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(Eingegangen a m  I ? .  August 1970) 

H 
Eine Reihe von 3P-Hydroxy-5x.6x-epoxy-stero~~len wird n i i t  dem Pilz Curiwlurirr I/nirrlu ohne 
Bildung voii Nebenprodukten spezitisch in 11IJ-Stellung hydroxylicrt. 

Microbiological 11 P-Hydror ylation of 3P-Hydroxy-5a.6a-epoxgsteroids 

Some 3~-Hydroxy-5x,6a-epoxysteroids ore hydroxylated specitically in I I (?-position with- 
out formation of by-products by the fiingris Cnrrnlnri(r lnnutcr. 

Die niikrohiologische Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in die 1 I :f-Stellung eines 
Steroids wird stets von Hydroxylierungen an anderen Positionen des Ringskeletts 
begleitet 1). Der bisher bestgeeignete Pilz Cwvrikuriu liitiutn bildet bci normalen 
4-Androsten- oder 4-Pregnen-3-ketonen 71-, 9%- oder 14x-Hydroxy-Nebenprnd~ikte. 

Diese unerwunschte Hydroxylierung der K-Seite des Molekiils konnte bereits durch 
I6a-Methyl-Substitution 2), durch Veresterung der 17a-Hydroxylgriippe entsprc- 
chender Progesterone3) odcr bei gesiittigteni oder reduzierteni A-Ring durch einen 
5x-Brorn-Substituenten4) vermindert oder vollstandig unterdruckt werden 

Die sterische Abschirrnung der 1-Seite durch diese Substitiitionen ergab zwar 
wichtige, aber nur relativ spezielle Substratstrukturen. Eine wesentlich breitere An- 
wendung bietet der Strukturtyp der 3P-Hydroxy-5x.6a-epoxide. 

Diese kiinnen aus den 3[3-Hydroxy-Akn-Verbindungen in sehr guten Atisbetiten 
mit rn-Chlor-perbenzoesaures) oder Peressigsiiure hergestellt werdenh) 

Die 5x.6~-Epoxidstruktur wird bestiitigt diirch den in den N M  R-Spektren aller 
Verbindungen erscheinenden Peak bei 8 2.87 2.95 ppm in CDCI3-l.iisung iind bei 
8 2.85 2.91 ppin in Detiteropyridin-Liisiing als Dublctt mit einer Aufspalliing v o n  

Diese Signallage mit ihrcr Aufspaltung korreliert sehr gii(e-mit den Wertcn von 
C'voss7) fur das 6-H von khx-Epoxiden  (8 2.83 4.1 H7) und 
ist nicht in1 Einklang rnit den entsprechenden Werten fiir 5[3.6:f-Epoxide (8 3.05 his 

1 )  W. C'hcirnc~.i~ und  H .  I,. Hcrzog, Microbial 'Tritnsforniationy 01' Steroids, S. 269 11. f.. 

2 )  Schrring AC (Erf. K. Kic.slich, G .  Rrrspi, R. Miillor, E. Oliivr tind R. Wtrgiicr), Dtsch. 

J)  Konirrklijhr Ni~ikt~rltrtrrls~lic Gi,yt- cii Spiritusfobrick N. V .  D P I ~ I  ( Erf. . I .  (11, F'lincs L i t i d  

4, K.  Kieslich, K .  P e ~ z o l d t .  H .  Kosmol und W. Kochl Liebigs Ann .  Chem. 126, 16X (1969). 
5 )  N.  N .  Schwarz und J .  H .  Blumhcrg, J .  org .  Chemistry 29, 1976 (1964). 
0 )  R. P. Grrrhrr, M .  B. M q w s  u n t l  I'. A.  Ltrn&r.vou, . I .  org. Chcni ic t ry  27, 2534 (1062). 
7)  A .  D. C'ro.s,v, J. Anier. diem. Soc. 84, 3206 (1962). 

.I 3.5- 4.0 Hz. 

