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Reaktion. 4) Wird die Butadien- durch eine Tetramethy-
len-Briicke ersetzt, sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit
drastisch. Bei 250°C betrigt das Verhaltnis der Geschwin-
digkeitskonstanten ks/k, 1750 (AAG* =7.8 kcal/mol)!"“,
Auch dieser Wert spricht fiir den Diradikal-Mechanismus,
da das Pentadienylradikal eine Stabilisierungsenergie von
ca. 20 kcal/mol hat!'",

Die Thermolyse des iiberbriickten Diazen-N-oxids (10}
fiithrt {iber das Diradikal (11} zum Isomer (I12)!'%. Der
Ringschlull von (11)~(12) ist bevorzugt, da das 1,1-Dia-
zen-N-oxid (13) thermodynamisch instabil ist. Das Verhilt-
nis der Umlagerungsgeschwindigkeit von (70) zu der von
(5) betrigt bei 150°C in [Dg]Toluol 28 (AAG* =2.8 kcal/
mol). Diese Werte machen deutlich, daf} das Freiwerden
von Ringspannung und stereoelektronische Faktoren die
Reaktivitat stark beeinflussen™?.
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Primirschritte der Umwandlung von ghlorbenzol-
Derivaten durch Pseudomonas putida'"

Von Karlheinz Ballschmiter und Charlotte Scholz!™

Als der primidre Schritt beim bakteriellen Abbau von
Arenen gilt die Reaktion mit einer Dioxygenase!'.

Ein als Zwischenstufe angenommenes Dioxetan (2) rea-
giert Gber ein - in vielen Fillen isoliertes - cis-Cyclohexa-
diendiol (3) zum Brenzcatechin (4)!".

R

Cr
R R R ~Hz0
H i s
o ‘2l NOH
+ Oy —— (n) —_— N
H

OH R

_2m OH

(1) (2) cis-(3) OH
(4)

Auf Benzol selektierte Mischkulturen von Bodenbakte-
rien bilden aus lipophil substituierten Benzol- und Biphe-
nyl-Derivaten Phenole!®. 1-Naphthol ist der Hauptmetabo-
lit der Umsetzung von Naphthalin durch eine Blaualge
(Cyanobacterium)®.

Die Phenole konnten durch enzymatische oder spontane
Dehydratisierung der cis-Cyclohexadiendiole (3) oder
durch Umlagerung oder Hydratisierung von Arenoxiden
(Oxiranen) (6) nach Angriff von Monooxygenasen entstan-

den sein.
R
(@]
H
R R 0 H \ R
H (7) OH
+ 0.5 Oy —>
(6)

/
R /
(1) AN O o (5)

H
OH

trans-(8)

Als Hinweis auf (6 als Vorstufe wird die Substituenten-
Wanderung (NIH-Verschiebung) in einem Cyclohexadi-
enon (7) angesehen'®., Diese NIH-Verschiebung wurde fiir
die bakterielle Bildung von Chlorphenol- aus Chlorbenzol-
Derivaten nachgewiesen'®. Die Hydroxylierung von
Chlorphenolen zu Chlorbrenzcatechinen wurde fiir Pseu-
domonas sp. beschrieben>?,

Mit drei Pseudomonas-Spezies (siehe Experimentelles)
erhielten wir nach 100 h Inkubation bei 30°C folgende Er-
gebnisse: Aus 1,2-Dichlorbenzol werden 2,3-, 3,4- und 2,6-
Dichlorphenol gebildet; Chlorphenol kann nicht nachge-
wiesen werden. Aus 1,3,5-Trichlorbenzol entsteht nur
2,4,6-Trichlorphenol, ebenso bei Inkubation mit einer iiber
Benzol als C-Quelle selektierten Bodenmischkultur. Auch
die Inkubation mit Rattenleber-Mikrosomen im pH-7.6-
Puffer unter Zusatz von NADPH ergibt unter aeroben Be-
dingungen das gleiche Produkt. Dichlorphenole sind in
keinem Fall entstanden. Im Kulturmedium aus Benzol 146t

