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요 약. 방향족 니트로 화합물을 선택적으로 환원시켜 치환체가 있는 아닐린을 생성하는 것은 산업적 

측면에서 볼 때 의미있는 반응이다. 본 연구에서는 Bakers' Yeast-NaOH의 환원작용에 의하여 »z-bromonitro- 
benzene의 니트로기가 선택적으로 빠르게 환원되어 치환체가 있는 아닐린 화합물이 형성됨을 확인하였고 

특히 nitrosobenzene0] 수산화 나트륨이 없는 조건에서 Bakers* Yeast만의 작용에 의해 환원되어 아닐린을 

생성함을 확인하였다. 또한 nitrosobenzene의 Bakers' Yeast 환원에 미치는 저해제들의 효과 및 온도, pH의 

영향 둥을 조사하였다.

ABSTRACT. Rapid and selective reduction of aromatic nitro compounds is of important for the prepa­
ration of 쵸mino derivertives in organic synthesis, particularly when a molecule has other reduci미e substi­
tuents. While Bakers' Yeast has been used for the enantioselective reduction of carbonyl compounds, 
little attention has been paid to the reduction of aromatic nitro compounds with Bakers' Yeast. Nitro 
group of -bromonitrobenzene was selectively and rapidly reduced to corre옹ponding amino derivative 
in good yield by Bakers' Yeast in basic 옹이ution. Futhermore, nitrosobenzene was rapidly reduced to 
aniline in good yield by Bakers* Yeast under neutral condition. In this paper, we wish to report a rapid 
and simple reduction of m - bromonitrobenzene and nitrosobenzene to the corresponding amino derivatives 
using Bakers* Yeast. And the effects of various agents, temperature and pH on the reduction will be 
discussed.

서 론

Benzene ring에 amino gsup^NH。이 치환된 

유기화합물은 산업적 용도 뿐만 아니라, 의약품 개 

발에도 중요한 중간 물질이다尸 이와 같이 치환체가 

있는 아닐린 화합물들은 방향족 니트로화합물들로 

부터 환원반응을 통해서 합성되어 왔다.”" 방향족 

니트로 화합물에 또다른 환원성 치환체가 같이 붙어 

있을 경우■（예를 들면 carbonyl, cyano, 또 다른 nitro 
둥）, 선택적으로 nitro group을 amino group으로 

환원시키는 방법의 개발을 위한 연구가 계속되고 

있으며」2〜14 특히 할로겐이 치환된 방향족 니트로 

화합물의 일반적 환원반응은 탈할로겐화반응】$이 동 

시에 일어나므로, 이런 반응을 억제할 수 있는 선택적 

환원제의 개발이 요구된다. 최근에 Bakers' Yeast가 

carbonyl group의 환원반응에 사용되고 있으며, ena- 
ntioselective한 반응으로 진행되어서 e.e가 대단히 

높은 알코올의 합성에 효과적인 환원제로 알려져 

있다. Kim 등治은 alkyl p*-keto-a-methylpenta- 
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noate에 Bakers* Yeast를 사용하여 anti-product를 

높은 수율로 얻었다.

Fronza 등"은 l-hydroxy-3-phenylthio-2-propa- 

none에 Bakers' Yeast를 사용하여 enantioselective 
reduction에 의해서 optically pure한 (S)-Aphenyl- 
thio~l,2-propandi세을 합성하였다.

그러나 carbonyl compound의 Bakers' Yeast 환 

원반응 mechanism 및 그 환원효소에 관해서는 전혀 

알려져 있지 않다.

본 연구실에서는 할로겐이 치환된 방향족 니트로 

화합물의 선택적 환원제 개발을 위하여 Bakers' 
Yeast에 의한 니트로기 환원을 연구하였으며,1&19 그 

결과 Bakers' Yeast가 효과적인 방향족 니트로 화 

합물 환원제로 사용될 수 있음을 확인하였다.

