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It is shown by feeding experim ents w ith [3-2H ]pyridine-2,6 -dicarboxylic acid that 
6 -(hydroxythio)carbonylpyridine-2 -carboxylic acid and pyridine-2 -carboxylic acid-6 -m onothiocar- 
boxylic acid are in term ediates in the  biosynthesis of pyridine-2 ,6 -di(m onothiocarboxylic acid) 
from  pyridine-2,6 -dicarboxylic acid p roduced  by Pseudomonas putida. Thus the series of 
biosynthetic steps — C O O H  —» — C O  —SO H  —> C O S H  has been dem onstra ted  for the first tim e.

In vorausgehenden Arbeiten haben wir über die 
Isolierung und Strukturaufklärung von Pyridin-2,6- 
di(monothiocarbonsäure) l a  [2], ihre Eisenkomple­
xe [3, 4] sowie eine Reihe verwandter Verbindungen 
(2a—6a) [5, 6] aus Pseudomonas putida  berichtet, la  
wird während der exponentiellen Wachstumsphase 
in das Kulturmedium abgegeben und verschwindet 
während der Absterbephase wieder [5]. Um Entste­
hung und Abbau der schwefelhaltigen Verbindungen 
näher zu untersuchen, wurden Einfütterungsversu- 
che mit [3-2H]-Pyridin-2,6-dicarbonsäure (7) [7] 
durchgeführt, über deren Ergebnisse im folgenden 
berichtet werden soll.

HOOC" " N '  "COOH

7

R 1 R2
la COSH COSH
2a COOH COOH
3a COSH COOH
4a COSOH COOH
5a COSOH COSH
6a COSOH COSOH
8 COSH c o n h 2
l b —6b jeweils die Dimethylester
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Durchführung der Untersuchungen
Dem Kulturmedium wurde unmittelbar vor dem 

Animpfen mit Pseudomonas putida  „To8“ 7 zuge­
setzt. Bei großen Kulturvolumina (2 1, s. M eßreihe 3 
in Tabelle I) nimmt die Menge an gebildetem l a  
wegen schlechter Durchlüftung und dadurch bedingt 
verringertem Zellwachstum stark ab; es ist daher 
günstiger, mehrere 200-ml-Kulturen nach Beimpfen 
mit derselben Stammkultur parallel zu züchten und 
vor der Aufarbeitung zu vereinigen. Da mit Schwan­
kungen von Zelldichte, pH usw. bei unterschiedli­
chen Stammkulturen gerechnet werden muß, die ih­
rerseits Einfluß auf die Bildung von l a  und die Meta- 
bolisierung von 7 haben, sollten nur M eßwerte inner­
halb einer Meßreihe miteinander in Beziehung ge­
setzt werden.

Die verschiedenen Pyridindicarbonsäurederivate 
wurden wie in [6] beschrieben als M ethylester iso­
liert, ihr Deuteriumgehalt wurde massenspektrosko­
pisch bestimmt. Quantifizierung von l a  erfolgte 
durch Bestimmung der Extinktion seines blauen 
Fe2T-Komplexes [5], die der übrigen Verbindungen 
durch Vergleich der Peakflächen in den Gaschroma­
togrammen der Methylester.

Ergebnisse und Diskussion

Wie die Daten in Tabelle I zeigen, wird 7 zu den 
Thioderivaten la  und 3a—6a metabolisiert, die Bil-
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Tabelle I.

M eß­
reihe
Nr.

Zahl der 
Parallel­
kulturen

K ultu r­
volum en
[ml]

M enge an 
zugesetztem  7 
[mg/1]

W achstum s­
dauer
[Std.]

M enge an 
gebildetem  l a  
[mg/1] D euterierungsgrad  [% ] von 

4b 3b 6b 5b lb

1 1 2 2 0 0 140 25 8 49 2 1 (9) (5) 9
1 2 2 0 0 70 25 1 2 39 15 (3) (3) 5

2 3 2 0 0 1 1 0 24 1 2 33 7
2 0 0 1 1 0 73 7 19 1 1

3 2 0 0 64 24 17 2 2 8
2 0 0 64 73 1 0 13 8

3 2 2 0 0 0 160 40 3 (27) (7) ( <  1) (<  1)
4 3 2 0 0 87 24 26 (25) (6)

