CROATICA CHEMICA ACTA 37 (1965) 11

CCA-354 542.941:547.636
Originaler wissenschaftlicher Beitrag

B Reaktionen mit Mikroorganismen. XIII. Mitteilung®.
Uber die stereospezifische Reduktion von Benzoin und Benzil mit
Curvularia falcata

W. Acklin, Z. Kis und V. Prelog**

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidgendssischen Technischen Hochschule,
Ziirich, Schweiz

Eingegangen am 12. Méirz 1965.

Wachsende Kulturen des Mikroorganismus Curvularia falcata
(Tehon) Boedijn reduzieren stereospezifisch das (R)-Benzoin (ITa)
zu Hydrobenzoin (IIT) und das (S)-Benzoin (IIb) zu (S,S)-Isohydro-
benzoin (IVb). Das Benzil wird zunidchst zu einem Gemisch der
beiden Benzoine reduziert, in welchem das (S)-Enantiomere stark
iiberwiegt. Die weitere stereospezifische Reduktion liefert dann die
diastereomeren Diole III und IVb.

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die mikrobiologische Reduktion
von Carbonyl-Verbindungen mit dem Mikroorganismus Curvularia falcata
(Tehon) Boedijn! haben wir auch das Benzil (I) und das racemische Benzoin
(ITa und b) mit wachsenden Kulturen dieses Mikroorganismus im prépara-
tiven Masstab umgesetzt. Die Untersuchung der Reaktionsprodukte ergab,
dass bei lingeren Inkubationszeiten (5 Tage) in beiden Fillen als Haupt-
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IVa ITa III IIb IVb
(R,R)-(+)- (R)-(—)- (R,S) (S)-(+)- (S,9)-(—)-
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produkte die diastereomeren Diole, das Hydrobenzoin (III) und das linksdre-
hende, optisch fast reine Isohydrobenzoin (IVb), welches 98%p des (S,S)-
-Enantiomeren** enthilt, entstehen. Bei der Reduktion des racemischen

# XII. Mitteilung: W. Acklin, V.Prelogund B. Serdarevig¢, Helv. Chim.
Acta 46 (1963) 2440.
** Herrn Prof. V. Njegovan zum 80. Geburtstag gewidmet.
*% Die absolute Konfiguration der enantiomeren Benzoine ist durch Verkniipfung
mit Mandelsdure? eindeutig bestimmt worden: das rechisdrehende Enantiomere
besitzt die (S)-Konfiguration IIb. Die Isohydrobenzoine sind ebenfalls mit Mandelsdure
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Benzoins wurden die beiden Diole in ungefdhr gleichen Mengen isoliert, das
Benzil lieferte das (S,S)-Isohydrobenzoin in grossem Uberschuss.

Bei kurzen Inkubationszeiten liess sich aus dem Produkt der mikrobiolo-
gischen Umsetzung von Benzil mit Curvularie falcata ein stark rechtsdrehen-
des Benzoin isolieren, mit etwa 78%% des (S)-Enantiomeren®. Offenbar ver-
lduft die mikrobiologische Reduktion von Benzil zu Benzoin viel weniger
stereospezifisch als diejenige der Benzoine zu den Diolen.

Aus diesen Ergebnissen lédst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass das
(S)-Benzoin (IIb) von Curvularia falcata stereospezifisch zum (S,S)-Isohydro-
benzoin (IVb) und das (R)-Benzoin (IIa) zum Hydrobenzoin (III) reduziert
wird. Die Reduktion von Benzil (I) liefert ein Gemisch der enantiomeren
Benzoine, in dem das (S)-Enantiomere (IIb) stark tiberwiegt. Dieses letztere
wird stereospezifisch zum, (S,S)-Isohydrobenzoin (IVb) reduziert, wihrend das
in geringerer Menge entstehende (R)-Benzoin (IIa) das Hydrobenzoin (III) gibt.

