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Abb. 1. Mikrobielle Oxidation von 2,5-Dimethylpyrazin (DMP) zu 5-Methyl- 
pyrazin-2-carbonsaure (MPCA). Absorption der Zellsuspension bei 650 nm ; 
Konzentration von DMP A und MPCA 0 .  Nach 52 h Wachstum wurde 100% 
p-Xylol als Wachstumssubstrat eingesetzt. 

Um zu prufen, ob diese biologische Oxidationsmethode in- 
dustriell anwendbar ist, wurden Biotransformationen bis zu 
einem Volumen von 1000 L mit einem leicht abgeanderten 
Fermentationsprozess durchgefuhrt. Die hochste Produkt- 
konzentration betrug 24g L-' MPCA (bei einer Aus- 
beute > 95 %). Die Konzentration von DMP nach Beendi- 
gung der Fermentation lag bei < 0.1 g L-l. Es konnten kei- 
ne Stoffwechselprodukte von p-Xylol im Medium festgestellt 
werden, die die Reinigung des Produktes erschwert hatten. 

Zusammenfassend zeigen unsere Experimente, daB P .  pu- 
tida als Biokatalysator fur die selektive Oxidation von Me- 
thylgruppen an Heteroarenen geeignet ist. Die Ausbeuten an 
entsprechenden Monocarbonsauren und die Reaktionsbe- 
dingungen wurden nur im Falle von 2,5-Dimethylpyrazin 
optimiert. Um einen allgemein anwendbaren ProzeB zur bio- 
logischen Oxidation von Methylgruppen an aromatischen 
Heterocyclen zu entwickeln, konzentrieren wir uns nun auf 
die Gewinnung von Mutanten, die einen Defekt im Xylolab- 
bauweg aufweisen, um somit einen weiteren Abbau von be- 
stimmten Heteroarenen zu verhindern. Weiterhin sol1 eine 
Inaktivierung der Benzylalkohol-Dehydrogenase erreicht 
werden, um auch hydroxymethylierte Verbindungen herstel- 
len zu konnen. 

Experimentelles 
Startkulturen von P. putida wurden in 300 mL-Erlenmeyerkolben mit 100 mL 
Mineralsalzmedium (H. G. Kulla, F. Klausener, U. Meyer, B. Liideke, T. Lei- 
singer, Arch. Microbiol. 1983, 135, 1-7) angezogen. In den Kolben wurde ein 
10 mL-Polypropylenrohrchen mit 1 mL p-Xylol als Kohlenstoffquelle gestellt. 
Die Inkubation erfolgte bei 30 "C auf einem Schiittler. Das unter diesen Bedin- 
gungen verdampfende Xylol was fur das Zellwachstum ausreichend. Fur Fer- 
mentationen im groBeren MaBstab (20-1000 L) wurde Xylol direkt zum Me- 
dium zugegeben. Die Xylolkonzentration im Fermenter wurde durch 
Absorptionsmessung der Fermenterabluft bei 214 nm (ISCO UA 5 Absorp- 
tionsdetektor; ISCO, P.O. Box 5347, Lincoln, NE 68505, USA) bestimmt. Das 
elektronische Signal des Detektors wurde mit einer Dosierpumpe fur Xylol so 
gekoppelt, daB die Konzentration des Wachstumsubstrates im Bereich von 
0.1 mMlag. Die besten Transformationsraten wurden unter substratlimitieren- 
den Bedingnngen beobachtet. Fur Biotransformationen im kleinen MaDstab 
wurden mit p-Xylol gezogene Zellen von P .  putida in 20 mL Mineralsalzme- 
dium (A,,,,, = 10) bis zu einer Konzentration von 10 mMmit denentsprechen- 
den Heterocyclen versetzt und in verschlossenen 300 mL-Erlenmeyerkolben 
inkubiert, so daD die leichtfluchtigen Verbindungen nicht entweichen konnten. 
Die Inkubation erfolgte wahrend 16 h bei 30 "C auf einem Schiittler. Fur die 
Biotransformation wurde kein Xylol zugesetzt. Die Konzentration der Oxida- 
tionsprodukte im zellfreien Uberstand wurde diinnschichtchromatographisch 
bestimmt. Bei unvollstandigen Umsetzungen kQ?nte in den meisten Fallen au- 
Der dem Oxidationsprodukt nur das Ausgangsmaterial nachgewiesen werden. 
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Ursache der Stabilisierung von 
Vinyldiazonium-Ionen durch b-Substitution; 
erste Kristallstrukturanalyse einer 
aliphatischen Diazoniumverbindung : B,P-Diethoxy- 
ethendiazonium-hexachloroantimonat ** 
Von Ruiner Gluser*, Grace Shiuhuy Chen 
und Charles L. Burnes 

