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ALFRED SCHUBERT, GERHARD LANGBEIN und RUDOLF SIEBERT

MIKROBIELLE HYDROXYLIERUNG VON STEROIDEN
IN 12- UND 15-STELLUNG

Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena

(Eingegangen am 6. Juni 1957)

Durch mikrobielle Umsetzung von Steroiden mit Calonectria decora wird die
12- und/oder 15-Stellung hydroxyliett. Die Konstitutionsaufklirung der erhal-
tenen Reaktionsprodukte wird beschrieben.

Aus den zahireichen Veroffentlichungen der vergangenen Jahre iiber mikrobielle
Umsetzungen von Steroiden!) geht hervor, daB Schimmelpilze einer bestimmten Art
gewdhnlich stets die gleiche Stellung am Steroidmolekiil stereospezifisch verdndern.
Allerdings kennt man auch Beispiele, dall Stimme verschiedener Herkunft, aber der
gleichen Art mit gleichem Einsatzmaterial unterschiedliche Reaktionsprodukte er-
zeugen. Beispielsweise hydroxyliert einerseits Rhizopus nigricans Ehrenberg? allge-
mein A4-3-Ketosteroide in 11a-Stellung, andererseits wandelt Fusarium solani Proge-
steron sowohl in Al4-Androstadien-dion-(3.17)3 als auch in 15p8-Hydroxy-pro-
gesteron**® ym.

Von der Art Caloneciria decora (Hypocreales) ist bekannt, dal} sie in geeigneten
Steroiden die Al-Doppelbindung einfiihrt. Wir haben jedoch einen Stamm dieser Art
gefunden, der die 12f3- und 158-Stellung im Progesteron hydroxyliert. Eine mikro-
bielle Substitution der 12-Stellung ist noch nicht beschrieben worden.

Bei der Einwirkung von Calonectria decora auf Progesteron (i) entsteht mit einer
Ausbeute von iiber 807 ein Dihydroxy-progesteron (II). Die Konstitution dieser Ver-
bindung (1) wird durch die Elementaranalyse, die UV- und IR-Spektren, die molaren
Rotationsdifferenzen, Farbreaktionen sowie durch die Darstellung einiger Derivate
und die Synthese des 11a,158-Dihydroxy-progesterons (VI) auf mikrobiellem Wege
gesichert.

Die Substanz Il kristallisiert aus Aceton in feinen Nadeln oder derben Prismen.
Auffallend ist die starke Abhingigkeit des Drehwertes vom Losungsmittel. Die
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spezifische Drehung betrigt [«]#: +139+3° in Chloroform und +186+3° in Me-
thanol. Nach den Ergebnissen der Elementaranalyse liegt ein Dihydroxy-progesteron
der Summenformel CzH3904 vor.
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Das UV-Spektrum in Athanol hat bei 241my ein hohes Absorptionsmaximum
(log € = 4.23), das fiir «,B-ungesittigte Ketone charakteristisch ist. Demnach ist die im
Ausgangsmaterial I vorhandene A4-3-Keto-Gruppierung erhalten geblieben.

Im IR-Spektrum von I, das in Methylenchloridlésung aufgenommen wurde, sind
Banden bei 3605, 1690 (Schulter), 1672, 1622, 1363, 1040 und 870cm~! vorhanden.
Die A4-3-Ketobande bei 1672cm™1 ist in ihrer Intensitit wesentlich stirker als die
Schulter bei 1690cm—1. Beachtenswert ist die Tatsache, daBl diese Schulter, die der
20-Ketogruppe zugeordnet wird, ihr Absorptionsmaximum bei 1690cm~1 besitzt,
wihrend das Absorptionsmaximum bei 1710cm~! erwartet wird. Diese Rotver-
schiebung um 20cm! deutet darauf hin, daB eine Wechselwirkung einer Hydroxyl-
gruppe mit der 20-Ketogruppe stattfindet. Ahnliche Rotverschiebungen werden be-
obachtet zwischen Keto- und Hydroxylgruppen tei Hydroxyanthrachinonderivaten s
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5) Methoden der organ. Chemie (Houben-Weyl), 4. Aufl., S. 859, Thieme-Verlag, Stutt-
gart 1955.
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mit Nahstellung der funktionellen Gruppen. Auf Grund des negativen Ausfalls der
PoRTER-SILBER-Reaktion® scheidet die Substitution in 16- und 17-Stellung in 11 aus.