Der sterische Verlauf der erwidhnten mikrobiologischen Reduktionen
steht somit im Einklang mit dem fiir analoge Reduktionen frither' aufgestellten
Schema:

o) HO H
H \ ,»"”
C _— /C\
L/ \S L S

nach welchem die rdumliche Beanspruchung der Reste L (gross) und s (klein)
in der unmittelbaren Nachbarschaft des Carbonyls die Produktstereospezifi-
zitdt bestimmt. Die Reihenfolge der Reste

PhCH(OH)— > PhCO— > Ph—

erkldrt sowohl die Produktstereospezifizitit der Reduktion der Benzoine zu
den Diolen, als auch die relativ geringe Stereospezifizitit der Reduktion des
Benzils zu den Benzoinen, indem sich die beiden planaren Reste PhCO— > Ph—
im Benzil offenbar in ihrer Raumbeanspruchung wenig unterscheiden.

EXPERIMENTELLER TEIL

Alle Smp. sind korrigiert. Die IR.-Absorptionsspektren wurden mit einem
Perkin-Elmer Double-Beam-Spectrograph. Modell 21, aufgenommen. Das optische
Drehvermdégen wurde im 1-dm Rohr bestimmt. Fiir Aluminiumoxid-Chromatogramme
verwendete man »Aluminiumoxid Woelm, alkalifrei (anndhernd neutral)«, fiir Kiesel-
gelchromatogramme »Kieselgel Merck, Korngrosse unter 0,08«. Fiir die Diinnschicht-
chromatographie (DS) wurde Kieselgel G, Merck, verwendet. Die Entwicklung erfolgte
bei Kammersittigung und wurde nach einer Laufstrecke von 12 c¢cm unterbrochen.
Fir die Sichtbarmachung der Flecken wurde hintereinander mit 2,4-Dinitrophenyl-

verkniipft worden: dem linksdrehenden Enantiomeren wurde die (S,S)-Konfiguration
zugesprochens, Diese Zuordnung konnte von ums durch partielle Oxydation des
linksdrehenden Enantiomeren mit Salpetersiure zum (S)-Benzoin gesichert werden.

* Es sei in diesem Zusammenhang erwihnt, dass nach Angaben von Neuberg
und Nord4 die gérende Hefe das Benzil nur bis zur Stufe des Benzoins reduziert.
Die Hauptmenge des entstandenen Benzoins war racemisch, aus den Mutterlaugen
wurde ein schwach linksdrehendes Préparat erhalten.
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hydrazin- und Phosphormolybdinsiure-Losung bespriiht und anschliessend auf
110—1200 erhitzt.

Das kéufliche Benzil wurde aus Hexan umkristallisiert, das k#ufliche Benzoin
einmal aus Athanol und zweimal aus Benzol-Hexan.

Hydrobenzoin und (*)-Isohydrobenzoin wurden durch Reduktion von Benzil mit
Lithiumaluminiumhydrid hergestellts und durch Chromatographie an Aluminiumoxid
voneinander getrennt. DS in den Systemen Chloroform-Athanol 98:2 (a) und Methylen-
chlorid-n-Propanol 95:5 (b). Hydrobenzoin zeigte Smp. 136—1389, R; (a) 0.23, R; (b)
0.60. Isohydrobenzoin zeigte Smp. 1210, R; (a) 0,17, R; (b) 0.51. Die IR.-Absorptions-
spektren der beiden Diastereomeren sind in Chloroform wie auch in KBr deutlich
voneinander verschieden.

Vorversuche mit kleinen Mengen zeigten bei der DS-Analyse, dass wachsende
Kulturen von Curvularia falcata sowohl Benzil als auch Benzoin rasch reduzieren:
nach 1—2 Tagen sind die Edukte verschwunden. Aus Benzil hat sich Benzoin und
Isohydrobenzoin gebildet, aus Benzoin Hydrobenzoin und Isohydrobenzoin. Wihrend
die Diole bei ldngerer Inkubationszeit unverindert bleiben, wird das aus Benzil
primér gebildete Benzoin rasch’zu Hydrobenzoin und Isohydrobenzoin weiterreduziert,
wobei letzteres stark iiberwiegt.

