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2,3-Dihydroxybenzoie Acid and its Amino Acid Derivatives in the 
Culture Medium of Klebsiella oxytoca 

Summary. Strains of the species Klebsiella oxytoca growing on glucose or gluco- 
nate medium accumulate 2,3-dihydroxybenzoic acid, its serin and threonine deri- 
vative.  These strains also accumulate two compounds exhibiting fluorescence under 
ultraviolet radiation. One of these is probably a phosphoric ester. The formation 
of both substances could be partially inhibited by the tryptophane. 

Zusammen/assung. Es wurde gefunden, dab Klebsiella oxytoca-St~mme auf 
Glucose- oder Gluconat-haltigen N~hrbSden neben 2,3-Dihydroxybcnzoes~ure 
deren Serin- und Threoninderivat anh~ufen. Von den zwei unter UV fluorescieren- 
den Substanzen, die auflerdem yon dicscn St~mmen gebildet werdcn, ist die eine 
wahrscheinlich ein Phosphors~urederivat. Tryptophanzugabe zu den Kulturmedien 
hinderte die Bfldung dieser Substanzen zum Teil. 

I n  einer frfiheren Mittei lung (Korth, Orskov u. Pulverer ,  1969) wurde 
fiber eine Anzahl  yon  Klebsiella-St~mmen berichtet ,  die auf  Gluconat-  
bSden mi t  Eisenci t ra t  blaue his b raunc  Farbstoffe b i lden  u n d  deren 
flfissige K u l t u r e n  I un t c r  U V  eine s tark blaue Fluorcscenz aufweisen. 
Diese St/~mme h a t t e n  zum fiberwiegenden Teil die Merkmale der Oxy- 
toca-Variante  der Klebsiella.Gruppe (Klebsiella oxytoca). I n  dcr vorlie- 
genden Arbei t  wird der Ursache der Farbs toffb i ldung nachgegangen.  

Material und Methoden 

Organismen und N~ihrbSden. :Fiir die Versuche wurden 2 Klebsiella-Tcstst~mme 
benutzt, die aus der Sammlung der Kapseltypen yon Frau Dr. Orskov (Statens 
Seruminstitut Copenhagen, Iaternationale Escherichia-Zentrale) stammten (Korth, 
Orskov u. Pulverer, 1969) und mit Nr. 29 und l~r. 46 bezeichnet waren. Sic wurden 
auf folgeudem N~hrboden gezogen: 20 g Glucose, i g Ammoniumsulfat, 4 g 
Kaliumdihydrogenphosphat und 1 g Magnesiumsuffat (7 H20), Aqua dest. ad 
1000 ml, pH 7,2. 

Die LSsung wurde in Portionen yon je 250 ml auf 1 l-Rundkolben verteilt und 
nach Sterilisieren (zweimaliges Dampfen) und Beimpfen yon festen Kulturen 
3 Tage unter intensivem Rfihren bei 22~ bebrfitet. 
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Extraktion der mit l~e(III) anf~rbbaren S~uren: Die Kulturl6sung wurde mit 
Salzs~ure aufp t t  3 gebr~cht, die Bakterien wurdcn abzentrifugicrb, die fiberstehende 
Flfissigkeit mit Ammoniumsulfat ges~ttigt und mit Essigester ausgeschiittelt. Die 
abgetrennte Esterschieht wurde mit wenig Natriumbicarbon~tlSsung extrahiert 
und die abgetrennte Bicarbonatl6sung wieder nach Ans~uern auf pH 3 und S~ttigen 
mit Ammoniumsulfat mit Essigester ausgeschiittelt. Der Essigester mit den so 
gereinigten S~uren wurde nach dem Trocknen abgedampft. 

Papiervhromatogra~hie. Es wurde aufsteigend an dcm Papier 2043 b Mgl der 
l~a. ScMeicher & Schfill chromatographiert. Als Laufflfissigkeit dienten: 1. Pa- 
tridge-Gemisch, n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1 : 5 (obere Schicht); 2. Benzol-Eis- 
essig-Wasser 125:72:3 (Smith, ref. bei Pit tard u. Mitarb., 1961); 3. Methanol-n- 
Butanol-Benzol-Wasser 2:1 : 1 : 1 (Mason u. Berg, ref. bei Pit tard u. Mitarb., 1961}. 
Die unter UV fluorescierenden l~lecken wurden mit Hilfe der Analysenquarzlampe 
der Quarzlampengesellschaft t tanau markiert. Auf o-Dihydroxybenzoes~uren oder 
deren Aminos~urederivate wurde mit l~ Eisencitratl6sung gesprfiht. Um die 
l~lecken deutlicher zu machen, wurde das Papier nach dem Spriihen kurz Am- 
moniakd~mpfen ausgesetzt. Als Sprfihreagentien auf Aminos~uren dienten: 
1.2~ l~inhydrin in Methanol oder das fertige Spriihreagens yon Merck; 2. ~olins 
Reagens, SprfihlSsung nach Miiting; 3. Ncsslers Reagens fiir Hydroxyaminos~uren. 
Die beiden zuletzt genannten Reagentien wurden nach der Vorschrift hergestellt 
und benutzt, wie sic in der Brosehiire ,,Chromatographic" der Fa. E. Merck, 
Darmstadt, beschrieben wurde. Von derselben Firma stammten alle hier benutzten 
Rcagentien bis auf 2,3-Dihydroxybenzoes~ure und Protocatechus~ure, welche die 
1%. Fluka lieferte. 

