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Asymmetric reduction of 4(5)-oxocarboxylic acids (esters) by baker’s yeast and cyclization in
acidic media yields optically active y(d)-lactones. The evaluation of their chirality and optical
purity was carried out by HPLC (HRGC) analysis of the corresponding 1.4(1.5)-diols via dia-
stereomeric esters with (R)-Mosher acid (MTPA) and ($)-O-acyllactic acids respectively. By in-
creasing the 4(5) alkyl side chain 4R(5R) configurated y(d)-lactones with high ee-values are

generated.

Einleitung

Uber den Einsatz von Mikroorganismen zur pri-
parativen Darstellung chiraler Alkohole wird in der
neueren Literatur mehrfach berichtet [1—8]. Tuy-
nenburg Muys er al. [9] haben als erste versucht. aus-
gehend von 4(5)-Oxocarbonsduren als prochiralen
Vorstufen durch asymmetrische Reduktion mit He-
fen zu optisch aktiven 4(5)-Hydroxycarbonsiduren
bzw. y(d)-Lactonen zu gelangen. Fiir die Beurteilung
der optischen Reinheit der erhaltenen y(0)-Lactone
standen allerdings bislang — aufler der Messung der
optischen Aktivitit — keine Mdglichkeiten zur Ver-
fliigung. Wir berichten tiber die Konfigurationszuord-
nung und die analytische Differenzierung der durch
Hefereduktion erhaltenen chiralen y(d)-Lactone.

Experimentelle Angaben
1. Geriite

GC/MS: Carlo Erba HRGC 5160/Finnigan MAT
ITD 700.

GC: HP 5830 A bzw. DANI 6500; DB 210 — 30 W
(30 m) bzw. SE 54 (25 m) fused silica, 0,32 mm i.D.

'"H-NMR: Bruker WM 400, Losungsmittel C¢Dy.
interner Standard TMS, 400 MHz.

HPLC: Gilson: Modell 303 mit Gilson-Holo-
chrome-UV/VIS-Detektor (190—600 um). Einspritz-
system (Rheodyne, Mod. 7125).
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HPLC (prédp.): LEWA Pumpe (max. Fordermen-
ge 3.3 I/h; max. 160 bar) mit Pulsationsddmpfung und
Filterphotometer der Fa. KNAUER.

2.1 4-Alkylsubstituierte y-Lactone durch Hefereduk-
tion von 4-Oxocarboxylaten

Zu 18,0 g Bickerhefe, suspendiert in 100 ml
10prozentiger Hefeextraktlosung (Merck). werden
im Verlauf von 3 h unter Riihren bei 30 °C 60 ml
30prozentige Glucoselosung und 1,2 ml einer 10pro-
zentigen Losung des Na-Salzes der entsprechenden
4-Oxosdure*™ zugegeben.

Aufarbeitung: Nach 24 h wird zentrifugiert, das
Zentrifugat mit 10 ml H,SO, conc. versetzt und 2 h
geriihrt. Man séttigt die Losung mit NaCl und extra-
hiert mit Diethylether. Nach dem Trocknen des
Etherextrakts und Entfernen des Losungsmittels
wird chromatographisch gereinigt.

SC: SiO, 63-220 um. Petrolether/Ether 95:5
(85:15). Reinheitskontrolle: SE 54, 25 m.

v-Pentalacton: 90° isotherm, Rr=1.86 min; y-No-
nalacton: 140° isotherm, Ry =2,86 min; y-Undeca-
lacton: 150° isotherm, Ry=4,57 min.

2.2 5-Alkylsubstituierte 6-Lactone durch Reduktion
von 5-Oxo-Carboxylaten (a) bzw. 5-Oxosdure-
methylestern (b)

Methode (a): analog 2.1 mit folg. Anderungen:
10,0 g Biackerhefe in 60 ml 10prozentigem Hefe-

** Die eingesetzten Substrate werden nach bekannten
Verfahren synthetisiert: die Identifizierung der Produk-
te erfolgte mit Hilfe optisch reiner Referenzsubstanzen
(vgl. Lit. [10. 11]).
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extrakt., 33 ml 30prozentige Glucoselosung. 1.7 ml
10prozentige wilirige Losung des Na(K)-Salzes der
entsprechenden 5-Oxocarbonsiure.

Methode (b): analog Methode (a) mit folg. Ande-
rung: Als Substrate werden jeweils 100 mg 5-Oxo-
carbonsidure-methylester, gelost in 5 ml 10prozenti-
gem Ethanol, zugesetzt.

