penten (12)
[19], das wie oben beschrieben iiber die Grignard-Verbindung mit (+)-(R)- bzw. (—)-
(S)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (6a bzw. 6b) umgesetzt wurde.
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3. Einbauversuche. — Je 100 mg der beiden radioaktiven a-Bisabolole (2a)
(1,433 m{1) pzw. (2b) (1,581 mCi) wurden in ithanolischer Losung zu wachsenden
Kulturen von Myrothecium roridum (Kulturansiitze von je 10 Liter) wie iiblich zuge-
geben und die gebildeten Metabolite, Verrucarin A und Roridin A und D, isoliert
(3] [16]. Die Stabilitidt von a-Bisabolol (2) unter den Kulturbedingungen war vor-
gingig verifiziert worden. Die drei isolierten Antibiotica beider Versuche wiesen keine
signifikante Radioaktivitat auf. Infolgedessen ertibrigte sich die hydrolytische Spal-
tung zu Verrucarol (3).

Das negative Ergebnis dieser Einbauversuche bestitigt, in Ubereinstimmung mit
dem Nachweis von cis,trans-Farnesol als Vorlidufer (4], dass cin monocyclisches Ses-
quiterpen vom Bisabolan-Typ kein biogenetisches Zwischenprodukt der Trichothe-
can-Biosynthese ist. Zum gleichen Schluss sind kiirzlich auch Forrester & Money [17)
beziiglich der Bildung von Trichothecin in Trichothecium rosewm gekommen, indem
sie weder eine signifikante Inkorporation von a-Bisabolol (2) noch von y-Bisabolen (1)
in den Metaboliten beobachten konnten,

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zuy Fovderung dey wissenschaftlichen Forschung
und der Sandoz AG., Basel, fur die grossziigige Unterstiitzung unscrer Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Aligemeines. Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehler-
grenze bis 200° ca. |- 2°, daritber 4 3°. Die Siedcpunkte bei Normaldruck wurden nach der
Siwoloboff-Methode bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Siedepunkte bei reduzierten Druck
wurden wihrend der Destillation bestimmt und sind nicht korrigiert.

Die spezifischen Drehungen wurden mit cinem Perkin-Elmer-Polarimeter, Modell 141, dic
UV.-Spektren mit cinem Beckman-D.K.2-Spektrophotometer, die IR.-Spektren mit einem
Bechman-1R-8-Spektrometer und die NMR.-Spektren mit cinem Varian-A-60-NMR.- Spektro-
meter aufgenommen. (Bet den NMR.-Spektren bedeuten: s = Singulett, 4 = Dublett § = Tri-
plett, ¢ = Quadruplett, m = Multiplett). Die Mikroanalysen verdanken wir dem Mikroanalyti-
schen Laboratorium des Instituts fir Organische Chemic der Universitit Basel (I, Thommen).

Die Radioaktivitaisbestimmungen wurden von Herrn Dr. F. Kglberer im Isotopenlaboratorium
der Firma Sandoz AG, Basel, ausgefithrt. Die organischen Substanzproben wurden in Toluol-
Scintillator gelost und die Aktivitit auf einem Tri-Carb (Packard) Liquid Scintillation Spectro-
meter, Modell 3375, durch Direktmessung bestimmt. (Zahlausbeutebestimmung nach der Internal
Standard Methode). Fir die Radiochromatogrammec wurde cin Packard Precision Ratemecter,
Series 260, verwendet.
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Fur die Gas-Chromatographie (GC.) diente ein F & M-Laboratory-Chromatograph, Modell 700,
Trigergas He (Abkiirzung F & M) oder ein Aerograph-1520-Gas-Chromatograph, Trigergas He
(Abkiirzung Ae 1520). Gasfluss, wenn nicht anders angegeben, 23 ml/Min.; Ret.-Zcit = Reten-
tionszeit. Es wurden folgende Sdulen verwendct:

& M: 1) 6'x1/4” Alumininmkolonne, Fallmaterial 10proz. Carbowax 20 M auf 60/80 mesh
Chromosorb W, DMCS, aw (Abkiirzung Carbowax 20 M). 2) 6’x 1)4 Aluminiumkolonne, Fall-
material: 10proz. SE 30 auf 80/100 mesh Chromosorb W (Abkiirzung SE 30). 3) 6’x 1/4” Alumi-
niumkolonne, Falimaterial: 10proz. Poly-m-Phenylither (6-Ring) auf 60/80 mesh Chromosorb W,
DMCS, aw (Abkiirzung PPE).

Ae1520: 1) 5mx 1/8” Glaskolonne, L'allmaterial: 3proz. SAIB anf 60/80 mesh Chromosorb G,
DMCS, aw (Abkiirzung SAIB). 2) 5 mx 1/8" Glaskolonne, Filllmaterial: 3proz. OV 17 auf 60/80
mesh Chromosorb G, DMCS, aw (Abkiirzung OV 17).

