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

2. Teil. Hydroxylierung von Fenchon und Isofenchonl) 
18 Mittcilung uber Reaktioncn mit Mikroorganisnien [l I 

von B. Pfrunder und Ch. Tamm 
Institut fur Organische Chemic dcr Unlversitat Bascl 

(26 VI 69) 

Summary.  (+ )-Ienchone (3a) was transformed to  6-cxo-hytlroxy-fcnchonc (h[j-hydroxy- 
1,3,3-trimethyl-nor-bornan-2-one) ( la)  and to  5-exo-hydroxy-fenchone (jp-hylroxy-l ,3,3-tri-  
methy-nor-bornan-2-onc (4a) by the mycelium of Absidia ovchzdis (VVILL.) HAGEM. 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 Cr0,-oxidation. l a  yielded the P-diketonc 6a, 
and 4a the diketone 8a. Whereas 8a was stable to alkali 6a was cleaved to  the cyclopentane 
carboxylic acids 7 and 9. -Incubation of ( -  )-fcnchone (3b) yielded the enantiomeric hydroxylation 
products l b  and 4b in the  same ratio. - (-)-lsofenchone ( l l a )  was transformed by Absidia 
orchidis into the two cpiniers 6-endo-hydroxy-isofcnchone (6a-h!rdroxy-l,5,j-trirnethyl-nor- 
bornan-2-one) (12a) and 6-cxo-hydroxy-isofenchone (h@-hydroxy-l,j, 5-trimethyl-nor-bornan-2- 
one) (loa). Cr0,-oxidation of both 10a and 12a gave the same [I-dikctonc 6a. - (+)-Isofenchonc 
gave the corresponding enantiomcric hyclroxy derivatives 10b and 12b on incubation with 
A bsidia orchidis. 

1) CJbcr einen Teil dieser Ergcbnissc wurcle am 151st National Meeting tler .4merican Chcniical 
Society, Pittsburgh, Pa., CSA, 22-31, Marz 1966, im Rahmen des ((Symposium on Kovel 
Microbiological Transformations of MeciicinaI Interest )) vorgetragen. 
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Nachdeni wir bei der Inkubation der beiden cc-Dilietone Campherchinon und 
Isofenchonchinon mit einer Mycelsuspension von Abszdia orchidis (VUILL.) HAGEM 
selektive und stereospezifische Reduktion der I,  2-Dicarbonyl-Gruppierungen zu M- 

Ketolen festgestellt hatten, intercssierte uns das Verhalten der entsprechenden 
Monoketone gegeniiber dieseni Mikroorganismus. Wie bereits in der vorstehenden 
Mitteilung erwahnt wurde, trat  beiin Campher untcr analogen Bedingungen lteinerlei 
Uniwandlung ein j 11. Anders verhalten sich hingegen, wie im folgenden gezeigt wird, 
Fenchon (3) und Isofenchon (11).  

1. Fenchon. - Bei Fenchon hatten CHAPMAN et al. 121 vor einigeri Jahren die Bildung 
von 1,2-Fencholid und 2,3-Fencholid nach Inkubation niit einer Corynebacteriunz- 
Spezies beobachtet. Doch nahm die licaktion nach Inkubatioii niit einer Mycel- 
suspension von Absidia orchidis einen anderen Verlauf, indem (+) -Fenchon (3a) nach 
Schiitteln wahrend 4 Tagen bei 28" zwei neue Produkte ergab, die beide im Diinn- 
schichtchromatogramm langsamer liefen. Nacli chro~natographisclier Reinigung an 
Kieselgel erhielten wir zwci reine krist. Stoffe vom Sinp. 70-70,s"; ialz = + 49" 3" 
(Chloroform) bzw. voni Smp. 84,5-8S0; I L#  = t SO" & 3" (Chloroform) in einer 
Gesamtausbeute von ca. SOY,. Die beiden Produkte sind neu. Aufgrund der cheini- 
schen und physikalischen Eigenschaften koiiiint dem ersteren die Struktur la, dein 
letzteren diejenige von 4a zu. Es liandelt sich somit urn Monohydroxy-Derivate des 
(+)-Fenchons. 

Die Elementaranalyse von l a  stinimtc auf die Suninienforniel C,,H1,O,. L)as IR.- 
Spektrum in CC1,-Losung zeigte HO-Randen bei 3620 c n ~ - l  (scliarf) und 3480 rm-1 
(breit), wobei letztere konzentrationsabhiingig ist. Infolgedessen liandelt es sich hier 
inn eine intermolekulare Assoziation. Bei 1740 cm-l war die C=O-Streckschwingung 
eiiier Carbonylgruppe sichtbar. Behandlung von la mit Acetanhydrid in Pyridin bei 
36" ergab das Mono-0-acetylderivat 2a. Bei der Oxydation mit CrO, in Eisessig ent- 
stand das Diketon 6. Im 1R.-Spektrum von 6 waren zwei C,arbonylbanden bei 1765 cm-1 
und 1735 cni-l, wie dies fur P-Diketone charakteristiscli ist (vgl. [3] ) ,  sichtbar. Das 
UV.-Spektrum in Cyclohexan zeigte Absorptionsmaxima bei 197 nm (log8 = 3,22), 
212nni (logs = 2,89), 318 nni (logs = 2,22) und 329 nni  log^ = 2,22). Diesc Absorption 
ist niit dem Vorliegen von zwei isolierten Ketogruppen im Einklang. Hehandlung des 
/3-Diketons niit I-proz. methanolischer KOH hei 48" wiihrend 3 Std. ergab ein 
Kristallisat, das sich nacli dem NMK.-Spektrum als ein Geinisch von zwei Keto- 
carbonsauren erwies. Es hat somit die fur P-Dicarbonylverbindungen charakteristisclie 
Sauresyaltung stattgefunden. Trotz vielen Versuchen war es niclit moglicli, das Saure- 
gernisch zu trenncn. Auch die Methylester und $-Bromplienacylester konnten weder 
gas-chromatograpliiseli noch durch Chromatographic an der Kieselgelsaule getrennt 

A B c 
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werden. Es gelang jedoch, die Konstitution der beiden unbekannten Sauren als 7 bzw. 
9 niit Hilfe von spektroskopischen Methoden zu bestimnien. 

