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Zusammenfassung: Aus Erde wurde ein Bakterium
isoliert. das mit Papaverin als Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle wiichst. Durch morphologische
und physiologische Untersuchungen konnte der
Organismus als ein Nocardia-Stamm identifiziert
werden. Dieser scheidet beim Wachstum auf Papa-
verin Metaboliten ins Medium ab. Mit Hilfe der
Metaboliten 1—9 wurde ein Abbauschema aufge-
stellt.

1 = 1-(3,4-Dimethoxybenzyl)-3 4-dihydro-6.7-di-
dimethoxy-3.4-isochinolindiol; 2 = 143,4-Di-
methoxybenzyl)-6,7-dimethoxy-3.4-isochinolin-
diol; 3 = 2+(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-[2-(2-hy-
droxyethyl)-4,5-dimethoxyphenyl]ethanon;

4 = 2-(2-Hydroxy-4,5-dimethoxyphenyl)ethanol,;
5 =(3,4-Dimethoxyphenyl)essigsiure; 6 = (2-Hy-
droxy-4,5-dimethoxyphenyl)essigsiure; 7 = (4-Hy-
droxy-3-methoxyphenyl)essigsdure; 8 = 3.4-Di-
methoxybenzaldehyd und 9 = 2-[2-(Hydroxy-
methyl)-4,5-dimethoxyphenyl]ethanol.

Microbial Degradation of Papaverine

Summary: A bacterium growing on papaverine as
sole carbon and nitrogen source was isolated by
incubation of soil with papaverine. The bacterium
could be identified as a Nocardia strain by mor-
phological and physiological tests. When growing
on papaverine, this strain excretes mctabolites
into the medium. Based on the structure of the
metabolites 19 a degradation pathway is pro-
posed.

1 = 1-(3,4-Dimethoxybenzyl)-3,4-dihydro-6,7-di-
methoxy-3 4-isoquinolinediol; 2 = 143 ,4-di-
methoxybenzyl)-6,7-dimethoxy-3 .4-isoquinoline-
diol; 3 = 2-(3 4-dimethoxyphenyl)-1-[2-(2-hy-
droxyethyl)-4,5-dimethoxyphenyl Jethanone;

4 = 2-hydroxy-4,5-dimethoxybenzeneethanol;

5 = 3 4-dimethoxybenzeneacetic acid; 6 = 2-hy-
droxy-4,5-dimethyoxybenzeneacetic acid; 7 = 4-
hydroxy-3-methoxybenzeneacetic acid; 8 = 3 ,4-di-
methoxybenzaldehyde; 9 = 2-(hydroxymethyl)-
4,5-dimethoxybenzeneethanol.

Key words: Microbial degradation, papaverine, alcaloids.

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen
iber den mikrobiellen Abbau komplizierter Natur-
stoffe haben wir den Abbau des Papaverins unter-

sucht. Bisher wurde noch kein Mikroorganismus
beschrieben, der unter Verwendung des cyclischen
Systems des Papaverins als Kohlenstoff- und Stick-
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stoffquelle zu wachsen vermag. Aus dem Medium
eines auf Papaverin wachsenden Nocardia-Stam-
mes konnten Zwischenprodukte des Abbaus iso-
liert werden. Dariiber wird im folgenden berichtet.

Material und Methoden

Chemikalien

Von Merck. Darmstadt. wurden folgende Chemikalien
bezogen: Eupaverin ,.ncu** [1-Benzyl-3-ethyl-6,7-dime-
thoxyisochinolin], Eupaverin ,alt** [3-Methyl-6.7-methy-
lendioxy-1-(3.4-methylendioxybenzyl)isochinolin].
Neupaverin {3-Methyl-6.7-methylendioxy-1-(3.4-methy-
lendioxyphenyl)isochinolin]. 3.4-Dimethoxybenzoesiiure
(Veratrumsiiure). Thionylchlorid. Lithiumalanat. Natri-
umdodecylhydrogensuifat (p.A.). Benzylchlorid. Ben-
zoylchlorid, dic anorganischen Salze. Salzsiiure, Essig-
siiure (p.A.). Kieselgel 60 (0.2-0.5 mm und 40-63 um),
Kieselgel nach Stahl. Kiesclgel HF und PF, silanisiertes
Kieselgel 60 HF, LiChrosorb Si 60 (10 um). LiChrosorb
RP-2 (10 um), LiChrosorb RP-8 (10 um), HPTLC-Platten
F254 (5.5 cm). Cyclohexanol, Tetrabromethan, Bortri-
fluorid-Methanol. Folin-Ciocalteu-Reagens, Petrolether
(Sdp. 40-60 °C). Von Macherey. Nagel & Co., Diiren:
Polyamid DC-6-Ac und PC-6-Ac, Cellulose MN 300,
Nucleosil Cg (5 um). Von Pharmacia. Uppsala: Sephadex
G-10 und LH-20. Von Scrva, Heidelberg: Servachrom
XAD 30-1000 um, Papaveraldin [6,7-Dimethoxy-1-(3,4-
dimethoxybenzoyl)isochinolin]. Von Ega-Chemie, Stein-
heim: 3 ,4-Dimethoxybenzylalkohol. Von Riedel de Haen,
Scelze: Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Diiso-
propylether. Von Fluka, Buchs: 3,4-Dimethoxybenzal-
dehyd (Veratrumaldehyd), 3,4-Dimethoxyphenylessig-
siure (Homoveratrumsiiure), 3,4-Dimethoxyphenyl-
acetaldehyd (Homoveratrumaldehyd), 4-Hydroxy-3-
mcthoxyphenylessigsiurc (Homovanillinsiiure), Natrium-
hydrid. Von Knoll AG. Ludwigshaten: Papaverin-HCI,
[6,7-Dimethoxy-1-(3.4-dimethoxybenzyl)isochinolin-
hydrochlorid|, Ethaverin-HCI |= Barbonin-HCl, 6,7-
Diethoxy-1-(3,4-diethoxybenzyl)isochinolin-hydro-
chiorid], Tetrahydropapaverin-HCI [1,2,3,4-Tetrahydro-
6,7-dimethoxy-1-(3 ,4-dimethoxybenzyl)isochinolin|,
Isochinolin.

Gerdte

UV-Spektren wurden mit einem DMR-21-Geriit der Fir-
ma Zeiss aufgenommen, IR-Spektren mit einem [R-Spek-
trometer mit Mikroeinrichtung der Firma Leitz und Mas-
senspektren mit dem Geriit MAT 311 der Firma Varian.
Zur Hochdruckfliissigkeits-Chromatographie wurde cine
Apparatur der Firma Knauer, Berlin, verwendet. Schmelz-
punkte wurden mit dem Apparat nach Dr. Tottoli be-
stimmt.