Zux Sdulenchromatographie (8C.) nach der Durchlauimethode diente « Kieselgel 0,05-0,20 mm
fir dic Chromatographie» der Firma Merck. Fix die Dinnschichichvomalographie (DC.) wurde
« Kicselgel GG nach Stahl fiir die Dinnschichtchromatographics der Firma Merck verwendet, wobei
ungefibr 2proz. Zinksilikat zugesetzt wurde. Dic Flecke wurden im allgemeinen durch Bestrahlung
mit UV.-Licht, durch J,-Didmpfe, sowie nachfolgendes Besprithen mit einer Lésung von 3proz.
Vanillin/0,5proz. konz. HySO, in 96proz. Athanol und kurzes Erwirmen auf 120-130° sichtbar
gemacht,

2. (+)-(4R)-1,2-Epoxy-p-menth-8-en (5a) aus (+)-Limonen (4a). Zu einer Losung von 12,9 g
(+)-Limonen (4a), [a]§} = + 118°, in 100 ml Chloroform wurde bei — 10° wihrend 30 Min. unter
starkem Rihren einc Loésung von 19,1 g 86proz. m-Chlorperbenzocséure (entspr. 16,4 g aktiver
Persanre, 95 mmol) in 250 ml Chloroform so getroplt, dass die Temp. nicht iiber — 5° stieg, Nach
Weiterrithren wihrend 30 Min, bei — 10° und ciner Std. bei RT. wurden 3,8 g NaOH (95 mmol)
in 100 ml H,O zugegeben und die organische Phasc abgetrennt, Zmal mit 5proz. Nay,CO,-Losung
und einmal mit ges. NaCl-Losung gewaschen und tiber Na,SQ, getrocknet, Nach Entfernen des
Lssungsmittels 1.V, wurde das Reaktionsgemisch an ciner Sdule mit 15facher Menge an Kieselgel
(Pentan/Ather 8:2) gereinigt und anschliessend ima Hickmann-Apparat bei 98-100°/14 Torr
destilliert. Es wurden 9,0 g (+)-(4 R)-1, 2-Epoxy-p-menth-8-en (5a) (62,3%) gewonnen, die
nach GC. (F & M/PPE, Kolonnentemp. 110°, Ret.-Zcit 9,8 Min.) 95,2%, rein waren, Nach DC.
(Pentan/Ather 8:2, Rf 0,56, Anfarbung mit Vanillin/Schweifclsiure dunkelviolett) konnten nur
Spuren von Verunreimigungen festgestellt werden, Zur Analyse wurde mchrmals im Kugelrohr
destilliert. ~ Sdp. 202°/738 Torr; nf¥ = 1,4622; ¢35 = 0,9260. [ = + 64,2° L 0,4° (¢ = 1,22,
Chloroform); Lit.-Werte far cis-Epoxid: (o] — + 55,0; fur #rans-Epoxid: [aff == + 92,7° [7].

CoH,60 (152,2) Ber. C78,80 H10,59%  Gef. C79,08 H 10,79%

NMR. (CDCL): Die Signale des cis- bzw. trans-Epoxids besitzen verschiedene chemische Ver-
schiebungen: u.a, Signale bei 1,31 und 1,33 (2 5, zusammen 3 H an C(7)); 1,68 und 1,69 (2,
zusammen 3 H an C(9), J = 1,2 Hz); 3,02 (m, 1 H an C(2)); 4,68 und 4,73 (2 g, zusammen 2 H an
C(10), J = 1,2 Hz) ppm. — IR. (Film): u.a. Banden bei 3070, 2960, 2930, 2860, 1642 (C=CIL,),
1435, 1380, 1360, 1185, 1120, 1040, 890, 840 und 760 (trisubstit. Epoxid) cm-1.

3. (—)-(48)-1,2-Epoxy-p-menth-8-en (8b) aus (—)-Limonen (4b). Aus 11,8 g (—)-Iimonen
(4b), [oJ¥ = - 106°, und 19,1 g 86proz. m-Chlorperbonzoesinre (entsprechend 16,4 g aktiver
Persiure) wurden wie oben beschrieben 8,7 g (—)-(45)-1,2-Epoxy-p-menth-8-en (§b) (66%)
gewonnen, das nach DC. einheitlich war und den gleichen Rf-Wert aufwies wie 5a. — Sdp. 201°/
740 Torr; nf)l =1,4630; [ot]f)s = — 54,5° (¢ = 1,107, Chloroform) (Vgl. (10]). — Die NMR.- und
IR.-Spekiren stimmten mit denjenigen von §a dibercin.