Das 1R.-Spektrum des Sauregemisches zeigte zwei C=O-Strecl<sc.liwingung.en. Die 
Bande bei 1740 em-l deutet auf ein Fiinfringketon und diejenige bei 1710 em-' auf 
eine Carboxylgruppe hin. Die Saurespaltung des B-Diketons hat ausschliesslich Carbon- 
sauren mit einem Cyclopentanring ergeben und keine CyclohexanoncarbonsSure. 
Infolgedessen miissen sich die beiden Carbonylgruppen im B-Diketon in 2,6-Stellung 
befinden. Die urspriinglich noch mogliche Alternative eines 6,7-Diketons A hatte bei 
der Saurespaltung wahrscheinlich ein Gemisch der zwei Ketocarbonsauren 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 1R.-Spektrum. Es zeigte keine intraniolekulare Assoziation niit der 
6-Ketogruppe. Ein eindeutiger Konfigurationsbeweis liess sic11 auf Grund des 100- 

1 a (R = H) 6-exo-Hydroxy- 3a (+)-Fenchon 4a (K = H) 5-cxo-Hydroxy- 
fcnchon 3b ( -  )-Fenchon fcnchon 

l b  ( R = H )  4b ( R = H )  
2 a  (R -= A4c) 5 a  ( R =  Ac) 

CrO3 

6a 7 8a 

AC = CH,CO- 
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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 J C F  = 4,5 Hz und J C D  = 1,5 Hz sowie Einstrahlung auf HE ergab J E D  = 

1 1 , O  Hz und J E B  = 2,5 Hz. Die einzelnen Protonen zeigen die folgenden Multiplizitaten : 
HA erscheint als Multiplett init J A R  = 7,O Hz; J A F  = 3,5 Hz und J A E  = 0,5 Hz. 

Die weitreichende Kopplung zwisc,lien HA und HE beweist die endo-Stellung von HA 
bzw. die exo-Stellung der 6-Acetoxygruppe. Sie verscliwindet, wenn auf der Frequenz 
von HE eingestrahlt wird. 

H, tritt  als Multiplett auf, mit JuF  = 14,O Hz; JnA = 7,O H z ;  J,E = 2,5 Hz und 
J B C  = 0,5 Hz. Die Kopplung zwischen H, und HE verschwindet, wenn auf der 
Frequenz von HE eingestrahlt wird. Der Torsionswinkel zwischen H, und H, betragt 
ca. 79" 141. Dieser Wert entspricht nach KARPLUS 151 einer Kopplungskonstante 
J < 0,5 Hz. Gefunden wurden J E 0,5 Hz. 

H ,  erscheint als unaufgelostes Dublett niit JcF = 4,5 Hz. Dieser Wert passt sehr 
gut auf einen Torsionswinkel von 44" (vgl. [4] [5] und die fur 3-endo-Hydroxy-camplier 
gefundenen Werte [l]). Die Kopplung J C E  von 1,5 Hz war nicht direkt aus den1 
Spektrum zu entnehmen. Wird jedoch auf HE eingestrahlt, so wird das Signal von H, 
intensiver und scliarfer. 

H, verursacht ein Quadruplett, dessen linke Halfte schlecht sichtbar ist, init den 
Kopplungen J D E  = 11,O Hz, welche beim Einstrahlen auf HE verschwindet, und 
Jnc = 1,5 Hz, welche beim Einstrahlen auf HC verschwindet. 

H E  erscheint als ein unaufgelostes Dublett, dessen rechte Halfte schlecht sichtbar 
ist, niit den Kopplungen J E D  = 11,O Hz (vgl. HI]); Jfi:C == 1,5 Hz (vgl. H,) und 

HF gibt ein Multiplett init den Kopplungen J F ,  = 14,O Hz; J F A  = 3,5 Hz und 

Daniit ist die exo-Stellung des H-Atoms an C-6 bzw. die 6-Acetoxygruppe bzw. 
die G-exo-Stellung des mikrobiologisch eingefiihrten Hydroxyls sichergestellt. Es 
liegt das 6-exo-Hydroxy-fenchon vor 2). 

Das zweite Hydroxylierungsprodukt vom Snip. 84,5-85" des (+)-Fenchons besitzt, 
wie bereits erwahnt, die Konstitution 4a mit cier Suinrnenformel C,,,H1,O2. 4a ist 
sornit isomer mit la. Das 1R.-Spektrum zeigte in CCI, HO-Bandcn bei 3625 cin-l 
(scharf) und bei 3495 cn-1 (breit). Letztere verschwindet bei Anderung der Konzen- 
tration. Es handelt sich hier um eine intermolekulare Assoziation. Bei 1743 cni-l war 
eine C-0-Schwingung sichtbar. Mit Acetanhydrid in Pyridin bei 36" lieferte 4a das 
Mono-0-acetylderivat 5a. Behandlung mit CrO, in Eisessig bei 22" ergab das krist. 
Diketon 8, das von 6 verschieden war. Das zweite Hydrnxylierungsprodukt ist somit 
kein Epirneres voni ersteren. Das 1R.-Spektrum des Diketons in CC1, zeigte bei 
1760 em-l nur eine einzige C- 0-Streckscliwingung. Nach 5-stundiger Behandlung mit 
methanolischer KOH bei 46" wurde 8 unverandert zuruckgewonnen. Unter diesen 
Bedingungen war beim isomeren Diketon 6 eine vollstandige Saurespaltung einge- 
treten. Die Stabilitat gegenuber Alkali und das Auftreten einer einzigen Carbonyl- 

J E A  = 0,5 HZ (vgl. HA). 

