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241. Naturstoffe aus Mikroorganismen
9. Mitteilung [1]

Uber die Biogenese von Proferrorosamin Al)

von André Marcel Helbling und Max Viscontini

Organisch-chemisches Institut der Universitdt, Ramistrasse 76, C11-8001 Ziirich

(28. V1. 76)

Preliminary results on the biogenesis of the proferrorosamine A. — Summary. Pseu-
domonas voseus fluovescens has been grown in a Lasser-broth with 1-[14C)-glycerol and r-asparagine
as sources of carbon and nitrogen. The total percentage of incorporation of the isotopic carbon
atom in the proferrorosamine A attained 0,039%. The first results on the localization of 14C show
that the pyrrolinccarboxylic acid moiety is built with the carbon atoms of glycerol while the
pyridine skelcton seems to be formed mainly from L-asparagine.

Enge -Beziehungen bestehen zwischen der Bildung des Tryptophans und des
Proferrorosamins A (IV) wihrend des Wachstums von Pseudomonas roseus fluorescens
in einer I'e2+-freien Nihrlosung nach Lasseur [2]. Umn diese Beziehungen besser ver-
stehen zu kénnen, haben wir die Biogenese des Propigmentes IV in dieser Ndhrldsung,
in welcher Glycerin und L-Asparagin fiir die wachsenden Bakterien die einzigen
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sind {1] [3], untersucht.

Einen ersten Eindruck in die Biogenese gibt die vorliegende Arbeit iiber den
Einbau von 1-[14C]-Glyeerin (1). Nach dem Pseudomonas-Wachstun im Fermenter
haben wir die Verteilung des 14C-Atoms im gebildeten Proferrorosamin A durch par-
tiellen Abbau bestimmt. Zur Interpretation der Ergebnisse wird angenommen, dass
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1) Teil der Dissertation von 4. M. Helbling, Universitat Zurich, 1975.
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der Glycerin-Stoffwechsel mit einer enzymatischen Oxydation zum Glycerinaldehyd
(II) beginnt. Da jedoch Glycerin eine prochirale Molekel ist, entstehen bei der Oxyda-
tion dquimolare Mengen von 1-[14C]- und 3-[14C]-p- -Glycerinaldehyd (IT und III)2),
Dies bedeutet, dass die 14C-Einbauversuche so gedeutet werden miissen, wie wenn
1,3-[14C]-p-Glycerinaldehyd als Vorliufer verwendet worden wire.

Um die radioaktive Verschmierung moglichst niedrig zu halten, werden zur Her-
stellung der Nahrlésung (1225 ml) zunichst 27 ml nichtradioaktives Glycerin (87%)
emgesetzt (1]. Erst nach 93 Stunden Wachstum in dieser Losung werden 3 ml

1-{14C]-Glycerin (siehe exper. Teil) in 25 ml Nihrlssung steril in den Fermenter einge-
sprltzt 7 Stunden spiter wird das Wachstum abgebrochen, das Ferrorosamin A (V)
isoliert [1} und mit Radiochromatographie auf Reinheit gepriift. Die Einbaurate,
bezogen auf die totale Glycerin-Aktivitit, betrigt ca. 0,03%,.

Zur Bestimmung der 14C-Verteilung wird das Ferrorosamin A (V) dem im Schema
dargestellten Abbau unterworfen. Dazu werden mit synthetischem Material [4] ver-
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diinnte Proben von radicaktivem V zunichst zu Apoferrorosamin (VI) decarboxy-
liert [5]. Da die Fragmentierung im Hochvakuum durchgefithrt werden muss, kann
das CO2[C(12) von IV oder V] nicht auf die tibliche Art durch Einleiten in eine
NaOH- oder Ba(OH),-Losung als Carbonat isoliert werden. Wir haben deshalb eine
spezielle Apparatur entwickelt, in der die beiden Reaktionsprodukte getrennt wer-
den, das COg gereinigt und schliesslich als BaCOg unter Luftausschluss ausgefillt
(siche exper. Teil). Um eine Aktivititsverschmierung durch die Gegenwart von
Katalysatoren wie Metallkationen wihrend der unter sehr energischen Bedingungen
durchgefithrten Decarboxylierung [5] zu vermeiden, wird auf den Einsatz eines Ka-
talysators verzichtet. Ausserdem werden die Produkte Apoferrorosamin und COp
durch Destillation laufend aus dem Reaktionsgefdss entfernt.

