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From a strain of Pseudomonas fluorescens pseudobactin and several related compounds 
were isolated and their structures were elucidated. In this way a reference compound (5) could 
be obtained for the unambiguous determination of the absolute configuration of C-l of the 
pyoverdin chromophore in newly isolated representatives of this class.

Einleitung

Pseudobactin (1) [2, 3] hat für die Untersuchun­

gen von Pseudomonaden-Siderophoren vom Pyo­

verdin-Typ [4] grundlegende Bedeutung erlangt, 

da es der einzige Vertreter dieser Gruppe ist, des­

sen Struktur durch Röntgenstrukturanalyse aufge­

klärt werden konnte. Alle späteren Arbeiten bezie­

hen sich in der einen oder anderen Form auf die 

für 1 publizierten spektroskopischen Daten. Von 

dem von Teintze ursprünglich bearbeiteten 1 schei­

nen keine Proben mehr zur Verfügung zu stehen 

und es dürfte auch in der Zwischenzeit keine Neu­

isolierung vorgenommen worden sein — jedenfalls 

wird in der umfangreichen Literatur, die sich mit 

der Struktur weiterer Pyoverdine befaßt, nie von 

einem direkten Vergleich berichtet. Dies hat insbe­

sondere im Hinblick auf den Chinolinchromophor 

Bedeutung, der den meisten Pyoverdinen gemein­

sam ist, und dessen Stereochemie zu Problemen 

geführt hat [5, 6], die durch erneute Isolierung von

1 (vgl. unten und [7]) nun gelöst werden konnten: 

Es gelang uns, aus dem Kulturmedium des Stam­

mes „E2“ von Pseudomonas fluorescens mehrere 

Pyoverdine zu isolieren, von denen sich eines - wie 

im folgenden gezeigt werden soll - mit 1 identisch 

erwies. Bei den Begleitkomponenten handelt es 

sich um von 1 abgeleitete Verbindungen.
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Ergebnisse und Diskussion

Der untersuchte Stamm E2 von Pseudomonas 

fluorescens wurde aus einem Rapsfeld bei Heidel­

berg im Rahmen eines Untersuchungsprogramms 

auf Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

(PGPR) isoliert und zeigt in vitro signifikante 

Hemmung von Fusarium nivale und Rhizoctonia 

cerealis [8]. Zucht, Aufarbeitung des Kulturmedi­

ums nach Fe3+-Zusatz und Isolierung der Pyover­

dine erfolgte nach dem bereits a.a.O. [6 , 9] be­

schriebenen Verfahren. Es wurden vier Eisenkom­

plexe erhalten, aus denen durch Dekomplexierung 

mit 8-Hydroxychinolin und anschließende Reini­

gung durch Chromatographie an Bio-Gel P-2 [6 , 9] 

die Verbindungen 1 -4 freigesetzt werden konnten.

Die Fe3+-Komplexe der Verbindungen 1-3 zei­

gen das für den Pyoverdin-Chromophor typische 

pH-unabhängige Absorptionsmaximum der n,n*- 

Bande (1 und 2 bei 401, 3 bei 405 nm) und breite 

charge-transfer-Banden im Bereich von 450-500 

und bei 550 nm [5, 6 , 9], Die UV-Spektren der frei­

en Verbindungen sind stark pH-abhängig (das Ab­

sorptionsmaximum verschiebt sich wegen der fort­

schreitenden Deprotonierung der phenolischen 

OH-Gruppen von 380 nm bei pH 3.0 nach 410 nm 

bei pH 9,6 [10, 11]). Der Fe3+-Komplex von 4 zeigt 
ein spektrales Verhalten, das dem von Eisen-Cate- 

cholat-Komplexen entspricht: Banden bei 235 und 

311 nm entsprechen 7r,7r*- und intramolekularen 

charge-transfer-Übergängen [12], die Lage der 

langwelligen charge-transfer-Bande (und damit die 

Farbe der wäßrigen Lösung von Fe3+ - 4) ist pH- 

abhängig (pH 3,2 ... 555 - blauviolett, 6,4 ... 530

- rotviolett, 11,6 ... 580 nm - blau). Ähnliches
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Absorptionsverhalten wurde bei den gelegentlich 

als Begleitsubstanzen der Pyoverdine beobachte­

ten Verbindungen mit in 5,6-Position hydriertem 

Chromophor [3, 13] beobachtet. So unterscheidet 

sich z. B. Pseudobactin A auf diese Weise von 

Pseudobactin [3].

