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Mit bekannten Methoden der Steroidchemie wird 1 in die Verbindungen 2, 5b, 8b, 11 und 14b 
ubergefuhrt. Dies  dienen als Substrate fur die mikrobiologische Hydroxylierung mit Curuukuria 
lunatu, Cunninghamelk blukesleeum und Aspergillus ochraceus Allgemein wird dabei lediglich ein 
AngritTauf die a-Seite der Steroide beobachtet, vorzugsweise in den Positionen C-11, C-I7 und C-14. 

The Microbial Hydroxylation of Some 14a-H-Cardenolides 

1 is chemically transformed to compounds 2, Sb, Sb, 11, and 14b by well known methods These 
are the educts for microbial hydroxylation by Curuularia Zunara, Cunninghamella blakesleeana. 
and Aspergillus ochmceus. Generally a-attack on the steroids is observed only, by preference of 
the C-11-, C-17- and C-14-positions. 

Die mikrobiologische Einruhrung von Hydroxylgruppen an nicht aktivierte Kohlen- 
stoffatome des Steroidgeriists hat insbesondere technische Anwexidung in der Cortison- 
Reihe gefunden 'I. 

Wie dort der 110-Hydroxyl-Rest, ist in der Klasse der Cardenolide und Bufadienolide 
die Alkohol-Funktion in 14P-Position von essentieller Bedeutung 2, fur die physiologische 
Wirkung. Ein biochemischer ProzeD, der die bequem zuganglichen 14a-H-Butenolide 3.4), 

z. B. 1, mit einem 14pOH-Substituenten (Xysmalogenin) versehen wiirde, ware zweifellos 
von grol3tem wirtschaftlichem Interesse. Ein fur solche Transformation geeigneter Mikro- 
organismus ist bislang nicht beschrieben worden, wiewohl zahlreiche 14u-Hydroxylierer 
bekannt sind '). 

Fur C/D-trans-verknupfte Substrate vom Typ 1 - mit dem voluminosen Lactonring 
in l7p-Stellung - darf man nach Kieslich') allgemein den biochenlischen Angriff von der 
u-Seite der Molekel erwarten. Im Widerspruch dazu steht keineswegs die Tatsache, daD 
bei den nicht sehr zahlreichen Untersuchungen an pflanzlichen und tierischen Herzgiften 6, 

nahezu ausschlieDlich p-Oxygenierung beobachtet wurde. SchlieDlich ruft die C/D-cis- 
Anellierung der natiirlichen Vertreter eine fast kugelige Gestalt hervor, die eine Wechsel- 

') ubersicht: W Charney und H .  L. Herzog, Microbial Transformation of Steroids, Academic 

3, W Frirsch, U. Stache und H .  Ruschig, Liebigs Ann. Chem. 699, 195 (1966). 
41 W Kreiser und M .  Nazir, Liebigs Ann. Chem. 755, 12 (1972). 
') K .  Kieslich und H .  Wieglepp, Chem. Ber. 104.205 (1971). 

Press, New York 1967. 
W Ziircher, E. Weiss-Berg und Ch. Turnrn, Helv. Chim. Acta 52, 2449 (1969). 

Ubersicht: H .  Iizuka und A. Nairq Microbial Transformations of Steroids and Alkaloids, 
Univ. of Tokyo Press/Univ. Park Press State College. Pennsylvania, 1967. 
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wirkung mit dem Enzym nur noch auf der konvexen Oberflache erlaubt. Durch Einsatz 
der 5,6a-Epoxide normaler Androstan- und Pregnan-Abkommlinge konnte Kieslich 
kurzlich fur den Pilz Curuularia lunata die a-Hydroxylierung vollstandig unterdrucken. 
Wenngleich eine 140-Hydroxylierung von vornherein nicht zu erwarten war, hofften wir 
fur das 5,b-Oxiran 2 ahnlich gunstige Ergebnisse zu erzielen. 

0 4 O  0 4 O  

Die Uberfuhrung von 1 in 2 wurde nach einer alten Vorschrift ') mit Monoperphthal- 
slure in 80proz. Ausb. vorgenommen, nachdem zuvor m-Chlorperbenzoeslure nur 
Produktgemische der konfigurationsisomeren 5.6-Oxide geliefert hatte. In Vorversuchen 
inkubierten wir 2 mit vier Pilzen, die vornehmlich als 1 la- und I lp-Hydroxylierer bekannt 
waren. und verfolgten die Umwandlung dunnschichtchromatographisch. Mit Rhizopus 
nigricans', 9, und Cunninghumella blakesleeuna lo. I I )  deutet das komplexe Produktgemisch 
keine Vorzugsreaktion an. Dagegen l iekn  sich Curoularia lunata ''3 und Aspergillus 
ochruceirs ''* 1 5 )  in quantitative Untersuchungen einbeziehen. Der erste dieser beiden 
Mikroorganismen erbrachte nach 30 h mit 26% d. Th. ein Hauptprodukt, dem nach Aus- 
weis aller spektroskopischen Daten die Konstitution 3 zukommt. Daneben resultierten 
noch 12 7; Ausgangsmaterial2 sowie 7 ;'d 5a  als Folge der Hydrolyse des Dreiringes. - Eine 
ausfuhrliche Diskussion der I3C-NMR-Spe.ktren von 3 sowie weiterer hier erwahnter 
Cardenolide findet sich in Lit. I"). - Das Ergebnis ist insoweit iiberraschend, als Kieslich 5J 

fur denselben Pilz bei Vorliegen des 5,6a-Oxido-Strukturmerkmals ausschlieDlich die 
bekannte 11 P-Hydroxylierung beobachten konnte. An 2 erfolgt die 17a-Oxygenierung 
augenscheinlich unter dem EinfluB zweier konkurrierender Abschirmeffekte von 1 7 p  
Butenolid- und a-Oxiran-Ring. Die zitierte Regel ') gilt damit nicht ohne Einschrankung. 

Aspergillus ochraceus dagegen vermag 2 unbeeinfluDt vom Epoxidring in 32 h zum 1 la- 
Alkohol4 (55 yo) umzuwandeln. Weiterhin l iekn  sich 5 % Edukt 2 sowie 13 % 5a nachwei- 
sen. Allein die hohe Ausbeute fur diesen ProzeD bietet bereits den deutlichen Hinweis 

" P. N. Chakravorry und R .  H .  Leuin, J. Amer. Chem. Soc. 64,2317 (1942). 
") S .  H.  Eppstein, J. Amer. Chem. SOC. 75,408 (1953). 

lo' K. M. Man4 F. R .  Hanson P.  W OConnell, H .  V. Anderson, M .  P .  Brunna und J .  N .  Karnemaar, 

' I )  M .  Hayano, A .  Saito, D. Stone d R.  I .  Dorfman, Biochim Biophys Acta 21, 380 (1956). 

") F .  r. K'erder. K. Bruckner, K.-H. Bork, H. Metz. B. Hampel und H. J .  Mannhardt, Chem. 

14) E. L. Dulaneg, E .  0. Stnpley und C. Hlauac, Mycologia 47,464 (1955). 
15) C.  Vezina, S.  N .  Sehgal und K. Singh, Appl. Microbiol. 11, 50 (1963). 

0. K .  Sebek, L. M.  Reinecke und D.  H .  Peterson, J. Bacteriol. 83, 1327 (1962). 

Appl. Microbiol. 3, 14 (1955). 

G. M. Shull und D. A .  Ki ta ,  J. Amer. Chem. SOC. 77,763 (1955). 

Ber. 95. 2110 (1962) 

S. Lnng, D. N .  Lincoln und l! W a y ,  J. C S Perkin II, 1975,344, sowk Tetrahedron 31, 2815 
(1975). 
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auf einen abweichenden, von sterischen Einschriinkungen offenbar weitgehend freien 
Enzyrnmechanismus. 