Sowohl das Ferrorosamin A als auch das Apoferrorosamin werden oxydativ zur
Picolinsdure (VII) abgebaut, so dass sich die Radioaktivitit an C(8), C(9) und C(10)
(von IV) aus den experimentell ermittelten Aktivitdten an C(12) und in der Picolin-
sdure berechnen lisst. Die Picolinsidure wird auf dhnliche Art wie V zu Pyridin (VIII)
decarboxyliert [6] und die Aktivitit an C(7) von VII sowie im Pyridin gemessen.
VIII wird daraufhin einem weiteren Abbau unterworfen: durch 2- bzw. 6-Phenylie-
rung (—> X) und anschliessende Oxydation mit KMnO,4 kann nidmlich C(2) bzw. C(6)
(von IV) als Benzoesidure (XI) isoliert und die Aktivitit bestimmt werden [7].

Aufgrund der Abbauergebnisse ist die Radioaktivitit im Proferrorosamin A so
verteilt, wie in Formel XII dargestelit.
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Entgegen unserer ersten Hypothese [1] (vgl. auch [8]) ist das Glycerin also nicht
hauptsichlich an der Biogenese der Picolinsiure, sondern an jener der Pyrrolin-
carbonsdure beteiligt3). Wir setzen unsere Forschungen fort, um die Aktivitidt an den
einzelnen C-Atomen im Pyrrolin-Ring und die Beteiligung von L-Asparagin an der
Biogenese des Picolin-Teils der Molekel festzustellen.

Wir danken Herrn Dr. W.-D. Woggon fur seine guten Ratschlige bei den Arbeiten mit
radioaktiven Substanzen, Herrn H. Frohkofer fur die Durchfithrung der zahlreichen Radioaktivi-
tatsmessungen und Herrn B. Thiiler und Frl. J. Ulrich fur die sorgfiltig ausgefithrten Glasarbei-
ten. Das Pseudomonas voseus fluovescens wurde uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. J. C.
Marchal, Universitit Nancy, Frankreich, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm besonders danken.

3)  Schon in einem analog durchgefithrten Vorversuch (jedoch 108 Stunden Verweildaucr des
radioaktiven Vorlaufers) haben wir bei einer Einbau-Rate von 2,959, rund 709, der 4C-Ak-
tivitdt im Pyrrolincarbonsaureteil vorgefunden.
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Experimenteller Teil

Allgemeines. Messungen der Radioaktivitit werden mit einem Flissigkeitsscintillationszahler
Modell Tricarb 3320 (Packard Instruments Co.) durchgefithrt. Fir die Bestimmungen werden 1-2
mg Substanz in 5 ml Athanol und 10 ml Scintillationslésung, bestehend aus 4 g 2,5-Diphenyl-
oxazol und 100 mg 2,2’-(p-Phenylen)bis(4-methyl-5-phenyloxazol)4) in 1000 ml Toluol, gelost.
Die Radioaktivititsmessungen von [14C]-Bariumcarbonat crfolgen nach der Methode von Fyo-
hofer [9]. Fir Radiodiinnschichtscanning wird ein DC.-Scanncr Packard Modell 7200 mit 2z-
Geiger-Miiller-Durchflusszihlrohr benittzt; Trigergas 98,79 Helium und 1,39, Isobutylalkohol.