Professor Andrew Streitwieser zum 65. Geburtstug gewidmet 

Aliphatische Diazonium-Ionen sind im Gegensatz zu aro- 
matischen Diazonium-Ionen hochreaktive Zwischenstufen, 
die zur spontanen N,-Abspaltung neigen''. 'I, was ihre voll- 
standige Charakterisierung sehr erschwert. Aliphatische 
Diazonium-Ionen sind in superaciden Medien13] und in der 
GasphaseL4] beobachtet worden. Alkandiazonium-Ionen 
konnten auch durch Ubergangsmetalle stabilisiert werden, 
jedoch sind die Diazonium-Ionen in diesen Komplexen ge- 
winkelt und von den freien Ionen vollig verschiedentS1. Bott 
fand, daB P,P-disubstituierte Ethendiazonium-Ionen im Ge- 
gensatz zur Stammverbindung['I auBergewohnlich bestan- 
dig sindI6], was auf die Resonanzstabilisierung durch die 
j-Substituenten zuriickgefuhrt wurde. Bertrand et al. haben 
kiirzlich iiber die Alkylierung eines Diazomethylenphospho- 
rans berichtet, bei der stabile Cp-P-Analoga von Ethendiazo- 
nium-Ionen entstehen, die sich am besten als Phosphonio- 
substituierte Diazoalkane beschreiben lassen[']. 

Wir berichten nun iiber die erste Kristallstrukturanalyse 
eines aliphatischen Diazonium-Ions, des P,P-Diethoxyethen- 
diazonium-Ions 1 in 1-SbCl, . Diese experimentellen Daten 
ermoglichen nun zum ersten Mal, die Qualitat berechneter 

[*I Prof. Dr. R. Glaser, G. S. Chen, Dr. C. L. Barnes 
Department of Chemistry, University of Missouri 
Columbia, MO 65211 (USA) 

[**I Diese Arbeit wurde vom Petroleum Research Fund der American Chemi- 
cal Society und vom Research Council der University of Missouri (92-RC- 
023-BR) gefordert. Die Beschaffung der Rontgengerate und des Bruker- 
500 MHz-NMR-Spektrometers wurde durch Mittel der National Science 
Foundation (CHE 90-1 1804 und CHE 89-08304) ermoglicht. 
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Strukturen zu beurteilen. Wir haben noch die ab-initio- 
Strukturen von 1 und seinem Dimethoxy-Analogon 2 sowie 
von 1,l-Dimethoxyethen, 3 und dem 1 ,I-Dimethoxyethe- 
nium-Ion 4, bestimmt, um die Beitrage einzelner mesomerer 
Grenzstrukturen zu prufen. 

I-SbCI, wurde durch direkte Alkylierung von Diazoessig- 
ester mit Triethyloxonium-hexachloroantimonat in 1,2- 
Dichlorethan in der von Bott beschriebenen Weiser6] darge- 
stellt. Die weifien Nadeln von 1-SbCl,, die nach Umkristalli- 
sieren aus 1,2-Dichlorethan anfallen, wurden durch 
Elementaranalyse, IR-, 'H- und 3C-NMR-Spektroskopie 
charakterisiert. IR-Spektren von 1-SbCl, wurden in Lasung 
(CH,Cl,) und im festen Zustand (KBr) aufgenommen. Die 
charakteristische N-N-Streckschwingung erscheint im Lo- 
sungsspektrum bei 2193 cm- ', wahrend im Festkorperspek- 
trum zwei Banden16] bei 2192 und 2161 cm-' auftreten. Die 
chemischen Verschiebungen der 'H- (kursiv) und I3C-Ato- 
me sind in Schema 1 zusammengefafit. Die Zuordnung der 

4.72 'CH2-0 

4.65 
1 5 . 4  cn2-o n 6.14 

/ 

1.62 / 
14.1 CH3 

Schema 1. Zuordnung der 13C- und 'H(kursiv)-NMR-chemischen Verschie- 
bungen von 1. 

