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269. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen 
160 Mitteilung 1 )  

Conocandin, ein fungistatisches Antibiotikum aus 
Hormococcus conorurn ( SACC. et ROUM.) ROBACK 

von Johannes M. Muller, Hermann Fuhrer, Johannes Gruner 
und Walter Voser 

Depnrtenient rorschung, Division Pharma und Physikalische .Il)teilung, 
Funktion €~orschung, Ciba-Ge?gj~ 4G,  I3ascl 

(13 T-111. 76) 

Metabolites from Microorganisms. 160th Communication. Conocandin, a new Fungi- 
static Antibiotic. - Sznmmnuy. From a strain of Hormococcws C O ~ Z O Y U ~  (SACC. ET Rounf.) ROBACK 
X 32’287, conocandin, a novel type Cis-fatty acid with high and specific in vilro fungistatic acti- 
vity was isolated by means of counter current distribution and silicagcl chromatography. The 
antibiotic is a viscous oil with the molecular formula C18H3003. It is characterized by IR. and 
NMR. spectra, ester derivatives and the products of acid rearrangement and ozonolytic degra- 
dation. The structure of (E)-2-nicthylide1ie-lO-metli~~l-f~~~i~~-3,4-epox~-9-lic.xadecenoic acid (1) 
is proposed. 

Im Verlaufe uiiserer Untersucliungen an Antibiotikaproduzeiiteii wurde das neue 
Antibiotikum Conocandin isoliert und seine Struktur aufgekliirt. Conocandiii ist in 
zlitro gut wirksam gegeniiber Pilzen u ~ i d  Hefen, vor allern gegeii Candida albicans, nur 
schwach wirksam gegeriuber grampositiven und unwirksam gegeniiber graninegativen 
Bakterien. Die minimale Hernmkonzentration (PIIIC) bei Caizdida albicans betraigt 
0,1 y/ml in1 Reilienverdunnungstest. Gegenuber Hulinerfibroblasten zeigt Conocandin 
eine inittlere Cytotoxizitat. Im Test auf akute Toxizitat an der Maus sind 300 q / k g  
subcutart noch vertraglich. Bei der systemisclien Candidn-Infektioii an der Maus zeigt 
Conocandin jedocli subczrtan wie auch peroral keine Wirkung. Dei- Produzent des 
Antibiotikums A-32’287, konnte als Hormococcus c o n o y u m  ( SACC. ET R o u ~ . )  ROBACK 
(Fam. Melanconiales) i2] identifiziert werden2). 

Der Wirkstoff lasst sicli durch aerobe Fermentation gewinncn und ist niit Es- 
sigester extrahierbar. Der Roliextrakt wird auf ein Adsorberharz (z.B. Amberlite 
XAD-7) aufgezogen, selektiv desorbiert, wid die Eluatspitze einer Gegenstromver- 
teilung unterworfen. Anschliessende wiederliolte Clirornatographie der Spitzenfrak- 
tionen an Kieselgelsaulen und -dickschichtplatten fiihrt zum reineii Antibiotikum. 

Conocandin bildet ein naliezu farbloses, dickiliissiges 01, das sicli bei der Elektro- 
phorese wie eine Saure verhalt. Es besitzt die Summenformel C18H3003 und das 

1) 159. Mitteilung s. [l]. 
2) Die Bcstimmung wurde dankcnswertcrweise von Herrn Prof. E.  MiiZlcv, Iiistitut fur spczielle 

Botanik der Eidgenossischen Technischen Hochschule in Zurich, vorgcnornmcn. 
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massenspektroskopisch ermittelte Mo1.-Gew. 294. Die Grundelemente der Struktur 
von Conocandin 1 lassen sich grosstenteils aus den 1H- und W-NMR.-Spektren ab- 
leiten. 