J F ,  = 4,5 HZ (vgl. Hc). 

2, Die an  sich sehr unwahrscheinliche Moglichkcit einer nachtraglichen Uehydrierung der mikro- 
biologisch eingefuhrten HO-Gruppc und Rctluktion der ursprunglichen Ketogruppe ist damit 
ausgcschlosscn. 
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schwingung im 1R.-Spektrum schliesst eine 8-Dicarbonylgruppierung aus. Es liegt 
deshalb ein y-Diketon der Struktur 8 vor. Damit ist aucli die 5-Stellung der mikro- 
biologisch eingefiihrten Hydroxylgruppe festgelegt. Ihre Konfiguration liess sich auch 
in dieseni Falle mit Hilfe des lOO-MHz-NMK.-Spektrums von 4a und Doppelresonanz- 
versuchen eindeutig bestimmen (vgl. Fig. 2). Dadurch liess sich die folgende Zuordnung 
treffen: 

Einstralilung auf HA ergab J A B  7 6,5 Hz; JAI;  = 1,7 Hz; J A C  = 1,0 Hz und 
J A E  = 1,0 Hz sowie Einstrahlung auf H, ergab J C F  = 1,5 Hz und J C E  = 1 , O  Hz und 
schliesslich wurden durcli Einstralilung auf Hc die Kopplungen JRC = 2,0 Hz; J c p  = 

1,5 Hz; J C A  = 1 , O  Hz und J C E  = 1 ,O Hz ermittelt. Die Signale der einzelnen Protonen 
zeigten die folgenden Aufspaltungen : 

HA erscheint als unaufgelostes Dublett niit J A B  = 6,5 Hz; JAF = 1,7 Hz und J A C  = 

1,0 Hz. Die Aufspaltungen verscliwinden bei Entkopplung von HA. Bei der letzteren 
handelt es sich urn eine weitreichende Kopylung, die nur mit der endo-Stellung von 
HA bzw. der ex-Stellung der HO-Gruppe vereinbar ist. 

HB tritt als Quadruplett auf rnit J B E  = 10,5 Hz und JRC =: 2,0 Hz. Diese Auf- 
spaltung verschwindet bei Entkopplung von H, . 

H, erscheint als unaufgelostes Singulett. Es  lassen sich aber folgende Kopplungen 
nachweisen: JcA = 1 , O  Hz nach Entkopplung von HA;  J G R  = 1 , O  Hz, indem Ent- 
kopplung von H,j eine schwache Aufspaltung des H,-Signals bewirkt ; JcI; = 1,0 Hz, 
die nicht eindeutig ist, sowie JcF = 1,5 Hz. 

H,, verursaclit ein Multiplett iiiit J D I ;  = 13,5 Hz, J l IA  =: 6,5 Hz, das bei Ent- 
kopplung von H, verschwindet, sowie J D E  = 2,2 Hz. 

3, Aufgenonimen rnit eineni VARIAN-SpektrOmeter H;\-100; Fcldanderungsgeschwindigkeit 
1 Hz/s; chcniische Verschiebungen in S-Werten niit Tetramethylsilan (TMS) als internem 
Standard (8 1 0). DH. bedeutet  Doppelresonanz. T k n  Herren P D  Dr. R. F. ZUKCHER und Dr. 
F. STUBER, CTRA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, sci auch a n  dieser Stelle fur diesc Mcssungcn 
bestens gedankt. 
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HE ersclieint als Multiplett, dessen linke Seite nicht aufgelost ist, mit J E B  = 

10,5 Hz; die bei Einstralilung auf H, verscliwindet; JEC = 1,0 Hz, welche nicht ein- 
deutig nachweisbar ist, doch verandert sich das Signal bei Einstralilung auf H,; 
J E A  = 1,0 Hz, die sich bei Einstrahlung auf HA verandert, sowie J E D  = 2,2 Hz. Diese 
Kopplung ist aus der Aufspaltung von H, ersiclitlicli. 

H,- tritt  als Sextett in Erscheinung. Seine linke Seite wird teilweise durch das 
Signal von HE verdeckt. Folgende Kopplungen liessen sich feststellen : J F D  = 

13,5 Hz; JF,,  = 1,5 Hz und J F C  = 1,5 Hz. Letztere verscliwindet bei Einstralilung 
auf H,. 

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

IJm die Stereospezifitat der mikrobiellen Hydroxylierung naher abzuklaren, 
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 l b  und 4b, jedocli in verschie- 
denem Mengenverhaltnis, namlich ca. 60% von lb  und ca. 30% von 4b. 

2 .  Isofenchon. - (-)-Isofenchon ( l la )  ergab nach Inkubation niit einer wasserigen 
Mycelsuspension von A.  orchidis waihrend 3,5 Tagen zwei neue Reaktionsprodukte 
(Ausbeute ca. 60%), die im Dunnschichtchromatogramm langsamer liefen. Das 
Dunnschichtchro~natogramm des Rohprodukts zeigte noch 6 weitere, allerdings 
bedeutend schwaichere Flecke, die aber aus der Nalirlosung stamrnten und deshalb 
nicht weiter untersucht wurden. Nacli dreimaligei- Chromatographie des Roliprodukts 
an Kieselgel erliielten wir zu etwa gleiclien Teilen zwei olige Produkte, die nach 
langerem Stehen erstarrten, sich aber nicht urnkristallisieren 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,,O, eines Monohy- 
droxyderivats von 11. Das 1R.-Spektrum von 10 in CCI,-T,osung zeigte Hydroxyl- 
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banden bei 3610 em-1 (scharf) und 3460 em-l (breit). Letztere verschwand nach Ver- 
diinnen der Losung. Sie diirfte durch intramolekulare Assoziation zustande kommen. 

