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ALFRED SCHUBERT, DIETER ONKEN, RUDOLF SIEBERT
und KARL HELLER

Mikrobielle Hydroxylierung von Steroiden in 9- und 14-Stellung

Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena
(Eingegangen am 11. August 1958)
Durch mikrobielle Umsetzung von Steroiden mit einem speziellen Circinella-

Stamm wird an C-9 und/oder an C-14 hydroxyliert. Die Konstitutionsaufklirung
der erhaltenen Reaktionsprodukte wird beschrieben.

Bei der Inkubation von Progesteron mit einem speziellen Circinella-Stamm werden
drei Umsetzungsprodukte isoliert.
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Ubersicht liber die aus Progesteron erhaltenen mikrobiellen Umwandlungsprodukte
Substanz Summenformel Schmp. [}
I C21H300;3 185—188° 190° (CHCly)
1 C21H3003 190 —192° + 204° (CHCly)
v C31H3004 272-273°

+ 179° (CHCly)

Substanz II ist /4a-Hydroxy-progesteron, das als Nebenprodukt in etwa 5-proz
Ausbeute entsteht.

Substanz III ist sowohl chromatographisch als auch papierchromatographisch
schwer von II zu trennen. Sie liuft nur sehr wenig langsamer als II. Die Konsti-
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tutionsaufklirung dieser Substanz, die eine nicht oxydierbare und mit Pyridin/Acet-
anhydrid nicht acetylierbare Hydroxylgruppe enthilt, wurde folgendermafen durch-
gefiihrt:

Die neue Substanz III ist auf Grund des IR-Spektrums vom 14«-Hydroxy-pro-
gesteron verschieden. Die tertidre Hydroxylgruppe kann sich deshalb nur an C-8
oder C-9 befinden.

J. FRIEDD) beschreibt bereits eine Verbindung, die durch mikrobielle Umsetzung
von Progesteron mit Streptomyces aureofaciens erhalten wird und deren physikalische
Konstanten mit denjenigen von Il weitgehend iibereinstimmen. Die Frage der Zu-
ordnung der Hydroxylgruppe zum C-Atom 8 oder 9 wird jedoch offen gelassen.

Nach der Abspaltung der Hydroxylgruppe mit p-Toluolsulfonsiure in Benzol ent-
steht eine Verbindung, deren neu gebildete Doppelbindung auf Grund der Analyse
ihres Infrarotspektrums eine —C==C—H-Gruppierung enthilt. Infolgedessen kann
sich die Doppelbindung nicht zwischen den C-Atomen 8 und 9 einerseits oder zwischen
C-8 und C-14 andererseits befinden. Es kann auch keine A7-Doppelbindung vorliegen ;
dann miifite nach der Bildung des 3.20-Bisdthylenketals im Ring B ein konjugiertes
System von Doppelbindungen entstehen, das eine Absorption zwischen 270 und 290 my
hat?, Dieses Absorptionsmaximum wird nicht beobachtet. Damit scheidet die Még-
lichkeit aus, daB die tertidre OH-Gruppe der Verbindung III an C-8 eingefiihrt
wurde. Der direkte Beweis fiir die ausschlieBlich noch mégliche Substitution in
9-Stellung wird folgendermaBen geliefert:
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1) J. Friep und Mitarbb., Recent Progr. Hormone Res. 11, 155 [1955).
2) J. P. DoreMAN, Chem. Reviews 53, 47 [1953).
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11-Tosyloxy-allopregnandion (VIII) wird nach Abspaltung der Tosyloxygruppe in
Kollidin in 5«. A*!D.Pregnendion-(3.20) (VI1)» umgewandelt. VII entsteht auch,
wenn die A4-Doppelbindung in III zunichst hydriert, die Alloverbindung V von der
Normalform VI durch Kristallisation getrennt wird und die Abspaltung der tertidren
Hydroxylgruppe mit p-Toluolsulfonsidure in Benzol erfolgt.

Demzufolge ist Verbindung II1 9a-Hydroxy-progesteron. Die a-Konfiguration der
9-stéindigen Hydroxylgruppe wird aus Analogiegriinden formuliert, weil bekannt ist,
daBl die Hydroxylase dieser Schimmelpilze keine konfigurative Verinderung am je-
weilig zu substituierenden C-Atom bewirkt4,

Die Konstitutionsaufkldrung der Verbindung IV ist nach der Kenntnis der genauen
Struktur von III relativ einfach.

Aus den Werten der Elementaranalyse und aus dem Verhalten im Papierchromato-
gramm geht hervor, daBl IV ein dihydroxyliertes Progesteron ist. Beide Hydroxyl-
gruppen sind, da sie weder oxydierbar noch acetylierbar sind, tertidr gebunden. Die
Auswertung des IR-Spektrums schliet eine Hydroxylgruppe an C-17 aus. Infolge-
dessen kommen fiir IV nur folgende Kombinationsmoglichkeiten fiir die beiden
OH-Gruppen in Frage: 88 — 14a, 9« —14x oder 83 — 9.

