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240. Naturstoffe aus Mikroorganismen
8. Mitteilung [1]

Optimale Gewinnung von Proferrorosamin A aus Pseudomonas
roseus fluorescens J. C. MARCHAL 19371)

von André Marcel Helbling?) und Max Viscontini

Organisch-chemisches Institut der Universitit, Radmistrasse 76, CH-8001 Zirich

(28. V1. 76)

Optimum Obtention of Proferrorosamine A from Pseudomonas roseus fluores-
cens J. C. MARCHAL 1937. - Summary. We have developed the Dbest conditions for the
culture of Pseudomonas voseus fluovescens, and a quantitative isolation of the Proferrorosamine A
produced in the culture solution, in order to study the incorporation of 1-[14C]-glycerol in this
propigment.

In der 4. Mitteilung [2) haben wir bewiesen, dass wihrend des Wachstums von
Pseudomonas roseus fluorescens (Abkiirzung: Ps.rvs.fl.) in synthetischer Nahrlosung
(nach Lasseur) eine Beziehung zwischen der Bildung von Tryptophan und dem
Proferrorosamin A (I) besteht. Insbesondere haben wir gezeigt, dass das zu der
Nihrlosung zugesetzte Tryptophan die Biogenese des Proferrorosamins A hemmt.
Um die Beziehungen Tryptophan-Proferrorosamin A besser verstehen zu kénnen,
haben wir zunichst die Biogenese des Propigmentes I und dann jene der a-Amino-
sdure untersucht.
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Die ersten Experimente mit 4C-markierten Metaboliten haben zu folgenden Er-
gebnissen gefiihrt: (a) Picolinsiure wird sehr rasch und in guter Rate (509%) in
Proferrorosamin A eingebaut [3]; (b) Piperidin-2-carbonsdure hingegen wird kaum
verwendet und kommt als Vorlidufer des Propigmentes nicht in Frage [4]; (c} L-Lysin
wird mit einer Rate von 10%,, und zwar ausschliesslich im Pyridin-Kern eingebaut
4); (d) L-Glutaminsiure wird ebenfalls im Pyridin-Kern eingebaut, jedoch mit einer
Rate von nur 1,39, [3].

1) Teil der Dissertation von 4. M. Helbling, Universitat Ziirich, 1975.
2) Gegenwirtige Adresse: The University of Texas at Austin, Dept. of Chemistry, Austin,
Tx 78712, USA.
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Aufgrund dieser Ergebnisse nahmen wir an, dass Glycerin der Vorldufer von
L-Lysin und demnach von Picolinsiure und L-Asparagin jener des Pyrrolin-Kerns
sein konnte. Um diese Hypothese zu belegen, haben wir nun Ps.ros.fl. mit 1-[14C}-
Glycerin wachsen lassen und die Verteilung von 1C im gebildeten Proferrorosamin
bestimmt3). Dafiir mussten wir Wachstumsbedingungen fiir die Bakterien-Kulturen
entwickeln, welche es erlauben, in méglichst kurzer Zeit hohe Populationsdichten
und grosse Mengen an Proferrorosamin A zu erzielen.

Fiir die bis anhin durchgefiihrten Arbeiten mit Ps.7os.fl. ist das Propigment I
stets in Roux-Flaschen unter den von Marchal beschriebenen Bedingungen [5] ge-
wonnen worden. Diese Methode erwies sich fiir unsere Biogenese-Untersuchungen als
ungiinstig, da wir damit nur schlecht reproduzierbare Ergebnisse erhielten. Marchal
wies spiter darauf hin, dass die Bildung des Propigmentes in Fe?*-freier Losung
durch Bewegung der Kultur-Flaschen begiinstigt wird [6]. Wir haben diese Technik
iibernommen und den Einfluss verschiedener Wachstumsparameter wie Nihrlgsung,
Temperatur, pH, Og und Gefidss untersucht, um optimale Wachstumsbedingungen
zu erhalten.

1. Nihrlssung und Temperatur. Die beste Nahrlosung ist die von Lasseur ent-
wickelte synthetische Lésung ohne Fe2+ [5] [7]. Dieses Spurenelement wird nur fiir
die Aufbewahrung der Kulturen auf Schrigagar verwendet. Impf- und Nihrlssung
bleiben stets véllig eisenfrei. Fiir das Wachstum des Ps.ros.f/. haben wir das von
Marchal [5] angegebene Temperatur-Optimum von 25° tibernommen.
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Fig.1. Wachstumskurven von Pseudomonas roseus fluorescens

3)  Siehe die folgende Mitteilung.
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2. Gefdss. Ps.ros.fl. kann Proferrorosamin A (I) nur unter aeroben Bedingungen
produzieren. Deshalb beniitzten wir das Submersverfahren, wo der erforderliche
Sauerstoffaustausch an der Oberfliche durch Turbulenz erzeugt wird. In dem von
uns verwendeten 2-1-Fermenter (Typ KS 2000, Skan AG, Basel) wird die Luit durch
ein Sterilfilter entkeimt und am Boden des Kulturgefésses eingeleitet. Der Vergleich
der Wachstumskurven (Lebendkeimzahlen) in Roux-Flaschen, im Schiittelbad und
im Fermenter zeigt deutlich die Uberlegenheit des letzteren (Fig. 1).

