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270. Reaktionen mit Mikroorganismen
12. Mitteilung?!)

Die Stereospezifizitit der Reduktion der Doppelbindung
in (+)-44-9-Methyl-octalindion-(3,8) mit Curvularia falcata
von W. Acklin, V. Prelog und B. Serdarevic
Herrn Prof. TH. PosTERNAK zum 60, Geburtstag gewidmet

(2. 1X. 63)

In der 1. Mitteilung dieser Reihe?) wurde erwdhnt, dass bei der mikrobiologischen
Reduktion von (-£)-4%-9-Methyl-octalindion-(3,8) mit wachsenden Kulturen von
Curvularia falcata (TEHON) BOEDIJN neben zwei diastereomeren A4-8-Hydroxy-9-
" methyl-octal-3-onien ein gesittigtes Hydroxyketon als Nebenprodukt entsteht, dessen
Konstitution und Konfiguration damals wegen Materialmangels nicht aufgeklirt wer-
den konnte. Bei der Wiederholung der erwihnten mikrobiologischen Reaktion mit
grosseren Mengen des Ausgangsmaterials erhielten wir geniigend gesittigtes Hydroxy-
keton, um dies nachholen zu kénnen.

Ein Vergleich der IR.-Absorptionsspektren zeigte, dass die Verbindung mit keinem
der bisher beschriebenen isomeren Hydroxydekalone mit Sauerstoff-Funktionen am
C-1 und C-6%)%)%) identisch ist. Die Oxydation mit Chrom(VI)-oxid lieferte ein ge-
sattigtes Diketon, welches durch Vergleich mit einem authentischen Pridparat als
(95)-9-Methyl-cis-dekalindion-(1,6) (I1I) identifiziert wurde. Die Reduktion des
Carbonyls im gesittigten Hydroxyketon nach WoLFF-KisHNER filthrte zu einem
Methyldekalol, das durch Oxydation mit Chrom(VI)-oxid das linksdrehende (10S5)-
10-Methyl-cis-dekalon-(2) (V) ergab. Die Konstitution und Konfiguration des letzte-
ren folgt aus der Identitdt seines IR.-Absorptionsspektrums mit demjenigen des be-
kannten, enantiomeren, rechtsdrehenden (10R)-10-Methyl-crs-dekalons-(2) 3)4).

Es sitzt demnach die Hydroxyl-Gruppe in dem als Zwischenprodukt erhaltenen
(10S)-10-Methyl-crs-dekalol am C-2, und im gesattigten Hydroxyketon am C-6. Es
handelt sich offenbar um Verbindungen mit (25)- bzw. (65)-Konfiguration, da das
IR -Absorptionsspektrum des (10S)-10-Methyl-cis-dekalols-(2) (IV) verschieden ist
von demjenigen der diastereomeren Verbindung mit #rans-Stellung des Hydroxyls am
C-2 und des Methyls am C-10, welches frither von D. ZAcu3) erhalten worden ist.

Fiir das gesittigte Hydroxyketon folgt aus allen diesen Tatsachen eindeutig die
Konstitution eines (6S,95)-6-Hydroxy-cis-dekalons-(1} (II). In Ubereinstimmung
damit ist es verschieden von den drei bekannten isomeren cis-Dekalin-Derivaten?)4):
(6S,9R)-6-Hydroxy-9-methyl-cis-dekalon-(1) sowie (15,95)- und (1S,9R)-1-Hydroxy-
9-methyl-cis-dekalon-(6).

1) 11. Mitteilung: V. PreLoc & H. E. SmitH, Helv. 42, 2624 (1959).
2) V. PrReLoG & W. AckLIN, Helv. 39, 748 (1956).

3} D. ZAicH, Diss. ETH, Ziirich, Prom. Nr. 2911 (1959).

4) W. AckriN, V. PrELoGc & D. ZicH, Helv. 47, 1428 (1958).

5} V. PrRELOG & D. ZicH, Helv. 42, 1862 (1959).
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Neben dem gesittigten Hydroxyketon II wurden bei der Wiederholung der mikro-
biologischen Reduktion des (4 )-4%9-Methyl-octalindions-(3, 8) mit Curvularia falcata
aus dem Reaktionsgemisch in kleinen Mengen zwei neue gesittigte Diole Smp. 114-
115° und 154-156° isoliert und durch ihre IR.-Absorptionsspektren und spezifischen
Drehungen charakterisiert. Das Diol mit dem niedrigeren Smp. lieferte bei der Oxy-
dation mit Chrom(VI)-oxid das (9S)-cis-Dekalindion-(1,6) (III). Es handelt sich
demnach um eine Verbindung, welche vom gleichen (95)-4%-9-Methyl-octalindion-
(3,8) (I) stammt wie das Hydroxyketon 1I. Das zweite isolierte Dekalindiol konnte
wegen Materialmangels nicht ndher untersucht werden.

