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Enzymatische Oxidation von Methylgruppen an 
Heteroarenen : eine vielseitige Methode zur 
Herstellung heteroaromatischer Carbonsauren * * 
Von Andreas Kiener* 

Die chemische Oxidation von Heteroarenen, die rnit einer 
oder rnehreren Methylgruppen substituiert sind, zur indu- 
striellen Herstellung von heteroaromatischen Monocarbon- 
sauren fuhrt oft zur Bildung unerwunschter Nebenprodukte. 
Um dieses Problem zu umgehen, waren wir an der Entwick- 
lung einer biologischen Oxidationsmethode interessiert. Ob- 
wohl enzymatische Oxidationen an Alkylseitenketten von 
Heteroarenen mit Bakterien und Pilzen bekannt sind"], 
wurden bisher keine dieser Biotransformationen zur Herstel- 
lung von Heteroarencarbonsauren oder deren Hydroxy- 
methylderivaten angewendet. Hier wird eine vielseitige enzy- 
matische Methode zur selektiven Oxidation einer einzelnen 
Methylgruppe an Heteroarenen beschrieben, die schon im 
PilotmaBstab durchgefuhrt werden konnte. 

In unseren Experimenten wurde der Wildtypstamm Pseu- 
domonas putida ATCC 3301 5 als Biokatalysator verwendet. 
Dieser Mikroorganismus kann auf Toluol, p-Xylol oder m- 
Xylol als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen[']. 
Der Xylolabbau wurde sowohl bio~hemisch[~, 41 als auch ge- 
netischt52 61 eingehend untersucht. p-Xylol beispielsweise 
wird durch die Xylol-Monooxygenase zu 4-Methylbenzyl- 
alkohol oxidiert. AnschlieBend findet eine Weiteroxidation 
zu 4-Methylbenzoesaure statt ; diese Reaktion wird durch die 
Benzylalkohol- und Benzylaldehyd-Dehydrogenase kataly- 
siert. Diese aromatische Carbonsaure wird durch die Toluat- 
Dioxygenase und die Dihydroxycyclohexadiencarboxylat- 
Dehydrogenase in 4-Methylbrenzcatechin uberfuhrt, bevor 
die Catechol-Dioxygenase den aromatischen Ring spaltet. 
Das Spaltprodukt wird anschlieBend zu Zwischenverbin- 
dungen des Krebs-Cyclus umgewandelt und dort einge- 
schleust. Untersuchungen zur Substratspezifitat der 
Schlusselenzyme des Xylolabbauweges konzentrierten sich 
hauptsachlich auf substituierte aromatische Kohlenstoffver- 
bindungen[']. Nur wenige Arbeiten befafjten sich mit der 
Oxidation von Heteroarenen. Als Beispiel sei die bakterielle 
Bildung von Indigo durch Hydroxylierung von Indol ge- 
nannt, welche durch die Xylol-Monooxygenase['] kataly- 
siert wird. 

[*I Dr. A. Kiener 
Forschungsabteilung Biotechnologie 
Lonza AG 
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I**] Ich danke R. Glockler und K. Heinmann fur Mitarbeit und Dr. M. 
Bockel und Dr. M. Hauck fur die Analysen der Oxidationsprodukte. Fer- 
mentationen im PilotmaDstah wurden von Dr. M. Rohner durchgefuhrt. 

Es konnte nun gezeigt werden, da5 P. putida nach An- 
zucht auf p-Xylol als einziger Kohlenstoff- und Energiequel- 
le methylierte funf- und sechsgliedrige Heteroarene zur ent- 
sprechenden Monocarbonsaure oxidiert (Tabelle 1). Die 
Oxidationsprodukte wurden im Fermentationsuberstand 
angereichert und anschlieBend isoliert. In den meisten Fallen 
wurde die heteroaromatische Carbonsaure nicht weiter ab- 
gebaut, was darauf hinweist, daB aromatische Heterocyclen 
ungeniigende Substrate fur die Toluat-Dioxygenase sind 
(kein Heterocyclus diente P. putida als Wachstumssubstrat). 
Wie in Tabelle 1 gezeigt wird, waren die Biotransformatio- 
nen an 2,3,6-Trimethylpyrazin und 3-Chlor-2,5-dimethyl- 
pyrazin regiospezifisch. Dies war nicht unerwartet, da be- 
kannt ist, dal3 Substituenten in ortho-Position die Methyl- 
gruppe vor einer Hydroxylierung durch die Xylol-Mono- 
oxygenase schiitzen[61. Das Oxidationsprodukt von 2,4-Di- 
methylpyridin setzte sich hingegen aus einer Mischung von 
2-Methylpyridin-4- und 4-Methylpyridin-2-carbonsaure zu- 
sammen. Die Bildung von 6-Chlor-5-ethylpyridin-2-carbon- 
saure aus 2-Chlor-3-ethyl-6-methylpyridin zeigte, daB die 
enzymatische Oxidation fur die Methylgruppe spezifisch ist. 
Bei allen Versuchen konnte weder die Bildung von Dicar- 
bonsauren noch die direkte Hydroxylierung des heteroaro- 
matischen Rings beobachtet werden. 

