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269. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
160. Mitteilung 1)

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

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

Departement IForschung, Division Pharma und Physikalische Abteilung,
Funktion Forschung, Ciba-Geigy AG, Bascl

(13. VIIT. 76)

Metabolites from Microorganisms. 160th Communication. Conocandin, a new Fungi-
static Antibiotic. — Summary. From a strain of Hovmococcus conorum {Sacc. ET Roum.) Rosack
A 32’287, conocandin, a novel type Cig-fatty acid with high and specific in vitro fungistatic acti-
vity was isolated by means of counter current distribution and silicagel chromatography. The
antibiotic is a viscous oil with the molecular formula CygHjz¢O3. 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-methylidenc-10-methyl-trans-3,4-epoxy-9-hexadecenoic acid (1)
is proposed.

Im Verlaufe unserer Untersuchungen an Antibiotikaproduzenten wurde das neue
Antibiotikum Conocandin isoliert und seine Struktur aufgeklirt. Conocandin ist ¢n
vitro gut wirksam gegeniiber Pilzen und Hefen, vor allem gegen Candida albicans, nur
schwach wirksam gegeniiber grampositiven und unwirksam gegeniiber gramnegativen
Bakterien. Die minimale Hemmkonzentration (MIC) bei Candida albicans betrigt
0,1 y/ml im Reihenverdiinnungstest. Gegeniiber Hiihnerfibroblasten zeigt Conocandin
eine mittlere Cytotoxizitdt. Im Test auf akute Toxizitdt an der Maus sind 300 mng/kg
subcutan noch vertriglich. Bei der systemischen Candida-Infektion an der Maus zeigt
Conocandin jedoch subcutan wie auch peroral keine Wirkung. Der Produzent des
Antibiotikums A-32'287, konnte als Hormococcus conorum (SAcC. ET RouM.) RoBAck
(Fam. Melanconiales) [2] identifiziert werden?).

Der Wirkstoff ldsst sich durch aerobe Fermentation gewinnen und ist mit Es-
sigester extrahierbar. Der Rohextrakt wird auf ein Adsorberharz (z.B. Amberlite
XAD-7) aufgezogen, selektiv desorbiert, und die Eluatspitze einer Gegenstromver-
teilung unterworfen. Anschliessende wiederholte Chromatographie der Spitzenfrak-
tionen an Kieselgelsdulen und -dickschichtplatten fiithrt zum reinen Antibiotikum.

Conocandin bildet ein nahezu farbloses, dick{lissiges 0l, das sich bei der Elektro-
phorese wie eine SHure verhilt. Es besitzt die Summenformel CigH3003 und das

1) 159. Mitteilung s. [1].
2) Die Bestimmung wurde dankenswerterweise von Herrn Prol. E. Miiller, Institut iiir spezielle
Botanik der Eidgenotssischen Technischen Hochsehule in Zarich, vorgenomimen.
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massenspektroskopisch ermittelte Mol.-Gew. 294. Die Grundelemente der Struktur
von Conocandin 1 lassen sich grosstenteils aus den 'H- und 13C-NMR.-Spektren ab-
leiten.

Das TH-NMR.-Spektrum (vgl. Figur) zeigt bei 6,36 ppm [H(a)] und 5,86 ppm
[H(b)] die fiir 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) mit H-C(3) (3,54 ppm) und dieses seinerseits mit H-C(4) (2,74 ppm). Aufgrund
der chemischen Verschiebung von H(a) ist die Carboxylgruppe (10,8 ppm) vermutlich
cis-stindig zu H(a). Wird bei 5,86 ppm eingestrahlt, so geht das Signal fiir H-C(3)
in ein Dublett iiber. Die Kopplungskonstante J = 2 Hz ist charakteristisch fiir trans-
stindige H-Atome einer Epoxidgruppierung. Fiir css-stindige H-Atome ist [y in
Epoxiden normalerweise ca. 4-5 Hz [3]. Die Multiplizitdt 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(1) bis C(4) bzw. C(5)
im Einklang mit dem H-NMR-Spektrum. Letzterem kann ferner entnommen
werden, dass Conocandin eine weitere Doppelbindung enthalten muss (vinylisches
H-C(9) bei 5,1 ppm und vinylische Methylgruppe C(10) bei 1,6 ppm). Ihre genaue
Lage innerhalb der Kohlenstoffkette wurde durch Ozonspaltung ermittelt (vgl.
Schema, rechte Seite). Durch Einwirkung von Ozon bei —70° und anschliessende Be-
handlung mit Zinkstaub entstanden Formaldehyd (6) und Octan-2-on (8), wobei letz-
teres durch seinen charakteristischen Geruch auffiel und sich gas-chromatographisch
mit authentischem Material identisch erwies. Beide wurden als 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazone gefasst und charakterisiert3). Aufgrund der gesicherten Struktur von 8
muss die zweite Doppelbindung zwischen C(9) und C(10) Liegen. Ihre Konfiguration
lasst sich aus dem BC-NMR.-Spektrum ableiten.

