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Direkte Beobachtung radikalischer
Zwischenstufen bei Untersuchungen
zum Redoxverhalten von Modellen
des Coenzyms Thiamin**
Ikuo Nakanishi, Shinobu Itoh, Tomoyoshi Suenobu
und Shunichi Fukuzumi*

Thiamindiphosphat (ThDP) ist das Coenzym für eine Reihe
wichtiger biochemischer Reaktionen, so auch für die Decar-
boxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd. Die konjugierte
Base von 2-Hydroxyethyl-ThDP, ein Acylcarbanion-¾quiva-
lent und als ¹aktiver Aldehydª bekannt, spielt eine Schlüs-
selrolle in der Katalyse ThDP-abhängiger Enzyme.[1] Der
aktive Aldehyd kann verschiedene physiologische Elektro-
nenacceptoren reduzieren, z.B. das Liponamid im Pyruvat-
Dehydrogenase-Multienzymkomplex,[2] das Flavinadenindi-
nucleotid (FAD) in der Pyruvat-Oxidase,[3] den Fe4S4-Cluster
in der Pyruvat-Ferrodoxin-Oxidoreduktase [4] etc. Einfache
Thiazoliumionen wurden als Modellverbindungen für das
Thiamin-Coenzym ausgiebig untersucht. Dabei gewann man
wertvolle Informationen über den entscheidenden Schritt der
ThDP-abhängigen enzymatischen Reaktionen.[5-10] Der aktive
Aldehyd reagiert jedoch, sofern keine Oxidationsmittel

zugegen sind, mit einem zweiten Pyruvat- oder Aldehydmo-
lekül leicht nach Art einer Acyloin-Kondensation.[1,11] Diese
Reaktivität der aktiven Aldehyde verhinderte bisher die
direkte Bestimmung der wichtigsten Eigenschaften dieser
Zwischenstufen, so auch die ihrer Oxidationspotentiale.[12]

Darum konnte auch bis jetzt noch keine direkte Beobachtung
radikalischer Zwischenstufen bei Reaktionen mit Thiamin-
Coenzymmodellverbindungen beschrieben werden. Wir be-
richten hier über die direkte Beobachtung radikalischer
Zwischenstufen der ¹aktiven Aldehydeª 2ÿ mit der Cyclo-
voltammetrie bei tiefen Temperaturen und mit der ESR-
Spektroskopie. Die ¹aktiven Aldehydeª 2ÿ bilden sich aus
den 3-Benzylthiazoliumsalzen 1 und einfachen Aldehyden
wie Acetaldehyd und Benzaldehyd in Gegenwart von 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU).
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Ein Cyclovoltammogramm (CV) des aktiven Aldehyd 2 aÿ,
der in situ entsteht, wenn man reines DBU (1.0� 10ÿ2 m) zu
einer entgasten Lösung von 3-Benzylthiazolium-Ion 1 a (5.0�
10ÿ3 m), Acetaldehyd (0.25 m) und 0.10 m Tetrabutylammo-
niumperchlorat (TBAP) in Acetonitril (MeCN) gibt, zeigt bei
233 K zwei reversible Einelektronenoxidationswellen bei
E0

ox�ÿ0.95 und ÿ0.74 V gegen die gesättigte Kalomelelek-
trode (SCE).[13] Bei 298 K lassen sich wegen der schnellen
Acyloinkondensation von 2 aÿ mit einem zweiten Aldehyd-
molekül keine reversiblen Peaks beobachten. Bei 233 K läût
sich solch ein reversibles CV nur in Gegenwart aller
Komponenten messen, d. h. mit 1 a, DBU und dem Aldehyd.
Dies deutet darauf hin, daû die elektrochemische Redox-
reaktion am aktiven Aldehyd 2 aÿ und nicht am ursprüngli-
chen Aldehyd stattfindet. Die beiden Einelektronenoxida-
tionspotentiale (E0