Das lH-NMR.-Spektrum (vgl. Figur) zeigt bei 6,36 ppm [H(a)] und 5,86 ppm 
[H(b)] die fur eine Methyliden-Gruppe [C(2’)] charakteristischen Signale. Durch Dop- 
pelresonanz kann gezeigt werden, dass H(a) und H(b) gekoppelt sind. Ferner koppelt 
H(b) rnit H-C(3) (3,54 ppm) und dieses seinerseits rnit H-C(4) (2,74 pprn). Aufgrund 
der chemischen Verschiebung von H(a) ist die Carboxylgruppe (1 0,s ppm) vermutlich 
cis-standig zu H(a). Wird bei 5,86 ppm eingestrahlt, so geht das Signal fur H-C(3) 
in ein Dublett uber. Die Kopplungskonstante J = 2 Hz ist charakteristisch fur trans- 
standige H-Atome einer Epoxidgruppierung. Fur cis-standige H-Atome ist Jvie in 
Epoxiden normalerweise ca. 4-5 Hz [3].  Die Multiplizitat des Signals von H-C(4) 
weist darauf hin, dass anschliessend an den Epoxid-Ring eine Methylengruppe 
(C(5) der Alankette) folgt. Damit steht die Partialstruktur C ( l )  bis C(4) bzw. C(5) 
im Einklang rnit dem 1H-NMR-Spektrum. Letzterem kann ferner entnommen 
werden, dass Conocandin eine weitere Doppelbindung enthalten muss (vinylisches 
H-C(9) bei 5,l  ppm und vinylische Methylgruppe C(10’) bei 1,6 ppm). Ihre genaue 
Lage innerhalb der Kohlenstoffkette wurde durch Ozonspaltung erniittelt (vgl. 
Schema, rechte Seite). Durch Einwirkung von Ozon bei -70” und anschliessende Be- 
liandlung rnit Zinkstaub entstanden Formaldehyd (6)  und Octan-2-on (8), wobei letz- 
teres durch seinen charakteristischen Geruch auffiel und sich gas-chromatographisch 
rnit authentischem Material identiscli erwies. Beide wui-den als 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazone gefasst und charakterisierts). Aufgrund der gesicherten Struktur von 8 
muss die zweite Doppelbindung zwischen C(9) und C(10) liegen. Ihre Konfiguration 
l a s t  sich aus dem 13C-NMR.-Spektrum ableiten. 

In Tabelle 1 wird die Zuordnung der Signale fur die 18 C-Atome vorgenommen. 
Die Signale im Bereich der sp2-Kohlenstoffatome und der Epoxid-Zuordnung besta- 
tigen die Partialstruktur C ( l )  bis C(4) und die zweite Doppelbindung. Im Bereich der 
sp3-Kohlenstoffatome erscheinen die aus der Summenformel errechneten 9 Methylen- 
gruppen zwischen 40 und 22 ppm. Davon heben sich die beiden Methylgruppen C(l0’) 
und C(16) deutlich ab. Aufgrund des Verschiebungswertes von C(10’) kann die Iso- 
nierie an der zweiten Doppelbindung eindeutig als seg-trans (E-Konfiguration) fest- 
gelegt werden. Nach der Inkrementenregel von Roberts et al. [4] l a s t  sich namlich die 
chemische Verschiebung fur die vinylische Methylgruppe berechnen. Der so ermittelte 
Betrag von 15,9 ppm fur die zum H-C(9) tvans-standige Methylgruppe C(l0’) steht 
in guter ubereinstimmung rnit der gemessenen chemischen Verschiebung von 15,91 
ppm. Fur eine seq-cis Anordnung (2-Konfiguration) an dieser Doppelbindung ware 
ein Wert von ca. 23,9 pprn zu erwarten. 

In der Absicht, die Struktur 1 chemisch zu bestatigen und gleichzeitig die fur die 
biologische Aktivitat verantwortliche Partialstruktur zu ermitteln, wurden die im 
Schema (linke Seite) gezeigten Reaktionen durchgefuhrt. 

4 

3) Das Mittelstiick rnit der hypothetischen Formel 7 konnte nicht gefasst werden. Ein Versuch 
zur  Isolierung als 2,4-Dinitrophenylhydrazon fiihrte zu Uerivaten cines veranderten Grund- 
korpers. 
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Tabelle 1 I3C-NMR -Spektrutn v o n  Coiaocandzn (I) (Losung in CDC13, I’nuian XL-100, rausch- 
mtkoppclt  , chemische Vcrschiebung in ppm I clati\ zu Tctranic.thylsllan) 

B Intcnsitat Multiplizitat Zuordnung 
(off resonance) 

170,99 

137,21 
135,62 
126,64 
124,04 

62,96 
54,96 

39,77 
32,Ul 
31,86 
29,62 
2‘J,02 
28,03 
27,78 
25,40 
22,71 

15,91 
14,12 

37 

39 
36 
72 

I20 

130 
150 

79 
146 
112 
139 
127 
101 
133 
120 
97 

78 
73 

s 

5 
5 

t 
d 

d 
d 

4 
4 

C(1) } Carboxyl 

-CHz- 

C(5) bis C(8) 

C(11) bis C(15) I und 

J 
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Schema. Reaktio%ze?t ZUY Strukturernzittlung des Conocnvzdins (1) 

2 0  2 b  

H 

nHC'- 

Die Einwirkung voii uberschussigein Diazomethan fiihrt LU den zwei diastereo- 
meren Pyrazolinderivaten 2a und 2b iin molareii Verhaltnis von cn. 2 : l .  Das Gerniscli 
bildet ein destillierbares 01, worin sich die beiden Kornponenten l~insichtlicli ihrer 
Protonensignale fur H-C(3) und H-C(4) eindeutig unterscheiden (s. Tabelle 2 im ex- 
per. Teil). 

Sol1 die Methylidengruppe am C(2) erlialten bleiben, so sind alle lieagentien zu 
vermeiden, welche sich an dem hochreaktiven System C(2')-C(2)-C(3)-C(4) anlagern 
konnen. l-Methyl-3-(p-tolyl)-triazen eignet sicli zur selektiven Synthese des Cono- 
candin-Methylesters 3. Dieser ist biologisch schwacli aktiv, im Gegensatz zu den vol- 
lig inaktiven Pyrazolinderivaten. 