Aufarbeitung: Nach 24 h wird zentrifugiert. der
Uberstand mit H,SO, conc. angesiiuert, die Losung
mit NaCl gesittigt und mit Diethylether quantitativ
extrahiert: die Etherextrakte werden nach dem
Trocknen und Einengen chromatographisch gerei-
nigt. Die Proben miissen frei von 5-Oxosdure sein.
HRGC-Reinheitskontrolle: DB 210—30 W, 25 m.
Programm: 80 °C/2 min isotherm/ /5 °C/ min —
245 °C max. HPLC-Reinigung: SiO, 5 um, Petrol-
ether/Ether (95:5); 33 ml/min, 50 bar; Detektion
A =220 nm.

3. Absolute Konfiguration und optische Reinheit

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration
4(5)-alkylsubstituierter v(d)-Lactone 1dft sich aus
dem 'H-NMR spektroskopischen Verhalten diaste-
reomerer  4(5)-[(R)-2-Phenylpropionyloxy]-alkan-
sdure-isopropylester [10, 11] ableiten. Ebenso geeig-
net ist das Verfahren tiber 'HMR-Spektroskopie dia-
stereomerer Diester der Moshersdure (MTPA) ent-
sprechender chiraler 1.4(1.5)-Diole, die nach dem
Modell von Mosher [12] zu interpretieren sind.

3.1 Reduktion chiraler 4(5)-alkylsubstituierter
y(d)-Lactone mit LiAIH,

Allg. Arbeitsvorschrift: — 4(5)-alkylsubstituierte
v(98)-Lactone werden in trockenem Ether mit LiAIH,
zu chiralen 1.4(1.5)-Diolen reduziert, deren Chirali-
tat mit der der eingesetzten chiralen Lactone iden-
tisch ist.

3.2 Veresterung chiraler 1,4(1,5)-Diole mit (S)-a-
Methyoxy-a-trifluormethylphenylessigsdurechlorid,
Moshersdurechlorid [10, 11]

In ein trockenes. verkapseltes GC-Probegldschen
werden mit gasdichter Spritze zugesetzt: 200 ul Pyri-
din, 100 ul Tetrachlorkohlenstoff (trocken), 40 ul
MTPA-Chiorid (dargestellt aus (R) (+) MTPA),
etherische Losung des 1.4(1.,5)-Diols (bis zu 15 mg
Diol), in 100—200 ul Ether (trocken).

Aufarbeitung: Man 1afit 1 h bei 20 °C stehen und
reinigt  sdulenchromatographisch tiber  SiO,
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(63—200 um): Petrolether/Ether = 95:5. Detektion:
HRGC (SE 54) bzw. DC (254 nm) oder Vanillin/
H,SO,.

3.3 HPLC-Trennung der diastereomeren MTPA-
Diester chiraler Alkan-1,4(1,5)-diole

HPLC-Bedingungen: SiO, 7 um, Petrolether/-
Ether = 96:4; 3.0 ml/min, 50 bar; Detektion A =220
(254) nm. (Abb. la. b).

3.4 'H-NMR (400 MHz; C;D,TMS) diastereomerer
Ester der (R)-Moshersiure mit chiralen 1,4(1,5)-
Diolen (vgl. Tab. I)

Aus dem 'H-NMR spektroskopischen Verhalten
diastereomerer Di-Mosherester der Alkan-1.4(1.5)-
diole leitet sich jeweils fiir Substanz I 4 5(55)-Konfi-
guration, fir Substanz II 4 R(5 R)-Konfiguration ab
[10—12].

3.5 HRGC-Trennung diastereomerer (S)-O-Acyldi-
lactate chiraler 1,4(1,5)-Diole

3.5.1 Veresterung chiraler 1,4(1.5)-Diole mit (5)-O-
Acyllactylchloriden [13, 14]

Die HRGC-Analyse der diastereomeren (S5)-O-
Acyldilactate chiraler 1,4(1.,5)-Diole auf DB 210 —
30 W ergibt die Elutionsfolge:

1. Peak 4R(5R) 2. Peak 45(59)
3.6 HRGC-Trennung diastereomerer 4-Acyloxy-
alkansdure-isopropylester [10]

3.6.1 4-Hydroxyalkansédure-isopropylester

10 mg y(d)-Lacton (Cg—C,,) werden in 0,2 ml Me-
thanol gelost, mit 1.1 Molédquivalenten KOH (10%
in Methanol) versetzt und 16 h bei 20 °C geriihrt.
Nach sorgfaltiger Entfernung des Losungsmittels
versetzt man mit 0.5 ml trockenem DMF und fuigt
innerhalb von 6 h 45 ul 2-Brompropan in 3 Portio-
nen hinzu; Reaktionszeit 48 h.

