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241. Naturstoffe aus Mikroorganismen 

Uber die Biogenese von Froferrorosamin Al) 
von AndrC Marcel Helbling und Max Viscontini 

9. hlitteilung [ l]  

C)rganisch-chemisclies Insti tut  clcr Universitxt, Kamistrasse T G ,  Cl I- 8001 Zurich 

(28. V I .  76) 

Preliminary results on the biogenesis of the proferrorosamine A. - S ~ w ~ m a r y .  Pseu- 
domovlas YoseusfZtiowscens has been grown in a Lasser-broth with 1-[14Cj-glycerol and I--asparagine 
as sources of carbon and nitrogen. The total percentage of incorporation of the isotopic carbon 
atom i n  the profcrrorosaniinc .% attained 0,03%. The first results on the localization of show 
that the  pyrroliiiccarboxylic acid moiety is built with the carbon atoins of glycerol while the 
pyridinc slrelcton seems to bc iormed niainIy from L-asparagine. 

Enge ,Beziehungen bestclreii zwisclren der Bilduiig des Tr!.ptopIians uiid des 
Proferrorosamins A (IV) walirend des ’\liaclrstuiiis von Z-’sezLdomorm ~ o s c ~ ~ s / l z ~ o ~ c s c c ~ ~ s  
in eincr Fet+-freieii Ndirlosung nncli Lassezir !-2]. I:in diese Beziehungeri besser vc‘r- 
htehen zu koniien, liabeii wir die Biogenese des l’ropigmentes IV ill d i e m  Niilirliisung, 
in welclier Glycerin und L-,qsparagiii fur die waclisendeii Balitericii die ciiizigen 
Kohlenstoff- und Stickstoifquellen siiid [l] 131, untersudit. 

Einen ersten Eindruck in die Biogenese gibt die vorliegeiide rlrheit iiber den 
Einbau von 1-[14C]-Gly:crin (I). Nacli dem E’se~~don~~oi~as- \~~acl~stui~i  irri Feriiieiiter 
liaben wir die Verteiluiig des 14C-Xtoiiis im gchildeten Proferrorosaniiu A durch par- 
tiellen Abbau bestinimt. Zur Interpretation der Ergebnisse wird angeiiomiiien, dass 
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1) Teil der Dissertation von -1. M .  Ilelbling, Universitait Ziirich, 1975. 
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der Glycerin- Stoffwechsel mit einer enzymatischen Oxydation zum Glycerinaldehyd 
(11) beginnt. Da jedocll Glycerin eine prochirale Molekel ist, entstehen bei der Oxyda- 
tion aquimolare Mengen von 1-[14C]- und 3-[14C]-~-Glycerinaldehyd (I1 und 111) 2) .  

Dies bedeutet, dass die 1%-Einbauversuche so gedeutet werden miissen, wie wenn 
1, 3-[14C]-~-Glycerinaldehyd als Vorlaufer verwendet worden ware. 

Uni die radioaktive Verschmierung miiglichst niedrig zu halten, werden zur Her- 
stellung der Nahrlosung (1225 ml) zunachst 27 In1 nichtradioaktives Glycerin (87%) 
eingesetzt Ll]. Erst nach 93 Stunden Wachstum in dieser Losung werden 3 nil 
1-[14C]-Glycerin (siehe exper. Teil) in 25 ml Nahrlosung steril in den Fermenter einge- 
spritzt. 7 Stunden spater wird das Wachstum abgebroclien, das Ferrorosamin A (V) 
isoliert [I] und mit Radiochromatographie auf Keinheit gepriift. Die Einbaurate, 
bezogen auf die totale Glycerin-Aktivitat, betragt ca. 0,03%. 

Zur Bestimmung der 1%-Verteilung wird das Ferrorosamin A (V) dem im Schema 
dargestellten Abbau unterworfen. Dazu werden mit synthetischem Material [4] ver- 
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2) Die Formcln I, I1 und I11 bind in dcr konventionellen Stereoprojektion gezeichnet. 
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dunnte Proben von radioaktivem V zunachst zu Apoferrorosamin (VI) decarboxy- 
liert [5 ] .  Da die Fragmentierung ini Hochvakuum durchgefuhrt werden muss, kann 
das C02[C(12) von IV oder V] nicht auf die ubliclie Art durch Einleiten in eine 
NaOH- oder Ba(OH)a-LOsung als Carbonat isoliert werden. Wir liaben deshalb eine 
spezielle Apparatur entwickelt, in der die beiden Reaktionsprodukte getrennt wer- 
den, das CO2 gereinigt und schliesslich als BaC03 unter Luftausschluss ausgefallt 
(siehe exper. Teil) . Um eine Aktivitatsverschmierung durch die Gegenwart von 
Katalysatoren wie Metallkationen wahrend der unter sehr energischen Bedingungen 
durchgefuhrten Decarboxylierung I51 zu vermeiden, wird auf den Einsatz eines Ka- 
talysators verzichtet. Ausserdem werden die Produkte Apoferrorosamin und C 0 2  

durch Destillation laufend aus dem Reaktionsgefass entfernt. 
Sowohl das Ferrorosamin A als auch das Apoferrorosamin werden oxydativ zur 

