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Synthesis of optically active natural carotenoids and structurally related compounds.
I. Synthesis of the chiral key compound (4R,6R)-4-hydroxy-2,2,6-trimethylcyclo-
hexanone. — Summary. A technical synthesis of (4 R,6 R)-4-hydroxy-2,2,6-trimethylcyclo-
hexanonc (7) starting from the rcadily available oxo-isophoronc (2) is described. 7 is an ideal
precursor for the synthesis of naturally occurring, optically active hydroxylated carotenoids
(e.g. zeaxanthin, cryptoxanthin and structurally related compounds).

Chirality is introduced at C(6) by a stereoselective fermentative hydrogenation of the double
bond using baker’s yeast as the biocatalyst. Thereafter the carbonyl group at C(4) is reduced
selectively and stereospecifically by chemical methods to the corresponding alcohol. Chemical
reduction is preferably carried out by hydrogenation in the presence of a nickel catalyst or using
triisobutylaluminium as the reducing agent. Stability, stercochemistry and physical properties of
7 and the stercoisomers thereof are discussed.

1. Einfilhrung. — Carotinoide mit chiralen Hydroxylgruppen sind in der Natur
relativ hdufig anzutreffen. Grosse Verbreitung haben in der Pflanzenwelt z.B. das
3-Hydroxy- und das 3,3-Dihydroxy-Derivat von f-Carotin (Cryptoxanthin bzw.
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Zeaxanthin). Zeaxanthin ist beispielsweise die hauptsichliche Farbstoffkomponente
des gelben Mais [1]. Mit dem Futter wird es vom Gefliigel aufgenommen und als
Pigment im Eidotter und in der Haut abgelagert.

Natiirliche 3-Hydroxy-Carotinoide sind optisch aktiv. Durch Vergleich der ORD.-
Kurven von Zeaxanthinpriparaten aus verschiedenen Pflanzen, Algen und Bakterien
ist gezeigt worden, dass dieses natiirliche Pigment unabhingig von seiner Herkunft
an den asymmetrischen Zentren stets die gleiche absolute Konfiguration aufweist [2]
{3]. Dem natiirlichen Zeaxanthin ist in der Folge die (3R,3' R)-Konfiguration zugeord-
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net worden [4] [5]. Aus den ORD.-Spektren von Cryptoxanthin und vielen weiteren
3- und 3’-Hydroxy-Carotinoiden ist ausserdem ersichtlich, dass die Konfiguration
an C(3) bzw. C(3') ausnahmslos mit derjenigen von Zeaxanthin identisch ist [2] [4].

In racemischer Form sind Zeaxanthin und Cryptoxanthin bereits auf verschie-
denen Wegen synthetisiert worden [6-9]. Eine chemische Totalsynthese eines optisch
aktiven Hydroxy-Carotinoids ist jedoch bisher noch nicht beschrieben worden.

In dieser Mitteilung wird iiber die Herstellung eines chiralen Oxo-cyclohexanols
berichtet, das als Schliisselsubstanz fiir die Synthese natiirlicher 3-Hydroxy- bzw.
3,3’-Dihydroxy-Carotinoide (z.B. (3R,3’'R)-Zeaxanthin und (3R)-Cryptoxanthin)
sowie einer groBen Zahl strukturell verwandter Naturprodukte dienen kann.

2. (4R, 6R)-4-Hydroxy-2, 2, 6-trimethylcyclohexanon (7) - die chirale Schliissel-
verbindung. — Isophoron (1)) besitzt ein Kohlenstoffgeriist, das in der Natur
weit verbreitet ist. Viele Synthesen wvon sauerstoffhaltigen Carotinoiden und
strukturell verwandten Naturstoffen sind daher auf dieser preisgiinstigen Verbindung
aufgebaut worden (vgl. z.B. [10}). Technisch waren solche Synthesen bis vor kurzem
nicht attraktiv, da die fiir den Aufbau der erwihnten Naturprodukte notwendige
Einfuhrung einer Sauerstoffunktion in 4-Stellung von 1 aufwendig und teuer war
[6] [11-13]. In jiingster Zeit sind jedoch zwei Verfahren entwickelt worden, die Oxo-
isophoron (2)1) zu einem billigen und gut zuginglichen Synthesebaustein machen
[14] bzw. [15] [16] (siehe Schema T).
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Es war daher naheliegend, fiir unsere Versuche zur Herstellung einer chiralen
Schliisselverbindung Oxo-isophoron (2) als Ausgangsmaterial zu wihlen. Zunichst
haben wir versucht, in 2 selbst sowie in mehreren seiner Derivate die Hydroxyil-
gruppe durch direkte fermentative Reduktion der Carbonylgruppe unter Bildung
von chiralen Hydroxyketonen einzufithren. Die auf diesem Weg gewonnenen optisch
aktiven Hydroxy-cyclohexanone besassen jedoch durchwegs die unerwiinschte
S-Konfiguration [17].

Die Losung unseres Problems brachte schliesslich das Vorgehen nach Schema 2.
Durch eine stereoselektiv verlaufende, fermentative Reduktion der Doppelbindung
wird Oxo-isophoron (2) in das optisch aktive gesittigte Diketon 6 iibergefiihrt.

1) Die systematische Nomenklatur von 1 und 2 ist: 3,5,5-Trimethyl-2-cyclohexenon (1) bzw.
3,5, 5-Trimethyl-2-cyclohexen-1, 4-dion (2).
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Dieses lasst sich chemisch it grosser Selektivitit beziiglich der Carbonylgruppen
zum Gemisch der diastereomeren Hydroxyketone 7 und 8 reduzieren, wobei bei
geeigneter Wahl der Reaktionsbedingungen iiberwiegend das #rans-Diastereomere 7
entsteht. Dieses weist (4R,6R)-Konfiguration auf und besitzt somit an der entschei-
denden Stelle die absolute Konfiguration der natiirlichen 3-Hydroxy-Carotinoide.
Wegen des fermentativ eingefiihrten chiralen Zentrums treten die Antipoden der
Diastercomeren 7 und 8 nicht auf.