1. Umsetzung von Benzil mit wachsenden Kulturen von Curvularia falcata

a) Zu 4 Schiittelenten, die je 4 L einer 24 Std. alten Kultur* von Curvularia
falcata enthielten, gab man je 2 g feinpulverisiertes Benzil. Unter schwacher Luft-
zufuhr wurde 48 Std. geschiittelt, darauf das Mycel abfiltriert und hintereinander
mit 3 L Wasser und 1 L. Ather gewaschen. Das Filtrat und die Waschlésungen wurden
vereinigt und in einem Kutscher-Steudel-Apparat erschépfend mit Ather extrahiert.
Trocknen iiber Natriumsulfat und Eindampfen lieferte 8,67 g rotlich gefirbten kristal-
linen Riickstand. DS zeigte die Anwesenheit von Isohydrobenzoin neben Kkleinen
Mengen Benzil, Benzoin und Hydrobenzoin. Nun wurde der Rohextrakt zweimal
aus der zehnfachen Menge Benzol umkristallisiert, das Kristallisat in Aceton geldst,
mit Aktivkohle entfirbt und durch Zugabe von Hexan zur heissen Losung kristal-
lisiert. Man erhielt so 4,65 g chemisch und optisch reines (—)-(S,S)-Isohydroben-
zoin, Smp. 148—1499, [u]p = —930 (c = 1,205, Feinsprit). Zur Analyse wurde bei
1109/0,02 Torr sublimiert.

Anal. C14H1405 (214,26) Ber.: C 78,48; H 6,59%
Gef.: C 78,40; H 6,520

Die IR.-Spektren in Chloroform und KBr waren identisch mit jenen von authen-
tischem (%)-Isohydrobenzoin.

Die vereinigten Mutterlaugen wogen 3,701 g. Sie wurden an 255 g. Aluminium-
oxid (Akt. II) chromatographiert. Chloroform-Athanol 99:1 eluierte nacheinander 1072
mg eines Gemisches von Benzil und Benzoin, 816 mg Hydrobenzoin und 177 mg
eines Gemisches von Hydrobenzoin und Isohydrobenzoin. Chloroform-Athanol-
-Gemische 9:1 bis 7:3 eluierten noch 762 mg reines Isohydrobenzoin. Es zeigte nach
Sublimation [a]p = —590 (c = 1,17, Feinsprit), enthdlt also 18,2 oder 140 mg
(+)-(R,R)-Isohydrobenzoin. Unter Vernachlissigung der kleinen Mischfraktion von
177 mg lésst sich aus diesen Zahlen berechnen, dass das im Rohextrakt vorhandene
Isohydrobenzoin zu ca. 98 aus dem (—)-(S,S)-Enantiomeren bestand.

b) Zu 2 Schiittelenten, die je 4 L einer 24 Std. alten Kultur von Curvularia
falcata enthielten, gab man je 1 g feinpulverisiertes Benzil. Nach 5 Std. Inkubation
wurde das Mycel abgetrennt, mit Wasser gewaschen und die vereinigten Filtrate im
Kutscher-Steudel mit Ather extrahiert. Trocknen der Atherlésung iiber Natrium-
sulfat und Eindampfen ergab 4,87 g Rohextrakt, der laut DS ca. 70% aus Benzil
und 30°% aus Benzoin bestand. Chromatographie an der 100 fachen Menge Kieselgel
mit Hexan-Benzol-Gemischen lieferte reines Benzoin, das nach Sublimation Dbei
700/0,05 Torr [a]lp = +67,60 zeigte (¢ = 1,02, Aceton). Diese Drehung entspricht einem
Gehalt von 78% (S)-Benzoin.

