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The trimethylsilylalkyl acetoacetates 1b and 2b as well as their carba analogues 1a and
2a have been reduced microbiologically by Kloeckera corticis (ATCC 20109), leading to the
corresponding (4 )-3(S)-hydroxybutanoates 3b, 4b, 3a, and 4a. The enantiomeric purity
was found to be 809, (3a, 3b, 4b) and 659, (4a), respectively. The reduction of 1b and 2b
is — to our knowledge — the first example for a controlled microbiological transformation

of organosilicon substrates.

Durch unsere Arbeiten iiber sila-substituierte
Pharmaka konnten wir zeigen, daf3 zwischen orga-
nischen Wirkstoffen und hiervon abgeleiteten Sila-
Analoga in der Regel stark ausgeprigte bioisostere
Beziehungen bestehen [1]; ein Ergebnis, das auf
breit angelegten Untersuchungen von C/Si- Analogen-
paaren verschiedenen Strukturtyps an verschiede-
nen pharmakologischen Modellen basiert. Derartige
Ahnlichkeiten konnten u.a. auch auf molekularer
Ebene an isolierten Enzymen nachgewiesen werden
[2]. Dies alles liel vermuten, daf auch an bestiram-
ten organischen Substraten ablaufende mikrobiolo-
gische Umwandlungsreaktionen prinzipiell auf sila-
analoge Strukturen iibertragbar sein sollten.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese haben wir die
bereits frither von uns synthetisierten [3, 4] Acet-
essigsdurealkylester 1a und 2a sowie deren Sila-
Analoga 1b bzw. 2b unter gleichen Bedingungen
dem Versuch einer mikrobiologischen Reduktion
durch Kloeckera corticis (ATCC 20109; éltere Be-
zeichnung: Kloeckera magna) unterzogen, einem
Hefestamm, dessen enantioselektiv Keton-reduzie-
renden Eigenschaften bekannt sind [5, 6].

* Sonderdruckanforderungen an Priv.-Doz. Dr. R.
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In der Tat erfolgt durch das reduzierende Enzym-
system der genannten Hefe die erwartete Umwand-
lung zu den entsprechenden, bisher nicht beschrie-
benen (-+)-3-Hydroxybutansiureestern 3a, 3h, 4a
bzw. 4b. Dies Ergebnis ist ein weiteres Beispiel fiir
die Existenz stark ausgepragter bioisosterer Bezie-
hungen zwischen strukturanalogen Verbindungen
des Kohlenstoffs und Siliciums und dariiber hinaus
das unseres Wissens erste Beispiel einer gezielten
mikrobiologischen Umwandlung von siliciumorga-
nischen Substraten {iberhaupt.
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Wir fanden, daB diese Reaktionen — zundehst nung behalten wir uns jedoch bis zum Vorliegen

durchgefiihrt mit 500 mg-Ansétzen — unter den ge-
wihlten experimentellen Bedingungen praktisch
vollstiindig ablaufen (diinnschichtehromatographi-
sche Kontrolle des Fermentationsprozesses). Es ist
aber ebenso moglich, die Umsetzungen im prépara-
tiven MaBstab mit isolierten Ausbeuten von ca. 909,
durchzufithren [7], wie am Beispiel der Reduktion
von 2b zu 4b [10 ml-Ansatz (£9,6 g 2b) in einem
10 1-Versuchsfermenter, Ausb. 919,] im experimen-
tellen Teil gezeigt ist.

Die (+)-3-Hydroxybutansidureester 3a, 3b, 4a
und 4b wurden in ihrer Struktur durch tH-NMR-,
13C-NMR- und IR-spektroskopische sowie massen-
spektrometrische Untersuchungen [Bestimmung der
relativen Molmasse der (M+— CHs)- Fragmente
durch MS-Hochauflésung; die Molekiilionen M+
selbst waren nicht nachweisbar] sichergestellt. ITm
Falle von 4b wurde dariiber hinaus eine Elementar-
analyse angefertigt.