ox�1� und E0
ox�2�) wurden auch für zahlreiche

andere aktive Aldehyde bestimmt (Tabelle 1). Die
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E0
ox�1�- und E0

ox�2�-Werte von 2 aÿ ± 2 cÿ, die man mit Acetalde-
hyd erhält, sind um 200 ± 300 mV negativer als die der aktiven
Aldehyde 2 dÿ ± 2 fÿ, die sich mit Benzaldehyd bilden. Die
Substituenten am Thiazoliumring beeinflussen das Oxida-
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tionspotential nur wenig. Die E0
ox�1�-Werte in Tabelle 1 unter-

stützen den Vorschlag von Jordan et al. , daû das Einelektro-
nenoxidationspotential des aktiven Aldehyds, der ein Flavin-
Analogon zu reduzieren vermag, negativer als ÿ0.67 V vs.
SCE sein muû.[5e]

Die Beobachtung klar ausgeprägter Einelektronen-Redox-
schritte spricht dafür, daû bei der ersten Einelektronenoxidation
des aktiven Aldehyds eine radikalische Zwischenstufe entsteht.
Daraufhin wurde das ESR-Spektrum einer radikalischen
Zwischenstufe (2 .), die in einer potentialkontrollierten Elek-
trolyse in entgastem MeCN (0.1m TBAP) erzeugt wurde, bei
233 K aufgenommen. Wurde die Lösung mit 2 cÿ bei ÿ1.20 V
oder bei ÿ0.50 V vs. SCE elektrolysiert, trat kein ESR-Signal
auf. Wurde sie hingegen bei ÿ0.80 V vs. SCE elektrolysiert,
lieû sich bei 233 K ein Radikal mit einem g-Wert von 2.0055
beobachten (Abb. 1 a). Dieses Spektrum läût sich mit den
ESR-Parametern aus Tabelle 1 similieren (Abb. 1 b).

Abb. 1. a) ESR-Spektrum von 2c . in MeCN bei 233 K. b) Computer-
simuliertes Spektrum; die für die Simulation verwendeten hfs-Werte sind in
Tabelle 1 aufgeführt.

Die Hyperfeinkopplungskonstanten (hfs-Werte) der Radi-
kale aus den anderen aktiven Aldehyden lassen sich analog
bestimmen (Tabelle 1). Die Zuordnung der hfs-Werte deutet

darauf hin, daû es sich bei den
beobachteten Radikalen um
Neutralradikale (2 .) handelt. In
Gegenwart einer starken Base
wie DBU liegt der aktive Alde-
hyd als Anion 2ÿ vor, da seine
OH-Gruppe deprotoniert ist.
Der erste Einelektronenoxidati-
onsschritt von 2ÿ führt zum ent-
sprechenden Neutralradikal 2 .

mit einer ähnlichen Struktur
wie die, die für den oxidierten
aktiven Aldehyd in der Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase von
Kerscher und Oesterhelt vorge-
schlagen wurde.[4b] Im zweiten
Oxidationsschritt verliert das
Radikal 2 . ein weiteres Elektron

unter Bildung des 2-Acylthiazoliumions 2�. Die Zuordnungen
von 2 . in Tabelle 1 sind durch Deuteriumsubstitution an
geeigneten Stellen im Molekül abgesichert. So ergibt sich z. B.
bei der Substitution der beiden benzylischen H-Atome von 1 a
durch Deuterium eine drastische ¾nderung des Aufspal-
tungsmusters, ebenso bei der Substitution der drei acetyli-
schen H-Atome in 2 a . . Die hfs-Werte von 2.34 und 3.46 G für
die PhCH2- und CH3CO-Protonen in 2 a . sind in den
entsprechend deuterierten Radikalen 2 g . und 2 h . um den
Faktor 0.143, der dem gyromagnetischen Verhältnis von Pro-
ton zu Deuteron entspricht, kleiner, d. h., die hfs-Werte für
die PhCD2- und CD3CO-Deuteronen sind 0.33 bzw. 0.51 G,
die anderen hfs-Werte ändern sich hingegen nicht.[14]