In Tabelle 1 wird die Zuordnung der Signale fiir die 18 C-Atome vorgenommen.
Die Signale im Bereich der sp2-Kohlenstoffatome und der Epoxid-Zuordnung besti-
tigen die Partialstruktur C(1) 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(10")
und C(16) deutlich ab. Aufgrund des Verschiebungswertes von C(10") kann die Iso-
merie an der zweiten Doppelbindung eindeutig als seg-frans (E-Konfiguration) fest-
gelegt werden. Nach der Inkrementenregel von Roberts et al. |4] ldsst sich ndmlich die
chemische Verschiebung fiir die vinylische Methylgruppe berechnen. Der so ermittelte
Betrag von 15,9 ppm fiir die zum H-C(9) frans-stindige Methylgruppe C(10") steht
in guter Ubereinstimmung mit der gemessenen chemischen Verschiebung von 15,91
ppm. Fiir eine seg-cts Anordnung (Z-Konfiguration) an dieser Doppelbindung ware
ein Wert von ca. 23,9 ppm zu erwarten.

In der Absicht, die Struktur 1 chemisch zu bestitigen und gleichzeitig die fiir die

biologische Aktivitit verantwortliche Partialstruktur zu ermitteln, wurden die im
Schema (linke Seite) gezeigten Reaktionen durchgefiihrt.

3)  Das Mittelstiick mit der hypothetischen Formel 7 konnte nicht gefasst werden. Ein Versuch
zur Isolierung als 2,4-Dinitrophenylhydrazon fithrte zu Derivaten cincs verdnderten Grund-
koérpers.
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Figur. YH-NM R.-Spektrum von Conocandin (1)

Tabelle 1. 133C-NM R.-Spektrum von Cownocandin (1) (Lésung in CDClz; Varian XL-100, rausch-
entkoppelt; chemische Verschiebung in ppm relativ zu Tetramethylsilan)

) Intensitit Multiplizitit Zuordnung
(off resonance)

170,99 37 s C(1) } Carboxyl
137,21 39 s c)

135,62 36 s C(10) \ liseh
126,64 72 t C{29 I vinylise
124,04 120 d c9)

62,96 130 d cB) ,
54,96 150 d Ci4) } Epoxid
39,77 79 ‘

32,01 146 ‘

31,86 112 y —CHpe
20,62 139 ¢

29,02 127 y C(5) bis C(8)
28,03 101 4 und

27,78 133 t C(11) bis C(15)
25,40 120 y

22,71 97 ‘

15,91 78 p CLoY)

14,12 73 p cae)y { —CHs
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Schema. Reaktionen zur Strukiuveymittlung des Conocandins (1)
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Die Einwirkung von iiberschiissigem Diazomethan fithrt zu den zwei diastereo-
meren Pyrazolinderivaten 2a und 2b imn molaren Verhiltnis von ca. 2:1. Das Gemisch
bildet ein destillierbares 1, worin sich die beiden Komponenten hinsichtlich ihrer
Protonensignale fiir H-C(3) und H~C(4) eindeutig unterscheiden (s. Tabelle 2 im ex-
per. Teil).

Soll die Methylidengruppe am C(2) erhalten bleiben, so sind alle Reagentien zu
vermeiden, welche sich an dem hochreaktiven System C(2')-C(2)-C(3)-C(4) anlagern
kénnen. 1-Methyl-3-(p-tolyl)-triazen eignet sich zur selektiven Synthese des Cono-
candin-Methylesters 3. Dieser ist biologisch schwach aktiv, im Gegensatz zu den vél-
lig inaktiven Pyrazolinderivaten.