Durch Einwirkung von atherischer Salzsaure entstehen uiiter Epoxidoffnung und 
Verschiebung der Doppelbindung die Produkte 4a und 5 im Mengenverlialtnis von cn. 
1 :l. Die Strukturermittlung des Chlorhydrins 4a wird mit Hilfe seines Methylesters 
4b durchgefuhrt. Fur das vinylische H-C(3) tritt  iin NMR-Spektruni beider Ver- 
bindungen bei 6,9 ppm ein Dublett rnit J = S,5 Hz auf. Diese starke Verschiebung 
nach tieferem Feld lasst sich nur mit einer cis-Anordnung zur Carboxylgruppe C( 1) 
erklaren. Das vicinale H-C(4) erscheint bei beiden Verbindungen als Multiplett bei 
4,6 ppm. Nach Zugabe von Trichloracetylisocyanat zum Methylester wird die C(4)- 
standige Hydroxyl-Gruppe in das Uretlian ubergefuhrt, ivodurcli das Signal fur 
H-C(4) nach tieferem Feld versclioben wird (5,61 ppin) uiid gleichzeitig eiii NH-Si- 
gnal bei 8,45 ppm erscheint. Anderseits lasst diese Reaktion das Signal fur die beiden 
H-C(2') praktiscli unverandert, d.11. das Chloratom muss an C(2') stehen. Die Struk- 
tur des y-Lactons 5 wird aus den IR- und IH-NMR.-Spektren abgeleitet (vgl. exper. 
Teil). Die Verbindungen 4a und 5 sind mikrobiologisch inaktiv und liefern, zusammen 
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mit den Verbindungen 2a und 2b, den direkten Nachweis, dass die neuartige Partial- 
struktur C(l)  bis C(4) Voraussetzung fur die biologisclie Aktivitat ist. 

Alle analytischen Daten und Reaktionsprodukte sind vereinbar mit der fur Cono- 
candin vorgeschlagenen Formel 1 (E)  -2-Methyliden - 10-methyl - trans -3,d-epoxy-9- 
hexadecensaure) . 

\Vir danken den Herren Dres. H .  Bzckel und J .  Nuesch fur das Interesse, das sie dieser Unter- 
suchung cntgegengebracht haben. 

Experimenteller Teil 4, 

Allgemeines. - Sofern nicht anders vermerkt, geltcn folgende Angaben : Clzromatographie: 
Praparativ an Saulcn: Kieselgel Merck 60 (0,063-0,20 nun) wird vor den1 Gebrauch mit lionz. 
Salzsaure, anschliessend rnit Wasser bis zur neutralen Reaktion gcwaschen und wahrend 30 Std. 
bei 120 bis 130" i.V. getrocknet. Praparativ an Plattcn : Kiesclgcl €'I; 254 Merck,  Schichtdiclie 
1 mm (getrocknet), Grosse 20 x 100 cm. Diinnschicht, analytisch: Fertigplattcn ANTEC SL 254 
Typ 60 (IGesclgcl PF 254 Merck)  20x 20 cm, Aniarbung im Joddampf. Analysensubstanzen: 
Trocknung: 18 Std. bei 20"/10-* Torr. IR.-Spektven: Gerat: Pevkin Elnzer 221. hufnahmcn: als 
Film oder in Methylenchlorid gelost. Angabe der wichtigsten Banden in cm--l. NMR.-Spektren: 
100 MHz (Gerate: Varian XL-100, HA-100, HL4-100-D), Substanzen gelost in CDCl3; chemische 
Verschiebung (6) in ppni relativ zu Tetramethylsilan (intern.), s = Singulett, d = Dublett, 
t = Triplett, wz = Multiplett, br. = breit, Kopplungskonstante J in Hz. Die den Verbindungen 
1-5 gemeinsamen nenn Methylengruppen C(5) bis C(8) und C(11) bis C(1.5) werdcn nicht aufgefiihrt 
(6 zwischen 1,2 und 2,l ppm). Massenspektren: Gerat : Vnvian MAT CH7, Direkteinlass, Elektro- 
nenenergie 70 eV. hngegeben sind Massenzahl und Zuordnung des Molekel-Ions und der wichtigen 
Fragment-Ionen obcrhalb dcr Massenzahl 200. 