3. Sauerstoff-Konzentration. Die verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen im
Fermenter wurden mittels einer automatischen pOs-Elektrode eingestellt. Versuche
mit reinem Sauerstoff, einer kiinstlichen Mischung von Sauerstoff/Stickstoff 2:8 und
Pressluft ergaben fiir letztere die besten Ausbeuten an Propigment (Fig. 2). Warum
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Fig.2. Einfluss der Sauerstoff-Konzentration auf die Profevrovosamin-Bildung (E: Extinktion des
Proferrorosamins als Ferrorosamin in sichtbarem Bereich gemessen)

Pressluft besser als die kiinstliche Mischung wirkt, wurde nicht untersucht. Die Ab-
hingigkeit der Propigment-Bildung von der Konzentration an Sauerstoff in der
Nihrlosung geht ebenfalls aus Fig. 2 hervor. Die optimale Os-Konzentration liegt
zwischen 60 und 709%, der Os-Sittigung. Unsere Versuche wurden bei einer Sauer-
stoff-Konzentration durchgefiihrt, die 66%, O.-Sittigung mit Pressluft als Quelle
entspricht.

4. Optimaler pH. Schon in den ersten Arbeiten mit Ps.ros. fl. wurde der Einfluss
der H3O*-Konzentration auf das Wachstum des Bakteriums festgestellt {5]. Eine
systematische Untersuchung dieses Einflusses in ecisenfreier, bewegter Nihrlosung
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lieferte die in den Fig. 3 und 4 wiedergegebenen Ergebnisse. Darnach dndert sich der
pH wihrend des Wachstums stdndig und der {iir die Bildung des Proferrorosamins A
optimale, anfingliche pH-Wert liegt bei 6,8-7,0. Wir haben flir unsere Versuche
einen Anfangs-pH von 6,8 gewihlt.
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verschiedenen, anfinglichen pH-Werten wiedergegebenen pH- Bedingungen A-E

Nachdemn die besten Bedingungen fiir eine schnelle und gut reproduzierbare Bil-
dung von Proferrorosamin A (I) ermittelt waren, haben wir ein Trennungsverfahren
entwickelt, mit welchem das Ferrorosamin A (II) in bester Ausbeute isoliert wird
(Schema 1). Die Isolierung des Propigmentes selbst ist schwierig, da es unbestindig
ist. Stark eingeengte Losungen von Proferrorosamin A werden braun, ¢len aus und
verlieren die typische Fahigkeit, mit Fe2+ einen Komplex zu bilden. Deshalb wurde
nie mit konzentrierten Losungen gearbeitet. Zur Abtrennung der Porphyrine, der
Pterine und des Lumichroms wurde zweimal an Cellulose chromatographiert. Dann
wurde das Proferrorosamin A mit Fe2+ in Ferrorosamin A umgewandelt und letzteres
mittels Gel-Chromatographie gereinigt. Die Isolierung von Ferrorosamin A ist im
exper. Teil ausfithrlich beschrieben. Die Isolierung und Reinigung von Proferroro-
samin A selbst kann mittels Sdulenchromatographie auf Sephadex und anschliessen-
der Hochspannungselektrophorese durchgefiihrt werden, erweist sich aber als sehr
miihsam.
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Schema 1
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Wir danken Herrn Dr. W. Frei und Frau R. Reimann fur ihre grosse Hilfe bei der Bakterien-
zucht, Herrn B. Thiiler und Frl. J. Ulrich fur Glasarbeiten, sowie Herrn Strolz (mechanische
Werkstatt) {ir viele Arbeiten und Handreichungen. Das Pseudomonas voseus fluorescens wurde
uns freundlicherweisc von Herrn Prof. Dr. J. C. Marchal, Universitat Nancy, Trankreich, zur
Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm besonders danken.