Durch Einwirkung von dtherischer Salzsdure entstehen unter Epoxidéffnung und
Verschiebung der Doppelbindung die Produkte 4a und 5 imm Mengenverhiltnis von ca.
1:1. Die Strukturermittlung des Chlorhydrins 4a wird mit Hilfe seines Methylesters
4b durchgefiihrt. Fiir das vinylische H-C(3) tritt im NMR.-Spektrum beider Ver-
bindungen bei 6,9 ppm ein Dublett mit J = 8,5 Hz auf. Diese starke Verschiebung
nach tieferem Feld lisst sich nur mit einer cis-Anordnung zur Carboxylgruppe C(1)
erkliren. 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)-
stindige Hydroxyl-Gruppe in das Urethan iibergefilhrt, wodurch das Signal fiir
H-C(4) nach tieferem Feld verschoben wird (5,61 ppm) und gleichzeitig ein NH-Si-
gnal bei 8,45 ppm erscheint. Anderseits ldsst diese Reaktion das Signal fiir die beiden
H-C(2") praktisch unveridndert, d.h. das Chloratom muss an C(2') stehen. Die Struk-
tur desy-Lactons 5 wird aus den IR- und 1H-NMR.-Spektren abgeleitet (vgl. exper.
Teil). Die Verbindungen 4a und 5 sind mikrobiologisch inaktiv und liefern, zusammen



2510 Herverica Cuimica Acta — Vol. 59, Fasc. 7 (1976) — Nr. 269

mit den Verbindungen 2a und 2b, den direkten Nachweis, dass die neuartige Partial-
struktur C(1) bis C(4) Voraussetzung fiir die biologische Aktivitit ist.

Alle analytischen Daten und Reaktionsprodukte sind vereinbar mit der fiir Cono-
candin vorgeschlagenen Formel 1 (E)-2-Methyliden-10-methyl-trans-3,4-epoxy-9-
hexadecensdure).

‘Wir danken den Herren Dres. H. Bickel und J. Niiesch fiir das Interesse, das sie dieser Unter-
suchung cntgegengebracht haben.

Experimenteller Teil?)

Allgemeines. — Sofern nicht anders vermerkt, gelten folgende Angaben: Chromatographie:
Praparativ an Saulen: Kieselgel Merck 60 (0,063-0,20 mm) wird vor dem Gebrauch mit konz.
Salzsdure, anschliessend mit Wasser bis zur neutralen Reaktion gewaschen und wahrend 30 Std.
bei 120 bis 130° i.V. getrocknet. Priparativ an Platten: Kiesclgel PF 254 Merck, Schichtdicke
1 mm (getrocknet), Grésse 20 x 100 cm. Diinnschicht, analytisch: Fertigplatten ANTEC SL 254
Typ 60 (Kieselgel PE 254 Merck) 20x 20 cm, Anfarbung im Joddampf. Analysensubstanzen:
Trocknung: 18 Std. bei 20°/10=2 Torr. IR.-Spektren: Gerat: Perkin Elmer 221. Aufnahmen: als
Film oder in Methylenchlorid gelost. Angabe der wichtigsten Banden in cm—1. NM R.-Spektren:
100 MHz (Gerite: Varian XL-100, HA-100, HA-100-D), Substanzen geltst in CDClg; chemische
Verschiebung (d) in ppm relativ zu Tetramethylsilan (intern.), s = Singulett, d = Dublett,
t = Triplett, s = Multiplett, br. = breit, Kopplungskonstante J in Hz. Die den Verbindungen
1-5 gemeinsamen neun Methylengruppen C(5) bis C(8) und C(11) bis C(15) werden nicht aufgefiithrt
(0 zwischen 1,2 und 2,1 ppm). Massenspektven: Gerit: Varian MAT CH7, Dirckteinlass, Elektro-
nencnergie 70 eV. Angegeben sind Massenzahl und Zuordnung des Molekel-Ions und der wichtigen
Fragment-Ionen oberhalb der Massenzahl 200.