Das Dihydroxy-progesteron II wird durch Einwirkung von Chromsiureanhydrid in
Eisessig bei Zimmertemperatur in die Substanz IV iibergefiihrt, deren IR-Spektrum
keine Hydroxylbanden besitzt. AuBerdem bildet TV keine Alkalisalze und enthilt
demnach keine Carboxylgruppe.

Im IR-Spektrum werden Carbonylbanden festgestellt bei 1748 cm~1(stark), 1717cm™!
(sehr stark) und 1682cm~! (stark). Dabei fillt besonders auf, daB die im Ausgangs-
material 1I bei 1690cm~! vorhandene Schulter nach 1717c¢cm~! verschoben ist und
gleichzeitig die Carbonylbande der A4-3-Ketogruppe bei 1682cm~! an Intensitit {iber-
trifft.

Wir schlieBen aus dem Intensititsverhiltnis der Banden bei 1682cm~! und bei
1717cm~1, daB die sehr starke Absorption bei 1717cm~! durch mindestens 2 Carbonyl-
gruppen hervorgerufen wird. Die Bande bei 1748cm~! ist nach Lage und Intensitét
typisch fiir ein 5-Ring-Keton?. Damit wird die Existenz einer vierten Carbonylgruppe
in 1V bewiesen. Die Verbrennungswerte bestitigen die Summenformel eines Pregnen-
tetraons Cp1H»604. Das UV-Spektrum dieses Pregnentetraons besitzt ein Absorp-
tionsmaximum bei 238mp. (log € = 4.20). Demnach ist durch die Oxydation das A4-
3-Ketosystem des Ausgangsmaterials Il erhalten geblieben.

Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, daf in alkalischer Methanollosung
keine Verinderung in der Lage und Hohe des Absorptionsmaximums des Pregnen-
tetraons 1V eintritt. Aus der Literatur8. 910 ist bekannt, daB3 die Systeme VIII —XI
charakteristische UV-Absorptionsmaxima sowohl in Alkohol als auch in alkalischem
Alkohol besitzen, die von 1V verschieden sind.
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Die nicht bekannte Gruppierung XII schlieBen wir aus Analogiegriinden aus, weil
dieses 1.3-Diketon in alkalischem Alkohol ebenfalls ein starkes UV-Absorptions-
maximum zwischen 280 und 320mp haben miilite. Damit konnen die Carbonyl-
gruppen unseres Pregnentetraons IV nicht an den C-Atomen 1, 2, 6, 7 und 16 stehen.
Die Substitution der 15-Stellung ist durch den AusschluB der 16-Stellung bereits
indirekt bewiesen.

Zur Aufklirung der sterischen Anordnung der 15-stindigen Hydroxylgruppe und
zur Festlegung der Stellung der zweiten Hydroxylgruppe der Substanz I, die entweder
an C-11 oder an C-12 stehen muB, werden mikrobielle Reaktionen herangezogen.

158-Hydroxy-progesteron (1II)4 wird bei Einwirkung von Calonectria decora in
fast quantitativer Ausbeute in das Dihydroxy-progesteron II umgewandelt. Bis jetzt
ist-in der Literatur in der Steroidreihe noch kein Fall bekannt, daBl durch mikrobielle
Umsetzung eine Inversion von Hydroxylgruppen stattfindet. Wir ordnen deshalb der
15-stindigen Hydroxylgruppe in II die 3-Stellung zu.

Die Festlegung der zweiten Hydroxylgruppe des Dihydroxy-progesterons (II) wird
experimentell indirekt dadurch bewiesen, daB in dieser Substanz die 11-Stellung nicht
substituiert ist. Bei der durch Calonectria decora bewirkten Umwandlung des 1la-
Hydroxy-progesterons (V) wird nach den Ergebnissen der Elementaranalyse nur eine
Hydroxylgruppe zusitzlich in das Molekiil eingefiihrt. Es wird ein Dihydroxy-progeste-
ron (VI) isoliert, dessen physikalische Konstanten sich von denen des Dihydroxy-
progesterons II wesentlich unterscheiden.