Quantitative Aminosäureanalyse durch Gas­

chromatographie ihrer TAB-Derivate [5, 6 , 9] 

nach Hydrolyse mit 6 n  HI [5, 6, 9] ergab für alle 

vier Verbindungen 2 L-Ala, D-allo-Thr, D-threo- 
ß-Hydroxy-Asp, D-Orn und L-Lys (Hydrolyse mit

6 n  HCl liefert 5-N-Hydroxy-Orn), deren absolute 

Konfiguration durch gaschromatographische 

Analyse der N-Trifluoracetyl-/-propylester an 

L-Chirasil-Val [9] bestimmt werden konnte. Bei 1 

und 2 kommt noch Bernsteinsäure, bei 4 l - G 1 u  

hinzu. Die für 1 bestimmte Zusammensetzung ent­

spricht der für Pseudobactin ermittelten [2, 3], bei

2  handelt es sich um das häufig als begleitendes 

Artefakt [14] beobachtete Analoge mit freier Bern­

steinsäure (vgl. unten). Bei 3 konnte keine zusätzli­

che Säurekomponente nachgewiesen werden. Dies 

ist typisch für Pyoverdine [5, 15-17], bei welchen 

a-Ketoglutarsäure amidisch an den Chromophor 

gebunden ist. Entsprechend läßt sich nach Reduk­

tion mit NaBH4 bei Hydrolyse mit HCl a-Hydro- 

xyglutarsäure [5, 15-17] und bei Hydrolyse mit HI 

Glutarsäure detektieren [5, 15-17].

Daß die a-Ketoglutarsäure wie bei allen bisher 

gefundenen Pyoverdinen mit ihrer y-Carboxyl- 

gruppe amidisch an den Chromophor gebunden 

ist, beweist das elektrophoretische Verhalten, dem­

zufolge die freie (a-)Carboxylgruppe noch bei 

pH 3 weitgehend dissoziiert vorliegt (die pK-Wer- 

te für a-Ketoglutarsäure sind 2,3 für die 1- und 4,8 

für die 5-Funktion) [18].
Durch Hydrolyse von 1 konnte der „modifizier­

te“ Chromophor 5 (bei welchem die NH2-Gruppe 

an C-5 durch -OH ersetzt ist [5, 7, 9]) erhalten wer­

den, allerdings waren wegen der schwereren Spalt­

barkeit der Amidbindung zwischen der C-l-Carb- 

oxylgruppe des Chromophors und der e-NH2- 

Gruppe des Lys drastischere Bedingungen (3 n  

HCl, 7 Tage, 110 °C) als bei anderen Pyoverdinen 

[5 - 7, 9] notwendig. Als Molmasse für die [M + H]+- 

Ionen ließen sich durch FAB-Massenspektrosko- 

pie für 1 989 (entsprechend Pseudobactin), für 2 

990 (entsprechend dem Ersatz von Bernsteinsäure- 

amid durch Bernsteinsäure), für 3 1018 (Ketoglu- 

tarsäure statt Bernsteinsäure) und für 4 1021 (s.u.)

bestimmen. Alle vier Verbindungen zeigen das 
typische retro-Diels-Alder-Fragment [5-7, 9] bei 

m/z 687, das die gleiche Zusammensetzung der 

Peptidketten bestätigt. Die [M + H +]-Ionen der 

Fe3+-Komplexe sind erwartungsgemäß um 53 u 

( + Fe3+-3 H+) zu höheren Massen verschoben.

Den abschließenden Beweis für die Identität von 

1 und Pseudobactin erbrachte der Vergleich der 

‘H-NMR-Spektren, wobei die früher getroffene 

Zuordnung [3] durch Einstrahlexperimente bestä­

tigt werden konnte. Bei 3 werden die für die ver­

schiedenen Gleichgewichtsformen der a-Ketoglu­

tarsäure [5, 6 , 15] typischen breiten Signalgruppen 

zwischen 2,3 und 2,9 ppm beobachtet, denen auch 

das komplexe 13C-NMR-Muster (Signale bei 

180,5/181,2, 176,4/176,7, 94,3/95,5 sowie mehrere 

im Bereich von 30 — 34 ppm) entspricht (bezgl. einer 

Diskussion vgl. [5, 15-17]). Für 4 legen das UV/ 

VIS-Spektrum und die Molmasse einen 5,6-Dihy- 

drochromophor sowie eine Glutaminsäure-Seiten- 

kette nahe. Das 'H-NMR-Spektrum von 4 stimmt 

mit dem von Pseudobactin A [3] vollkommen 

überein mit Ausnahme des Fehlens der Signale bei

2,64 ppm (Succinamid), anstelle derer die für Glu 

charakteristischen Signale bei 2,17 (ß), 2,57 (y) 

und 3,79 ppm (a) zu beobachten sind. Vergleich 

dieser Werte mit den für peptidisch gebundenem 

Glu (a: 4,3; ß: 2,0; y: 2,3 ppm) und Glutamin (a: 