Aus den hfs-Werten ist zu schlieûen, daû das ungepaarte
Elektron in hohem Maûe über den aktiven Aldehyd deloka-
lisiert ist ; lediglich an C-4 ist die Spindichte gering. Nennens-
werte ¾nderungen in Abhängigkeit der Substituenten am
Thiazoliumring lieûen sich auch für die Spindichteverteilung
nicht beobachten. Somit läût sich der oxidative Elektronen-
transferprozeû wie in Schema 1 gezeigt beschreiben. Die stark
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Schema 1. Oxidation der aktiven Aldehyde 2ÿ durch zwei Einelektronen-
transferschritte.

negativen Oxidationspotentiale der aktiven Aldehyde und die
Spindichteverteilung ihrer radikalischen Zwischenstufen, die
in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal untersucht
wurden, liefern die energetische Grundlage für die ThDP-
abhängigen Elektronentransportsysteme. Damit hat man
einen wertvollen Einblick in den Mechanismus dieser enzy-
matischen Reaktionen gewonnen.

Experimentelles

Thiazole, Benzylbromid, Acetaldehyd und Benzaldehyd wurden von
Tokyo Chemical Industry gekauft und ohne weitere Reinigung eingesetzt.
MeCN wurde nach der Standardmethode gereinigt und mit CaH2

Tabelle 1. Einelektronenoxidationspotentiale E0
ox�1� und E0

ox�2� vs. SCE der aktiven Aldehyde 2ÿ[a] , g-Werte und
Hyperfeinkopplungskonstanten (hfs)-Werte von 2 . .

2ÿ/2 . E0
ox�1� E0

ox�2� g [G] hfs [G]

[V][b] [V][b] aN (N) aH (PhCH2) aH (C-4) aH (C-5) aH (CH3CO) aH (C-2') aH (C-4')

a ÿ 0.98 ÿ 0.74 2.0052 4.74 2.34 0.64 3.12 3.46 ± ±
b ÿ 0.96 ÿ 0.73 2.0052 5.02 2.24 0.50 2.85 3.54 ± ±
c ÿ 0.93 ÿ 0.73 2.0055 4.87 2.65 0.38 3.00 3.45 ± ±
d ÿ 0.78 ÿ 0.44 2.0057 4.53 2.40 0.42 3.10 ± 0.24 0.48
e ÿ 0.79 ÿ 0.45 2.0051 4.70 2.20 0.45 2.64 ± 0.24 0.48
f ÿ 0.77 ÿ 0.42 2.0057 4.66 2.48 0.42 2.83 ± 0.21 0.43
g ÿ 0.95 ÿ 0.74 2.0052 4.74 0.33[c] 0.64 3.12 3.46 ± ±
h ÿ 0.95 ÿ 0.74 2.0052 4.74 2.34 0.64 3.12 0.51[c] ± ±
i ÿ 0.78 ÿ 0.44 2.0057 4.71 0.35[c] 0.22 2.89 ± 0.44 0.22

[a] Die aktiven Aldehyde 2ÿ wurden aus 1 (5.0� 10ÿ3 m), RCHO (0.25 m) und DBU (1.0� 10ÿ2 m) bei 233 K in
entgastem MeCN dargestellt, das 0.10 m TBAP enthielt. [b] Arbeitselektrode: Pt, Vorschubgeschwindigkeit:
0.10 Vsÿ1. [c] Deuteriumkopplungskonstante.
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Erzeugung ¹nackterª Fluoridionen in
unerreicht hohen Konzentrationen aus einem
Fluoropalladium-Komplex**
Vladimir V. Grushin*