Daten der dargestellten Steroide

IR-Banden in cm™!

Schmp. oo (in Methylenchlorid) *
12B,15B8-Dihydroxy- 218° +186° 3605, 1690, 1672, 1622,
progesteron (II) (CH3 OH) 1363, 1040, 870
11a,158-Dihydroxy- 182° +180° 3600, 1710, 1670, 1620,
progesteron (VI) (CH3;0H) 1360, 1060
Pregnen-tetraon-(3.12.15.20) 208 —212° +249° 1748, 1712, 1676, 1622,
(1v) (CHCl3) 1362, 1168, 1110
Pregnen-tetraon-(3.11.15.20) 217—-225° +325¢° 1750, 1715, 1682, 1625,
(VII) (CHCly) 1210

Die Verbindung VI wird durch Einwirken von Chromsiureanhydrid in Eisessig bei
Zimmertemperatur in ein Pregnentetraon (VII) umgewandelt, dessen UV-Spektrum
in neutraler und alkalischer Alkohollosung mit dem von IV identisch ist.

Im IR-Spektrum stimmen beide Pregnentetraon-Verbindungen im Bereich der
Ketobanden iiberein. Sie unterscheiden sich jedoch wesentlich im Fingerprintbe-
reich. Substanz VII schmilzt um ca. 10° hoher und hat eine um 76° hohere spezifische
Drehung. Beide Pregnentetraon-Verbindungen (IV und VII), von denen VII in
11-Stellung substituiert ist, sind keinesfalls identisch. Verbindung VII ist A4-Pregnen-
tetraon-(3.11.15.20). Das bedeutet, daB die vierte Carbonylgruppe im Pregnentetraon
IV in 12-Stellung steht.

*) Samtliche IR-Spektren wurden mit dem ZeiB-UR 10-Gerit aufgenommen.
Chemische Berichte Jahrg. 90 167
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Die sterische Zuordnung der 12(£)-Hydroxylgruppe von 1l wird unter Anwendung
der Methode der molaren Rotationsdifferenzen gelGst.

M.SorkIN und T.REICHSTEIN!!D) haben die molaren Rotationsdifferenzen der in
12-Stellung epimeren 3e,12f-Dihydroxy-dtiocholansdure-methylester und 3x,12a-
Dihydroxy-dtiocholansidure-methylester bestimmt. Die 12«-Hydroxyverbindung hat
[MIp: +362° in Methanol und die 123-Hydroxyverbindung hat [M]p: +182° in
Methanol. Die molare Rotationsdifferenz A[M]p fiir den Ubergang der 12«-Hydroxy-
nach der 12B-Hydroxygruppe betrigt — 180°. Fiir den Ubergang der Methylengruppe
am C-Atom 12 des Sterinskeletts in die 12a-Hydroxy-Gruppierung wird aus bekann-
ten Verbindungen ein molarer Drehungsbeitrag von +76° in Aceton berechnet.

Fiir die Verbindung Il wird unter Beriicksichtigung des Drehungsbeitrages der
15B-Hydroxylgruppe fiir die 12(§)-Hydroxylgruppe ein molarer Drehungsbeitrag von
—90° in Methanol festgestelit. Die Hydroxylgruppe am C-Atom 12 der Verbindung I1
kann infolgedessen nicht die a-Stellung einnehmen. Der Unterschied zwischen dem
berechneten molaren Drehungsbeitrag der 12«-Hydroxylgruppe von +76° in Aceton
und dem gemessenen Wert fiir die 12(E)-Hydroxylgruppe der Verbindung 1l von
—90° in Methanol betridgt 166°. Dieser Wert stimmt in der Richtung und in der
GroBenordnung gut iiberein mit den von SorkIN und REICHSTEIN gemessenen Werten.

Die von uns auf mikrobiellem Wege dargestellte Verbindung 11 ist A4-128,15p-Di-
hydroxy-pregnen-dion-(3.20).

