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From Pseudom onas cepacia cultures 3-acetamino-4-hydroxy-benzoic acid has been isolated. 
This compound is of biogenetic interest as it suggests an alternative route in the chorismic acid 
metabolism initiated by an attack of an equivalent of NH3 at C-5 rather than at C-2 as usually 
observed. Implications on the phenazine biosynthesis have been discussed.

Eine Reihe experimenteller Befunde weist darauf 
hin, daß die mikrobielle Biosynthese mehrerer wich­
tiger Heterozyklen (z.B . Phenazine, Phenoxazine) 
über eine Zwischenstufe verläuft, die durch Angriff 
von N H 3 ( z . B. in Form des Amidstickstoffs des Glut­
amins [2]) an C-2 der Chorisminsäure (1) entstanden 
ist (2) [2, 3]. An einfachen Verbindungen, die sich 
von 2 ableiten, konnten isoliert werden: (2S, 3S)-2,3- 
Dihydro-3-hydroxyanthranilsäure (3) aus Streptomy- 
ces aureofaciens [4] und St. zaomyceticus [5], ihr 
Milchsäureester (=  Oryzoxymycin) aus St. venezue- 
lae [6], der entsprechende Aldehyd aus St. amylovo- 
rus [7] sowie 3-Hydroxyanthranilsäure (4) aus K leb­
siella pneum oniae [8]. A lternativer Angriff von NH3 
an C-5 von 1 sollte zu 5 führen. Daß diese Konkur­
renzreaktion stattfindet, dafür spricht die Isolierung 
von 3-Acetamino-4-hydroxybenzoesäure (6) aus dem 
Kulturmedium von Pseudomonas cepacia Stamm 
59 d [9],

Das 'H-NM R-Spektrum von 6 zeigt neben dem 
CH3CO-Singulett bei 2,18 ppm das für einen 1,3,4- 
trisubstituierten Benzolring typische Muster: 6,89 (d,
8,5 Hz): H-5, 7,69 (dd, 8,5 und 2,1 Hz): H-6 und 
8,40 (d, 2,1 Hz) ppm: H-2. Im Massenspektrum fin­
den sich m /z (% rel. Int.) 195 (16): M +, 177 (4): [M- 
H 20 ] + , 153 (100): [M-CH2CO]+ , m /z  136 (35): [m/z
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153-OH]^ und m /z  43 (65): CH 3C O +. Die Tatsache, 
daß m /z 153 OH und nicht H 20  (sog. ortho-Effekt
[10]) verliert, schließt aus, daß sich die NHCO CH 3- 
oder die OH-Gruppe o-ständig zur Carboxylgruppe 
befindet (vergl. Acetylanthranilsäure: [M-CH2CO- 
H20 ] + 100%, bei p-Acetam inobenoesäure fehlt die­
ses Ion; ebenso zeigt Salicylsäure, nicht aber m- und 
/?-Hydroxybenzoesäure [M-H20 ] + [11]). Damit blei­
ben als mögliche Strukturen 6 und 7 (letztere mußte 
auch in Betracht gezogen werden, da 4-Amino-2,3- 
dihydro-3-hydroxybenzoesäure als Vorläufer von p- 
Aminobenzoesäure bei Aerobacter aerogenes nach­
gewiesen worden ist [12], Eine Entscheidung konnte 
durch Synthese getroffen werden: Das Acetylie- 
rungsprodukt von 3-Amino-4-hydroxybenzoesäure 
war identisch mit der isolierten Verbindung. Insbe­
sondere unterscheidet sich das Aromatenmuster im 
'H-NMR-Spektrum (s.o .) deutlich von dem von 7 
(7,48-7,51 (m): H -5+H -6 und 7,97 (d, 9,0 Hz) 
ppm): H-2. Daß es sich bei 6 und 7 um die N- und 
nicht um die O-Acetylverbindungen handelt, ergibt 
sich aus dem IR-Spektrum (1670: Amid I, 1600: Aro- 
mat, 1540 cm-1: Amid II).

Weder 6 noch die freie 3-Amino-4-hydroxyben- 
zoesäure sind bisher in der N atur aufgefunden wor­
den. Interessant ist aber, daß das aus einer Strepto- 
m yces-A n  isolierte Pigment Ferroverdin 4-Hydroxy- 
3-nitrosobenzoesäure als Baustein enthält [13]. E r­
wähnt sei auch, daß aus Pseudomonas aeruginosa 
(Mutante 13 cR) [14] 2-Acetaminophenol 8 isoliert
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und durch Vergleich mit synthetischem Material 
identifiziert werden konnte. Ob sich dies allerdings 
von 3 oder von 5 ableitet, ist nicht zu entscheiden.