Ausgehend von 7 sollte die Synthese von natiirlichen Hydroxy-Carotinoiden und
anderen strukturell verwandten Naturstoffen keine prinzipiellen Schwierigkeiten
mehr bieten und mit Hilfe der in der Carotinoid-Chemie beniitzten Methoden durch-
fithrbar sein2.) (4R,6R)-4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (7) darf daher als
ideale, chirale Schliisselverbindung bezeichnet werden.

3. Fermentative Reduktion von Oxo-isophoron (2). - Als Biokatalysator
fiir die stereospezifische Reduktion von Oxo-isoplioron (2) hat sich Presshefe sehr gut
bewihrt. Sie vermag an 2 nicht nur die Doppelbindung, sondern in unterschiedlichem
Ausmass auch die beiden Ketogruppen zu reduzieren. Die Entstehung der Haupt-
produkte 6, 8, und 9 in einer Schiittelkultur mit einer Startkonzentration von 10 g
Oxo-isophoron (2) pro Liter ist in Fig. 1 als Funktion der Reaktionsdauer dargestellt.

© N g O HO”

@]
(r) HO (TR
6 8 9 10

Das vierte Produkt 10 wird nur in geringen Mengen gebildet. Es erreicht nach einer
Fermentationsdauer von ca. 24 Std. einen Sittigungswert, der lediglich 19, des
cingesetzten Oxo-isophorons (2) ausmacht und sicli im weiteren Verlauf der Fermen-
tation nicht mehr verindert.

Daraus ergeben sich {olgende Schlussfolgerungen: a) Die Reduktion der Doppel-
bindung verliuft sehr schnell. Die Konzentration an gesittigtem Diketon 6 nimmt
rasch zu, bis nach 32 Std. bzw. nach weitgehendem Verbrauch von 2 ein Maximal-
wert von 83%, erreicht wird. Danach nimmt die Konzentration von 6 infolge fortge-
setzter Bildung des Hydroxyketons 8 aus 6 ab. b) Die beiden ungesiittigten Hydroxy-
ketone 9 und 10 entstehen nur langsam und erreichen Sittigungswerte von 6 bzw.

2y Die Uberfuhrung von 7 in natiirliche Hydroxy-Carotinoide, z.B. (3 R, 3’R)-Zeaxanthin und
(3 R)-Cryptoxanthin, ist durch H. Mayer et al. (Hoffmann-La Roche & Co. AG) erfolgreich
durchgefithrt worden (Veréffentlichung in Vorbereitung).
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19, sobald die Eduktkonzentration auf 0 gesunken ist. Die Konzentration von 9 und
10 nimmt auch bei langer Fermentationsdauer nicht mehr ab, und Diole treten keine
auf. Daraus kann geschlossen werden, dass nach Hydrierung einer Ketogruppe ein
weiterer fermentativer Angriff auf die Doppelbindung oder auf die zwette Keto-
gruppe nicht mehr moglich ist.

3.1. Wahl der Reaktionsparameter. Zur Erzielung einer maximalen Ausbeute an
gesittigtem Diketon 6 muss die Fermentation abgebrochen werden, sobald die
maximale Konzentration an 6 erreicht ist. Fig. 2 zeigt, dass dieser Maximalwert
von der gewdhlten Anfangskonzentration an Oxo-isophoron (2) abhingig ist. Der
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Fig. 2. Ausbeute an Diketon 6 als Funktion dev Anfangskonzentration an Oxo-isophovon (2). (Es
wird die Maximalausbeute von 14 Girungen angegeben)

Maximalwert erhoht sich zunichst mit steigender Initialkonzentration an Oxo-
isophoron (2), durchlduft ein breites Plateau mit Werten von mehr als 809, und
sinkt beim Einsatz von mehr als 12 g/l (2) stark ab. Bei hoheren Konzentrationen
von 2 setzt offenbar eine Substrathemmung ein, die sich zwischen 7 und 12 g/l durch
eine Verlangsamung der Fermentation und oberhalb von 12 g/l durch eine Inakti-
vierung der Zellen bemerkbar macht. Fiir die Umwandlung von 2 in grossem Mass-
stab ist deshalb eine Eduktkonzentration von 10 g/l gewiihlt worden. Diese Kon-
zentration stellt einen Kompromiss dar zwischen dem Bestreben nach hohem Sub-
strateinsatz und der sich durch Substrathemmung verlingernden Fermentations-
dauer.

Eine Untersuchung weiterer Reaktionsparameter ergibt {olgende Richtlinien fiir
cine optimale Prozessfithrung:

Reaktionstemperatur: Die fermentative Hydrierung verliuft am schnellsten bei
30°.

Medvwn. Es geniigt eine einfache Zuckerlosung von 25 g/l in entionisiertem
Wasser.

Hefekonzentration: Der optimale Einsatz betrigt 50 g Nasshefe pro Liter.
pH-Wert: Massnahmen zur Regelung des pH-Wertes sind nicht notwendig, da
die Reaktion im weiten Bereich von pH 3-7 unbeeintrichtigt ablauit.

Deliiftung: Die Umsetzung wird schneller und vollstindiger, wenn das Reaktions-
geliss beliiftet wird.
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Sterilisation von Medium und Fermentersystem sowie alle Massnahmen zur
Verhiitung einer mikrobiellen Kontamination sind nicht nétig, da unter unseren
Bedingungen nie stérende Fremdinfektionen aufgetreten sind.

Aktivitit der Hefe: Die biokatalytische Aktivitit der Hefe ist nach einrer Umwand-
lung von 10 g Oxo-isophoron (2) pro Liter noch keineswegs erschépft. Die Biomasse
einer Schiittelkultur kann nach beendeter Transformation abzentrifugiert und im
gleichen Volumen frischen Mediums erneut zur Umsetzung von 10 g Oxo-isophoron
(2) pro Liter erfolgreich eingesetzt werden. Dieses Verfahren ist wiederholt worden,
bis ein deutlicher Riickgang in der Aktivitit festgestellt wird. Dabei zeigt die gleiche
Hefe in sechs aufeinanderfolgenden Einsitzen eine nahezu unverinderte Aktivitit.