Da bei den vorhergehenden Transformationen das Triol Sa als Nebenprodukt aukrat, 
nahmen wir zur Sicherung seiner Konstitution eine gezielte Spaltung des Oxiranringes 
in 2 rnit Perjodsaure in waarigern Aceton") vor. Die Konfiguration des dabei zu 95:/: 
anfallenden Produkts 5a ist - ebenso wie die der weiteren neuen Alkohole - durch 
Ahnlichkeit von Lage und Aufspaltung der CH - OH-Multipletts in] 'H-NMR-Spektrum 
mit denen von Vergleichssubstanzen eindeutig gesichert und entspricht anerkannten 
Prinzipien der Steroidchemie I"). 
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Bei Inkubationsversuchen rnit allen vier studierten Stammen zeigte sich 5 a  nahezu inert, 
wornit zwanglos sein Auftreten bei den zuvor beschriebenen Ansatzen erkliirt wird. Um 
die Polaritat der Verbindung herabzusetzen, acetylierten wir die sekundaren Hydroxyl- 
gruppen. Das resultierende Diacetat 5 b wurde von Aspergillus ochraceus und Curuularia 
lunata angenommen. Nach 96 h war bei dem ersten Pilz wiederum 1 la-Oxygenierung zu 
verzichnen, unter Bildung von 26% 6. Hauptprodukt war jedoch rnit 47"4 5c, bei dem es 
lediglich zur Verseifung des 3-Acetatrestes gereicht hatte. 

Nach der gleichen lnkubationszeit erschien das Ergebnis bei Curidaria liinara weniger 
einheitlich: 4% Edukt 5b, 11 "/, Esterspaltung zu 5c, 23 7 ;  lla-Hydroxylierung zu 6 und 
ferner rnit 20 "/, die 17a-Hydroxylierung zu 7. 

Wenn auch das durch chemische Modifikation aus 2 gewonnene Triol 5 a  in seinem 
Ferrnentierungsverhalten enttluschte, weckte es doch einiges pharrnakologisches Interesse 
(s. spater). Es stellte sich die Frage nach der Konfigurationsabhangigkeit der beobachteten 
Wirkung. Weiterhin bestand die Moglichkeit einer verbesserten Inoculierung f i r  die unter- 
suchten Kulturen durch die veranderte Geometrie der Hydroxy-Gruppen. Deshalb 
behandelte man 1 rnit Osmiurntetroxid und Pyridin. Nach zwei Tagen resultierte das cis- 

'" A. 7: Rowland und H .  R. Nace, J. Amer. Chern. SOC. 82, 2833 (1960). 
In) "') E. J .  Corey und A .  R.  Sneen, J. Amer. Chem. SOC 78, 62@ (1956). - J .  E. Bridgumun, 

P ,  C .  Cherry, A. S .  Clegg, J .  M .  Evans, E .  R .  H .  Jones, A .  KasaL V. Xumar, G .  D. Mmkins. 
K Morisawa, E .  E .  Richards, P .  D. Woodgate. J. Chem Soc C 1970, 250. 
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Diol 8a in 59proz. Ausbeute; mit diesem lielkn sich erneut an allen vier Stlmmen keine 
ausreichenden Umsiitze erzielen. Das abgeleitete Diacetat 8 b dagegen verhielt sich wie 
5 b: Mit Aspergillus ochraceus konnten nach 96 h 4 "/, Ausgangsmaterial8b, 34 7; 8c  sowie 
als Ergebnis des lla-Angriffs 9% 9 isoliert werden. In gleichfalls 9% d. Th. bildete sich 
9 bei der Einwirkung von Curuularia lunuta auf 8b. Als weitere Produkte erschienen 
dabei 3 Yo 8 b, 6 y" 8c und auBerdem 9 "/, des 17-Carbinols 10. Insgesamt darf das Verhalten 
hider Mikroorganismen gegenuber dem cis-Diol-Derivat 8 b und seinem rruns-Isomeren 
5 b als qualitativ sehr ahnlich gewertet werden, lediglich die absoluten Ausbeuten liegen 
beim &-Acetat deutlich niedriger, das Produktverhaltnis bleibt davon unberuhrt. 

Nachdem die bisherigen Bemuhungen nicht zu einer Funktionalisierung der P-Seite 
der Molekel gefuhrt hatten, suchten wir unser Substrat dem iiberhaupt erfolgreichsten 
Ausgangsmaterial - Reichsteins Substanz S - anzugleichen. Dazu unterwarf man 1 
einir Oppenauer-Oxidation zum bereits friiher von Ruschig 3, auf anderem Wege darge- 
stellten Keton 11. Wir konnten 11 auf diese Art zu 37% zuganglich machen. 
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Die ubliche Prufung aller vier Stamme lieb fur 11 einen praparativen Ansatz nur rnit 
Aspergillus ocliraceus zweckmabig erscheinen. Die Produktanalyse verdeutlichte, daD hier 
ein ProzeD rnit zwei Folgereaktionen ablief, wobei unter dem EinfluD einer Monooxy- 
genase zunachst der lla-Alkohol 12 anfiel, der im nachsten Schritt einer 6pHydroxylase 
als Edukt diente. Dementsprechend konnte die Inkubierung zu zwei Ausbeute-Optima 
gefuhrt werden: Bei 24h Dauer lieBen sich 39% 12 isolieren. neben 9% 13; wiihrend 
nach 96 h die h6chste Menge - absolut gesehen - an 13 rnit 28 % anfiel. In dieser Zeit 
reduzierte sich der Anteil von 12 auf 31%. 

Da I I mit der Mehrzahl der Pilze unubersichtliche Produktgemische erbrachte und bei 
Asperflillus ochruceus nur die 6P-Hydroxylierung in den Blickpunkt riickte, beschlossen 
wir, 1 in das alternativ zugiingliche a,&ungesattigte Keton 14b zu iiberfuhren und dessen 
Verwendbarkeit zu prufen. 

Fur diesen Zweck veresterten wir 1 zum bekannten3) Acetat und lieBen darauf rert- 
Rutylchromat einwirken. Zu 51 fie1 14b als einziges Produkt an. Neben den spektrosko- 
pischen Daten sicherte auch das Verhalten gegenuber einer Mischung von Salzslure/ 
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Methanollkher bei Raumtemperatur die Konstitution von 14b. Statt der erwarteten 
Verseifung des 3-Acetatrestes (24% 14a), war die Wasserabspaltung zu 18 das mit 577; 
vorherrschende Ergebnis. Die Verlangerung des Chromophors in 18 kommt im UV- 
Spektrum durch ein zusiitzliches Maximum bei 267 nm zum Ausdruck. 

18 19 20 
Von d i n  vier gepruften Stlmmen versagte gegenuber 14 b lediglich Rhizopus niyricans. 

Die beiden bislang vorzugsweise behandelten Pilze unterschieden sich in der Produkt- 
bildung auf gewohnte Weise: Fur Asperyillus ochraceus tritt lediglxh die I la-Hydroxy- 
lierung zu 15 in Erscheinung, mit der bemerkenswerten Ausbeute von 56"/:, wlhrend fur 
Curuularia lunata das Ergebnis erneut komplexer ausfgllt. Die voraussehbare 17a-Oxy- 
genierung uberwiegt zwar mit 39% 16, doch gewinnt man als Ncbenprodukt nicht 15, 
sondern erstmals einen 14a-Alkohol 17 rnit 8 ?A. 

Fur 16 haben wir den Eintrittsort der Hydroxylfunktion unabhangig durch einen chemi- 
schen Beweis festgelegt. Nach Schutz des 3P-OH durch Acetylierung nahmen wir die 
Wasserabspaltung aus der tertiaren Alkoholgruppierung mittels Phosphoroxychlorid/ 
Pyridin vor. Im ' H-NMR-Spektrum des Reaktionsprodukts 19 niacht sich das Signal 
eines weiteren Vinylprotons bei 6 = 6.23 bemerkbar, seiner Lage nach einem konjugierten 
System zuzuordnen. Diese Deutung bestltigte das UV-Spektrum von 19, das durch ein 
zusitzliches langwelliges Absorptionsmaximum bei h = 270 nm gekennzeichnet ist. 