1 .  Fermentation. - Der Produktionsstamm wird in lyophilisierter Form oder auf einem 
Agar folgender Zusamniensetzung aufbewahrt: Pepton 0,l yo, Malzextrakt 276, Glucose 2%,  Agar 
2%, pH nach Sterilisation 6,s. Eine Lyophilat-Ampulle bzw. die Mpzel-Sporensuspension 
cines Schrag-Agar-Kohrchens dicnt als Inoculum fur einen, mit eincr Eindellung versehenen 
500-ml-Erlenmeyerkolbcn, der 100 ml Nahrlosung \-on folgender Zusamniensetzung enthalt : 
Sojarnehl 2 % ,  Mannit 2%, p H  nach Sterilisation 7,O. Dieser Vorkulturliolben wird wahrend 
72 Std. bei 25' und 250 Upm auf einer Rundschuttelmaschine inkubiert. Fur die zweite Vor-, wie 
auch fur die Hauptkultur wird die gleiche Nahrlosung verwendet. Als zweite Vorkultur werden 
in einem 2-1-Erlenmeyerkolbcn mit vier Eindellungen 500 ml Nahrlosung mit 5 yo der 72stdg. 
Myzelsuspcnsion dcr erston Vorkultur beimpft. Die Inkubation erfolgt bci 25" und 120 Upm 
wahrend 48 Std. Diese Kultur dient als Inoculum (5%) fur 30 1 Nahrlosung in einem 50-I-Fermen- 
ter aus rostfrciem Stahl. Nach 48 Std. Inkubation bei 23", 725 Upm, 1. atii und 1 :1 VjVW Luft- 
durchfluss wird die Hauptkultur, 400 1 Nahrlosung in cinem 500-1-Fermenter aus rostfreiem 
Stahl, mit 5 %  der 48stdg. Kultnr aus dem 50-I-Fermenter beimpft. Die Inliubation gescliieht 
bei 23",  450 Upm, 1 atu und 1 : l  VjVN Luftdurchfluss. Die I'roduktion von Conocandin wird 
niit der beliannten Agardiffusionstestmethode verfolgt. Der Tcstkeim ist Candida nlbicans. Der 
Zcitpunkt niaxiinaler Aktivitat wird nach CQ. 190 Stcl. bei einem pH-Wert von ca. 5,5 erreicht. 

2. Extraktion und Anreicherung des Wirkstoffes. - 320 1 Iiulturlosung von p H  4,9 
wcrdtm mit 400 1 Essigester verruhrt und dann niittels Schlaininseparator LAVAL BRPX-207 
getrennt. Die wasserige Phase (420 1) wird mit Natronlauge auf p H  7,0 gestellt, nochmals mit 
400 1 Essigester extrahicrt. und wie oben abgetrennt. Die beiden Essigestcrphasen enthalten die 
gesamte iiktivitttt. Sic werden vereinigt und i.V. zu einem violetten 01 (2,7 kg) eingeengt. Dieses 

4) Lnter Mitarbcit der Hcricn A .  Novev, H.  I.eubin, P. Nheznbejger, 1. k,lieidcgger und K. IC e m ,  
melchen auch an dieser Stelle bestens gedankt sei 
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wird in 15 1 Methanol eingetragen, worauf sich zwei ilussige Phasen bilden. Die untere ist nur 
schwach aktiv und wird vcrworfen. Die iiberstehende Methanolphasc wird i.V. zur Trockne ein- 
gedampft, wobei ein violettes, dickfliissigcs 01 (1,17 kg) anfallt (Konzentrat A ) ,  das sich fast voll- 
standig in 5 1 Heptan lost. Die Losung wird iiber Hyflo Supercel klar filtricrt nnd dann in 7 
Portionen zu 710 ml an in Methanol gequollcnem uncl auf Heptan uniklimatisiertem Xm- 
berlite XAD-7 (4 1) gereinigt. Dabei wird die Adsorberharz-Saule (Durchmesser 10 cm, 
Fiillhohe 50 cm) jeweils mit 20 1 Heptan, 20 1 Heptan/Z-Propanol9:1 und 15 1 Methanol nachge- 
waschen. Vor Auftrennung der nachfolgenden Chargc werden jeweils 20 1 Heptan durchperkoliert. 
Die Durchflussgeschwindigkeit betragt 6 l/Std. Die Eluate werden in Fraktionen zu 5 1 aufgefangen. 
Die Fraktioncn 1 bis 4 und 7 bis 11 enthalteii wrenig *4ktivitat und werden verworfcn. Samtliche 
vereinigten Fraktionen 5 und 6 ergeben nach Entfernung des Losungsmittels 158 g Konzentrat B. 
Das 01 unterwirft man in Portionen zu 79 g ciner Gegenstromverteilung nach Craig (Phasen- 
volumcn je 100 ml) iiber 200 Stufen in einctn Losungsmittelsystem, das aus gleichcn Volumen- 
teilen Heptan und 95% Methanol bcstcht. Die Aktivitatsspitzen (Fraktioncn 51-80) werden 
i.V. vom Losungsmittel befreit und crgeben 9,23 g aktives, gelbbraunes 01 = Konzentrat C. 