Picolinsaure (VII) abgebaut, so dass sich die Radioaktivitat an C(8), C(9) und C(10) 
(von IV) aus den experimentell ermittelten Aktivitaten an C(12) und in der Picolin- 
saure herechnen lasst. Die Picolinsaure wird auf ahnliche Art wie V zu Pyridin (VIII) 
decarboxyliert 161 und die Aktivitat an C(7) von VII sowie in1 Pyridin gemessen. 
VIII wird daraufhin einem weiteren Abbau unterworfen : durch 2- bzw. 6-Phenylie- 
rung (3 X) und anschliessende Oxydation mit KMn04 kann namlich C(2) bzw. C(G) 
(von IV) als Benzoesaure (XI) isoliert und die Aktivitat bestimmt werden [‘?I. 

Aufgrund der Abbauergebnisse ist die Radioaktivitat im Proferrorosamin A so 
\aerteilt, wie in Formel XI1 dargestellt. 

16.5% i 5 2 %  

XI1 

Entgegen unserer ersten Hypothese Ll] (vgl. auch L81) ist das Glyccrin also nicht 
hauptsachlich an der Riogenese der Picolinsaure, sondern an jener der Py-rrolin- 
carbonsaure beteiligt3). Wir setzen unsere Forschungen fort, um die A4ktivitat an den 
einzelnen C-Atomen in1 Pyrrolin-Ring und die Beteiligung von I*-ilsparagin an der 
Riogenese des Picolin-Teils der Molekel festzustellen. 

Wir danken Hcrrn Ur. W.-D. llioggon fur seine guten Ratschldge bei deu Arbeiten mit 
radioaktiven Substanzcn, Hcrrn H .  Fvohofer fur die Durchfiihrung dcr zahlrcichen Radioaktivi- 
tiitsmessungen und Herrn B. Thiilev und Frl. J .  UZrich fur die sorgfaltig ausgefuhrten Glasarbei- 
tcn. Das Pseudolnonas roseus fluovescens wurde uns freundlicheru-eise von Herrn Prof. Dr. J .  C. 
;llavchal, Universitat Nancy, Frankreich, zur Verfugung gestellt, wofiir wir ihm besonders danken. 

3) Schon in einem analog durchgefuhrten Vorversuch (jedoch 108 Stunden Verweildauer des 
radioaktiven Vorlaufers) haben wir bei einer Einbau-Rate von 2,95% rund 70:/, dcr l4C-Ak- 
tiviFAt ini Pyrrolincarbonsaureteil vorgefundcn. 
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Experimenteller Teil 
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A llgemeines. Messungen dcr Radioaktivitat wcrden mit cjneni Flussigkeitsscintillationszahler 
Modell Tricarb 3320 (Packard Instruments Co.) durchgefuhrt. Fur die Bestimmungen wcrden 1-2 
mg Substanz in 5 ml athanol und 10 ml Scintillationsliisung, bestehend aus 4 g 2,5-Diphenyl- 
oxazol und 100 nig 2,2'-(p-Phcnylcn)bis(4-mcthy-l-5-phcnyloxazol)4) in 1000 ml Toluol, gclost. 
Die Radioaktivitatsmessungen von [14C!-Bariurncarbonat crfolgen nach dcr Mcthode von Fro- 
hofer [9]. Fur Radiodunnschichtscanning wird cin DC.-Scanner Packard Modell 7200 rnit 2n- 
Geiger-Miiller-Durchflusszahlrohr beniitzt ; Tragergas 98,7 yo Helium und 1,3% Isobutylalkohol. 

Radioaktiue Fermentkultur. Dic Kultur wird wie in [l] beschrieben mit 27 ml Glycerin (87%) 
statt 30 g Glycerin (87%) durchgefuhrt. Nach 93 Std. Wachstum werden 3 ml verdiinntes 1-[14C]- 
Glycerin ( C E A ,  Frankreich, 0,57 mCi/mmol), gemesscne Totalaktivitat 9,25356 . 108 dpm, in 
25 ml Nahrlosung steril eingcspritzt und das Wachstum 7 Std. spater abgebrochen. Fur die 
Isolierung des markierten Ferrorosamins A wird gcnau nach den Vorschriften von [l] vorgegangen. 
A4usbeute 90,7 mg, Totalaktivitat 2,74753 . 105 dpm, Einbaurate 0,0396. 