CoHyeO (152,2)  Ber. C78,89 H10,59%  Gef. C79,14 H10,59%

4, (+)=(R)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (6a). Eine 1.6sung von 6,1 g (+)-(4R)-1, 2-Epoxy-p-
menth-8-en (5a) (Reinheit 95,29,) in 400 ml trockenem Methylenchlorid wurde 5,5 Std. bei — 77°
bis zur leichten Blaufirbung ozonisiert (entspr. 1,09 Aquiv. O,). Zur Entfernung des iiberschiissigen
Ozons wurde durch dic Lésung wihrend 30 Min. N, geleitet, Nach Einengen i.V. auf ca., 50 ml
wurde die Lasung unter Schitteln wéhrend 15 Min. zu einer gekihlten Suspension von 14,9 g
Zn in 36,5 ml Eisessig, 3,4 g Na-Acetat und 10,2 g NaJ getropft. Anschliessend wurde ein Gross-
teil des restlichen Methylenchlorids i.V. abdestillicrt und weitere 110 Min. bei RT. gertihrt
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(Gesamtreaktionsdaver 2,5 Std.). Hierauf wurde das Zn abfiltriert und mehrmals it
Methylenchlorid und Eisessig gewaschen. Das Filtrat wurde 6mal mit Methylenchlorid extrahicrt,
die Extrakte Zmal mit 28 NaOH und 2mal mit ges, NaCl-Losung gewaschen, tiber Nap,SO,
getrocknet und i. V. eingedampft. Der Rohextrakt wurde an einer Sdule mit 36{acher Menge an
Kieselgel (Methylenchlorid) gereinigt und anschliessend im Kugelrohr bei 90-100°/14 Torr destil-
liert. Es resultierten 1,97 g (+)-(#)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (64a) (35,7%), das nach DC.
{(Methylenchlorid, R{ 0,39, Anfirbung mit Vanillin/Schwefelsiure zitronengelb) cinheitlich war
und nach GC. (F & M/Sc 30, Kolonnentemp, 107°, Ret.-Zcit 5,3 Min.) cine Reinheit von 99,0%,
aufwies. Zur Analyse wurde mchrmals im Kugelrohr destilliert (Reinhcit 99,6%). — Sdp. 214°/
745 Torr (Zers.); nfy = 1,4674; {olff = + 122,3° (¢ = 1,157, Chloroform).

C,H,0 (138,2) Rer. C78,21 H10,21% Gef. C7815 H 10,49

NMR. (CDCLy): u.a. Signale bei 1,67 (s, 3 H an C(7)); 2,18 (s, 3 H, COCHy); 5,40 (m, L H an
C{2)). — IR. (Film): u.a. Banden bei 3010, 2960, 2920, 2860, 1710 (C=0), 1440, 1355 (CH,CO),
1225, 1170, 1155, 800 (trisubstit. C=C) cm~L

5. (—)-(S)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (6b). 6,1 g (—)-(S)-1,2-Epoxy-p-menth-8-en (5b)
wurden, wie unter 4. beschrieben, wihrend 88 Min. ozonisiert (cntspr, 1,4 Aquiv. Q). Zur Re-
duktion des Ozonids und des Epoxids wurden 13 g Zn, 36,5 ml Kiscssig, 3,5 g Na-Acetat und 10,2 g
NaJ verwendet. Dic Reduktionsdauer betrug 2 Std. Iis resulticrten 2,99 g (—)-(5)-4-Acctyl-1-
methyl-1-cyclohexen (6b) (54,1%,), das nach GC. (F & M/SE 30, Kolonnentemp. 109°, Ret.-Zeitl
4,8 Min.) eine Reinheit von 98,89, aufweis. Zur Analysc wurde mehrmals im Kugelrohr destilliert
(Reinheit 99,6%,). — Sdp. 214°/745 Torr; nif = 1,4685; [«]}f = — 122,7° (¢ = 1,483, Chloroform).

CoH,,0 (138,2) Ber. C78,21 H10,21%  Gef. C77,98 1110,21%,

6. Cis- und trans-(+ )-(4R)-4-Acetyl-1, 2-epoxy-1-methyl-cyclohexan 7T und 8. 1,68 g (+)-(4 1)
1,2-Epoxy-p-menth-8-en (5a) (Reinheit 90,9%) in 100 ml trockenem Methylenchlorid wurden
ozonisiert (entspr, 1,45 Aquiv. Op). Nach Zugabe von 2,80 g Triphenylphosphin bei — 10° wurde
i.V. eingedampit. Das Reaktionsgemisch wurde in Pcntan/Ather 7:3 aufgenommen und vom
ungeldsten Triphenylphosphinoxid abfiltriert. Reinigung an einer Sdule mit 60facher Menge an
Kieselgel (Pentan/Atber 7:3) gab 224 mg rcines cis-(+ )-(4 R)-4-Acctyl-1, 2-epoxy-1-methyl-
cyclohexan (7), 136 mg reines tvans-(+)-(4R)-4-Acctyl-1, 2-cpoxy-1-methyl-cyclohexan (8) und
483 mg Gemisch der cis- und trans-Isomeren. Totalausbeute 843 myg (49,0%). Jedes der beiden
Isomeren wurde im Kugelrohr destilliert.

cis-(+ }-(4 R)-4-Acetyl-1, 2-spoxy-1-methyl-cyclohexan (7): Sdp. ca. 235°[740 Torr; nff =1,4619;
[« = +50,9° (¢ = 0.980, Chloroform). Reinheit nach GC. 90% (I & M/PPE, Kolonnentemp.
138°, Ret.-Zeit 12,0 Min.). Die Substanz scheint sich zu zersctzen. Nach DC. (Pentan/Ather 7:3,
Rf 0,30; Anfirbung mit Vanillin/Schwefelsiure hellgelb) war die Substanz cinheitlich.

