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165. Mikrobiologische Umwandlung von bicyclischen Monoterpenen
durch Absidia orchidis (VUILL.) HAGEM.

2. Teil. Hydroxylierung von Fenchon und Isofenchon?)
18. Mittcilung iiber Reaktionen mit Mikroorganismen {1]

von B. Pfrunder und Ch. Tamm

Lustitut fiir Organische Chemie der Universitat Bascl

(26. VL. 69)

Summary. (+)-Fenchone (3a) was transformed to 6-cxo-hydroxy-fenchone (68-hydroxy-
1,3, 3-trimethyl-nor-bornan-2-one) (la) and to 5-cxo-hydroxy-fenchone (58-hydroxy-1,3,3-tri-
methyl-nor-bornan-2-one (4a) by the mycclium of Absidia orchidis (VUILL.) HaGgEM. The structure
of the two products was proven by a detailed analysis of the NMR. spectra of the corresponding
acetyl derivatives 2a and 5a respectively, and by CrOj-oxidation. la yielded the §-diketone 6a,
and 4a the dikctone 8a. Whereas 8a was stable to alkali 6a was cleaved to the cyclopentane
carboxylic acids 7 and 9. — Incubation of { — )-fenchone (3b) yielded the enantiomeric hydroxylation
products 1b and 4b in the same ratio. — {—)-Isofenchonc (11a) was transformed by Absidia
orchidis into the two cpimers 6-endo-hydroxy-isofenchone (6a-hvdroxy-1,5,5-trimethyl-nor-
bornan-2-one} (12a) and 6-cxo-hydroxy-isofenchone {65-hydroxy-1,5, 5-trimethyl-nor-bornan-2-
one) (10a). CrOg-oxidation of both 10a and 12a gave the same f-dikctonc 6a. — (+)-Isofenchone
gave the corresponding enantiomeric hydroxy derivatives 10b and 12b on incubation with
Absidia ovchidis.

1) Uber einen Teil dieser LErgebnisse wurde am 151st National Meceting der American Chemical
Society, Pittsburgh, Pa., USA, 22.-31. Méirz 1966, im Rahmen des «Symposium on Novel
Microbiological Transformations of Medicinal Interest» vorgetragen.
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Nachdem wir bei der Inkubation der beiden «-Diketone Campherchinon und
Isofenchonchinon mit einer Mycelsuspension von Absidia orchidis (VUILL.) HAGEM
selektive und stereospezifische Reduktion der 1,2-Dicarbonyl-Gruppierungen zu e-
Ketolen festgestellt hatten, intercssierte uns das Verhalten der entsprechenden
Monoketone gegeniiber diesem Mikroorganismus. Wie bereits in der vorstehenden
Mitteilung erwdhnt wurde, trat beim Campher unter analogen Bedingungen keinerlei
Umwandlung ein {1]. Anders verhalten sich hingegen, wie im folgenden gezeigt wird,
Fenchon (3) und Isofenchon (11).

1. Fenchon. - Bei Fenchon hatten CHAPMAN ef al. { 2] vor einigen Jahren die Bildung
von 1,2-Fencholid und 2,3-Fencholid nach Inkubation mit einer Corynebacteriim-
Spezies beobachtet. Doch nahm die Reaktion nach Inkubation mit einer Mycel-
suspension von Absidia orchidis einen anderen Verlauf, indem (+)-Fenchon (3a) nach
Schiitteln wihrend 4 Tagen bei 28° zwei neue Produkte ergab, die beide im Diinn-
schichtchromatogramm langsamer liefen. Nach chromatographischer Reinigung an
Kieselgel erhielten wir zwei reine krist. Stoffe vom Smp. 70-70,5%; {5 = +49° 4 3°
(Chloroform) bzw. vom Smp. 84,5-85°; |alfy = F59° + 3° (Chloroform) in einer
Gesamtausbeute von ca. 509%,. Die beiden Produkte sind neu. Aufgrund der chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften kommt dem ersteren die Struktur 1a, dem
letzteren diejenige von 4a zu. Es handelt sich somit um Monohydroxy-Derivate des
(+)-Fenchons.

Die Elementaranalyse von 1a stimmtc auf die Summenformel C;yH,40,. Das IR.-
Spektrum in CCl;-Lésung zeigte HO-Banden bei 3620 cm—! (scharf) und 3480 cm~!
(breit), wobei letztere konzentrationsabhingig ist. Infolgedessen handelt es sich hier
um eine intermolekulare Assoziation. Bei 1740 cm~! war die C=0-Streckschwingung
einer Carbonylgruppe sichtbar. Behandlung von 1a mit Acetanhydrid in Pyridin bei
36° ergab das Mono-O-acetylderivat 2a. Bei der Oxydation mit CrO, in Eisessig ent-
stand das Diketon 6. Im IR.-Spektrum von 6 waren zwei Carbonylbanden bei 1765 cm~—1
und 1735 cm~!, wie dies fiir §-Diketone charakteristisch ist (vgl. [3]), sichtbar. Das
UV.-Spektrum in Cyclohexan zeigte Absorptionsmaxima bei 197 nm (loge = 3,22),
212nm (loge = 2,89), 318 nm (loge = 2,22) und 329 nm (loge = 2,22), Diese Absorption
ist mit dem Vorliegen von zwei isolierten Ketogruppen im Einklang. Behandlung des
B-Diketons mit 1-proz. methanolischer KOH bei 48° wihrend 3 Std. ergab ein
Kristallisat, das sich nach dem NMR.-Spektrum als ein Gemisch von zwei Keto-
carbonsauren erwies. Es hat somit die fiir 8-Dicarbonylverbindungen charakteristische
Saurespaltung stattgefunden. Trotz vielen Versuchen war es nicht méglich, das Saure-
gemisch zu trennen. Auch die Methylester und p-Bromphenacylester konnten weder
gas-chromatographisch noch durch Chromatographie an der Kieselgelsdule getrennt
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werden. Es gelang jedoch, die Konstitution der beiden unbekannten Sduren als 7 bzw.
9 mit Hilfe von spektroskopischen Methoden zu bestimmen.