2.86 ppni, J --I 3.3 

Academic Press, New York 1967. 

Bundes-Pat. I226575 v. 13. 5.  1960, C .  A. 66, 3 X  165 h (1967). 

I?. W. r t r n r h  Wuurff) ,  Holl. Pal. 660.5514 v. 25.4. 66, C.  A. 69, 77624 P (1968). 
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3.09 ppm, J :- 2.1 ~- 2.7 Hz). Die Stellung des 5.6-Epoxides folgt weiter aus den Berech- 
nungen von 8 19-H niit den Inkrementen von Zi irch~rg) ,  wobei nur das Inkrement 
fiir 5x.6x-Epoxid richtig berechnete 8 19-14-Werte ergibt. 

Obwohl diese Substitution verhiiltnismainig kleine sterische Ausmalle besitzt, 
erstreckt sich ihr Einflul!, durch ihre giinstige Stellung nahe am Skelettantrum iiber 
die gesamte x-Seite und lal3t nur  die gewiinschte I I (3-Hydroxylierung des Steroids ZLI. 

L)ie Stellung der eingefuhrten Hydroxylgruppe in 1 1 (3-Position wird bewiesen durch 
den in den N M  R-Spektren in Deuteropyridin bei allen Verbindungen erscheinenden 
Peak bei 8 4.37 -4.72 ppni als Multiplett niit einer Halbwertsbreite von 8 Hz. Diese 
Signallage mit ihrer geringen Halbwertsbreite ist typisch fur ein Bquatorial-st~ndiges 
H-Atom in I Ix-Stellung. Die Stellung der I Ip-Hydroxygruppe folgt weiter atis der 
starken Entschirmung von 19-H bzw. 18-H um ca. 0.53 bzw. 0.49 ppnig). 

Somit konntcn die Verbindungen der Tab. I spezifisch in I 1  I:-Stellung hydroxylierl 
werden. 

5.6cc-Epoxy-5cc-androstan-ol-( 17p) und 5.6a-Epoxy-5x-cIi0lestan-ol-(3/1) wurden 
dagegen nicht angritkn. Dieser Befund steht im Einklang niit der Vermutung von 
Rrunnon und Mitarbb. 16), die als Strukturbedingung eine Sauerstoff-Funktion am 
,,FuB und am Kopf" des Substrates annimmt. Ein vergleichender Uberblick iiber 
die Reaktionsgeschwindigkeiten der unterschiedlichen Substrate wurdc bereits an 
anderer Stelle gegeben 17). 

Die Ausbeuten der isolierten I I $-Hydroxyverbindungen uberschreiten trot7 voll- 
stiindiger Umwandlung des Ausgangsmaterials [eider kaum 50"~; d. Th. Diese unbe- 
friedigende Stoffbilanz wurde bisher generell bei Fermentationen von 3P-Hydroxy- 
steroiden init ~ i r r v ~ b r i l r  Irtwntcc heobachtet und sol1 noch rnit eineni "C-markierten 
Substrat gekliirt werden. 

Wir danken flerrn I h .  C .  Schrrlz fur die erste Aufnahme und Jnterpretation der Spektren. 
Herrn Dipl.-lng. J .  Huber fur die Hestimmung der Mikroanalysen und Herrn MicI~url Fischer 
fur wertvolle priiparative Mitarheit. Besonderen Dank sagen wir Herrn Dr. G .  Ho,ver fiir 
seine systematische Hetrachtung der NMK-Spektren der Verbindungen gleicher Struh tur -  
mcrkmale, woruber zusanimenfassetid noch i in andercr Stelle herichtet werdcn soli. 

Beschreibung der Versuche 
Die Schtnelrpunkte wurden im Appardt nach Tottoli bestinimt und sind unkorrigiert. 

