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Die Analysen wurden in unserm mikroanalytischen Laboratorium (Leitung W. Ma-
SER) ausgefiihrt.

Zusammenfassung

Racemisches A*?-8-Methyl-hexahydro-indendion-(1,5) wird durch «ruhen-
de» Kulturen von Curvularia falcata (TEHON) BOEDIJN stereospezifisch redu-
ziert, unter Bildung von (1S, 8S)-A*®-1-Hydroxy-8-methyl-hexahydro-in-
denon-(5) (III). Das (8 R)-Enantiomere des Eduktes bleibt dabei grosstenteils
unangegriffen. Wachsende und «adaptierte ruhende» Kulturen desselben
Mikroorganismus greifen auch dieses letztere stereospezifisch, unter Bildung
von (15,8 R)-A*%-1-Hydroxy-8-methyl-hexahydro-indenon-(5) (IV), an. «Ru-
hende» Kulturen von Aspergillus niger vaN T. verhalten sich dhnlich, liefern
jedoch teilweise racemische Hydroxy-ketone.
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159. Reaktionen mit Mikroorganismen
3. Mitteilung!)

Reduktion von (+)-4*-9-Methyl-octalindion-(3,8)
mit Aspergillus niger
von W.Acklin, D. Diitting und V.Prelog
(1. VIL 58)

Die wachsenden und «ruhenden»!) Kulturen von Curvularia falcata (TEHON)
BoepIJN reduzieren die Carbonyl-Gruppe in Stellung 8 der beiden enantio-
meren A4-9-Methyl-octalindione-(3,8) I und II. Diese mikrobiologische Re-
duktion ist wenig selektiv in bezug auf das Edukt, von welchem das (95)-
Enantiomere etwas rascher reagiert. Sie verliuft dagegen stercospezifisch in
bezug auf das Produki, indem von den vier theoretisch moéglichen stereo-
isomeren A4-8-Hydroxy-9-methyl-octalonen-(3) awusschliesslich zwer und zwar
diejenigen mit (85)-Konfiguration entstehen?)2).

Bei der Fortsetzung unserer Versuche konnten wir feststellen, dass wach-
sende und «ruhende» Kulturen eines andern Mikroorganismus, des weitver-
breiteten Aspergillus niger vax T., die 4%-9-Methyl-octalindione-(3, 8) ebenfalls
zu A4-8-Hydroxy-9-methyl-octalonen-(3) reduzieren. Der Verlauf der Reduktion
ist jedoch ein anderer als bei Curvularia falcata. Die mikrobiologische Reduktion
mit Aspergillus niger ist bedeutend langsamer und liefert folgende Produkte:

1. Eine optisch inaktive Verbindung C,;H;s0, vom Smp. 77-78°, deren
IR.-Absorptionsspektrum in Chloroform identisch ist mit demjenigen des
frither beschriebenen (8S,9R)-A44-8-Hydroxy-9-methyl-octalons-(3) (V)1). Es

1) 2. Mitt. Helv. 41, 1416 {1958).
2) V. Preroc & W. AckLIN, Helv. 39, 748 (1956).
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liegt somit ein Racemat, bestehend aus den (8S,9R)- und (8R,9S)-Enantio-
meren V und VI vor.
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2. Eine Verbindung C,,H,40, vom Smp. 95,5-96°, [«],, = + 110° (Benzol),
mit demselben IR.-Absorptionsspektrum in Chloroform wie die vorher er-
wihnte Verbindung. Es handelt sich demnach um das rechtsdrehende (8R,95)-
A%-8-Hydroxy-9-methyl-octalon-(3) (VI), dessen linksdrehendes Enantiomere
(V), durch Reduktion mit Curvularia falcata entsteht?).

3. Das (8S,95)-4%8-Hydroxy-9-methyl-octalon-(3) (III), isoliert als p-Ni-
trobenzoyl-Derivat C;qH,,0;N, vom Smp. 195-196°, [a], = + 156° (Benzol),
das friiher bei der Reduktion mit Curvularia falcata erhalten worden war.