Radioaktive Feymenthultuy. Dic Kultur wird wie in [1] beschrieben mit 27 ml Glycerin (879,)
statt 30 g Glycerin (879%,) durchgeftihrt. Nach 93 Std. Wachstum werden 3 ml verdiinntes 1-{14C3-
Glycerin (CEA, Frankreich, 0,57 mCij/mmol), gemesscne Totalaktivitit 9,25356 - 108 dpm, in
25 ml Nihrldsung steril eingespritzt und das Wachstum 7 Std. spiater abgebrochen. Fir die
Isolierung des markierten Ferrorosamins A wird genau nach den Vorschriften von [1] vorgegangen.
Ausbeute 90,7 mg, Totalaktivitidt 2,74753 - 105 dpm, Einbaurate 0,03%.

Abbau des vadioaktiven Fevvorosamins A. Alle Reaktionen werden mit stark verdiinnten
radioaktiven Proben mindestens 3mal durchgefithrt und die gebildeten Produkte bis zur kon-
stanten Radioaktivitit gercinigt. Fir dic BaCOgs-Fallung wird einc nach Bi#f [10] hergestcllte
und unter Stickstoff aufbewahrte Ba(OH):-Losung verwendet: 11 gesiattigte Ba(OH)2- und
200 ml 10,75proz. BaCl; - 2H0-Losung.

Decarboxylierung zum Apofervovosamin (VI). Fir die Decarboxylierung beniitzt man die in
der Figur abgebildete Apparatur.

Der Kolben A wird mit 100 mg Ferrorosamin A gefiillt. Ein Bischel Glaswolle iiber dem
Ausgang verhindert das Mitreissen von Edukt wihrend der Decarboxylicrung. Dic Apparatur
wird ans HV. (0,02 Torr) angeschlossen, das U-Rohr M in Trockeneis (—60°) und das Rohr N in
flussige Luft cingetaucht. A wird auf 130° (Olbad) erhitzt, wobei ausgefrorenes COjy ab ca. 110°
in N und weisscs, kristallines Apoferrorosamin ab ca. 125° in M sichtbar wird. Nach 1 Std. werden
die beiden Produkte durch Schlicssen der Abschmelzstellen A/M und M/N voneinander getrennt.
Ausbeute von Apoferrorosamin: 13 mg (15%).

Isolierung von COz als Bariumcavbonat. Zur Reinigung des in N gefrorencn COz wird der
Hahn H geschlossen, das U-Rohr O in fliissige Luft und N in Trockeneis/Aceton getaucht. COy
destilliert langsam in O iiber, dann wird die Verbindungsstclle N/O zugeschmolzen. Zum Ausfillen
des Bariumcarbonates wird die Hilfte des U-Rohres O in fliissige Luft getaucht, wo sich das CO;

4y = 1,4-Bis(4-methyl-5-phenyloxazol-2-yl)benzol.
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kondensiert. Durch Anbrechen der Spitze S in der Ba(OH)s-Losung wird diesc I7liissigkeit in das
Rohr eingezogen. Die Spitze S wird danach zugeschmolzen, das eingefrorene COz langsam frei-
gesetzt, das ausgefallene Bariumcarbonat nach 2 Std. iber dic Fritte IF filtriert, in cin Zentrifugen-
glas gebracht, 3mal mit kochendem Wasser aufgeschlimmt und zentrifugicrt, mit Methanol und
Ather gewaschen und dann getrocknet (20 Std., 80-100°/0,02 Torr): 20-30 mg Bariumecarbonat
pro Einsatz.

Oxydation von V zuy Picolinsdure (VII). 88,4 mg (0,122 mmol) Ferrorosamin A (V) werden in
20 ml 0,15 NaOH gclost nnd bei 75° portionenweise mit pulverisiertem KMnQOy4 versctzt, bis die
Loésung 30 Min. lang violett bleibt. Das iiberschiissige Permanganat wird mit wenig Methanol
reduziert, das MnOs abzentrifugiert, die Losung ausgeithert, dic wisserige Phasc 1. V. auf 5 ml
cingeengtl, mit 3N HCl auf pH 2,80 gebracht und wihrend drei Tagen kontinuierlich mit Ather
extrahiert. Die getrocknete Ather-Phase wird cingedampft und die crhaltene Picolinsiure bei
130°]760 Torr sublimiert: 31 mg (709%,).