Hydrotyse. Zur Spaltung der Acylaminos~uren wurden etwa 10 mg Subs~anz 
in EinschmelzrShrchen 12 Std auf 100~ gchalten. Dcr Inhalt wurde danach zur 
Trockne eingedampft, wieder in etwas Wasser aufgenommen, filtriert und wieder 
eingeengt. 

Hemmversuche. Versuche zur Wachstumshemmung durch Adcnosin wurden in 
einer Konzentration yon 300 rag/1000 ml vorgenommen (Moyed, 1964). AuBerdem 
wurden mit kaltgcs~ttigter AdenosinlSsung getr~nkte Testbl~ttchen auf Glucose- 
oder Gluconatplatten gelegt und die Hemmhofbildung ~vurde beobachtet. Die 
Hemmwirkung aromatischer Aminos~uren auf die Bildung der o-Diphenolderivate 
und der unter UV ttuorescierenden Substanzen wurde in eincr Konzentration yon 
10 -3 mM/ml getestet (Gibson u. Mitarb., 1962). 

Ergebnisse 
Es wurden  2 Gruppen  yon  Subs tanzen  gefunden:  
1. Die Serin- und  Threon inde r iva t e  de r  2 ,3 -Dihydroxybenzoes~ure  

m i t  sehr  schwacher  bl~ul icher  F luorescenz  u n t e r  U V ;  da ne be n  in 
ger inger  Menge freie 2 ,3-Dihydroxybenzoess  

2, Zwei u n t e r  U V  sehr s t a r k  he l lb lau  f luorescierende Subs tanzen ,  
die sich im Unte r sch ied  zur  e rs ten  Gruppe  n ich t  mi t  E i s e n - I I I - S a l z e n  
anf~rben  lieBen und  deren  eine bei  der  A lka l ibehand lung  Phosphors~ure  
abspa l t e t e .  

Die Auf t r ennung  des Gemisches und  die B e s t i m m u n g  der  Subs t anzen  
der  e rs ten  Gruppe  ~ a r d e  mi t  Hilfe  der  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  vorge-  
nommen .  D a z u  wurde  zuers t  die Laufflf issigkeit  2 (Benzol-Eisessig- 
Wasser )  benu~zt ,  die schon P i t t a r d  u. Mi ta rb .  (1961) zur  ch romatogra -  
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phischen Auftrennung der Hydroxybenzolderivate und der Substanz 
,,M" (sic erwies sieh sp/iter als 2,3-Dihydroxybenzoylserin, Brot u. Mitarb., 
1966; Young u. Mitarb., 1967) gebrauchten. Auf die Anf/~rbung mit 
Eiseneitrat erschienen 2 Flecke: 

1. Rf ~ 0,15--17 (intensiv) 2. R~ ---- 0,65 (schwach). 

Die Fleeken mit dem Rz-Wert 0,15--17, die sehon ohne Anf/irbung 
dureh ihre schwach blaue Fluorescenz unter der UV-Lampe kenntlich 
waren, wurden ausgeschnitten, eluiert und hydrolysiert. Das Hydro- 
lysat wurde parallel zum Eluat mit der gleiehen Lauffliissigkeit 
chromatographiert: W/~hrend das Eluat wieder nur den Fleeken 
bei R~ = 0,15--17 zeigte, erschien bei dem tIydrolysat nur ein starker 
Flecken bei 0,65, in der gleiehen HShe wie der schwache Fleck 2 des 
Ausgangsmaterials. Das Ausgangsmaterial und das Hydrolysat warde 
nun mit dieser und den beiden anderen genannten Laufflfissigkeiten 
parallel zu Protoeatechus/iure und zu 2,3-Dihydroxybenzoes/~ure ehro- 
matographiert. Es wurde auf diese Weise nur 2,3-Dihydroxybenzoesiiure 
gefunden. 