방향족 니트로 화합물의 니트로기가 염기성 용액 

에서 -NO/을 형성한다는 것이 알려져 있으며, ni­
trite reductase가 NO｝를 환원시키는 효소로서 en- 
zyme에 결합된 NO-복합체가 nitrite의 환원중간체 

로 존재한다는 것이 밝혀져 있다.20 따라서 본 연구 

진은 Aromatic nitro compound 의 니트로기가 NaOH 

에 의해 -NO/으로 전환된 후 NO厂를 환원시키는 

효소인 nitrite reductase-^ 작용에 의해 enzyme에 

결합된 NO-복합체를 거쳐서 amine으로 환원된다고 

반응 경로를 예측하고, 이와 같은 반응 mechanism의 

추적을 위해서 m-bromonitrobenzeneBakers' 
Yeast 환원조건을 조사한 후 중성용액에서 nitroso- 
benzene이 Bakers* Yea아에 의해 환원되는가를 확 

인하였다. 또한 니트로소 벤젠의 Bakers' Yeast 환 

원에 미치는 저해제의 효과 및 온도, pH의 영향 둥을 

살펴 보았다.

실 험

기기 및 시약. 합성물질의 확인을 위하여 IR(Pe- 

rkin-elmer system 2000 FT-IR), GC-MSD(Hewlett 
Packard 5971), NMR(Bruker 300 MHz)을 사용하 

였으며, 반응진행과정은 GC(Hewlett Packard 5890 

series II)를 사용하여 조사하였다.

wt-bromonitrobenzene^- nitrosobenzene-cr TCI 
제품을 사용하였으며 기타 시약은 특급 내지 일급 

시약을 사용하였다.

m-bromonitrobenzene^l 환원반옹. 둥근바닥 삼 

구 플라스크(500mL)에 냉각기, oil bath, stirrer틀 

장치한 후, 증류수(100 mL)를 넣고 Bakers* Yeast(30 
g)를 서서히 첨가하여 저어주면서 Bakers' Yeast를 

충분히 풀어준다*" Methanol(40 mL)에 w-bromoni- 

trobenz이ie(0.5 g)을 녹인 용액과 증류수(10 mL)에 

NaOH(4g)을 녹인 용액을 혼합하여, 이 혼합용액을 

위의 Bakers* Yeast suspension0!! 첨가한다. 반응액 

을 계속 저어주면서 반응시킨다. GC로서 반응의 

진행 정도를 확인하고, 반응이 완결되면 분액깔대기 

로 반응물을 옮기고 반응물 부피만큼의 brine solu- 
tion을 넣어주고 충분히 식힌 후 CH2C12(50mL)를 

가하여 층을 분리시켜 분리한 유기층을 celite pad를 

통하여 걸러주고 무수의 MgSQ를 사용하여 수분을 

제거하고 rotary evaporator^ 농축시킨다. 농축된 

물질은 silica gel column chromatography에 의하여 

정제하고 정제된 물질을 GC MSD로 확인한 후 

GC로 authentic sample과 co-injection하여 확인하 

였다.

Nitrosobenzene의 환원 반응.'° 500 mL flask에 

100 mM potassium phosphate buffer(pH 7.0, 100 
mL)를 넣고 Bakers' Yeast(30g)을 천천히 넣어주 

면서 계속 교반한다. 이 Bakers' Yeast suspension에 

nitrosobenzene(0.5 g)^- methanol(40 mL) 에 녹인 

용액을 넣어준 후 계속 저어주면서 각각 30C 501, 
38 °C에서 반응시킨다. GC로 반웅 정도를 확인하였 

으며 반응이 끝난 후 dichloromethane(50 mL)으로 

추출 후 물로 2~3번 수세하고 magnesium sul­

phated. 건조시킨다. 이를 rotary evaporator^ 감 

압하에 증발하여 생성물을 얻는다. 생성물은 authe­
ntic sample과 비교하여 확인한다.