Das IR.-Spektrum des Sduregemisches zeigte zwei C=0-Streckschwingungen. Die
Bande bei 1740 cm~! deutet auf ein Funfringketon und diejenige bei 1710 cm—! aut
eine Carboxylgruppe hin. Die Sdurespaltung des 8-Diketons hat ausschliesslich Carbon-
sduren mit einem Cyclopentanring ergeben und keine Cyclohexanoncarbonsiure.
Infolgedessen miissen sich die beiden Carbonylgruppen im S-Diketon in 2,6-Stellung
befinden. Die urspriinglich noch mdégliche Alternative eines 6,7-Diketons A hitte bei
der Sdurespaltung wahrscheinlich ein Gemisch der zwei Ketocarbonsiuren B und C
ergeben, von denen die eine einen Cyclohexanring besitzt.

Daraus folgt, dass die mikrobielle Hydroxylierung des (--)-Fenchons in 2-Stellung
stattgefunden hat. Einen ersten Hinweis auf die Konfiguration der 2-Hydroxy-
Gruppe lieferte das IR.-Spektrum. Es zeigte keine intramolekulare Assoziation mit der
6-Ketogruppe. Ein eindeutiger Konfigurationsbeweis liess sich auf Grund des 100-

la (R = H) 6-exo-Hydroxy- (+)-Fenchon 4a (R = H) 5-cxo-Hydroxy-
fulchon 3b (—)-Fenchon fcnchon
1b (R=H) 4b (R=H)
2a (R = Ac) 5a (R = Ac)
CrO3 CrOy
0,
Q
0 KOH 0
"
O
COOH
6a 7 8a
KOH
0
Ac = CH,CO-
COOH
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MHz-NMR.-Spektrums des Acetylderivats 2a erbringen, indem durch Spin-Spin-
Entkopplung alle Signale zugeordnet werden konnten. Durch diese Doppelresonanz-
versuche waren die folgenden Kopplungen feststellbar (vgl. Fig. 1): Einstrahlung auf
H, ergab Jo.r=4,5 Hz und J;;, = 1,5 Hz sowie Einstrahlung auf Hy ergab [z, =
11,0 Hzund [z = 2,5 Hz. Die einzelnen Protonen zeigen die folgenden Multiplizititen:

H, erscheint als Multiplett mit [z = 7,0 Hz; J s = 3,5 Hz und J,z = 0,5 Hz.
Die weitreichende Kopplung zwischen H, und Hy beweist die endo-Stellung von H,
bzw. die exo-Stellung der 6-Acetoxygruppe. Sie verschwindet, wenn auf der Frequenz
von Hp, eingestrahlt wird.

Hp tritt als Multiplett auf, mit [z = 14,0 Hz; J5, = 7,0 Hz; Jpz = 2,5 Hz und
Jsc = 0,5 Hz. Die Kopplung zwischen Hy und Hj verschwindet, wenn auf der
Frequenz von Hp, eingestrahlt wird. Der Torsionswinkel zwischen Hy und H betrigt
ca. 79° [4]. Dieser Wert entspricht nach KarrLUs [5] einer Kopplungskonstante
J < 0,5 Hz. Gefunden wurden J ~ 0,5 Hz.

H, erscheint als unaufgeldstes Dublett mit J.r = 4,5 Hz. Dieser Wert passt sehr
gut auf einen Torsionswinkel von 44° (vgl. [4] [5} und die fiir 3-endo-Hydroxy-campher
gefundenen Werte [1]). Die Kopplung [z von 1,5 Hz war nicht direkt aus dem
Spektrum zu entnehmen. Wird jedoch auf Hj eingestrahlt, so wird das Signal von H,
intensiver und schirfer.

Hj, verursacht ein Quadruplett, dessen linke Hilfte schlecht sichtbar ist, mit den
Kopplungen Jpr = 11,0 Hz, welche beim Einstrahlen auf Hj verschwindet, und
Jne = 1,5 Hz, welche beim Einstrahlen auf H verschwindet.

Hj; erscheint als ein unaufgeldstes Dublett, dessen rechte Hilfte schlecht sichtbar
ist, mit den Kopplungen Jpp = 11,0 Hz (vgl. Hp); Jee = 1,5 Hz (vgl. Hy) und
Jrea = 0,5 Hz (vgl. H,).

Hj gibt ein Multiplett mit den Kopplungen Jpp = 14,0 Hz; Jzy = 3,5 Hz und
Jrc = 4,5 Hz (vgl. Hy).

Damit ist die exo-Stellung des H-Atoms an C-6 bzw. die 6-Acetoxygruppe bzw.
die 6-exo-Stellung des mikrobiologisch eingefiihrten Hydroxyls sichergestellt. Es
liegt das 6-exo-Hydroxy-fenchon vor?).