Abbau des radioaktiueia Fervorosainiizs A .  Xllc Reaktionen werden mit stark verdiinnten 
radioaktiven Proben mindestens 3mal durchgefiihrt und die gebildctcn Produkte bis zur kon- 
stanten Radioaktivitat gereinigt. Fur die BaCOa-Fallung wird cine nach Britt [ l O j  hergcstcllte 
und unter Stickstoff aufbewahrte Ba(0H)z-Losung verwendct : 1 1 gcsattigte Ba(0H)z- und 
200 ml 10,75proz. BaClz . 2H20-Losung. 

Decarboxylierung zum Apoferrovosavnin ( V I ) .  Fur die Decarboxylierung beniitzt man die in 
der Figur abgebildete Apparatur. 

Der Kolben A wird mit 100 mg Ferrorosamin A gefullt. Ein Buschel Glaswollc iiber dcni 
ilusgang verhindert das Mitreissen von Edukt wahrend der Decarboxylicrung. Die Apparatur 
wird ans HV. (0,02 Torr) angcschlossen, das U-Rohr M in Trockeneis ( - 60") und das Rohr N in 
fliissige Luft cingetaucht. A wird auf 130" (Olbad) erhitzt, wobei ausgcfrorencs COz ab ca. 110" 
in N und weisscs, kristallines Apofcrrorosamin ab ca. 125" in M sichtbar wird. Nach 1 Std. wcrden 
die bciden Produkte durch Schlicssen dcr Abschmelzstelleii A/M und M/N vonejnandcr getrennt. 
Xusbeute von Apofcrrorosamin: 13 nig (15%). 

Isolierung von COz als Bariumcarbonat. Zur Reinigung cles in N gefrorcnen COz wird der 
Hahn H geschlossen, das U-Rohr 0 in fliissige Luft und N in Trockeneis/Accton getaucht. COz 
destilliert langsam in 0 iiber, dann wird die Verbindungsstelle N/O zugeschmolzen. Zum Ausfallen 
des Bariumcarbonates wird die Halfte des U-Rohres 0 in fliissige Luft getaucht, wo sich das COz 

4) = 1,4-Bis(4-methyl-5-phenyloxazol-2-y1)benzol. 
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kondensiert. Durch :Inbrcchen der Spitze S in dcr Ba(OH)z-Losung wird tliesc l'liissigkcit in das 
liohr eingezogen. Die Spitze S wird dannch zugeschmolzen, das eingcfrorene CC)& langsani frei- 
gesetzt, das ausgefrtllene Bariumcarbonat nach 2 Std. iibcr die Fritte li iiltriert, in ein Zetitrifugen- 
glas gebracht, jnial niit kochendem Wasser aufgeschlammt utid zentrifugirrt, init Methanol und 
:ither gewaschcn und dann gctrocknet (20 Std., SO-lOOO/O,OZ Torr) : 20-30 nig Bariunicarbonat 
pro Einsatz. 

Oxydation v o z  Y zzw PzcoZiiz.suwe ( V I I ) .  88,4 ing (0,122 nuiiol) I'crrorosaniin .\ (V) werdcn in 
20 nil 0 , l  N NaOH gcliist und bci 75' portionenweise Init pulverisiertem I<hInO, vcrsctzt, his die 
T,osung 30 Min. lang violctt bleibt. Das iiberschussige Pernianganat wird niit wenig Methanol 
rcduziert, das %In02 abzentrifugiert, die Losung ausgeathcrt, die wasserige Phase i. V. auf 5 1111 
cingeengt, mit 3~ HC1 auf pH 2,80 gebracht und walircnd drei Tagcn kontinuicrlich niit d ther  
extrahicrt. Die gctrocknete Xther-l'hase wird cingcdaiiipft und die crhaltcne Picolinsaure bei 
130"/760 Torr suhlirniert: 31 mg (70%). 

Tabelle 

Substanzen Ansatz Eingesetzte i\kt. lsoliertc A\kt. O,;-Gclialt 
Nr. (dpm/minol) (dpm/nimol) bezogcn 

auf V auf VII 

l-L1K-Glyccrin 

lerrorosaniin ,I (V) 
-1 

1 134 539 
I / J  FLrrurosaniin \ (V) 2 105 220 

3 101 900 

1 1 1  coz 2 3 

f 1 
\poferrorosamin (VI) 2 

3 

0 1 
Ikolrnsauru (I 11) 2 

I 
3 

27 819 20,7 
24 044 22,s 
20 100 10,7 

105 704 78,6 
80 862 7 6 3  
ao 592 79,l 

37 275 27,7 
29 181 27,7 
25 483 25,l 

v 
l'yriclin-l'ikrat 

I 
f 

Bcnzoesaurc 

3 575 
3 852 
4 817 

1 0 2 6  
1 1 4 4  
1 3 2 2  

2 595 
2 774 
3 575 

330 
391 

2&7 
7,5 29,7 

27,4 

72,G 
16,5 72,0 

74,2 

3.0 8 5  
8,1 
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Die Oxydation von Apoferrorosamin (VI) zu VII wird analog durchgefuhrt. 