Fiir die Gewinnung groferer Zellmengen dienten 10-1-
Fermentoren der Zentralwerkstatt der Universitiit Ho-
henheim und cin 100-/-Fermentor von Marubishi. Tokio.
Zum Ernten der Bakterien wurde cine Westtalia-Durch-
laufzentrifuge cingesetzt. Schiittelmaschinen stammen
von Braun, Mclsungen, Kiihlzentrifugen von Beckman.
Zum Ultraschallautschluf wurde ein Branson-Sonifier
verwendet. zur Fraktionicrung bei der Siulenchromatro-
graphie cin Ultrorac mit Uvicord 1 von der Firma LKB.

Kulturmedien und Salzlosungen

Komplettmedium 1: 10 g Nutrient Broth. 5 g Yeast Ex-
trakt (Difco), 5 g NaCl. 1 [ deionisiertes Wasser, pH 7.
Komplettmedium 2: 10 g Pepton aus Fleisch (Oxoid).,
10 g Hefeextrakt (Oxoid). 20 g Glucose. 1 I deionisiertes
Wasser, pH 7.

Mineralsalzmedium: 0.3 g KH2PO4,0.7g KoHPOg, 1 g
(NH4)2S04, 0,1 g NaCl,0.2 g MgSO4-7 H20.0.02 ¢
CaCly - 2 Hp0, I ml Spurensalzlésung, 1 deionis. Wasser.
Als C-Quelle wurde dem Mineralsalzmedium wahlweise
0.5-2 g Glucosc oder 0.1 -1 g Papaverin-HCI pro Liter
zugesctzt. Der pH-Wert wurde auf 6.5 cingestellt. Zur
Herstellung von Festniihrboden wurden dic Mcdien er-
hitzt und 15 g kalt angerithrter Agar pro Liter unter
Riihren zugesetzt.

Alle Medien wurden 15-20 min bei 121 °C sterilisiert.

Spurensalzlésung: 500 mg H3BO3, 400 mg MnSOg4-7
H,0, 400 mg ZnSO4- 7 H70, 200 mg (NH4)2Mo004,
200 mg FeCl3-6 H,0, 100 mg KI, 40 mg CuSOg4- 5
H,0, 1 [ deionis. Wasser.

Saline: 5 g NaCl, 0.12 g MgSOg4+ 7 H,0, 1 I deionis.
Wasser.

Isolierung des Papaverin-abbauenden Bakteriums

Ein Blumentopf war einige Jahre zuvor mit Hohenheimer
Erde gefiilit und mit etwa 0.05% Papaverin durchmischt
worden. Dieser Topf wurde bei 30 °C im Brutraum auf-
bewahrt und wéchentlich ein- bis zweimal durchfeuchtet.
Einc Efl16ftel-grofie Probenmenge wurde entnommen
und 3 Wochen in flissigem Papaverin-Minimalmedium
bei 30 °C inkubiert. Nach mehrmaligem Ubertragen in
gleiche Medicn wurde das Papaverin zunehmend schnel-
ler abgebaut. SchliefSlich wurde eine verdiinnte Baktericn-
suspension auf Papaverin-Mineralsalzagar ausgestrichen,
so dafd nach dreitiigigem Inkubieren bei 30 °C einzelne
Kolonien rein isoliert werden konnten. Das Bakterium
wiichst mit Papaverin als einziger C- und N-Quelle.

Morphologie des Bakteriums
Das Bakterium éindert secine Morphologie mit dem Wachs-
tum auf unterschiedlichen Medien.

Auf Papaverin-Mineralsalzmedien wachsen dic Bakterien
in ciner Woche zu rétlich-weiflen, undurchsichtigen,
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glattrandigen, runden und konvex geformten Kolonien
mit 2—3 mm Durchmesser aus. Die Papaverinkristalle
verschwinden; teilweise bilden sich neue, drusenartige
Kristalle aus. In Flissigmedien wird ein dunkelroter Farb-
stoff gebildet. Die Zellen der logarithmischen Phase sind
rund bis linglich mit einem Durchmesser von etwa 0.8
bis 1.0 um und einer Linge bis zu 3 um. Dic Zellen lie-
gen zum groften Teil zusammen. Verzweigungen konn-
ten nicht beobachtet werden.

In Glucose-Mineralsalzmedien zeigen die Zellen der lo-
garithmischen Phase zahlreiche Verzweigungen, die die
Einzeller in klumpenartigen Haufen zusammenhalten.
Der Durchmesser der Bakterien betriigt etwa 1.0 bis

1.2 um, die grofite Ausdehnung in der Liingsachse

ca. 8—10 um. Im Inneren lassen sich schwache Struktu-
ren erkennen.

Auf Komplettmedien wachsen die Bakterien in zwei Ta-
gen zu cremefarbenen bis hellgelben Kolonien mit

2-3 mm Durchmesser heran. Sie sind rund, konvex.
glattrandig, undurchsichtig mit glinzender Oberfliche,
die schmierig erscheint. Nach liingerer Inkubation wach-
sen die Kolonien bis zu 15 mm Durchmesser heran und
erscheinen dann kegelformig geschichtet, im Zentrum
dunkclgelb bis orange. Beim Abimpfen mit der Ose stellt
man cin fiidiges Abziehen von der Oberfliche fest.

Die mikroskopische Betrachtung zeigt, dafs dic Zellen
der logarithmischen Phase leicht gekriimmt, manchmal
unregelmiidig verdickt sind und Ansiitze zur Verzweigung
aufweisen. Echte Verzweigungen wurden jedoch nie be-
obachtet. Hiiufig licgen je zwei Zcllen etwas gewinkelt
zusammen. Der Durchmesser betriigt 0.8—~1.0 um, dic
Liinge erreicht 2—4 um.

Die Baktcrien vermehren sich auch noch bei 2 °C. Nach
zweijihrigem Transfer des Stammes von cinem Komplett-
medium auf’s andere (monatlich), hatte sich dic Morpho-
logie deutlich geiindert, und das Bakterium war nicht
mehr in der Lage, Papaverin abzubauen.

Physiologische Charakterisierung des Bakteriums

Das Termperaturoptimum liegt bei 2530 °C.

Positiv verlieten dic Tests auf Gramfirbung, Katalase,
Urease und Cytochrom-c-Oxidase, negativ der auf Siure-
festigkeit (Zichl-Neelsen); Bildung von Kapscln, Sporen
oder Geifeln war nicht nachweisbar. Die Bakterien wuch-
sen weder auf Anacrobier-Agar nach Bre\verl 1 l, noch auf
iiberschichtetem Hochschichtagar nach Hugh und Leif-
son!2! oder auf iiberschichtetem Komplettmedium 1.
Kochsalz-Konzentrationen von 0—5% vertrugen die Bak-
terien gut, bei 7% war das Wachstum nur noch schwach.
Antibiotika: Nach eintigiger Einwirkung wurde Hem-
mung beobachtet mit Penicillin (5 und 1.5 int. Einh.)
und mit Cloxacillin (5 ug). Keine Hemmung war festzu-
stellen mit Chloramphenicol (10 ug), Erythromycin

(10 pg), Sulphafurazol (100 ug), Ampicillin (2 ug),

Streptomycin (10 ug) und Tetracyclin (10 ug) (alle Men-
genangaben pro Multodisk-Plattchen, Oxoid). Das Bak-
terium bildet weder Indol noch H3S, der Methylrot-
Test war negativ, es wird auch nicht von Lysozym ange-
griften.

