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,
in veranderter Fassung am 17. Juli 1981 (Z 893 a]
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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
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R! R? R? R* R® R’ zusétzliche

Doppelbindung
CHL a CH;, — C,H; — Phytyl H,C=CH zwischen

C3 und C4
CHLb CH=0 — C:H;s — Phytyl H,C=CH zwischen

C3 und C4
BCHL ap CH,4 H C,H;s H Phytyl H;C—C=0 —
BCHL agg CH, H C,H;s H Geranyl- H,C—C=0 —

geraniol

BCHL b CH; H =CH—CH; — Phytyl H,C—C=0 —
2-Desvinyi-2- CH; — C,H; — Geranyi- H,C—C=0 zwischen
acetyl-CHL agg geraniol C3 und C4
2-Desvinyl-2- CH; — C,Hs — Geranyl- H;C—C=0 zwischen C3 und
acetyl-Proto- geraniol C4 sowie C7 und
CHL agg C8, (-H7, H8)
2-Desvinyl-2- CH, — —CH—CH; — Phytyl H;C—C=0 zwischen
acetyl-4-(a- [ C3 und C4
hydroxyethyl)- OH
CHL ap

Abb. 1.

solche Komponenten leicht nachzuweisen, die in einem
Anteil von nur 1% vorliegen.

Die Isolierung der durch HPLC getrennten Komponen-
ten und deren Oxidation mit 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-
benzochinon (DDQ)* ergibt die Zuordnung von Peak 6 zu

c3i/c4

BCHL a
c7/Cc10

transoid

BCHL a
trans \
\ c3/cs
\ —_————==
\ 7 trans
/

c7/c10 4

cisoid

BCHL a'

AY
e

HPLC- DC-Peak
L. | Peak hRE- Nr.
Wert
c4/c?
-— all 1 82.9 1
transoid
c4/c7
» al2 5] 5 75.1 2
cisoid
c4/c7 a21 3 82.9 1
transoid ~
7
casc . 222 8 69.7 3
cisoid
cascr . a'll 2 82.9 1
transoid
_.C4_/£7_ a'12 [1 7 69.7 3
cisoid
c4/c7 at21 4 n.d.
transoid
casc? a'22 n.d. n.d.
cisoid

Struktur verschiedener Chlorophylle und Bacteriochlorophylle (R°=CO,CH;).

Falle miifiten im Chromatogramm die Peaks von mehr als
Je zwei oxidierten Bacteriochlorophyllen erscheinen.

Die Kombination aus Diinnschicht(DC)-Verteilungs-
chromatographie™ und RP-C18-HPLC erlaubt die in
Schema 1 wiedergegebene Zuordnung der getrennten

Schema 1. Systematik der moglichen Diastereomere von Bacteriochlorophyll ap und agg. Die absolute Konfiguration der Hauptkomponente von Bacteriochloro-
phyll agg wurde als BCHL aggl2 bestimmt [5a]. Das dazugehorige C10-Epimer ist das BCHL a’gg12 [1]. Fir BCHL ap gelten die Aussagen analog. n. d. steht fiir

nicht nachgewiesen; hR-Wert ist Ri-Wert x 100.

2-Desvinyl-2-acetyl-Proto-CHL agg (Ring IT und IV de-
hydriert); Peak 6 fehlt deshalb auch bei der 780 nm-Detek-
tion. Die Peaks 1-5, 7 und 8 werden durch DDQ in 2-Des-
vinyl-2-acetyl-CHL agg (Peak 16) und durch DDQ im
UberschuB langsam in 2-Desvinyl-2-acetyl-Proto-CHL agg
(Peak 6) umgewandelt (Abb. 2B), d. h. die Komponenten
1-5, 7 und 8 sind alle BCHL-agg-Diastereomere. Diese Er-
gebnisse gelten analog auch fiir die BCHL-ap-Diastereo-
mere. Ferner ist zu beobachten, dafi die Chromatium-D-
Bakterien neben der Hauptverbindung BCHL ap geringe
Mengen von BCHL agg enthalten.

Die DDQ-Oxidation der durch RP-C18-HPLC getrenn-
ten Diastereomere beweist auch, daBl in beiden Verbin-
dungsgruppen die Seitenkette an C7 gleich ist. Im anderen

1028
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BCHL-agg-Diastereomere. Alle in den drei DC-Flecken
enthaltenen Verbindungen ergeben nach Reaktionen mit
DDQ die Verbindungen 2-Desvinyl-2-acetyl-CHL agg und
2-Desvinyl-2-acetyl-Proto-CHL agg, d. h. auch hier liegen
intakte BCHL-agg-Diastereomere vor.

Aus dem Befund k' BCHL a<k’ BCHL a’ - der k'-Wert
als Quotient aus Nettoretentionszeit und Durchbruchszeit
ist ein MaB fiir die Wechselwirkungszeit und damit der
Wechselwirkungsstirke der Verbindung mit der stationi-
ren Phase - kann abgeleitet werden, daB bei der RP-C18-
HPLC die Retention der Diastereomere mit steigender
beidseitiger Abschirmung der Porphyrinebene durch tran-
soide Stellung der Substituenten herabgesetzt wird. Die ge-
ringere Retention von BCHL a gegeniiber der von BCHL

