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(2S, 3R, 4R, 6R)-2,3,4-Trihydroxy-6-methylcyclohexanone from Two Strains of Actinomycetes 

A tetrazolium-blue positive compound was isolated from two strains of acinomycetes. Its constitution and 
relative configuration 1 were determined by spectroscopic methods, and the absolute configuration by degradation 
to (+)-(R)-methylsuccinic acid. 

Extrakte aus Kulturen von Streptomyces phaeochromogenes ssp. venezuelae, Stamm 
TU 3154, enthielten eine Verbindung, die auf der DC-Platte mit Tetrazolblau einen tief 
blauen Fleck gab. Die gleiche Verbindung wurde wenig spater aus einem zweiten Stamm, 
Streptomyces &us, Stamm Tii 3226, ebenfalls isoliert. Die Isolierung erfolgte durch 
Extraktion des Mycels mit MeOH bzw. durch Adsorption aus dem Kulturfiltrat an 
AmberliteXAD-16 und Elution mit MeOH. Nach dem Abdampfen des MeOH i.V. 
konnte der Metabolit aus dem wassrigen Ruckstand mit AcOEt extrahiert werden. 
Chromatographie an Kieselgel lieferte ein nicht ganz einheitliches oliges Produkt, aus 
dem sich die tetrazolblau-positive Verbindung i.HV. heraussublimieren liess. Das in 
farblosen Nadelchen anfallende Sublimat wurde darauf aus Aceton Et,O umkristallisiert. 

Die Bruttoformel C,H,,O, ergab sich aus der Elementaranalyse und dem MS n i t  
M' = 160. Die Konstitution 1 und die relative Konfiguration folgen aus dem 'H-NMR 
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1830 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 69 (1986) 

Tab. 'H-NMR (CDCI,, 300 MHz) von (2s. 3R, 4R,  6 R )  -2,3.4-Trihvdroxv-6-methvlcvclohexanon 

H-Atom J[ppml Multiplizitit JlHzl 

H-C(2) 
H-C(3) 
H-C(4) 
H,,-C(5) 
H,x-C(5) 

CH, 
H-C(6) 

3 OH 

4,49 
3.56 
4,21 
2,28 
I ,42 
3,00 
1,10 
3 , 1 4 , 1  

d J(2,3) = 9,7 
dd 
q-iihnlich 
dd 
dt 
sept. -ahnlich 
d J(CH,, 6) = 6,5 
br. 

J(3,2) = 9,7; J(3,4) = 2,X 
J(4,3) = J(4,Seq) = J(4,Sax) zz 2,5 
J(Seq, Sax) = 14; J(5eq, 6) = 6,5; J(Seq, 4) = 3,l 
J(Sax, 5eq) = .1(5ax, 6) = 14; J(Sax, 4) = 2,4 
J(6, CH,) = J(6, 5eq) = 6,s; J(6, 5ax) = 14 

(Tub.), wobei die Zuordnungen durch Spin-Entkopplung erhartet wurden. So verlangt 
die grosse Kopplungskonstante J(2,3) = 9,7 die aquatoriale Lage der OH-Gruppen an 
C(2) und C(3), wahrend die kleinen Kopplungskonstanten J(3,4) = 2,8 und J(4,5) = 2,4 
auf die axiale Lage der OH-Gruppe an C(4) hinweisen. Die Nachbarschaft von H-C(2) zu 
einer Keto-Gruppe (IR: 1715 cm-') ergibt sich aus deren relativ starken chemischen 
Verschiebung. Fur die Bestimmung des Chirdlitatssinnes wurde 1 rnit HIO, abgebaut und 
die rohe Aldehydosaure sofort rnit Jones-Reagens zur Methylbernsteinsaure oxydiert, 
deren rnit CH,N, bereiteter Dimethylester 2 leicht chromatographisch gereinigt und 
destilliert wurde. Da fur den in verdunnter Losung linksdrehenden Methylester 2 in der 
Literatur kein geeigneter Vergleichswert der optischen Drehung gefunden wurde (fur den 
unverdunnten Ester der (R)-Saure wird ein Wert von [a]: = +4,69" angegeben [2]), 
wurde der gereinigte Dimethylester rnit NaOH zur kristallinen (+)-(R)-Methylbernstein- 
saure (3) verseift. Die wohl zur Zeit zuverlassigste Bestimmung der (R)-Chiralitat der 
(+)-Saure 3 besteht im Abbau von Ergoflavin zu (-)-(S)-Methylbernsteinsaure [3]. Der 
Chiralitatssinn des Ergoflavins folgt aus der Rontgen-Strukturanalyse (Bijuoet-Me- 
thode) eines Schweratom-Derivates [4]. 

