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7-Chloroindole-3-acetamide and indole-3-acetamide were
enzymatically formed from crude extracts of Pseudomonas
aureofaciens supplemented with 7-chloro-L-tryptophan or
L-tryptophan. The metabolites were identified by UV-,
IR-, GC-MS-spectra.

Das Bakterium Pseudomonas aureofaciens ATCC
15926 metabolisiert Tryptophan zu Phenylpyrrol-
Derivaten [1], Indolessigsdure [2] und 7-Chlorindol-
essigsaure [3]. Als direkter Vorldufer der Biosynthese
dieser Chlorindolverbindung wird 7-Chlortrypto-
phan postuliert. Nur aus pflanzlichem Material wur-
den bislang 4-Chlorindolessigsdure und deren Me-
thylester, [4—6], jedoch keine 7-Chlorindol-Derivate
isoliert.

In der vorliegenden Arbeit wird die Isolierung und
Charakterisierung von 7-Chlorindol-3-acetamid be-
schrieben, das enzymatisch aus 7-Chlor-L-trypto-
phan gebildet wird. 7-Chlor-DL-tryptophan wurde
synthetisiert und in die optischen Antipoden gespal-
ten [7].

Aus in Glycerin-Minimalmedium geziichteten Zel-
len von P. aureofaciens wurde ein Protein-Rohex-
trakt hergestellt [8] und einem Reaktionsgemisch
(Gesamtvolumen 80 ml) zugesetzt. Ansatz 1: 16 ml
Rohextract (20 mg/ml Protein), 16 ml 6 mM 7-Chlor-
L-tryptophan, 16 ml 0,1 M K-Phosphatpuffer, pH 7,2
und 32 ml H,O. Bei einem parallel durchgefiihrten
Versuchsansatz (Ansatz 2) wurde 7-Chlor-L-trypto-
phan durch L-Tryptophan ersetzt. Nach 24 h bei
25°C wurde Ansatz | mit insgesamt 160 ml Essig-
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ester/MeOH (4:1) extrahiert und wie bereits be-
schrieben chromatographiert [3]. Fraktionen mit Ry
=0,78 in der DC (Kieselgel HF,, 60, Laufmittel:
Essigester/Isopropanol/H,0 (65:24:11)) und blauer
Farbreaktion mit van Urk’s Reagenz [9] wurden im
Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Durch Um-
kristallisation des Riickstands aus MeOH/H,O/Ace-
tonitril (50:90:5) wurde eine Verbindung (Metabolit
1) mit Schmelzpunkt 175—176 °C erhalten.

Das UV-Spektrum (in MeOH, MeOH/0,1 N NaOH
bzw. MeOH/0,1 N HCL) besitzt Maxima bei Apax
=293 nm, 283 nm, 273 nm und 220 nm. Zusammen
mit der NH-Valenzschwingung bei 3450 cm™ aus
dem IR-Spektrum (in KBr) deutet dies auf eine
Indolverbindung hin.

Das Molekiilion nach GC-MS (Kapillarsdule SE
30, 25 m; 80 eV; 240 °C) erscheint als Dublett bei
m/e 208/210 (23%/7%). Die ist charakteristisch fiir
eine monochlorsubstituierte Verbindung, die eine
gerade Zahl von N-Atomen enthélt. Das Dublett bei
m/e 164 (100%) /166 (33%) entsteht durch eine Ab-
spaltung des resonanzstabilisierten lons m/e 44,

(COI:IHZ). die fiir primdre Amide typisch ist und
schlieBt eine Chlorsubstitution der Seitenkette aus.

Weitere Fragmente sind: m/e 129 (7%, M—CONH,,
Cl), m/e 128 (19%, M—CONH,, HCI), m/e 102 (8%,
M-CONH,, CI, HCN), m/e 101 (18%, M—CONH,,

HCI, HCN), m/e 75 (18%, M—CONH,, HCI, HCN,
C,H,).

Aufgrund der spektralen Daten kann Metabolit 1
die Struktur des 7-Chlorindol-3-acetamids zugeord-
net werden. Aus Versuchsansatz 2 mit L-Tryptophan
als Ausgangsverbindung wurde Metabolit 2 auf glei-
che Weise isoliert. Nach den Ergebnissen aus UV,
IR und GC-MS sowie Vergleich mit authentischer
Vergleichssubstanz (Sigma) wurde die Verbindung
als Indol-3-acetamid identifiziert.

Bei Einsatz von D-Tryptophan oder 7-Chlor-D-
tryptophan wurden aus den Reaktionsgemischen
weder Indol-3-acetamid noch 7-Chlorindol-3-acet-
amid isoliert. Indolacetamid ist ein Zwischenprodukt
der Biosynthese von Indolessigsiure bei dem Bak-
terium Pseudomonas syringae (P. savastanoi) [10].
Fiir P. aureofaciens ist dies — auch fiir 7-Chlorindol-
essigsiure — durch weitere enzymatische Versuche
zu kldren.
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