Periodische Eduktzugabe zuy Evhohung der Effizienz: Um die volle Kapazitit der
Hefe im gleichen Arbeitsgang auszunutzen, ohne dass die Geschwindigkeit der Gérung
durch Substrathemmung beeintriachtigt wird, sind Versuche mit wiederholter
Eduktzugabe durchgefithrt worden. So zeigt beispielsweise ein (200 1)-Ansatz mit
2 kg Oxo-isophoron (2) (10 g/l) nach 24 Std. fast kein Ausgangsmaterial mehr und
es werden wieder 2 kg 2 und zudem 5 kg Zucker zugefiihrt. Nach weiteren 24 Std. wer-
den nochmals 1 kg 2 (5 g/1) und 2,5 kg Zucker zugesetzt. Der Verlauf dieser Fermenta-
tion ist in Fig. 3. wiedergegeben. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Aktivitat bei
der Reduktion der dritten Portion Oxo-isophoron (2) bereits stark vermindert ist.
Nach einer Fermentationsdauer von 90 Std. ist das eingesetzte 2 — total 5 kg bzw.
25 gfl - weitgehend umgesetzt und zu 819, in das gesittigte Diketon 6 verwandelt
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Fig. 3. Zeitlicher Verlauf dev fermentativen Umwandlung von Oxo-isophovon (2) zu gesdttigtem
Diketon 6 bei wiederholter Eduklzugabe im (200 1)-Fermentationsgefdss bei 30°. Total sind 25 g Oxo-
isophoron (2) pro Liter eingesetzt worden (10 g/l zu Beginn, 10 g/l nach 24 Std., 5 g/l nach 48 Std.)
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worden. Aus der Girbriihe sind 3,6 kg gut kristallisierendes, optisch reines Produkt 6
isoliert worden. Dies entspricht einer Ausbeute von 729%,.

Produkthemmung. Die sich wihrend der Umwandlung akkumulicrenden Produkte
scheinen ebenfalls eine hemmende Wirkung auf die Aktivitit des Biokatalysators
auszuiiben, Dies geht aus der Tatsache hervor, dass bei periodischer Eduktzugabe die
Reaktionsgeschwindigkeit bereits nach der Umwandlung von zwei Portionen Oxo-
isophoron (2) (je 10 g/1) deutlich absinkt. Zu diesem Effekt trdgt das Diketon 6 nicht
mehr in vollem Umfang bei, da es nach Erreichen seiner Sdttigungskonzentration
von ca. 1%, in der Garbrithe laufend auskristallisiert.

Déampfung der Produlthemmung durch Senkung der Reaktionstemperatur. Um das
leicht kristallisierende Diketon 6 noch wirksamer aus der Fermentationsbriihe aus-
zuscheiden, sind Experimente mit periodischer Eduktzufuhr bei tieferen Tempera-
turen durchgefithrt worden. Bei diesen linger dauernden Versuchen hat sich eine
suboptimale Arbeitstemperatur von 20° als ein guter Kompromiss erwiesen. Der
verlingerten Reaktionsdauer stehen folgende Vorteile gegeniiber: 1) langsamere
Inaktivierung der Hefe durch vermehrtes Auskristallisieren des hemmenden Produktes
und 2) geringerer Zuckerkonsum.

3.2. Das optimierte Verfahren. Der im exper. Teil im Detail beschriebene Ansatz
ist unter Berticksichtigung aller wesentlichen Ergebnisse unserer Untersuchungen
ausgefithrt worden. Unter periodischem Eduktzusatz kénnen in einem (200 1)-Fer-
mentationsgefiss 13 kg Oxo-isophoron (2) (65 g/l) bei einem Zuckerkonsum von nur
15 kg (75 g/1) in einem Arbeitsgang umgesetzt werden. Bei 20° betrigt die Reaktions-
dauer 17 Tage. Die Fermentation wird mit 5%, Presshefe und 2 kg Oxo-isophoron (2)
in einer 2,5proz. Zuckerldsung gestartet. Die weitere Zugabe von 2 erfolgt in Por-
tionen von je 1 kg (5 g/l) immer erst dann, wenn die Eduktkonzentration auf weniger
als 5 g/l abgesunken ist. Auf diese Weise arbeitet man stets mit relativ hohen, jedoch
noch nicht toxischen (Oxo-isophoron)-Konzentrationen. Die Nachfiitterung mit
Zucker erfolgt in Mengen von je 2 kg, nach Fermentationsdauer von 3, 6, 9, 12 und
15 Tagen. Den Verlauf dieser Umwandlung zeigt Fig. 4. Die Reaktionsgeschwindigkeit
bleibt wihrend der ersten 8 Tage nahezu konstant und betréigt tiglich 5 g/l (linearer
Anstieg der Produktkurve in Fig. 4.). Die Ausbeute betridgt 879%,. Aus dem Ansatz
sind 10,57 kg optisch reines 6 isoliert worden. Dies entspricht einer effektiven Aus-
beute von 80,3%,.

3.3. Absolute Konfiguration und physikalische Daten von (0R)-2,2,6-Trimethyl-
1,4-cyclohexandion (6). Das isolierte Fermentationsprodukt 6 besitzt einen Smp. von
91-92° (Racemat: 66-67°). Das ORD.-Spektrum zeigt einen stark negativen Cotfon-
Effekt und die spezifische Drehung betrigt [o]2 = —270° (¢ = 0,49, Methanol).
Mit Hilfe der Oktantenregel kann unter Addition der Beitrige beider Carbonyl-
gruppen auf (6 R)-Konfiguration geschlossen werden.

Die optische Reinheit des Produktes ldsst sich mit Hilfe der Kernresonanz in
Gegenwart von Eu(HFC)s als chiralem Verschiebungsreagens leicht wberpriifen.
IFiir Routinearbeiten gentigt der Smp. als Reinheitskriterium.

3.4. Versuche mit andeven Mikroorganismen. 100 verschiedene Mikroorganismen-
Stamme (16 Hefen, 33 Pilze, 15 gram-positive und 19 gram-negative Bakterien
sowie 17 Actinomyceten) sind beztiglich ihrer Fihigkeit zur biokatalytischen Re-
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Fig. 4. Zeitlicher Verlauf dev fermentativen Umwandlung von Oxo-isophovon (2) zum gesdttiglen
Diketon 6 bei peviodischer Edukizugabe im (200 l)-Fermentationsgefiss bei 20° (siche Text)

duktion von Oxo-isophoron (2) untersucht worden. In allen Fillen wird die Bildung
von gesittigtem Diketon 6 beobachtet. Dessen Ausbeute und die Anteile an un-
erwiinschten Nebenprodukten sind jedoch sehr unterschiedlich. Diese Resultate
zeigen, dass die Fahigkeit zur Reduktion der Doppelbindung am Oxo-isophoron (2)
im Reiche der Mikroorganismen sehr weit verbreitet ist.