Wire IV ein 1.2 Diol, d. h. 8f.14x- bzw. 8f3.9a-Dihydroxy-progesteron, dann
miiBte nach der Hydrierung der A3-Doppelbindung und nachfolgender Behandlung
des Reaktionsproduktes mit Bleitetraacetat in Eisessig oder in Benzol eine Ring-
spaltung eintreten. Nach der Oxydation mit Bleitetraacetat wird jedoch das Aus-
gangsmaterial unverdndert zuriickerhalten. Das bedeutet, dal IV ein 1.3-cis-Diol,
namlich das 9a.l4a-Dihydroxy-progesteron ist. Diese Konstitution wurde dadurch
bewiesen, daBB bei der Inkubation mit Circinella sowohl aus 14a-Hydroxy-progesteron
(IT) als auch aus 9x-Hydroxy-progesteron (111) die Substanz 1V entsteht.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die mikrobiellen Umsetzungen mit Circinella werden nach der bereits an anderen Stellen
beschriebenen Methode durchgeftihrts).

1. 14a-Hydroxy-progesteron (II}): Aus 34 g | werden nach der Chromatographie in den
Eluaten, die mit einem Losungsmittelgemisch von 5—7.5 97 Aceton und 95-—92.5 9; Chloro-
form erhalten werden, 1.3 g [T isoliert. Prismen (aus Aceton), Schmp. 185—188°; [a]¥:
+190° (CHCl3).

IR-Spektrum (Nujol) 3570 m, 1693 s. st., 1628 s, 1282 m, 1236 m, 1218 m, 1208 m, 1180 m,
1120 w, 925 w, 885 m, 870 w.

Die Grobschitzung der Intensitit der Absorptionsbanden wird gegeben durch die Ab-
kiirzungen:

s. st. = sehr stark, s = stark, m = mittel, w = schwach.

3) G. RoseNkRANZ, O. MANCERA und F. SONDHEIMER, J. Amer. chem. Soc. 76, 2227 [1954].

4 M. Havano, M. Gurt, R. 1. DorFMaN, O. K. SeBexk und D. H. PETERSON, J. Amer.
chem. Soc. 80, 2336 [1958]; S. BERGSTROM, S. LINDSTREDT, B. SAMUELSON, E.J. CoreYy und G. A.
GREGORIOU, ebenda 80, 2337 [1958); E. J. Corey, G. A. GREGORIOU und D. H. PETERSON,
ebenda 80, 2338 [1958].

5} A. ScHuBeRT, G. LANGBEIN und R. SieBERT, Chem. Ber. 90, 2576 [1957).
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2. 9a-Hydroxy-progesteron (III): Aus 34 g I werden nach der Chromatographie in den
Eluaten, die mit einem Losungsmittelgemisch von 10—17.5 9% Aceton und 90—82.59%
Chloroform erhalten werden, 17.4 g 1II isoliert. Nadeln (aus Aceton), Schmp. 190—192°;
[a]# : +204° (CHCIl3). Zur Analyse wird 2 Stdn. i. Vak. getrocknet.

C»1H3003 (330.5) Ber. C76.33 H9.15 Gef. C76.11 H 8.80

IR-Spektrum (Nujol) 3395 m, 1708 s, 1645 s. st., 1612 w, 1248 s, 1198 m, 1170 m, 1112 m,
958 m, 898 w, 870 w.

3. 9a.l4a-Dihydroxy-progesteron (1V)

a) Aus 34 g I werden nach der Chromatographie in den Eluaten, die mit einem Losungs-
mittelgemisch von 20—22.5 9% Aceton und 80—77.5 %, Chloroform erhalten werden, 3.5 g
1V isoliert. Derbe Nadeln (aus Aceton), Schmp. 272--273°; [a)%: +179° (CHCl;).

b) Aus 2 g II werden nach der mikrobiellen Umsetzung und nach der iiblichen Auf-
arbeitung 50 mg IV isoliert.

¢) Aus 500 mg III werden ebenso 230 mg IV isoliert.

Zur Analyse wird 1 Stde. bei 78° i. Vak. getrocknet.

C31H3004 (346.5) Ber. C72.80 H 8.73 Gef. C72.50 H 8.89

[R-Spektrum (Nujol) 3290 m, 1700 s, 1675 s. st., 1623 w, 1278 m, 1243 m, 1212 m, 1198 m,

1118 w, 1082 w, 1060 w, 960 m, 950 m, 932 m, 920 w, 904 w, 887 w, 862 m.

4. 9a-Hydroxy-pregnandion-(3.20) (VI) und 9a-Hydroxy-allopregnandion-(3.20) (V):
900 mg III werden in 27 ccm absol. Methanol geldst und mit 45 mg Pd/CaCO; bei Zimmer-
temperatur unter Normaldruck hydriert. Nach der Aufnahme von 61 ccm Wasserstoff wird
der Katalysator abgesaugt und das Methanol i. Vak. abgedampft. Fraktionierte Kristalli-
sation aus Aceton liefert 650mg ¥ und 200mg VI.

VI: Schmp. 152—155°; {a}#: +207° (CHCIl;).
C21H320; (332.5) Ber. C75.85 H9.70 Gef.* C76.45 H 9.57
V: Schmp. 252 —253°; [«): +207° (CHClL).
C;1H3;03 (332.5) Ber. C75.85 H9.70 Gef.*) C76.29 H 9.54
*) Zur Analyse wird 1 Stde. i. Vak. bei 78° getrocknet.
5. 5a.A%D Pregnendion-(3.20) (VII): 100 mg V werden mit 5 ccm Benzol und 30 mg
p-Toluolsulfonsdure 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Man erhilt 60 mg VII vom Schmp.

203 —205°; [«)¥: +113° (CHCl;) VII ist identisch mit einem aus VIII gewonnenen authent.
Priparat.
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