Tabelle
Substanzen Ansatz  Eingesetzte Akt. Isoliertc Akt.  9;-Gcelalt
Nr. {dpm/mmol) (dpm/mmol) bezogen
auf V auf VII
1-[14C]-Glycerin 2,109 - 107
I'errorosamin A (V) ca. 2,12+ 106
1 134 539
i3 Ferrorosamin A (V) 2 105 220
3 101 900
v 1 27 819 20,7
CO32 2 24 044 22,8
3 20 100 19,7
v 1 105 704 78,6
Apoferrorosamin (VI) 2 80 862 76,8
3 80 592 79,1
¥ 1 372175 27,7
Picolinsidure (VII) 2 29181 27,7
3 25483 25,1
4 3575
Picolinsaure (VI1I) 5 3852
6 4 817
¥ 4 1026 28,7
COq 5 1144 7,5 29,7
6 1322 27,4
v 4 2595 72,6
Pyridin-Pikrat 5 2774 16,5 72,0
| 6 3575 74,2
A 4
Benzoesdure 5 T 330 3,0 8,6
6 391 8,1
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Die Oxydation von Apoferrorosamin (VI) zu VII wird analog durchgefiihrt.

Picolinsdure-Decavboxylierung zum Pyvidin (VIII). In der weiter oben beschriebenen Appa-
ratur wird der Kolben A durch ein spezielles Bombenrohr B von ca. 12 ml Inhalt ersetzt. Unterhalb
des Schliffaufsatzes von B ist seitlich ein Ventilhahn (Bistabil 2,5 mm, R. Brand, Wertheim,
BRD) angebracht, mit welchem B vom iibrigen System abgeschlossen werden kann.

98,5 mg (0,8 mmol) reine Picolinsdure (VII) werden im Bombenrohr evakuiert (0,02 Torr)
und nach Schliessen des Ventilhahnes in den auf 125° geheizten Ofen (Biichi GKR-50, Flawil,
Schweiz) gebracht. Ab 180° ist die COg-Entwicklung deutlich sichtbar. Sie hort nach ca. 50 Min.
auf. Das Bombenrohr wird auf —178° abgekiihlt und bei immer noch geschlossenem Ventilhahn
an die U-Rohre angeschlossen. Die U-Rohre werden evakuiert (0,02 Torr), M auf —60° (Aceton,
Trockeneis) und N auf —178° (flissige Luft) abgekiithlt. Nach dem Offnen des Ventilhahnes zum
Bombenrohr B wird dic Kihlung von B langsam entfernt, wodurch das COg destilliert und sich
in N kondensiert. Hat B RT. erreicht, destilliert das gebildete Pyridin ins Rohr M iiber, und nach
20 Min. konnen die Abschmelzstellen B/M und M/N geschlossen werden. COz wird wie oben be-
schrieben gereinigt und als BaCOjg isoliert.

109, des in M kondensierten Pyridins werden mit einer halbgesittigten dthanolischen Pikrin-
siurc-Losung versetzt, das ausgefallene Pyridin-Pikrat 1mal aus Wasser, dann aus Essigester
umkristallisiert (Smp. 158-160°) und getrocknet: 13,6 mg (55%).

Im Bombenrohr B bleibt ein Riickstand zuriick, der in Methanol aufgenommen und sublimiert
wird. Die so zuriickgewonnene Picolinsdure kann fiir den weiteren Abbau verwendet werden.

Abbaw von Pyvidin iiber 2(6)-Phenylpyvidin zur Benzoesdure. Phenyllithium (IX) wird nach
[11] hergestellt und die Oxydation des 2- bzw. 6-Phenylpyridins (X) zur Benzosdure (XI) nach
Vorschrift [7] durchgefithrt. Ausbeute 309%,.

Radioaktive Messungen. Die Ergebnisse der verschiedenen Aktivitdts-Messungen sind in
der Tabelle zusammengefasst.
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