Analog dem ebenfalls durch mikrobiologische Re-
duktion erhaltenen (4 )-3(S)-Hydroxybutansiure-
methylester bzw. -ethylester (vgl. hierzu Lit. [8])
ordnen wir den rechtsdrehenden Verbindungen 3a,
3b, 4a und 4b vorlaufig (S)-Konfiguration am C(3)-
Atom des Hydroxybutansidurerestes zu. Hierbei
werden wir durch die Tatsache bestiarkt, daB auch
die Reduktion anderer Ketone mit Kloeckera corticis
zu Produkten gleicher absoluter Konfiguration
fithrt [5, 6]. Eine endgiiltige Konfigurationszuord-

weiterer experimenteller Befunde vor.

Durch *H-NMR-spektroskopische Untersuchun-
gen an 3a, 3b, 4a und 4b wurde unter Verwendung
des chiralen Verschiebungsreagenzes Tris[3-(hepta-
fluorpropylhydroxymethylen)-d-camphorato]euro-
pium(IIT) [Eu(hfec)s] eine Enantiomerenreinheit von
etwa 809, (3a, 3b, 4b) bzw. 659, (4a) bestimmt. Die
experimentellen Bedingungen wurden zuvor durch
entsprechende Untersuchungen an den jeweiligen
Racematen optimiert, welche leicht durch Reduk-
tion von la, 1b, 2a bzw. 2b mit Natriumcyano-
boranat zugénglich sind. Nach Zusatz der Euro-
pium-Verbindung beobachtet man fiir die jeweiligen
(R)- und (S)-Enantiomere separate Resonanz-
signale — besonders gut erkennbar fiir die an das
Chiralitdtszentrum und die El-Atome gebundenen
Methyl-Gruppen —, itber deren relative Intensitaten
eine Quantifizierung der Isomeren vorgenommen
werden kann. Am Beispiel von rac-3-Hydroxy-
butanséure-(2-trimethylsilylethyl)ester (5) sind die
chemischen Verschiebungen der genannten Signale
dokumentiert (vgl. Fuinote j von Tab. I).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dal mikro-
biologische Umwandlungen siliciumorganischer Ver-
bindungen prinzipiell moglich und auch im préapara-
tiven MaBstab durchfithrbar sind. Fiir den gezielten
Einsatz von Biotransformationen in der Silicium-
chemie zeichnen sich damit interessante Perspekti-
ven ab, nicht zuletzt auch deshalb, weil derartige

Tab. I. 1TH-NMR-spektroskopische Daten® von 3a, 8b, 4a und 4b.

3a 3b 4a 4bi
El-CHg 0,95, 8, 9H 0,08, 8, 9H 0,94, s, 9H 0,05, s, 9H
El-CH.-C — — 1,57, m¢, 2H 1,00, msg, 2H
El-CH»-O 3,81,8, 2H da = 3,83, - -

és = 3,81, 2He

C-CH2-O - - 4,17, ms, 2H 4,21, ms, 2H
C-CH:-C da = 2,50, da = 2,50, da = 2,48, s ~ 0 = 2,43,

ép = 2,48, 2HP ép = 2,42, 2H! ép = 2,41, 2HR 2H!1
C-H ox = 4,21, 1H? éx = 4,18, 1H?f Ox = 4,19, 1Hh ox = 4,2, 1H!
O-H 34,8, 1H 3,1,s¢, 1H 3,1,s¢, 1H 3,6, 8¢, 1H
C-CH3 1,24, dd, 3H 1,23, d¢, 3H 1,23, 44, 3H 1,21, d4, 3H

& Losungsmittel CDCls, interner Standard TMS; angegeben sind die chemischen Verschiebungen (4§-Werte),