Das 1R.-Spektrum von 12 in CC1,-Losung zeigte bei 3605 em-’ nur eine schwache 
Hydroxylbande, hingegen bei 3460 em-l 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 ,&Diketon 6a identisch war. Es liegt 
ein Epirnerenpaar vor. Das Diketon 6a war durch Oxydation des Hydroxylierungs- 
produktes la des (+)-Fenchons (3a) erhalten worden (siehe 1.). Damit ist die 6- 
Stellung der Hydroxylgruppe in 10 und 12 gesichert. Anhaltspunkte iiber die Konfigu- 
ration der Hydroxylgruppen von 10 und 12 ergeben die 1R.-Spektren, indem die 
intrarnolekulare Assoziation von 12 mit der 2-Ketogruppe auf eine endo-standige 
Stellung deutet. Die Zuordnung liess sich mit Hilfe des lOO-MHz-NMR.-Spektrurns 
von 10 und 12 und Doppelresonanzversuchen beweisen (vgl. Fig. 3). 

10a 
10b \ 

l l a  (-)-Isofenchon 
11 b ( f  )-Isofenchon 

J 
12 a 
12 b 

6a  

Aus den DREIDING-Modellen der beiden Verbindungen ist ersichtlich, dass bei 
12a eine weitreichende Kopplung (W-Struktur) zwischen dern exo-standigen Proton 
HA und H, moglich ist. Eine Kopplung zwischen HA und H, ist jedoch nicht zu er- 
warten. Bei 10a ist hingegen eine weitreichende Kopplung zwischen den HA und H, 
kaum miiglich, hingegen scheint eine solche zwischen H, und H, wahrscheinlich. Um 
dies abzuklaren, inussten zuerst die Signale vcm H A ,  H,, und H, ini Spektruni 
lokalisiert werden. 

Das NMR.-Spektrum von 12a (vgl. Fig. 3) zeigt bei 3,56 ppm ein schwach ver- 
breitertes Singulett, das den1 Methinproton HA zugeordnet werden kann. Bei 1,52 ppm 
und 1,41 ppm erscheint ein Dublett, dessen Kopplungskonstante von 11 Hz die Ver- 
niutung 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. Rciin Einstrahlen mit der 

104 
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Frequenz von 2710 Hz trat  eine Verscharfung der Signale bei 3,56 ppin (HA) und 
1,52 ppni bzw. 7,41 pprn (Dublett von H, oder H,)ein. Damit kann das Signal bei 
2,l ppm H, zugeordnet werden. Gleichzeitig ist die weitreichende Kopplung zwischen 
HA und H, bewiesen. Diese ist aber nur moglich, wenn H, exostandig angeordnet ist. 
Die Hydroxylgruppe nimmt somit die endo-Stellung ein. 

Das 100-MHz-Spektrum von 10a (vgl. Fig. 4) zeigt bei 3,lO pprn ein verbreitertes 
Singulett, das HA zugeordnet werden kann. Zwischen 1,8 ppm und 1,4 ppm ist ein 
Signalliaufen von 3-4 Protonen sichtbar. Bei 1,49 pprn und 1,38 ppm erscheint wieder 
eines der beiden Protonen Hc bzw. H, als Dublett niit J 21 11 Hz. Wird auf HA ein- 
gestrahlt, so wird das Dublett scharfer, d. h. die Kopplung von HA ist verschwunden. 
Folglich handelt es sich hier uni H,), das mit H,, welches sich im Signalhaufen be- 

A B C O J  0 

I 
Fig. 3 .  1 0 0 - . ~ ~ H z - N M X . - . S ~ e k t r a ~ m  uon 6-eizrEo-Hydroxv-isofelzr hon ( 6 ~ - H y d r o x y - I ,  5,5-trzmethyl- 

nor-hornun-2-on) (12a) an CDCl,+ 1),03) 
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findet, koppelt ( J  2: 11 Hz). Beim Einstrahlen auf HD verschwindet die Kopplung 
von 1,5 Hz, mit der HA durch HD aufgespalten wird. Gleichzeitig vereinfacht sich der 
Signalhaufen in der Gegend von 2,2 ppm, wo sich H, befinden durfte. Damit ist die 
endo-Stellung von HA hzw. die exo-Konfiguration der HO-Gruppe sichergestellt. 

Umsetzung des enantiorneren (+)-Isofenchons ( l lb)  mit A .  orchidis unter analogen 
Bedingungen ergab die beiden optischen Antipoden der oben beschriebenen Hydroxy- 
lierungsprodukte, also 10b und 12b in genau gleiclier Ausbeute und gleichem Mcngen- 
verhaltnis. 

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER wIssEivscHAFT- 
LICHEN FORSCHUNG fur (lie finanzielle Unterstiitzung dieser '4rbeit (I'rojekte Nr. 2535 und 3976). 