Aufarbeitung: Nach Zusatz von 1 ml Wasser
schiittelt man 4mal mit 10 ml Ether aus, trocknet die
Etherphase und entfernt das Losungsmittel.

3.6.2 4-[(2S)-O-Acetylpropionyloxy]-alkansiure-
isopropylester
Ca. 5.0 mg des Riickstands nach 3.6.1 werden in

trockenes GC-Glischen uberfithrt: man verkapselt
das GC-Glischen und fiigt mit gasdichter Spritze
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hinzu: 100 ul Pyridin, 100 ul Ether (trocken), 15 ul
(S)-O-Acetyllactyl-chlorid.

Nach 10 min Stehen bei 20 °C erfolgt Stereodiffe-
renzierung durch HRGC an DB 210 — 30 W, (25 m).
Programm: 140 °C/2 min isotherm/ /2 °C/ min —
245 °C max.

Elutionsfolge der diastereomeren 4-[(25)-O-Ace-
tylpropionyloxy]-nonan(undecan)sdure-isopropyl-
ester:

1. Peak 2. Peak

45) (4R).

Ergebnisse und Diskussion

Trotz vieler beschriebener mikrobieller Reduktio-
nen [1—11, 15—20] unsymmetrisch substituierter Ke-
tone ist es noch nicht moglich. Chiralitatssinn und den
Grad der asymmetrischen Induktion vorauszusagen.
Hohe Enantioselektivitidt kann jedoch nur dann er-
wartet werden, wenn das Enzym als chiraler Katalysa-
tor mit dem Keton als prochiralem Substrat diastereo-
mere Ubergangszustinde moglichst unterschiedlicher
Energie ausbildet. Wird diese Reduktion nicht mit
gereinigtem Enzym, sondern mit intakten Hefezellen
durchgefiihrt, so ist nicht auszuschliefen, dafl zwei
(oder mehrere) konkurrierende Oxidoreduktasen
bei gleichzeitiger Einwirkung verminderte Enantio-
selektivitit zur Folge haben [8]. Kirzlich ist berichtet
worden, daf3 der stereochemische Verlauf der Hefe-
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reduktion von p-Ketocarbonsidure-Derivaten [20]
und die asymmetrische Reduktion von Ketonen mit
Alkoholdehydrogenase [21] von der Grofe der Sub-
stituenten an den beiden Enden des Molekiils abhdn-
gig ist [17—19]. AusmalBl und Richtung der asymme-
trischen Induktion werden offensichtlich von der
Raumerfiillung der Reste (R,) und (R;) entschei-
dend mitbestimmt.

So ist gezeigt worden, daf3 die asymmetrische Re-
duktion von Acetessigsdureethylester in hoher Enan-
tiomerenreinheit zu  (§)-Ethyl-3-hydroxybutyrat
fithrt. Andererseits 148t sich fir 3-Oxoalkansdure-
methylester zeigen. dal mit zunehmender Ketten-
lange des Alkylrestes R; bevorzugt (R)-konfigurier-
ter 3-Hydroxy-alkansdureester gebildet wird.

Die asymmetrische Reduktion von 4(5)-Oxocar-
bonsduren- bzw. carbonsdure-methylestern zu op-
tisch aktiven y(d)-Lactonen [9] 143t demnach bei zu-
nehmender Kettenlinge des Alkylrestes eine stei-
gende Enantioselektivitit zugunsten des 4R(5R)-
konfigurierten Lactons erwarten. Die chirospezifi-
sche Analyse dieser mikrobiellen Reduktionspro-
dukte beansprucht insofern grof3es Interesse, als das
Aroma vieler Friichte u.a. Lebensmittel (z.B.
Milchprodukte) von einer Reihe chiraler y(d)-Lac-
tone geprigt wird.

Zur Beurteilung der optischen Reinheit werden
die durch Hefereduktion erhaltenen chiralen y(0)-

Tab. 1. Signifikante '"H-NMR-Daten diastereomerer Ester der (R)-Moshersdure mit chiralen 1,4(1,5)-Diolen.