1. Fermentation. — Der Produktionsstamm wird in lyophilisierter Form oder auf einem
Agar folgender Zusammensetzung aufbewahrt: Pepton 0,19, Malzextrakt 2%, Glucose 29%,, Agar
2%, pH nach Sterilisation 6,5. Eine Lyophilat-Ampulle bzw. dic Myzel-Sporensuspension
eines Schrig-Agar-Rohrchens dicnt als Inoculum fiir einen, mit einer Eindellung versehenen
500-ml-Erlenmcyerkolben, der 100 ml Ndhrlésung von folgender Zusammensetzung enthilt:
Sojamehl 29%,, Mannit 29%,, pH nach Sterilisation 7,0. Dieser Vorkulturkolben wird wéhrend
72 Std. bei 257 und 250 Upm auf einer Rundschiittelmaschine inkubicrt. Fiir die zweite Vor-, wie
auch fiir die Hauptkultur wird die gleichc Nahrlosung verwendet. Als zweite Vorkultur werden
in einem 2-1-Erlenmeyerkolben mit vier Eindellungen 500 ml Nahrlosung mit 5% der 72stdg.
Myzelsuspension der ersten Vorkultur beimpft. Die Inkubation erfolgt bei 25° und 120 Upm
wahrend 48 Std. Diese Kultur dient als Inoculum (5%,) fiir 30 1 Nahrlésung in einem 50-1-Fermen-
ter aus rostfreciem Stahl. Nach 48 Std. Inkubation bei 23°, 725 Upm, 1 atii und 1:1 V/VN Luft-
durchfluss wird die Hauptkultur, 400 1 Nahrlésung in cinem 500-1-Fermenter aus rostfreiem
Stahl, mit 5%, der 48stdg. Kultur aus dem 50-1-Fermenter beimpft. Dic Inkubation geschieht
bei 23°, 450 Upm, 1 atii und 1:1 V/VN Luftdurchfluss. Die Produktion von Conocandin wird
mit der bekannten Agardiffusionstestmecthode verfolgt. Der Testkeim ist Candida albicans. Der
Zcitpunkt maximaler Aktivitdt wird nach ca. 190 Std. bei einem pH-Wert von ca. 5,5 erreicht.

2. Extraktion und Anreicherung des Wirkstoffes. — 320 1 Kulturlésung von pH 4,9
werden mit 400 1 Essigester verrithrt und dann mittels Schlammseparator LAVAL BRPX-207
getrennt. Die wasserige Phase (420 1) wird mit Natronlauge auf pH 7,0 gestellt, nochmals mit
400 1 Essigester extrahiert und wie oben abgetrennt. Die beiden Essigesterphasen cnthalten die
gesamte Aktivitit. Sie werden vereinigt und i.V. zu einem violetten Ol (2,7 kg) eingcengt. Dieses

4)  Unter Mitarbeit der Herren A. Borver, H. Leubin, P. Rheinberger, J. Scheidegger und K. Weiss,
welchen auch an dieser Stelle bestens gedankt sei.
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wird in 15 | Methanol eingetragen, worauf sich zwei {lussige Phasen bilden, Dic untere ist nur
schwach aktiv und wird verworfen. Die tiberstehende Methanolphase wird i.V. zur Trockne ein-
gedampft, wobei ein violettes, dickfliissiges Ol (1,17 kg) anfallt (Konzentrat A), das sich fast voll-
stindig in 51 Heptan 16st. Die Losung wird iiber Hyflo Supercel klar filtriert und dann in 7
Portionen zu 710 ml an in Methanol gequollenem und auf Heptan umklimatisiertem Am-
berlite XAD-7 (4 1) gereinigt. Dabei wird die Adsorberharz-Sdule (Durchmesser 10 cm,
Fillhche 50 cm) jeweils mit 20 1 Heptan, 20 1 Heptan/2-Propanol 9:1 und 15 1 Methanol nachge-
waschen. Vor Auftrennung der nachfolgenden Charge werden jeweils 20 1 Heptan durchperkoliert.
Die Durchflussgeschwindigkeit betrigt 61/Std. Die Eluate werden in Fraktionen zu 5 1 aufgefangen.
Die Fraktionen 1 bis 4 und 7 bis 11 enthalten wenig Aktivitidt und werden verworfen. Simtliche
vereinigten Fraktionen 5 und 6 ergeben nach Entfernung des Lésungsmittels 158 g Konzentyat B.
Das Ol unterwirft man in Portionen zu 79 g ciner Gegenstromverteilung nach Craig (Phasen-
volumen je 100 ml) iiber 200 Stufen in eincm Losungsmittelsystem, das aus gleichen Volumen-
teilen Heptan und 959, Methanol bestcht. Die Aktivititsspitzen (Fraktionen 31-80) werden
1. V. vom Losungsmittel befreit und crgeben 9,23 g aktives, gelbbraunes Ol = Konzentrat C.