Experimenteller Teil 
7. Allgemeines. Die Smp. wurdcn auf dem I<oFLER-Block bestimmt und sind korrigiert; 

Fehlergrenze ca. & 2". Substanzprobcn zur Messung dcr spez. Ifrehungen und Spektren wurden 
20 Min. bci 35"/15 Torr und zur Elementaranalyse 1 Std. bei 25"/0,02 Torr getrocknet. Die 
Elementaranalysen verdanken wir dem inikroanalytischen Laboratorium unseres Instituts 
(E. THOMMEN). Die 1R.-Spektren wurdcn entweder mit einem PERKIN-ELMRR-IR.-Citterspektro- 
meter, Modell 125, oder mit einem BECKMAN-Spektrophotometer, Modell 1R 8, die NMR.- 
Spektren niit einem VARIAN-Spektrometer, Modell A-60, im Spektrallaboratorium unseres 
Instituts (K. AEGERTER) aufgenommen. Zur Saulenchromatographie nach L)UKCAN 161 diente 
Iiieselgel (Korngrosse 0,05-0,20 mm). Fur die Diinnschichtchromatographie (Dc.) 1.7J wurde 
Kieselgel G als Adsorbens verwendet. hls Flicssmittel dienten rneistens ~ther-Petrolather-Ge- 
mische. Die Flecke murden clurch Respriihen n i i t  H,SO, in Ilthanol und anschliessentlcm Erwairmen 
auf 110" oder durch J,-Dampfe sichtbar gcmacht. 

2. Kultur der Mikroorganismen. Proben einer Schragagarkultur von Absidia orchidis (T'uILL.) 
HAGEM (Herkunft: Dr. Y .  NozaKr, SHIONOGI Nr Co.,  LTD., Osaka, Japan) wurrlen direkt als Irnpf- 
material fur die Nahrlosung verwendet. Nahrlijsung : 3,5% Glucose, 3,00/" Bacto-Pepton, 0,50,." 
Maislauge. Zum Versuch wurden 1000-ml-ERLENMEYER-Kolben mit jc 200 ml Nahrlosung benutzt. 
Die Gefasse wurden 40 Miu. im Dampfautoklaven bei 120" sterilisiert und dann beimpft. Die 
ERLENMEYER-KOlben wurden auf einer rotierendcn Schiittelmaschine (170 Umdrchungen/Min.) 
48 Std. bei 27" inkubiert. Nach Zugabe des Substrats (50-90 mg pro ERLENMEYER-KOlben) 
wurde wahrend 72-120 Std. weitergeschiittelt. Rci dcr IJmsetzung in Mycelsuspension wurde tlas 
Mycel zucrst mit dem umzusetzenden Substrat alrtiviert (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 gesamniclt, leicht ausgepresst, mit dest. Wasser gemaschen und 
wiederuin auf die ERLENMEYER-T(OlbCn mil je 200 ml dest. Wasser verteilt. Zu diescr Mycel- 
suspension wurclc das Substrat, gelost in menig Methanol oder Accton, gegehcti. 

3. Hydroxylierung von (+ ) -  u n d  ( -  )-Fenchon 

3.7. Umsetzung u o n  (+ )-Fenchon (34 mit A.  orchidis. Eine Losung von 2,13 g (+)-Fenchon 
in 15 ml Methanol wurde auf 30 l-Liter-ERLENMEYER-I(Olben verteilt, die das Pilzmycel in jc 
150 in1 Nahrlosung suspendiert enthielten, das 60 Std. auf der rotierenden Schuttclmaschine gc- 
wachsen war. Die Umsetzung wurde bei 28" durchgefuhrt und anhand dcr Dunnschichtchromato- 
graphie von entnomniencn Proben verfolgt. Nach96 Std. wurde dasMycelabfiltriert. mit Methylen- 
chlorid-Methanol-(9 : 1) nachgewaschen und die wasscrige Losung 4mal niit je 350 nil Methylen- 
chlorid-Methanol-(9 : 1) extrahiert. Die dabei entstandene Emulsion trenntc sich beim langsamcn 
Filtrieren durch gewBhnliche Watte. Nach Waschen rnit Wasser, Trocknen uber Na,SO, untl Ein-  
dampfen uber eine VIGREux-Kolonne, wurden 1,73 g braunes Kohprodukt erhalten, das ini Dunn- 
schichtchromatogramm nehen Edukt zwei langsanier laufende Flecke erkennen liess. Beim Be- 
spriihen mit H,SO, und anschliessendem Erwarmen auf 95" farbten sich diese zwei Flecke violctt. 
Sechs weitere schwache Flecke warcn sichtbar. Es wurde aber auf eine Isolation dieser Substanzen 
vcrzichtet, da das Diinnschichtchromatograrrim eines Extraktes cincr ohne Substrat unter gleichen 
Bedingungen gewachsenen Kultnr von A .  orchidis chcnfalls diese Flccke zeigte. l h s  Kohprodukt 
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wurde an 220 g Kieselgel chromatographiert (Elutionsgeinisch : Ather-PctrolBther-(4 : 1)). Erhalten 
wurden die folgendcn Fraktionen (Rcihenfolge der Elution) : 492 ing (+)-Fenchon (3a), 87 nig 
Material aus drei kleinen Fraktionen (verworfen), 90 rng 6-exo-Hydroxy-fenchon (la), 285 nig 
Gemisch von l a  und 3a und 128 mg 5-exo-Hydroxy-fenchoii (3a) .  Durch nochmalige Chromato- 
graphic des Geinisches von l a  und 3a (285 mg) an 100 g Kieselgel (Elutionsgemisch: Ather- 
Petrolather-(Z: 1)) wurden neben 78 ing Gemisch von l a  und 3a 45 mg reines l a  und 72 mg reines 
3a erhalten. Kristallisieren der la-haltigen Fraktionen aus Pentan-Methylenchlorid-(C): 1 )  ergab 
122 ing 6-exo- Hydvoxy-fenchon (6P-Hydvoxy-l,3,3-tr~.methyl-nur-bornan-Z-on) ( la)  in farblosen 
Kristallen vom Smp. 70-70,5"; [mlg  = +49" 3" (c = 1,457 in Chloroform); GV-Spektrutn in 
Cyclohcxan: Maxima bei 195 (3,23) ; 292 (1,45) ; 309 (1,41) nni (loge). 