Experimenteller Teil

Kultuven von Ps.ros.fl. Fur die Aufbewahrung der Kulturen im Kiihlschrank benutzten wir
folgendes Glycerin/Agar-Milicu: 25,0 g Glycerin, 9,0 g L-Asparagin, 2,5 g KeHPO,, 2,5 g
MgSOs - 7H20, 0,1 g FeSOy, 0,4 g CaCly - 6H30 und 15,0 g Agar. Das Gemisch wird in 1 1 kochen-
dem Wasser gelost, aufgekocht und mit Kalilauge und Salzsdure auf pH 6,8 gebracht. Nach dem
Abfullen in Reagensgliser (7 ml) wird die Agar-Losung 25 Min. bei 125° sterilisiert. Nach dem
Animpfen der Schrigagar-Reagensglaser lisst man dic IKKulturen 4 Tage im Brutschrank bei 25°
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stehen, wobei allmihlich die charakteristische karminrote Farbe des Ferrorosamins A sichtbar
wird. Diese im Kiihlschrank gelagerten Kulturen dienen zum Animpfen der Fermenter-Impf-
l6sung. Die Schrig-Kulturen werden alle 4-6 Wochen erneuert.

Impf- und Fevmenter-Nahviésung. Fiir einen Fermenter-Ansatz von 1,25 1 werden folgende
Fe2+-freien Substanzen verwendet: 30,0 g Glycerin (879%), 10,8 g L-Asparagin, 3,0 g KoHPOy,
3,0 g MgSOy4 - 7H20 und 0,48 g CaCly - 6 HoO. Nach dem Auffillen der Losung auf 1,2 1 mit 2 x
destilliertem Wasser wird der pH mit 0,1~ HCI auf genau 6,80 eingestellt und die Nahrlosung auf
1,25 1 ergdnzt. Aus dieser Losung werden 50 ml entnommen und sterilisiert (25 Min., 125°).
Sie werden mit 5-6 Platindsen aus einer Agar-Kultur angeimpft. Nach 4 Tagen im Brutschrank
(25°) ist diesec Impflésung bereit fiir das Animpfen der Fermenter-L&sung.

Wachstum von Ps.ros.fl. Die verbleibende Nahrlosung (1,20 1) wird im Fermenter 1 Std.
(25°, 750 U./Min.) gerithrt und beliiftet. Als Antischaummittel fiigt man 4 Tropfen Silicon-Ent-
schiumer Art 7743 (Mevck) zu der Losung, die 20 Min. auf 120° sterilisiert wird.

Nach dem Animpfen der Nahrlosung wird die Luftzufuhr auf 669, Sittigung reguliert. Fiir
die ganze Dauer des Wachstums bleiben die gleichen Bestimmungen bestehen (25°, 750 U./Min.,
669, Sittigung). Nach 4-5 Tagen ist die optimale Menge von Proferrorosamin A erreicht und das
Wachstum wird unterbrochen.

Isolierung von Ferrorosamin A (II). Die Bakterien werden von der iiberstehenden Nihrlésung
bei 10° abzentrifugiert (2 Std., 3000 U./Min.}. Danach wird die griingelbe, stark fluoreszierende
Losung nach Zugabe von cinigen ml 1-Propanol auf 150 ml eingeengt (40°/12 Torr), mit 50 ml
1-Propanol und 25 ml Methanol versetzt, auf 100 ml eingeengt, zentrifugiert, die Losung auf eine
Saule [Cellulose CF 11 (Whatman) 98 x 12 cm) gebracht und mit 1-Propanol/Methanol/Wasser
2:1:1 eluiert. Porphyrine, Polypeptide und Lumichrom bleiben absorbiert an der Cellulose zu-
ritck. Fir die zweite Cellulose-Chromatographie (6 x 20 c¢m) benfitzt man 2-Propanol/1%, NHjs
2:1, als Eluierungsmittel. Dabei bleiben Pterine und Lumazine adsorbiert an der Cellulose zuriick.
Das schwach fluoreszierende Propigment 1 ist im Eluat mit DC. (Kicselgel HF 254, Merck) nach-
weisbar [Rf 0,55 (2-Propanol/lproz. NHg-Lasung 2:1); Rf 0,58 (Athanol/konz. Salzsiure 30:0,1)].

Das rohe Proferrorosamin (I) wird mit Fe?t zum violettroten Ferrorosamin (II) umgesetzt,
welches an ciner Siule [Sephadex LH 20 (4 X 45 cm), Methanol], daraufhin an einer anderen Siule
[Sephadex G 10 (4 x 35 cm), Methanol/Wasser 1:1] gereinigt wird (Eliminierung von UV.-absor-
bierenden Begleitsubstanzen). Die abschliesende Papierchromatographie erfolgt auf einem Cellu-
lose-IKarton Nr. 2727 (Schieicher-Schiill, Feldbach) mit Butanol/Pyridin/Wasser 13:20:20. Ohne
den Karton trocknen zu lassen, wird die rote Zone mit Wasser eluiert, filtriert, eingedampft
(40°/12 Torr) und i.V. getrocknet (10 Std., 50°): ca. 100 mg reines Pigment II. DC.: Rf 0,10
(2-Propanol/lproz. NHg-Losung 2:1); Rf 0,33 (Athanol/konz. Salzsdure 30:0,1).
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