Das IIydrolysat und das Eluat wurden weiterhin mit Patridge-Ge- 
miseh als Laufflfissigkeit parallel zu den beiden Aminosi~uren Serin und 
Threonin chromatographiert. W/~hrend sich das Eluat nicht anf/~rbte, 
konnten in dem Hydrolysat zwei dicht aufeinanderfolgende Flecke nach 
Anf/~rben mit den oben genannten Aminos/~uren-Reagentien getestet 
werden, die die gleiche Laufzeit wie die genannten Aminos/iuren hatten 
und sich auch mit Nesslers Reagens als Spezialspriihmittel fiir Oxyamino- 
s/guren anfarben liegen. 

In dem Essigesterextrakt wurde noch eine zweite Gruppe yon Sub- 
stanzen gefunden, die sieh nicht mit Eisencitrat anfarben lieBen, aber 
unter UV stark hellblau fluoreseierten. Zur Extraktion dieser Substanzen 
wurde Stamm 29 herangezogen, der diese Substanzen reichlieher lieferte 
als Stamm 46, dagegen aber weniger Stoffe der ersten Gruppe ablagerte. 
Anch diese Substanzen iieBen sieh gut papierehromatographisch mit der 
Lauffliissigkeit 2 trennen und hatten Rf-Werte yon 0,95 und 0,85. Beide 
Flecken wurden gesondert eluiert und lieferten nicht kristallisierende 
gelbliche 01e. Aus vorlaufigen Versuchen (Alkalispaltung) zu schlieBen, 
spaltet die Substanz yon R~ = 0,95 Phosphors/~ure ab. 

Die Bildung der dureh Eiseneitrat anf/~rbbaren Stoffe und aueh die 
der unter UV fluorescierenden Substanzen kormte durch Tryptophan 
stark gehemmt werden. Parallelversuche mit Tyrosin und Phenylalanin 
zeigten, dab diese beiden Aminos~ttren keine Wirkung auf die Ab- 
lagerung der genannten Substanzen hatten. Die Wachstumsgeschwindig- 
keit wurde dureh alle drei Aminos/~uren nicht beeinfluBt. Dagegen fibte 
Adenosin schon in einer Konzentration yon 300 mg/1000 ml eine starke 
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Hemmu~g auf das Wachstum der Keime aus. Bei Versuehen mit Test-, 
bl~ttehen, die in eine kalt ges/~ttigte Adenosinl6sung getaueht worden 
waren, wurde beobaehtet, da]3 B1/~ttehen, die in die Mitre einer Glucose- 
oder Gluconatplatte gelegt waren, einen Hemmhof zeigten, der sieh fast 
fiber die ganze Platte erstreckte. 

Den Versuchen zur Aufkl/Lrung der Substanzen der ersten Gruppe und 
den vorl/~ufigen Versuchen mit den unter UV fluoreseierenden Stoffen 
gingen Untersuehungen zur Sehaffung eines N/~hrbodens voraus, der 
diese Stoffwechselprodukte in optimaler Ausbeute entstehen 1/s 

Der in der vorausgegangenen Mitteilung genannte Boden zur Unter- 
scheidung yon Klebsiellen, die o-Diphenolderivate ablagern, yon denen, 
die dazu nieht in der Lage sind, enthielt u. a. Glueonat als einzige Kohlen- 
stoffquelle, Eisen-III-ionen als Indicator und sehr viel Stiekstoff (1~ 
Ammoniumsulfat). Er wurde ursprfinglieh zur Differenzierung Phenazin- 
derivate arrh/~ufender Pseudomonaden entwiekelt. Der hohe Stickstoff- 
gehalt konnte ffir die vorliegenden Zweeke ohne Naehteil auf 0,1~ 
reduziert werden. Gluconat wurde dureh Glucose ersetzt und Eisen wurde 
fortgelassen. Beides erhShte die Ausbeute an o-Diphenolderivaten. Aueh 
unterblieb die Braunf/~rbung, die offensichtlieh zu einer geringeren Ab- 
lagerung der gesuchten Substanzen ffihrte. Vorteilhaft wirkte sich auch 
die Herabsetzu~g der Bebriitungstemperatur yon 37~ auf 22~ aus. 