C,,H,,O, (168,23) Ber. C 71,39 H 9,95y0 Gef. C 72,26 H 10,22% 

Kristallisation dcr 4a-haltigen Fraktionen aus Pentan-Methvlenchlorid-(9: 1) ergab 189 mg 
5-exo-Hydroxy,fenchon (5/l-fiydroxy-l, 3,3-trimethyl-nnr-bornai1-2-on) (4a) in farblosen Nadeln vom 
Smp. 84,5-85"; [m]g = f 5 9 "  & 3" (c = 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). 

C,,H,,O, (168,23) Bcr. C 71,39 H 9,590/, Gef. C 71,59 H 9,60yo 

3.2. 6-exo-Acetoxy- fenchon (6P-Acetoxy-I, 3,3-trimethyl-nor-bornan-2-on) ( 2 4 .  Eine 1,osung von 
58 mg 6-exo-Hydroxy-fenchon (la) in 1,5 ml abs. Pyridin und 1,35 ml Acetanhydrid wurde bei 36" 
stehengelasscn. Nach 40 Sttl. wurde mit Eis versctzt, init HCl kongosauer gestellt und 4mal init 
Methylcnchlorid ausgeschtittelt. Nach 3maligem Waschcn init Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und 
Eindanipfen uber einc VIcREux-IColonne resultierten 57 mg Rohprodukt, das durch Chromato- 
graphic an 6 g Iiieselgel mit Ather-€'etrolather-(3 : 2) als Elutionsinittel gereinigt wurde. Es 
rcsultiertcn 45 m g  farbloses 01; ralg = + 16" & 3" (c = 0,813 in Chloroform). 

3.3. 5-exo-il Getoxy,fenchon (5/ l -Ac~iox~~-7,3,3-Ir imel lk~~l-nor- l~ornan-2-o~z)  (Sa) , Eine T-osung von 
70 nig 5-exo-Hydroxy-fenchon (4a)  ergall nach der wie bci 3 .2 .  durchgcfuhrten Acetylierung 
72 mg Rohprodukt, das durch C,hromatographie an 10 g Kiesclgel niit Ather-Petrolather-(3 : 2 )  als 
13utionsniittc1, gcreinigt murde. Es resultierte ein farbloscs 01. das nach Iangerem Stehen bei - 8" 
T<ristallc vom Snip. 27-28" ergab; rcrlg = + 19" 3" (c = 1,025 in Chloroform). Signale im NMR.- 
Spcktruin in Dcuterochloroforni: 5,18 ppm (Dublctt von H an C-3 ;  ,I = 5.4 H z ) ;  2,05 ppni 
Singulett (CH,CO-); 1,15-1.05 ppin (3  CH,-). 

3.4.  iI3,3-?'rimethyl-?zov-bornan-2, 6-dion (6a) azis l a .  Einc Losung yon 180 ing 6-exo-Hydroxy- 
fenchon (la) in 10 in1 Eisessig wurde init 10 nil 4-proz. CrCL-Losung (4 g CrO, in 100 nil Eisessig+ 
2 ml H,O) Lei 22" versetzt. Nach 4 Std. Ruhren wurdc die Losung niit dcr doppelten Menge Wasser 
versetzt, niit 50-proz. KOH neutralisiert und mit Methylenchlorid ausgeschuttelt. Die Xusziige 
wurclen mit 2 P\' H,SO,, 10-proz. I<HCO,-LBsung und Wasser gewaschen, uber Na,SO, getrocknet 
und tiber einc \rIGREUX-I<OIOnIle eingedanipft. Das an 20 g I<ieselgcl chromatographierte Roh- 
produkt (Elutionsniittel : Ather-Petrolather-(3 : 2 ) )  ergab nacli Umkristallisieren aus Pentan 
146 mg farhlose Kristalle vom Smp. 27-28"; [ulg = + 29" + 3: (i: = 1,792 in Chloroform). 1R.- 
und IIV-Spektrum vgl. theoret. Tcil. 

C,,H,,O, (166,21) Bcr. C 72,26 H 8,497; Ccf. C 72,01 13 8,51 "/b 
3.5. I ,  5, .5- Trimethyl-nur-hornun-2,5-dion (84 aus 4a. Eine Losung von 200 mg 5-exo-Hydroxy- 

fenchon (4a)  in 10 ml Eisessig wurde mit 10 in1 4-proz. CrO,-Losung versetzt und 16 Std.  bei 22" 
stehengelassen. Die wie bei 3.5. beschriebene Aufarbcitung ergab nach chromatographischer 
Rciiiigung an 15 g Kieselgel mit Ather-Petrolather-(3 : 2) als Elutionsinittel und Kristallisation 
aus Pcntan 162 nig farhlose Nadeln voin Snip. 44-45"; rorlg = + 80'' & 3" (c L 1,055 in Chloroform). 
1R.-Spcktruin vgl. theoret Tcil. 