Multiplizitédten und relative Intensitdten; » ABX-System (Jag = — 16,2 Hz, Jax = 3,5 Hz, Jgx = 8,9 Hz);
¢ Verbreitertes Signal; 9 3Jyy = 6,3 Hz; ¢ AB-System (Jap = —14,1 Hz); f ABX-System (Jap = —16,4 Hz,
Jax = 3,1 Hz, Jgx = 9,1 Hz); & Lage des Multiplett-Zentrums; b ABX-System (Jag = —16,56 Hz, Jax =

3,1 Hz, Jex = 9,1 Hz); 1 ABX-System [0,5 (Jax + JBx) = 6,3 Hz]; I Chemische Verschiebungen der Methyl-
Gruppen von & nach Zusatz von Eu(hfc)s (Reagenz/Substrat-Verhéltnis ca. 1:4): (S)-Enantiomer: 0,10 (s,
Si—-CHg) bzw. 2,73 (d, C-CHjs); (R)-Enantiomer: 0,09 (s, Si-CHj3) bzw. 2,76 (d, C-CHs). :
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Umwandlungsreaktionen nicht nur auf Tetraalkyl-
silane beschrankt sind: Auch Silane mit Si-Aryl-
und sogar mit Si-H-Einheiten wurden inzwischen
erfolgreich als Substrate fiir Biotransformationen
eingesetzt [7].

Weitergehende Untersuchungen dienen u.a. dem
Ziel, unter Ausnutzung der Stereoselektivitit be-
stimmter mikrobiologischer Stoffumwandlungen
optisch aktive Silane darzustellen. Auch fiir die
organische Synthese zeichnen sich interessante
Mboglichkeiten ab. So lassen sich z. B. die Verbindun-
gen 4b und 6 als chirale Cs-Bausteine (vgl. hierzu
Lit. [9]) mit einer (2-trimethylsilylethyl)-geschiitz-
ten Carboxyl-Funktion auffassen. Am Beispiel von 6
konnten wir zeigen, dal diese Schutzgruppe durch
Umsetzung mit Tetrabutylammoniumfluorid in
THF unter milden Bedingungen abgespalten und
die freie Carbonsiure 7 durch nachfolgende wisse-
rige Aufarbeitung erhalten werden kann [10].

CH3 0 RO H

| I N\ S
Hac—?i—CHz—CHz—O—C— CH2— C—CH3
CHs 6
0 NO2 1) Bu,NF
R =-C 2) H,09
NO2
0 RO H
Il 7
HO—C—CHz2— C—CHj
7

Experimenteller Teil

1. Ausgangsverbindungen

Acetessigsdure-neopentylester (1a) [3], Acetessig-
siiure-(trimethylsilylmethyl Jester (1b) [3], Acetessig-
siure-(3.3-dimethylbutyl Jester (2a) [4] und Acet-
essigsiure- (2-trimethylsilylethyl Jester (2b) [4] wurden
nach Literaturvorschriften dargestellt.

II. Mikrobiologische Umwandlung von la, 1b, 2a
und 2b (500 mg-Ansdtze)

a) Stammhaltung

Der Stamm Kloeckera corticis (ATCC 20109) wurde
auf Schrigagarréhrchen [Nahrlosung: 0,29, Glu-
cose, 0,39, Hefeextrakt, 19, Malzextrakt, 19, Uni-
versalpepton (Merck M 66), 29, Agar] bei 9°C
aufbewahrt und alle 3 Monate auf Vermehrungs-
fahigkeit iiberpriift.

b) Vorkultur

Ein 100 ml-Erlenmeyerkolben wurde mit 20 ml
Kulturmedium [29%, Glucose, 0,59, Hefeextrakt,
29, Malzextrakt, 1%, Universalpepton (Merck M 66)]
gefiillt und anschlieBend 30 min bei 121 °C und
latm in stromendem Wasserdampf sterilisiert.
Dann wurde mit einer Impf6se Kulturmaterial iiber-
tragen und 24 h bei 27 °C im Dunkeln unter Schiit-
teln (Rotationsschiittelmaschine, 100 U/min) inku-
biert.