Stiirke, Gelatine und Casein werden abgebaut, nicht da-
gegen Chitin, Pektin und Dextrin.

Zellziichtung

Die Bakterien wurden immer bei 30 °C geziichtet. Die
Flisssigkulturen wurden bis 3 [ in Erlenmeyerkolben an-
gesetzt, die maximal bis zur Hiilfte ihres Nennvolumens
gefiillt und zur besseren Beliiftung auf Schiittelmaschinen
gesetzt wurden. Die 10-I-Kulturen wurden bei Umdre-
hungszahlen von 150~200 min~! mit 10-50x min~! be-
liftet. Die 100-/-Kulturen wurden bei Umdrehungszahlen
von 100-200 min~! geriihrt und mit 100300 x min~"!
Sterilluft begast.

Wenn Komplettmedien oder Glucose-Minimalmedien
beimpft wurden, betrug das Volumen des Inokulums ein
hundertstel des Ziichtungsvolumens. Sollten jedoch Zel-
len auf Papaverin-Minimalmedien geziichtet werden, wur-
de stets mit cinem Zchntel des Ziichtungsvolumens ange-
impft. Das Inokulum enthielt immer Bakterien der loga-
rithmischen Phase.

Zur Ernte wurden die Kulturen bis zu 10 / Volumen mit
einer Kiihizentrifuge in JA-10-Bechern bei Umdrehungs-
zahlen von 6000 min~! abzentrifugiert, die 100--Kul-
turen mit der Westfalia Durchlaufzentrifuge KT 4.

Ruhende und immobilisierte Zellen

Zur Akkumulation der Mectaboliten im Medium wurden
verschicdene Methoden erprobt. Einerseits wurde auf
Komplettmedium 2 oder auf Glucose-Mineralsalzmedium
eine grofie Zellmasse angeziichtet, gegen Ende der loga-
rithmischen Phase abzentrifugiert, mit Saline gewaschen
und auf Papaverin-Mineralsalzmedium reinkubiert. An-
dererseits wurden im Glucose-Minimalmedium die Bak-
terien mit knapp bemessencr Zuckermenge angeziichtet
und kurz vor Ende der logarithmischen Phase 0.5-1g
Papaverin - HCl mit der Natriumcarbonatmenge versetzt,
die den pH-Wert konstant hiilt. Da sich bei pH 6—7 nur
geringe Mengen Papaverin in Wasser 16sen, wurde zum
Teil einc konzentrierte Substratlosung in N,N-Dimethyl-
formamid oder Dimethylsulfoxid zugesetzt.

Schlieflich wurden die Papaverin-abbauenden Bakterien
nach der Vorschrift von Chibata et al {3l in Polyacryl-
amidgel eingeschlossen und zur Akkumulation der Meta-
boliten mit Papaverin-Minimalmedium in Schiittelkultu-
ren reinkubiert.

Zellaufschiuf

Die zentrifugicerte und mit Saline gewaschene Bakterien-
masse wurde in der gleichen Gewichtsmenge Kaliumphos-
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phat- oder Tris-Puffer (0.02M, pH 6.8—7) suspendiert
und 3- bis 10mal 30 s in einem auf 0 °C gekiihlten Metall-
becher mit unterschiedlichen Ultraschalleistungen autge-
schlossen. Die Zelltrimmer wurden 30 min in der Kiihl-
zentrifuge bei Umdrehungszahien von 20000 min~! ent-
sprechend einer Beschleunigung von 400000 m x s™2 ab-
zentrifugiert. Uberstand und Niederschlag wurden ge-
trennt untersucht.

Spriihreagenzien

Dragendorffs Reagens: a) 1 g basisches Bismutnitrat wird
in 10 m/ Eisessig gelost und mit Wasser auf 50 m/ ver-
diinnt. b) 20 g Kaliumiodid werden in 50 m/ Wasser ge-
18st. Die Losungen a und b werden im Verhiiltnis 1 : 1
gemischt.

Folin-Ciocalteu-Reagens: 10 ml der fertig bezogenen
Mischung (Merck) werden mit 50 m/ Wasser verdiinnt
(1.c.!4], S. 832, Reagens Nr. 108).

Paulys Reagens s. 1c.14.s. 85 1, Reagens Nr. 230).
Dinitrophenylhydrazinlésung: 5 g 2,4-Dinitrophenylhy-
drazin p.A. werden in 60 m/ konz. Phosphorsiure unter
Erwirmen gelost und mit Ethanol im Verhiltnis 1:20
verdiinnt.

Diinnschichtchromatographie

Zur Trennung der Metaboliten wurden zahlreiche diinn-
schichtchromatographische Methoden erprobt. Es wur-
den Platten der Groie 20 x 20 cm mit Cellulose. Poly-
amid und silanisicrtem Kieselgel in ciner Schichtdicke
von 0.2-0.5 mm gestrichen. Als FlieRmittel fiir diese
Schichten wurden verschicdenc Gemische von Mcthanol
oder Acetonitril mit Wasser unter Zusatz unterschiedli-
cher Mengen Aceton, Methylethylketon und Eisessig ver-
wendet. Auferdem wurden Platten mit Kieselgel G und
Kieselgel H gestrichen, die in Benzol, Toluol und Chloro-
form mit Methanolzusiitzen als polarer Komponente ent-
wickelt wurden.

Fiir die priiparative Trennung der Mctaboliten wurden
Kieselgel-PF-Schichten bis zu 2 mm dick angefertigt, dic
in Chloroform gcloste Probe mit ciner 1-m/-Pipette
strichformig aufgetragen, nach der Trennung von der
Plattc abgekratzt und auf einer Glasfritte mit Chloroform
aus dem Sorptionsmittel wicder ausgewaschen.

Als beste Diinnschichttechnik erwies sich dic Trennung
auf HPTLC-Schichten der Groge 5 x 5 cml51: Zirka 5 Mg
Probematerial werden auf ciner Spatelspitze in 1-2 ul
Chloroform gelst und mit einer haartein ausgezogenen Pa-
steurpipette auf die Kieselgelschicht dosiert (10—100 n/).
Die Fleckengrofic darf keinesfalls 1 mm Durchmesser
tiberschreiten. Man entwickelt das Chromatogramm im
250-m/-Becherglas withrend 4 -8 min iiber eine Laufstrek-
ke von 35-45 mm. Dic Platten werden unter UV-Licht
betrachtet und dann mit Sprithreagenzien angefiirbt.