4. Selektive chemische Reduktion von (6R)-2,2,6-Trimethyl-1,4-cyclo-
hexandion (6) zum (4R,6R)-4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (7). -
4.1. Aligemeines. Die direkte Uberfiihrung des optisch aktiven Diketons 6 ins

Schema 3
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(R,R)-Hydroxyketon 7 stellt an die Selektivitit der Reaktion betrichtliche An-
forderungen: a) keine Racemisierung an C(6), verursacht durch Enolisierung unter
nicht-neutralen Bedingungen; b) keine Bildung von Diolen, d.h. kein gleichzeitiger
Angriff des Reduktionsmittels auf beide Carbonylgruppen; c) ausschliessliche
Reduktion der Carbonylgruppe an C(4); d) ausschliesslicher Angriff des Wasserstoffs
von der a-Seite her unter Bildung des Hydroxyketons 7.

Diese Selektivititsanforderungen miissen im Hinblick auf ein technisches Ver-
fahren moglichst gut erfiillt werden, da sonst schwer trennbare oder ginzlich un-
brauchbare Gemische gebildet werden. Die in der Literatur beschriebenen Reduk-
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tionen des racemischen Diketons 11 sind diesbeziiglich nicht sehr ermutigend. Fiir die
Uberfithrung von 11 ins racemische Hydroxyketon 13 benétigten Mori et al. [18)
cine Sequenz mit nicht weniger als 7 Schritten. Vorher bekannte Verfahren {19] [20]
zur Herstellung von 13 waren von Mori et al. offenbar untersucht, aber als weniger
attraktiv verworfen worden. Derselbe Autor beschrieb kurz darauf die Uberfiithrung
des racemischen Diketons 11 in den Tetrahydropyranyldther 14 des (4 R,65)-Hydroxy-
ketons 15, ebenfalls in 7 Schritten [21]. Die Racematspaltung erfolgte am bei der
Hydrierung in hoher Ausbeute anfallenden, didquatorialen frans-Hydroxyketon 12.
Das freic (4R,45)-Hydroxyketon 15 wurde nicht hergestellt und konnte auch durch
Racematspaltung des Hydroxyketons 13 nicht gewonnen werden.

Es ist bemerkenswert, dass bei der Hydrierung des Diketons 11 in Gegenwart von
Platin sehr selektiv nur die sterisch gehinderte Carbonylgruppe angegriffen wird.
Oritant & Yamashita [19] reduzierten andererseits direkt und selektiv die sterisch
weniger gehinderte Carbonylgruppe mittels Natriumborhydrid, ohne jedoch experi-
mentelle und quantitative Angaben zu machen.

Unsere Vorversuche mit racemischem Material haben bei der Natriumborhydrid-
Reduktion grosse Unspezifitdt und eine starke Tendenz zur weiter gehenden Reduk-
tion gezeigt Andere metallorganische Reduktionsmittel ergaben demgegeniiber
wesentlich giinstigere Resultate. Von verschiedenen Hydrierungskatalysatoren [22]
zeigt speziell Raney-Nickel ein im Vergleich zum Platin entgegengesetztes Ver-
halten: es wird bevorzugt die sterisch weniger gehinderte Carbonylgruppe zum
Alkohol reduziert. Wir haben sowohl die katalytische Hydrierung mit Raney-Nickel
als auch die Reduktion mit metallorganischen Reduktionsmitteln beziiglich einer
selektiven und stereospezifischen Reduktion von (6R)-2,2,6-Trimethyl-1,4-cyclo-
hexandion (6) einer eingehenden Priifung unterzogen.

4.2. Reduktion wmit Triisobutylaluminiwm. Uber die Stereoselektivitit bei der
Reduktion von cyclischen Ketonen im allgemeinen {23] {24] und von Dihydro-iso-
phoron im besonderen [25-28] ist schon viel berichtet worden. Zur Steigerung der
Stereoselektivitit der Reagentien werden bevorzugt partiell durch Alkoxy- bzw.
Aryloxyreste substituierte Metallhydride verwendet. Durch das derart vergrésserte
Volumen des Reduktionsmittels soll ein méglichst ausschliesslicher Angriff an der
sterisch weniger gehinderten Stelle gewihrleistet werden. Im Hinblick auf die Kon-
figuration der Reduktionsprodukte aus cyclischen Ketonen ist zu beachten, dass
unter dem Einfluss sterisch hindernder Substituenten nicht die Produktstabilitit, son-
dern die sterischen Gegebenheiten der Molekiile den Verlauf der Reduktion bestim-
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men [24]. Die Stereoselektivitat solcher Reagentien ist gross bei zusdtzlicher inter-
molekularer Assoziation (z.B. bei Methoxyderivaten) und mit sehr sperrigen Alkoxy-
bzw. Aryloxy-Substituenten unter der Bedingung, dass im Reaktionsmedium keine
Disproportionierung des Reduktionsmittels erfolgt. Reagentien dieser Art sind jedoch
relativ teuer.

Orientierende Versuche mit verschiedenen Reduktionsmitteln ergaben die in
Tab. 1 festgehaltenen Resultate. Daraus geht hervor, dass unser Beispiel keineswegs
einen Modellfall darstellt und nur das Triisobutylaluminium (TIBA) ausgeprigt die
gewiinschte Regio- und Stereoselektivitat (— 7) gewihrleistet. Die anderen Reagen-
tien fithren bevorzugt zum unerwiinschten Hydroxyketon 12a (4 S,5 R-Komponente
des Racemates 12) oder greifen unsperzifisch beide Ketogruppen gleichzeitig an.