1 4 5 6 

Vor einiger Zeit sind vereinzelte Polyhydroxy-Verbindungen rnit dem gleichen C-Ge- 
rust aus Actinomyceten isoliert worden, namlich die Substanz KD 16-U 1 (4) [5], die auch 
als Hydrolyseprodukt eines Glyoxylase-Hemmstoffes bekannt ist [6], sowie das antibak- 
teriell wirksame Rancinamycin I11 (5 )  mit unbekannter Konfiguration [7], von dem 
ebenfalls mehrere antibiotisch wirksame Ester bekannt sind. Sie werden als Abkomm- 
linge der Shikimsaure (6) aufgefasst. Es fallt auf, dass 1 die erste Verbindung dieser Reihe 
aus Actinomyceten ist, bei der die Seitenkette bis zur CH,-Gruppe reduziert ist, wahrend 
aus Pilzen mehrere Verbindungen dieser Art rnit einer CH,-Seitenkette bekannt sind 
(Terremutin, Spinulosin u.a.). 

Fur die Verbindung 1 konnte keine antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden. 



HELVETICA CHIMICA ACTA ~ Vol. 69 (1986) 1831 

Experimenteller Teil 
Allgemeines. S .  [8]. 
Erschreibung der Sriirnrne. Der Stamm Tii 3154, isoliert aus einer Bodenprobe von Ajanta (Indien), wird durch 

folgende Merkmale gekennzeichnet: rot-braunes Luftmycel (cinnamomeus) Sporen rnit glatter Oberflache (Grosse 
ca. 0,&1,4 x 0,5-1.2 pm), Sporenketten gerade; auf Pepton-Eisen-Agar wird kein Melanin gebildet. Er wurde 
aufgrund dieser Eigenschaften nach Hurter [9] und Euchanan und Gibhons [lo] als Strepfomyces phaeochromogenes 
(CONN 1917) WAKSMAN 1957, ssp. wenezuelae EHRLICH et al. 1948 (comb. nou.) bezeichnet (Nomenklatur nach 
Skerman et al. [ 1 I]). 

Der Stamm TU 3226 wurde aus einer Bodenprobe aus Melbourne (Australien) isoliert und hat kreideweisses 
Luftmycel (niueus), ellipsoide Sporen der Grosse 0,8-1,4 x 0,40,9 pm mit glatter Oberflache, monopodial 
verzweigte Sporenketten rnit kurzen Schrauben; keine Melaninbildung auf Pepton-Eisen-Agar. Aufgrund der 
angefuhrten Merkmale ist TU 3226 nach der Einteilung von HUtter [9] der Art Streptomyces ulbus (ROSSI-DORIA 
1891) WAKSMAN et HENRICI 1943 zuzuordnen. 