3. Reinisolierung und Eigenschaften von Conocandin (1). - Das Konzentrat C lasst sich
durch Diinnschichtchromatographie mit dem System Chloroform/Methanol 7:3 (15 cm Lauf-
strecke) in seine Komponenten zerlegen, die mit Jod angefirbt werden. Neben Conocandin
(Rf 0,46) enthilt es noch weitere Jod-positive Substanzen. Bei der am schwierigsten abtrennbaren
Komponente (Rf 0,54) diirfte es sich um Linolsdure handeln?). Die praparative Gewinnung von
Conocandin wird mit einer Sdulenchromatographie eingeleitet. 1,0 g Konzentrat C bringt man auf
eine Sdule von 100 g Kiesclgel (Durchmesser 2,7 cm, Fullhohe 35 cm) und entwickelt zuerst mit
550 ml Hexan/Aceton 95:5 und dann mit 200 m]l Hexan/Aceton 9:1. Nach einer praktisch leeren
Vorfraktion von ca. 370 ml wird iin restlichen 95:5-Eluat und in den ersten 100 ml 9:1-Eluat
der Wirkstoff, hauptsichlich noch verunreinigt durch Linolsdure, eluicrt {0,4 g). Diese Fraktion
wird durch wiederholte Chromatographie an Kieselgel-Dickschichtplatten in die Reinsubstanz
iibergefithrt. In der letzten Phase der Anreicherung leistet die massenspektroskopische Reinheits-
kontrolle wertvolle Dienste. Man trigt 60-80 mg Substanz pro Platte (1 m) auf und entwickelt 2mal
(11 und 15 cm) in Chloroform/Methanol 7:3. km Unterschied zu den Verunreinigungen absorbiert
der Wirkstoff im UV.-Licht (254 nm)} nicht; cr wird aber it Jod stark angefarbt. Das substanz-
haltige Trigermaterial wird mit Chloroform/Methanol 1:1 extrahiert. Der Extrakt wird mit
Aktivkohle (Norit) verrithrt und durch Hyflo Supercel oder Kieselgel filtriert. Nach Entfernung
des Losungsmittels erhilt man Conocandin als leicht gelbliches dickfliissiges Ol (0,13 g), welches
in kleiner Menge im Sublimator bei 60°/0,03 Torr nahezu unzersetzt destilliert. Diinnschicht-
chromatographie: Rf-Werte fiir 15 cm Laufstrecke: 0,2 in Hexan/Aceton 1:1 und 0,46 in Chloro-
form/Methanol 7:3. Optische Drehung: [a]} = —7 4 1° (¢ == 0,557% in 96% Athanol). — MS.:
294 (M, < 1), 277 (M — OH, 3), 276 (M — H,0, 3), 259 (M - H,0—OH, 2), 231 (M — H,0—COOH, 3).
— UV.: keine spezifische Absorption. — IR. (Film): 2940 und 2865 (C—H(v)), 2700-2560 (COOH),
1705 ((COOH), dimer), 1630 (C=C), 1460-1380 (C—H(4)), 1285 (OC—0O(v)), 1175, 960 und 820 (Epo-
xid, trans). — NMR.: 10,8 (s, br., COOH); 6,36 (d, Ja,» = 1, 1H, H(a)); 5,86 (m,1H,H(b)); 3,1
(m,br., Js,o =7, H—C(9)); 3,54 (m, Ju,s =1, Js,a = 2, H-C(3)); 2,74 (m, J4,5 = 5, H—C(4));
1,6 (s,br., 3H, 3H—~C(10%); 2,1~1,2 (1, 9 CHs); 0,88 (f, 3H 3H—C(16)).

C18Hsg003 (294,42) Ber. C73,43 H 10,27 016,30% Gef. C73,05 H 10,09 016,64%

Mikrohydricrung (Pt in Athanol, 22°): 7,103 mg Conocandin nehmen 1,66 ml Hy (reduziertes
Volumen) auf, entsprechend 3,07 mol. Fir die Gas-Chromatographie ist die Saure als solche
ungceignet. Nach der Behandlung mit iiberschiissigem Diazomethan crhdlt man den charakteri-
stischen Doppel-Pik des Diastercomerengemisches von 2a und 2b (siche dort), welcher einen Nach-
weis auch in Rohkonzentraten erlaubt. Siurestirke: Conocandin ist eine schwache, lipophile
Siure, welche nicht in wisseriger Losung und nicht in Methylcellosolve/Wasser [5] titriert werden
kann. Um dennoch einen Vergleich mit andern Fettsiuren anstellen zu konnen, titrierten wir

5 Im Gas-Chromatogramm hat der Methylester die gleiche Retentionszeit wie Linolsdure-
methylester; vgl. Angaben bei 2a/2b.
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cine ca. 1proz. Loésung in Athanol mit wisseriger 0,18 Natronlauge. Die so bestimmten pK-
Werte der scheinbaren Dissoziationskonstanten sind fiir Conocandin = 6,8, Linolensaure (Fluka
puriss.) = 7,4, Linolsdure (Fluka purum) = 7,2, Essigsdure = 6,7.