Eingesetztes Diastereomere 4-H 1-H H;C-endstéindig
chirales Diol Ester
Pentan-1,4-diol 1 4,82 (m; 1H) 3,79 (m; 2H) 0.89 (d, J = 6 Hz; 3H)
11 4,82 (m; 1H) 3,90 (m; 1H) 0,85 (d, J = 6 Hz; 3H)
3,79 (m; 1H)
Heptan-1,4-diol I 4,94 (m; 1H) 3,85 (t; 2H) 0,72 (t, J = 7 Hz; 3H)
11 4,93 (m; 1H) 3,95 (m; 1H) 0,67 (t,J = 7 Hz; 3H)
3,85 (m; 1H)
Dodecan-1,4-diol I 496 (m; 1H) 3,85 (t; 2H) 0,93 (t.J = 7 Hz; 3H)
11 496 (m; 1H) 3,96 (m; 1H) 0,92 (t,J = 7 Hz; 3H)
3,86 (m; 1H)
5-H 1-H H;C-endstindig
Heptan-1,5-diol I 4,85 (m; 1H) 3,86 (m; 2H) 0,69 (t. J = 7 Hz; 3H)
11 4,85 (m; 1H) 391 (m; 2H) 0,61 (t. J = 7 Hz; 3H)
Decan-1,5-diol | 497 (m; 1H) 3,88 (m; 2H) 0,86 (t, J = 7 Hz; 3H)
1T 497 (m; 1H) 3,94 (m; 2H) 0,83 (t, J = 7 Hz; 3H)
Dodecan-1,5-diol 1 4,99 (m; 1H) 3.89 (m; 2H) 0,91 (t, J = 7 Hz; 3H)
11 4,99 (m; 1H) 3,94 (m; 2H) 0,90 (t, J = 7 Hz; 3H)
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Lactone mit LiAlH, zu den entsprechenden 1.4(1.5)-
Diolen reduziert und mit dem Séurechlorid von
MTPA in diastereomere Di-Mosherester iiberfiihrt.
die zur Stereodifferenzierung sehr gut geeignet sind.
Auf diese Weise kann das Reduktionsprodukt jeder
einzelnen, beliebigen 4(5)-Oxocarbonsdure beziig-
lich ihrer optischen Reinheit exakt beurteilt werden
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Fig. 1 a. 1b. Stereodifferenzierung racemischer. 4(5)-alkyl-
substituierter y(0)-Lactone tber die entsprechenden chira-
len 1.4(1.5)-Diole nach Veresterung mit (R)-Moshersiure.
Bedingungen: Si 60 7 um: Eluent: Petrolether/Ether =
96:4: FluB 3.0 ml/min: p = 35 bar: Detektion: A = 220 nm.
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n Alkansdureester

1 3-oxo-
2 4-oxo-
3 5-oxo-

Schema nach M. Hirama et al. [20].

(Abb. la, b), nachdem im Rahmen dieser Arbeit
auch die absolute Konfiguration der untersuchten
v(d)-Lactone aus dem 'H-NMR-spektroskopischen
Verhalten entsprechender diastereomerenreiner Di-
Mosherester [10. 11] bzw. diastereomerer 4-[(R)-2-
Phenylpropionyloxy]alkansiure-isopropylester  [10]
abgeleitet werden kann.

b
(o] R’ (o}
: A )\/\/\ F
R: n-Heptyl 3 R Q » OJ‘YC 3
0 OMe MeO o
58 R': Ethyl
5R 58
5R

P R =
[0} 5 10 (o] 10 20 Min
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Tab. II. Asymmetrische Reduktion von 4(5)-Oxocarbonsiuren mit Bickerhefe: Stereochemische Analyse der Produkte.

Substrat Lacton Ausbeute  Enantiomerenverteilung ee/de-Werte
4-Oxo-pentansiure v-Cs 10% 4R (27.0%) 45 (73.0%) 46.0% 4S8
4-Oxo-pentansauremethylester  vy-Cs 30% 4R (7.2%) 4S5 (92.8%) 85.6% 4S8
4-Oxo-hexansidure v-Cs 16% 4R (>99%) 45 (<1.0%) >98.0% 4R
4-Oxo-heptansiure v-C, 39% 4R (>99%) 45 (<1.0%) >098,0% 4R
4-Oxo-octansdure v-Cs 44% 4R (>99%) 45 (<1.0%) >98.0% 4R
4-Oxo-nonansdure v-Co 82% 4R (>99,6%) 45 (<04%) >99.2% 4R
4-Oxo-undecansiure v-Cy, 90% 4R (>99,6%) 45 (<0.4%) >99.2% 4R
4-Oxo-dodecanséure v-Ciz 60% 4R (>99,6%) 4S5 (<0,4%) >992% 4R
4-Oxo-3-methyloctansidure v-Cg, -3—CH; trans 9% 35.4R (96%) 3RA4S (4.0%) >92,0% 4R.3S
v-Cg, -3—CHj; cis =
5-Oxo-octansiure 8-Cy 30% SR (91.6%) 55 (8.4%) 83.2% SR
5-Oxo-nonansédure -Gy 35% SR (97,3%) 5SS (2,7%) 94.6% SR
5-Oxo-decansdure d-Cyy 30% SR (>99%) 55 (<1,0%) >98.0% SR
5-Oxo-undecansiure 3-Cy, 30% SR (>99%) 58 (<1,0%) >98,0% SR
5-Oxo-dodecansiure 5-Cy5 35% SR (>99%) 55 (<1,0%) >98.,0% SR