결과 및 고찰

Bakers* YeastfHI 의한 m-bromonitrobenzene 환 

원. Alkali 용액에서의 Bakers* Yeast의 환원반응은 

선택적으고 부드럽게 진행되며, 빠른 시간(약 2시간) 

에 진행됨을 알 수 있다(TV?이e 1—2). m-bromonitro­
benzene 0.5 g에 대하여 Bakers' Yeast 30 g, NaOH 

4 g을 사용하였을 때, 짧은 시간내에 가장 높은 수 

율로 bromoaniline이 얻어졌으며, 특히 이 반응은
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Table 1. Effect of the amount of Bakers' Yeast on 
the reduction of m - bromonitrobenzene to w-bromoa­
niline

Bakers* 
Yeast 

(g)

m-bromonitro- 
benzene

(g)

NaOH
(g)

Time 
(hr)

Yield"
(%)

0 0.5 4 2 0
15 0.5 4 2 9
20 0.5 4 2 35
30 0.5 4 2 92

Suspension of Bakers' Yeast in water (100 mL) was 
heated for 5 min at 80 W with stirring, and a mixture 
of m-bromonitrobenzene (0.5 g) in methanol (40 mL) 
and NaOH (4 g) in H2O (10 mL) was added. The resu­
lting reaction mixture was stirred for 2 hours. "GC 
yields.

염기성 용액에서만 반응이 진행되어 NaOH를 첨가 

하지 않으면 환원반응이 전혀 진행되지 않고 반웅물 

그대로 남아 있었다. 또한 Bakers* Yeast없이 NaOH 
만에 의해서도 환원반응이 진행되지 않았으므로 師- 

bromonitrobenzene^] 환원을 일으키 기 위해서는 

NaOH와 Bakers' Yeast가 모두 필요함을 알 수 있다.

방향족 니트로 화합물의 환원반응은 (1) nitroso 

중간체를 거쳐서 amino group으로 환원되거나 (2) 
직접 amino group으로 환원이 진행되거나 (3) azoxy

azo 화합물을 거쳐 amino group으로 환원이 진 

행될 수 있다 Nitro기는 OH—의 작용에 의해 NO/ 
을 형성한다고 알려 져 있다. 또한 nitrite reductase는 

NO厂를 환원시키는 효소로서”~23 nitrite reduc- 

tase의 high-spin heme이 기질과 결합하는 부위이 

며, enzyme에 결합된 NO-복합체가 nitrite 환원 중 

간체로 존재한다는 것이 밝혀져 있다.2。

이와 같은 사실을 바탕으로 하여 본 연구실에 서는 

방향족 니트로 화합물의 Bakers' Yeast-NaOH 환 

원이 염기성 용액에서 니트로기가 NaOH에 의해 

-NO?丁으로 전환된 후 NO?「를 환원시키는 효소인 

nitrite reductase의 작용을 받아 enzyme에 결합된 

NO-복합체를 거쳐서 NH?로 환원된다고 반응경로를 

예측하고 이와 같은 반응 메카니즘의 추적을 위해서 

NaOH를 사용하지 않고 중성용액에서 nitrosoben- 
zene의 Bakers, Yeast 환원을 조사하였다.

Bakers9 Yea*에 의한 nitrosobenzene 환원. Ni-

Table 2. Effect of the amount of NaOH on the reduc­
tion of m -bromonitrobenzene to w-bromoaniline

NaOH
(g)

m-bromonitro­
benzene

(g)

Bakers' 
Yeast 

(g)

Time 
(hr)

Yi 이 d" 
(%)

0 0.5 30 2 0
2 0.5 30 2 11
4 0.5 30 2 83
5 0.5 30 2 63

Suspension of Bakers' Yeast (Sigma Type I, 30 g) in 
water (100 mL) was heated for 5 min at 801 with 
stirring, and a mixture of m - bromonitrobenzene (0.5 
g) in methanol (40 mL) and NaOH in HQ (10 mL) 
was added. The resulting reaction mixture was stirred 
for 2 hours. "GC yields.

trobenzene의 환원에 NaOH가 필수적인 반면에 ni- 
比osobenzene은 NaOH가 없는 중성 용액에서 Ba­
kers* Yeast에 의해 환원되어 aniline을 형성하였으 