4, Chemische Reaktionen des Conocandins. — Umsetzung mit Diazomethan zu 2a und 2b.
70 mg Conocandin werden wihrend 1 Std. in diberschiissiger dtherischer Diazomethanldsung bei
RT. reagicren gelassen. Dann wird das Losungsmittel i.V. entfernt und der 6lige Riickstand an
einer Sdule von 15 g Kieselgel nach dem bei der Isolierung des Conocandins beschricbenen Schema
chromatographiert. Mit Hexan/Aceton 95:5 werden kleine Mengen von Verunrcinigungen, mit
dem (9:1)-Gemisch wird das Methylierungsprodukt elujert (55 mg). Es kann bei 60°/0,03 Torr
i. HIV.-Sublimator unzersetzt destilliert werden und bildet ein farbloses, dickfliissiges Ol. Ditnn-
schichtchromatogramm: Rf 0,63 in Hexan/Aceton 1:1 (15 cm). Gas-Chromatogramms$): Reten-
tionszeiten fir Gemisch 2a -+~ 2b: Doppel-Pik 27,4" 4- 29,87; vergleichsweise fiir Linolsdure-
methylester: 15,2 und fiir Linolensiuremethylester: 16,2”. - MS. : 350 (3,1}, 304 (M—H20—N;z < 1),
261 (M —COOCHSs,5), 273 (M — COOCH3—H0,5) ~ IR. (Film): 2940 und 2865 (C—I1 (v)), 1745
(COOCH3), 1560 (N=N), 1460-1380 (C—H (9)), 1260 (OC—O (v)).

CaoH34N2O3  Ber. € 68,53 H 9,78 N 7,99 O 13,70%
(350,49) Gef. ,, 68,50 ,, 9,81 ,, 812 |, 13,77%

Tabelle 2. NMR.-Spektrum von 2a und 2b

0 Struktur des Anzahl Zuordnung Art

(ppm) Signals Protonen

5,1 m 1 an C(9) Vinyl-Proton
4,63 I (faror = 8) 2 an C(2") (2b)

4,62 t (Jor,or = 8) an C(2”) (2a)

3,81 s 3 COOCH;3 (2b)

3,80 s COOCH; (2a)

3,68 d (Ja,a = 2) 1 an C(3) (2a) H ) Proton
3,38 d (J3,4 = 2) an C(3) (2b) H {an

3,22 m (Jap = 5) ) an C(4) 2b) H , Epoxid-
2,70 m (Ja5 = 5) an C(4) (2a) H / Ring
1,58 s, br. 3 an C(10%)

0,88 t 3 an C(16)

Methylievung mit 1-Methyl-3-(p-tolyl)-triazen zut 3. 23,9 mg Conocandin werden in 1 mil Ather-
gelost und mit 0,43 ml einer 2m Losung von 1-Methyl-3-(p-tolyl)-triazen?) versetzt. Nach 1 Std.
wurden weitere 0,45 ml Reagens zugegeben und 24 Std. bei 20° stehen gelassen. Dann wird das
Gemisch in 15 ml Ather aufgenommen und im Scheidetrichter 3mal mit 10 mi 20 proz. Essigsdurc
durchgeschiittelt. Die wisserigen Phasen werden 2mal mit je 15 ml Ather geschiittelt und alle

6 Gerdt: Gas-Chromatograph Varian-Aerograph 1520 mit IFlammenionisationsdetektor.
Kolonne: Glas 1000x 1,5 mm, geftillt mit Gas-Chrom Q 100-120 mesh, beladen mit 209,
Diathylenglycoladipat (DEGA); Temperaturen: Kolonne 150-230°, 4°/Min., Detektor 200°,
Injektor 150°; Trigergas: Na, 24 ml/Min.