CH,O (1542) Ber. C70,10 H9,15% Gel C69,72 H 8,89%

NMR. (CDClL;): u.a. Signale bei 2,52 (br. s, 1 Han C(4)); 3,05 (¢, 1 Han C(2), J = 2,2Hz); 2,13
(s, 3 H, CH,CO); 1,30 (s, 3 H an C(7)) ppm. — IR. (Iilm): n.a. Banden bei 2975, 2955, 2850, 1700
(C=0), 1430, 1380, 1357 (CH,CO), 1168, 1120, 1030, 960, 835 und 755 (trisubstit. Epoxid) cm1.

trans-(+)-(4R)-4-A cetyl-1, 2-epoxy-1-methyl-cyclohexan (8): Sdp. ca. 235°(740 Torr; »nlf =
1,4649; [alp = + 91,2° (¢ = 0,987, Chloroform). Reinheit nach GC. 799%, (F & M/PPE, Kolonnen-
temp. 138°, Ret.-Zeit 15,8 Min.), Die Substanz scheint sich zu zcrsetzen, Nach DC. einheitlich
(Pentan/Ather 7:3, Rf 0,23, Anfirbung mit Vanillin/Schwefclsdure hellgelb).

CoH; O (154,2) Ber. C70,10 H9,15% Gef. C69,84 H0,36Y

NMR. (CDCly): u.a. Signal bei 2,97 (¢, 1 H an C(2), J = 2,5 Hz; 2,11 (s, 3 H, CH,CO); 1,32
(s, 3 H an C(7)) ppm. — IR. (Film) u.a. Banden bei 2975, 2955, 2860, 1700 (C=0), 1430, 1380, 1353
{CH4CO), 1168, 1120, 1020, 953, 840, 750 (trisubstit. Epoxid) cm—1.

7. (+)-(I’R.6R, S)-a~Bisabolo! (2a). Zum Grignard-Reagens aus 102 mg Mg und 652 mg
5-Brom-2-methyl-Z-penten (12) (Reinheit nach GC. 98%) in 18 ml abs. Ather wurden unter N,
552 mg (+)-(R)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (6a) (Reinheit 99%) in 18 ml abs. Ather go-
tropft. Es wurde 3 Std. unter Rirckfluss gekocht und 15 Std. bei RT. gerithrt. Nach Zugabe von
20 ml ges. NH,Cl-1.3sung und itblichem Aufarbeiten wurde der Rohextrakt an ciner Siule mit
300facher Menge an Kieselgel (Methylenchlorid) gereinigt.
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Es wurden 240 mg leicht verunreinigtes (+ )-a-Bisabolol (2a) eluicrt. Destillation im Kugel-
rohr bei 160°/14 Torr und nochmalige Reinigung an einer Siule mit 70facher Menge an Kiesclgel
(Mcthylenchlorid) gab 188 mg (+)-u-Bisabolol (2a) (21,1%), das nach GC. (F & M/SE 30, Kolon-
nentemp. 160°, Ret.-Zeit 12,3 Min.; T & M/PPE, Gasfluss 50 ml/Min., Kolonnentemp. 178°,
Rct.-Zeit 19,2 Min.; F & M/Carbowax 20 M, Kolonnentemp. 141°, Ret.-Zeit 20,5 Min.; Ae 1520/
OV 17, Kolonnentemp. 170°, Ret.-Zcit 33 Min.; Ac 1520/SAIB, Kolonnentemp. 200°, Ret.-Zeit
15 Min.} 99,19, rein war. Nach DC, (Methylenchlorid, Rf 0,24; Anfirbung mit Vanillin/Schwofel-
sdure schmutziggelb) war die Substanz einheitlich, Zur Analyse wurde 3 Std. bei 24°/12 Torr
getrocknet. Die Substanz ist ziemlich empf{indlich, es konnte bereits kurze Zeit nach der Reinigung
leichte Zers, festgestellt werden. — Sdp. 240°(745 Torr (Zers.); #ff =1,4900; [o]F = +63,7°
(¢ == 1,097, Chloroform).

CisHpgO (222,4) Ber. C81,02 H 11,799  Gef. CB0,92 H 12,03%

NMR. (CDCl,): u.a. Signale bei 1,12 und 1,15 (2 s, zusammen 3 H, H,C(7)); 1,65-1,75 (br. s,
9 H an (1), C (8) und C(7)) und 5,0~5,6 (m, 2 H an C(3) und C(3")) ppm. — IR, (Film): u.a.
Banden bei 3440 (OH, br.), 3010, 2970, 2920, 2860, 2840, 1675, 1442, 1380, 1155, 1110, 1020, 830
und 802 e¢m™1,

8. (—)-(7’8,6R, S)-a- Bisabolol (2b). Aus 102 mg Mg, 659 mg 5-Brom-2-methyl-2-penten (12)
und 554 mg (~ )-(5)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexcn (6b) wurden wie unter 7. beschrieben 182 mg
rcines {— )-(1°S)-(61¢, S)-a-Bisabolol (2b) (20,4%) gewonnen, Die Substanz wies dic gleichen Eigen-
schaften auf wic (4)-(1'R, 6R, S)-u-Bisabolol (2a) und zeigte auch die gleichen Spektren. Zur
Analysc wurde 3 Std, bei 25°/12 Torr getrocknet. — Sdp. 240°/745 Torr (Zers.); nff = 1,4895;
[} = — 60,2° (c = 0,791, Chloroform).