4. Aus den Mutterlaugen der letzterwihnten Verbindung konnte ein iso-
meres p-Nitrobenzoyl-Derivat vom Smp. 159-160,5°, [a],, = + 74° (Benzol),
isoliert werden, das seinem IR.-Absorptionsspektrum nach offenbar ein par-
tielles Racemat der p-Nitrobenzoyl-Derivate von (8S5,9S5)- und (8R,9R)-
Enantiomeren III und IV darstellt.

Der sterische Verlauf der mikrobiologischen Reduktion des 44-9-Methyl-
octalindions-(3, 8) mit Aspergillus niger ist somit dadurch charakterisiert, dass
alle vier theoretisch wmoglichen stereoisomeren A4¢-8-Hydroxy-9-methyl-octa-
lone-(3) (III bis VI} entstehen. Das (9S)-Enantiomere I des Eduktes wird
etwas rascher angegriffen; die Produki-Stereospezifizitdt ist im Gegensatz zu
der Reduktion mit Curvularia falcata gering,
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Experimenteller Teil 3)

1. Mikrobiologische Reaktionen. — 7.7. Versuche mit wachsenden Kulturen.
Impfkulturen & 200 ml wurden in 500 m! ERLENMEYER-Kolben 2 Tage auf einer PETERSON-
Nihrlosung4) geziichtet. Fiir den Hauptansatz wurden 8 Schiittelenten mit je 4 1 Bier-

3) Alle Smp. sind korrigiert. Das optische Drehungsvermégen wurde im 1-dm-Rohr
bestimmt. Die IR.-Absorptionsspektren wurden mit dem PERKIN-ELMER-Double-Beam-
Spectrograph, Modell 21, aufgenommen.

4 D. H. PerersoN, H.C. Murray, S. H. EppsTeEIN, L.M. REINECKE, A. WEIN-
TRAUB, P. D. MEISTER & H. M. LEIGH,; J. Amer. chem. Soc. 74, 5933 (1952).
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wiirze-Nahrlosung folgender Zusammensetzung beschickt: 700 ml ungehopfte, helle Vor-
derwiirze, 300 ml Leitungswasser und 1 ml Spurenelement-Losung nach Brian. Nach
Sterilisierung (pH = 5,5) und Zugabe von 0,25 ml Antifoam-A-Emulsion (Dow CHEMICALS)
zu jeder Schiittelente, wurde mit dem Inhalt je eines ERLENMEYER-Kolbens geimpft.
Nachdem die Kulturen 57 Std. gewachsen waren, gab man pro Schiittelente 1 g (4)-A4%-9-
Methyl-octalindion-(3,8) in 2 ml Aceton zu und liess 110 Std. unter Beliftung schiitteln.

Die Kulturfliissigkeit wurde dann vom Mycel abgenutscht, letzteres mit 2 1 Aceton
und 3 1 Athylacetat gewaschen und das Filtrat und die Waschfliissigkeit mit etwa 36 1
Athylacetat extrahiert. Die Athylacetat-Ausziige engte man in einem Diinnschicht-
verdampfer auf 2 1 ein. Die eingeengte Losung wurde mit Wasser, verd. Natriumcarbonat-
Losung, verd. Salzsdure und Wasser gewaschen und mit Natrinmsulfat getrocknet. Beim
Abdestillieren des Athylacetats fiel zuerst ein flockiger Niederschlag aus, der abfiltriert
und verworfen wurde. Das Filtrat hinterliess beim Eindampien 9,47 g eines 6ligen Riick-
standes, welchen man in Benzol-Lésung an 570 g Aluminiumoxyd (Akt. III) chromato-
graphierte. Es wurden dabei 47 Fraktionen & 500 ml aufgefangen. Die Benzol-Eluate
(5,60 g) enthielten, wie die Papierchromatogramme zeigten, das Edukt. Durch Um-
kristallisieren einer kristallinen Fraktion (0,48 g) aus Ather-Petrolither erhielt man das
Racemat vom Smp. 51-52°, [a]p = 0° (c = 2,60, Benzol), dessen IR.-Absorptions-
spektrum in CHCI, identisch mit demjenigen des Ausgangsmaterials war. Die oligen
Fraktionen wiesen ein [a]p = —36° (¢ = 2,995, Benzol) auf.