3. Reinisolierung und Eigenschaften von Conocandin (1). - Das Konzentrat C lasst sich 
durch Diinnschichtchromatographie niit dem System Chloroforni/Methanol 7 : 3 (15 cm Lauf- 
strecke) in seine Komponenten zerlegcn, die mit Jod angefarbt werden. Neben Conocandin 
(Rf 0,46) enthalt es noch weitere Jod-positive Substanzcn. Bei der am schwierigsten abtrennbaren 
Komponente (Rf 0,54) durfte es sich um Linolsaurc handeln"). Die praparative Gewinnung von 
Conocandin wird mit einer Saulenchromatographic eingeleitct. 1,0 g Konzentrat C bringt man auf 
eine Saule von 100 g Kieselgel (Uurchmesser 2,7 cm, Fiillhiihe 35 cm) uncl entwickelt zuerst Init 
550 ml Hexan/Aceton 95 : 5 und dann mit 200 ml Hexan/iZceton 9 :l. Sach einer praktisch leeren 
Vorfraktion von ca. 370 ml wird im restlichen 95: 5-Eluat und in den crsten 100 ml 9:  1-Eluat 
der Wirkstoff, hauptsachlich noch verunreinigt durch Linolsiure, eluicrt (0,4 g). Diese Fraktion 
wird durch wiederholte Chromatographie an Kieselgel-Dickschichtplatten in die Reinsnbstanz 
iibergefiihrt. In dcr letzten Phase der Anreichcrung leistet die massenspektroskopische Reinheits- 
kontrolle wertvolle Dienstc. Man tragt 60-80 nig Substanz pro Plattc (1 m) auf und entwickelt 2mal 
(11 und 15 cm) in Chloroform/Methanol7 : 3. Im Unterschicd zu den Verunreinigungen absorbiert 
der Wirltstoff im UV.-Licht (254 nm) nicht; cr wircl abcr mit Jod stark angefarbt. Das substanz- 
haltige Tragermaterial wird mit ChloroformjMethanol 1 :1 extrahiert. Der Extrakt wird rnit 
Aktivkohle (Norit) verruhrt nnd durch Hyflo Supercel ocler Kieselgcl filtriert. Nach Entfernung 
des Losungsmittels erhalt man Conocandin als leicht gelbliches dickfliissiges 01 (0,13 g), welches 
in lileiner Mengc im Sublimator bei 60"/0,03 Torr nahezu unzersetzt destilliert. Uiinnschicht- 
chromatographic: Rf-Werte fur 15 cm Laufstrecke : 0,2 in Hexan/Aceton 1 : 1 und 0,46 in Chloro- 
form/Methanol 7:3. Optische Drehung: [a]: = - 7  & 1" (c = 0,557% in 96% khanol) .  - MS.: 

- UV. : keine spezifische Absorption. - IR. (Film) : 2940 und 2865 (C-H(o)), 2700-2560 (COOH), 
1705 ((COOH), dimer), 1630 (C==C), 1460-1380 (C--EI(G)), 1285 (OC-O(v)), 1175,960 und 820 (Epo- 
xid, trans). - NMR.: 10,8 (5 ,  br., COOH); 6,36 (d , J , , b  = 1, l H ,  H(a)) ;  5,86 (nz,lH,H(b)); 5 , l  
(m,br., Jg.9 = 7, H-C(9)); 3,54 (m, Jb ,3  = 1. J 3 . 4  = 2, H-C(3)); 2,74 (nz, J4,5 = 5, H-C(4)); 
1,6 (s,br., 3H, 3H-C(10')); 2,1-1,2 (m, 9 CHz); 0,88 ( t ,  3H 3H-C(16)). 

294 ( M ,  < l), 277 ( M -  OH,3), 276 (AT- HzO,3), 259 (M-HzO-OH,~) ,  231 (A [ -  HzO-COOH,3). 

C&3003 (294,42) Ber. C 73,43 H 10,27 0 36,30% Gef. C 73,05 H 10,09 0 16,64% 

Mikrohydrierung (Pt in Athanol, 22") : 7,103 mg Conocandin nehmen 1,66 ml Hz (reduziertes 
Volumen) auf, entsprechend 3,07 mol. Fur die Gas-Chromatographie ist die Saure als solche 
ungceignet. Each der Behandlung mit iibcrschiissigem Diazomethan crhalt man den charaktcri- 
stischen Doppel-Pik des Diastercomerengemisches von 2a und 2 b (sichc dort), welchcr einen Nach- 
weis auch in Rohkonzentratcn erlaubt. Saurestarke : Conocandin ist eine schwache, lipophile 
Saure, wclche nicht in wasseriger Losung und nicht in Methylcellosolve/\asser [5] titriert werden 
liann. Um dennoch einen Vergleich mit andern Fettsauren anstellcn zu konnen, titrierten wir 

5) Im Gas-Chromatogramni hat der Methylester die glciche Retentionszeit wic Linolsaure- 
methylester; vgl. Angaben bei 2a/2b. 
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cine cu. lproz.  Losung in Athano1 mit wasseriger O , ~ N  Natronlauge. Die so bestimmten pK- 
Werte der sclieiubaren Dissoziationslronstanten sind fur Conocandin = 6,8, Linolensaure (FZuka 
puriss.) = 7,4, Linolsaure (Flulza purum) = 7,2, Essigsaure =: 6,7. 