'H-Signale gelang durch Messung des NOE-Effekts zwi- 
schen dem Vinylproton und den trans-Methylenprotonen 
und mit zweidimensionalen homo- ('H-'H-) und heteronu- 

clearen ('H-13C-) COSY-Spektren. Die Lage des Resonanz- 
signals des Vinylprotons bei 6 = 6.14 ist aufierst charakteri- 
stisch. Die Intensitat des I3C-NMR-Signals des a-C-Atoms 
ist iiberraschenderweise geringer als die des quartaren P-C- 
Atoms, die Zuordnung dieser Signale wurde durch ein 
DEPT-Experiment[*] abgesichert. 

Einkristalle fur die Rontgenstrukturanalyse erhielt man 
durch Uberschichten einer Losung von 1-SbC1, in 1,2-Di- 
chlorethan mit trockenem Hexan unter N,in einer Dry Box. 
Nach drei Tagen hatten sich farblose Einkristalle an der Pha- 
sengrenze gebildetIgl. 

Die asymmetrische Einheit der orthorhombischen Ele- 
mentarzelle von I-SbC1, enthalt zwei symmetrieunabhangi- 
ge Kationen A und B (Abb. I), was vom Festkorper-IR- 
Spektrum zu erwarten war. A und B sind von SbC1,-Ionen 

02 

A 6 

Abb. 1. Struktur der beiden symmetrieunabhingigen &#-Diethoxyethendiazo- 
nium-Ionen A und B im Kristall. Bindungslangen und -winkel siehe Text. 

umgeben und alle Chloratome sind mehr als 3.35 8, von den 
Kationen entfernt. Die P-N-Atome werden von vier Chlor- 
atomen koordiniert und einige dieser Chloratome nehmen 
Briickenpositionen zwischen dem P-N- und dem a-C-Atom 
ein. Die zwei Chloratome in der Nachbarschaft der P-C-Ato- 
me in A und B haben verhaltnismafiig wenig Kontakt 
(> 3.4 A). Die Ionen A und B haben die gleiche Konforma- 
tion und beide weichen nur geringfugig von lokaler C,-Sym- 
metrie ab. Die CB-O-Bindungen in cis- und trans-Stellung 
bezuglich der N,-Gruppe bevorzugen die C-0-s-trans- bzw. 
die -s-cis-Konformation, und alle Konformationen sind 

Tabelle 1. Ausgewahlte wichtige Strukturparameter des Kristalls und der ab-initio-Strukturen des #,b-Diethoxyethendiazonium-Ions [a]. 

Parameter [b] Kristall ab initio [c,d] 
A B A-B 3-21G A 6-31G* A 

c1-c2 1.378(15) 1.374(14) 0.004 1.3819 0.006 1.3913 0.015 
C2-H 1.0617 1.0651 - 

C2-N1 1.371(16) 1.325(15) 0.046 1.3493 0.001 1.3526 0.005 
N1-N2 1.102(15) 1.104( 15) -0.002 1.0912 -0.012 1.0841 -0.019 
02-c1 1.268(12) 1.324(13) -0.056 1.2957 0.000 1.2780 -0.018 
01-c1 1.257(13) 1.296(13) -0.039 1.2951 0.019 1.2753 -0.001 
C5-02 1.477(12) 1.493(11) -0.016 1.5057 0.021 1.4683 -0.017 
C3-01 1.468(13) 1.469(13) -0.001 1.4954 0.027 1.4590 -0.010 
C6-C5 1.500(16) 1.479(14) 0.021 1.5165 0.027 1 ,5094 0.020 