Fermentierung. 500-ml-Erlenmeyer-Kolben rnit einem seitlichen Einstich und je 100 ml sterile Nahrlsg. (2% 
Sojamehl, 2 %  Mannit) wurden aus einer Schragagarkultur beimpft und bei 27 * rotierend geschuttelt (120 Ujmin). 
Der Inhalt von 10 24-h alten Erlenmeyer-Kulturen diente als Impfmaterial fur Fermenter mit 10 1 Nutzinhalt 
(Modell F-14. New Erunswick Scientific Co.), gefiillt rnit 9 1 der gleichen NBhrlsg. Fermentiert wurde bei 27" mit 220 
U/min (Blattriihrer); Beluftung: 4 1 Luft pro min. Zur Schaumbekampfung wurden einige Tropfen Polyol zugege- 
ben. Der Inhalt der 10-1-Fermenter wurde entweder nach 96 h direkt aufgearbeitet oder nach 24 h als Impfmaterial 
fur den 100-I-Fermenter (Modell F-130. New Erunswick ScientiJk Co. ) verwendet. Fermentation im 100-1-Fermen- 
ter: 96 h bei 27", 200 U/min (Blattriihrer) und 40 I Luft pro min. Die Schaumbekampfung erfolgte auch hier mit 
Polyol. 

Isolierung won (2S ,  3 R, 4R, 6R/-2.3.4-Trihydroxy-6-methylcyclohexanon (1). Die Kulturbriihe (10 1) wurde 
bci pH 7 rnit Hilfe von Celite filtriert. Der Mycelkuchen wurde 2mal mit je 2,s I MeOH extrahiert. Das Kulturfiltrat 
wurde auf eine Saule aus I kg Amherlite XAD-16 gegeben, die Saule mit 4 1 H 2 0  gewaschen, mit MeOH eluiert und 
das Eluat zusammen mit dem Mycelextrakt i.V. his zu einem wissr. Ruckstand konzentriert. Dieser wurde auf pH 
5 6 eingestellt und 2maI mit AcOEt extrahiert. Der nach dem Trocknen (Na,SO,) und Einengen i.V. erhaltene 
briunliche olige Ruckstand (300 mg) wurde an 25 g Kieselgel n i t  CHCI,/MeOH 9:l chromatographiert. Die 
tetrazolblau-positiven Fraktionen gaben beim Eindampfen 248 mg fast farbloses 0 1 .  Daraus konnte bei 85" 0,Ol 
Torr 34 mg farblose Kristalle heraussublimiert werden. Der Sublimationsruckstand enthielt nur noch Spuren der 
tetrazolbau-positiven Verbindung. Die Kristalle wurden aus Aceton/Et,O umkristallisiert und nochmals i.HV. 
sublimiert, Schmp. 88", [a]'," = -106" (MeOH, c = 0,45). IR (CHCI,): 3570m, 3450m, 3020w. 2 9 9 0 ~ .  2965m, 
2915m, 2890m. 2870w, 1715s. 1600w, 1452w, 1 4 4 0 ~ .  1 4 0 3 ~ .  1 3 8 3 ~  1320w, 1290m. 1270m. 1120m. IOSOs, 1060s. 
1029~1, 1000s, 912w, 885w. 860w. 840m. 'H-NMR (300 MHz, CDCI,): s. Tub. EI-MS: 160 (9, M +  ), 142 (S), 129 
(2) ,  127 (I) ,  125(2), 124(9), 114(19), 113(15), 111 (4), 100(15), 97(10), 96(11), 95(5), 88 (31), 87(60), 86(13), 85 
(7), 83 (8), 81 (6), 74 (38), 73 (loo), 72 (lo), 71 (25), 70 (16), 69 (20), 68 (6), 67 (8), 60 (20), 58 ( I l ) ,  57 (80), 56 (24), 
55(16),53(6),45(7),44(10),43(30),42(20),41 (33),39(13),31 (13),29(16),28(10),27(16), 19(5), 18(6), 15(4). 
Anal. ber. fur C,HI2O, (160,116): C 52,49, H 7,55; gef.: C 52,29, H 7,45. 