Tabelle 1. Bildung von heteroaromatischen Carbonsauren aus methylierten Hetero- 
arenen mit p-Xylol-gezogenen Zellen von Pseudomonas putidu ATCC 33015. 

Ausgangsverbindungen Produkte Ausb. 
["/.I 

2,5-Dimethylpyrrol 
3,5-Dimethylpyrazol 
2,5-Dimethylfuran 
3-Methylthiophen 
4-Methylthiazol 
3-Methylpyridin 
2-Chlor-6-methylpyridin 
2-Chloro-3-ethyl-6-methylpyri 
2,4-Dimethylpyridin 

2,5-Dimethylpyrazin 
2,3,6-Trimethylpyrazin 
3-Chlor-2,5-dimethylpyrazin 

5-Methylpyrrol-2-carbonsaure 40 
5-Methylpyrazol-3-carbonsaure 80 
5-Methylfuran-2-carbonsaure 40 
Thiophen-3-carbonsaure 70 
Thiazol-4-carbonsaure 80 
Pyridin-3-carbonsaure 50 
6-Chlorpyridin-2-carbonsaure 90 

din 6-Chlor-5-ethylpyridin-2-carbonsaure 10 
2-Methylpyridin-4-carbonsaure (90%) 40 
4-Methylpyridin-2-carbonsaure (10%) 
5-Methylpyrdzin-2-carbonsaure 90 
5,6-Dimethylpyrazin-2-carbonsaure 90 
6-Chlor-5-methylpyrazin-2-carbonsaure 90 
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Die Leistungsfahigkeit dieses Biokatalysators wurde im 
Detail rnit 2,5-Dimethylpyrazin (DMP) untersucht. Das Oxi- 
dationsprodukt, 5-Methylpyrazin-2-carbonsaure (MPCA), ist 
ein Zwischenprodukt zur Herstellung von 5-Methylpyrazin- 
2-carbonsaure-4-oxid, ein Medikament mit antilipolytischer 
Wirkung"]. Die chemische Oxidation von DMP zu MPCA 
verlauft unbefriedigend"']. Zellsuspensionen nicht wach- 
sender Zellen, die rnit mehr als 30 mM (3.2 g L-') DMP 
versetzt wurden, zeigten eine Anhaufung von 2-Hydroxy- 
methyl-5-methylpyrazin, welches nur teilweise zur entspre- 
chenden Saure oxidiert wurde. Hingegen lieferten Biotrans- 
formationen rnit wachsenden Zellen hohe Produktkonzen- 
trationen bei guten Ausbeuten. Dazu wurde fur praparative 
Ansatze eine Mischung von 75% (v/v) p-Xylol und 25% 
(v/v) DMP als Wachstumssubstrat vorgelegt. Abbildung 1 
zeigt die Bildung von bis zu 20 g L-' MPCA wahrend einer 
Wachstumszeit von 54 Stunden im 20 L-Maastab. In der fru- 
heren Fermentationsphase wurde 2-Hydroxymethyl-5-me- 
thylpyrazin nachgewiesen. Die Biotransformation war beim 
Ubergang des bakteriellen Wachstums in die stationare 
Phase beendet (MPCA-Konzentrationen > 15 g L- ' hemm- 
ten das Wachstum von P. putida). Bei Fermentationsende 
konnte MPCA als einziges Oxidationsprodukt von DMP 
durch HPLC im zellfreien Medium nachgewiesen werden. 
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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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CAS-Registry-Nummern : 
2,5-Dimethylpyrrol. 625-84-3; 3,5-Dimethylpyrazol, 67-51-6; 2,s-Dimethyl- 
furan, 625-86-5; 3-Methylthiophen, 616-44-4; 4-Methylthiazol, 693-95-8; 3- 
Methylpyridiu, 108-99-6; 2-Chlor-6-methylpyridin, 18368-63-3; 2-Chlor-3- 
ethy1-6-methylpyridi11, 138538-40-6; 2,4-Dimethylpyridin, 108-47-4; 2,5-Di- 
methylpyrazin, 123-32-0; 2,3,6-Trimethylpyrazin, 14667-55-1 ; 3-Chlor-2,5-di- 
methylpyrazin, 95-89-6; 5-Methylpyrrol-2-carbonsaure, 3757-53-7; 5-Methyl- 
pyrazol-3-carbonsHure, 402-61-9; 5-Methylfuran-2-carbonsaure, 1917-15-3; 
Thiophen-3-carbonsaure, 88-13-1 ; Thiazol-4-carbonsiure, 3973-08-8 ; Pyridin- 
3-carbonsiure, 59-67-6; 6-Chlorpyridin-2-carbonsaure, 4684-94-0; 6-Chlor-5- 
ethylpyridin-2-carbonsaure, 138538-41-7; 2-Methylpyridin-4-carbonsPure, 
4021-11-8; 4-Methylpyridin-2-carbonsaure, 4021-08-3; 5-Methylpyrazin-2- 
carbonsaure, 5521-55-1; 5,6-Dimethylpyrazin-2-carbonslure, 13515-06-5; 
6-Chlor-5-methylpyrazin-2-carbonsaure, 138538-39-3. 
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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) 
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