Mit Cunninyhamellu blakesleeana resultierte aus 14b ein kompliziertes Stoffgemisch, 
das chromatographisch in vier Hauptzonen aufgetrennt werden konnte, deren unpolarste 
identisch mit der polarsten von Curoularia liinuta war und 6',!.; 17 lieferte. Wie in allen 
Ansatzen mit 14b fie1 in untergeordnetem MaBe auch das Verseilungsprodukt 14a an. 
Ferner isolierte man 3.5 7; nicht ganz einheitliches Material, fur das der Strukturvorschlag 
20 zur Diskussion steht. 

Die hier beobachtete 14a-Hydroxylierung bei Cunningliumella blakeslecuna steht im 
Einklang rnit jungst publizierter "I gleichartiger Einwirkung von Cunnitighamella elegans 
auf 3P-Acetoxyandrost-5-en-17-on. Zusammenfassend laRt sich feststellen, da13 der 1 7 8  
Lactonring als dominierendes Strukturmerkmal aller inkubierten Steroide den enzyma- 
tischen Angriff grundsatzlich auf die a-Seite der Molekel dirigiert. wobei fur die unter- 
suchten Mikroorganismen vorzugsweise Oxygenierung in 1 la- und 17a- sowie unterge- 
ordnet in 14a-Position gefunden wird. 

Die meisten der in dieser Arbeit angefuhrten Substanzen wurden auf mogliche cardio- 
tonische Effekte gepriift *'. Im Langendorff-Test am isolierten Meerschweinchenherz 
erwiesen sich 2, 3, 5a und 8a als gering positiv inotrop wirksam, tKi kurzer Wirkdauer. 
19' 7: A. Crabb, P .  J .  Duwson und R. 0. Williams, Tetrahedron Lett 1975, 3623. 
*' Das Pharmakologische Laboratorium der Firm Hoecksr AG. Frankfurt, fuhrte dk  Unter- 

suchungen durch (Leitung Prof. Dr. Lindner). Wir bedankm uns fur die freundliche Unter- 
stiitzung. 
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Experimenteller Teil 
Die Schmelzpunkte wurden auf einem Kofler-Heiztischmikroskop (E. C Reichert, Wien) 

bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Analysen fiihrte I. Beerz, Kronach/Oberfranken, aus. 
UV-Spektren (in Methanol): DMR 22 der Fa. Carl Zeiss, Oberkochen. IR-Spektren (in KBr): 
Prrkin-Elmer-IR 521. Massenspektren: MS-9 und MS-30 der Firma AEL NMR-Spektren: 
Varian XL-100-12 (TMS als innerer Standard j Dunnschichtchromatographie auf Alu-Folien der 
Fa. Riedel de Ham sowie auf Glasplattm. Laufmittel: A) Methylenchlorid/Aceton (2 : I), B) die- 
selben (3: l), C )  Essigester!Cyclohexan (4: I). Prap. DC: Kieselgel PF 254/366 der F a  Merck, 
I mm stark auf Glasplatte, bei einer Aktivierung von 5 h und 140°C. Fur spektroskopische Messun- 
gen sei den folgenden Damen und Herren gedankt: G. Reh&od (UV, ORD), I I .  Hornam (IR), 
Dr. L. Grorjuhn, Dr. H .  M .  Schiebel, H .  Sreinen (MS) sowie Dr. K Wq und Dr. D. Lincoln (‘H- 
NMR; “C-NMR). 

Mikrobiulogische Methodem 
Die Stamme wurden m Schragkulturen auf verschiedenen Agarbijden herangezogen; fiir Curuu- 

lurii luiiuru folgende Weiterbehandlung: Ein 500-ml-Erlenmeyerkolbe~ der 100 ml einer 25 min 
bei 121 ;C im Autoklaven sterilisierten Nahrlosung5’ (1OOml Maisquellwasser, l o g  Sojamehl, 
0.05 g Sojaol, 900 ml Wasser, pH auf 6.2 eingestellt) enthielt, wurde durch Abschwemmen der 
Stammkultur mit 5 ml physiologischer Kochsalzlosung beimpft und 72 h bei 30°C auf einer 
Rotationsschuttelmaschine mit 100 U/min geschuttelt D i e s  1. Vorkultur wurde unter sterilen 
Bedingungen im Volurnenverhaltnis 1 : 10 in die 2 Vorkultur (gleiches Medium und pH) weiter- 
propagiert. Nach 24 h Inkubation iiberimpfte man jeweils 10 ml der gut gewachsenen 2. Vorkultur 
auf die Hauptkulturen, die zusatzlich 0.05 7; Tween 80 enthielten. 

Nach 12- 14h Wachstumsdauer setzte man das gefriergetrocknete Substrat oder die Substrat- 
losung zu und inkubierte anschlieknd weiter. Die Umwandlung der Substrate wurde durch diinn- 
schichtchromatographische Analyse der Chloroformextrakte von Kulturproben kontrolliert. 
Den pH-Wert der Kulturmedien, der sich wahrend der gesamten lnkubation zwischen 6 2  und 7.8 
bewegte, stellte man taglich zweimal mit 1 N H,PO, auf 6.2-6.5 ein Die Inkubationstemp. 
betrug 30°C. 

Diese ausfuhrliche Beschreibung ist im wesentlichen ubertragbar aufdie Kultivierung der ubrigen 
Mikroorganismen; nur in den Nahrmedien, den pH-Werten, der Anzahl der Vorkulturen und den 
Wachstumszeiten bis zur Substratzugabe unterscheiden sie sich v o m  obigen Beispiel. Diese ab- 
weichenden Parameter der einzelnen Stamme seien nur stichwortartig genannt: 

Cunninghaniella blukesleeanu: 1. Vorkultur: Nahrmedium aus lo’ 5 g Sojamehl, 20 g Glucose, 
5 g NaCI, 5 g K2HP04, 5 g Hefeextrakt sowie 1 Liter H 2 0  wird rnit H3P0, auf pH 6.4 eingestellt 
Dauer 48 h Hauptkultur: Bei gleichem Medium folgt die Substratzugabe ~ c h  24 h Der pH-Wert 
wird mit NaOH zwischen 6 und 7 gehalten. 

Asperyillirs ochraceus: 1. Vorkultur: 72 h in Mediumzo’ aus 44g Glucose, 150 ml Maisquell- 
wasser, 3g  NaN03, 1 g KH2P04, 0.5g KCI, 0.5g MgSO,, 0.02g FeSO, und 850ml Wasser; 
pH rnit NaOH auf7 eingestellt 2. Vorkultur: 24h in Medium aus 20g Sojamehl und 1 Liter Wasser, 
das mit H,PO, a d  pH 6.2 eingestellt ist Hauptkultur: Im Medium am log  Glucose, l o g  Soja- 
mehl und I Liter Wasser, dessen pH zwischen 5 und 7 gehalten wird. Substratzugabe nach 12 - 14 h. 

Rhizopus niyricuns: 1. Vorkultur: 72h in Medium2” aus log  Glucose, 30ml Maisquellwasser. 
0.4 g MgS04 . 7  H20 ,  0.4 g KH,PO, und 970 ml Wasser auf pH 55 eingestellt Die 2 Vorkultur 
liiull 24h im gleichen Medium; ebenso wie die Hauptkultur. Substratzugabe nach 15 h. Der pH- 
Wert bleibt zwischen 6 und 7. 

K. Kieslich, K. Petzoldt, H .  Kosmd und W Koch, Liebigs Ann. Chem 726, 168 (1969). 
”) B. GBrlich und J .  Wolrer, Liebigs Ann. Chem. 753, 106 (1971). 
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Steroidzuyube: Ak der bestgeeignete Losungsvermittler bei dcr Zugabe der verschiedenen 
Steroidsubstrate erwies sich Tween 80: I g des jeweiligen Steroids wurde zusammcn mit 150 mg 
Tween 80 in 200 ml heikm Dioxan geliist und gefriergetrocknet. Zusammtm mil der Zugabe von 
0.05% Tween 80 zum Medium der Hauptkultur ergab dies eine sehr gute Verteilung der hydre  
phoben Steroide in der wiDr. P h a s  des Nahrmediums - Substrats die nur in kleineren Mengen 
zur Verfugung standen. wurden in Aceton oder hhanol  geliist zugegebe~i. 