Die Benzol-Ather-Eluate wogen insgesamt 3,55 g. In den ersten Fraktionen konnte
papierchromatographisch eine im nahen UV. nicht absorbierende Verbindung mit R
(Propylenglykol-Toluolj = 0,30 nachgewiesen werden, die wegen Materialmangel nicht
weiter untersucht wurde. Spitere Fraktionen enthielten die A44-8-Hydroxy-9-methyl-
octalone-(3) [Rf (Propylenglykol-Toluol) = 0,15, Rf (Busa C) = 0,56]. Wie eine ein-
gehendere Untersuchung einzelner Chromatogramm-Fraktionen zeigte, handelt es sich
um ein Gemisch aller vier theoretisch moglichen Stereoisomeren (vgl. 2. Produkte der
mikrobiologischen Umsetzungen), die sich papierchromatographisch nicht unterscheiden.

1.2. Versuche mit <ruhenden» Kultuyen. Die «ruhenden» Kulturen von Aspergillus nigey
wurden nach der in der vorhergehenden Mitteilung!) angegebenen Vorschrift bereitet.
27 g feuchtes, abgenutschtes Mycel wurden in 500 ml Phosphat-Pufferldsung pH = 7 mit
1,5 g Calciumcarbonat, 5 g Glucose und 1,0 g (+)-4%-9-Methyl-octalindion-(3, 8) versetzt
und 43 Std. im rotierenden 2-1-Rundkolben umgesetzt. Das Mycel wurde dann abgenutscht,
mit 300 ml Wasser gewaschen und die Filtrate mit Ather im KUTscHER-STEUDEL-Apparat
erschopfend extrahiert. Nach dem Eindampfen der mit Natriumsulfat getrockneten
atherischen Ausziige blieben 1,006 g eines hellgelben Ols zuriick, das in Benzol an 60 g
Aluminiumoxyd (Akt. II-IIT) chromatographiert wurde. Aus den Benzol-Eluaten konnten
642 mg kristallines, schwach linksdrehendes A4-9-Methyl-octalindion-(3,8), [a]p = —28°
(Benzol) zuriickgewonnen werden. Die ersten Benzol-Ather-Eluate ergaben 183 mg eines
Gemisches von diastereomeren 4%-8-Hydroxy-9-methyl-octalonen-(3). Durch nochmalige
Chromatographie an 110 g Aluminiumoxyd (Akt. II) wurden aus diesem Gemisch 90 mg
des dligen (+)-(8S,95)-A4-8-Hydroxy-9-methyl-octalons-(3), [a]p = + 173° (Benzol) und
90 mg eines Gemisches der kristallinen A% 8-Hydroxy-9-methyl-octalone-(3) isoliert. Die
spiteren Benzol-Ather-Eluate des ersten Chromatogramms gaben weitere 156 mg desselben
kristallinen Gemisches. Durch fraktionierte Kristallisation liessen sich daraus 88 mg des
optisch reinen (+)-(8R,9S)-Enantiomeren und 11 mg des entsprechenden (8R,9S),
(85,9R})-Racemates isolieren.

Eine Umsetzung wahrend 72 Std., bei welcher 27 g feuchtes Mycel und 0,5 g Edukt
zur Anwendung kamen und bei der ungefahr die Halfte des Ausgangsmaterials reagierte,
ergab 240 mg A%9-Methyl-octalindion-(3,8), [a]p = —13,5° (Benzol), 65 mg eines Ge-
misches der oligen A%-8-Hydroxy-9-methyl-octalone-(3):(85,95) und (8R,9K), [a]p =
+70,5° (Benzol) und 60 mg eines Gemisches der kristallinen A%8-Hydroxy-9-methyl-
octalone-(3): (8 R,9S5) und (8S,9R), [a]p = +46° (Benzol).