Wir danken Herrn Dr. K. HeLLER und Frl. U.WaGNER fiir die Aufnahme der 1R-Spektren,
Frl. CH. DAMKER und Frl. A.WENDA fiir die Messung der UV-Spektren sowie fiir die Durch-
filhrung der priaparativen Arbeiten.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

1. Fermentation: Die mikrobiellen Umsetzungen werden in einer Rilhrapparatur von 6/
Inhalt, in der 4/ Nahrlésung enthalten sind, durchgefiihrt. Die Beliiftung geschieht durch eine
G2-Fritte, die am Ende des hohlen Riihrers angebracht ist. Beliiftet wird mit 100/ Luft/Stde.
bei 200 Umdrehungen des Rithrers in der Minute.

Das Impfmaterial des Pilzes Calonectria decora wird in einem 500-ccm-Schilttelkolben auf
200ccm der iiblichen Czapek Dox-Néhrldsung, der 0.5 % Maisquellwasser zugegeben wurde,
angezogen. Nach 3 bis 4 Tagen wird es unter sterilen Bedingungen in die oben beschriebene
Rithrapparatur auf 4/ Nahrldsung iibergefiihrt. Nach weiterem 48stdg. Wachstum werden 2g
des Ausgangsmaterials, mit 2g Tween 80 in 50ccm Aceton geldst, zugegeben. Es ist zweck-
miBig, die Hydroxylierung papierchromatographisch zu kontrollieren. Normalerweise ist das
zugegebene Steroid nach 48stdg. Fermentation vollkommen umgesetzt.

Das Mycel wird von der Nihridsung durch Zentrifugieren getrennt, getrocknet, fein pui-
verisiert und mit Methylenchlorid erschdpfend extrahiert. Das Kulturfiltrat wird 4mal mit
.57 Methylenchliorid extrahiert, simtliche Extrakte werden vereinigt, getrocknet und eingeengt.

2. 12B,158-Dihydroxy-progesteron (11): Aus 2g Progesteron (I) werden nach der oben be-
schriebenen Methode 3g Rohextrakt erhalten, der teilweise kristallisiert. Nach Zugabe von
Sccm Aceton kristallisieren 1.7g 7/ vom Schmp. 214 —216° aus. Nach Umkristallisieren aus
Aceton erhilt man Prismen vom Schmp. 218°.

11) Helv. chim. Acta 29, 1218 [1946].
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Substanz 11 wird ebenfalls erhalten, wenn 2.0g /58-Hydroxy-progesteron (111) in gleicher
Weise umgesetzt werden.
Zur Analyse wird 2 Stdn. bei 78° i. Vak. getrocknet. [a}¥: +139+3° (in CHCl3), +186+3°
(in Methanol).
UV-Spektrum in Athanol: Apgy = 241 my (loge = 4.23).
IR-Spektrum: siehe Tab.
C,1H3004 (346.5) Ber. C72.80 H 8.73 Gef. C 72.56 H 8.80

Aus den Mutterlaugen k&énnen durch Chromatographie an Silicagel und Elution mit
Chloroform-Aceton-Gemisch noch 120mg Il erhalten werden.

3. lla,158-Dihydroxy-progesteron (VI): Der nach der biologischen Umsetzung aus 2g
1la-Hydroxy-progesteron (V) erhaltene und eingeengte Extrakt kristallisiert nicht spontan.
Er wird mehrmals in Chloroform geltst, wieder eingedampft und zuletzt in 400ccm Chloro-
form aufgenommen. Die Lésung wird auf eine Siule gebracht, die mit 450g gut getrocknetem
Silicagel beschickt ist.

Die Elution geschieht mit Chloroform-Aceton-Gemisch, bei dem der Acetongehait stindig
gesteigert wird. Jedes Eluat umfaBt 400ccm, das jeweils in mehreren Kdlbchen aufgefangen
wird.

Man erhilt folgende Fraktionen bei:

5% Aceton  95% Chloroform (o]
10% Aceton 909, Chloroform Antischaummittel
15% Aceton 859, Chioroform Tween 80
usw. bis
609 Aceton 409, Chloroform Kristalle

Die zusammengehdrigen Fraktionen werden vereinigt und aus Essigester umkristallisiert.
Man erhilt vorziiglich gewachsene, stark lichtbrechende Prismen, deren Kantenldnge bis zu
4 mm betriigt. Schmp. 182 —183°, Zur Analyse wird 2 Stdn. i. Vak. getrocknet. [aJ3: +1804-3°
(in Methanol).

UV-Spektrum in Athanol: Ape, = 243my (loge = 4.21).