AuJarbeiriiny tier Submerskulruren: Nach pH-Korrektur auf 5 -6 wurden die Kulturbruhen 
mil Chloroform extrahiert und iiber Hylfo Super Cel (Kieselgur der Fa. Serva) filtriert. Der Extrakt 
wurde uber Natriumsulfiat getrocknet und nach Vertrciben des Losungsmittels chromatographiert. 

3S-Hydroxy-5,6a-oxido-/4a-card-20122)-enolLI (2): Zur Losung von I. 15 g Butenolid I in 30 ml 
absol. Dioxan fugt man 1.22g Monoperphthal&iurez2' in 70 ml Dioxan. 2 i  h wird bei 80-9O'C 
geriihrt, das Losungsmittel abgezogen, in Chloroform aufgenommen und die Losung nacheinander 
mit Kaliumjodid-Thiosulfat- und Hydrogmcarbonatlosungen gewaschzn. Nach Trocknen und 
Eindampfen der organischen Phase wird der Ruckstand am Methanol umkristallisiert: 958 mg 
2(790/,) Schmp. 215-218°C. - IR: 3290 (OH), 1785, 1745 (5-Ringlacton) und 162Ocn-' (C=C). 

CH3-19), 2.93 (d; J = 4 Hz; 1 H, 6fl-H), 3.90 (m; 1 H, 3a-H), 4.68 (dd; J = 18 t. 3 Hz; I H, 21-H), 
4.81 (dd; J = 18 + 3 Hz; 1 H, 21-H) und 5.84 ppm (dd; J = 3 Hz; I H, 22-Hj - ORD-Spektrum 
0.96 mg 2 in 5 ml Chloroforrn/Methanol (7 : 3): 

UV: hmax (Ig E )  = 215 IIXII (4.11). - 'H-NMR (CDCI,): 6 = 0.60 (s; 3H, CH3-181 1.07 (s; 3H, 

256 nm -- h I  590 500 420 330 
[a] I -232 -329 -522 -928 -6380 

= -62.5". - MS: m/e = 372 (47",& M '), 354 (39:; M' - H,O). 

C23H3204 (372.5) Ber. C 74.16 H 8.65 Gef. C 74.25 H 8.82 

3/?,~7r-Dihy~roxy-5,6~-oxi~fo-l4a-curd-2U~~2)-enolLI (3): Man verteilt 500 mg2 (zuvor mit 75 mg 
Tween 80 gefriergetrocknet) auf 20 Schuttelkulturen, die den Pilz Curculuriu lunuru im angegebenen 
Medium nebst 300 mg Adsorberharz Amberlite XAD-2 pro 100-ml-Kultur enthalten. Nach 30 h 
Inkubation wird mit Chloroform extrahiert. Ausb. 135 mg 3 ( 2 6 : Q  Schmp. 261 - 265°C (Fssig- 
ester). 

IR: 3480 (OH), 1789 1730 (5-Ringlacton) und 1618cm"' (C=Cl - UV: Xn,ax(lg E) = 214nrn 
(4.06). - 'H-NMR ([D,]Pyridin/[D,]Arnton = 4 :  I ) :  6 = 0.62 (s; 3 f I .  CH,,-18), 1.07 (s; 3H, 
CH3-19), 2.88 (d; J = 4 Hz; 1 H, 6-H), 4.16 (In; 1 H, 3-Hb 5.05 (dd; J = 18 Hz -t 3 Hz; 1 H, 21-H), 
5.21 (dd; J = 18 + 2 Hz; lH,  21-H) und 6.20 ppm (dd; J = 2 Hz; 1 H, 2:!-H). - ORD-Spektrum, 
1.31 rng3 in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

h I  590 500 420 330 258 245 nm 
[a] I -427 -523 -946 -2051 -12896 -1005 

= - 1 1 0 .  - MS: m/e = 388 (7".,, M'), 370 (lo'!(,, M t  - H20) .  

C23H3205 (388.5) Ber. C 71.10 H 8.30 Gef. C 71.04 H 8.44 

38,5abP-Trihydroxy-I4a-card-20(22/-eno/~ ( 5 ~ ) :  Die Losung von 1.2g Epoxid 2 in 36 ml heikm 
Aceton wird unter Ruhren mil 755 mg Perjodsaure in 12 ml Wasser versetzt und 45 min erhiut. 
D ~ M  werden weitere 20 ml Wasser zugesetzt, das Aceton i. Vak. abgedarnpfi und die Suspension 
langsam abgekuhlt Man filtriert das Produkt ab und kristallisiert aus Aceton Ausb. 1.19g 5r 
(95 %). Schmp. 254-258°C. 

IR: 3430 (OH), 1790, 1740 (5-Ringlacton) und 1620cm-' (C=Ci. - IJV: hn,,x(lg E )  = 216 nm 
(4.18). - 'H-NMR ([DJPyridin): 6 = 0.59 (s; 3H, CH,-l8), 1.58 (s; 3H. CH,-IY), 3.53 (m; 1 H, 

2 2 )  G. B. Payne, Org. Synth. 42, 77 (1962). 
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3-H). 4.21 (m; 1 H, GH), 4.85 (dd; J = 17 + 1.5 Hz; 1 H, 21-H), 4.95 (dd; J = 17 + 1.5 Hz; I H, 
21-H) und 6.01 ppm (m; lH ,  22-H). - ORD-Spektrum 1.09 mg 5 a  in 3 ml ChloroforrniMethanol 
(7 : 3): 

)i I 590 500 420 330 256nm 
[@I I -64.3 -129 -216 -429 -5950 

[a]:<o = -16.5 . - MS: m/e = 390 (2% M'), 372 (20"/, M +  - H,OA 354 (loo?;, M +  - 
2H,O). 

C23H3405 (390.5) Ber. C 70.74 H 8.77 Gef. C 70.84 H 8.77 

3~,6~-Diucetoxy-.5a-hydroxy-l4a-card-20(22)-enolii (5 b): Die Losung von 872 mg Trid 5 a 
in 35 ml Pyridin und 35 ml Acetanhydrid wird 20 min unter RiickfluD erhitzt, am Rotationsver- 
dampfer eingeengt und mit pflp DSC aufgetrennt (Essigester/Cyclohexan 1 : 1, 2 x entwickelt). 
Ausb. 720 mg 5 b  (68 yo). Schmp. 233 -237°C (am Athano]). 

1R:3450(0H), 1780,1750(5-RingIacton),1727(Acetat)und 1621 cm-'(C=C). - UV:k,(lg~) = 

217nm (4.173. - 'H-NMR(CDCI,/CD,OD 7:3):6 = 0.68 (s; 3H,CH3-18), 1.19(s; 3H,CH3-19), 
2.05 (s; 3H. Ac), 2.11 (s; 3H, Ac), 4.72 (m; 1 H, 6-H), 4.78 (dd; J = 17 + 1 Hz; 1 H, 21-H), 4.88 (dd; 
J = 17 + 1 Hz; lH, 21-H), 5.14 (m; lH, 3-H) und 5.86ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 
1.19 mg 5 b  in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

330 256nm - h 1  590 500 420 
[@I I -359 -491 -742 -1556 -8678 

[a]:<,= -76.2". - MS:m/e=474(1Y( ,Mt) ,4 l4(3 ' ; ; ,MC-HOAc)und354(61~/ ,M'-  
2HOAc). 

C27H3807 (474.6) Ber. C 68.33 H 8.07 Gef. C 68.37 H 8.03 

6~-Acetox~-3~,5z-dihydroxy-/4a-card-20(22)-enolid (Sc): Das Butenolid 5 b wird mit Aspergillus 
ochracerls umgewandelt. Dam gibt man 100 mg 5 b, gelost in 2.5 ml Aceton, in 5 Kolben, die den gut 
angewachsenen Mikroorganismus nebst Medium enthalten Nach 96 h Kontaktzeit isoliert man 
wie gewohnlich 43mg Sc (47"/,), die bei 156-159°C (Methanol) schmelzen. 