Das zweite Hydroxylierungsprodukt vom Smp. 84,5-85° des (+)-Fenchons besitzt,
wie bereits erwdhnt, die Konstitution 4a mit der Summenformel C,,H,,0,. 4a ist
somit isomer mit la. Das IR.-Spektrum zeigte in CCl; HO-Banden bei 3625 cm—!
(scharf) und bei 3495 cm~?! (breit). Letztere verschwindet bei Anderung der Konzen-
tration. Es handelt sich hier um eine intermolekulare Assoziation. Bei 1743 cm—1 war
eine C=0-Schwingung sichtbar. Mit Acetanhydrid in Pyridin bei 36° lieferte 4a das
Mono-O-acetylderivat 5a. Behandlung mit CrO;, in Eisessig bei 22° ergab das krist.
Diketon 8, das von 6 verschieden war. Das zweite Hydroxylierungsprodukt ist somit
kein Epimeres vom ersteren. Das IR.-Spektrum des Diketons in CCl, zeigte bei
1760 cm~! nur eine einzige C-O-Streckschiwingung. Nach 5-stiindiger Behandlung mit
methanolischer KOH bei 46° wurde 8 unverindert zuriickgewonnen. Unter diesen
Bedingungen war beim isomeren Diketon 6 eine vollstindige Sdurespaltung einge-
treten. Die Stabilitdt gegeniiber Alkali und das Auftreten einer einzigen Carbonyl-

2) Die an sich sehr unwahrscheinliche Méglichkeit einer nachtriglichen Dehydrierung der mikro-
bioclogisch eingefithrten HO-Gruppe und Reduktion der urspriinglichen Ketogruppe ist damit
ausgeschlossen.
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Fig. 1. 700-MHz-NMR.-Spektrum wvon 6-exo-Acetoxy-fenchon (68-Acetoxy-1,3, 3-trimethyl-nor-
bornan-2-on) (2a) in CDCIy 3)

schwingung im IR.-Spektrum schliesst eine f-Dicarbonylgruppierung aus. Es liegt
deshalb ein y-Diketon der Struktur 8 vor. Damit ist auch die 5-Stellung der mikro-
biologisch eingefithrten Hydroxylgruppe festgelegt. Ihre Konfiguration liess sich auch
in diesem Falle mit Hilfe des 100-MHz-NMR.-Spektrums von 4a und Doppelresonanz-
versuchen eindeutig bestimmen (vgl. Fig. 2). Dadurch liess sich die folgende Zuordnung
treffen:

Einstrahlung auf H, ergab [,, = 6,5 Hz; J,» = 1,7 Hz; J,c = 1,0 Hz und
J4r = 1,0 Hz sowie Einstrahlung auf Hy ergab J.r = 1,5 Hz und J.z = 1,0 Hz und
schliesslich wurden durch Einstrahlung auf H. die Kopplungen Jz;. = 2,0 Hz; Jor =
1,5Hz; J.4=1,0Hzund J;; = 1,0 Hz ermittelt. Die Signale der einzelnen Protonen
zeigten die folgenden Aufspaltungen:

H, erscheint als unaufgeldstes Dublett mit [, =6,5 Hz; [ »= 1,7 Hzund J 4, =
1,0 Hz. Die Aufspaltungen verschwinden bei Entkopplung von H,. Bei der letzteren
handelt es sich um eine weitreichende Kopplung, die nur mit der endo-Stellung von
H, bzw. der exo-Stellung der HO-Gruppe vereinbar ist.

Hj tritt als Quadruplett auf mit J;, = 10,5 Hz und [z = 2,0 Hz. Diese Auf-
spaltung verschwindet bei Entkopplung von H¢.

H, erscheint als unaufgeldstes Singulett. Es lassen sich aber folgende Kopplungen
nachweisen: [, = 1,0 Hz nach Entkopplung von H,; J.; = 1,0 Hz, indem Ent-
kopplung von Hj eine schwache Aufspaltung des H,-Signals bewirkt; Je.r = 1,0 Hz,
die nicht eindeutig ist, sowie J.p = 1,5 Hz.

H,, verursacht ein Multiplett mit J,; = 13,5 Hz, J,, = 6,5 Hz, das bei Ent-
kopplung von H, verschwindet, sowie [, = 2,2 Hz.

3) Aufgenommen mit einem VAaRIAN-Spektrometer HA-100; Feldinderungsgeschwindigkeit
1 Hzjs; chemische Verschiebungen in §-Werten mit Tetramethylsilan (TMS) als internem
Standard (§ = 0). DR. bedeutet Doppelresonanz. Den Herren PD Dr. R. F. ZUrCHER und Dr.
F. StuBERr, CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, sci auch an dieser Stelle fiir diese Messungen
bestens gedankt.
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Fig. 2. 7100-MHz-NM R.-Spektrum von 5-exo-Hydvoxy-fenchon (5f-Hydvoxy-1,3, 3-tvimethyl-nor-
bornan-2-on) (4a) in CiDg+ D,03%)

Hjy erscheint als Multiplett, dessen linke Seite nicht aufgelost ist, mit Jpz =
10,5 Hz; die bei Einstrahlung auf Hy verschwindet; Jz. = 1,0 Hz, welche nicht ein-
deutig nachweisbar ist, doch verdndert sich das Signal bei Einstrahlung auf Hg;
JEea = 1,0 Hz, die sich bei Einstrahlung auf H  verdndert, sowie Jp; = 2,2 Hz. Diese
Kopplung ist aus der Aufspaltung von Hj, ersichtlich.

H; tritt als Sextett in Erscheinung. Seine linke Seite wird teilweise durch das
Signal von Hp verdeckt. Folgende Kopplungen liessen sich {eststellen: Jrpp =
13,5 Hz; Jz4 = 1,5 Hz und Jz. = 1,5 Hz. Letztere verschwindet bei Einstrahlung
auf H.

Damit ist die 5-exo-Stellung der mikrobiologisch eingefiihrten HO-Gruppe sicher-
gestellt 2).