Zur Dunnschichtchromatographie wurden Kieselgelfertigplatten (Fa. Merck AG, Darm- 
stddt) verwcndet. Wenn nicht anders angegehen, wurde im System Benzol/Essigester (I : 4) 
aufsteigend entwickelt. Zur Anfirbung wurde init 95prof. Athanol angespruht, 10 Min .  hei 
120" getrocknet und im UV-Licht betrachtet. Fur die Siiulei1chroni;itographit.n dicntc Kicscl- 

3)  R .  F. Ziirdicr, Helv. chim. Acta 46, 2054 (1963). 
y 1  K. Tori und  K. Aono, Ai i i i~ i .  Rep. Shionogi Rcs. Lab. [Osnka] 14, 136 (1064), c'. A .  67, 

10) K. Micschcr und  It". H .  Fischw, Flelv. chim. Acta 21, 336 (1938). 
1 1 '  D. K.  Fuhrishinirr tind S. 7eNer, Steroids 1 ,  121 (1963). 
12) M. l k v i s  und C'. f c / r o v ,  . I .  chem. Soc. [ L o n d o n ]  1950. 1185. 
l j )  B. Hlis  tind V. Perror, J. chem. Soc. [London]  1956, 441 7. 
14) M .  E/zrzrensteirr, J. org. Chemistry 19, 133 I ( 1954). 

I'd D. R. Brr~wnon, F. W. Prrrrish, B. J .  Wil?, u n d  L. Long, J.  org. Chemistry 32, I52 I ( I  967). 

27508 s (1967). 

L. Ruzicktr und FV. Bosshard, Helv. chirn. Acta 20, 246 (1937). 

K. Kies/icli. 2. Symposium Technische Mikrohiologic, Berlin 1970. 
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gel G, wobei stets niit linearen Gradienten Hexan/Aceton ( I  :1) eluiert wurde. Die Liisungs- 
mittel fur l J V  waren Methanol, fur NM R CI)Clj und perdeuteriertes Pyridin (innercr Stan- 
dard Tetramethylsilan), Geriite Varian A 60 und H A  100 (NMK) und  Becknian D K  1 (UV).  

Dnrstc~llrrng der Str ,6rx-~po.~~-steroide 
a )  Eposidirruirg mif ~~-Chl~~r-perhcrrzofsuurr:  50 g S r c w d  wurden in I 1 dest. Chloroform 

innerhalb von 20 Min. niit 28 g ni-C'/rlor-perheriz~~esur/re versetzt (1.1 Mol Peniiure pro Mol 
Steroid) u n d  16 Stdn. bei Rauniteiiiperatur geriihrt. Nach Zutropfen von 300 ccm 5 proz. 
NatriumhydrogencarbonatliisLing wurde die w8Br. Phase abgetrennt. Dic Chloroformliisung 
wurde mit Wasser, mit 5 p r o ~ .  schwach saurer I~isen(ll)-sulfat-Losiiiig und wieder mit Wasser 
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Die Liisung wurde sodann i.Vak.bei 40 '  ein- 
geengt und der Riickstandaus Essigester unter Zusatz von wenig Aktivkohle umkristallisiert. 

b) Epoxic/ieruii~ niir Peressigsiirre: 25 g Sleroid wurden in 0.71 Methylenchlorid unter 
Riihrcn mit 5 g wasserfreiem Natriumacetat und 18 g wasserfreieni Natriumsulfat versetrt. 
Zu tler auf 0' gekiihlten Mischung wurden 30 ccm Pmc surtre (40proz. in Eisessig) getropft 
untl  einc Stde. bei 0 '  und weitere 2 Stdn. hei 20 geriihrt. Nach Zutroplkn von 600 ccin 
Sproz. Natrit~rnhydrogencarbonatliis~~ng wurde die Methylenchloridphase abgetrennt, mehr- 
mals mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet iind i .Vak. hei 30- eingeongt. 
I>cr Riickstand wurde aus Essigester umkristallisiert. 