Die eingehendere Untersuchung der Stereoselektivitdt der Reaktion mit TIBA
ergab zunichst ein recht verwirrendes Bild: Mit 1 bis 1,5 Aquivalenten Reduktions-
mittel bildet sich zwar vorwiegend 7, lasst sich aber unter keinen Umstinden ein
voller Umsatz erzielen. Hohere Uberschiisse an Reagens 1dsen dieses Problem, ergeben
aber bei schlechter Reproduzierbarkeit entweder hohe Ausbeuten an unerwiinschtem
cts-Hydroxyketon 8 oder sehr grosse Mengen Diolgemisch (16; vgl. Tab. 1). Zur
Erklirung dieses Phinomens kann angenommen werden, dass das erste Aquivalent
TIBA zunichst die Carbonylgruppe an C(4) komplexiert. Je nachdem, ob darauf die
Reduktion aus diesem Komplex heraus oder aber durch ein zweites Aquivalent TIBA
von aussen erfolgt, entsteht bevorzugt #rans-Hydroxyketon 7, cis-Hydroxyketon 8
und (oder) Diolgemisch 16.

Bei genauester Einhaltung der im exper. Teil beschriebenen Bedingungen ist die
stereoselektive Bildung des trans-Hydroxyketons 7 mittels TIBA befriedigend und
gut reproduzierbar. Besonders zu beachten sind die genaue Dosierung und schnelle
Zugabe des Reagens, die Reaktionstemperatur von —40° und die sofortige, moglichst
neutrale Aufarbeitung zur Vermeidung von Epimerisierung an C(6).

4.3. Selektive Hydrierung mit Raney-Nickel. Mori [21] hat bewiesen und mit
Erstaunen festgestellt, dass das Racement des Diketons 6, ndmlich 11, mit Platin in
hoher Ausbeute an der sterisch gehinderten Stelle zum racemischen Hydroxyketon
12 hydriert wird (vgl. Tab. 2, Verfahren 1). Nicht minder erstaunlich ist es, dass mit
Raney-Nickel als Katalysator das gleiche Ausgangsmaterial mit entgegengesetzter
Regioselektivitit ins racemische Isomerengemisch 7 + 8 tibergefithrt wird [22] (vgl.
Tab. 2, Verfahren 4).

Analoge Umsetzungen mit optisch aktivem Diketon 6 haben diese Resultate be-
stitigt, offenbarten aber gleichzeitig die Problematik der Stereoselektivitdt. Bei der
mit Platin katalysierten Hydrierung von 6 entsteht in 78proz. Ausbeute das optisch
aktive Hydroxyketon 12 [29]. Mit k#uflichem, unbehandeltem Raney-Nickel als
Katalysator (analog Verfahren 4 in Tab. 2) entsteht das gewiinschte frans-Hydroxy-
keton 7 nur in héchstens 509, Ausbeute. Die Nebenprodukte, cis-Hydroxyketon 8
und Racemat, sind unbrauchbar und erschweren die Aufarbeitung.

Die Tatsache, dass die Hydrierung mit Rawney-Nickel bei Zusatz von Natrium-
carbonat noch vermehrt die unerwiinschten cis-Isomeren 8 und 15 lefert {vgl. Tab. 2,
Verfahren 3), haben wir dahin gedeutet, dass das unter sterischer Reaktionskontrolle
[24] entstehende #rans-Hydroxyketon 7 mit axialer Hydroxylgruppe sekundir zum
tridiquatorialen cfs-Hydroxyketon 15 der Konfiguration (4R,6S) isomerisiert wird.
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Eingeleitet wird dieser Vorgang durch Enolisierung der Ketogruppe unter dem Ein-
fluss der Base mit nachfolgender Inversion an C(6). Neben dem gewiinschten frans-
Hydroxyketon 7 enthalten solche Gemische also nicht nur das primir gebildete
(45,6 R)-Hydroxyketon 8, sondern auch das (4 R,6S5)-Hydroxyketon 15 und in ge-
ringer Menge auch das frans-Isomere 17.

Durch sukzessive Eliminierung der iiblicherweise in Ramney-Nickel enthaltenen
Base durch verschiedene Waschprozesse und durch Senkung der Katalysatormenge
lassen sich Hydrierungsprodukte mit steigendem Gehalt an frans-Hydroxyketon 7
herstellen. Als Nachteil dieser Verfahrensmodifikationen ergeben sich lingere Reak-
tionsdauern. Mit vollig neutralem Katalysator ist die Hydrierung blockiert. Unter
den im exper. Teil beschriebenen Bedingungen — einschliesslich Vorbehandlung des
Katalysators — entsteht das gewiinschte trans-Hydroxyketon 7 in bis zu 859, Aus-
beute mit dem cis-Isomeren 8 als einzigem Nebenprodukt (vgl. Tab. 2, Verfahren 5).
Variation des Lésungsmittels, Anderung der Reaktionstemperatur oder Verwendung
von Katalysatorzusidtzen bringen keine weitere Verbesserung. Es sollte in Konzen-
trationen von 16 bis 259%, Diketon 6 gearbeitet werden, da sonst Schwierigkeiten
auftreten. So kommt bei allzu grosser Verdiinnung die Hydrierung aus bisher nicht
geklarten Griinden plotzlich zum Stillstand. Der Katalysator kann unter jeweiligem
Zusatz eines Viertels seines Gewichtes an frischem Material mehrmals wiederver-
wendet werden.

4.4. Isolierung des (4R ,6R)-Hydroxyketons 7 aus Reaktionsgemischen. Rohprodukte
von Reduktionen mit TIBA enthalten ca. 209, Ausgangsmaterial (vgl. Tab. 1). Dieses
wird ungefihr zur Hilfte durch Kristallisation aus Diisopropylither abgetrennt.
Das verbleibende Gemisch kann zwar an Kieselgel chromatographisch getrennt
werden, doch ist diese Methode fiir Ansdtze im technischen Massstab ungeeignet und
birgt zudem, wie die Erfahrung gezeigt hat, die Gefahr einer partiellen Epimeri-
sierung an C(6) in sich. Von verschiedenen organischen Ldsungsmitteln gibt im
Verteilungsversuch mit Wasser Diisopropyldather einen relativ giinstigen Trenn-
effekt. Polaritdtsmdssig liegt das Ausgangsmaterial 6 zwischen dem #rans-Hydroxy-
keton 7 und dem am stérksten polaren cis-Hydroxyketon 8. Diese Polaritatsunter-
schiede erméglichen eine weitgehende Auftrennung von Reaktionsgemischen der
beschriebenen Art durch Gegenstromverteilung in einer Craig-Apparatur.