Um die Stereospezifitit der mikrobiellen Hydroxylierung ndher abzukliren,
inkubierten wir das enantiomere (—)-Fenchon (3b) mit einer wasserigen Mycel-
suspension von Absidia orchidis unter den gleichen Bedingungen. Wir erhielten zwar
die beiden gleichen, enantiomeren Hydroxylprodukte 1b und 4b, jedoch in verschie-
denem Mengenverhiltnis, nimlich ca. 609, von 1b und ca. 309, von 4b.

2. Isofenchon. — (—)-Isofenchon (11a) ergab nach Inkubation mit einer wésserigen
Mycelsuspension von 4. orchidis wahrend 3,5 Tagen zwei neue Reaktionsprodukte
(Ausbeute ca. 609,), die im Diinnschichtchromatogramm langsamer liefen. Das
Diinnschichtchromatogramm des Rohprodukts zeigte noch 6 weitere, allerdings
bedeutend schwichere Flecke, die aber aus der Ndhrlésung stammten und deshalb
nicht weiter untersucht wurden. Nach dreimaliger Chromatographie des Rohprodukts
an Kieselgel erhielten wir zu etwa gleichen Teilen zwei 6lige Produkte, die nach
lingerem Stehen erstarrten, sich aber nicht uimkristallisieren liessen. Das bei 63-64,5°
schmelzende Produkt besitzt die Konstitution 10, dasjenige vom Smp. 70-71° Struktur
12. Die Analysenwerte beider Stoffe passten auf die Formel C,,H,40, eines Monohy-
droxyderivats von 11. Das IR.-Spektrum von 10 in CCl,-Losung zeigte Hydroxyl-
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banden bei 3610 em~! (scharf) und 3460 cm™! (breit). Letztere verschwand nach Ver-
diinnen der Losung. Sie diirfte durch intramolekulare Assoziation zustande kommen.

Das IR.-Spektrum von 12 in CCl;-Lésung zeigte bei 3605 cm~1 nur eine schwache
Hydroxylbande, hingegen bei 3460 cm~! eine sehr breite Schwingung, die nach Ver-
diinnung erhalten blieb. Es diirfte sich hier um eine intermolekulare Assoziation
handeln.

Sowohl 10 als auch 12 ergaben bei der Oxydation mit CrO, in Eisessig dasselbe
krist. Diketon, das nach allen Kriterien mit dem g-Diketon 6a identisch war. Es liegt
ein Epimerenpaar vor. Das Diketon éa war durch Oxydation des Hydroxylierungs-
produktes 1a des (+)-Fenchons (3a) erhalten worden (siehe 1.). Damit ist die 6-
Stellung der Hydroxylgruppe in 10 und 12 gesichert. Anhaltspunkte tiber die Konfigu-
ration der Hydroxylgruppen von 10 und 12 ergeben die IR.-Spektren, indem die
intramolekulare Assoziation von 12 mit der 2-Ketogruppe auf eine endo-stindige
Stellung deutet. Die Zuordnung liess sich mit Hilfe des 100-MHz-NMR.-Spektrums
von 10 und 12 und Doppelresonanzversuchen beweisen (vgl. Fig. 3).

%OH A.orch. E@ A. orch %

10a 11a )-Isofenchon 12a
10b 11b + )-Isofenchon 12b
Cf03 Cr03
0
6a

Aus den DrEIDING-Modellen der beiden Verbindungen ist ersichtlich, dass bei
12a eine weitreichende Kopplung (W-Struktur) zwischen dem exo-stindigen Proton
H, und Hp méglich ist. Eine Kopplung zwischen H, und Hj, ist jedoch nicht zu er-
warten. Bei 10a ist hingegen eine weitreichende Kopplung zwischen den H, und Hy
kauni méglich, hingegen scheint eine solche zwischen H, und Hj wahrscheinlich. Um
dies abzukldren, mussten zuerst die Signale von H,, H, und H, im Spektrum
lokalisiert werden.

Das NMR.-Spektrum von 12a (vgl. Fig. 3) zeigt bei 3,56 ppm ein schwach ver-
breitertes Singulett, das dem Methinproton H, zugeordnet werden kann. Bei 1,52 ppm
und 1,41 ppm erscheint ein Dublett, dessen Kopplungskonstante von 11 Hz die Ver-
mutung nahe legt, dass es sich hier um H oder H,, handelt. Proton B muss sich im
Signalhaufen zwischen 2,5 ppm und 1,8 ppm befinden. Beim Einstrahlen mit der

104
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Frequenz von 2710 Hz trat eine Verschirfung der Signale bei 3,56 ppm (H,) und
1,52 ppm bzw. 1,41 ppm (Dublett von H¢ oder Hj) ein. Damit kann das Signal bei
2,1 ppm Hj zugeordnet werden. Gleichzeitig ist die weitreichende Kopplung zwischen
H, und Hj; bewiesen. Diese ist aber nur méglich, wenn H, exostdndig angeordnet ist.
Die Hydroxylgruppe nimmt somit die endo-Stellung ein.

Das 100-MHz-Spektrum von 10a (vgl. Fig. 4) zeigt bei 3,10 ppm ein verbreitertes
Singulett, das H, zugeordnet werden kann. Zwischen 1,8 ppm und 1,4 ppm ist ein
Signalhaufen von 3-4 Protonen sichtbar. Bei 1,49 ppm und 1,38 ppm erscheint wieder
eines der beiden Protonen H. bzw. Hj, als Dublett mit J ~ 11 Hz. Wird auf H, ein-
gestrahlt, so wird das Dublett schirfer, d.h. die Kopplung von H, ist verschwunden.
Folglich handelt es sich hier um Hj,, das mit H, welches sich im Signalhaufen be-

Ty r
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Fig. 3. 700-MHz-NMR.-Spektrum von 6-endo-Hydroxy-isofenchon (bo-Hydvoxy-1,5,5-tvimethyl-
nor-bornan-2-on) (12a) in CDCly+ D,03)
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Fig. 4. 100-M Hz-N M R .-Spektvum von O-exo-Hydvoxy-isofenchon (0-Hydroxy-1,5,5-trimethyl-nor-
bornan-2-on) (10a) in CDCly+ Dy03%)
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findet, koppelt (J ~ 11 Hz). Beim Einstrahlen auf Hj verschwindet die Kopplung
von 1,5 Hz, mit der H, durch Hj, aufgespalten wird. Gleichzeitig vereinfacht sich der
Signalhaufen in der Gegend von 2,2 ppm, wo sich H befinden diirfte. Damit ist die
endo-Stellung von H, bzw. die exo-Konfiguration der HO-Gruppe sichergestellt.