* Die Zichtung erfolgte auf die iibliche, in den fritheren Mitteilungen dieser
Reihel,6 beschriebene Weise.
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2. Umsetzung von Benzoin mit wachsenden Kulturen von Curvularia falcata

2 Schiittelenten die je 4 L einer 24 Std. alten Kultur von Curvularia falcata
enthielten, wurden mit je 1 g Benzoin versetzt und nach einer Inkubationszeit von
24 Std. wie {iblich aufgearbeitet. Man erhielt 3,29 g Rohextrakt, der laut DS ungeféhr
gleiche Mengen an Hydrobenzoin und Isohydrobenzoin enthielt. Er wurde zunichst
durch Chromatographie an 60 g Kieselgel in Methylenchlorid vorgereinigt, die
Diol-Fraktionen vereiningt (1,97 g) und an 80 g Aluminiumoxid (Akt. II) chromato-
graphiert. Methylenchlorid und Methylenchlorid-Ather-Gemische eluierten 857 mg
reines Hydrobenzoin. Methylenchlorid-Athanol-Gemische und schliesslich reines
Athanol eluierten nach einer kleinen Mischfraktion (34 mg) 960 mg Isohydrobenzoin,
das aber noch Spuren hochpolarer Pilzmetabolite enthielt. Bei der nochmaligen
Chromatographie an 30 g Aluminiumoxid (Akt. II—III) konnte mit Methylenchlorid
reines Isohydrobenzoin eluiert werden. Es zeigte nach Sublimation [a]lp = —909
(c = 2,87, Feinsprit), enthielt also 98,4% an (S,S)-Enantiomerem.

3. Oxydation von (—)-(S,S)-Isohydrobenzoin

500 mg optisch reines (—)-Isohydrobenzoin (gewonnen durch mikrobiologische
Reduktion und Kristallisation bis zur konstanten Drehung) wurden pulverisiert, mit
5 ml 65 proz. Salpetersiiure (d = 1,4) iibergossen und mit einem Vibromischer 90
Min. bei Zimmertemperatur geriihrt. Man goss auf Wasser, extrahierte mit Chloro-
form, wusch die Ausziige mit Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser,
trocknete {iber Magnesiumsulfat und dampfte ein. Den Riickstand (510 mg) chromato-
graphierte man an 25 g Kieselgel.

Benzol eluierte 207 mg Benzil und andere Oxydationsprodukte, Benzol-Ather-
-Gemische eluierten 297 mg fast reines Benzoin. Nach dreimaliger Umkristallisation
erhielt man ein optisch und chemisch reines Produkt mit Smp. 132—1330 und
[a]lp = +120,80 (¢ = 0,71, Aceton). Zur Analyse wurde bei 950/0,05 Torr sublimiert.

Anal. C14H120, (212,25) Ber.: C 79,22; H 5,70
Get.: C 79,10; H 5,67%

Das IR.-Spektrum in Chloroform war identisch mit jenem von (*)-Benzoin, hin-
gegen zeigten sich deutliche Unterschiede in den KBr-Spektren. Optische Rotations-
dispersion (in Methanol): [®]zs50 = +4050, [$]g15 = 00,

Die Optische-Rotationsdispersion-Messung verdanken wir Professor W. Klyne,
London. Die IR.-Spektren wurden in unserer Abteilung fur Instrumentalanalyse
(Leitung Dr. W. Simon), die Mikroanalysen in unserer mikroanalytischen Abteilung
(Leitung W. Manser) ausgefiihrt.

Dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen
Forschung danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.
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1ZVOD

Reakcije sa mikroorganizmima. XIII. Saopéenje. O stereospecificnoj redukeiji
benzoina i benzila s Curvularia falcata

W. Acklin, Z. Kis i V. Prelog

Rastu¢e kulture mikroorganizma Curvularia factata (Tehon) Boedijn reduci-
raju stereospecifitno (R)-benzoin (IIa) u hidrobenzoin (III) i (S)-benzoin (IIb) u
(S,S)-izohidrobenzoin (IVb). Redukcija benzila daje prvo smjesu obih benzoina u
kojoj prevladava (S)-enantiomer dok u daljnjoj reakciji nastaju kao konaéni pro-
dukti diastereomerni dioli III i IVb.

ORGANISCH-CHEMISCHES LABORATORIUM

EIDGENOSSISCHE TECHNISCHE HOCHSCHULE
ZURICH, SVICARSKA Primljeno 12. ozujka 1965.