IR: 3460 (OH), 1784, 1728 (5-Ringlacton), 1720 (Acetat) sowie 1622cm-' (C=C). - UV: 
A,,, (Igs) = 216nm (4.18). - 'H-NMR (CDC13/CD30D 7: 3): 6 = 0.67 (s; 3H, CH,-18), 1.15 
(s; 3 H, CH3-19), 2.08 (s; 3 H, Ac), 3.99 (m; 1 H, 3-H), 4.70 (m; 1 H, 6-HL 4.77 (dd; J = 17 + 1.5 Hz; 
1 Y 21-H), 4.87 (dd; J = 17 + 1.5 Hz; 1 H, 21-H) und 5.85 ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 
1.52 mg 5 c  in 3 ml Chloroform/Methanol(7 : 3). 

1 1  590 500 420 330 255 245 nm 
[a] 1 -247 -371 -643 -1154 -7062 -1815 

[a]:;o = -57.2". - MS: m/e = 433 (0.5yo, M' + I), 372 (2% M+ - HOAc). 

C2SH3606 (432.6) Ber. C 69.42 H 8.39 Get  C 69.24 H 8.58 

38,11cc-Dihydroxy-Spa-oxido-I 4a-card-20(22/-en~~l~ (4): Auf 10 Erlenmeyerkolben, die mit 
Kulturen von Aspergillus ochraceus beschickt sind, werden 200 mg Butenolid 2 (zuvor rnit 30 mg 
Tween 80 gefriergetrocknet) verteilt Bei Abbruch nach 32 h resultieren 11 1 mg 4 (55%), daneben 
werdm 9 mg Edukt 2 und 26 mg 5a isoliert Schmp. 261 -266°C (Methanol). 

IR: 3420(OH), 1780, 1734 (5-Ringlacton) sowie 1624cm-' (C=C). - UV: )imax(1g E) = 214nm 

(d; J = 4 Hz; 1 H, 6-H), 3.84 (m; 2H, 3-H und 11-H), 4.79 (dd; J = 18.5 + 2 Hz; 1 H, 21-HX 4.89 
(dd; J = 18.5 + 2 Hz; 1 H, 21-H) und 5.87 ppm (m; 1 H, 22-H) - ORD-Spektrum, 1.17 mg4in 3 ml 
Chloroform/Methanol (7 : 3): 
Chemixlic Rerichte Jahrg. 1OY 118 

(4.20). - 'H-NMR (CDCI,/CD30D 7: 3): 6 = 0.62 (s; 3H, CH3-181 1.21 (s; 3H, CH3-191 2.97 
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h I  590 500 420 330 256 250 nm 
[a] I -209 -378 -507 -1044 -6540 -4274 

[a]&, = -53.5'. - MS: m/e = 388 (21 "/6 M'), 370 (13% M' - H,O). 

CZ3H3205 (388.5) Ber. C 71.10 H 8.u) Gef. C 71.05 H.8.26 

cr~-Aceroxy-3B~a,lla-trihydroxy-l4a-car~~-20(22)-enolid (6): Aus dem fur Sc beschriebenen 
Ansatz gingen gleichzeitig 25 mg 6 (26%) hervor. Schmp. 217-220 'C (Essigcster/MethanoI). 

IR: 3410 (OH), 1775, 1738 (5-Ringlacton), 1720 (Acetat) und 1622cm-' (C=C). - UV: h,,, 
(Ig 6) = 216nm (4.16). - 'H-NMR (CDCI,/CD,OD 7:3): 6 = 0.70 (s; 3H, CH,-l8), 1.28 (9; 

3H, CH,-19), 2.08 (s; 3H, Ac), 3.94 (m; 2H, 3-H und 1 I-H), 4.72 (m; 1 H, &H), 4.79 (dd; J = 18 + 
1.5 Hz; 1 H, 21-H), 4.91 (dd; J = 18 + 1.5 Hz; 1 H, 21-H) sowie 5.89 ppm (dd; J = 1.5 Hz; 1 H, 
22-H) - ORD-Spektrum, 1.43 mg 6 in 3 ml Chloroform/Methand (7 : 3): 

h . 1  590 500 420 330 257 250 nm 

[a]&, = -62.7". - MS: m/e = 449 (1 X, M t  + I), 388 (3% Mt - HOAc), 370 (12% MC - 
[a] 1 -282 -357 -563 - 1267 -7508 -5350 

HOAc - HzO). 

CZ5H3607 (448.5) Ber. C 66.94 H 8.09 Gef. C 67.00 H 8.15 

cSfi-Aceroxy-3&5qlIa-trihydroxy-l 4a-card-20 /22)-enolid (7): Die Losung von 80 mg Diacetat 
5b in 2ml Aceton gibt man zu vier 100-mi-Kulturen von Curnularia luiiaia, inkubiert 96h und 
isoliert nach ublicher Aufarbeitung 2 mg Edukt Sb, 8 mg Sc, 17 mg6 und 15 mg 7 (20%). - Schmp. 
170- 175°C (Methylenchlorid). 

IR: 3430 (OH), 1782 (5-Ringlactonh 1735 (5-Ringlacton und Acetat), 1618cm-' (C=C). - UV: 

(s; 3H, CH,-19), 2.08 (s; 3H, Ac), 4.00 (m; 1 H, +H),4.72 (m; 1 H, 6-H), 4.87 (dd; J = 18 Hz + 3 Hz; 
1 H, 21-H), 5.03 (dd; J = 18 + 3 Hz; 1 H, 21-H) sowie 5.90 ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 
1.05 mg 7 in 3 ml Chloroform/Methanol(7 : 3): 

h I  590 500 420 330 258 245 nm 

h,,(Ig E )  = 2 1 6 m  (4.11). - 'H-NMR (CDCI,/CD,OD 7 :3): S = 0.69 (s; 3H, CH3-181 1.15 

[a] I -639 -1065 -1618 -3790 -22996 -2555 

[a]& = -1425". - MS: m/e = 448 (0.1 "/, M'), 370 (3% M +  - HOAc - H,O). 
C~SH,& (448.5) Ber. C 66.94 H 8.09 Gef. C 64.36 H 8.06 

3B,Sq6a-Trihydroxy-f4~-card-20/22)-enolL1 @a): Die Losung von 1.5 g Butenolid I in 225 mi 
Chloroform versetzt man nacheinander mit 3 ml Pyridin und 1.55 g Osniiumtetroxid und belab 
48 h bei Raumtemp Das Losungsmittel wird abgezogem und durch die gleiche Menge Methanol 
ersetzt In dies  Losung leitet man 20min Schwefelwasserstoff em und Iiltriert das schwarze 
Osmiumsulfwl ab. Nach Abdampfen der Solventien wird aus Methaiiol/Wasser kristallisiert. 
Das Rohmaterial w id  mit Methylenchlorid/Aceton (I : I), bei zweimaliger Entwicklung der 
prap Schichtchromatographie unterworfen und aus Essigester erneut umkristallisiert Ausb. 
970mg 8a (59%). Schmp. 272-279°C. 

IR: 3400 (OH), 1790, 1745 (5-Ringlacton) und 1620cm-' (C=C). - [JV: h,,, (Ig E )  = 215 am 
(3.933. - 'H-NMR ([D,]Pyridin): 6 = 0.52 (s; 3H, CH,-18), 1.00 (s; 3H, CH3-19), 3.92 (m; 2H, 

6.02 ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 1.54 mg 8a in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3). 
3-H ~ n d  6-H), 4.85 (dd; J = 18 + 2 Hz; I H ,  21-H), 4.93 (dd; J = 18 t 2Hz; l H ,  21-H)  SOW^ 

h I 590 300 280 265nm 
[a] I -37.9 -37.9 -910 -3360 

[a]& = -9.7". - MS:m/e= 390(2"/,Mf),372(10%M+ - H,0),354(80';/MM+ - 2H,O). 

C2,HS405 (390.5) Ber. C 70.74 H 8.77 Gef. C 70.70 H 8.88 
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3~,6a-Diuce1oxy-5a-hydroxy-l4a-curd-20(22)-enolid (8b): Das Trid 8a (970 mg) w i d  mit 40 ml 
Pyridin und 4Oml Acetanhydrid 3 h bei Raumtemp. belassen Die Aufarbeitung mittels priip. 
DSC (Essigester/Cyclohexan 1 : I, dreimalige Entwicklung) liefert 920mg 8b (76%). Schmp. 
258- 263 "C (Methanol). 