CiHygO (222,4)  Ber. C81,02 111,79%  Gef. C80,93 H 11,79%

Bei einemn Ansatz wurden durch SC. und anschliesscnde Destillation im Kugelrohr bei 110°/
12 Torr 7.5% Reduktionsprodukt des eingesetzten Ketons 6b: 7-(4-Methyl-3-cyclohexen~1-yl)-
dthanol (9) isolictt und mittels DC, (Methylenchlorid, Rf 0,11, Anfirbung mit Vanillin/Schwcfel-
sdure hellgriin), GC. (IF & M/SE 30, Kolonnentemp. 118°, Ret.-Zeit 7 Min.) und der NMR.- und
IR.-Spektren identifiziert. — IR. (Film}: u.a. Banden bei 3460 (OH, br.), 3015, 2970, 2920,
2840, 1675, 1445 und 1380 cm™1.

9. Risabolen-trikydrochlorid. In eine Lésung von 101 mg a-Bisabolol (2) in 2 ml abs, Ather
wurde 2 Std. bei — 20° trockenes HCI-Gas eingcleitet und anschliessend 2,5 Tage bei RT. stehen-
gelassen. Nach Abdampfen wurde mehrmals Ather zugegeben und wieder abgedampft, um tiber-
schiissiges HCl zu entfernen. Zweimalige Umkristallisation aus abs. Athanol gab nach Trocknen
bei 25°[0,01 Torr wihrend 15 Std. 25 mg Bisabolen-trihydrochlorid (17,6%), Smp. 77,5-78°. Im
Lauf der DC. zersetzt sich die Substanz.

CyHuCls (313,7)  Ber. C57,42 HB8,67% Gef. C57,56 H 8,839

NMR. (CDCl,): u.a. Signale bei 1,53 (s, 3H); 1,60 (s, 6 H); 1,62 (s, 3H) ppm. - IR. (CHCl;): n.a,
Banden bei 2940, 2870, 2840, 1440, 1382 und 1372 (gem.-Dimethyl) cm—T. (KBr): 3000, 2975,
2960, 2875, 2850, 1465, 1385, 1310, 1235, 1145, 973, 930, 880 und 775 cm-1.

10. 3,5-Dinitrobenzoesdure-[*8C]-methylestey. An eine }lochvakuumlinie wurden angeschlos-
scn: ein Kolben mit 987,7 mg [MC]-BaCO, (34,39 uCi/mg; Totalaktivitit: 33,96 mCi), ein Kolben
mit 15 ml konz. HySO,, cin leerer Kolben, cin Reaktionskolben mit einer Suspension von 575 mg
LiAlH, in 7 ml (2+ 3)-Tetrahydrofurfuryloxy-tetrahydropyran (Fluka, pract., iber Na,0 ge-
trocknet, abfiltriert und 2mal destilliert; Sdp. 106-108°/6 Torr), ein Kolben mit 20 ml 2N NaOH.

Die LiAlH,-Suspension wurde eingefroren und allmihlich evakuiert, ebenso die NaOH-Lo-
sung; das ganze Gbrige System wurde ebenfalls auf 0,001 Torr cvakuiert. Hierauf wurde H,S0,
vorsichtig zum BaCQ, getropft und das freigesctzte CO, in den lccren (mit flussiger Luft ge-
kithlten) Kolben kondensiert. Nach Abklingen der CO,-Entwicklung wurde noch 20 Min. mit dem
Fohn geheizt bis keine Gasbildung mehr sichtbar war. Die gasvolumetrische Bestimmung des
CO, mit Hilfe des Hg-Manometers liess auf vollstindige Umsetzung schliessen. Hicrauf wurde das
CO, in den Reaktionskolben mit der LiAlH,-Suspension kondensiert, Bei offencm Hahn zum
Manometer wurde das Reaktionsgemisch anfgetaut und, sobald dies moglich war, magnetisch
gertihrt. Die Reduktion des CO, zu Methanol wurde bei RT. wihrend 140 Min. durchgeftihrt,und
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nur bei starkem Temperaturanstieg wurde mit Eiswasser gekithlt. Der Manometerstand dnderte
sich bereits nach 60 Min. nicht mehr, jedoch wurden bei lingerer Reaktionsdauer bessere Aus-
beuten erzielt. Das unreagicrte CO, wurde in der NaOH-Lésung absorbiert. Radioaktivitits-
bestimmung hievon zeigte, dass nur 0,1 uCi CO, (0,0039%,) nicht umgesctzt worden war.