Die Doppelbindung im (95)-44-9-Methyl-octalindion-(3,8) wird ebenso wie die
Carbonyl-Gruppe am C-8 von Curvularia faicata rascher reduziert als diejenige in dem
Enantiomeren.

In diesem Zusammenhang sei erwdhnt, dass die Doppelbindung in «, f-ungesattig-
ten Ketonen der Steroid-Reihe in einer analogen Lage wie diejenige im (9S5)-A%-9-
Methyl-octalindion-(3,8) durch Mikroorganismen relativ selten reduziert wird. Es
entstehen dabei gesdttigte Verbindungen sowohl mit ¢is-6) als auch mit trans-Ver-
kniipfung?) der Ringe A und B.
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8 L.Mawmor1, R. Koce & H. TEscHEN, Z. physiol. Chem. 267, 287 (1939); D. PeErLMAN, E.
Titus & J. FRIED, J. Amer. chem. Soc. 74, 2126 (1952); M. SHIRASAKA & M. TsuruTa, Arch.
Biochem. Biophys. 85, 277 (1959); K. ScHUBERT, J. ScHLEGEL & C. H6rHOLD, Z. Natur-
forschg. 17b, 84 (1962), 18b, 284 (1963).

7} E. ViscHER & A. WETTSTEIN, Experientia 76, 355 {1960).

Wo nicht anders angegeben, wurden die Rf-Werte im System Propylenglykol/Toluol erhalten.

Ph/H bedeutet System Phenylcellosolve/Heptan [R. B. BurToNn, A.ZarraroNi & E. H.

KeutMaNN, J. biol. Chemistry 788, 763 (1951)]. Die [a]p -Werte gelten fiir benzolische Losung

mit Ausnahme des Wertes fiir Verbindung VI, welcher in Feinsprit gemessen wurde. Die rela-

tiven Oxydationsgeschwindigkeiten mit Chrom(VI)-oxid £* sind auf 2* Cholestanol-(3f) = 1

bezogen.

@
=z



2442 HELVETICA CHIMICA ACTA

Aus zellfreien Extrakten von Curvularia falcata lisst sich durch Fillung mit
Ammoniumsulfat ein rohes, von anderen Keton-Reduktasen aus diesem Mikroorganis-
mus verschiedenes Enzym abtrennen, welches fiir die Reduktion der Doppelbindung
verantwortlich ist. Eine eingehendere Untersuchung dieser in unserem Laboratorium
von Dr. A. PrieTo gefundenen Oxydoreduktase ist vorgesehen.

Wir danken dem Schweizevischen Nationalfonds zuv Févdevung dev wissenschaftlichen For-
schung fur dic Unterstiittzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil?)

1. Die mikvobiologische Reduktion von 20 g (+)-A%-9-Methyl-octalindion-(3,8) mit eincr wach-
senden Kultur von Curvularia falcata und die Auftrennung des Rohextraktes durch wiederholte
Chromatographic an Aluminiumoxid und Celluloscpulver sowie anschliessende Kristallisation oder
Destillation erfolgte auf die iibliche Weise (vgl. 1.-11. Mitt. dieser Reihe). Von den im Rohextrakt
papicrchromatographisch nachgewiescnen 6 Produkten mit den Rf(Busu-C)-Werten 0,89, 0,77,
0,58, 0,54, 0,44 und 0,38 konnten die folgenden Mengen an einheitlichem Material gewonnen werden:

a) 413 mg partiell racemisches Edukt, [a], = — 58° (Benzol), Rf 0,89.

b) 1,441 g gesittigtes Hydroxyketon II, Rf 0,77.

¢} 3,700 g oliges (+4)-(8S, 95)-4%-8-Hydroxy-9-methyl-octalon-(3), welches nach Reinigung
iber das p-Nitrobenzoyl-Derivat die frither mitgeteilten Daten aufwies?), Rf 0,58.

d) 4,955 g kristallines (—)-(8S, 9R)-A%-8-Hydroxy-9-methyl-octalon-(3) mit den friiher mit-
geteilten Daten?), Rf 0,54.