4. Chemische Reaktionen des Conocandins. - Uinsetzurzg wit Uia.:niizcthan zu 2 a zcnd 2b. 
70 nig Conocandin werden wahrend 1 Std. in uberschussiger athcrischcr Uiazomethanl6sung bei 
RT. reagiesen gelassen. Dann wird das Ldsungsmittel i.V. entfrrnt und der iilige Ruckstand an 
eines SBulc \'on 15 g Kieselgel nach dem bei der Isolierung des Conocandins heschrichenen Schema 
chromatographicrt. Mit Hexan/Aceton 95 : 5 werden kleine hlcngen von Vcrunreinigungen, mit 
dcm (9 :l)-Gemisch wird das Methylierungsprodukt eluiert (55 ing). Es kann bci 60°/0,03 Torr 
i. 1IV.-Suhlimator unzersctzt destilliert werden und bildct cin farbloses, dickflussiges 01. Dunn- 
schichtchromatogramm : I<f 0,63 in I-Icxan/:\ceton 1 : 1 (15 em). Gas-ChroinatograinmG) : Reten- 
tionszeitcn ffir Gemisch 2a + 2b: lloppcl-Pik 27,4' + 29,8'; vergleichsweisc fur Linolsaure- 
methylester: 15,Z'und furl~inolcnsauremethylester: 162'. - MS. : 350 (Af,l), 30.1- (M-H~O-NZ -: l),  
291 (af- COOCH3.5), 273 ( A T -  COOCI-I3--Hz0,5) - IK. (Film) : 2940 iind 2865 (C-1-1 ( u ) ) ,  1745 
(COOCI13). 1560 (N-N), 1460-1380 (C-EI (a)), 1260 (OC-0 (u)). 

C&34N203 Ber. C 68,53 I3 9,78 N 7,99 C) 13,70% 
(350,49) Gef. ,, 68,50 ,, 9,81 ,, 8,12 ,, 13 ,779  

Tabclle 2. NMR.-Spektrum von 2a urid 2b 

8 Struktur des Anzahl Znordnung 
( P P 4  Signals Protonen 

Ast 

5,l 

4,63 
4,62 

3,81 
3,80 

3,68 
3,38 

3,22 
2,70 

l,% 

0,88 

l 3  

an C(9) 

an C(2") 
an C(3") 

COOCH3 
COOCH3 

an C(3) 
an C(3) 

an C(4) 
an C(4) 

an  C(l0') 

an C(16) 

Vinl-1-Pro ton 

A\fethyZzevuxg wit ~-,~fe~hyZ-3-(p-~oZyZ)-trzuzen ZZL 3. 23,9 mg Coiiocand~n iv2.urden in 1 nil atlicr- 
gclost und niit 0,45 in1 einer 2~ Losung von l-Methyl-3-(p-tolyl)-tsiazcn7) versctzt. Nach 1 Std. 
wnrden weitere 0,45 ml Reagens zugcgehcn und 24 Std. bei 20" stehen gclasscn. Dann wird das 
Gernisch in 15 ml Ather auf'genomnicn und i m  Scheidctrichter 3mal mit 10 nil 20proz. Essigsaure 
duichgcschuttelt. Die wasserigen Phascn werden 2mal mit je 15 ml Xther gcschuttelt und alle 

6 )  Gcrat: Gas-Chromatograph Vavicliz-rlerograph 1520 niil 1;laiiiiiienionisationsdctcktor. 
I<olonne: Glas 1 0 0 0 ~  1.,5 mni, gefiillt mit Gas-Chrom Q 100-120 mesh, beladen mit 207: 
1~i~th)- le i igl~-colat l ipat  (DEG.4) ; Temperaturen: I<olonnc 150-230', 4"/hIin., 1)etektor ZOO",  
Injektor 1.50"; Tragcrgns: Nz, 24 ml/Min. 
Werstcller: WiZZow Bvook Labs. Inc., lVaukesha, Wisc. US.\., vgl. : ( )rganic Spnthest-s Coll. 
Vol. v, 797. 

7 1  
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iktherphasen 3mal niit 10 ml Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Das dunkel- 
gelbe Harz wird in Hexan/Aceton 95 : 5 gelost, durch eine Schicht von 5 g Kieselgel filtriert und 
mit 20 ml Hexan/Aceton 95: 5 nachgewaschen. Uas Eluat ergibt nach dein Eindampfen i.V. 12,5 
mg farbloscs 01, welches an der Luft bald gelb wird. Diinnschichtchromatogramm: Rf 0,8 in 
Chloroform/Methanol 7:3 (15 cm). - MS.: 308 ( M ) .  - IR. (Film): 2950 und 2875 (C-€I (u)) ,  1740 
(COOCHs), 1635 (C=C), 1460-1380 (C-H (a)), 1280 (OC-0 (u)) ,  1150, 950 und 840 (Epoxid, 
tvans).-NMR.:6,18 (d , J , ,b=l , lW,H-C(2’) ) ;5 ,73  (m,lW,H(b)-C(2’));5,1 ( ~ , b r . , J s , g = 7 ,  
l H ,  H-C(9)); 3,78 (s, COOCH3); 3,48 ( n ~ ,  Jb,3 = 1, J3,4 = 2, l H ,  H-C(3)); 2,70 (w, J4,5 = 5, 
l H ,  H-C(4)); 1,6 (s, 3H, 3H-C(10’)) und 0,9 ( t ,  3H, 3H-C(16)). 