Mi/trohioloX.ischc ~ f q " l r o ~ ~ ~ l i c ~ r r r t r , ~  / t i i t  Ciir wkrri(r luncitrr 
a) Aiizircht: Ein 2-/-Erlenmeyerkolben, der 500 ccm einer 30 Min. bei 120 im Antoklavcn 

sterilisierten Niihrliisung aus 1 7; Cornsteep liquor, I yc; Sojapuder und  0.005"$ Sojaol, ein- 
gestellt a u f p l i  6.2, enthielt, wurdc niit einer I_yophilkultur von Curvu/rrricr lunnicr beinipft und 
72 Stdn. bei 3 0  auf einem Rotationsschuttler mit ciner Schiittelfrequenz von 145 UiMin. 
gcschiittclt. Anatellc ricr Trockenkultur wurde bci einigen Reispielen auch ein 7 tiigiges 
Schriigriihrchen ( 2  yo Bierwtirzeagar) mit 4 ccni physiologischcr Kochsolzliisung ahgc- 
sch wcni m t u n tl als 1 nocu I LI n i  be n it tzt. 

b) VorLrr//rrr: Mit 250 ccni dieser Vorkultur wurtle cin 20-I-Glasfermenter (Marubishi) 
beimpft, der mit 151 eines bci 121 und 1 . 1  atii sterilisierten Mediums ~ L I S  1 I>,; Cornsteep 
liquor, 0.5":, Stiirkemcker und 0.005 yci Sojaiil, eingestellt auf pl-l 6.2, beschickt war. linter 
gelegentlicher Zugabe von Silicnn SI-l a l s  Antischauniniittel wurde bei 29' Linter Beliiftung 
( I  I Luft pro Lifer Kulttirbriihe pro Min.), 0.7 atii [>ruck und Ruhren 220 U / M i n .  24 Stdn. 
gcrmi n iert. 

c )  Fc,ri/rcvifrrtion: 1 / der Vorfcrmcntkultur wurde tinter' stcrilen Bedingungen i n  141 cines 
\vie oben sterilisierten Mediums aus I '%; C'ornsteep liquor, I .25 :$ Sojapuder und 0.005 2, 
Sojaiil iibergcl'iihrt und unter gleichen Redingungen angeziichtet. Nach I2 Stdn. wurde die 
Substratliisung von 7.5 g Steroid i n  50 ccm Methylcellosolve zugesetzt. Teilweisc Lint1 be- 
sontlers bei hiihcrcn Stibstr~itkoiizentrationcii crfolgte die Zugabe ;iuch hereits nach 6 Stdn. 
Die l.lm\iandlung wurde dLirch tii i i inschichtchroiiiatogr~~phische Analyse der Methyliso- 
hutylketon-Extrakte von Fcrnicntcrproben kontrolliert, wobei die Abnahme lies Ausgangs- 
materials und des verseiften Ausgangsniaterials beobachtet wurde. Iler pt-l-Wcrt wurde 
wiihrend der gesanitcn Fermentation zwischcn 6.0 und 7.0 gehalten. Nach vollstandiger 
liniwantllung wurdc der Fermenterinhalt einschlieljlich den1 Myccl  zweimal mit je 7.51 
Methylisobutylkctoii ausgeriihrt. Eine vorhergehendc Filtration iiber Gaze untl  die getrennte 
Aufarbcitung von Mycel und Kulturfiltrnt war mitunter vorteilhafter. Die organischen 
I'h asc n \VLI rden a bget ren 11 t, fi It rier 1 u n d i . Va k . bei 50' inaxi m aler Bad tern pcra t ti r ei ngccn gt . 
Reim Eindampfen tielen manchmal kristalline Anteile des hydroxylierten Produktes aus, 
die abfiltriert wurden. Der Eindanipfriickstand wurde niit kaltem Hexan von anhaftendem 
Siliconiil befreit. Erstkristallisat und Eindampfriickstand wurden gctrennt ~ L I S  t'ssigestcr 
otlcr li~si!t.c~tcr/ls;opropyliilhcr odcr Metliiinol ~imkrist;rllisicrt. 
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