¢} 260 mg des neuen kristallinen Dekalindiols V1 Smp. 114-115°, Rt 0,44.

) 10 mg eines ncuen kristallinen Dekalindiols Smp. 154-156°, Rf 0,38.

2. Die neuen Verbindungen. — 2.1. (—)-(65, 95)-6-Hydroxy-9-methyl-cis-dekalon-(/) (11). Dic
1,441 g der ¢ligen Verbindung Rf(Busu C) = 0,77 wurden in das p-Nitrobenzoyl-Derivat iiber-
gefithrt, das nach viermaliger Umbkristallisation aus Ather-Petrolither 2,310 g gelbliches kristal-
lines Produkt gab. Smp. 106-107°; [a]p = —24° (¢ = 1,21, Benzol).

CHyuOsN  Ber. C6524 H 6,39%  Gel. € 6528 H 6489

1,0 g davon wurde mit 1N mecthanolischer Kalilauge verseift. Das dabei entstandene gelbe
olige Produkt (0,542 g) chromatographicrte man in Pectroldther-Benzol (2:1) an Aluminiumoxid
(Akt. 111, neutral), wobei mit 1250 ml Petroldther-Benzol(2:1) 0,501 g farbloses Ol mit [a]p =
—30° {¢ = 1,02, Benzol), Rf (P/T) = 0,35 cluiert wurde. IR.-Absorptionsspektrum?®, R.D.
(¢ = 0,104, CHCly): negativer CotToN-Effckt. [M];, = —960° und [M],,, = +1140°; k* = 3,32

2.11. Avetyl-Devival des Hydroxyketons 11. 66 mg gesattigtes Hydroxyketon 11 wurden mit
132 mg Acetanhydrid und 100 mg Pyridin einige Zeit geschiittelt und dann mit der dreifachen
Menge Eis versetzt, worauf sofort cin weisser Niederschlag ausficl. Dieser wurde abfiltriert und
mit kaltem Wasser gewaschen, bis der Geruch von Pyridin verschwunden war, Nach ciner Um-
kristallisation aus Ather-Petrolidther wurden 85 mg Acctylderivat, Smp. 72-74°, [a]p = —40°
(¢ = 1,01, Benzol) erhalten. R. D. (¢ = 0,105, CHCL) : ncgativer CorToN-Effekt [M]y,, = — 1800°,

9 Alle Smp. sind korrigicrt. Dic IR.-Absorptionsspektren wurden mit cinem PERXIN-ELMER
Double-Beam Spectrophotometer, Modell 21 aufgenommen und sind in der Promotionsarbeit
B. Serparevi¢ (ETH, Ziirich, Prom. Nr. 3145, {1961)] wiedergegeben. Die [o)p, -Werte wurden
im 1-dm-Rohr bestimmt. Die Aufnahme der Rotationsdispersionskurven, welche wir Herrn
Dr. Ta. BURER verdanken, crfolgte mit der Apparatur nach Ta. BURER, M. KoHLeEr & Hs. H.
GUNTHARD, Helv. 47, 2216 (1958). Fir die Aluminiumoxid-Chromatogramme wurde ¢ Alumi-
niumoxid WoEkLM, alkalifrei (anndhernd neutral)» verwendet. Die relativen Oxydations-
geschwindigkeitskonstanten £* verdanken wir Herrn Dr. J. SCHREIBER [vgl. J. SCHREIBER &
A. ESCHENMOSER, Helv. 38, 1529 (1955)]. Fir die Papierchromatographie wurden dic Systeme
nach I. E. Busu [Biochem. J. 50, 370 (1952)] und A. ZaFrFarRON18) verwendet. Die Sichtbar-
machung der Flecke erfolgte durch Photokopie im UV. und durch Spriihen mit einer 7-proz.
mcthanolischen Phosphormolybdansdaure-Losung und Erhitzen auf 90°.
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2.12. (4)-(98)-9-Methyl-cis-dekalindion-(1,6) (III). 100 mg Hydroxyketon 11 wurden mit
Chrom(VI)-oxid in Aceton oxydiert. Nach tiblichem Aufarbeiten verblieben 97 mg dliges Produkt,
welches nach Chromatographie an 6 g Aluminiumoxid (Akt. IV, neutral) kristallisierte. Nach
Sublimation bei 45°/0,02 Torr Smp. 52 bis 54° und [o]p = +14° (¢ = 0,98, Benzol). IR.-Absorp-
tionsspektrum identisch mit dem von authentischem 9-Methyl-cis-dekalindion-(1,6)%)%). R. D.
(¢ = 0,1073, CHCly): negativer Corton-Effckt. [Mlg = --2000° und [Mly,, = +2650°.