2 0 0 87 75 18 (13) ( 1 0 )

A nm erkungen:
1. 3b und lb  w urden m it dem  Festp robenein laß , 4b, 6b und 5b (sowie 3b und l b  in M eßreihe  4) über den G aschrom ato ­

graphen in das M assenspek trom eter eingeführt.
2. Die D euterierungsgrade  w urden aus M + und m/z 136 ([M — C O S O C H 3]+) bei 4b, m/z 136 ([M — C O S C H 3] + ) bei 3b, 

m/z 196 ( [ M - ’S O C H 3]+) bei 6b, m/z 180 ( M - S O C H 3]+) bei 5b bzw. m/z 152 ( [M - 'C O S C H 3]+) bei lb ,  bei den 
eingeklam m erten  W erten  wegen der zu geringen absoluten In tensitä t von M + bei G C -M essungen nu r aus den genann­
ten Fragm enten  bestim m t. D ie vollständigen M assenspektren  von 4b, 6b und 5b finden sich in [6 ], die von 3b und lb in
[8 ]. Die W erte  sind für die unvollständige D eu terierung  von 7 (96%  Iso topenreinheit) korrigiert.

dungsrate von l a  aber durch den Zusatz von 7 herab­
gesetzt (s. Abb. 1 und Tab. I). Der Deuteriumgehalt 
von l a  steigt auch nach Ende der exponentiellen 
Wachstumsphase noch etwas an, während gleichzei­
tig seine Konzentration im Medium abnimmt. Wie 
bereits früher [5] gezeigt, ist dies zum größten Teil 
auf Hydrolyse zu 3 a  zurückzuführen, wie die A bnah­
me von l a  bei gleichzeitiger Zunahme von 3 a  zeigt 
(Meßreihe 4: nach 24 Std. 26,2 mg/1 l b  und 2,6 mg/1 
3 b ,  nach 74,5 Std. 17,7 mg/1 l b  und 15,9 mg/1 3 b ) .  
Da 3 b  jedoch einen höheren D-Gehalt als l b  auf­
weist, kann es nicht nur auf diese Weise entstehen*, 
es muß vielmehr auch Glied der zu l a  führenden 
Biosynthesekette sein, wenn man davon ausgeht, 
daß die Höhe des Deuterierungsgrades der einzelnen 
Zwischenstufen durch ihre Reihenfolge in der Kette 
bestimmt wird. Im Einklang mit dieser Schlußfolge-

* D ies ha tten  wir vor V orliegen der M arkierungsversuche 
aus dem  Vergleich der Hydrolysegeschw indigkeiten von 
la  in b ak terien fre ie r N ährlösung und in der K ulturlö­
sung von Ps. putida „T o 8 “ über längere B ebrütungszeit­
räum e, bei denen offensichtlich die H ydrolyse ü b e r­
w iegt, geschlossen [5]. Bei dem  ebenfalls im K ultu rm e­
dium  nach längeren Inkubationszeiten  nachzuw eisenden 
Pyridin-2-carbonsäuream id-6-m onothiocarbonsäure-S- 
m ethy lester 8  handelt es sich um keine biosynthetische 
Zw ischenstufe, sondern  nur um  das A m m onolysepro- 
d uk t von l a  [5], wie der gegenüber l b  etwas geringere 
D -G ehalt bestätigt.

rung steht die Beobachtung, daß sich der Deuterie­
rungsgrad von 3 b nach längerer Inkubationszeit dem 
von l b  anzugleichen beginnt.

Vom biosynthetischen Standpunkt interessanter 
ist aber, daß in der Kette noch vor 3 a  die (Hydroxy- 
thio)carbonylverbindung 4 a  liegen muß, die von al­
len gefaßten M etaboliten den höchsten Markierungs­
grad aufweist. 6 b und 5b sind dagegen an das Ende 
der Kette zu plazieren, da ihr D-Gehalt (innerhalb 
der für die nur in Spuren vorliegenden Verbindun­
gen möglichen Meßgenauigkeit) etwa dem von l b  
entspricht, also deutlich niedriger als der von 4 b  und

mg/l la

A bb. 1. G ebildete  M enge von la  in A bhängigkeit von der 
W achstum szeit und der zugesetzten M enge von 7 ( •  0 mg/1, 
x 87 mg/1, A  100 mg/1).
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Reduktion,