Umsetzung des enantiomeren (-+)-Isofenchons (11b) mit A. orchidis unter analogen
Bedingungen ergab die beiden optischen Antipoden der oben beschriebenen Hydroxy-
lierungsprodukte, also 10b und 12b in genau gleicher Ausbeute und gleichem Mengen-
verhiltnis.

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
LICHEN FORSCHUNG fiir die finanzielle Unterstiittzung dieser Arbeit (Projekte Nr. 2535 und 3976).

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. Die Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert;
Fehlergrenze ca. 4 2°. Substanzproben zur Messung der spez. Drehungen und Spektren wurden
20 Min. bei 35°/15 Torr und zur Elementaranalyse 1 Std. bei 25°/0,02 Torr getrocknet. Die
Elementaranalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium unseres Instituts
(E. THoMMEN). Die IR.-Spektren wurden entweder mit einem PErxiN-ELMER-TR.-Gitterspektro-
meter, Modell 125, oder mit einem BECKMAaN-Spektrophotometer, Modecll IR 8, die NMR.-
Spektren mit einem VaRiaN-Spektrometer, Modecll A-60, im Spektrallaboratorium unseres
Instituts (K. AEGERTER) aufgenommen. Zur Sdulenchromatographie nach Duxcan [6] diente
Kieselgel (Korngrosse 0,05-0,20 mm). Fir die Diinnschichtchromatographie (DC.) [7] wurde
Kieselgel G als Adsorbens verwendet. Als Flicssmittel dienten meistens Ather-Petrolither-Ge-
mische. Die Flecke wurden durch Besprithen mit H,50, in Athanol und anschlicssendem Erwérmen
auf 110° oder durch J,-Ddmpfe sichtbar gemacht.

2. Kultur dev Mikvoorganismen. Proben einer Schrigagarkultur von Absidia orchidis (VUILL.)
Hacem (Herkunft: Dr. Y. Nozakr, SHioNoGr & Co., LTD., Osaka, Japan) wurden direkt als Impf{-
material fiir die Nidhrlésung verwendet. Nihrlosung: 3,59 Glucose, 3,0%, Bacto-Pepton, 0,5%
Maislauge. Zum Versuch wurden 1000-ml-ERLENMEYER-Kolben mit je 200 ml Nihrlésung benutzt.
Die Gefisse wurden 40 Min. im Dampfautoklaven bei 120° sterilisiert und dann beimpit. Die
ErLENMEYER-Kolben wurden auf einer rotierenden Schiittelmaschine (170 Umdrchungen/Min.)
48 Std. bei 27° inkubiert. Nach Zugabe des Substrats (50-90 mg pro ERLENMEYER-Kolben)
wurde wiahrend 72-120 Std. weitergeschiittelt. Bei der Umsetzung in Mycelsuspension wurde das
Myecel zuerst mit dem umzusetzenden Substrat altiviert (25 mg Substrat in 0,5 ml Aceton pro
ErLENMEYER-Kolben). Nach weiterem Schiitteln wahrend 12 Std. wurde das Mycel durch
Filtration auf einem Gazestoff gesammelt, leicht ausgepresst, mit dest. Wasser gewaschen und
wiederum auf die ERLENMEYER-Kolben mit je 200 ml dest. Wasser verteilt. Zu diecser Mycel-
suspension wurde das Substrat, geldst in wenig Methanol oder Aceton, gegeben.