C,,,,H,,C), (166,21) Her. C 72,26 H 8,4974 Gcf. C 72.18 13 8,4794 

3.6. Spalticng von 7,3,3- 7'rimeth-~l-nor-bornan-2,6-dion (6a) mit KOH. Einc Losung von 62 nig 
6 a  in 1-proz. niethanolischer KOH wurde 3 Std.  bei 48" stehengelassen. Ausschutteln mit Mcthylen- 
chlorid ergab keinen Eindaiiipfruckstand. Hierauf wurde die Healitionslosung mit verd. H,SO, 
ltongosauer gestcllt und erneut init Methylenchlorid ausgeschuttelt. Dic Ausziige wurden mit 
\Nasser gewaschen, uber Na,SO, getrocknet und uber cine VIcRErrx-k'olonne eingedanipft. Das 
saiire Rohprodukt (58 rng) licferte aus  Pcntan-Mcthylenchloritl-(4 : 1) 43 mg Kristallisat voin Smp. 
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75-80", bestchend aus den Cyclopentancarbonsauren 7 und 9. Das Saurcgeniisch licss sich wcder 
durch Umkristallisicren noch durch IXiiinschichtplattenchroinatographic (Flicssmittel: Athcr- 
Eiscssig-(99: 1))  zcrlegen. Einc Probe von 28 tug wurde in 3 in1 abs. Ather gclost und bci 22" mit 
cinem Uberschuss ciner frisch bcreitetcn Losung von Diazonicthan in  Ather versetzt. Nach 5 Min. 
wurde im Vakuuni cingcdampft und dcr Ruckstand nochrnals analog niit atherischcm Diazomethan 
behandelt. Nach Eindampfen rcsultiertcn 22 ing farblosc Flussigkeit. I m  Dunnschichtchromato- 
gramm in zwei Flicssmitteln (Methanol-Mcthylenchlorid-(1 : 99) und Ather-Pctrolathcr-(5 : 3 ) )  
liessen sich die bcidcn crhaltcnen isomcrcn Methylcster nicht trennen. Gas-chromatographische 
Trcnnvcrsuchc an vcrschiedencn Saulen (Carbowax, Silicon, Marlophcn und Ncopcntylglycol- 
succinat-H,PO,) warcn ebenfalls crfolglos. 

3.7 .Rein igu~g von ( - ) -Fenchon  (36) ubcv  flus Semicarhazon (vgl. [8]). Einc Losung von 10 g 
roheni ( -  )-Fenchon (Praparat dcr FLUICA 'I(;., Buchs S G ;  enthalt nach dcm (;as-Chromatogrdintii 
weitere nicht identifiziertc Stoffc, dic weder Init Campher noch mit Isofenchon identisch sincl) in 
50 ml Athanol wurde mit 10 g Semicarbazid-hydrochlorid uncl 10 g Na-Acetat in 20 ml U'asscr 
versetzt und vier Tagc bci 22" geruhrt. Uarauf wurde die Losung vier Wochen bci 22" stehcnge- 
lassen. Das noch klare Reaktionsprodukt wurde zu 200 nil Wasser gegeben, wobei sich ein Nicdcr- 
schlag bildcte, und mit Wasserdainpf dcstilliert. Dadurch liessen sich unverandertcs Fenchon und 
weitere wasserdampffliichtigc Terpene abscheidcn. Das nicht wasserdampffliichtige, rohc Fenchon- 
semicarbazon ergab nach 3maligcr Uniltristallisation aus Athanol-Wasser 3.18 g Nadeln voin Smp. 
181-182". 3,10 g dieser Kristallc wurden in 75 ml H,SO,-H,O-(1 : 2 )  unter Riihrcn bci 50" gclost, 
und nach 3,5 Min. tnit der doppcltcn Mengc Eiswasscr vcrsetzt und schliesslich niit Pctrolather 
ausgeschuttelt. Die Auszuge wurden tnit 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschcn, uber 
Na,SO, gctrocknct und uber cinc VIGREUX-Kolonne cingedampft. Es resulticrtcn 1,76 g ( -  ) -  
Fenchon (3b) ; [ m ] g  = - 71" & 2" (c = 2,52 in Athanol). Nach Gas-Chromatographie war das 
Praparat mindcstens zu 99% rcin. 

3.8. Umsetzung voa (-)-Fenchon (36) mit A.  orchidis. 8,5 nil eincr Losung von 1,22 g ( - ) -  
Fenchon in Methanol wurden auf 17 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben gleichmassig verteilt, welche 
das Pilzmycel von A .  orchidis in je 150 nil Nahrlosung enthiclten, das wahrend 60 Std. auf der 
rotiercnden Schuttelmaschine gewachscn war. Der nach den Angaben von 3.1. erhaltene Roh- 
cxtrakt (752 mg) murde zwcimal an  je 100 g Kiesclgel (Elutionsmittel : Ather-Petrolathcr-(4: 1)) 
chromatographiert. Aus Pentan-Methylenchlorid-(9 : 1) resultierten 79 mg 6-exo-Hydroxy-fenchon 
(G~-Hydroxy-l,5,5-trimethyZ-nor-bounan-2-on) (1 6) vom Smp. 70-70,5"; [MI: = -47" & 3" (c = 
1,983 in Chloroform) ; sowie 59 mg 5-exo-Hydroxy-/enchon (3,%Hydroxy-7, 5,5-trimethyl-nor-bor?a~~- 
2.0%) (4b) vom Smp. 84,5-85"; [ m ] g  = -60" & 3" (c = 1,491 in Chloroform). Das 1R.-Spektrum 
von l b  ist identisch mit dernjcnigcn von la ,  das 1R.-Spcktrum von 4b mit demjcnigcn von 4a. 