Aufarbeitung des Kulturfiltrates

In den meisten Fillen wurde das Filtrat im Rundver-
dampfer bei Badtemperaturen von 45 °C im Vak. im Ver-
hiiltnis 1:30 bis 1:50 konzentriert und dann mit Chloro-
form oder Methylenchlorid unter Zusatz von wenig 2-
Propanol extrahicrt. Zur Phasentrennung mufite das Ge-
misch manchmal in Glasbechern zentrifugiert werden.
Die abgetrennte organische Phase wurde schlicflich auf
ca. 10 ml/ eingeengt und mit 300 m/ Chloroform + 0.5%
Methanol iiber eine kurze Kieselgelsiule (2.5 x 15 cm)
vorgereinigt. Dabei wurden zuniichst die unpolaren Mcta-
boliten eluiert, die durch Umkristallisation aus wenig
Methanol in eine leichtldsliche Frakt. I und eine schwer-
16sliche Frakt. Il aufgetrennt wurden (Abb. 1). Zur Elu-
tion der polareren Mctaboliten wurde mit 200 m/ Chloro-
form + 5% Methano! + 0.1% Eisessig nachgespiilt
(Frakt. II).

Zur Isolicrung empfindlicher Mctaboliten wurde das
Kulturfiltrat ohne vorherige Konzentricrung dreimal mit
ciner Chloroformmenge, die einem Zehntel des Gesamt-
volumens entspricht, extrahiert. Die vereinigten Ausziige
wurden dann bei Temperaturen unter 20 °C im Vakuum
eingeengt und, wie oben beschrieben, weiter aufgearbei-
tet. In Einzelfiillen gelang es auch, die Metaboliten aus
der wiissrigen Losung heraus auf einem Polystyrolgel
(Servachrom XAD) zu fixieren und nach dem Auswa-
schen der Salze mit Methanol zu cluieren. Die iibliche
Mcthode, den grofiten Teil der Salze in der konzentrier-
ten Kulturbriihe mit Alkohol zu fillen und den Alkohol-
extrakt durch Gelchromatographie zu reinigen, erwies
sich als schr unzweckmiifdig.

Klassische Saulenchromatographie

Die Trennung der Mctaboliten wurde mit den hier aufge-
ziihlten Siiulentypen und den angegebencen Losungsmit-
teln ausgefiihrt:

Sephadex G-10, 5 x 100 ¢cm, Mcthanol/Wasser 1:1, kon-
kaver Gradient mit Mcthanol/2-Propanol/Wasser 2:2: 1.

Sephadex LH-20, 3 x 200 cm, Mcthanol/Wasser 1:1 bis
7:3.

Polyamid SC-6-Ac, 2.5 x 200 cm, Methanol/Wasser 1:1
bis 7:3, z.T. chloroformgesiittigt.

Die Sephadex- und Polyamidmaterialien wurden in
Mecthanol/Wasser 1: 1 suspendiert, im Vak. unter Riihren
entlittet und vorsichtig in dic Siiule eingeschlimmt. Die-
ses Verfahren ergibt bei Kieselgelmaterialien einer Korn-
grofie < 100 um keine Siulenpackung optimaler Trenn-
leistung. Daher wurden diese Siulen, wie bei Kirkland be-
schricben! ¢l trocken getiillt, indem das Kiesclgel lang-
sam in das Trennrohr eingeriittelt wurde. Danach wurde
dic Siule am Eingang verschlossen, durch den Ausgang
cvakuiert und dann durch das Einleitungsrohr langsam
mit Chloroform gefiillt. Die Siule wird bis zur volligen
Freiheit von Luftblasen mit Losungsmittel iiquilibriert.
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Metaboliten-Rohextrakt
Kieselgel- | Chromatographie
HCCl3 + 0.5% CH30H HCCl3 + 5% CH30H + 0.1% AcOH
Unpolare Metaboliten
Umkrist. | aus CH30H
leichtloslich schwerldslich
Polarerc
Metaboliten:
Frakt. I Frakt. Il Frakt. I

Sephadex l G-10

Metab. 1-4,8,9

Abb. 1. Schema zur Aufarbeitung des Kulturfiltrates.

Chromatographie unter Druck: ,,High Performance
Liquid Chromatography‘‘ (HPLC)

a) Priparative HPLC

Folgende Siiulentypen fanden Verwendung:
LiChroprep RP-8 40—-63 um (Fertigsiiule Merck, Grofie B
24 x 300 mm, Glas)

LiChrosorb RP-8, 10 um, 8 x 250 mm
LiChrosorb RP-2, 10 um, 8 x 250 mm
LiChrosorb Si 60, 10 um, 8 x 250 mm
LiChroprep Si 60, 15-25 um, 8 x 500 mm

Aufgabenmenge und Elutionsgeschwindigkeit wurden
entsprechend der bendtigten chromatographischen Aut-
16sung gewiihlt. Das Einspritzvolumen lag zwischen 0.2
und 2 ml. Die nicht modifizierten Kieselgele wurden in
ciner Mischung aus Tetrabromethan/Dioxan/Tetrachlor-
kohlenstoft 40: 30: 30 suspendicrt und durch Ultraschall
gleichmiibig dispergicrﬂ'7 |, Diese Suspension wurde in
die Knauersche Fiillvorrichtung gegossen und mit Diiso-
propylether als Druckfliissigkeit mit héchstmoglicher Ge-
schwindigkeit in dic Siiule gepumpt. Nach dem Fiillen
wurde die Packung noch 1/2 hverdichtet, bevor der Fiill-
kopf abgenommen und der Strdmungsverteiler aufge-
setzt wurde. Die modifizicrten Kieselgele wurden in glei-
cher Weise in Toluol/Cyclohexanol 20:30 mit 2-Propanol
als Druckflissigkeit in die Siiule gepackt.

b) Analytische HPLC

Folgende Siulentypen tanden Venwendung (jeweils
4.6 x 250 mm)

Metab. 10-12
(isoliert, in der
Struktur nicht
vollig geklirt)

Sephadex l LH-20

Metab. 5,6,7

LiChrosorb RP-8, 10 um

LiChrosorb Si 60, 10 um

LiChrosorb Si 60, 100 um

Nucleosil 5 Cg § um.

Dic ersten drei Siulen waren in der Grundausstattung
zum Geriit enthalten und wurden fiir die Optimierung
von Trennungen benutzt. Die letztgenannte Sdule wurde
als Hochleistungssiule konzipiert und, wie beschrieben,
selbst gefullt. Abweichend von der oben beschricbenen
Vorschrift wurde Methanol (statt Diisopropylether) als
Druckfliissigkeit verwendet und der jeweils gepackte Teil
der Siule in cin 70 °C warmes Wasserbad geschoben, um
die Fiillgeschwindigkeit zu erhohen. Damit bei der Pro-
beaufgabe kein zusitzliches Totvolumen vor dem Siulen-
eingang eine Bandenverbreiterung hervorruft, wurde die
in den Siulenkopf cingeldtete Stahlkapillare ohne Kupp-
lungsstiick direkt an das Schicifenventil gekoppelt. Das
Schieifenvolumen betrug in allen Fiillen 20 ul.