Ahbuu zu ( R~-Merhylhernsteinsaure-dimet~y/ester (2). Zu einer Lsg. von 160 mg 1 in 10 ml EtOH wurden 1 , l O  
g NaIO, in 12 ml 1 N H2S04 gegeben und 150 rnin bei RT. geriihrt. Darauf wurde das uberschussige Oxydationsmit- 
tel mil 10 Tropfen Glycerin zersetzt und nach 15 rnin 3mal mit AcOEt ausgeschiittelt. Die mit ges. NaC1-Lsg. 
gewaschene Lsg. wurde getrocknet (MgSO,) und i.V. zu 137 mg tielbraunem 61 eingedampft. Das Rohprodukt 
wurde in 5 ml Aceton rnit 2 Tropfen Jones-Reagens bei RT. oxydiert. Nach 5 min wurden weitere 10 Tropfen 
Reagens zugegeben. Nach 10 rnin wurde rnit H 2 0  auf 40 ml verdiinnt und 3mal mit AcOEt ausgeschuttelt. Die mit 
H20  gewaschene und getrocknete (MgSOJ Lsg. gab beim Eindampfen i.V. 123 mg rohe Methylbernsteinsaure als 
griinliches 0 1 .  

Nach der Veresterung in 1 ml Aceton rnit CH2N2 in Et20 wurden durch Eindampfen i.V. 113 mg roher Ester 
2 erhalten. Dann wurde an 5 g Kieselgel chromatographiert. Das pdrblose Eluat gab durch Destillation i.V. 
(Kugelrohr) 46 mg farblosen Ester 2; Kapillar-GC (Ucon H E  5100, 20 m x 0,3 mm, 60" Ofentemp.): tR 4,9 min, 2 
Verunreinigungen zu je ca. 5% mit t R  6,4 und 6,7 min. [a]g = -4,52" (MeOH, c = 3,58). 'H-NMR (CDCI,, 300 
MHz): 1,23 (d ,  J = 7, 3 H); 2,42 (dd, J = 16, 6, 1 H); 2,75 (dd, J = 16, 7,5, 1 H); 2,92 (sext.-ahnlich, J z 7, 1 H); 

69 (15), 59 (74), 57 (9, 55 (7), 45 (3), 42 (lo), 41 (23), 39 (10). 32 (22), 29 (1 I) ,  28 (IOO),  18 (20), 15 (16). 
3,70 (s, 3 H); 3,72 (s, 3 H); 3,72 (s, 3 H). EI-MS: 129 (35, M +  - OCH,), 128 (20), 101 (21), 100 (IS), 87 (13), 74(6), 
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(+) - (R)-Methylbernsteinsuure (3). Der Ester 2 (41 mg) wurde rnit 5 ml 2% NaOH in EtOH 4 h unter 
Ruckfluss gekocht. Die Lsg. wurde i.V. auf ca. % des Vol. eingeengt, rnit 10 ml H 2 0  verdunnt und 3mal rnit AcOEt 
ausgeschuttelt (3 mg Neutralteil). Die wassr. Lsg. wurde rnit 6~ HC1 auf pH I angesauert und 3mal mit AcOEt 
ausgezogen. Nach dem Waschen rnit H 2 0  wurde getrocknet (MgSO.,) und i.V. zu 29 mg krist. Ruckstand 
eingeengt. Nach einer weiteren Reinigung an 5 g Sephadex LH-20 (MeOH) wurden 20 mg Produkt erhalten und 
aus Et20/Pentan umkristallisiert. Schmp. 103-104". [a]g = +13,6" (EtOH, c = 1); [alg = +15,7" (Aceton, 
c = 0,98). [2]: Schmp. 107-108"; [a]? = +12,91" (EtOH); [3]: [a]g = -1 1,78" (Aceton) fur die (-)-(S)-form). 

Fur die NMR-Spektren danken wir Frl. B. Brandenberg, fur die MS Frau L. Golgowski und fur die Elernentar- 
analyse Herrn D. Manser. 
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