7y Hersteller: Willow Brook Tabs. Inc., Waukesha, Wisc. USA.,, vgl.: Organic Syntheses Coll.
Vol. V, 797.
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Atherphasen 3mal mit 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. Das Eluat ergibt nach dem Eindampfen i.V. 12,5
mg farbloses Ol, 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—H (v)), 1740
(COOCHS3), 1635 (C=C), 1460—1380 (C—H (d)), 1280 (OC—O (v)), 1150, 950 und 840 (Epoxid,
trans). ~ NMR.: 6,18 (@, Ja,v = 1, 1H, H—-C(2}}; 5,73 (m, 1 H, H(b)—C(2")); 5,1 (m, br., Js,0 =7,
1H, H—C(9)); 3,78 (s, COOCHas); 3,48 (m, Jv,3 = 1, Ja,4a = 2, 1H, H-—-C(3)); 2,70 (m, Ja,5 = 3,
1H, H—C#4)); 1,6 (s, 3H, 3H—C(10%)) und 0,9 (¢, 3H, 3H—C(16)).

C19H32035 (308,45)  Ber. C73,98 H 10,46 015,56%  Gef. C73,80 H 10,57 015769%

Reaktion mit athevischer Salzsiure 21 4a und 5. 180 mg Conocandin werden in 30 ml abs. Ather
gelost, mit 9,25 ml 1N dtherischer Salzsiure versetzt und 48 Std. im Dunkeln bei RT. stehengelas-
sen. Dann wird die Losung durch cine diinne Schicht von Hyflo-Supercel klarfiltriert, mit Ather
auf 100 ml Volumen verdiinnt und 3mal mit je 20 ml Wasser ausgeschiittelt. Die Wasserphasen
werden mit 40 ml Ather riickgewaschen. Die Atherphasen werden mit Natriumsulfat getrocknet.
Der Eindampfrickstand (188 ing) wird in wenig Hexan/Aceton 9:1 gelgst und an einer Siule
von 64 g Kieselgel (Durchmesser 2,7 cm) chromatographiert. Aus dem (9:1)-Eluat (250 ml) lassen
sich 53 mg Chlor-p-lacton 5 als farbloses Ol isolieren. Aus den nachfolgenden Eluaten mit Hexan/
Aceton 4:1 und 1:1 werden 55 mg Chlorhydrin 4a als farbloses Ol gewonnen. Rf in Chloroform/
Methanol 7:3 (15 cm): 0,4 fiir 4a und 0,78 fiir 5.

Chlovhydrin 4a aus Conocandin.

Ci18H31C103  Ber. € 65,34 H 9,44 C110,71 O 14,519
(330,90) Gef. ,, 6541 ,, 9,26 ,, 10,54 ,, 14,709,

IR. (Film): 3335 (OH, dimer), 2655 (COOH), 1705 (COOH, dimer), 1655 (C=C). — NMR.:
6,98 (d, Js,2 = 8,5, 1H, H—C(3)); 5,45 (m, br., 2H, COOH und OH); 5,1 (m,br., Js,e =7,
1H, H—C(9)); 4,60 (m, Ju5 =7, 1H, H-C(4)); 4,38 [s,br., 2H, 2H-C(2)); 1,57 (s, br., 3H,
3H—C(10%); 0,88 (¢, 3H, 3H—C(16)).

Methylester des Chlovhydrins 4b. 50 mg Chlorhydrin werden in 2,7 ml Ather gelost und mit
3,2 ml ciner 0,2 M Losung von 1-Methyl-3-(p-tolyl)-triazen versetzt. Nach 48 Std. (20°) ist die
Reaktion beendet. Das Reaktionsgemisch wird in der bei Conocandin-methylester 3 beschrie-
benen Weise aufgearbeitet und ergibt 55 mg Rohextrakt. Dieser wird an einer Sdule von 11 g
Kieselgel (Durchmesser 1,5 ¢cm) mit Gemischen aus Hexan und steigenden Mengen von Aceton
chromatographiert. Mit Hexan/Aceton 8:2 wird der Methylester 4b eluiert (23,5 mg). - NMR.:
6,86 (d, J3,a = 8,5, 1H, H-C(3)); 5,1 (m, br,, Js,o = 7, 1H, H-C(9)); 4,57 (m, Ja,5 =7, 1H,
H—C(4)); 4,38 (s, br., 2H, 2H—C(2)); 3,81 (s, 3H (?), COOCHa); 1,57 (s, br., 3H, 3H—C(10%);
0,88 (¢, 3H, 3H—C(16)).