Aus der Lage des Ausgangsmaterials 6 in der Polarititsreihe zwischen den beiden
Reduktionsprodukten geht aber klar hervor, dass zur besseren Effizienz des Trenn-
verfahrens eduktfreie Rohprodukte angestrebt werden sollten. Dieser Umstand und
andere skonomische Uberlegungen haben den Anlass zur Entwicklung des Hydrier-
verfahrens mit Raney-Nickel gegeben, welches wesentlich leichter trennbare Roh-
produkte liefert (vgl. Tab. 1 und 2). Bei den Gegenstrom-Trennoperationen fallt
auch das ¢zs-Isomere 8 in grésseren Mengen in reiner Form an.

4.5. Stabilitit, Konformation und Isomerisierung der Hydvoxyketone 7 und 8, Das
unter sterischer Reaktionskontrolle [24] in hoher Ausbeute hergestellte (4R,6R)-
Hydroxyketon 7 besitzt eine axiale und das (4S,6 K)-Hydroxyketon 8 (Nebenprodukt)
eine dquatoriale Hydroxylgruppe. Dadurch ist 7 relativ unstabil. Durch Anderung
der Ringkonformation ist eine Stabilisierung nicht moglich, da die Alternativiorm
zwei axiale Methylgruppen aufweist und daher energetisch noch ungiinstiger ist.
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Eine Stabilisierung ist jedoch moglich bei gleichzeitiger Inversion der Konfiguration
am C(6) tiber die Enolform der Carbonylgruppe.

Schema 5

(4 R,6 It)-Hydroxyketon 7 (4 S,6 R)-Hydroxyketon 8

r :
o

OH
(4 R,6S)-Hydroxyketon 15 (45,6 S)-Hydroxyketon 17
O
\ﬂ —
(6 S)-Diketon 18

Beim Umgang mit dem Hydroxyketon 7 sind daher saure oder basische Bedin-
gungen und auch hohere Temperaturen zu vermeiden. Bei 24 Std. Kochen in Tetra-
chlorkohlenstoff z.B. werden bereits 50%, 7 ins (4 R,65)-Hydroxyketon 15 umgelagert.
Bei Einwirkung von Salzsiure (vgl. exper. Teil) stellt sich schon bei Rautntemperatur
sowohl ausgehend von 7 als auch ausgehend von 8 in wenigen Minuten ein Gleich-
gewicht ein, das in beiden Fillen zu 85%, das entsprechende cis-Isomere mit dqua-
torialer Hydroxylgruppe enthilt. Diese Isomerisierungen kénnen, da sie ohne Neben-
reaktionen verlaufen und die jeweiligen Diastereomerenpaare im Gegenstromver-
fahren praktisch quantitativ trennbar sind, zu prédparativen Zwecken geniitzt
werden. Dies ist fiir die Alkylierung der Ketogruppe mit nachfolgender Wasser-
abspaltung unter Umstinden von Bedeutung.

Wir haben die beiden (6S)-Hydroxyketone 15 und 17 aus den Aquilibrierungs-
gemischen isoliert, charakterisiert und durch Oxydation mit Chromsiure aus beiden
Verbindungen das (6S)-Diketon 18 erhalten. Dieses besitzt eine spezifische Drehung
von [ = 4270° (¢ = 0,29, Methanol) und damit wie erwartet den gleichen ab-
soluten Betrag wie das fermentativ hergestellte (6.R)-Diketon 6.

Die physikalischen Daten der in dieser Arbeit beschriebenen optisch aktiven
Trimethylcyclohexanderivate sind in Tab. 3 zusammengefasst.
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Experimenteller Teil

1. Analytik. - 1.1. Uberwachung von Fermentationsansdtzen. Proben von 5-10 ml wurden 2mal
mit Methylenchlorid extrahiert und der Eindampfriickstand aus den vereinigten und getrockne-
ten Methylenchloridphasen in Dioxan aufgenommen. Die Dioxanlésung wurde auf einem pro-
grammierbaren Gas-Chromatographen unter folgenden Bedingungen analysiert: (2 m)-Glassdule
beschickt mit Carbowax 20 M 59%,, Starttemperatur 120°, Temperaturanstieg 3,3°/Min., End-
temperatur 200°.

1.2. Uberwachung dev Herstellung und Reinheit dev Hydvoxyketone. — Vorbeveitung der Proben.
Hydrierproben wurden vom Katalysator befreit. Bei Reduktionen mit metallorganischen Rea-
gentien wurden die Proben mit 10proz. Salzsdurc zersetzt und dann neutral gewaschen. Die
wisserigen Phasen wurden mit Essigester extrahiert und diese Extrakte separat untersucht.
Aquilibrierungsproben wurden mit Natriumhydrogencarbonatlésung neutral gewaschen. Roh-
und Reinprodukte wurden in Methylenchlorid geldst.

Gas-Chromatogramme. (2 m-Glassdule, beschickt mit QF; 5%, Blocktemperatur 180°, Siu-
lentemperatur 130°). Diinnschichichromatogramme wurden auf DC.-Fertigplatten, Kieselgel Fasq
(Merck), ausgefihrt, mit Komarowskys Reagens bespritht und mit dem Heissluftién entwickelt.

1.3. Schmelzpunkte sind korrigiert.

1.4. Optische Reinheit. Notwendige Uberpriifungen erfolgten mittels tH-NMR. unter Zusatz
von Eu(HFC)3 als chiralem Verschiebungsreagens.

2. Fermentative Umwandlung von Oxo-isophoron (2) zum (6 R)-2,2,6-Trimethyl-
1,4-cyclohexandion (6). — 2.1. Mikroorganismen. Als Biokatalysator wurde handelstibliche
Presshefe (Fa. Klipfel, Rheinfelden, Schweiz) verwendet. Alle Transformationsexperimente wur-
den mit stationdren Zellen durchgefiihrt.