2. Produkte der mikrobiologischen Umsetzungen. — 2.7. (+)-(8R,9S)-4%-8-
Hydroxy-9~methyl-octalon-(3) (VI). Durch Umbkristallisieren aus Ather-Petrolither der
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Chromatogramm-Fraktionen 29-32 (Benzol-Ather-Eluate) des Umsetzungsproduktes mit

wachsenden Kulturen (77 mg) wurden farblose Kristalle vom Smp. 95,5-96°, [a]p =

+104° (c = 1,233, Benzol), erhalten. Zur Analyse wurde im Hochvakuum getrocknet.
C, Hy0, Ber. C 73,30 H 8,95% Gef. C 73,14 H 8,919,

Die gleiche Verbindung wurde durch Umkristallisieren des kristallinen 4%-8-Hydroxy-
9-methyl-octalon-(3)-Gemisches aus den Versuchen mit «ruhenden» Kulturen erhalten,
[alp =+110° (c = 1,255, Benzol).

Die TR.-Absorptionsspektren in KBr und CHCl; waren identisch mit denjenigen des
(8S,9R)-Enantiomeren.

2.2. (£)-(8R,9S), (8S,9R)-A*-8-Hydroxy-9-methyl-octalon-(3) (VI, V). Die kristallinen
Chromatogramm-Fraktionen 25-28 sowie 33-35 (Benzol-Ather-Eluate) des Umsetzungs-
produktes mit wachsenden Kulturen (490 mg) gaben beim Umlésen aus Ather-Petrolither
eine Verbindung Smp. 77-78°, [a]p =+ 1° (c = 2,325, Benzol). Zur Analyse wurde im
Hochvakuum getrocknet.

C1Hy O, Ber. C 73,30 H 8,95% Gef. C 73,35 H 8,909,

Das IR.-Absorptionsspektrum in CHCl; war identisch mit denjenigen der optisch
reinen Enantiomeren.

2.2. p-Nitrobenzoyl-Derivat des (+)-(8S,9S)-A%8-Hydroxy-9-methyl-octalons-(3) (I1I).
Die dligen Chromatogramm-Fraktionen 15-22 (Benzol-Ather-Eluate) des Umsetzungs-
produktes mit wachsenden Kulturen wurden auf iibliche Weise mit p-Nitrobenzoylchlorid
und Pyridin in Benzol in die rohen, kristallinen p-Nitrobenzoyl-Derivate iibergefiihrt.
Nach achtmaligem Uml6sen aus Benzol-Petrolither wurde daraus ein p-Nitrobenzoyl-
Derivat, Smp. 194,5-195,5°, [a]lp =+ 156° (c = 2,193, Benzol) isoliert.

C,sH;yO;N Ber. C 65,64 H 5,82% Gef. C 6561 H 5,919,

Das IR.-Absorptionsspektrum in CHCIy war identisch mit demjenigen des frither. mit
Curvulavia falcata erhaltenen p-Nitrobenzoyl-Derivates des (+}-(85,9S5)-4%-8-Hydroxy-9-
methyl-octalons-(3). Die beiden Priparate zeigten keine Smp.-Erniedrigung.

Aus den Mutterlaugen der optisch reinen Verbindung kristallisierte ein weiteres p-
Nitrobenzoyl-Derivat, das bei 159-160,5° schmolz, [a]p =+ 74,5° (¢ = 1,150, Benzol).

C,sHgO:N Ber. C 65,64 H 5,829, Gef. C 65,63 H 6,029,

Das IR.-Absorptionsspektrum in CHCl; war praktisch identisch mit demjenigen der
optisch reinen Verbindung. Es handelt sich hier sehr wahrscheinlich um ein partielles
Racemat 3:1 aus (85,9S)- und (8 R,9R)-Enantiomeren.

Die Analysen wurden in unserem Mikrolaboratorium (Leitung W.MANSER) aus-

gefiihrt.
Zusammenfassung

(4)-4%-9-Methyl-octalindion-(3,8) (I, II) gibt bei der Umsetzung mit
wachsenden und «ruhenden» Kulturen von Aspergillus niger van T. alle vier
theoretisch moglichen A4-8-Hydroxy-9-methyl-octalone-(3) (III-IV). Die
Enantiomeren mit (9S)-Konfiguration und besonders das bisher unbekannte
(8R,9S)-Stereoisomere VI entstehen dabei im Uberschuss. Aspergilius miger
zeigt demnach in diesem Falle eine geringe Edukt-Selektivitit und eine
schwache Produkt-Stereospezifizitit.
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