Ergebnisse

Aus Papaverin-haltiger Gartenerde wurde ein Bak-
terium isoljert, das auf Papaverin als einziger C-
und N-Quelle zu wachsen vermag. Nach den im
Versuchsteil beschriebenen Kriterien ist es in die
Familie der Nocardiaceae einzuordnen, die wegen
ihrer unterschiedlichen Mycelbildung in drei
Gruppen!8! eingeteilt werden. Da das Bakterium
auf Komplettmedien nur in der logarithmischen
Phase eine angedeutete Verzweigung zeigt, mufl
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es der Gruppe 11 zugeteilt werden, in der es
durch seine physiologischen Eigenschaften dem
Stamm Nocardia atlantica am nachsten kommt.

Wachstumskurven und Abbauverhalten

Abb. 2 zeigt einige typische Wachstumskurven
des Nocardia-Stammes in Glucosemedien unter-
schiedlicher Zuckerkonzentration. Abb. 3 zeigt
den typischen Wachstumsverlauf in Papaverin-
Minimalmedien; gleichzeitig ist die Abnahme der
Papaverinkonzentration und der Konzentrations-
verlauf einiger Metaboliten wiedergegeben.

Die quantitativen Mengenverhiltnisse der Meta-
boliten verinderten sich im Laufe der Zeit von
Kultur zu Kultur stark, obwoh! stets darauf ge-
achtet wurde, die Bedingungen gleich zu halten.
Umgekehrt wurde auch vergebens versucht. durch
Fortlassen oder ibermifiges Zufiigen bestimmter
Mineralstoffe zum Medium, einen Effekt auf die
Quantitit einiger Metaboliten zu erzielen.

Metabolit 1: 1-(3,4-Dimethoxybenzyl)-3,4-
dihydro-6, 7-dimethoxy-3,4-isochinolindiol
Dieser Metabolit wird in der frithen logarithmi-
schen Phase (ca. 42 h) im Kulturmedium akkumu-
liert und verschwindet dann wieder. Mit ruhen-
den Zellen wird unabhingig von der eingesetzten
Zellmenge das Konzentrationsmaximum schon
nach 3-5 h erreicht, so daf} man schnell die Bak-
terien abzentrifugieren muf}, um eine kleine Men-
ge dieses Stoffes isolieren zu konnen. Wenn dann
unter schonenden Bedingungen aufgearbeitet
wird, findet sich der Metabolit in Fraktion | der
Vorreinigung und kann durch Chromatographie

Avgo-500 —>

Abb. 2. Wachstum in Minimalmedium bei unterschied-
lichen Glucosckonzentrationen.

Acgo-500

;,0-..--“~‘ 50 *

" !
g S
8 [
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Abb. 3. Wachstum und Abbauverhalten im Papaverin-
Minimalmedium.

o———e Optische Zclldichte. ¥ Papaverinkonzen-
tration. &—= Konzentration des Metaboliten 1.
a——a Konzentration des Metaboliten §. —=c Kon-
zentration des Metaboliten 1.

Die Wachstumskurve wurde nach dem Ansiiuern der ent-
nommenen Nihrlésung mit zwei Tropfen konzentricrter
Salzsdure ausgemessen, weil Papaverin bei pH 6—7 in
Wasser schwerl6slich ist. Die Papaverin- und Metaboliten-
konzentrationen wurden nach der flissigchromatographi-
schen Trennung durch Auswerten der Peakfliche ermit-
telt. Dazu wurden die entnommenen Proben angesiuert,
zentrifugiert und dann direkt in den Chromatograph in-
jiziert. Bedingungen: 20 ul Probeschleife: UV-Empfind-
lichkeit: A4 = 1/40 bis 1/160 fur volle Skalenspreizung;
Flu®: 1 m//min; Druck: 25 MPa; Siiule: Nucleosil § Cg,
250 mm lang; Eluent: Methanol/Acetonitril/Wasser/
Eisessig 40:10:50:0.1.

an einer LiChroprep-RP-8-Siule von anderen Sub-
stanzen abgetrennt werden. Eine gute Nachreini-
gung wird mit einem linearen Gradienten aus
Chloroform und Chloroform/Methanol an einer
HPLC-Kieselgel-S4ule erzielt. Die Verbindung kri-
stallisiert dann aus Chloroform/Diisopropylether
in gelblichen Nadeln. Das UV-Spektrum ist gegen-
iber dem des Papaverins bathochrom verscho-
ben. Das Massenspektrum zeigt eine Molekiilmas-
se, die um 34 Einheiten (2 x OH) hoher als die des
Papaverins liegt: m/e = 373. Auffillig ist der Ver-
lust von 2 H: m/e = 371. Eine Wasserabspaltung
ist ebenfalls bemerkbar: m/e = 355. Dieses Ver-
halten spricht fiir eine vicinale Diolgruppe. Das
Molekiil spaltet hauptsichlich in drei Fragmente:
mfe= 178,195 und 151. Der letztgenannte Mas-
senpeak ist typisch fir das 3,4-Dimethoxyben-
zyl-Ion. Die Struktur der anderen lonen kann nur
vermutet werden.
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Die Verbindung zersetzt sich in Losung langsam,
unabhingig von der Gegenwart von Sauerstoff.
Auf der Diinnschichtplatte reagiert sie mit Ben-
zidin-Periodat- und mit Folin-Reagens.

Schmp. 154 °C (Zers.)

UV (Methanol): Apaxllge) = 281 (4.2), 329 nm (4.1).
IR (KBr): 3300 (OH), 1640 (C=C), 1510 cm~ !,

MS (70 eV): mfe = 373 (34%, M®), 371 (14%, M — 2 H),
355 (4%, M — H,0).

CpoH23NOg Ber. 373.1525 Gef. 373.1536 (massen-
spektrometr.)

Als Begleitsubstanz des Metaboliten 1 konnte hin
und wieder eine sehr geringe Menge einer isome-
ren Verbindung isoliert werden, die ihr im UV-
und MS-Spektrum vollig gleicht und sich nur im
IR-Spektrum geringfiigig unterscheidet. Dieses
Isomere laBt sich an Kieselgelsidulen abtrennen.