ClgH3~03 (308,45) Ber. C 73,98 H 10,46 0 15,56% Gef. C 73,80 H 10,57 0 15,76% 

Reaktion mi t  athevischer Salzsauve ZZI Pa und 5. 180 rng Conocandin werden in 30 ml abs. Ather 
gelost, mit 9,25 m l 1 ~  atherischer Salzsaure versetzt und 48 Std. im Dunkeln bei RT. stehengclas- 
sen. Ilann wird die Losung durch cine dunne Schicht von Hyflo-Supercel klarfiltriert, mit Athcr 
auf 100 ml Volumen vcrdiinnt und 3mal mit je 20 ml Wasser ausgeschiittelt. Die Wasserphasen 
wcrden mit 40 ml Ather rfickgcwaschen. Die Atherphasen werden mit Natriumsulfat getrocknet. 
Der Eindampfriickstand (188 mg) wird in wenig Hexan/Aceton 9:  1 gelost und an einer Saulc 
von 64 g Kieselgel (Durchmesser 2,7 cm) chromatographiert. Aus dem (9:l)-Eluat (250 ml) lassen 
sich 53 mg Chlor-y-lacton 5 als farbloscs 01 isolieren. Aus den nachfolgenden Eluaten mit Hexan/ 
Aceton 4: 1 und 1 : 1 werden 55 mg Chlorhpdrin 4a als farbloses 01 gemonnen. Rf in Chloroform/ 
Methanol 7: 3 (15 cm) : 0,4 fur 4a und 0,78 fur 5. 

Ghlorhydran 4a aus Conocandin. 

C18H31C103 Ber. C 65,34 H 9,44 C110,71 0 14,51% 
(330,90) Gcf. ,, 65,41 ,, 9,26 ,, 10,54 ,, 14,70% 

IR. (Film): 3335 (OH, dimer), 2655 (COOH), 1705 (COOH, dimer), 1655 (C=C). - NMR.: 
6,98 (d, J3,4 = 8 3 ,  l H ,  H-C(3)); 5 4 5  (m, br., 2H, COOH und OH); 5,l (m,br., J s , ~  = 7, 
l H ,  H-C(9)); 4,60 (m, 14,s = 7, 113, H---C(4)); 4,38 [s,br., 2H,  2H-C(2‘)); l,57 (s, br., 3H, 

Methylester des Clzlorhydrins 4b. 50 nig Chlorhydrin werden in 2,7 in1 Ather gelost und mit 
3,2 nil cincr 0,2 M Losung von l-Methyl-3-(~-tolyl)-triazcn versetzt. Nach 48 Std. (20”) ist die 
Iicalition beendet. Das Keaktionsgemisch wird in dcr bei Conocandin-methylester 3 beschrie- 
Licncii TVcise aufgearbeitct nnd ergibt 55 mg Rohcxtrakt. Dieser wird an einer Saule von 11 g 
Kieselgel (Durchmesser l,5 cm) niit Gemischen aus Hexan uncl steigendcn Mengen von Aceton 
chromatographiert. Mit Hcxan/Aceton 8 : 2 wird der Methylester 4 b eluiert (23,5 mg). - NMR. : 
6.86 (d ,  J3,4 = 8,5, l H ,  H-C(3)); 5,1 (nz, br., f s , ~  = 7, 113, H-C(9)); 4.57 (m. J4,5 = 7, lH,  
H-C(4)); 4,38 (s, br., 2H. 2H-C(2’)); 3,81 (s, 3 H  (?), COOCH3); l,57 (s, br., 3H, 3H-C(10’)); 

R.-Spektrum des Methylesters nach Zugabe von ‘~richlordcetylisocyanat : 7,40 (m, Jz,, 3 = 
1, J3.4 = 1, 1 H, H-C(3)) ; 5,l (m, br., 1 8 , s  = 7, 1 H, H-C(9)) ; 5,O (m, 12’ ,4  = 1, 1 H, H-C(4)) ; 
4,23 (t ,  2H, 2H-C(2’)); l,57 (s, br., 3H, 3H-C(10’)); 0,88 (t, 3H, 3H-C(16)). 

3H-C(10’)): 0,88 ( t ,  3H, 3H-C(16)). 

0,88 (t, 3H, 3H-C(16)). 