IR: 3 4 9  (OH), 1787, 1752 (5-Ringlacton; 1725 (Acetat) sowie 1623cm-' (C=C). - UV: L,,, 
(Ig E) = 216 nm (4.20). - 'H-NMR (CDC13/CD30D 7 : 3): 6 = 0.67 (s; 3H, CH3-18), 1.07 (s; 3H, 

1 H, 21-HX 4.98 (m; 2H, 3-H und 6-H), 5.87 ppm (m; lH, 22-H). - ORD-Spektrum 1.04 mg 8b 
in 3 ml Chloroform/Methanol(7 : 3): 

h I  590 500 420 330 256nm 

CHI-191 2.06 ~ n d  2.11 (s;+ 3 H, ACb 4.78 (dd; J = 18 + 2 Hz; 1 H, 21-H), 4.88 (dd; J = 18 + 2 Hz; 

['D] I -109 -177 -231 -518 -5993 

[a]::o = -23". - MS: m/e = 474 ( l x  M+), 354 (28% M+ - 2HOAc). 

C27H3~07 (474.6) Ber. C 68.33 H 8.07 Gef. C 68.21 H 7.97 

6a-Acetoxy-3~,5a-dihydroxy-14a-curd-20(22)-enolid (8c): Zur Umwandlung von 8 b rnit Asper- 
gillus ochruceus verteilt man 160 mg Substrat 8b in 4 mi Aceton auf 8 Erlenmeyer-Kolben, die 
jeweils 100 ml Medium mit dem gut gewachsenen Pilz enthalten. Nach 96 h Verweilzeit wird wie 
iiblich aufgearbeitet, wobei 6 mg Edukt 8 b, 14 mg 9 (9.2 %) und 50 mg 8c (34 %) isoliert werden. 
Schmp. 270 - 279°C (Essigester/Methanol). 

IR: 3430 (OH), 1789, 1755 (5-Ringlacton), 1710 (Acetat) und 1630cm-' (C=C). - UV: 1, 
(Ige) = 21Xnm (3.84). - 'H-NMR (CDC13/CD30D 7 :  3): 6 = 0.65 (s; 3H, CH3-l8), 1.03 (s; 
3H, CH3-19), 2.08 (s; 3H, Ac), 3.91 (m; lH, 3-H), 4.78 (dd; J = 17 + 2.5 Hz; lH, 21-H), 4.88 
(dd; J = 17 + 2.5 Hz; lH, 21-H), 4.97 (m; IH, 6-H) und 5.87 ppm (m; IH, 22-H). - ORDSpek- 
trum, 1.16 rng 8c in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

L I 350 320 280 256 nm 
[a] I -89.4 -201 -1510 -5144 

MS: m/e = 432 (1.1 %. M+), 372 (10%. M +  - HOAc), 354 (61 %, M +  - HOAc - H20). 

C25H3606 (432.5) Ber. C 69.42 H 8.39 Gef. C 69.44 H 8.51 

6a-Acetoxy-3~Jgll a-rrihydroxy-l4a-cord-20(22)-enolid (9): Das im vorstehenden Ansatz ;SO- 

lierte 9 wird wie folgt charakterisiert: Schmp. 280-283°C (Essigester/Methanol). - IR: 3460 
(OH), 1790, 1745 (5-Ringlacton), 1735 (Acetat), 1620cm-' (C=C). - UV: X,(Ig E )  2 1 6 m  

(s; 3H, Ac), 3.80 (m; 2H.3-H und 11-H), 4.81 (dd; J = 18 + 2Hz; 1 H, 21-H), 4.93 (dd; J = 18 + 
2 Hz; 1 H, 21-H), 5.00 (m; 1 H, 6-H) und 5.90 ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 1.71 mg 9 
in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

1 1  590 400 290 258 250 nrn 

(4.17). - 'H-NMR (CDCI&D,OD 7:  3): 6 = 0.66 (s; 3H, CH,-18), 1.15 (s; 3H, CH1-19), 2.11 

['D] 1 -17.3 -31.2 -866 -5327 -2771 

[a]:$o = -3.9". - MS: m/e = 448 (0.1 %, M'), 388 (1.2%, M +  - HOAc), 370 (12.3%, M+ - 
HOAc - HZO). 

C25H3607 (448.5) Ber. C 66.94 H 8.09 Gef. C 67.50 H 8.39 

6~-Aceroxy-3~,5a.l7a-trihydroxy-l4a-curd-20(22)-enolid (10): Fur die Umwandlung des Di- 
acetats 8 b  mit Curuuluriu lunuru iiberfiihrt man 120 mg 8b in 3 ml Aceton auf 6 Erlenmeyer-Kolben 
und inkubiert 72 h. Die Aufarbeitung erbringt 3 mg 8b, 7 mg 8c, 11 mg 9 (9.770 sowie 10 mg 10 
(9 %). Schmp. 300 - 303 "C (Essigester/Methanol). 

IR: 3480 (OH), 1781 (5-Ringlacton), 1732 (SRinglacton und Acetat), 1620 cm-' (C=C). - UV: 
A,, (Ig E) = 212 nm (4.17). - 'H-NMR ([DJPyridin): 6 = 0.67 (s; 3 H, CH,-18), 1.06 (s; 3H, 

218" 



33 14 F .  Wagner, S .  Lana und U! Kreiser Jahrg. 109 

CH,-19), 1.80(s; 3 H. Ac), 3.65 (m; 1 H, 3-H), 4.58 (m; 1 H, 6-H), 5.01 (dd; J = 21 + 2 Hz; 1 H, 21-H), 
5.19 (dd; J = 21 + 2 Hz; 1 H, 21-H) und 6.16 ppm (m; I H, 22-H). - ORD-Spektrum, 1.60 mg 
10 in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

245 nm 500 420 330 258 #-:: -272 -470 -1210 -12432 0 

[a]$$o = -41.2. - MS: m/e = 448 (0.4"/;, M'), 388 (4%, M' - HOAc), 370 (lox, M f  - 
HOAC - HZO). 

CZ5HSbO7 (448.5) Ber. C 66.94 H 8.09 Geb C 66.95 H 8.25 

3-0xo-I4r-carda-4,20/22)-dieiio/itl (11): Die Losung von 2 g 1 in 100 ml Toluol und, 50 ml 
Cyclohexanon wird 30 min am Wasserabscheider erhitzt. Zum SchluB destilliert man noch 30 ml 
Losungsmittel ab und versetzt mit 6 g Aluminiumisopropylat, bevor erneut 2 h unter RiickfluB 
gekocht wird. Nach Erkalten nimmt man das Gemisch mit Chloroform auf, wlscht den Extrakt mit 
verd. Schwefelslure sowie Wasser und zieht die Solventien nahezu vollstandig ab. Den Rest destil- 
liert man 3 h mit Wasserdampf. Obliche Aufarbeitung und prap. DSC (Methylenchlorid/Aceton 
11 : 1) ruhren zu 738mg (37%) 11. Schmp. 237-240°C (Lit.31 242-244°C). 

I /~-Hydroxy-3-oxo-l4a-~ard~-4,20(22/-dieno/id (12): Jeweils 20 mg 1 I verteilt man gleichzeitig 
mit 300 mg Adsorberharz Amberlite XAD-2 auf 15 Kulturen mit Aspergillus ochraceus und inku- 
biert 24 h unter Standardbedingungen. Nach iiblicher Aufarbeitung lassan sich mit prlp. DSC 
(Methylenchlorid/Aceton 7 :  I ,  dreimal entwickelt), drei Zonen gewinnen: 112 mg (37 %) Edukt 11, 
30 mg (9 x) 13 und 124 mg (39 %) 12. Schmp. 252 - 256°C (Methanol). -- IR: 3460 (OH), 1780, 
1747 (5-Ringlacton), 1655 (a,P-ungesitt. Keton) und 1621 cm- ' (C=  C). - IJV: Lmax (Ig E) = 222 nm 
(4.24). - 'H-NMR (CDC13/CD30D 7 :  3): 6 = 0.74 (s; 3H. CH3-18), 1.35 (s; 3H, CH3-19), 3.98 
(m; 1 H, 11-H), 4.79 (dd; J = 17 + 2 Hz; l H ,  21-H), 4.91 (dd; J = 17 t 2 Hz; 1 H, 21-H), 5.75 
(s; 1 H, 4-H) und 5.89 ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 1.55 mg 12 in 3 ml Chloroform/ 
Methanol (7 : 3): 

h I  590 360 340 280 nm 
[Q] 1 +329 +1394 +I072 +5575 

[ x ] : : ~  = +89". - MS: m/c = 370 (2512.;. M'), 352 (26%. M+ - H20).  