Metabolit 2: 1-(3,4-Dimethoxybenzyl)-6, 7-di-
methoxy-3,4-isochinolindiol

Dieser Metabolit wurde aus Kulturen der spiten
logarithmischen Phase isoliert. Er fallt in Frak-
tion I der Vorreinigung an und wird entweder
durch Gelfiltration iiber Sephadex G-10 oder
durch Chromatographie an LiChroprep RP-8 ab-
getrennt. Die Nachreinigung wurde an HPLC-Kie-
selgelsiulen mit einem Gradienten aus Chloro-
form und Chloroform/Methano! durchgefiihrt.
Die Verbindung kristallisiert aus Chloroform/Di-
isopropylether in weiflen Nadeln. Das UV-Spek-
trum zeigt mehrere Maxima, das IR-Spektrum
1aBt auf Hydroxylgruppe schliefen. Das Massen-
spektrum dhnelt dem des Metaboliten 1. Der Mo-
lekiilpeak hat die Masse 371, die Fragmente nife=
193, 178 und 151 lassen sich in ein Zerfallssche-
ma einordnen. Auf der Diinnschichtplatte reagiert
die Verbindung mit Folin- und Pauly-Reagens.

Schmp. 163 °C.

UV (Methanol): Ap,ax(lge) = 268 (3.9), 278 (3.9),
306 nm (4.0).

IR (KBr): 3300 (OH), 1660 (C=C), 1520 cm™ .

MS (70 eV): m/fe = 371 (52%, M®), 355 (4%, M - O).
Cq0H21NOg Ber. 371. 1368 Gef. 371.1319 (massen-
spcktrometr.)

Metabolit 3: 2-(3,4-Dimethoxyphenyl)-1-
[2-(2-hydroxyethyl)-4,5-dimethoxyphenyl]-
ethanon

Aus Kulturen der spiiten logarithmischen Phase
wurde dieser Metabolit mehrfach isoliert. Er fin-

det sich in Fraktion I der Vorreinigung und lifit
sich nach Chromatographie an einer Sephadex-
G-10-Siule gut an einer Kieselgelsiule reinigen,
indem man mit wassergesittigtem Chloroform
eluiert. Die Verbindung kristallisiert aus Metha-
nol/Wasser in gelblichen Prismen. Das IR-Spek-
trum laft eine Hydroxylgruppe und eine Carbo-
nylfunktion vermuten. Das Massenspektrum be-
weist die Molekiilmasse 360. Die hochauflosende
Massenspektrometrie beweist die Formel
C,0H240¢. Die hauptsichlich auftretenden Frag-
mente m/e = 209. 181 und 151 lassen sich durch
Fragmentierungen am Carbonyl-C gut erkliren.

In Chloroform 16st sich die Verbindung mit gel-
ber Farbe, die durch Zugabe von Methanol sofort
verschwindet. Dieses Verhalten kénnte durch die
Enol-Form des Metaboliten hervorgerufen wer-
den. Auf der Diinnschichtplatte li3t sich die Ver-
bindung mit Dinitrophenylhydrazin und Pauly-
Reagens sichtbar machen.

Schmp. 193°C (Zers.)

UV (Methanol): A ax(ge) = 233 (4.3), 275 (4.2),

358 nm (3.9).

IR (KBr): 3300 (OH), 1700 (C=C), 1680, 1620 (C=C),
1500 cm™"'.

MS (70 eV): m/e = 360 (67%, M®), 342 (25%, M - H,0),
332 (28%, M - CO).

Cy0H240¢ Ber. 360.1572 Gef. 360.1569 (massenspektro-
metr.).

Metabolit 4: 2-(2-Hydroxy-4,5-dimethoxyphenyl)-
ethanol ’

Dieser Metabolit befindet sich in Fraktion I der
Vorreinigung und wird am besten durch Gelfiltra-
tion iiber Sephadex G-10 angereichert. Die ent-
sprechende Fraktion der Sephadex-Siule wird
entweder durch priparative Diinnschichtchroma-
tographie mit Toluol/Methanol als FlieBmittel
oder durch Chromatographie an einer HPLC-
RP-8-Sdule mit Methanol/Essigsiure nachgereinigt.
Die Verbindung kristallisiert langsam aus Chloro-
form in durchsichtigen, prismatischen Kristallen.
Das UV-Spektrum zeigt eine bathochrome Ver-
schiebung durch Alkali, das IR-Spektrum Hy-
droxylgruppen und keine Carbonylfunktion. Die-
se Befunde belegen ein phenolisches Proton. Im
Massenspektrum erscheint der Molekiilpeak bei
mfe = 198. Nach Methylierung mit Diazomethan
ist die Masse um 14, nach Methylierung mit BF 3/
Methanol um 28 erhoht; das beweist die Anwe-
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senheit einer zweiten, alkoholischen OH-Gruppe.
Das Protonenresonanzspektrum weist 2 arorna-
tische, 6 Methoxyl- und je 2 koppelnde Seiten-
kettenprotonen aus.

Schmp. 103 °C

UV (Methanol): Apax(ge) = 289 nm (3.6).

IR (KBr): 3450 (OH), 1610 (C=C), 1530 cm™!.
MS (70 eV): m/e = 198 (82%, M ™), 183 (7%, M — CH3),
180 (9%, M — H,0), 167 (100%, M — OCH 3 bzw.
M — CH,OH).

TH-NMR (CP30D): 6 =291 (t,J =5 Hz; 2 H,
CH,-CH,0H), 3.90 (6 H, OCH3), 4.04 (t, J = 5 Hz;
2 H, CH,-~CH,0H), 6.55 und 5.59 (2 H, Aromat).
C10H 1404 Ber. 198.0892 Gef. 198.0847 (massen-
spektrometr.)

Metabolit 5. (3,4-Dimethoxyphenyl)essigsiure
(Homoveratrumsdure)

Dieser Metabolit wurde in Fraktion 111 der Vor-
reinigung gefunden und mit Methanol/Wasser iiber
Sephadex LH-20 chromatographiert. Nach An-
fertigung eines Massenspektrums wurde die Ver-
bindung mit Homoveratrumsiure verglichen.
Schmp. 97 °C; Misch.-Schmp. 97 °C.

IR: Identisch mit der Vergleichsverbindung.

Metabolit 6: (2-Hydroxy-4,5-dimethoxyphenyl)-
essigsdure

Dieser Metabolit befindet sich in Fraktion I1I der
Vorreinigung und kann durch Chromatographie
iiber Sephadex LH-20 abgetrennt werden. An
einer HPLC-RP-8-Siule wird die Verbindung von
ihrem Methylester getrennt und dann aus heiflem
Wasser umkristallisiert. Das UV-Spektrum zeigt
eine bathochrome Verschiebung durch Alkali,
das [R-Spektrum eine Carbonylfunktion. Das
Massenspektrum ist fiir ein Derivat der Phenyl-
essigsdure typisch. Mit Hilfe des Protonenreso-
nanzspektrums wurde die Struktur 6 ermittelt.
Die hochauflosende Massenspektrometrie besti-
tigt die Summenformel. Durch Reduktion der
Sduregruppe mit LiAlH, wird Verb. 6 in den be-
schriebenen Metaboliten 4 iiberfiihrt. Die Methy-
lierung mit Diazomethan bringt einen Massen-
zuwachs von 28 Einheiten.