Chlovo-y-lacton 5 aus Conocandiqa. 

C~sHz&lOz+1/2HzO Ber. C 67,17 H 9,39 0 12,43 C,l 11,01”/6 
(321,89) Ccf. ,, 67,23 ,, 9,24 ,, 12,14 ,, 11,090; 

IR. (Film): Breite Bande 3570-3225 (Wasser), 1765 (y-Lacton), 1655 (C=C). Die Lage der 
y-Lactonbande hangt von den Aufnahmebedingungcn ab; in Methylenchlorid gelost liegt sie bei 
1760, in 2-Propanol bei 1752 cni-1. - NMR.: 8,45 (s, NH des Urethans); 6,87 ( d ,  J 3 , 4  = 9, l H ,  
H--C(3)); 561  (m, .J4 ,5  = 7, l H ,  H-C(4)); 5,l (m. br.,.rs,g = 7, l H ,  H-C(9)); 4,48 (s, br., 2H, 
3H-C(2’)); 3,82 (s, COOCH3); 1,57 (s, br., 3H, 3H--C(10’)); 0,88 ( t ,  3H, 3H-C(16)). 

5. Reduktive Ozonolyse von Conocandin. - ;\Ian lost 54 mg Conocandin (0,lS mmol) in 
10 ml Hcxan und lasst wahrend 21/2 Min. unter intensivcni Riibren in einem Ozonstroni (ca. 0,3 
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mmol 0 3  pro Minute)s) bci - 70" reagieren. Dann wird die Losung walircnd 10 illin. rnit 0 , j  g 
Zinkstaub und 3 ml Wasser wciter geruhrt. Der Zinkstaub wird abgcnutsclit (Fritte G4) und mit 
5 ml Hexan und 5 ml \Vasser nachgewaschen. Nach der Phasentrennung wircl die masserige Phase 
mit Chloroform nachextrahiert. ills Eindampfriickstand der vcreinigten organischen Phascn 
erhalt man 17 mg eines farblosen 01s von charakteristischeni Geruch. Durcli vcrglcichende Gas- 
chroinatographieg) mit authentischem Material (Retentionszeit 37,9 Min.) wird es als Octan-2-on 
(8) identifiziert. 

In einem zweiten analogen Ansatz vcrsctzt man die vereinigten organischcn Phasen (vor dcm 
A\t)dampfcn des Losungsmittels) direkt mit 2 ml Athanol und fiillt das 2,4-I)initrophenyl-hydrazon 
mit <(BI.&J'S Keagcnsr [6] im Ubcrschuss. Das Rohprazipitat (71 mg) wird an eincr Saulc von 
10 g Jiieselgcl (Durchmesser 1,5 cm) mit Bcnzol/Essigestcr 9 : 1 chroniatograpliicrt und 
dic Pilr-Fraktion (20,5 mg) aus heisscm Alkohol umkristallisicrt ; 16 nig I<ristalle, identisch 
rnit synthetischem Octan-2-on-2,4-dinitrophcnylhydrazon ( IR,  hlisclisclini~~lzpunltt). - DS. : 
Rf = 0,62 in Hciizol/Essigcster 83:17 (15 cm). - MS.: 308 ( M ) .  

Die oben beschricbcne wasserige Phase wird rnit (c Brady's Kcngonsi) [6j im Ubcrschuss gefallt 
und das Prazipitat sorgfaltig rnit Wassei- gewaschen. Dcr Trockmriickstand (35 nig) wird in 0,3 nil 
Essigcster gelost, mit 2,7 ml Benzol vcrdiinnt und an ciner Saule von 10 g Kieselgel (Durchmesser 
1,5 cm) chromatographiert. Mit Benzol/Essigester 9 : 1 wird das 2,4-l)initrophenylh~drazon 
dcs Formaldchyds (6)  eluiert; 4 mg Icristalle, identisch mit synthetischcin Material. ~ DS. : 
Rf = 0,47 ii i  Benzol/Essigester 83:17 (15 cm). - MS.: 210 ( M ) .  

F u r  rlnfnahine und Disltussion von Spektren danken wir den Herrcn Drcs. , I .  Devsier, H .  Hiiv- 
- . e h  und C. Risf. Herrn Dr. U'. Padowetz danken wir fiir die Mikroanalysen, Hcrrn E. lioiz Avx  
fur Gas-Chromatogramnie und praparativc Dickschiclitchromatogramnie und den Herrcn Dres. 
J. Ifegos und 0. Zak fur die biologischcn Priifungen. 
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Gerdt : Ozon-Generator OZ 11, Fischer, Bonn-Bad Godcsbcrg. 
Gerat: Vaviaw-Acrograph 1700 mit ~~rarmcleitfahigkeitsdetektor, Koloniie : Glas 1800 X 1,j 
inm, Pol-apak Q, Temperatur: Kolonnc 100-250" C 4'/Min., Detektor ZOO", Injektor 140", 
Triiigergas: 24 niI/Min. He. 