며, 이것은 nitro기는 NaOH의 작용이 있어야만 Ba- 
kers* Yeast 환원효소의 작용을 받을 수 있는 반면에 

nitroso기는 Bakers' Yea아 환원효소의 작용을 직접 

받을 수 있음을 의미한다고 생각된다. Nitro기는 

OH—의 존재하에서 -NO/로 전환되며 이것은 ni­

trite reductase의 작용에 의해 -NO를 거쳐 成凡로 

환원된다고 사료된다. Table 3에서 보는 바와 같이 

38 M에서 반응을 시켰을 때 301：나 50에 비해 

짧은 시간내에 높은 수율로 aniline이 얻어졌다. 특히 

이때 반응 중간단계로 azoxybenzene을 거침을 알 

수 있었다. 또한 일반적으로 환원이 진행되는 산 또는 

염기하에서의 반응이 아닌 중성하에서의 반응이며, 

오히려 염기하에서는 염기성이 강할수록 aniline으 

로의 환원이 잘 진행되지 않았다.

Bakers* Yeast(Sigma Type I) 30 g을 100 mM po­
tassium phosphate buffer(pH 7.0) 100 mL에 가하여 

100M에서 30분간 incubation한 후 냉각시켜 환원 

반응에 사용한 결과 열처리한 Bakers' Yeast를 사 

용하였을 때 열처리 하지 않은 Bakers' Yeast를 사 

용하였을 경우(Table 3)에 비하여 반응속도가 느려 

졌으나 위의 반응조건에서 Bakers Yeast 환원에 

직접 관여하는 효소가 열에 대하여 비교적 안정성을 

가진다고 사료된다(7、以屁 4).
Nitrobenzene의 Bakers' Yeast 환원에 NaOH가
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Table 3. Reduction of nitrosobenzene to aniline by Bakers' Yeast

Nitrosobenzene Bakers' Yeast Temperature Time Yield (%r

(g) (g) co (hr) 0
N»O I NHjd an d

0.5 30 38 3 0 17.7 82.3
0.5 30 30 1 51.3 21.7 2-3.9
0.5 30 30 4 0 46.2 53.8
0.5 30 30 7.5 0 28.3 71.7
0.5 30 50 2 0 47.6 52.4
0.5 30 50 6.5 0 21.3 78.7

Suspension of Bakers' Yeast (Sigma Type I, 30 g) in water (100 mL) was stirred at 30, 50 or 38 And then 
nitrosobenzene (0.5 g) in methanol (40 mL) was added. The resulting reaction mixture was stirred at 30, 50 
or 381. "GC yields.

Table 4. Reduction of nitrosobenzene to aniline by Heat-treated Bakers' Yeast

Nitrosobenzene
(g)

Bakers' Yeast 
(g)

Temperature 
(t)

Time
(hr)

Yield (%f

N=O6
0 

寸、。
NH, 
d

0.5 30 38 0.5 69.4 13.9 16.7
0.5 30 38 1 27.8 22.3 36.2
0.5 30 38 2 10.1 26.1 46.8
0.5 30 38 5 5.5 24.6 56.4

Suspension of Bakers' Yeast (Sigma Type I, 30 g) in water (100 mL) was heated for 30 min at 100 M with 
stirring, and then cooled to 38二 Nitrosobenzene (0.5 g) in methanol (40 mL) was added to the heat-treated 
Bakers' Yeast. The resulting reaction mixture was stirred at 38 °C. "GC yields.

필수적인 반면에 nitrosobenzene은 NaOH가 없는 

조건에서도 Bakers' Yeast에 의해 환원되어 aniline 

을 형성하였다. Nitrobenzene의 환원이 일어날 때 

초기에 nitrosobenzene°l 생성되는 경우 너무 쉽게 

환원이 계속되므로 reduction medium에서 분리할 

수가 없다. 그러나 용액내에서 hydroxylamine과 반 

응하여 benzenediazonium salt를 생성하고 이것이 

1-naphthylaminecoupling하여 aniline으로의 혹! 