4 .  Hydroxylierung von (+ ) -  und ( - ) -  Isofenchon 

4.1. Umsetzwzg von (-)-lso/enclzon (110) wit A. orchidis. 12 in1 einer 1,osung von 1,48 g 
( - )-Isofenchon in Methanol wurdcn auf 24 1-Liter-ERLENMEYER-KoIbcn vcrteilt, die Mycel von 
A .  orchidis in je 150 ml Nahrlosung cnthiclten, das wahrcnd 60 Std. auf der roticrcndcn Schiittcl- 
maschine gewachscn war. Die Umsetzung wurdc bei 28" wahrend 84 Std. durchgcfiihrt und an- 
hand dcr Durinschichtchromatographic von cntnommcnen Proben vcrfolgt. Nach Abfiltriercn des 
Mycels und Nachwaschen mit Methylenchlorid-Mcthanol-(9: 1) wurde dic lvasserige Losung 4111aI 
mit je 300 ml Methylcnchlorid-Mcthanol-(9 : 1) extrahiert. Uic dabei entstandcnc Emulsion trcnute 
sich beim langsainen Filtrieren durch Wattc. Nach Waschcn mit Wasscr, l'rocknen iiber Na,SO, 
und Eindampfen iiber eine \rIGREUX-KOIOnnC wurden 695 mg Rohprodukt crhaltcn, das in1 Dunn- 
schichtchrotnatograinrn nebcn Edukt zwei langsamcr laufcnde Flccke erkenncn licss. Wcitere sechs 
schwache Flecke waren sichtbar, die nicht isoliert wurden (vgl. 3.1.). Nach dreimaliger Chromato- 
graphic dcs Rohprodukts (784 ing) an 225 g Kicselgel (Elutionsmittcl : Ather-Petrolather-(4: 1)) 
waren beidc Flecltc getreniit untl weitgchcnd gercinigt. Sie ficlen als Ole an,  die iiach einigcr &it 
zu ciner Kristallmasse crstarrten. Unikristallisicren gclang nicht. Erhalten wurden : 

1) 115 nig 6-exo-Hydrox?i-iso/enchon (6~-Hydroxy-1,5,5-tvin?ethyl-1Lor-bornan-2-0~') (10a) vorn 
Smp. 63-64,5"; [ c c ] ~  = -28" & 3" (c = 2,670 in Chloroform). WMR.- und 1R.-Spektrcn vgl. 
theorct. Teil. 

C,,H,,O, (168,23) Ucr. C 71,39 H 9,5976 Gcf. C 71,21 H 9,9376 
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2) 131 rng 6-enrlo-Hydvoxy-isofenchon (6a-Hydvoxy-I. 5,5-trirnethyl-rior-bornaiz-2-o~z) (12aj vom 
Snip. 70-71,5"; [a]f: = -18" & 3" (c = 5,025 in Chloroform). NMR.- und 1R.-Spektrcn vgl. 
theoret. Tcil. 

C,,H,,O, (168,23) Ber. C 71,39 13 9,9501; Gef. C 71,27 H 9,86y0 

4.2. 1,3,3-Trimethyl-nor-b~vnun-2,6-dion (6a) aus 10a bzw. 12a. Einc Losung von 45 mg 
6-cndo-Hydroxy-isofenchon (loa) in 5 ml Eisessig wurde bei 22" mit 5 ml 4-prOz. CrO,-I,osung 
(4 g CrO, in 100 nil Eisessig+ 2 ml H,O) versctzt. Nach 4 Std. wurdc die Losung mit der 3fachen 
Mcnge Wasser versctzt, mit 50-prOz. KOH ncutralisicrt und mit Metliplenchlorid ausgeschiittelt. 
Die ..\uszugc wurden mit 21v H,SO,, 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschen, iiber 
Na,SO, gctrocknet iind iiber eine VlGKEUX-KOlOnne eingcdampft. Das an 5 g Kicselgel chromato- 
graphierte Rohprodukt (Elutionsmittel: Ather-Pctrolather-(3 : 2)) ergab nach dcm Umkristalli- 
sieren aus Pentan 35 ing farblosc Kristalle vom Smp. 27-28"; = +32" & 3" (c = 1,568 in 
Chloroform) ; Misch-Smp. mit 6a ans l a  (s. 3.4.) ohne Dcpression. Die 1R.-Spektren waren iden- 
tisch. - 1)ic analoge Reaktion niit 45 mg 6-exo-Hydroxy-isofenchon (12a) ergab 32 mg krist. 6a. 

4.3. Uinsetzung ZJUB (+)-Isofenchon (llb) rnit A. orchidis. 5 ml einer Losung von 730 nig 
(+ j- Isofenchon in Methanol wurden auf 10 l-Liter-ERLeNMEYER-I<olben vcrteilt, die Mycel von 
.? . ovchidis in je 150 ml Nahrlosung enthielten, das wahrend 60 Std. auf der rotierenden Schiittcl- 
maschinc gewachsen war. Bei der Umsetzung und Isolicrung wurde \vie bei 4.1. beschrieben vcr- 
fahren. Nach 3maliger Chromatographie des Rohproduktes (378 mg) an 100 g Kieselgel (Elutions- 
rnittel: Ather-€'etrolather-(4 : 1)) konnten die zwei Hydroxylierungsprodukte 10b und 12b ge- 
trennt und wcitgehend gereinigt werden. Sie fielcn als Ole an,  die nach einiger Zeit zu einer Iiristall- 

erstarrten, sich aber nicht umkristallisieren liessen. Erhalten wurden : 1)  61 mg 6-exo- 
fl?idvoxy-isofcizchoiz (6@-Hydroxy-l, 5,5-tvimethyl-rzor-bornun-Z-o?z) (106) vom Smp. 63-64,j'; 
[aJg = + 25" & 3" (c = 2,132 in Chloroform). Das 1R.-Spcktrum war mit demjenigen von 10a 
identisch; 2) 64 mg 6-endo-Hydroxy-zsofencho?z (6cr-~Iydroxy-1,5,5-trimet~iyl-nor-bo~nan-2-olz) 
(126)  vom Snip. 70-71,5"; [&IF = + 20" 3" (c = 2,013 in Chloroform). Das 1R.-Spektrum war 
mit demjenigen von 12a identisch. 
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