- - - - 

c4-c3 1.561 (1 7) 1.488(16) 0.073 1.5173 -0.007 1.5102 -0.014 
C1-C2-H 126.16 128.02 - 
Cl-C2-N1 118.8(10) 116.6(9) 2.2 117.64 -0.1 116.41 -1.3 
N2-N1-X 89.6(14) 89.3(12) 0.3 89.93 0.5 90.87 1.4 

- - - ~ 

c2-c1-02 118.0(10) 119.0(10) -1.0 118.69 0.2 118.39 -0.1 
C2-c1-01 1 22.1 (9) 125.6(10) -3.5 123.96 0.1 123.74 -0.1 
C5-02-Cl 117.4(8) 117.9(7) -0.5 123.31 5.7 122.02 4.4 
C3-01-C1 121.9(8) 117.8(8) 4.1 125.69 5.8 123.41 3.6 

C4-C3-01 107.3(9) 105.9(9) 1.4 105.69 -0.9 107.05 0.5 

[a] Langen in 8, und Winkel in Grad. Experimentelle Standardabweichungen sind in Klammern gegeben und beziehen sich auf die letzte(n) Ziffer(n). [h] Numerlerung 
der Atome siehe Abbildung 1. Das Dummy-Atom X ist mit N1 verbunden, cis-standig zu C1, und X-NI steht senkrecht auf C2-Nl. C1 = C,, C2 = C,; N, 1st an C, 
gebunden. [c] C,-Struktur. [d] A-Werte gehen die Abweichungen der ab-initio-Strukturen von den durchschnittlichen Werten der Kristallstruktur an. 

C6-C5-02 107.4(8) 106.4(7) 1.0 105.22 -1.7 106.64 -0.3 
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s-trans bezuglich der Et-0- und der C-C-Bindungen. Es tre- 
ten bedeutende Strukturunterschiede zwischen A und B auf 
(Tabelle 1). Die C-N-Bindung in A ist ungefahr 0.05 8, langer 
als in B, wahrend beide CB-0-Bindungen und speziell die 
cis-C1-02-Bindung kiirzer sind. Abgesehen von der trans- 
standigen Ethylgruppe sind die Unterschiede in den Bin- 
dungswinkeln durchweg klein. A und B haben C1-C2-Bin- 
dungslangen von 1.37-1.38 A und N-N-Bindungslangen 
von 1.10 A. Die Bindungswinkel um die Cl-C2-Bindung 
deuten auf anziehende Wechselwirkungen zwischen der N,- 
Gruppe und der benachbarten Ethoxygruppe hin. Die C1- 
C2-N1- und C2-CI-02-Bindungswinkel sind kleiner als 
120 O, wahrend die entsprechenden Winkel Cl-CZH und C2- 
C1-01 groI3er sind. Besonders hervorzuheben ist, daI3 die 
Et-0-C,-Bindungswinkel naherungsweise sp2-hybridisierte 
0-Atome anzeigen und daB die C,-0-Bindungslangen ver- 
gleichsweise kurz sind. 

Die Struktur des Diethoxyethendiazonium-Ions mit der 
Konformation von 1 wurde in C,-Symmetrie rnit den Basis- 
satzen 3-21G und 6-31G* optirniert (Abb. 2). Eine Konfor- 

1.409 

1.325 

Abb. 2. RHF/6-31GL-optimierte C,-Strukturen von 1-4. 

mationsanalyse von 2 legt nahe, daI3 diese Konformation die 
stabilste ist["]. Die ab-initio-Strukturen stimmen gut rnit 
den Durchschnittswerten der experimentellen Daten iiber- 
ein. Bindungslangen werden im allgemeinen auf dem niede- 
ren ab-initio-Niveau uber- und auf dem hoheren ab-initio- 
Niveau unterschatzt, jedoch sind diese Unterschiede etwa in 
der gleichen GroBenordnung wie die experimentellen Stan- 
dardabweichungen. Die bedeutendsten Abweichungen m i -  
schen Theorie und Festkorperstruktur ergeben sich fur die 
Et-O-C@-Bindungswinkel (3.6-5.8" groaer) und fur die N- 
N-Bindungslangen (unterschatzt um 0.01 -0.02 Es sei 
bemerkt, daD sowohl die C,-0- als auch die Et-0-Bindung 
der cis-Ethoxygruppe stets langer sind als im Falle der truns- 
Ethoxygruppe. Der berechnete C1 -C2-H-Bindungswinkel ist 
bedeutend groBer als der Bindungswinkel bei sp2-Hybridi- 
sierung. 