C23H3004 (370.5) Ber. C 74.56 H 8.16 Gef. C 73.93 H 8.34 

68.1 I a-Dihydroxy-3-oxo-I4a-carda-4,20~22)-dieno/id (13): Unter den fiir 12 angegebenen Be- 
dingungen werden 50 mg ll  96 h inkubiert. Dabei resultieren 11.5 mg (24%) Edukt I I, 16 mg 
(31 y') 12 sowie 15 mg 13 (28 7;). 

IR: 3450(OH), 1781, 1745 (5-Ringlacton). 1645 (a,P-ungesatt. Keton) und 1618 cm- '  ( C = C ) .  - 
UV: h,, (Ig E): 221 nm (3.99). - 'H-NMR ([D,]Pyridin/[D,]Aceton 4 :  1): 6 = 0.68 (s; HI, 
CH3-18), 1.75 (s; 3H, CH3-19), 4.27 (m; I H, 1 I-H), 4.53 (m; 1 H, 6-H), 4.74 (dd; J = 17 + 2 Hz; 
1H, 21-H), 4.90 (dd; J = 17 + 2Hz;  l H ,  21-H), 5.98 (d; J = 2Hz;  113, 22-H) und 6.04ppm 
(s; 1 H, 4-H). - ORD-Spektrum, 1.17mg 13 in 3ml Chloroform/Methanol (7: 3): 

h 1 590 360 34 1 323 305 265 nm 
[Q] 1 +89 f 7 4 2  0 -465 -257 -4074 

[a]:;o = +23.1-. - MS: m/e = 386 (4"/,, M'), 368 (3.6%, M i  - H,O), 353 (2.9%. M +  - 
H 2 0  - CH,). 

CZ3H3005 (386.5) Ber. C 71.48 H 7.82 Gef. C 71.91 H 7.87 

3~-Accroxy-7-oxo-l4a-curda-5~0(22)-dieno/in (14b): Die Losung von 975 mg des Acetats von 
1 in 32 ml Tetrachlorkohlenstoff, 8 ml Essigsiiure und 2 ml Acetanhydrid wird auf 55  -60°C 
erwarmt. Unter Riihren tropft man bei dieser Temperatur langsam ein Gemisch, bestehend aus 
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2 ml Essigsaure, 0.5 ml Acetanhydrid und 7.2 ml rerr-Butylchromatlosung 23 '  (entsprechend 1.33 g 
Cr,O,) hinzu und riihrt 20 h bei 60-65°C weiter. Nach Abkiihlen wird mit 50 ml l0proz. waBriger 
Oxalsaure reduktiv hydrolysiert. Extraktion mit Chloroform und prap. DSC machen 515 mg 14b 
(51 %) zuganglich. Schmp. 246-251 'C (Methanol). 
1R: 1780, 1750 (5-Ringlacton und Acetat), 1660 (a$-ungesatt. Keton), 1621 cm-l (C=C). - 

UV: h,,,(Ig E) = 121 nm (4.33). - 'H-NMR (CDC13/CD,0D 7 :  3): 6 = 0.69 (s; 3H, CH3-18), 
1.25 (s; 3H, CH3-19), 2.04 (s; 3H, Ac), 4.67 (m; I H. 3-H), 4.76 (dd; J = 17 + 2 Hz; 1 H, 21-H), 
4.86 (dd; J = 17 + 2 Hz; 1 H, 21-H). 5.72 (s; 1 H, 6-H) und 5.87 ppm (m; 1 H, 22-H). - ORD- 
Spektrum, 3.48 mg 14b in 5 ml Chloroform: 

h l  590 395 360 353 35 1 330 nm 
[a] I -462 -1054 0 +76.9 0 -4056 

[a]:&, = - 112.2". - MS: nije = 412 (0.2y4, M+), 352 (71 Mf  - HOAc). 

CZSHJ2O5 (412.5) Ber. C 72.79 H 7.81 Gef. C 72.94 H 7.96 

3P-H~~nrosy-7-oxo-I4rx-cardaJ.20(22J-dienolid (14n): In die Mischung von 12 ml Athanol, 
12 ml h h e r  und 1.5 ml konz. Sa1zs;iure tragt man 55 mg 14b ein und belaBt 48 h bei Raumtemp. 
Etwa 15 ml des Losungsmittels werden abgezogen, der Rest mit Wasser versetzt und mit Chloroform 
extrahiert. ubliche Aufarbeitung und prap. DSC liefern 12mg (24%) 1421 neben 27mg (57%) 18. 
Schmp. von 1411 265 - 270'C (Methanol/Essigester). 

IR: 3460(OH), 1805,1720(5-Ringlacton), 1670(a,P-ungesatt. Keton)sowie 1620 cm- ' (C=C). - 
UV: h,,, (Ig E) = 220 nm (3.94). - 'H-NMR ([D,]Pyridin/[D,]Aceton 4 :  1): 6 = 0.55 (s; 3 H, 
CH,-18),1.09 (s; 3H, CH,-19), 3.75 (m; 1 H, 3-H), 4.71 (dd; J = 18 + 3 Hz; IH ,  21-H), 4.83 (dd; 
J = 18 + 3 Hz; l H ,  21-H), 5.78 (s; IH ,  6-H) und 5.94ppm (m; IH, 22-H). - ORD-Spektrum, 
2.50 mg 14a in 3 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

h I  590 395 360 352 341 325 nm 
[@I I -450.8 -998 0 +332.5 0 -4878 

[a]::o = - 123.8'. - MS: m/e = 370(100%, M'), 352 (9"i. M +  - H,O). 
CZ3H3,,OJ (370.5) Ber. C 74.56 H 8.16 Gef. C 75.22 H 8.36 

7-0.uo-J4a-carr/u-3,5,20122)-trienolid (18): Das bei der Darstellung von 1421 anfallende 18 besitzt 
folgende Eigenschaften: Schmp. 236 - 240'T (Methanol). - IR: 1775, 1732 (SRinglacton), 1645 
(a$-ungesatt. Keton), 1615cm-' (C=C). - UV: h,.,(Ig E)  = 267 (4.31) und 214nm (4.21). - 

1 H, 21-H), 4.85 (dd; J = 25 + 3 Hz; 1 H, 21-H), 5.64 (s; I H, 6-H), 5.88 (m; I H, 22-H), 6.16 ppm 
(s; je 1 H. 3-H und 4-H). [a]&, = -279.5' (c = 0.033, Chloroform/Methanol 7 : 3). - MS: m/e = 

'H-NMR (CDCI,): 6 = 0.70 (s: 3H, CH3-18), 1.14 (s; 3H, CH3-19), 4.71 (dd; J = 25 + 3 Hz; 

352(1000~~. Mf),337(9"/;,, M +  - CH3). 

CZ3Hz8O3 (352.5) Ber. C 78.37 H 8.01 Gef. C 78.40 H 8.14 

38,J Ia-Dihydroxy-7-oxo-l4a-carda-5,20(22)-dienolid (15): Jeweils 20 mg gefriergetrocknetes 
Butenolid 14b verteilt man auf funf 100-ml-Kulturen von Aspergillus ochraceus, inkubiert 80 h 
und arbeitet wie ublich auf. Mittels prap. DSC (1. Methylenchlorid/Aceton (7 : I), einmal ent- 
wickelt; 2. gleiche Laufmittel (4 : l), dreimal entwickelt) lassen sich 3 Substanzen gewinnen: 
25 mg Edukt 14 b (25 %) als unpolarste Zone, 3.5 mg 14a (4 %) sowie 52.5 mg 15 (56 %) als stark 
polare Zone. Schmp. 285 -292°C (Methanol). 