3. Hydvoxylierung von (+)- und (—)-Fenchon

3.1. Umsetzung von (+)-Fenchon (3a) mit A. orchidis. Eine Lésung von 2,13 g (+)-Fenchon
in 15 ml Methanol wurde auf 30 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben verteilt, die das Pilzmycel in jc
150 ml N#hrlésung suspendiert enthielten, das 60 Std. auf der rotierenden Schiittelmaschine ge-
wachsen war. Die Umsetzung wurde bei 28° durchgefithrt und anhand der Diinnschichtchromato-
graphie von entnommenen Proben verfolgt. Nach 96 Std. wurde das Mycel abfiltriert, mit Methylen-
chlorid-Methanol-(9:1) nachgewaschen und die wasserige Losung 4mal mit je 350 ml Methylen-
chlorid-Methanol-(9:1) extrahiert. Die dabei entstandene Emulsion trennte sich beim langsamen
Filtrieren durch gewohnliche Watte. Nach Waschen mit Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und Ein-
dampfen iiber eine ViGREUX-Kolonne, wurden 1,73 g braunes Rohprodukt erhalten, das im Diunn-
schichtchromatogramm neben Edukt zwei langsamer laufende Flecke erkennen liess. Beim Be-
sprihen mit H,SO, und anschliessendem Erwidrmen auf 95° firbten sich diese zwei Flecke violett.
Sechs weitere schwache Flecke waren sichtbar. Es wurde aber auf einc Isolation dieser Substanzen
verzichtet, da das Diinnschichtchromatogramm eines Extraktes ciner ohne Substrat unter gleichen
Bedingungen gewachscnen Kultur von 4. orchidis ebenfalls diese Flecke zeigte. Das Rohprodukt
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wurde an 220 g Kieselgel chromatographiert (Elutionsgemisch: Ather-Petroldther-(4:1)). Erhalten
wurden die folgenden Fraktionen (Reihenfolge der Elution): 492 mg (+ )-Fenchon (3a), 87 mg
Material aus drei kleinen Fraktionen (verworfen), 90 mg 6-exo-Hydroxy-fenchon (la}, 285 mg
Gemisch von 1a und 3a und 128 mg 5-exo-Hydroxy-fenchon (3a). Durch nochmalige Chromato-
graphie des Gemisches von 1a und 3a (285 mg) an 100 g IKieselgel (Elutionsgemisch: Ather-
Petroldther-(2: 1)) wurden neben 78 mg Gemisch von 1a und 3a 45 mg reines la und 72 mg reines
3a erhalten. Kristallisieren der la-haltigen Fraktionen aus Pentan-Mecthylenchlorid-(9:1) ergab
122 mg 6-exo-Hydrvoxy-fenchon (63-Hydvoxy-1,3,3-trimethyl-nov-bornan-2-on) (l1a) in farblosen
Kristallen vom Smp. 70-70,5°; [a]} = +49° + 3° (¢ = 1,457 in Chloroform); UV.-Spektrum in
Cyvclohexan: Maxima bei 195 (3,23); 292 (1,45); 309 (1,41) nm (loge).
CioHpg0y (168,23) Ber. C 71,39 H 9,959%  Gef. C72,26 H 10,229,

Kristallisation der 4a-haltigen I'raktionen aus Pentan-Methylenchlorid-(9:1) ergab 189 mg
S-exo-Hydroxy-fevchon (58-Hydroxy-1,3, 3-trimethyl-nov-bornan-2-on) (4a) in farblosen Nadeln vom
Smp. 84,5-85°%; [a]ly = +59° + 3° (¢ = 1,309 in Chloroform); UV.-Spektrum in Cyclohexan:
Maxima bei 192 (3,04); 275 (1,61); 280 (1,61); 288 (1,61); 304 (1,56) nm (loge).

CoH60, (168,23)  Ber. C 71,39 H 9,59%  Gef. C 71,59 H 9,609,

3.2. O-exo-Acetoxy-fenchon (68-Acetoxy-1,3, 3-trimethyl-nor-bornan-2-on) (2a). Eine Losung von
58 mg 6-exo-Hydroxy-fenchon (1a) in 1,5 ml abs. Pyridin und 1,35 ml Acetanhydrid wurde bei 36°
stehengelassen. Nach 40 Std. wurde mit Eis versctzt, mit HC! kongosauer gestellt und 4mal mit
Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach 3maligem Waschen mit Wasser, Trocknen iiber Nay,SO, und
LEindampfen uiber einc ViGREUX-Kolonne resultierten 57 mg Rohprodukt, das durch Chromato-
graphic an 6 g Kieselgel mit Ather-Petrolither-(3:2) als Elutionsmittel gereinigt wurde. Es
resultierten 45 mg farbloses O1; [a]#} = +16° 4+ 3° (¢ = 0,813 in Chloroform).

3.3. 5-exo-Acetoxy-fenchon (5f-Acetoxy-1, 3, 3-trimethyl-nor-bornan-2-on) (5a). Einc Losung von
70 mg 5-exo-Hydroxy-fenchon (4a) ergab nach der wie bei 3.2. durchgefithrten Acctylierung
72 mg Rohprodukt, das durch Chromatographie an 10 g Kieselgel mit Ather-Petrolither-(3:2) als
Elutionsmittel, gereinigt wurde. Es resultierte ein farbloses Ol, das nach lingerem Stelien bei — 8°
Kristalle vom Smp. 27-28° ergab; [«]} = +19° 4+ 3° (¢ = 1,025 in Chloroform). Signale im NMR.-
Spektrum in Deuterochloroform: 5,18 ppm (Dublett von H an C-3; J = 5,4 Hz); 2,05 ppm
Singulett (CH;CO-); 1,15-1,05 ppm (3 CH4-).

3.4.1,3,3-Trimethyl-nov-boynan-2,6-dion (6a) aus 1a. Eine Losung von 180 mg 6-exo-Hydroxy-
fenchon (¥a) in 10 ml Eisessig wurde mit 10 ml 4-proz. CrO4-I.6sung (4 g Cr(; in 100 m1 Eisessig+
2ml H,0) bei 227 versctzt. Nach 4 Std. Ruhren wurde dic Lésung mit der doppelten Menge Wasser
versetzt, mit 50-proz. IKOH neutralisiert und mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Dic Ausziige
wurden mit 2n H,50,, 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet
und aber eine VIGREUX-IKolonne eingedampft. Das an 20 g Kieselgel chromatographierte Roh-
produkt (Elutionsmittel: Ather-Petroldther-(3:2)) ergab nach Umbkristallisieren aus Pentan
146 mg tarblose Kristalle vom Smp. 27-28°; ]} = +29° + 3 (¢ = 1,792 in Chloroform). IR.-
und 11V.-Spektrum vgl. theoret. Teil.

CyoHy, 0, (166,21)  Ber. € 72,26 H 8,49%  Gef. € 72,01 H 8,519

3.5.1,5,5-Trimethyl-nor-bornan-2,5-dion (8a) aus 4a. Eine Losung von 200 mg 5-exo-Hydroxy-
fenchon (4a) in 10 ml Eisessig wurde mit 10 ml 4-proz. CrO,-Losung versetzt und 16 Std. bei 22°
stehengelassen. Die wic bei 3.5. beschriebene Aufarbeitung ergab nach chromatographischer
Reinigung an 15 g Kieselgel mit Ather-Petrolither-(3:2) als Elutionsmittel und Kristallisation
aus Pentan 162 mg farblose Nadeln vomn Smp. 44-45°; [a]% = +80° & 3° (¢ = 1,055 in Chloroform).
IR.-Spektrum vgl. theoret. Teil.