Die Strukturdaten von CNN-Einheiten in Diazoverbin- 
dungen und in Diazonium-Ionen sind sehr ahnlich[13] und 
geben deshalb wenig Auskunft uber die Beitrage der meso- 

meren Grenzstrukturen I-IV (Schema 2). Die C-C- und 0- 
C-Bindungslangen eignen sich am besten fur diese Analyse. 
Die kurzen CB-0-Bindungen und die groI3en Et-0-C,-Win- 
kel deuten darauf hin, daD den Strukturen vom Typ III und IV 
grol3e Bedeutung zukommt. Der Vergleich von 2 rnit 3 und 

f -  
EtO 

/rJ- 
N+ Et-0' 

EtO N+ EtO \ r '  
FC\ c=c - 'c+-c// - 

EtO H EtO ' \H EtO H 

# 
\ I  

/ \  
Et-O+ 

I I1 111 I V  

Schema 2. Mesomere Grenzstrukturen I-IV von 1. 

4 (Abb. 2) demonstriert die Wichtigkeit von 111 und IV in 
eindringlicher und uberzeugender Weise['41. Man beachte 
die gute Ubereinstimmung der Strukturen von 1 und 2. Die 
C,-O-Bindungslangen im Carbenium-Ion 4 sind nur gering- 
fugig kiirzer als in 2 (0.015-0.026 A), wahrend die 0-CH,- 
Bindungen etwas langer (0.008-0.012 A) sind. Im Gegensatz 
zu 2 und 4 sind die C,-0-Bindungen in 3 wesentlich langer 
(>0.074 A) und die H,C-0-Bindungen kiirzer (>0.035 A). 
Die charakteristische Verkiirzung der C,-0-Bindungen und 
die gleichzeitige Verlangerung der H,C-0-Bindungen im 
Carbenium-Ion 4 treten fur 2 ebenso markant in Erschei- 
nung, was die Bedeutung der mesomeren Formen I11 und IV 
sehr deutlich unterstreicht. Die langeren C-C-Bindungen in 
1 und 2 im Vergleich zu 3 unterstiitzen die SchluBfolgerung, 
da8 in der Tat alle drei Grenzstrukturen 11-IV wichtig sind. 
Sowohl oxosubstituierte Carbenium(,,0xenium")-"51 als 
auch dioxosubstituierte Carbenium(,,Dioxenium")-Ionen[161 
sind bekannt, und Kristallstrukturen von Oxenium-Salzen 
wurden bestimmt. Childs et al. berichteten iiber die 
Kristallstrukturen von zwei Hydroxycarbenium-Ionen, de- 
ren kurze C-OH-Bindungslangen (1.288 - 1.302 A) auf be- 
deutende Beitrage der Oxenium-Grenzstrukturen hinwei- 
sen["]. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, daB den mesomeren 
Grenzstrukturen 11-IV vom Carbenium-Typ eine Schliissel- 
rolle zum Verstandnis der Stabilitat P-substituierter Alken- 
diazonium-Ionen zukommt. Unsere SchluBfolgerungen sind 
konsistent rnit den Ergebnissen topologischer Elektronen- 
dichteanalysen sowohl anderer p-substituierter Ethen- 
diazonium-Ionen[2d] als auch der Stammverbindung selbst 
die auf Elektronendichteverteilungen hinweisen, bei denen 
die N,-Einheiten neutral sind. Daruber hinaus sei vermerkt, 
daD die '3C-chemischen Verschiebungen von 1 Elektronen- 
mange1 am P-C-Atom anzeigen, was rnit der Addition von 
Nucleophilen an das p-C-Atom P,P-disubstituierter Ethen- 
diazonium-Ionen in Einklang steht['*I. 