IR: 3475(OH), 1797,1725(5-Ringlacton), 1660(qP-unges;itt. Keton)sowie 1618 cm-' (C=C). - 
UV: A,, (Ig E) = 221 nm (3.71). - 'H-NMR ([D,]Pyridin/[D6]Aceton 4 :  1): 6 = 0.65 (s; 3H, 
CH3-18), 1.43 (s; 3H, CH3-19), 3.82 (m; lH,  3-H), 4.28 (m; 1 H, 1 I-H), 4.74 (dd; J = 17 + 2 Hz; 

R .  V; Oppenauer und H. Oberrauch, Ann Asoc Quimici Argentina 37. 246 (1949). 
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lH,  21-H), 4.90 (dd; J = 17 + 2 Hz; IH, 21-H), 5.92 (s; 1 H, 6-H) und 6.00 ppm (m; 1 H, 22-H). - 
ORD-Spktrum, 2.22 mg 15 in 5 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

h I  590 440 379 35 1 339 325 nm 
[@I 1 -366 -662 0 +2352 0 -6184 

[a]:& = -94.5". - MS: m/e = 386 (28:$. M '), 368 (6',4, M +  - H20).  

CZ3H3"05 (386.5) Ber. C 71.48 H 7.82 Gef. C 71.93 H 7.80 

38.1 7a-Dihydrox,y-7-oxrr14a-curdu-.5,20~22/-dienolid (16): In fiinf 1Wrnl-Kulturcn von Curw- 
laria lunutu werden jeweils 20 mg Butenolid 14b(gefriergetrocknet mit 15 mg Tween 8O)eingetragen. 
Nach 46 h wird die Behandlung abgebrochen und in gewohnter Weise aufgearbeitet. Prlp. DSC 
(1. Methylenchlorid/Aceton (1 1 : 2), einmal entwickelt; 2. Essigester/Cyclohexan (4 : 1). zweimal 
entwickelt) erbringt 4.5 mg Substrat 14b, 5 mg 14a (5%) .  8 mg (8 x )  17 sowie 37 mg 16 (39 'g). 
Schmp. 260- 265 "C (Methanol). 

IR:  3370(OH), 1785,1741 (5-Ringlacton), 1650 cm-' (a,P-unges;itt. Keton), 1621 cm-' (C=C). - 
UV: h,,, (Ig E) = 224nm (4.29). - 'H-NMR (CDC13/CDJOD 7 : 3): 6 = 0.70 (s; 3H, CH3-18), 
1.24(s;3H,CH3-19),3.60(m; IH,3-H),4.90(dd;J = 18 + 2.5Hz; lH,2I-H) ,5 .04(dd;J  = 18 + 
2.5 Hz; I H,  21-H), 5.70 (s; 1 H, 6-H) sowie 5.92 ppm (m: 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 2.73 mg 
16 in 5 ml Chloroform/Methanol (7 : 3): 

h I  5 9 0  3x5 355 320 nm 
[a] I -622 -1549 -530 -7037 

[a]::,, = - 165'. - MS: m/e = 386(43"$. M '), 368 (6.2%. M i  - H20). 
CZ3H3(,O5 i A6.5) Ber. C 71.48 H 7.82 Gef. C 70.94 H 8.03 

3~,14a-Dihydroxy-7-oxocarda-5,20(22)-dienulid (17): Das im vorsteheriden Ansatz anfallende 
17 besitzt folgende Eigenschaften: Schmp. 254-260°C (Essigester). - IR: 3450 (OH), 1800, 
1725 (5-Ringlacton), 1650 (qpungesatt. Keton) und 1612cm-' (C=C). - UV: h, (Ig E) = 
222 nm (4.32). - 'H-NMR (CDCI3/CD30D 7 : 3): 6 = 0.80 (s; 3 H, CH3-18), 1.26 (s; 3 H, CH3-19), 
3.53 (m; 1 H, 3-H), 4.77 (dd; J = 16 + 2 Hz; 1 H, 21-H), 4.89 (dd; J = 16 + 2 Hz; 1 H, 21-H), 
5.75 (s; 1 H, 6-H), 5.94 ppm (dd; J = 2 Hz; 1 H, 22-H). - ORD-Spektrum, 0.99 mg 17 in 5 ml 
Chloroform/Methanol (7 : 3): 

h i  590 400 364 351 342 260 nm 
[O] I -210 -544 0 +427 0 -1505 

[a]::,, = -54.5". - MS: m/r  = 386 (2'7,, M'), 368 (57:. M +  - H,O). 
C 2 3 H 3 0 0 5  (386.5) Ber. C 71.48 H 7.82 Gef. C 71.30 H 7.93 

3~-Acetoxy-7-oxo-l4a-~ardaJ,16,20(22)-rrienoliil (19): Die Losung von 56 mg 16 in 10 ml 
Pyridin und 5 ml Acetanhydrid wird nach 5 h bei Raumtemp. in Eiswasser gegossen und wie iiblich 
aufgearbeitet, wobei 39 mg acetyliertes 16 anfallen. Diese werden in 10 ml Pyridin erneut gelost, 
die Losung auf - 15°C abgekiihlt und langsam mit 1 ml Phosphoroxychlorid versetzt. Nach 16 h 
Riihren bei Raumtemp. verdiinnt man mit Eiswasser und extrahiert mit Chloroform. Mittels 
prap. DSC fallen 21 mg 19 (54%) an. Schmp. 205 -210°C. 

UV: hmnx (lg E )  = 270 (4.06) und 225 nm (4.1 I). - 'H-NMR (CDCI,): 6 = 0.97 (s; 3H, CH,-18), 
1.25 (s; 3H, CH3-19). 2.05 (s; 3H, Ac), 4.72 (m; 1 H, 3-H), 4.91 (dd; J = 16 t 1 Hz; IH,  21-H), 4.97 
(dd; J = 16 + 1 Hz; I H, 21-H), beide 21-H fallen zu einem ,.sU zusammen, 5.75 (s; I H, 6-H), 5.92 
(scheinbares ,,s"; 1 H. 22-H) und 6.24 ppm (t; 1 H; 16-H). - ORD-Spektrum, 0.71 mg 19 in 3 ml 
Chloroform/Methanol (7 : 3): 
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h I 590 380 350 282 260 245nm 
[@I 1 -365 -1444 -1009 -17040 -6180 -9185 

[a]:$, = -89". - MS: m/e = 410(0.3%, M+), 350(95%, M t  - HOAc). 

C25H300S (410.5) Ber. C 73.14 H 7.37 Gef. C 71.75 H 7.42 

3BJ I~,I4a-Trihydroxy-7-oxocurda-5,20122)-dienolid (20): 400 mg Butenolid 14b werden mit 
60 mg Tween 80 gefriergetrocknet und in 20 Schiittelkulturen rnit Cunninghamella blakesleeana 
umgewandelt. Nach 72 h extrahiert man mit Chloroform und isoliert nach prap. DSC (Essigester/ 
Cyclohexan 4: 1, viermal entwickelt) 22 mg (6%) 17 und 14mg 20 (3.5%). Schmp. 259-262°C 
(Methanol). 

'H-NMR (CDCI,/CD,OD 7 :  3): 6 = 1.02 (s; 3H, CH,-18), 1.45 (s; 3H, CH3-19), 3.64 (m; 1 H, 
3-H), 4.38 (m; 1 H, 11-H), 4.77 (dd; J = 15 + 2 Hz; 1 H, 21-H), 4.91 (dd; J = 15 Hz + 2 Hz; 1 H, 
21-H), 5.69 (s; 1 H, 6-H) und 5.91 ppm (rn; 1 H, 22-H). - MS: m/e = 402 (4%, M'), 384 (2.2%, 
M+ - H,O) und 366 (1.4%, M +  - 2H20). 

C13H3006 (402.5) k r .  C 68.63 H 7.51 Gef. C 68.40 H 6.73 
W 7 6 1  