3a

3b liegt. Es läßt sich somit das folgende Biosynthese- 
Schema aufstellen (auf eine Untersuchung der Bil­
dung von 2a wurde verzichtet, da diese für Bakterien 
bereits eingehend dokumentiert ist [9]):

2a
*
Aa

'  ^
6a

^^Reduktion

5a
jReduktion

1a
Hydrolyse/ \Ammonolyse

3a 8

Das Auftreten einer — C (= 0 )S 0 H -G ru p p e  als 
Zwischenglied bei der Bildung von — COSH aus 
—COOH ist bisher nicht nachgewiesen (und unseres 
Wissens auch nicht postuliert) worden. Es legt den 
Schluß nahe, daß ein durch Reaktion einer aktivier­
ten Carboxylgruppe von 2a mit einer SH-Gruppe 
z.B . von Coenzym A oder einem Cysteinderivat ent­
standener Thioester [10] oxidativ gespalten wird und 
anschließend Reduktion zur COSH-Gruppe erfolgt. 
Diese Reaktionsfolge könnte auch bei der Biogenese 
anderer Thiocarbonsäuren eine Rolle spielen, wobei 
aber die (Hydroxythio)carbonyl-Zwischenstufe bis­
her nur bei 4a, wo sie durch intramolekulare H- 
Brückenbindung stabilisiert ist, gefaßt werden konn­
te. Auch diese biosynthetische Zwischenstufe findet 
sich nur in geringer Menge im Kulturmedium.

Experimenteller Teil

Geräte

M assenspektrometer (Elektronenstoßionisation): 
Finnigan 3200 mit Gaschromatograph 9100, Kapil­
larsäule BPI (26m) bzw. Kratos MS 25 RF mit Gas­
chromatograph Carlo-Erba Mega, Kapillarsäule BPI 
(26m).

GC: Carlo-Erba HRGC 4160, FID, Kapillarsäule 
SE 52 (25m), Injektor und D etektor 250 °C.

Säulenchromatographie: Kieselgel 32—64 .̂m 
(Woelm, Eschwege), trockenes CH2C12, Kontrolle 
der Fraktionen mit LKB 2089 Uvicord III bei 254 
und 277 nm.

Bakterienzucht und Aufarbeitung

Die Zucht von Pseudomonas putida „To8“ (bezüg­
lich der Charakterisierung des Stammes s. [4]) er­

folgte wie in [5] beschrieben durch Animpfen von 
mit 7 [7] frisch versetztem Kulturmedium in 200-ml- 
bzw. 2-1-Parallelkulturen, die Isolierung der Pyridin­
derivate durch Extraktion mittels XAD-4-Kunst-

V j l JU
9*

Jl

A bb. 2. G aschrom atogram m  eines m ethy lierten  X A D -E x- 
trak tes  von Ps. putida „T o 8 “ . D ie un tere  Spur zeigt einen 
A usschnitt m it lö facher V erstärkung. 1: 2b, 2: 3b. 3: 4b, 
4: Pyrid in-2-m onoth iocarbonsäure-0-m ethy lester-6 -m ono- 
th iocarbonsäure-S-m ethylester, 5: lb, 6 : 5b, 7: 6b. Die mit 
* bezeichneten  Peaks stam m en von 2 ,4-D ihydro-2H - 
pyrro l-D erivaten , über deren  S truk turerm ittlung  a .a .O .  
b erich te t w erden soll [1 1 ].
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harz, Methylierung mit CH2N2 und anschließende 
Säulenchromatographie, wobei die Elution der Frak­
tionen mit Hilfe eines UV-Detektors verfolgt wurde, 
lb  und 3 b konnten rein erhalten und daher mittels 
eines Festprobeneinlasses massenspektrometrisch 
vermessen werden, 4b, 5b und 6b fielen als Gemisch 
an und wurden durch GC/MS analysiert. Quantifizie­
rung von l a  erfolgte durch Photometrie seines Fe:+- 
Komplexes [5], die der übrigen Komponenten im 
Verhältnis dazu durch Integration der GC-Peakflä- 
chen. Bei Untersuchungen zu unterschiedlichen Zei-
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ten innerhalb einer Meßreihe erfolgte Entnahme von 
aliquoten Probenmengen.
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