Der Reaktionskolben wurde hieraufi an die Destillationsapparatur angeschlossen. Nach
15 Min, Spiilen der Apparatur mit trockencm H, wurde die Kiblfalle mit flissigem Stickstoff
gekithlt und 10 ml Tetrahydrofurfurylalkohol (Fluka, purum, durch ncutrales Al,O;, Akt. Stufe I,
filtriert und destilliert; Sdp. 61°/7 Torr), wihrend 25 Min. zugetropft, wobei starke Hy-Ent-
wicklung und starkes Erwarmen aufirat, Hierauf wurde das freigesetzte Methanol wihrend 3 Std.
im schwachen Hy-Strom bei 110° in dic Kiihlfallc destilliert. Diese wurde an dic Hochvakuum-
linie angeschlossen und allmahlich auf 0,001 Torr evakuiert. Ebenso wurde ein leerer Kolben
sowie sine Ampulle, dic 1,54 g 3,5-Dinitrobenzoylchlorid (Fiuka, purwm) in 5 ml abs. Pyridin
enthielt, an die Hochvaknumlinie angeschlossen und nach Kiihlung anf —-190° allmihlich eva-
kuiert., Das Methanol wurde aus der Kihlfalle allmihlich in den lecren Kolben umgefroren (dic
Manometerdifferenz liess auf cine Ausbeute von 91,59, schliessen), und von dort in dic Ampulle,
dic hierauf zugeschmolzen wurde. Das Reaktionsgemisch wurde wihrend 5 Min. auf 70° erwirmt
und ither Nacht bei RT. stehengelassen, Nach Offnen der Ampulle wurde unter Eiskiihlung H;O
zugegeben, das Reaktionsgemisch in Methylenchlorid aufgenommen und in einen Scheidetrichter
umpipettiert. Es wurde 4mal mit je 100 ml Methylenchlorid cxtrahiert, die Extrakte einmal mit
je 100 ml ges. NaCl-Losung, 2N Na,COz-Losung, 100 ml Zx H,50, und ges. NaCl-Lésung gewa-
schen, fiber Na,SO, getrocknet und i. V. abdestillicrt. Die Waschwasser, die eine Totalaktivitit
von63,7 4Ci (0,29, des eingesetzten BaCO,) besassen, wurden verworfen. Das Rohkristallisat wurde
2mal im Kugelrohr bei 90-100°/0,001 Torr sublimiert. Es wurden so 1,03 g reines [14C|-Methyl-
3, 5-dinitrobenzoat (91,09%) gewonnen. Radioaktivitit: 30,0 uCifmg; Totalaktivitit: 30,9 mCi.

Der LiAlH,-Destillationsrirckstand wurde weitcre 4 Sid. wie beschrieben in einc neue Kihl-
falle destilliert und das erhaltene Methanol ebenfalls zu 3, 5-Dinitrobenzoesiure-methylester um-
gesetzt, Der Rohextrakt (ca. 3 mg) wurde mit 104 mg inaktivem Ester verdfinnt, 5malim Kugel-
rohr sublimiert und anschliessend cinmal aus Athanol umkristallisiert. Zur Analyse wurde wiahrend
36 Std. bei 25°/0,001 Torr getrocknet. Es resultierten 102,8 mg 3, 5-Dinitrobenzoesiure-methyl-
ester; Radioaktivitat: 1,04 uCi/mg; Totalaktivitit: 107 uCi.

11. [M4C)-Methyljodid (10). Zu ciner Losung von 1,13 g 3, 5-Dinitrobenzoesdure-[14C]-methyl-
cster (28,4 mCi) in 7 ml Acetanhydrid wurden bei 0° 50 ml gekithlte 57proz. HY (Merck, d = 1,70)
getropit. Nach Zugabe von 2 ml H PO, und 2 Pt-Tetracdern wurde der Reaktionskolben an die
Destillationsapparatur angeschlossen, diese wiahrend 15 Min. mit H, gespult und die Kihlfalle
vorsichtig auf —190° gekihlt. Die Reaktion wurde wihrend 1,5 Std. bei 145° durchgefiihrt und
gleichzeitig das entstandene [1*C]-CH,J im schwachen H,-Strom in die Kthifalle destilliert. Am
Ende der Kihlfalle konnte keine cntweichende Radioaktivitit festgestellt werden. Dic Kihlfalle
wurde hierauf an cine Hochvakuumlinie angeschiossen und evakuiert (0,001 Torr). Ein weiterer
Kolben, der 3 ml abs. Ather und etwas P,0; cnthielt, wurde angeschlossen und bei —190°
evakuiert. Ein dritter Anschluss war mit einer cvakuierten Brechsigelampulle verbunden. Der
Ather wurde in dicse Ampulle umgefroren, ebenso das [4CJ-CH,J (10) aus der Kithlfalle, Nach
Abschmelzen der Ampulle wurde diese bei — 10° aufbewahrt.