2.2. Fermentationsgefdsse. Grossansitze wurden in einem Umwurf-Fermenter der Firma
Biologische Verfahvemstechnik, Basel, mit einem Arbeitsvolumen von 200 1 ausgefithrt. Bei
Kleinansitzen erfolgte die Bebriitung entweder als Schiittelkultur in einem mit Watte ver-
schlossenen Erlenmeyerkolben in einem thermostatisierten Brutraum oder in einem thermostati-
sierbaren Laborfermenter.

2.3. Umwandlung vorn 2 in 6. In einem (200 1)-Umwurf-Fermenter wurde eine Ldsung von
5 kg Zucker in 2001 entionisiertem Wasser auf 20° thermostatisiert und mit 10 kg Presshefe
versetzt. Unter Rithren (800 U/Min.) und Beliften (3200 1/Std.) wurde die Suspension nach
ciner Angérzeit von 30 Min. mit 2 kg Oxo-isophoron (2) versetzt. Zur Schaumbekdmpfung wurden
20 ml Polypropylen-glycol-monobutylither zugesetzt. Der Umsatz wurde analytisch verfolgt und
jedes umgesetzte volle kg Oxo-isophoron (2) durch eine cntsprechende Menge neuen Ausgangs-
materials ersetzt, bis nach einer Fermentationsdauer von 17 Tagen total 13 kg Oxo-isophoron (2)
zugegeben und zum gréssten Teil umgesetzt waren. Nach 3, 6, 9, 12 und 15 Tagen wurden zudem
jeweils 2 kg Zucker zugegeben (totaler Zuckerzusatz: 15 kg).

2.4. Isolierung des Feymentationsproduktes. Die durch die mehrtigige Beliiftung auf ca. 180 1
eingedickte Garbrithe — eine feine Suspension von Mycel und auskristallisiertem Produkt — wurde
zur Verbesserung der Filtrierbarkeit mit 5 kg Dicalite-Speedex (Filterhilfsmittel) verrtthrt und
dann genutscht. Filtrat und Festkérper wurden separat, aber analog aufgearbeitet: Durch er-
schépfende Extraktion mit Methylenchlorid und Eindampfen der Extraktionslésungen wurden
aus dem Festkorper 9,43 kg durchkristallisiertes Material und aus dem Filtrat 3,63 kg 6lige
Kristallsuspension isoliert. Ebenfalls separat wurden die beiden Rohproduktchargen in Diiso-
propylather aufgenommen, mit Aktivkohle behandelt und aus Diisopropylather kristallisiert.
Total wurden so 10,57 kg (80,3%) reines (6 R)-2,2,6-Trimethyl-1,4-cyclohexandion (6) isoliert,
Smp. 91-92°, [a]} = —270° (¢ = 0,4%, Methanol).

3. Selektive Reduktion des Fermentationsproduktes zum (4R,6R)-4-Hydroxy-
2,2,6-trimethylcyclohexanon (7). — 3.1. Reduktion mit 1,4 Mol-Aquiv. TIBA. In einem (10 1)-
Sulfierkolben, versehen mit Rithrer, Thermometer, CaClg-Rohr und einer Vorrichtung zum Arbei-
ten unter Inertgas, wurden unter Riithren 120 g (0,78 mol) (6 R)-2, 2,6-Trimethyl-1,4-cyclohexan-
dion (6) in 4,7 1 Toluol gelyst. Die Apparatur wurde unter Argon gesetzt und die Lésung anschlies-
send auf —40° gekiihlt. Die entstandene Kristallsuspension wurde unter fortgesetztem Rithren
méglichst rasch, d.h. in ca. 15 Sek., mit 216 g (270 ml) Triisobutylaluminium (TIBA) in 810 ml
Toluol versetzt. Die trotz intensiver Kiihlung auf —17° gestiegene Temperatur des Gemisches
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wurde sofort wieder auf — 40° gesenkt. Nach total 30 Min. Reaktion wurde die hellgelbe Lisung
mit 1480 ml 10proz. Salzsdure versetzt und noch weitere 10 Min. gerithrt. Wegen der Gefahr der
Isomerisierung des Produktes 7 zu 15 wurde unverziiglich unter Zusatz von Eis mit Methylen-
chlorid erschopfend extrahiert. Das §lige Rohprodukt (116 g) wies gemiss gas-chromatographi-
scher Analyse folgende Zusammensetzung auf: 669 (4 R,6 R)-Hydroxyketon 7, 10% (45,6 R)-
Hydroxyketon 8, 199, Edukt 6, 29, Diole und 3%, isomere Hydroxyketone.

Das Gemisch wurde in 65 ml heissem Diisopropyléather geltst und 15 Std. bei 5° stehen ge-
lassen. Das auskristallisierte Ausgangsmaterial wurde abfiltriert (12 g bzw. 109, der eingesetzten
Menge) und die Mutterlauge durch Verteilung zwischen Wasser und Diisopropylither in einem
Craigschen Verteilungsapparat, bestehend aus 106 (2 1)-Elementen, getrennt.

Es wurden folgende Ausbeuten an Reinsubstanzen erziclt3): 72 g (69,19,) (4 R,6 R)-4-Hydroxy-

2,2,6-trimethylcyclohexanon (7): Smp. 49,5-50,5° (aus Ather/n-Hexan), [e]fy = —113,6° (¢ =
0,49%,, Methanol); 5,5 g (5,3%) (4S,6R)-4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (8): Smp.
51,5-52,5° (aus Ather/n-Hexan), [a]}y = —104,9° (¢ = 0,8%, Methanol); 5,1 g (4,29) Ausgangs-
material 6.

3.2. Reduktion mit Wasserstoff. 600 g wasserfeuchtes Raney-Nickel4) wurden zur Verminderung
der Basizitdat mit 1,2 1 entionisiertem Wasser wiahrend 1 Min. verrithrt, dann genutscht und auf
der Nutsche mit weiteren 1,21 Wasser und anschliessend unter Aufschlaimmen und Argonbegasung
mit 3,6 I Methanol gewaschen. Der methanolfeuchte IKatalysator wurde sofort mit 51 Methanol
in ein (10 1)-Hydriergefdss gespiilt.