[*] Prof. Dr. K. Ballschmiter, C. Scholz
Abteilung Analytische Chemie der Universitit
Qberer Eselsberg, D-7900 Ulm
[**] Mikrobieller Abbau von chlorierten Arenen, 7. Mitteilung. - 6. Mittei-
lung: [2¢c].
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sich bei Biphenyl als Substrat neben Phenol von den drei
moglichen Hydroxy-biphenyl-Derivaten nur die 2-Hydro-
xy-Verbindung nachweisen, falls Pentafluorbenzylbromid
als Derivatisierungsreagens benutzt wird.

Die H *-katalysierte Dehydratisierung eines 5,6-Dichlor-
cyclohexan-3,5-dien-1,2-diols ergibt bei ca. 70% Umsatz
des Diols die 2,3-, 3,4- und 3,5-Dichlorphenole im Verhilt-
nis 4:17 :1.

Die Dehydratisierung des nach bakterieller Synthese
isolierten Dichlor-cyclohexadiendiols™ simuliert den Ab-
bau dieser Verbindung durch Pseudomonas sp. nicht voll-
stindig. Zudem tritt bei der Dehydratisierung eines sol-
chen Diols sowohl bei der cis- als auch bei der trans-Form
nach Protonierung und Abspaltung von H,O das gleiche
Intermediat auf®!; es sollten die gleichen Folgeprodukte
entstehen, sieht man von kinetischen Unterschieden im
Reaktionsablauf ab""®. Das bei der Dehydratisierung gebil-
dete 3,5-Dichlorphenol kann iiber eine Allylumlagerung
des intermedidren Carbeniumions entstehen; es wurde
aber beim bakteriellen Abbau nicht nachgewiesen. Die
Entstehung von 2,6-Dichlorphenol aus 1,2-Dichlorbenzol
beim bakteriellen Abbau deutet auf eine Umlagerung eines
a-Dichlorepoxids hin.

Ein weiteres Argument fiir einen Monooxygenase-An-
griff ist die Bildung von 2,4,6-Trichlorphenol aus 1,3,5-Tri-
chlorbenzol, auch wenn keine NIH-Verschiebung des
Chloratoms stattfindet. AuBerdem wurden mit Pseudomo-
naden und Rattenleber-Mikrosomen gleiche Ergebnisse er-
halten, was auf gleiche enzymatische Reaktionen schlieBen
14Bt. Letztlich wird allein der direkte Nachweis der Ep-
oxide oder Dioxetane die Festlegung auf eine Primirreak-
tion ermdglichen - vorausgesetzt, es existiert nur eine!'®;
auch Markierungen mit '*Q, lassen bei parallel ablaufen-
den Reaktionen keine eindeutigen Aussagen zu®.

Experimentelles

Es wurden Reinkulturen des Aren-Abbauers Pseudomo-
nas putida (Nr. 50802, Nr. 50222 und Nr. 548 aus der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen, Grisebach-
straBe 8, D-3400 Gottingen) verwendet. Parallel dazu
wurde der Abbau mit einer auf Benzol als C-Quelle selek-
tierten Bodenmischkultur sowie mit mit Phenobarbital in-
duzierten Rattenleber-Mikrosomen durchgefiihrt. Als Sub-
strate wurden 1,2-Dichlorbenzol, 1,3,5-Trichlorbenzol und
Biphenyl (10~°M) bei Benzol als primirer C-Quelle ver-
wendet. Diese Verbindungen wurden durch Diffusion aus
Hartparaffin in das Standard-Nihrsalzmedium dosiert!.
Die Metabolite wurden als Pentafluorphenylether oder
Acetate durch Vergleich der Retentionsindices mit denen
von authentischen Verbindungen nach hochauflésender
Kapillar-Gaschromatographie mit Elektroneneinfach-De-
tektion identifiziert'® (sichere Identifizierung auch im Na-
nogramm-Bereich!™).