_ 12, [*C)-Dimethyl-cyclopropyl-methanol (11). Die Brechsigelampulle mit [MC]-CH,] (10) in
Ather (aus 3,5-Dinitrobenzoeséure-[14C)-methylester (5 mmol, ‘Totalaktivitit 28,4 mCi)), ein
Kolben mit 7 ml abs. Ather und etwas PO, sowie ein Zweihalskolben mit aufgesetztem Aceton/
Trockeneis-Kithler, der mit trockenem N, entliiftet werden konnte und 135 mg verriebenes Mg
(5,5 mmol) enthiclt, wurde an eine Hochvakuumlinic angeschlossen. Im Reaktionskolben wurdc
auf 0,001 Torr evakuiert, der Ather ins Reaktionsgefdss umgefroren, anschliessend die Brechsigel-
ampulle aufgebrochen und das [MC]-CH,J/Ather-Gemisch chenfalls in den Reaktionskolben um-
gefroren. Nach Entliftung mit trockencm N, wurdc der Reaktionskolben von der Hochvakuum-
linie abgenommen und aufgewdrmt. Nach kurzem Hcizen setzte heftige Reaktion ein. Das
Reaktionsgemisch wurde 2 Std. bei 32° und 30 Min. bei 25° magnetisch geriihrt bis nahczu alles
Mg verbraucht war. Hierauf wurden 459 mg frisch destillicrtes Cyclopropyl-methylketon (5,5
mmol) vom Sdp. 110°/745 Torr in 5 ml abs. Ather zugetropft und wihrend 1 Std. unter Rickfluss
gekocht.

74
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Nach Zersetzen des Reaktionsgemischs mit 10 ml ges. NII,Cl-Losung und tblichem Auf-
arbeiten wurde der Atherextrakt auf ein Volumen von 100 ml gebracht (1 ml dientc zur
Radioaktivititsbestimmung). Das Losungsmiltel wurde grésstenteils iiber cine Vigreux-Kolonne
abdestilliert, Nach Zugabe einer Spatclspitze Ag,S0, wurde an der Hochvakuumlinie bei 50° und
0,003 Torr destilliert. Radioaktivitidt 218 yCijml; Totalaktivitat: 21,8 mCi.

13. 7,6-[1C]-5- Brom-2-methyl-2-penten (12). [MC]-Dimethyl-cyclopropyl-methanol (11) (Total-
aktivitdt von 21,8 mCi), das noch ctwas Ather enthiclt, wurde mit 1 ml 48proz. HBr bei 10°
wihrend 25 Min. kréiftig geschiittelt, Das Reaktionsgemisch wurde 3mal mit je 25 ml Pentan
extrahjert, die Exirakte 2mal mit jec 25 ml ges. NaCl-Lisung, einmal mit 25 ml ges. Na,5,0,-
Losung und weitcre 2mal mit je 25 ml ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber Nag80, getrocknet,
Nach Abfiltricren des Na,S0, auf einer Glasfritte wurde unter Verwondung einer Vigreux-Kolonne
eingedampft und wihrend 1 Min. bei 25°/12 Torr getrocknet. Es rcsultierten 578 mg farbloses
1,6-{MC]-5-Brom-2-mcthyl-2-penten (12) (3,55 mmol). Totalaktivitit: 20,1 mCi

14. 7,8-[MC1-(+)-(7'R,6 R, S)-a-Bisabolvl (2a). An cine Hochvakuumlinic wurden ein Kolben
mit 292 mg 1, 6-[C]-5-Brom-2-methyl-2-penten (12) (Aktivitit 10,2 mCi), ein Kolbcn mit 196 mg
inaktivemn 5-Brom-2-methyl-2-penten, ¢in Kolben mit 3 ml abs. Ather und etwas P,0;, sowie ein
Zwecihalskolben mit aufgesetztemn Accton/Trockeneis-Kiihler, der Oiber einen Hahn mit trockenem
N, cntliiftet werden konnte und 84 mg verriebenes Mg (3,44 mmol) enthielt, angeschlossen.
Letzterer wurde bei 0,001 Torr ausgeheizt und dann abgckiihlt, die anderen nach Einfrieren mit
fliissigem N, evakuicrt. Alle Reaktionskomponenten wurdon in den Reaktionskolben umgefroren,
dersclbe mit trockenem N, entliiftet und nach Auftauen von der Hochvakuumlinie abgenommen.
Nach Zugabe von etwas J, und 5 Min, Heizen sctzte hellige Reaktion cin. Wihrend 2,5 Std. wurde
unter Riickiluss gekocht bis fast alles Mg verbraucht war.

Hierauf wurden 447 mg (+)-(R)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohcxen (6a) (3,24 mmol) in 10 ml
abs. Ather zugetropit, wihrend 2 Std. unter Riickfluss gekocht und tiber Nacht bei RT. ma-
gnetisch gerithrt. Nach Zugabe von 10 mal ges. NH,Cl-Losung wurde wie bel Versuch 7. auf-
gearbeitet. Der stark verunreinigte Rohextrakt wurde an einer Sidule mit 300facher Menge an
Kieselgel (Methylenchlorid) chromatographiert.