Nachdem vor einiger Zeit erste zuverlässige Quellen für
schwach solvatisierte (¹nackteª) Fluoridionen gefunden wor-
den waren, erschienen auch schon Berichte über eine Reihe
von interessanten Reaktionsmustern und Anwendungen des
Fÿ-Ions, die auf seine auûergewöhnlich starke Basizität und
Nucleophilie in schwach polaren Medien hinweisen.[1±8] Die
Zahl der bislang bekannten Quellen für ¹wirklich nackteª Fÿ-
Ionen beschränkt sich allerdings auf fünf ¹oniumª-Verbin-
dungen, die keine b-Wasserstoffatome enthalten, da so die
Hofmann-Eliminierung vermieden wird.[1, 2, 6±8] Diese Salze
sind allesamt sehr hygroskopisch und zum Teil nur schlecht
löslich. Hier wird ein neuer, völlig anderer Weg zur Gewin-
nung von hochreaktiven nackten Fluoridionen in bisher
unerreicht hohen Konzentrationen beschrieben. Wir unter-
suchten eine leicht zugängliche metallorganische Fluorver-
bindung, die stabil, unempfindlich gegen Luft und Feuch-
tigkeit und zugleich nicht hygroskopisch ist, und fanden, daû
sie wirkungsvoll als Träger für nackte Fluoridionen eingesetzt
werden kann, die sich durch Chloridionen leicht freisetzen
lassen. Unsere kürzlich durchgeführte Untersuchung ergab,
daû im Komplex [(Ph3P)2Pd(X)Ph] die Halogenidionen in
wasserfreiem CH2Cl2 in der Reihenfolge Fÿ > Clÿ > Brÿ > Iÿ

schwächer gebunden werden [Gl. (1)].[9] Sobald sich nach
Zusammengeben der Komponenten bei Raumtemperatur das
Gleichgewicht nach Gleichung (1) eingestellt hat, bleibt das

[(Ph3P)2Pd(X)Ph]   +   X'– [(Ph3P)2Pd(X')Ph]   +   X–          (1)

X = I, Br, Cl, F;    X' = I, Br, Cl

getrocknet.[15] TBAP wurde vor Gebrauch aus Ethanol umkristallisiert und
im Vakuum bei 40 8C getrocknet. 3-Benzylthiazoliumbromid wurde durch
Reaktion des entsprechenden Thiazols mit Benzylbromid bei 80 8C
dargestellt und durch Umkristallisation aus Aceton gereinigt. Cyclovol-
tammetriemessungen wurden mit einem elektrochemischen BAS 100B
Analyzer in entgastem MeCN ausgeführt mit 0.10 m Tetra-n-butylammo-
niumperchlorat (TBAP) als Leitelektrolyt. Die Pt-Arbeitselektrode (BAS)
wurde mit einer BAS-Aluminiumoxid-Poliersuspension poliert und vor
Gebrauch mit Aceton gespült. Als Gegenelektrode diente ein Platindraht.
Die Referenzelektrode war Ag/AgNO3 (0.01m), die gemessenen Potential-
werte wurden durch Addition von 0.29 V in Werte vs. SCE umgerechnet.[16]

Alle elektrochemischen Messungen wurden unter Argon bei Atmosphä-
rendruck ausgeführt. ESR-Spektren wurden mit einem JEOL-JES-RE1-
XE-Gerät bei einer Mikrowellenleistung unterhalb der Sättigungsgrenze
aufgenommen. Der Modulationsgrad war so gewählt, daû ein Optimum
zwischen Auflösung und Signal-Rausch(S/N)-Verhältnis des gemessenen
ESR-Spektrums gegeben war. Die g-Werte und Hyperfeinkopplungskon-
stanten wurden mit einem Mn2�-Marker geeicht. Die Computersimulation
der ESR-Spektren wurde mit einer Calleo-ESR-Version 1.2 (Calleo
Scientific) auf einem Macintosh-PC ausgeführt.
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