IR-Spektrum: siche Tab.

C71H3004 (346.5) Ber. C 72.80 H8.73 Gef. C 72.51 H 8.90

4. A%-Pregnen-tetraon-(3.12.15.20) (1V): 1g 12B,158-Dihydroxy-progesteron (II) wird in
15 ccm 90-proz. Essigsaure gelost, auf + 10° abgekiihit und bei dieser Temperatur mit 4 Aquivv.
CrQj; in 10ccm Essigsdure versetzt. Nach 6stdg. Riihren bei 10° wird unter Turbinieren mit
NaHCO;-Losung die Essigsdure weitgehend abgestumpft, so daB die Losung noch schwach
sauer (py A6) reagiert. Man extrahiert mehrmals mit Essigester oder Chloroform, wiischt die
vereinigten organischen Phasen mit Wasser, trocknet {iber Na;SO4 und engt i. Vak. ein. Der
teilweise kristalline Ridckstand betragt 0.78 g. Er wird in Isopropylalkohol aufgenommen und
zur Kristallisation bei —10° stehengelassen. Man erhilt 0.65g vom Schmp. 204 —-211°. Aus
der Mutterlauge werden weitere 0.05g vom Schmp. 198 —202° isoliert. Nach nochmaliger
Umkristallisation beider Kristalifraktionen aus Isopropylalkohol schmilzt die Substanz bei
208 —212°. Zur Analyse wird 2 Stdn. bei 78° i. Vak. getrocknet. [«]%: 4-2494-3° (in Chloro-
form).

UV-Spektrum in Athanol: Ay, = 238my (log e = 4.20).

IR-Spektrum: siehe Tab.

C21H2604 (342.4) Ber. C73.66 H 7.65 Gef. C73.69 H 7.73
167*
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5. 4-Pregnen-retraon-(3.11.15.20) (VII): 305 mg 1 1a,15B-Dihydroxy-progesteron ( VI) wer-
denin 3.05ccm 80-proz. Essigsdure gelost, auf + 15° abgekiihlt, mit 1.22ccm Chromséurels-
sung versetzt und 4 Stdn. bei dieser Temperatur oxydiert. Nach der unter IV beschriebenen
Aufarbeitung werden aus Isopropylalkohol farblose Kristalle vom Schmp. 217—225° erhal-
ten. Die Ausbeute betrdgt 160mg. Zur Analyse wird 2 Stdn. i. Vak. getrocknet. [z)%: +325+3°
(in Chloroform).

UV-Spektrum in Athanol: Ay = 238my (loge = 4.18).

1R-Spektrum: siehe Tab.

C21H2604 (342.4) Ber. C73.66 H 7.65 Gef. C73.42 H7.70

WOLFGANG PFLEIDERER

Pteridine, 1
UBER 2.4-DIOXO-TETRAHYDROPTERIDINE *

Aus dem Institut filr Organische Chemie und Organisch-Chemische Technologie
der Technischen Hochschule Stuttgart

(Eingegangen am 3. Juli 1957)

Es wird gezeigt, daB das Lumazin in wiBrigem Medium als 2.4-Dioxo-tetra-
hydropteridin zu formulieren ist. Die lonisation der H-Atome erfolgt in erster
Stufe vom N-i- und in zweiter vom N-3-Atom.

Die Atomanordnung im Pteridinmolekiil hat zur Folge, daB sich in den Mono-
und Polyhydroxyderivaten die Hydroxygruppen stets in «-Stellung zu einem Ring-
stickstoffatom befinden. Die Hydroxypteridine stellen demzufolge cyclische Sdure-
amide dar, deren Struktur naturgemif das Problem der Lactam-Lactim-Tautomerie
der Carbonsdureamide aufwirft.

OH
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Da die Monohydroxypteridine1—5) schon eingehend untersucht worden sind, haben
wir unsere Untersuchungen am Lumazin, dem 2.4-Dihydroxy-pteridin (I), begonnen,
mit dem Ziel, die Struktur des Neutralmolekiils in widBrigem Medium sowie die
Reihenfolge der Ionisation der H-Atome zu bestimmen. Die Darstellung sédmtlicher

*) Wir verwenden die international eingefilhrte amerikanische Bezifferung des Pteridin-
systems.
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