Anschlicssendc sorgfiltige Destillation imn Kugelrohr bei 150°/12 Torr und nochmalige Reini-
gung an einer Saule mit 100facher Menge an Kieselgel gab 143 mg reines 1,8-[MC]-(+)-(1"R,6 R, S)-
a-Bisabolol (28); [a)ff = + 64° .- 3° (¢ = 0,96, Chloroform). Radioaktivitit: 14,9 uCi/mg; Total-
aktivitit: 2,14 mCi,

15. 7,8-[14C)-(—)-(7’S,6R, 8)-a-Bisabolol (2b). Aus 286,2 mg 1,6-[}C]-5-Brom-2-methyl-2-
penten (12) (Aktivitit 9,96 mCi), 205 mg inaktivem 5-Brom-2-meihyl-2-penten, 84 mg Mg und
440,5 mg (- )-{S)-4-Acetyl-1-methyl-1-cyclohexen (6b) (3,19 mmol) wurden ebenso 141,1 mg
reines 1,8-[MC]-(~)-(1’5,6R, S)-a-Bisabolol (2b) erhalten; [o]ff = — 60° 4 2° (¢ = 0,797, Chloro-
form). Radioaktivitat: 14,4 uCijmg; Totalaktivitéit: 2,04 mCi.

16. Versuch zum Einbau von 1,8-[¥C)-(+)-(7’R,6 R, S)-o- Bisabolol (2a). Die Ansitze wurden
in der Fa. Saundoz AG. durchgefithrt. Ein Fermenter mit 10 1 sterilisierter Nahrlosung (7 g «Casa-
mino acids», 2 g KH,PO,, Z g MgS0,,7H,0, 20 g Glucose, 2 g Malzextrakt, 2 g Pepton, 2 g
Hefeextrakt ad 1 1 agua dest.) wurde mit 50 ml Sporensuspension von Myrothecium roridum,
Stamm S 1135, geimpft und bei 27° (450 rpm) und Luftdurchfluss (0,4 1/1 Kulturbriihe - Min.)
gerfihrt. Nach 50 Std. wurde eine steril-filtrierte Ldsung von 96 mg 2a der Aktivitdt 1,43 mCi
in 20 ml abs. Athanol steril zugegeben. Nach 24 S$td. waren 200 mg/l Roridin A und 40 mg/l
Verrucarin A nachweisbar. Nach 49 Std. wurde die Kulturbrithe mit dem Mixer homogenisiert,
4mal mit je 10 1 Essigester extrahiert und die organischen Phasen 3mal mit je 2 1 H,0 gewaschen,
Nach Abdestillation des Ldsungsmittels wurden 11,2 g Rohextrakt gewonnen, der an einer
Kieselgelsiule (Methylenchlorid mit 0,5-2% Methanol) gercinigt wurde.

Das rohe Verrucarin A wurdc an ciner Kieselgelsiule nachgereinigt und mehrmals aus
Methylenchlorid/Ather umkristallisiert. Ausbeute 550 mg. 1. Kristallisat; Smp, > 330° (Zers); 27
dpm/mg, 2. Kristallisat: Smp. > 330° (Zers.); 22 dpm/mg.

Das Rohkristallisat von Roridin A wurdce zuerst an cinor Kieselgelsdule gereinigt und an-
schliessend 4mal aus Mcthylenchlorid/Ather umkristallisiert; Ausbeute 2,88 g. 1. Kristallisat:
Smp, 195-203°; 6 dpm/mg. 2. Kristallisat: Smp. 195-200°; 4 dpm/mg,
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17. Vevsuch sum Einbau von 1,8-[4C]~(—)-(7'S,6 R, 5)-a-Bisabolol (2b). Der Ansatz wurde wie
unter 16. beschrieben durchgefithrt. Als ¢« Tracers wurde cine steril-filtrierte Losung von 109,5 mg
2b (Aktivitdt: 1,58 mCi) in 20 ml abs. Athanol verwendot. Es resultierten:

Verrucarin A: Ausheute 230 mg. 1. Kristallisat: Smp. >330° (Zers.); 10 dpm/mg. 2. Kri-
stallisat: Smp. > 330° (Zers.); 9 dpm/mg. 3. Kristallisat: Smp. 330%; 9 dpm/mg.

Rovidin A: Ausbeutc 2,48 g. 1. Kristallisat: Smp. 198-206°; 26 dpm/mg. 2. Kristallisat:
Smp. 196-204°; 25 dpm/mg. 3. Kristallisat: Smp. 199-205°; 25 dpm/mg.

Mischfraktionen, die Roridin D und Roridin E cnthielten, wurden aus Mecthylenchlorid/
Ather[Petrolither umkristallisiert. {n den stark verunrcinigten Muttetlaugen war Roridin E an-
gereichert, wihrend das Kristallisat hauptsidchlich Roridin D enthiclt.

Roridin D: Das Rohkristallisat wurde an einer Kieselgelsiule gercinigt und anschliessend
6mal aus Methylenchlorid/Ather umkristallisiert; Ausbeute 250 mg. 1. Kristallisat: Smp. 227-230°;
7 dpm/mg. 2. Kristallisat: Smp. 227-231°; 9 dpm/mg. 3. Kristallisat: Smp. 226-230°; 12 dpm/mg.

Roridin E: Die obigen Mutterlaugen wurden an einer Kiesclgelsiule chromatographiert und
6mal aus Ather umkristallisiert. Ausbeute 78 mg. 1. Kristallisat: Smp. 173-176°: 161 dpm/mg;
2. Kristallisat: Smp. 175-177°; 153 dpm/mg.
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