3,77; ß: 2,14; y: 2,45 ppm) gefundenen zeigt auch, 

daß Glu (wie auch a-Ketoglutarsäure, s.o.) mit 

seiner y-Carboxylgruppe amidisch an den Chro­

mophor gebunden ist (für ein weiteres Pyoverdin, 

bei dem die entsprechende Verknüpfung chemisch 

bestätigt wurde [20], finden sich a: 3,84; ß: 2,26; y: 

2,77 ppm). Dies entspricht auch der bei einem 

Pyoverdin [14] nachgewiesenen Umwandlung Glu 

^  a-Ketoglutarsäure-Seitenkette.

Da die 13C-NMR-Spektren von Pseudobactin 

und Pseudobactin A von Teintze zwar gemessen, 

die Signale aber nur z.T. zugeordnet worden sind, 

fassen wir unsere Daten für 1 und 4 in Tab. I zu­

sammen. Die Zuordnungen erfolgen durch Ver­

gleich mit Literaturdaten anderer Pyoverdine und 

Azotobactine [5, 6 , 9, 17, 19, 21], bei denen 2D- 

NMR-Techniken zur Stützung angewandt worden 

sind (bezgl. der a-Ketoglutarsäure-Seitenkette von

3 s.o.). Bei 4 finden sich an Stelle der Succinamid- 

des Pseudobactin A [3] die entsprechenden Glut­

aminsäure-Signale.
Nach den vorliegenden Ergebnissen ist somit 1
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Tab. I. 13C-NMR-Daten von 1 und 4 in gepuffertem (pH 3,0) D :0, innerer Standard DSS 
(chemische Verschiebungen in ppm relativ zu TMS: 5(TMS) = 5(DSS) -1,61 ppm).

C-Atom 1 4 C-Atom 1 4

ß-Ala 17,6/17,8 17,7/17,9 ß-Thr 68,1 68,2
y-Thr 19,8 19,9 ß-(OH)-Asp 73,1 73,0
y-(OH)-Orn 21,1 21,2 Chr C-10 101,5 106,0
y-Lys 22,5a 22,6a Chr C-7 115,1 117,6a
Chr C-2 23,2b 23,6b Chr C-6a 116,1 117,9b
ß-Glu - 26,7 ChrC-5 118,8 48,6
ß-(OH)-Orn 27,8 27,8 Chr C-10a 132,9 129,5
5-Lys 28,9 29,0 Chr C-6 140,0 29,2
Acyl C-3' 30,9 - ChrC-8 144,6 143,4
ß-Lys 31,6a 31,7 Chr C-4 a 150,5 161,1
Acyl C-2' 31,8b - ChrC-9 152,3 145,1
y-Glu - 32,4 (OH)-Orn CO 167,7 167,8
Chr C-3 36,4 37,4 Chr CO 171,0a 171,3a
e-Lys 40,4 40,3 ThrCO 171,4b 171,4b
a-Ala 51,0/51,3a 51,1/51,3a (OH)-Asp 1-CO 172,4a 172,3a
a-(OH)-Orn 51,4b 51,5b Lys CO 172,5b 172,6b
5-(OH)-Orn 52,8 52,8 Glu 1-CO - 175,1
a-Lys 54,3 54,4 Ala CO 175,6/176,1 175,6/176,1
a-Glu - 55,1 Glu 5-CO - 176,5
a-(OH)-Asp 57,7a 57,7a Acyl C-l' 177,5 -

Chr C-l 58,4b 57,2b (OH)-Asp 4-CO 177,5 177,0
a-Thr 60,1 60,2 Acyl C-4' 178,8

a, b ... Zuordnung nicht sicher (ggf. zu vertauschen).