Schmp. 138 °C (iiber P»O5 getrocknet)

UV (Methanol): Ap,ax(lge) = 289 nm (3.7)

IR (KBr): 3300 (OH), 1700 (C=0), 1620 (C=C),
1530 cm—!.

MS (70 ¢V): mfe = 212 (91%, M®), 194 (76%,

M - H,0), 166 (100%, M — H,0 — CO)

TH-NMR (CD30D): & = 3.52 (2H,CHj), 3.74und 3.77
(6 H, OCH3), 6.47 und 6.76 (2 H, Aromat).

C10H 1205 Ber. 212.0684 Gef. 212.0656 (massenspektro-
metr.)

Metabolit 7: (4-Hydroxy-3-methoxyphenyl )essig-
sdure (Homovanillinsiure)

Dieser Metabolit wurde aus Fraktion I1I der Vor-
reinigung durch Chromatographie an Sephadex
LH-20 angereichert und dann aus warmem Chlo-
roform umkristallisiert. Nach Anfertigung eines
Massenspektrums wurde die Verbindung mit
Homovanillinsdure verglichen.

Schmp. 145 °C; Misch.-Schmp. 145 °C.
IR: Identisch mit der Vergleichsverbindung.

Metabolit 8: 3,4-Dimethoxybenzaldehyd
(Veratrumaldehyd)

Dieser Metabolit wurde aus Fraktion | der Vor-
reinigung durch Chromatographie an Sephadex
G-10 abgetrennt und iiber eine Kieselgelsiule mit
Chloroform/Diisopropylether gereinigt. Die so
gewonnene gelbe Fliissigkeit wurde bei 45 °C und
6.6 Pa Druck in einer Mikro-Kugelrohrdestille
langsam destilliert. Nach dem Erkalten kristalli-
siert die farblose Flissigkeit in feinen Nadeln, die
angenehm nach Vanille riechen.

Schmp. 44 °C; Misch.-Schmp. 44 °C.

IR: Identisch mit der Vergleichsverbindung.

Metabolit 9: 2-[2-(Hydroxymethyl)-4,5-
dimethoxyphenyl)ethanol

Aus Fraktion 1 der Vorreinigung wurde dieser
Metabolit durch Chromatographie an Sephadex
*G-10 und durch weitere Reinigung iiber eine
HPLC-RP-8-Siule mit Methanol/Wasser isoliert.
Er kristallisiert aus Chloroform/Diisopropylether
als feines weifes Pulver. Das UV- und IR-Spek-
trum ist dem des Metaboliten 4 dhnlich. Im IR-
Spektrum erkennt man Hydroxylgruppen und
das Substitutionsmuster des Aromaten. Das Elek-
tronenstof3-Massenspektrum zeigt einen hohen
Peak bei m/e = 194 und einen verschwindend klei-
nen bei m/e = 212. Das Felddesorptions-Massen-
spektrum bringt den eigentlichen Molekiilpeak
deutlich heraus und belegt damit die sterisch be-
giinstigte Dehydratisierung des Molekiils in der
Ionenquetle.
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Die Hochauflosung wurde von dem Peak m/e = 194 an-
gefertigt.
Schmp. 72°C.
UV (Mcthanol): Apax(lge) = 290 nm (3.5).
IR (KBr): 3300 (OH), 1630 (C=C), 1560 cm™
MS (70 eV): m/fe = 212 (1%, M®), 194 (100%,
— H,0), 166 (96%, M — H,0 — CO).
MS (FD-Spektrum): m/e = 212 (100%, M ®), 194
(30%, M — H,0).
C11H 1403 Ber. 194. 0942 Gef. 194.0959 (massen-
spektrometr.)

Diskussion

Aus Hohenheimer Gartenerde wurde ein Papa-
verin-abbauendes Bakterium isoliert, das mit

Papaverin als einziger Kohlenstoff- und Stickstoff-

quelle zu wachsen vermag. Es wurde als Nocardia-
Spezies bestimmt. Beim Wachstum mit Papaverin
lassen sich im Kulturmedium neue Verbindungen

nachweisen, die mutmafliche Zwischenprodukte
des Abbaus darstellen. Um den Abbauweg auf-
zukliren, wurde das Kulturmedium eingeengt, ex-
trahiert und mit chromatographischen Methoden
auf Metabolite untersucht (vgl. Abb. 1). Unter
einer Vielzahl von Abbauprodukten wurden aus
den Fraktionen [ und Il insgesamt 9 Verbindun-
gen isoliert, die zwanglos in ein Abbauschema
eingeordnet werden konnten (Abb. 4). Weitere
strukturell noch nicht vollig geklirte Metaboliten
fielen in Frakt. Il an.

Vermutlich wird im ersten Schritt aus Papaverin
durch eine Dioxygenase Metabolit 1 gebildet.
Durch eine rearomatisierende Dehydrierung
konnte daraus der Metabolit 2 entstehen.

Metabolit 1 ist sehr labil und in nur geringen Men-
gen aus dem Medium zu isolieren, so daf} er nicht
zu Abbauversuchen verwendet werden konnte.
Daher kann man lediglich vermuten, daf er in

OH
" H
CH N CH30: OH CH,0 OH CHy0 )
+02+2H -2H N 3
CH,0 7 CH N " N — —?
Hy 3 0 CH50
OCH, OCH3 OCH3 OCH,
OCH
Papaverin OCHs CHa OCH, 2 OCH,
OH
CH OH _no CHy0 o
CHO NH NH
OCH3 OCH)
1 CH3 A 0CH3 )
c“ﬁmuzon CHO CH,0H .
CHy0 OH COOH Eﬂe':v;folyse CHo moma Baeyer-Villiger-Ox. CHyO >
OCH +H2 b CH
¢ : o OCH, 3
s OCH, c

CH:‘oﬁ\COOH cHp —
CH10 OH COOH m\cu,ou

s OCH;3 . CHy0 CHOH

S
1 7 OH 9

?

Abb. 4. Schema zum mikrobiellen Abbau des Papaverins.
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folgenden Schritten in Metabolit 3 iibergeht:
Durch enzymatische Dehydratisierung entsteht
das Lactam A, das nach Hydrolyse das Carbox-
amid B bildet; B reagiert in einer reduktiven Des-
aminierung zu Metabolit 3.

Auch dieser Metabolit war nur in kleinen Men-
gen zu fassen, so daf} mit Ricksicht auf die Struk-
turaufklirung keine Abbauversuche durchgefiihrt
wurden. Ersatzweise wurde Desoxybenzoin als
Kohlenstoffquelle getestet: Selbst mit vorgeziich-
teten Zellen konnte kein Metabolismus festge-
stellt werden. Moglicherweise ist fiir dieses nega-
tive Ergebnis die fehlende Substitution am Aro-
maten verantwortlich, die iiber die strukturellen
Einzelheiten hinaus die Elektronendichte durch
den +M-Effekt im Ring beeinflufit.