¢) Fermentation

Die Vorkulturen wurden unter aseptischen Be-
dingungen in einen 3 l-Fermentationskolben, der
mit 500 ml steriler Kulturlésung gleicher Zusammen-
setzung (vgl. IIb) gefiillt war, iibertragen. Die
Kulturen wurden zunéchst unter den gleichen Be-
dingungen wie oben beschrieben 24 h vorfermentiert
und dann mit 0,5 g Substanz (als 50-proz. Lésung in
Ethanol) durch Sterilfiltration versetzt. Nach 2, 4, 6
und 8 h wurde unter sterilen Bedingungen jeweils
eine 1 ml-Probe entnommen und diinnschichtchro-
matographisch hinsichtlich des zeitlichen Umsatzes
untersucht (vgl. ITd). Letzterer war in allen Fallen
nach 8 h nahezu vollstindig.

d) Analytik

Eine 1 ml-Probe der Kulturbrithe wurde mit
0,2 ml Ethylacetat extrahiert, ein 0,01 ml-Anteil
des so erhaltenen organischen Extraktes auf eine
DC-Platte (Merck HPTLC, Kieselgel 60 F254) aufge-
tragen und dann chromatographiert (Laufmittel
Dichlormethan/Aceton 95:5). Zur Sichtbarmachung
von Substrat und reduziertem Produkt (letzteres
hat stets den kleineren Ry-Wert) wurde die DC-
Platte mit einer gesittigten Losung von Pyridinium-
chlorchromat in Dichlormethan griindlich bespriiht,
2-3 min bei ca. 120 °C erhitzt, bei dieser Tempera-
tur mit Anisaldehyd/Schwefelséure-Reagenz [11]
erneut bespriiht und weitere 2 min bei ca. 120 °C
belassen (— intensive Rotviolett-Farbung).

e) Isolierung

Die Kulturen wurden dreimal mit Ethylacetat ex-
trahiert, die vereinigten organischen Extrakte tiber
NazS804 getrocknet und dann an Kieselgel chromato-
graphiert (Kieselgel-60-Fertigsaulen, Merck; Lauf-
mittel n-Hexan/Ethylacetat 8:2). — Eine diinn-
schichtchromatographische Reinigung ist eben-
falls moglich (DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 Fass,
Schichtdicke 2 mm, Merck; Laufmittel Dichlor-
methan/Aceton 9:1). Die Platten wurden an beiden
Seiten perforiert und die Randstreifen wie unter
IId angefiarbt (lingere Aufheizzeiten).

I1I. Mikrobiologische Umwandlung von 2b
(priparativer Ansatz)

a) Stammhaltung
Vgl. I1a.



R. Tacke et al. - Mikrobiologische Umwandlung von Silicium-Verbindungen

619

b) Vorkultur

Ein 2 [-Erlenmeyerkolben — gefiillt mit 400 ml
Kulturmedium (vgl. IIb) — wurde bei 121 °C und
1 atm in strémendem Wasserdampf sterilisiert und
mit 20 ml einer Ubernachtkultur (vgl. IIb) beimpft.
AnschlieBend wurde 16 h bei 27 °C im Dunkeln unter
Schiitteln (Rotationsschiittelmaschine; 100 U/min)
inkubiert.