Die in Tab. II zusammengetfal3ten Ergebnisse zei-
gen, daf3 die asymmetrische Reduktion von 4(5)-
Oxocarbonsiduren mit fermentierender Hefe nur
dann befriedigende Ausbeuten an optisch aktiven
v(0)-Lactonen liefert, wenn die Lactone hinreichend
lipophil und damit quantitativ aus der Reaktions-
l6sung extrahierbar sind.

Wihrend fiir das relativ polare und wasserlosliche
v-Lacton Cs (4S5)-Konfiguration iiberwiegt, werden
die y-Lactone C4—C;, nahezu enantiomerenrein als
(4 R)-Isomere erhalten. Die diastereoselektive Re-
duktion von racemischer 3-Methyl-4-oxooctansdure
ergibt praktisch ausschlieBlich die trans-Diastereo-
meren des Whiskylactons, wobei wiederum das Ste-
reoisomer mit (4 R)-Konfiguration tberwiegt (92%
de; 4R.3S).

Die Hefereduktion liefert demnach bevorzugt je-
nes trans-Isomer, welches als Minorbestandteil der
natiirlichen, diastereomerenreinen cis/trans-Whisky-
lactone im Eichenholz identifiziert worden ist [22,
23]. Bemerkenswert bleibt dabei die Feststellung,
dal keine cis-Stereoisomeren des Whiskylactons
nachgewiesen werden. Die asymmetrische Reduk-
tion der 3-Methyl-4-oxooctansdure erfahrt demnach
durch den C,-Rest in 4-Stellung bevorzugt (4 R)-In-
duktion, wihrend die ausschlieBliche rrans-Orientie-
rung auf den EinfluBl der Methylgruppe in C-3-Stel-
lung zurtickgefiihrt werden kann.

Die alternative Stereodifferenzierung hoher ho-
mologer vy-Lactone iber 4-[(25)-O-Acetylpropio-
nyloxy]alkansdure-isopropylester [13] bestiitigt die

nahezu 100prozentige optische Reinheit dieser (4 R)-
konfigurierten, durch Hefereduktion dargestellten
v-Lactone™.

Die asymmetrische Reduktion der 5-Oxocarbon-
sduren (bzw. deren Methylester) mit Bickerhefe er-
gibt aromarelevante d-Lactone mit der erwarteten
Stereoselektivitdt zugunsten der (5 R)-konfigurierten
Lactone. Fiir die Enantiodifferenzierung der ent-
sprechenden chiralen 1,5-Diole sind die HPLC-Me-
thode mit Moshersidure [11] bzw. die HRGC-Me-
thode mit (§)-O-Isobutyryloxy-propionsidurechlorid
gut geeignet [14].

Wihrend mit der HPLC-Methode bei kurzen Ana-
lysenzeiten (max. ca. 20 min) eine exakte Stereodiffe-
renzierung einzelner Enantiomerenpaare durchge-
fihrt werden kann, erlaubt die HRGC-Methode die
Beurteilung aller aromarelevanten O-Lactone aus
einer Mischung.
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* Die geringfiigige Verunreinigung durch ein weiteres
Stereoisomer ist im wesentlichen auf Verunreinigung
der (5)-O-Acetylmilchsdaure durch geringe Mengen
(< 0.5%) des (R)-konfigurierten Hilfsreagenzes zurtick-
zufiihren [14], weshalb dieser Peak die Summe aus (RR)
und Spuren (S§)-Isomer anzeigt.
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Fig. 2. Optisch aktive y-Lactone durch Hefereduktion von
4-Oxononan- bzw. 4-Oxoundecansiure. Stereodifferenzie-
rung iber 4-[(25)-O-Acetylpropionyloxy]alkansiure-iso-
propylester. Bedingungen: DB 210—30 W fused silica Siule
(30 m). Tréagergas He. 0.8 bar; Programm: 140 °C/2 min
isotherm/ /2 °C/ min — 245 °C max.
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