원진행이 억제된다"

Ph-NO+H2NOH + HX^ (Ph- N=N) X+2HQ

w -bromonitrobenzene 0.5 g에 Bakers' Yeast 30 
g, NaOH 4 g을 가하여 80 t에서 2시간 농안 반응 

시키면, 환원반응이 진행되어 92%의 w-bromoani- 
Hne0] 얻어진다. 이때 Bakers' Yeast나 NaOH 중의 

어느 것 하나만이라도 반응계에서 제외시키면 환원 

반응이 전혀 진행되지 않는다. 반면에 nitrobenzene 
0.5 g에 Bakers' Yea아 30 g, NaOH 4 g을 가하고 

NH2OH-HC1 0.2 g, 1-naphthylamine 0.4g을 첨가 

하면 80t：에서 5시간까지 반응시켜도 5% 미만의 

환원 생성물이 생성되었을 뿐 80% 이상이 nitroben­
zene 상태로 남아있었다. 또한 Bakers' Yeast 30 g과 

NaOH 4 g을 제외하면 80t에서 2시간 반응시켜도 

모두 nitrobenzene 상태로 남아 있었다. 따라서 Ba­
kers' Yeast-NaOH system에서 nitrobenzene의 환 

원이 진행될 때 NaOH가 있어야만 니트로소 벤젠 

중간체가 형성되고 이 중간체와 NH2OH-HC1, 1-na- 
phthylamine이 결합하여 환원 반응의 진행을 저홍H 
하는 것이라 사료된다.

또 Nitrosobenzene 0.5 g에 Bakers' Yeast 30 g, 

1995. Vol. 39, Nu. 10
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NaOH4g, NH2OH-HC1 0.2 g, 1-naphthylamine 0.4 
g을 가하여 80P에서 2시간까지 반응시킨 결과 ani- 

line이 60%까지 얻어졌으며, 같은 반응조건에서 nit­

robenzene^- nitrosobenzene보다 NH2OH*HC1, 1- 
naphthylamine에 의해 훨씬 더 큰 영향을 받았다. 

이와 같은 결과는 nitrosobenzene0] nitrobenzene^] 
환원 중간체일 가능성을 시사해준다.

또한 nitrobenzene 뿐만 아•니라 nitrosobenzene0] 

Bakers' Yeast 환원이 진행됨은 aromatic nitro com- 
pound들의 환원반응의 가능한 route 중에서 Bakers* 
Yeast에 의한 환원은 ~NO2-> -NO — -NH?로서 nit­
roso 중간체를 거쳐서 amino group으로 진행돤다는 

것을 뒷바침한다고 사료된다. Costa 등은 EPR spec- 

troscopy를 사용하여 nitrite reductase의 high-spin 
heme이 기질과 결합하는 부위이며, enzyme에 결 

합된 NO-복합체가 NO「환원중간체로 존재한다는 

것을 밝혔다伸 따라서 nitrosobenzene이 중성용액 

에서 Bakers* Yeast에 의해 환원이 진행됨은 nitrite 
reductase가 본 반응에 참여했을 가능성을 높여준다.

Nitrosobenzene 환원에 미치는 pH 및 reductase 
inhibitor의 영향. 100 mM potassium phosphate 
buffer(pH 6( pH 7)오+ 100 mM Tris-HCl buffer(pH 
8, pH 9)에서 Bakers' Yeast에 의한 nitrosobenzene 
환원을 일으킨 결과 pH 6이나 7인 경우에 비하여 

pH 8인 경우 더 높은 수율로 환원 생성물을 얻을 

수 있었다(7、沥血 5).

Nitrite reductase는 haem기를 가지고 있으며 

NaN3나 KCN에 의 해 저해된다고 보고되어 있다.25,26 

Bakers' Yeast에 의한 nitrosobenzene의 환원이 nit­

rite reductase의 작용에 의한 것인가를 추적하기 

위하여 반응 혼합물에 NaM와 KCN을 각각 첨가하 

여 환원반응을 일으켰다.