Diskussion 

2,3-Dihydroxybenzoes~ure und ihr Serinderivat spielen anscheinend 
im Stoffweehsel versehiedener Bakterien eine wesentliehe Rolle. 1961 
warden diese beiden Verbindungen yon Pittard u. Mitarb. (neben Proto- 
catechus~ure, Brenzcateehin und p-Oxybenzoes~ure) aus den Umsatz- 
produkten gewasehener Zellen Tryptophan- und Tyrosin-auxotropher 
Aerobacterst~mme, die in einem Glucose-Mineralsalzmedium suspendiert 
waren, gewonnen. Durch Tryptophanzugabe konnte die Anhi~ufung dieser 
Substanzen bei Tryptophan-auxotrophen St~mmen gehemmt werden, 
jedoeh nieht bei Tyrosin-auxotrophen (Pittard u. Mitarb., 1962). Young 
u. Mitarb. (1967) fanden, dab Zugabe yon 2,3-Dihydroxybenzoes~ure 
selber keine Feed-back-Hemmung der entsprechenden Enzyme bewirkt 
nnd dal3 Eisenionen die Bildung dieser Verbindung hemmen. Bei weiteren 
Versuchen dieser Autoren mit Aromaten-auxotrophen Aerobacter- und 
Coli-St~mmen wurden aueh solche aufgefunden, fiir die 2,3-Dihydroxy- 
benzoes~ure und deren Serinderivat Waehstumsfaktoren waren. Der 
Syntheseweg dieser S~ure, der sich yon der Chorismins~ure abzweigt und 
fiber Isochorismins~ure und Dihydro-2,3-dihydroxybenzoes~ure ffihrt, 
ist mit der Isolierung auch des vorletzten Intermediiirproduktes ge- 
siehert (Young u. Mitarb., 1968). Eine Anh~ufung freier 2,3-Dihydroxy- 
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benzoes~ure ist inzwischen bei mehreren Bakterien und Pilzen gefunden 
worden. Ratledge (1967) berichtet, dab aueh Aerobacter aerogenes in 
chinas~urehaltigem N&hrboden unter Eisenmangel 2,3-Dihydroxy- 
benzoes&ure neben Protocatechus~ure und Brenzeatechin ablagert.  Die 
Ablagerung der Aminos~urederivate dieser S~ure ist aber ers~ in drei 
F~llen bekannt  geworden. Das Serinderiva~ wurde auBer den schon er- 
w~hnten Aromatenauxotrophen Aerobacter-St~mmen nur noch yon einem 
Methionin-Bl~-auxotrophen Stamm yon E. coli, das Glycinderivat yon 
einem Stamm yon Bacillus subtilis bei Waehstum unter Eisenmangel 
gebildet und abgelagert (Brot u. Mitarb., 1966; I to  u. Neilands, 1958; 
Zusammenstellung bei Pi t ta rd  u. Gibson, 1968). 

Zwar war, wie schon erw~hn~, auch bei unseren St~mmen die Hem- 
mung der Anh~ufung dieser Substanzen durch Eisenionen merklich, 
jedoch noch ausgepr~gter war die Hemmung nach Tryptophanzugabe,  
w~hrend Phenylalanin und Tyrosin ohne EinfluB waren. Diese Hem- 
mung durch Tryptophan wurde, wie bereits erw~hnt, yon Pi t ta rd  u. 
Mitarb. (1962) bei Tryptophan-auxotrophen,  nicht dagegen bei Tyrosin- 
auxotrophen Aerobacter-St?~mmen nachgewiesen und als ein Hinweis auf  
einen Zusammenhang mit  der Tryptophansynthese gedeutet. In  diesem 
Zusammenhang ist es vielleich~ bemerkenswert, dab die bier untersuchten 
Klebsiella-St~mme im Gegensatz zu den Klebsiellen, die keine o-Diphe- 
nolderivate anh~ufen, die F~higkeit besitzen, Tryptophan zu Indol ab- 
zubauen. 

I m  gleichen Ma6e wie die Bildung der Dihydroxybenzoes~urederivate 
wurde auch die der unter UV fluoreseierenden Stoffe durch Tryptophan 
gehernmt. Da im Verlaufe vorl~ufiger Versuche aus einer dieser Substan- 
zen Phosphors~ure abgespalten werden konnte, lag es nahe, an die yon 
Moyed (1964) aus Adenosin-gehemmten Aerobacterst~mmen isolierte 
fluoreseierende Substanz zu denken. Die Fluorescenz lieB sich in unserem 
Falle jedoch weder durch Adenosin verst~rken noeh durch Thiamin 
hemmen. 

Frau Dr. I. Orskov, Statens Seruminstitut Copenhagen, sei fiir die ~berlassung 
der St~mme herzlieh gedankt. 

Frh M. Ringhausen danke ich sehr fiir die fleil3ige Mithilfe bei diesen Unter- 
suchungen. 
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