2.13. (4)-(2S, 70S)-70-Methyl-cis-dekalol-(2) (IV). 70 mg Hydroxyketon 11 wurden mit 135mg
Hydrazinhydrat und 66 mg Kaliumhydroxid in 1,5 ml Di4dthylenglykol 1 Std. unter zcitweiligem
Umschiitteln auf 110° unter Riickfluss erhitzt. Man erhthte darauf die Tempcratur im Laufe von
3 Std. auf 210° wobei die leichtfliichtigen Anteile abdestilliert wurden. Nun kiihlte man rasch
ab und neutralisierte Destillat und Riickstand nach Zugabe von 30 ml Wasser mit ca. 6 ml 2~
Salzsdure. Extraktion mit Pentan, Waschen der Ausziige mit 0,18 Salzsiure, Kaliumhydrogen-
carbonat-Losung und Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat und Chromatographieren des Riick-
standes an Aluminiumoxid (Akt. III) ergab 65 mg Ol [o], = +1,2° (¢ = 0,96, Benzol), Rf (Ph/H)
= 0,44, IR.-Absorptionsspektrum9).

2.14. (+)-(708)-10-Methyi-cis-dekalon-(2) (V). 35 mg (10S)-10-Methyl-cis-dckalol-(2) (1V)
wurden mit Chrom(VI)-oxid in Aceton oxydiert und das Reaktionsgemisch wie iiblich aufgear-
beitet. Man erhiclt 32 mg (10S)-70-Methyl-cis-dekalon-(2) (V); nach Sublimation bei 40°/0,02 Torr
Smp. 63-64° und [a]p = +15° (¢ = 1,05, Benzol). IR.-Absorptionsspektrum in KBr?), identisch
mit demjenigen von authentischem (—)-(10R)-10-Methyl-cis-dekalon-(2)2)4). R. D. (¢ = 0,0926,
CHCl,) : negativer CorTon-Effekt. [M]y; = — 540° und [M]ye = + 982°.

2.2. (4)-(7&, 6&, 9S)-9-Methyi-cis-dekalindiol-(1,6) (VI). Die Verbindung mit Rf(Busk C) =
0,44 wurde dreimal aus Benzol-Ather umkristallisiert und im Hochvakuum sublimiert. Smp. 114~
115°, [a]p = +17° (¢ = 0,92, Feinsprit), Rf (P/T) = 0,08. #* = 5,6. 1R.-Absorptionsspcktrum?).

CuHggO  Ber. C71,69 H 10,949,  Gef. C 71,70 H 10,949,

2.21. (4)-(9S)-9-Methyl-cis-dekalindion-(7,6) (I1I). 70 mg Dihydroxydckalin VI wurden mit
Chrom(VTI)-oxid in Aceton oxydiert und wie {iblich aufgearbeitet. Die 62 mg kristallines Roh-
produkt ergaben nach zweimaligem Umlésen aus Ather-Petrolither und Sublimation im Hoch-
vakuum 53 mg reines Diketon III, Smp. 52-53° und [e]p = +14° (¢ = 1,05, Benzol). IR.-Ab-
sorptionsspektrum in KBr identisch mit demjenigen von authentischem 9-Mcthyl-cis-dckalindion-
(1,6)%)9), vgl. 2.12. .

2.3. Die Verbindung mit Rf(Busa C} = 0,38 kristallisicrt aus Accton-Benzol, Smp. 154-156°,
[a]lp = +26° (¢ = 1,08, Feinsprit), Rf (P/T) = 0,07. Dem IR.-Absorptionsspektrum?) zufolge
diirfte es sich um ein Dekalindiol handeln. Die kleine zur Verfiilgung stehende Menge erlaubte
keine weitere Untersuchung.

Die Analysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium (Lcitung W. MANSER)
ausgefiihrt.

SUMMARY
The constitution and configuration IT has been determined for a saturated hydroxy

ketone obtained earlier?) as a byproduct of the reduction of (4-)-4%-9-methyl-octalin-
3,8-dione by the microorganism Curvularia falcata.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich





