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3-Hydroxyanthranilic acid could be isolated from the
culture medium of chloridazon degrading bacteria growing
under supplementation with phenylalanine. Anthranilate
synthase 1s induced by phenylalanine.

Kiirzlich konnten wir zeigen, daB chloridazonab-
bauende Bakterien Phenylalanin auf einem bisher
noch nicht beschriebenem Wege abbauen [1].

In der vorliegenden Arbeit wird die Isolierung
von 3-Hydroxyanthranilsiure aus dem Medium die-
ser Bakterien beschrieben, die sich nur nachweisen
1dBt, wenn unter Zusatz von Phenylalanin geziichtet
wird.

Bakterienstamm: Der Stamm N der chloridazon-
abbauenden Bakterien aus der Stammsammlung des
Instituts wurde verwendet.

Kulturmedium: Das Mineralsalzmedium enthielt
in 1000 ml deion. Wasser:

0,875 g KH,PO,, 0,125 g K,HPO,,

0,5 g MgSO, - 7H,0, 0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl,-6H,0,
0,1 g (NH,),S0,, 0,3 mg H,BO,,

0,04 mg CuSO, - 5H,0, 0,1 mg KI,

0,3 mg FeCl; - 3H,0, 0,4 mg MnSO, - 4H,0,

0,4 mg ZnSO, - 7H,0, 0,2 mg (NH,),MoO,,

0,1 mg Biotin und 0,03 mg Cyanocobalamin.

Diesem Mineralsalzmedium wurden 3,6 mmol L-
Phenylalanin zugesetzt, und anschlieBend wurde der
pH-Wert mit 2,5N NaOH auf 6,8 eingestellt. Bei
121 °C wurde 15 min autoklaviert.
Ziichtungsbedingungen: 0,1/ Phenylalanin-Me-
dium im 250 ml Erlenmeyer-Kolben wurde mit
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einer Impfose Bakterienzellen beimpft und bei
30°C 2 Tage lang geschiittelt. Diese Kultur wurde
anschlieBend in einen 2-/-Kolben mit 1/ Phenylala-
nin-Medium transferiert und 26 h bei 30 °C inku-
biert. Mit dieser Vorkultur wurde ein 10-/-Fermen-
ter angeimpft, der 36 h bei 30 °C geriihrt und be-
liftet wurde. Danach wurden die Zellen bei 4°C
und 9000xg in 30 min abzentrifugiert und mit Mi-
neralsalzmedium gewaschen.

. Resting-cells**-Versuche: Frische, in der logarith-
mischen Wachstumsphase geerntete Zellen wurden
in 2,3 / Akkumulationsmedium (Mineralsalzmedium
mit 11,4 mmol// L-Phenylalanin) suspendiert und
bei 30 °C unter starker Luftzufuhr inkubiert. Nach
Metabolisierung von ca. 50% des eingesetzten Sub-
strates wurden die Bakterien durch Zentrifugation
aus dem Medium entfernt.

Isolierung der 3-Hydroxyanthranilsdure: Das Me-
dium wurde auf pH 2 angesduert, zur Trockene ein-
geengt und der Riickstand mit Ethanol extrahiert.
Der Extrakt wurde konzentriert, in wenig Ethanol/
Wasser 50:50 aufgenommen und iiber eine Sepha-
dex-LH-20-Sdule (100x5 cm) aufgetrennt. Als Elu-
tionsmittel diente ein Gemisch aus gleichen Teilen
Ethanol und Wasser. Das fraktionierte Sduleneluat
wurde diinnschichtchromatographisch und UV-spek-
troskopisch auf 3-Hydroxyanthranilsdure untersucht.
Die Fraktionen mit dem gereinigten Metaboliten
wurden zur Trockene eingeengt.

Diinnschichtchromatographie: Fertigplatten (25x
25 cm) mit Kieselgel 60 F,;, von Merck wurden ver-
wendet. Als Laufmittel dienten:

Isopropanol/Wasser/Ammoniak (20/2/1) und
Chloroform/Ethanol (40/60).

Substanzflecken wurden mit UV-Licht lokalisiert
und die 3-Hydroxyanthranilsiure mit Ehrlichs Rea-
genz nachgewiesen.

Bei ,resting-cells“-Versuchen mit Phenylalanin
als Substrat wurde nach Auftrennung des Akkumu-
lationsmediums an einer Sephadex-LH-20-Siule
(100x5 cm) 3-Hydroxyanthranilsdure in den Frak-
tionen 240-250 eluiert. Die isolierte Substanz und
authentische 3-Hydroxyanthranilsdure zeigten bei
der Diinnschichtchromatographie gleiche R-Werte
in verschiedenen Laufmitteln: 0,58 (in I) und 0,68
(in II). Beim Bespriihen mit Ehrlichs Reagenz
wurde eine charakteristische Farbreaktion erhalten.
Beim UV-spektroskopischen Vergleich besaBen die
isolierte und authentische 3-Hydroxyanthranilsdure
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gleiche Maxima bei 298 nm (pH 3) oder 333 nm
(pH 12). Die Identitit der isolierten 3-Hydroxyan-
thranilsiure wurde weiterhin iiber IR- und MS-
Spektroskopie gesichert. Aus dem Wachstumsmedi-
um konnte keine 3-Hydroxyanthranilsiure isoliert
werden, sie trat nur unter ,,resting-cells“-Bedingungen
mit Phenylalanin auf. Da die 3-Hydroxyanthranil-
sdure offensichtlich aus Tryptophan gebildet wird,
erhebt sich die Frage, ob Phenylalanin in irgend-
einer Weise die Biosynthese des Tryptophans stimu-
liert. Es wurde deshalb gepriift, ob Phenylalanin das
erste Enzym der Tryptophanbiosynthese, die An-
thranilatsynthase, aktiviert oder induziert. Nach An-
zucht der Bakterien unter Zusatz von Phenylalanin
konnte tatsichlich eine vermehrte Bildung von An-

thranilatsynthase im Vergleich zum phenylalanin-
freien Medium nachgewiesen werden.

Als plausible Erkldarung fiir die Bildung von 3-Hy-
droxyanthranilsdure bietet sich demnach die Stimu-
lierung der Tryptophanbiosynthese durch Phenyl-
alanin an, die nachfolgend zu einer vermehrten Bil-
dung von 3-Hydroxyanthranilsiure fiihrt.
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