¢) Fermentation

Ein 10 1-Fermenter (Fa. Braun, Melsungen) wurde
mit 10 1 Kulturmedium (vgl. ITb) versetzt und nach
Sterilisation aseptisch mit der Vorkultur beimpft.
Anschlielend fermentierte man unter Rithren (Blatt-
rithrer; 100 U/min) 16 h bei 27 °C und einer Be-
liftung von 10 1 Luft/min, reduzierte die Beliiftung
auf 21 Luft/min, setzte unter sterilen Bedingungen
4.8 g (23,7 mmol) 2b hinzu und fermentierte unter
den zuletzt genannten Bedingungen weiter. Da
nach 2 h das Substrat weitgehend umgesetzt war
(DC-Kontrolle, vgl. II1d), wurden nach insgesamt
3,5h erneut 4,8 g (23,7 mmol) 2b hinzugegeben.
Nach insgesamt 8 h Kontaktzeit (vollstandiger Um-
satz; DC-Kontrolle) brach man die Fermentation
ab. Wihrend der gesamten Fermentationszeit wurde
der pH-Wert konstant bei 5,5 gehalten (gesteuert
durch Zugabe einer wésserigen 15-proz. KOH-
Losung).

d) Isolierung

Die Kulturbrithe wurde abgelassen und der Fer-
menter mit Ethylacetat gespiilt. Dann extrahierte
man die Kulturbrithe dreimal mit Ethylacetat,
filtrierte die vereinigten organischen Extrakte iiber
Kieselgur und verdampfte das Losungsmittel im
Rotationsverdampfer. Der Riickstand wurde in
etwas Dichlormethan aufgenommen und durch ein-
fache Saulenchromatographie grob gereinigt (100 g
 Kieselgel 60, Korngrofie 0,063-0,200 mm, Merck;
Elutionsmittel Dichlormethan). Nach Verdampfen
des Dichlormethans wurde i. Vak. iiber eine Vigreux-
Kolonne fraktionierend destilliert. Ausbeute 8,7 g
(919%,) einer farblosen, 'H-NMR-spektroskopisch
weitgehend einheitlichen Fliissigkeit vom Sdp.
84 °C/2 Torr. Fiir analytische Zwecke wurde eine
kleine Probe durch zusétzliche Diinnschichtchro-
matographie (vgl. ITe) und nachfolgende Destilla-
tion im Kugelrohrverdampfer gereinigt.

IV. Charakterisierung und Strukturaufklirung
von 3a, 3b, 4a und 4hb

1H- (400,1 MHz) und 13C-NMR-Spektren (100,6
MHz): Bruker-WM-400-Gerat. — IR-Spektren: IR-
Spectral-Photometer 297 der Fa. Perkin-Elmer. —
Massenspektren (70 eV): MS-902S-Gerit der Fa.
AEI - Optische Drehungen: Perkin-Elmer-Polari-
meter 241.

(+ )-3(8)-Hydroxybutansiure-neopentylester (3a):
IH-NMR: vgl. Tab. I. — 13C-NMR: vgl. Tab. II. -
IR (CHCls): 3520 (O-H), 1720 (C=0) cm-1. - MS-
Hochauflésung: relative Molmasse fir M+ — CHj
159,1013 (ber. fiir CsH1503 159,1021). — Spezifische
Drehungen: vgl. Tab. I1I.

(-+)-3(8)-Hydroxybutansiure- (trimethylsilyl-
methyl Jester (3b) : TH-NMR : vgl. Tab.I. - 13C-NMR.:
vgl. Tab. II. - IR (CHCls): 3520 (O-H), 1715 (C=0)
em~1, — MS-Hochauflésung: relative Molmasse fiir
M+—CHjs 175,0796 (ber. fiir C-H15038i 175,0790). —
Spezifische Drehungen: vgl. Tab. I1I.

(+ )-3(8 )-Hydroxybutansiure-( 3.3-dimethylbutyl )-
ester (4a): LH-NMR: vgl. Tab. 1. — 13C-NMR: vgl.
Tab. IT. — IR (CHCls): 3520 (O-H), 1715 (C=0)
cm-1l, — MS-Hochauflosung: relative Molmasse fiir
M+—CH; 173,1187 (ber. fiir CoH1703 173,1178). -
Spezifische Drehungen: vgl. Tab. I11.

Tab. IT. 13C-NMR-spektroskopische Daten® von 3a,
3b, 4a und 4b.