0570-0833/81/1111-1028 $ 02.50/0 Angew. Chem. 93 (1981) Nr. 11
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Abb. 2. A) HPLC-Chromatogramm von BCHL agg bei maximaler Aufls-
sung. Mobile Phase: Acetonitril/ Wasser, 80/20 (V/V), stationire Phase:
Lichrosorb RP-18, 5 pm. Detektion bei 365 nm. B) HPLC-Chromatogramm
von 2-Desvinyl-2-acetyl-Proto-CHL agg (Peak 6) und 2-Desvinyl-2-acetyl-
CHL agg (Peak 16) nach Oxidation der BCHL-agg-Diastereomere (Peak 1-8)
mit DDQ. Bedingungen wie bei A). C) HPLC-Chromatogramm von BCHL
agg (Peak 1-8) und BCHL ap (Peak 9-15). Mobile Phase: Acetonitril/ Was-
ser, 88/12 (V/V), stationidre Phase: Lichrosorb RP-18, 5 um. Detektion bei
365 nm.

a’ spricht fiir eine bessere Solvatation im Laufmittel Aceto-
nitril/Wasser (80 :20). Wird dieser Schluf3 verallgemeinert,
ist z. B. fiir BCHL all eine geringere Retention zu erwar-
ten als fiir BCHL al2. Diastereomere mit trans-stindigen
Gruppen an C3 und C4 sollten gegeniiber denen mit cis-
stindigen Gruppen bevorzugt auftreten, was die Zuord-
nung der BCHL-a-Diastereomere erleichtert.

DC-Fleck 1 kann nach dem erlduterten Sachverhalt ma-
ximal ein BCHL a’ enthalten. Durch RP-C18-HPLC sind
darin die Komponenten 1, 2 und 3 nachzuweisen, bei de-
nen es sich sehr wahrscheinlich um BCHL al1, BCHL a’l1
bzw. BCHL a21] handelt. Dem Hauptpeak im HPLC-Chro-
matogramm ordnen wir die iiblicherweise fiir BCHL a an-
gegebene Struktur des Diastereomers BCHL A12 zu. Die

Angew. Chem. 93 (1981} Nr. 11
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cisoide Anordnung der Gruppen an C4/C7 entspricht auch
dem Retentionsverhalten in der DC (Fleck 2). DC-Fleck 3
enthdlt die HPLC-Peaks 7 und 8 mit wenig 5, d. h. auf-
grund ihres Retentionsverhaltens sollten diese Verbindun-
gen eine optimal freie Porphyrinebene haben. Dies ist bei
den Diastereomeren BCHL a’12 und BCHL a22 sowie
BCHL a22 und BCHL a’21 gegeben. Nach den Mengen-
verhéltnissen der Substanzen entspricht dem HPLC-Peak 7
BCHL a’12; eine sichere Zuordnung des HPLC-Peaks 8 ist
nicht zu treffen, wahrscheinlich handelt es sich jedoch um
BCHL a22. Die Mengenverhiltnisse BCHL all (5.5%), a12
(71), a21 (8.5), a’l1 (5.5), a’12 (8.5), a22 (0.8), a'21 - Peak 4
- (0.2) sind in sich konsistent, wenn man aufgrund der Bio-
synthese der Bacteriochlorophylle am Ring II zwischen
C3/C4 bevorzugt eine trans-Hydrierung analog Ring IV
annimmt. Fiir die BCHL-ap-Diastereomere (Abb. 2C) gel-
ten die Strukturzuordnungen analog, d. h. Peak 9=all,
10=a’1l1, 11=a2l, 12=2a’2l, 13=al2, 14=a’12, 15=a22
(Schema 1).

Obwohl es bisher nicht gelang, ausreichende Mengen
der einzelnen BCHL-a- und BCHL-b-Diastereomere fiir
eine NMR-spektroskopische Untersuchung zu isolieren,
und der endgiiltige Beweis fiir die getroffene Strukturzu-
ordnung noch aussteht, wurden sie doch in den Photosyn-
theseeinheiten der angegebenen Mikroorganismen eindeu-
tig nachgewiesen. Die strukturbezogene Auswertung der
Retentionen in der Kombination von RP-DC und RP-C18-
HPLC lieferten mehr als nur Hinweise fiir die richtige
Charakterisierung der einzelnen BCHL-a-Diastereomere.
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CC-Verkniipfung und reversible y-H-Abstraktion
im Tantalkomplex
Cl(n*-Cp)(n*-CoH,)Ta(CHCMes)

Von Anton W. Gal und Harry van der Heijden"

Koordinativ ungesittigte Cyclopentadienyl(Cp)-Tantal-
Neopentyliden-Komplexe sind niitzliche Vorstufen fiir re-
aktive Olefin-Tantal-Verbindungen"'®; sie reagieren mit
Alkenen zu Tantalacyclobutan-Zwischenstufen, die iiber
eine f,a-Wasserstoffverschiebung die Olefinkomplexe er-
geben!'9, Koordinativ gesittigte Neopentyliden-Kom-
plexe wie Cl(n’-Cp),Ta(CHCMe;)!'"!! reagieren jedoch
nicht mit Alkenen; um die Reaktivitit zu erhdhen, ersetz-
ten wir einen 1>-Cp-Liganden dieser Verbindung durch die
n’-Indenylgruppe (n°-CyH;), wobei der Komplex Cl(n°-
Cp)(m*-CsH;)Ta(CHCMes) (2)1! entsteht.

Hergestellt wird (2) durch Umsetzung von Indenylna-
trium mit Cl,(n>-Cp)Ta(CHCMe;) (1) (Mol-Verhiltnis 1:1)

[*] Dr. A. W. Gal, H. van der Heijden
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