Epoxide oder Cyclohexadiendiole sollten sich wahrend
der Aufarbeitung der Kulturansitze bei der extraktiven
Derivatisierung der Phenolacetate aus wiBriger K,CO;-
Lésung (0.1 M) kaum umwandeln. 5,6-Dichlor-cyclohexa-
3,5-dien-1,2-diol - durch Abbau von 1,2-Dichlorbenzol mit
einer Pseudomonas-Mutante gewonnen™ - wurde bei
23°C in 2M HCI innerhalb von 24 h H *-katalysiert dehy-
dratisiert.

Eingegangen am 6. Februar 1980,
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Existieren in der Natur
alle acht diastereomeren Bacteriochlorophylle?

Von Bernd Scholz und Karlheinz Ballschmiter'™

Zahlreiche anaerobe Bakterien, z. B. Rhodospirillaceae,
sind zur Photosynthese beféhigt. Sie enthalten Tetrahydro-
porphyrine; Chlorophyll a und b (CHL a und b) der grii-
nen Pflanzen sind Dihydroporphyrine. Wir untersuchten
Bacteriochlorophyll ap (BCHL ap) und Bacteriochloro-
phyll agg (BCHL agg) - zusammen im allgemeinen als
BCHL a bezeichnet - sowie BCHL b (Abb. 1). Von BCHL
a sollten aufgrund unterschiedlicher Anordnung der Sub-
stituenten an C3, C4, C7, C8 und C10 acht, von BCHL b
vier Diastereomere vorkommen. Bisher wurde nur bei
BCHL a die epimere Verbindung BCHL a’ nachgewie-
sen''l. Epimere von BCHL a sind - in bezug auf die Stel-
lung der Substituenten an C7 - an C10 unterschiedlich
konfiguriert.

Die gute Trennung der C10-Epimere bei CHL a und b
durch die Reversed-Phase-Hochdruckfliissigkeitschroma-
tographie (RP-HPLC)"? lieB erwarten, da auch BCHL-a-
Diastereomere mit dieser Methode separiert werden kon-
nen. Die diinnschichtchromatographische Abtrennung ei-
ner unbekannten blauen Verbindung von kiuflichem
BCHL ap ist ein weiterer Hinweis auf andere Diastereo-
mere®.,

Die Isolierung der Bacteriochlorophylle aus Kulturen
von Rhodospirillum rubrum (BCHL agg), Chromatium D
oder Rhodospirillum fulvum (BCHL ap) und Rhodopseudo-
monas viridis (BCHL b) sowie die Auftrennung der Verbin-
dungen in Diastereomere durch RP-HPLC sind in ¥ be-
schrieben. Unter optimierten Trennbedingungen ergibt die
RP-C18-HPLC eine Aufspaltung von BCHL ap und
BCHL agg in insgesamt je acht Banden stark unterschied-
licher Intensitidt (Abb. 2A +2C).

Beim BCHL a ist die Unterscheidung der Diastereomere
nach Schema 1 méglich. Die Konfiguration der Substitu-
enten an C7 und C8 (Ring 1V) sowie an C3 und C4 (Ring
II) ist nach fritheren Arbeiten!™ trans. NMR-spektrosko-
pisch® sind Diastereomere, deren Anteil insgesamt nur
10-20% betrégt, nicht zu erkennen. Dagegen ermdglicht es
die Detektion bei 365 nm im Soret-Bereich wie auch bei
780 nm im IR-Bereich, nach Fliissigchromatographie noch

*] Prof. Dr. K. Ballschmiter, Dr. B. Scholz
Abteilung Analytische Chemie der Universitit
Oberer Eselsberg, D-7900 Ulm

0570-0833/81/1111-1027 $ 02.50./0 1027