NMR.-Spektrum des Methylesters nach Zugabe von Irichloracetylisocyanat: 7,40 (m, Jar 3 =
1, Ja,a =1, 1H, H-C(3)); 5,1 (m, br., Js,9 = 7, 1H, H—C(9)); 5,0 (m, Jor,a = 1, 1H, H-C(4));
4,23 (¢, 2H, 2H—-C(2)); 1,57 (s, br., 3H, 3H—-C(1(")); 0,88 (¢, 3H, 3H—-C(16)).

Chloro-y-lacton 5 aus Conocandin.

CisH20ClO2+1/2H,0  Ber. €C67,17 H9,39 012,43 (€111,019,
(321,89) Gef. ,, 67,23, 9,24 ,, 12,14 ,, 11,09%

IR. (Film): Breite Bande 3570-3225 (Wasser), 1765 (y-Lacton), 1655 (C=C). Die Lage der
y-Lactonbande hingt von den Aufnahmebedingungen ab; in Methylenchlorid geldst liegt sic bei
1760, in 2-Propanol bei 1752 cm~1. — NMR.: 8,45 (s, NH des Urethans); 6,87 (d, J3,4 = 9, 1H,
H—C(3)); 5,61 (m, J4,5 =7, 1H, H-C(4)); 5,1 (m, br., Jg,9 = 7, 1H, H-C(9)); 4,48 (s, br., 2H,
2H—C(2%)); 3,82 (s, COOCHas}; 1,57 (s, br., 3H, 3H-C(10%)); 0,88 (¢, 3H, 3H—-C(16)).

5. Reduktive Ozonolyse von Conocandin. — Man 16st 54 mg Conocandin (0,18 mmol) in
10 m] Hexan und ldsst wahrend 21/; Min. unter intensivem Rithren in ¢inem Ozonstrom (ca. 0,3
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mmol Og pro Minute)®) bei —70° reagieren. Dann wird die Losung wahrend 10 Min, mit 0,5 g
Zinkstaub und 3 ml Wasser weiter gerithrt. Der Zinkstaub wird abgenutscht (Fritte G4) und mit
5 ml Hexan und 5 ml Wasser nachgewaschen. Nach der Phasentrennung wird die wisserige Phase
mit Chloroform nachextrahiert. Als Eindampfriickstand der vereinigten organischen Phascen
erhilt man 17 mg eines farblosen Ols von charakteristischem Geruch. Durch vergleichende Gas-
chromatographie?) mit authentischem Material (Retentionszeit 37,9 Min.) wird es als Octan-2-on
(8) identifiziert.

In einem zweiten analogen Ansatz versctzt man dic vereinigten organischen Phasen (vor dem
Abdampfen des Lésungsmittels) direkt mit 2 ml Athanol und fillt das 2,4-Dinitrophenyl-hydrazon
mit «Brady’s Reagens» [6] im Uberschuss. Das Rohprizipitat (71 mg) wird an einer Saule von
10 g Kieselgel (Durchmesser 1,5 cm) mit Benzol/Essigester 9:1 cbromatographiert und
die Pik-Fraktion (20,5 mg) aus heissem Alkohol umkristallisiert; 16 mg Kristalle, identisch
mit synthetischem Octan-2-on-2,4-dinitrophenylhydrazon (IR., Mischschmelzpunkt). — DS.:
Rf = 0,62 in Benzol/Essigester 83:17 (15 cm). — MS.: 308 (M).

Die oben beschriebene wisserige Phase wird mit « Brady’s Reagensy [6] im Uberschuss gefallt
und das Prizipitat sorgfdltig mit Wasser gewaschen. Der Trockenriickstand (35 mg) wird in 0,3 ml
Essigester gelost, mit 2,7 ml Benzol verdiinnt und an einer Sdule von 10 g Kicselgel (Durchmesser
1,5 c¢m) chromatographiert. Mit Benzol/Essigester 9:1 wird das 2,4-Dinitrophenylhydrazon
des Formaldehyds (6) eluiert; 4 mg Kristalle, identisch mit synthetischein Material. — DS.:
Rf = 0,47 in Benzol/Essigester 83:17 (15 cm). — MS.: 210 (M).

Far Aufnahme und Diskussion von Spektren danken wir den Herren Dres. J. Bersier, H. Hiir-
seley und G. Rist. Herrn Dr. W. Padowetz danken wir fiir die Mikroanalysen, Herrn E. von Arx
far Gas-Chromatogramme und praparative Dickschichtchromatogramme und den Herren Dres.
J. Regds und O. Zak fur die biologischen Prifungen.
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