100 mM potassium phosphate buffer(pH 7.0) 에서 

nitrosobenzene 0.05 g, Bakers" Yeast 3 g으로 381 
에서 2시간 동안 환원반응을 일으킬 때 Bakers' 

Yeast에 의한 nitrosobenzene^] 환원반응은 sodium 
azide 나 potassium cyanide 같은 metal-binding 
agent에 의해 반웅이 크게 저해되어, 반웅계에 5mM 
NaN3 또는 KCN을 첨가하였을 때 38t：에서 2시간 

동안 반응시켜도 aniline이 전혀 생성되지 않고 각각 

82.0%, 933%의 azoxybenzene만 검출되었다(7泌血 

6). 이것은 Bakers* Yeast 환원반응을 촉매하는 효 

소의 활성부위에서 금속이 작용하고 있음을 의미한 

다고 사료되며 특히 는 haem에 결합하여 저홍H 
효과를 나타내는데27 KCN에 의해 Bakers' Yeast 

환원반응이 저해된다는 것은 nitrite reductase7> 
iron-sulfur center와 flavin을 가지는 siroheme pro- 
tein이라는 사실과 함께 Bakers' Yeast 환원반응을 

일으키는 효소가 nitrite reductase라는 사실을 뒷 

바침한다고 사료된다.

또한 nitrite reductase의 저해제로 알려져 있는 

sodium ascorbate나 sodium phosphite도 Bakers'

Table 5. Effect of pH on the Bakers' Yeast reduction at 38 °C

Nitrosobenzene
(g)

Bakers' Yeast
(g)

pH Time 
(hr)

Yield (%)“

N-0 

d
o

甘p
nh2

b
0.05 3 6 2 5.1 15.9 58.8
0.05 3 7 0.3 40 29 31
0.05 3 7 0.6 15.2 22 44.1
0.05 3 7 4 0 38.3 61.7
0.05 3 8 2 8.6 14.8 64.4
0.05 3 8 4 0 20.0 69.7
0.05 3 9 2 3.7 17.2 66.7

Suspension of Bakers* Yeast (Sigma Type I, 3 잉) in 100 mM potassium phosphate buffer (pH 6, pH 7, 10 mL)
or 100 mM Tris-HCl buffer (pH 8, pH 9, 10 mL) was stirred at 38'社.And then nitrosobenzene (0.05 g) in methanol
(4 mL) was added. The resulting reaction mixture was stirred at 381. "GC yields.
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Table 6. Effect of various agents on Bakers' Yeast 
reduction

Yield (%r

Reaction mixture N.o ? nh2

b OP 6

(5 mM)

control 8.9 28.7 51.3
+ NaN3 (5 mM) 0 82.0 0
+ KCN (5 mM) 0 93.3 0
+ CuCl2 (5 mM) 9.5 23 55.1
+ Sodium ascorbate 12.9 38.1 21.1

(5 mM)
+ Sodium phosphite 0 50.8 0
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Suspension of Bakers' Yeast (Sigma Type I, 3 g) in 
100 mM potassium phosphate buffer (pH 7, 10 mL) 
was stirred at 38 ^C, and a mixture of nitroso benzene 
(0.05 g) in methanol (4 mL) and various agents was 
added. The resulting reaction mixture was stirred at 
38 M for 2 hours. "GC yields.

Yeast에 의한 nitrosobenzene의 환원반응에 저해효 

과를 나타내어, 반응계에 5 mM sodium ascorbate를 

첨가하였을 때 21.1%의 aniline이 생성되었고 nitro­
sobenzene0] 12.9%, azoxybenzene* 1 2 3 4 5 6] 38.1% 검출되 

었다. 또 5 mM sodium phosphite를 사용하였을 때 

에는 aniline은 전혀 생성되지 않았고 azoxyben- 

zene<>] 50.8% 검출되었다.
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