C-Atom® 3a 3b 4a 4b

C-1 22,5(q) 22,4(q)  22,4(q) 22,5(q)
c-2 64,3(d) 64,3(d)  64,4(d) 64,3(d)
-3 42,9(t) 42,8(t)  42,9(t) 43,0(t)
C—4 173,0(s) 173,4(s) 172,9(s) 173,0(s)
C-5 74,0(t) 58,0(t)  62,3(t) 62,9(t)
C-6 31,3(s) - 41,8(t) 17,4(t)
c-7 26,5(q) —3,1(q)  29,6(s) -

C-8 26,5(q) —3,1(q)  29,5(q) —1,5(q)
C-10 - - 29,5(q)  —1,5(q)

a Losungsmittel und interner Standard CDCl; (6 =
77,05); angegeben sind die chemischen Verschiebun-
gen (6-Werte) und Multiplizitdten (in Klammern);

P Numerierung der C-Atome:

9 10 0O OH
0 OH
8 (6)5 q L OM
074 2 (7 3 i
3 1 8
3a,3b 4a,4b

Tab. ILI. Spezifische Drehungen? von 8a,3b, 4aund 4b.

Nr. [al#e [al¥s [alZls [c]38s [al3d; P
3a - 26 4 27 + 31 + 51 =+ 79 1,0
3b + 23 -+ 24 + 27 -+ 46 - 69 1,0
4a —+ 27 -+ 28 -+ 32 + 53 -+ 80 0,95
4b + 24 -+ 25 -+ 28 + 47 + 72 1,0

a (Gemessen in Chloroform. Die angegebenen Werte
beziehen sich auf die mit den (—)-(R)-Enantiomeren
verunreinigten Produkte;

b Konzentration ¢ (g Substanz in 100 cm3 Losung).
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(+ )-3(8)-Hydroxybutansiure- ( 2-trimethylsilyl-
ethyl Jester (4h): tH-NMR: vgl. Tab. I. - 13C-NMR:
vgl. Tab. IL. - IR (CHCls): 3520 (O-H), 1715 (C=0)
cm~1. — MS-Hochauflosung: relative Molmasse fiir
M+—CHs 189,0940 (ber. fiir CsH1705Si 189,0947). -
Spezifische Drehungen: vgl. Tab. III.

CoH500381 (204,3)
Ber. C 52,90
Gef. (52,9

H 9,86,
H98.

V. Chemische Reduktion von 2b;

Darstellung von rac-3-Hydroxybutansiure-
(2-trimethylsilylethyl Jester (5)

Eine Losung von 1,01 g (5 mmol) 2b in 10 ml abs.
Methanol wurde bei Raumtemperatur unter Rithren
mit 375 mg (6 mmol) Natriumcyanoboranat und
einigen Koérnchen Methylorange versetzt, wobei so-

fort Gelbfarbung auftrat. Durch kontinuierliches
Zutropfen einer 4 N methanolischen HCI-Lésung
versuchte man, eine schwache Rotfirbung des
Reaktionsgemisches einzustellen. Nach etwa 10 min
war der schnelle Farbwechsel beendet (anhaltende
Rotfarbung). Man riihrte weitere 90 min bei Raum-
temperatur, verdampfte das Lésungsmittel im Rota-
tionsverdampfer, versetzte mit 100 mI Wasser und
extrahierte dreimal mit Dichlormethan. Die ver-
einigten organischen Extrakte wurden iiber Na2SOq4
getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die
Vakuumdestillation des Riickstandes im Kugelrohr-
verdampfer (2 Torr/84 °C) lieferte 980 mg (969,
Ausb.) einer farblosen Fliissigkeit, deren 1H- und
13C-NMR- sowie IR-Spektrum sich als identisch
mit denen von 4b erwiesen.

Unser Dank gilt dem Fonds der Chemischen In-
dustrie fiir die Unterstiitzung mit Sachmitteln.
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