Das Auffinden von 6 könnte auch ein neues Licht 
auf die Biosynthese hydroxylierter Phenazine wer­
fen. Untersuchungen insbesondere an Pseudomonas 
aureofaciens [15] stehen mit der These im Einklang, 
daß aus zwei Molekülen 3 Phenazin-l,6 -dicarbonsäu- 
re (9) entsteht, und daß Hydroxygruppen (gegebe­
nenfalls nach ein- oder zweimaliger Decarboxylie­
rung) nachträglich eingeführt werden. Pseudomonas 
cepacia nimmt unter den Phenazinbildnern [16] eine 
Sonderstellung ein, da sie als einzige 4,9-Dihydroxy- 
phenazin-l,6 -dicarbonsäure (10) (und zwar als 
Hauptpigment) bildet [17]. Es liegt nahe anzuneh­
men, daß zwei Moleküle 5 sich unter Oxidation zu 10 
zusammenlagern, daß also hier ein alternativer Weg 
beschritten wird [18].

COOH

COOH

9 : R = h 

10 : R = o h

Experimenteller Teil 

Geräte:

M assenspektrometer FINNIGAN 3200; NMR 
Bruker WM 300 ( 6  und 7) und EM 390 (8 ); IR-Spek- 
trophotom eter 720, Perkin-Elmer.

3-Acetam ino-4-hydroxybenzoesäure (6 ). (a) Zehn
1-1-Rührkulturen von Pseudomonas cepacia (Stamm 
59 d) [9] wurden durch Zentrifugieren von den Zel­
len befreit, die polaren Verbindungen an XAD Typ
4 (SERVA, Heidelberg) adsorbiert und mit CH3OH 
eluiert. Säulenchromatographie an Kieselgel mit 
CHCI3/CH 3 OH 5:1 erlaubte die Isolierung von 6 , das 
durch erneute Chromatographie gereinigt wurde 
(Reinheitskontrolle durch Dünnschichtchromatogra- 
phie, Detektion durch Besprühen mit FeCl3 -Lö- 
sung). (b) Durch 5-min-Kochen von 500 mg 3-Ami- 
no-4-hydroxybenzoesäure (FLUKA, Buchs) mit
1,6 ml Acetanhydrid und 1,5 ml Eisessig unter 
Rückfluß. Aufarbeitung und chromatographische 
Reinigung wie oben. Schmp. 249—250 °C (Zers.); 
Lit. [19] 251-252 °C. IR-, ‘H-NMR- (CD 3 OD) und 
Massenspektrum siehe Text.

4-Acetamino-3-hydroxybenzoesäure (7) wurde in 
analoger Weise aus 4-Amino-3-hydroxybenzoesäure 
(aus 3-Hydroxy-4-nitrobenzoesäure, EG A , Stein­
heim) hergestellt. Schmp. 245—247 °C; Lit. [19] 
250-251 °C. IR: siehe Text. 'H-NM R (CD 3 OD): 
2,20 (s): C H 3 C O ,  7,48-7,51 (m): H-5 + H-6 , 7,97 (d, 
9,0 Hz) ppm: H-2. Massenspektrum m /z (%  rel. 
Int.): 195 (6 ): M +, 177 (1), 178 (1), 153 (57), 146
(40), 124 (8 ), 43 (100).

2-Acetaminophenol (8). (a) Die CHCl3-Fraktion 
des Kulturmediums von Pseudomonas aeruginosa 
(Mutante 13 cR) [14] wurde auf Kieselgelplatten mit 
CCl4/Ethylacetat 1:2 aufgetrennt, wobei 8 zwischen
2-Hydroxyphenazin und Phenazin-l-carbonsäure 
lief. Weitere Reinigung erfolgte durch Chrom atogra­
phie an Kieselgel 60 mit demselben Laufmittel und 
anschließend mit CHCl3/Aceton 5:1. Schmp. 163 °C. 
Massenspektrum m /z (% rel. Int.): 151 (14): M +, 133
(3): [M-H2 0 ] + , 109 (100): [M-CH 2 CO]+ , 80 (32): 
[m/z 109-CHO]+. ‘H-NMR (CD 3 OD): 2,18 (s): 
CH 3 CO, 6,87-7,10 (m): H-3, H-4, H-5, 7,60 (d,
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6Hz): H-6. IR: 1658, 1600, 1520 cm "1 (Amid-Ban­
den und Arom at). (b) 1 g o-Aminophenol wurde mit 
1 g Acetanhydrid und 10 ml Pyridin 4 Std. auf 50 °C 
erwärmt, mit Wasser versetzt, mit Ethylacetat extra­
hiert und zur A btrennung des O-Acetates mit ver-
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