Exper imen telles 
Vorsicht : Oxoniumsalze sind giftig und krebserregend. Alle experimentellen 
Arbeiten wurden unter N, in einer Dry Box durchgefuhrt, Losungsmittel wur- 
den uber P,O,, getrocknet. 
1-SbCI,: Zu einer geruhrten Losung von 2.08 g (18 mmol) Diazoessigester in 
15 mL 1.2-Dichlorethan gibt man 2.6 g (6 mmol) Triethyloxonium-hexa- 
chloroantimonat und l l B t  die Mischung bei Raumtemperatur 24 h reagieren. 
1-SbCI, wird durch Zugabe von 40 mL CCI, ausgefillt. Das Rohprodukt wird 
durch Umkristallisation gereinigt. Man bereitet eine gesattigte Losung von 
1-SbC1, in 1,2-Dichlorethan bei Raumtemperatur und fugt CCI, zu, bis die 
Kristallisation von 1-SbCI, an der Eintropfstelle beobachtet werden kann. 
Nach der Kristallisation bei 5 "C erhalt man 2.08 g des reinen Salzes 1-SbCI, als 
weiDe Nadeln; Fp =110-112"C; Ausbeute 24%. 
'H-NMR(S00 MHZ,CD2C1,,25"C,TMS): 6 =1.53( t , J=7  Hz,3H), 1.62(t, 
,=7Hz,3H),4.65(q,J=7Hz,2H),4.72(q,  / = 7 H z , Z H ) , 6 . 1 4 ( ~ ,  1H); 
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',C-NMR (CD,CI,): 6 =14.14 (CH,), 14.28 (CH,), 55.75 (CH), 72.47 (CH,), 
75.41 (CH,), 177.8 (CI). - Korrekte Elementaranalyse (C,H,N,CI). 
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CAS-Registry-Nummern : 
1, 3883-93-0; 2,140834-35-1; 3, 116-11-0; 4, 41798-19-0; Diazoessigester, 623- 
73-4; Triethyloxonium-hexachloroantimonat, 3264-67-3. 
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Benzo-l,2,3-triselenolium-trifluormethansulfonat - 
ein C,Se,-Radikalkationensalz mit ungewohnlicher 
Festkorperstruktur * * 
Von Gotthelf Wolmershauser * und Gert Heckmann 

S-haltige Ringverbindungen rnit einem 7-n-Elektronen- 
system sind haufig ungewohnlich stabil". '1. Die homologen 
Se-Verbindungen sind dagegen kaum bekannt. Mit dem Ra- 
dikal 1 gelang uns kiirzlich der Nachweis einer solchen, aller- 
dings instabilen Verbindung. 1 entsteht bei der Reduktion 
der entsprechenden kationischen 6-R-Elektronenverbin- 
dungt3'. Ersetzt man formal das N-Atom in 1 durch Se+, so 
kommt man zum Benzo-l,2,3-triselenolium-Radikalkation 
2, das einen neuen 7-n-Elektronen-Heterocyclus enthalt. 

a.% Se ase Se 

1 2 

Bei 2 handelt es sich unseres Wissens um das erste selen- 
zentrierte Radikalkation rnit einer cyclischen C,Se,-Einheit. 
Zur Darstellung von 2 stehen zwei Syntheserouten zur Verfii- 
gung. Gemeinsamer Reaktionsschritt ist die Einschiebung 
von Se in eine Selen-Halogen-Bindung (Schema 1). Durch 
Reaktion von o-C,H,Se,Cl, 3131 rnit zwei Aquivalenten 
grauem Selen entsteht 2-C1 bei Raumtemperatur in 72 % 
Ausbeute. Alternativ kann man (C,H,Se,), 4141 rnit Se,Cl, 
unter gleichen Reaktionsbedingungen umsetzen. 2-C1 ist ein 
dunkelblauer Feststoff, der in organischen Losungsmitteln 
nahezu unloslich ist. Gut losliche Salze erhalt man dagegen 
nach Anionenaustausch von C1- gegen komplexe Anionen 
wie S0,CF;. So entsteht bei der Umsetzung von 2-C1 mit 
Trifluormethansulfonsauretrimethylsilylester und anschlie- 
Bender Extraktion mit Acetonitril eine tiefviolette Losung 

3 
+ ROSO,CF, - 2-SO3CF3 

- RCI 

L 

4 =  

Schema 1 .  R = SiMe, . 
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