CoH 0, (166,21)  Ber. € 72,26 H 8,499  Gef. C 72,18 I 8,47%

3.6. Spaltung von 1,3, 3- T'vimethyl-nor-bornan-2,6-dion (6a) mit KOH. Einc Ldsung von 62 mg
6ain 1-proz. methanolischer KOH wurde 3 Std. bei 48° stehengelassen. Ausschiitteln mit Methylen-
chlorid ergab keinen Eindampirickstand. Hierauf wurde dic Reaktionslgsung mit verd. H,SO,
kongosauer gestellt und erneut mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Dic Ausziige wurden mit
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und uber cine ViGREUX-Kolonne eingedampft. Das
saure Rohprodukt (58 mg) lieferte aus Pentan-Mcthylenchlorid-(4:1) 43 mg Kristallisat vom Smp.
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75-80°, bestehend aus den Cyclopentancarbonsiuren 7 und 9. Das Sauregemisch liess sich weder
durch Umkristallisieren noch durch Dinnschichtplattenchromatographie (Flicssmittel: Ather-
Eiscssig-(99:1)) zerlegen. Eine Probe von 28 mg wurde in 3 ml abs. Ather gelést und bei 22° mit
einem Uberschuss einer frisch bereiteten Losung von Diazomcthan in Ather versetzt. Nach 5 Min.
wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand nochinals analog mit dtherischem Diazomethan
behandelt. Nach Eindampfen recsultierten 22 mg farblose Fliissigkeit. Im Diinnschichtchromato-
gramm in zwei Fliessmitteln (Methanol-Methylenchlorid-(1:99) und Ather-Petrolather-(5:3))
liessen sich die beiden erhaltenen isomeren Methylester nicht trennen. Gas-chromatographische
Trennversuche an verschiedenen Siulen (Carbowax, Silicon, Marlophen und Neopentylglycol-
succinat-H;PO,) waren ebenfalls erfolglos.

3.7. Reinigung von (—)-Fenchon (3b) iiber das Semicarbazon (vgl. [8]). Eine Losung von 10 g
rohem (—)-Fenchon (Praparat der FLuka AG., Buchs SG; enthilt nach dem Gas-Chromatogramnm
weitere nicht identifizierte Stoffe, die weder mit Campher noch mit Isofenchon identisch sind) in
50 ml Athanol wurde mit 10 g Semicarbazid-hydrochlorid und 10 g Na-Acetat in 20 ml Wasser
versetzt und vier Tage bei 22° gerithrt. Darauf wurde die Losung vier Wochen bei 22° stehenge-
lassen. Das noch klare Reaktionsprodukt wurde zu 200 ml Wasser gegeben, wobei sich ein Nieder-
schlag bildete, und mit Wasserdampf destilliert. Dadurch liessen sich unveridndertcs Fenchon und
weitere wasserdampffliichtige Terpene abscheiden. Das nicht wasserdampffliichtige, rohe Fenchon-
semicarbazon ergab nach 3maliger Umkristallisation aus Athanol-Wasser 3,18 g Nadeln vom Smp.
181-182°. 3,10 g dieser Kristalle wurden in 75 ml H,SO,~H,0-(1:2) unter Rithren bei 50° gelost,
und nach 3,5 Min. mit der doppeltecn Menge Eiswasser versetzt und schliesslich mit Petroliather
ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden it 10-proz. KHCO,-Loésung und Wasser gewaschen, iiber
Na,S0, getrocknet und fiber eine ViGREUx-Kolonne eingedampft. Es resultierten 1,76 g (—)-
Fenchon (3b); [a]} = —71° 4+ 2° (¢ = 2,52 in Athanol). Nach Gas-Chromatographie war das
Priaparat mindestens zu 999%, rein.

3.8. Umsetzung von (—)-Fenchon (3b) mat A. orchidis. 8,5 ml einer Lésung von 1,22 g (~}-
Fenchon in Methanol wurden auf 17 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben gleichmissig verteilt, welche
das Pilzmycel von A. orchidis in je 150 ml Nahriosung enthielten, das wihrend 60 Std. auf der
rotiecrenden Schiittelmaschine gewachsen war. Der nach den Angaben von 3.1. erhaltene Roh-
cxtrakt (752 mg) wurde zweimal an je 100 g Kieselgel (Elutionsmittel: Ather-Petrolither-(4:1))
chromatographiert. Aus Pentan-Methylenchlorid-(9:1) resultierten 79 mg 6-exo-Hydvoxy-fenchon
(6B-Hydroxy-1,5, 5-trimethyl-nor-bornan-2-on) (1b} vom Smp. 70-70,5°; [a]}} = —47° L 3° (¢ =
1,983 in Chloroform}; sowie 59 mg 5-exo-Hydroxy-fenchon (38-Hydvoxy-1,5, 5-tvimethyl-nor-bornan-
2-om) (4b) vom Smp. 84,5-85°; [a)¥} = —60° £ 3° (¢ = 1,491 in Chloroform). Das IR.-Spektrum
von 1b ist identisch mit demjenigen von 1a, das IR.-Spektrum von 4b mit demjenigen von 4a.