D-allo-Thr L-Ala D-threo-ß-OH-Asp L-Lys

OH
I

HoC—HC—CH—NH—CO 
J I

CO 
I
NH
I

L-Ala HoC-CH
J I 

CO 
I
NH

k v̂ N - O H

cyclo-D-Ns-OH-Orn

CH-

—CH—NH—CO—CH—NH—CO—CH—NHi 
I I
CH-OH (CHo),
I _ I
COO NH

I

(1) r = - c o - c h 2- c h 2- c o n h 2 Pyoverdin-Q-Ld'AtAo'* —

(2) r = - c o - c h 2- c h 2- c o o h -

(3) R = -CO-CH2-CH2-CO-COOH -

(4) 5,6- Dihvdro-

R = - c o -c h 2- c h 2- c h - c o o _

+n h 3 Pyoverdin-QH-Ld AtAo' * —



K. Taraz et al. • Pseudobactin- und Pseudobactin A-Varianten 525

identisch mit Pseudobactin [2, 3], 2 dessen Hydro­

lyseprodukt (Bernsteinsäure statt Bernsteinsäure- 

amid) und 3 das a-Ketoglutarsäureanaloge. 4 ist 

schließlich das Glutaminsäureanaloge von Pseu­

dobactin A. Nach der Kurzschreibweise [6 , 9] 

kommen ihnen die Bezeichnungen

Pyoverdin-Q-Ld'AtAo'* - SUCA (1)

- SUC (2)

- KGL (3)
Pyoverdin-QH-Ld'AtAo'* - GLU (4)

zu. 4 ist von möglichem biogenetischem Interesse, 

da die Dihydroverbindungen Zwischenstufen auf 

dem Weg von den peptidischen Ferribactinen zu 
den Pyoverdinen sein könnten [4, 22],

Wichtiger aber ist die erneute Isolierung von 

Pseudobactin (1). Teintze hatte seinerzeit den 

Chromophor nicht isoliert und nur die CD-Spek- 

tren von Pseudobactin bzw. Ferri-Pseudobactin 

bestimmt, so daß auf die Konfiguration von C-l 

des Chromophors bei anderen Pyoverdinen nur 

durch Vergleich mit deren CD-Spektren geschlos­

sen werden konnte. Dies hat bereits zu Fehlinter­

pretationen geführt [5, 6], da der Einfluß der unter­

schiedlichen Peptidketten auf die CD-Spektren 

nicht abgeschätzt werden kann. Das CD-Spek- 

trum von 1 stimmt - wie nach der Strukturermitt­

lung nicht anders zu erwarten - mit dem für 

Pseudobactin veröffentlichten überein. Der daraus 

isolierte „modifizierte“ Chromophor 5 zeigt in 1 n  

HCl CD-Banden bei 253 nm (As+ 0,5), 296 nm 

(Ae - 1,0) und 354 nm (As+ 0,5) in Übereinstim­

mung mit dem aus den Pyoverdinen I — III [5], C-E

[6] und GM-I/II [9] isolierten. Da 5 aus Pyo­

verdinen leicht zu isolieren ist, kann die Konfigu­

ration an C-l nunmehr eindeutig bestimmt wer­

den. Offen ist die Konfiguration an C-5 des 5,6-Di- 
hydrochromophors, der bisher nicht in Substanz 

isoliert werden konnte. Da der biogenetische Vor­

läufer des Chinolinteils des Chromophors jedoch 

D-Tyrosin ist [22], ist für das C-5 ^-Konfiguration 

wahrscheinlich.

“ O O C

Struktur des modifizierten Tryhydroxychinolin-Chro- 
mophors (5).

Material und Methoden

UV/VIS-Spektren: Perkin-Elmer Hitachi 200 

und Perkin-Elmer Lambda 7. Lösung: H20  mit 

Phosphatpuffer auf pH 6,8 eingestellt, Verände­

rungen des pH-Wertes durch Zusatz von HCl bzw. 

KOH.

NMR-Spektren: Bruker AM 300. Lösung: D 20, 

bei 1 und 4 auf pH 3, bei 3 auf pH 7 eingestellt. 

Standard DSS.

Massenspektren: Finnigan MAT 3200 mit Gas­

chromatograph 9110, SE-54-Säule (GC/MS); Fin­

nigan MAT HSQ-30 mit Ion-Tech-FAB-Kanone 

(Xe).

Papierelektrophorese: Camag HVE-System 

60600 mit Elektrophoresepapier MN 261. Stan­

dard: Desferal® (+1) sowie Glucose (neutral).
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