P~co2insiiure-Decarboxy2ierulzg znm Pyridin ( P I I I ) .  I n  der weiter oben beschriebenen Appa- 
ratnr wird der Kolben A durch ein speziclles Boinbcnrohr €3 von ca. 12 ml Inhalt ersetzt. IJnterhalb 
des Schliffaufsatzes von B ist seitlich ein Ventilhahn (Ristabil 2,5 mm, R. Brand, Wertheim, 
BRD) angebracht, mit wclchcm B vom iibrigen System abgcschlossen werden kann. 

98,5 ing (0,s nimol) reine Picolinsaure (VII) werden im Bombenrohr evakuiert (0,02 Torr) 
uncl nach Schliessen des Ventilhahnes in den auf 125" geheizten Ofen (Biichi GKR-50, Flawil, 
Schweiz) gebracht. Ab 180" ist die COz-Entwicklung deutlich sichtbar. Sic hijrt nach ca. 50 Min. 
auf. Das Bombenrohr wird auf - 178" abgekiihlt und bei imnier noch geschlossenein Ventilhahn 
an die U-Rohre angeschlossen. Die U-Rohre werden evakuiert (0,02 Torr), M auf - 60" (Aceton, 
Trockeneis) und N auf - 178" (fliissige Luft) abgekuhlt. Nach dem offnen des Ventilhahnes zutn 
Bombenrohr B wird die Kiihlung von €3 langsam entfernt, wodurch das COz destilliert und sich 
in N kondensiert. Hat B RT. erreicht, destilliert das gebildete Pyridin ins Rohr M iiber, und nach 
20 Min. konnen die ilbschmelzstellen B/iM und M/N geschlossen werden. COz wird wie oben be- 
schricben gereinigt und als BaCO3 isoliert. 

10% des in M kondensierten Pyridins werden rnit cincr halbgesattigten iithanolischen Pikrin- 
saurc-Losung vcrsetzt, das ausgefallene Pyridin-I'ikrat lmal aus Wasser, dann nus Essigestcr 
umkristallisiert (Smp. 158-160") und getrocknct: 13,6 mg (55%). 

Im Bombeiirohr B bleibt ein Riickstand zuriick, der in Methanol aufgenommen und sublimiert 
wird. Die so zuruckgewonnene Picolinsaure kann fur den weitcrcn Ahbau verwendet werden. 

Abbau Zion Pyridin uber 2(6)-PhenyZpyridin zur Benzoesaure. Phenyllithium (IX) wird nach 
[ l l ]  hergestellt und die Oxydation des 2- bzw. G-Phenylpyridins (X) zur Benzosaure (XI) nach 
Vorschrift [7] durchgefiihrt.. Ausbeute 30%. 

Radioaktive Messungen. Die Ergebnisse der verschiedenen Aktivitats-Messungen sind in 
der Tabelle zusamniengefasst. 

LITEKATURVERZEICHNIS 

[l]  8. Mitt.: A .  M .  Helbling & M .  Piscoiztini, Helv. 59, 2278 (1976). 
[Zj M .  Pouteau-Thouvenot, hf. Choussy, M .  Barbier & M .  Viscontini, EIelv. 52, 2392 (1969). 
[3]  J .  C. Mavckal, Trav. Lab. Microb. Fac. Pharm. Nancy, 70,90 (1937) : M .  Pouteau-Thozivenot, 

[4] A .  M .  Helbling & M .  Viscontini, Helv. 59, 938 (1976). 
[ S ]  M .  Pouteaii-Thoaiveizot, A .  Gaudeniev & M .  Barbier, Bull. SOC. chim. biol. 47, 2085 (7965). 
[GI ,I. A .  Zoltewicz, C .  L. Smi th  & J .  D .  Meyer, Tetrahedron 24, 2269 (1968). 
/7] 0. Gross, A .  Feige, K .  Stecher, A .  Zureck & H .  I{. Schiitte, Z. Naturforsch. 20b,  l l l G  (1965). 
[8] D. Gross in (( Fortschritte der Chemic organischer Naturstoffes, Bd. 28, S. 145, Springer-Ver- 

[9] H .  Frohofev, Z. analyt. Chem. 253, 97 (1971). 
[lo] J .  J .  Britt, Dissertation ETH-Z, Zurich 1959. 
[ l l ]  J .  C. W .  Evans & C .  I;. H .  AZZen, Org. Synth. Coll. Vol. 11, S17 (1943). 

hi. Choussy, A .  Gaudemer & M .  Barbier, Bull. SOC. chim. biol. 52, 51 (1970). 

lag, Wien, New York 1970. 