Nach Zugabe von 1500 g (6 R)-2,2,6-Trimethyl-1,4-cyclohexandion (6) wurde unter Wasser-
stoff gesetzt und die Hydrierung unter Rithren gestartet. Nach Aufnahme von 1 Mol-Aquiv.
Wasserstoff (ca. 233 1) kam die Reaktion zum Stillstand. Der Katalysator wurde abfiltriert, das
Filtrat mit 15 ml Eisessig versetzt und eingedampft. Das ¢lige Roliprodukt, 1517 g ((7/8)-Gemisch
82:18), wurde mit Diisopropylither auf 3 1 verdiinnt und je 1 1 davon in die ersten drei (2 1)-
Elemente eines 106stufigen Craig-Apparates eingefiillt. Eine Verteilungsoperation zwischen
Diisopropyldther und Wasser ergab 1162 g 95proz. (4 R,6 R)-Hydroxyketon 7, woraus durch
Kristallisation aus Diisopropylither 1020 g isomerenfreie Reinsubstanz, Smp. 49,5-50,5°, ge-
wonnen wurden.

Durch weitere, analoge Auftrennung der restlichen Gemische wurden insgesamt folgende
Ausbeuten erzielt: 1172 g (77,2%) (4 R,6 R)-4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (7): Smp.
49,5-50,5° (aus Ather/n-Hexan), [a]& = —113,9° (¢ = 0,8%,, Methanol); 170 g (11,29,) (4 S,6 R)-4-
Hydroxy-2, 2, 6-trimethylcyclohexanon (8): Smp. 51,5-52,5° (aus Ather/n-Hexan), [aj}y =
—104,2° (¢ = 0,8%,, Methanol).

4. Aquilibrierung der optisch aktiven Hydroxyketone. — 4.1. Herstellung von (4R,6S)
4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (15). 750 g (4 R,6 R)-4-Hydroxy-2, 2,6-trimethylcyclo-
hexanon (7) wurden in 4,5 1 Methylenchlorid geldst, mit 150 ml 37proz. Salzsdure versetzt und
30 Min. bei RT. gerithrt. Das Gemisch wurde mit Natriumhydrogencarbonat neutral gewaschen
und restliches Produkt aus den wisscrigen Phasen mit Methylenchlorid extrahicrt. Die organischen
Phasen wurden vereinigt und eingedampft. Das &lige Rohprodukt, bestehend aus 86%, (4 R,6 S)-
Hydroxyketon 15 und 149 (4 R,6 R)-Hydroxyketon 7, wurde mit Diisopropyldther auf 21 ver-
diinnt und je 11 davon in die ersten beiden (2 1)-Elemente eines 106stufigen Craig-Apparates
eingefiillt. Eine Verteilungsoperation zwischen Diisopropyldther und Wasser iiber samtliche
Elemente ergab 574 g bis zu 99,3%, angereichertes (4 R,6 S)-Hydroxyketon 15. Durch Kristallisa-
tion aus Ather/n-Hexan wurden 505 g (679%) isomcrenfreie Reinsubstanz gewonnen: Smp. 52-53°,
(] = 4107,4° (¢ = 0,8%, Methanol).

Die restlichen Mischfraktionen (242 g) konnten durch erncute Craig-Verteilung praktisch
vollstandig aufgetrennt werden.

4.2. Herstellung von (45,6 S)-4-Hydroxy-2, 2, 6-tvimethylcyclohexanon (17). 400 g (45,6 R)-4-
Hydroxy-2, 2,6-trimethylcyclohexanon (8) wurden in 2 1 Methylenchlorid gelést, mit 50 ml
37proz. Salzsdure versetzt und 60 Min. bei RT. gerithrt. Das Gemisch wurde wie unter 4.1. aufge-
arbeitet. Das Rohprodukt, bestehend aus 849, (45,6 R)-Hydroxyketon 8 und 169% (4S5,65)-
3)  Die Ausbeuten an Hydroxyketonen verstehen sich unter Beriicksichtigung der total zurfick-

gewonnenen 14,29, Ausgangsmaterial 6.

4) Handelsprodukt der Firma Dewmierre, Genl.
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Hydroxyketon 17 wurde durch Verteilung zwischen Wasser und Diisopropyldther in einer Craig-
Apparatur aufgetrennt: 49 g (12,3%) (4S,65)-4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (17):
Smip. 50-51° (aus Ather/n-Hexan), [«]¥ = +113,5° (¢ = 0,6%, Methanol); 326 g (81,8%) (4 S,6 R)-
4-Hydroxy-2, 2, 6-trimethylcyclobexanon (8), umkristallisiert aus Ather/n-Hexan.

5. (65)-2,2,6-Trimethyl-1,4-cyclohexandion (18) durch Oxydation von (4R,6S)-4-
Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (15). — 6 g Chromtrioxid (p.a.) wurden in einem
(100 ml)-Messkolben in 5,2 ml Wasser gelsst und mit Essigsdure (p.a.) auf 100 ml verdiinnt.

5 g (32 mmol) (4R,68S)-4-Hydroxy-2,2,6-trimethylcyclohexanon (15) wurden in 50 ml
Essigsdure (p.a.) gelost und unter Rihren wihrend 4 Min. mit 20 ml obiger Chromsaurelésung
(12 mmol Chromtrioxid) versetzt. Nach 30 Min. wurde das griine Gemisch analog nochmals mit
20 ml Chromsdurelésung (12 mmol Chromtrioxid) versetzt und weitere 21/3 Std. bei RT. geriihrt.
Nach Zugabe von 400 g Eis wurde das Produkt 18 mit Methylenchlorid erschdpfend extrahiert.
Das weisse, kristalline Rohprodukt (4,8 g) wurde aus Ather/n-Hexan kristallisiert: 4,1 g 18
(82%), Smp. 91-91,5°, [a]}) = 4-270° (¢ = 0,2%, Methanol).

Fiir die Aufnahme und Interpretation der Spektren mochten wir den Herren Dr. G. Englert
und Dr. W. Arnold (Kernresonanzspektren) und Dr. K. Noack (ORD.- und CD.-Untersuchungen)
bestens danken. Der gleiche Dank gebithrt den Herren Dr. M. Vecchi und G. Oesterhelt fir eine
grosse Anzahl gas-chromatographischer Analysen.
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