4. Hydvoxylievung von (+)- und (—)-Isofenchon

4.7. Umsetzung von (—)-Isofenchon (11a) mit A. orchidis. 12 ml einer L.ésung von 1,48 g
{—)-Isofenchon in Methanol wurden auf 24 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben verteilt, die Myccl von
A. ovchidis in je 150 ml Nahrlosung enthiclten, das wahrend 60 Std. auf der rotiecrenden Schiittel-
maschine gewachsen war. Die Umsetzung wurde bei 28° wihrend 84 Std. durchgefithrt und an-
hand der Diinnschichtchromatographic von entnommenen Proben verfolgt. Nach Abfiltrieren des
Mycels und Nachwaschen mit Methylenchlorid-Mcthanol-(9:1) wurde die wésserige Losung 4mal
mit je 300 ml Methylenchlorid-Methanol-(9:1) extrahiert. Die dabei entstandenc Emulsion trennte
sich beim langsamen Filtrieren durch Watte. Nach Waschen mit Wasser, Trocknen iber Na,SO,
und Eindampfen fiber einc ViGrREUx-Kolonnc wurden 695 mg Rohprodukt erhalten, das im Diinn-
schichtchromatogramm neben Edukt zwei langsamer laufende Flecke erkennen liess. Weitere sechs
schwache Flecke waren sichtbar, die nicht isoliert wurden (vgl. 3.1.). Nach dreimaliger Chromato-
graphie des Rohprodukts (784 mg) an 225 g Kieselgel (Elutionsmittel: Ather-Petrolather-(4:1))
waren beide Flecke getrennt und weitgehend gereinigt. Sie fielen als Ole an, die nach einiger Zeit
zu einer Kristallmasse erstarrten. Umkristallisieren gelang nicht. Erhalten wurden:

1) 115 mg G-exo-Hydroxyv-isofenchon (6(-Hydrozy-1,5, 5-trimethyl-nov-boynan-2-on) (10a) vom
Smp. 63-64,5°; [a]¥ = —28° + 3° (¢ = 2,670 in Chloroform). NMR.- und IR.-Spektren vgl.
theoret. Teil.

CioHO, (168,23)  Ber. C71,39 H 9,59%  Gef. C71.21 H 9,93%



1654 HeLvETIca CHiMIcA AcTa — Vol. 52, Fasc. 6 (1969) — Nr. 165

2) 131 mg 6-endo-Hydvoxy-isofenchon (ba-Hydvoxy-1,5, 5-trimethyl-noy-bornan-2-on)- (12a) vom
Smp. 70-71,5°; [a]fy = —18° £ 3° (¢ = 5,025 in Chloroform). NMR.- und TR.-Spektren vgl.
theoret. Teil.

CroHy60, (168,23)  Ber. C 71,39 I 9,959%  Gef. C 71,27 H 9,869,

4.2, 1,3,3-Trimethyl-nor-bornan-2,6-dion (6a) aus 10a bzw. 12a. Einc Losung von 45 mg
6-endo-Hydroxy-isofenchon (10a) in 5 ml Eisessig wurde bei 22° mit 5 ml 4-proz. CrO,-Losung
(4 g CrO, in 100 ml Eisessig+ 2 ml H,0) versetzt. Nach 4 Std. wurde die Lésung mit der 3fachen
Mcnge Wasser versctzt, mit 50-proz. KOH ncutralisiert und mit Mcthylenchlorid ausgeschiittelt.
Die Ausziige wurden mit 2~ H,50,, 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschen, iber
Na, S0, getrocknet und itber eine VicrREuX-Kolonne cingedampft. Das an 5 g Kicselgel chromato-
graphicrte Rohprodukt (Elutionsmittel: Ather-Petrolidther-(3:2)) ergab nach dem Umbkristalli-
sieren aus Pentan 35 mg farblose Kristalle vom Smp. 27-28°%; [a]f = +32° 4+ 3° (¢ = 1,568 in
Chloroform); Misch-Smp. mit 6a aus 1a (s. 3.4.) ohne Decpression. Die IR.-Spektren waren iden-
tisch. — Die analoge Reaktion mit 45 mg 6-exo-Hydroxy-isofenchon (12a) ergab 32 mg krist. 6a.

4.3. Umsetzung von (+)-Isofenchon (11b) mit A. orchidis. 5 ml einer Lésung von 730 mg
(+ }-Isofenchon in Methanol wurden auf 10 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben verteilt, die Mycel von
A. ovchidis in je 150 ml Nihrlésung enthielten, das wiahrend 60 Std. auf der rotierenden Schiittel-
maschine gewachsen war. Bei der Umsetzung und Isolicrung wurde wic bei 4.1. beschrieben ver-
fahren. Nach 3maliger Chromatographie des Rohproduktes (378 mg) an 100 g Kieselgel (Elutions-
mittel: Ather-Petroldther-(4:1)) konnten die zwei Hydroxylierungsprodukte 10b und 12b ge-
trennt und weitgehend gereinigt werden. Sie fielen als Ole an, die nach einiger Zeit zu einer Kristall-
massc erstarrten, sich aber nicht umkristallisieren liessen. Erhalten wurden: 1) 61 mg 6-exo-
Hydvoxy-isofenchon (6p-Hydroxy-1,5,5-trimethyl-noy-boynan-2-on) (10b) vom Smp. 63-64,5%;
[0)¥ = 425° 4+ 3° (¢ = 2,132 in Chloroform). Das IR.-Spektrum war mit demjenigen von 10a
identisch; 2) 64 mg 6-endo-Hydroxy-isofenchon (ba-Hydvoxy-1,5,5-trimethyl-nov-bornan-2-on)
(12b) vom Smp. 70-71,5°%; [0} = +20° 4 3° (¢ = 2,013 in Chloroform). Das IR.-Spektrum war
mit demjenigen von 12a identisch.
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