Nach Kenntnis der Metaboliten 4 und 5 sowie 8
und 9 sollte man erwarten, daf} Verbindung 3 auf
zwei verschiedenen Reaktionswegen gespalten
wird:

1) Esliegt nahe, eine Baeyer-Villiger-Oxidation(®!
von 3 durch eine Monooxygenase zu vermuten,
die zum Homoveratrumsiureester C fiihrt; die
Esterhydrolyse ergibe dann die Metaboliten 4
und 5. Eine solche Reaktionsfolge wurde schon
hiufiger beim mikrobiellen Abbau verschiedener
Substrate gefunden. Kiirzlich wurde tiber die En-
zymatik des Acetophenonabbaus durch Nocardia
und Arthrobacter berichtet!19l; die Enzyme der
Baeyer-Villiger-Oxidation konnten in beiden Mi-
kroorganismen nachgewiesen werden.

Eine andere, ctwas kompliziertere Reaktionsfolge wiirde
zu denselben Endprodukten fihren (Abb. §): Der crste
Schritt wiirde durch cine Dioxygenase kontrolliert, dic

CHyo CHa
tobatit 3 +02 +2H 0 Umlager.
CH30 "o >
OCHy
F OCH,
OH
CHO 20H -H20 CH30 CH,0H
OCH: OCH.
0 OCHy o OCHy
6 c

Abb. 5. Moglichkeit des Abbaus von dem Mctaboliten 3.

eine Oxidation des Mectaboliten 3 zur Dihydroxycyclo-
hexadien-Verbindung F katalysiert; F lagert sich spon-
tan zur Verbindung G um, indem das Carbonyl-C an die
benachbarte Hydroxylgruppe wandert. Daraus wiirde
nach Dehydratisicrung ebenfalls der Homoveratrum-
siureester C entstehen, der zu den Mectaboliten 4 und 5
verseift werden konnte.

2) Der zweite Reaktionsweg soll die Entstehung
der Metaboliten 8 und 9 erklaren: Hier ist es mog-
lich, daf® Verbindung 3 durch eine Monooxyge-
nase in das entsprechende Benzoin D umgewan-
delt wird, das durch eine Retrobenzoinreaktion in
die Aldehyde 8 und E gespalten wiirde; E konnte
zum Metaboliten 9 reduziert werden.

Ein anderer Reaktionsweg beginne wieder mit der
Baeyer-Villiger-Oxidation des Ketons 3, das jetzt nicht
wie unter 1) beschricben zum Homoveratrumsiureester
C, sondern zum Benzoesiurcester H oxidiert wiirde
(Abb. 6). Diese Moglichkeit wird durch die Annahme

CHY0

CH20H
+02 +2H
bolit 3 OH
Metal pryveagl [ K

OCH,
4 OCHy

ﬁ 1-n‘

CHy0 CHa0H

O0CHy

OCH,

CHy0 CH20H
0 OCH,
c H
Abb. 6. Moglichkeit des Abbaus von Metabolit 3.

des Zwischenprodukts Z erkliirt, das sich durch cine
anionotrope Wanderung des Phenylrestes oder des Ben-
zylrestes zur Verbindung C oder H umlagert. Betrachtet
man dic Stabilisierung der Carbanionen durch mesomere
und induktive Effekte, so kann man erwarten, dafy bevor-
zugt der Ester C gebildet wird. Wic man von der Spal-
tung der Arylalkylketone unter den Reaktionsbedingun-
gen der Baeyer-Villiger-Oxidation weifl, entsteht tat-
siichlich aus ctwa cinem Viertel des Reaktionsansatzes
der Benzocsiureester (analog dem Produkt H). Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dafd bei mangelnder
Enzymspezifitit ncben dem Ester C auch der Benzoe-
siureester H gebildet wird, der nach Hydrolyse und Oxi-
dation bzw. Reduktion der Spaltprodukte die Metabo-
liten 8 und 9 licfert.
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Verbindung 9 tritt in nur sehr geringen Mengen
im Kulturmedium auf und konnte daher nicht
weiter untersucht werden. Es wurde aber fest-
gestellt, daf die Metaboliten 4—7 gute Substrate
fir das Wachstum der Bakterien sind. Metabolit 8
wird dagegen als alleinige Kohlenstoffquelle nur
langsam verwertet, im Cometabolismus aber gut
abgebaut. Diese Befunde sprechen dafiir, daf die
Kohlenstoff-verwertenden Stoffwvechselwege des
Papaverinabbaus iiber diese Zwischenprodukte
fihren.

Zur weiteren Charakterisierung des Bakteriums
wurde das Wachstum auf vielen aromatischen
Kohlenstoffquellen untersucht (s. Tabelle). Phe-
nylessigsiure, 3-Phenylpropionsidure und Derivate
dieser Verbindungen (Ausnahme Mandelsiure)
werden verwertet. 4-Phenylbuttersdure und Ben-
zoesdure werden nicht genutzt. p-Hydroxylierte
oder p-methoxylierte Benzoesiureanaloga sind

Tabelle. Wachstum auf aromatischen C-Quellen

verwertbar. Diese Ergebnisse legen die Vermu-
tung nahe, daf} der Papaverinabbauer an seinem
natiirlichen Standort Phenylpropan-Verbindun-
gen aus dem Ligninabbau als Substrate nutzt.

Zur weiteren Untersuchung des Papaverinabbaus
wurden immobilisierte Zellen und im Abbauweg
genetisch blockierte Mutanten eingesetzt. Mit die-
sen Methoden wurden bisher noch keine neuen
Erkenntnisse gewonnen. Erste Versuche mit En-
zymrohextrakten sprechen fir eine membran-
gebundene Katalyse der ersten Reaktionsschritte.

Eine mikrobielle Veriinderung von Papaverin
durch verschiedene Organismen wurde schon
von Rosazza et al.I'!] beschrieben. Er fand eine
Demethylierung der Methoxyl-Gruppen. Ein wei-
tergehender Abbau, insbesondere eine Aufspal-
tung des Isochinolin-Rings, wurde bisher noch
nicht beschrieben.

Substrat Wachs- Substrat Wachs- Substrat Wachs-
tum tum tum
Papaverin + 3,4-Dihydroxybenzoesiure + Phenol -
Tetrahydropapaverin - 3,5-Dihydroxybenzoesiure - Brenzkatechin -
Ethaverin* - 4-Nitrobenzocsiure - Resorcin -
Eupaverin ,,alt** - 4-Aminobenzoesiiure - Hydrochinon -
Eupaverin .,neu*‘* - 4-Chlorbenzoesiure — 4-Hydroxybenzaldehyd +)
Necupaverin® - 4-Hydroxybenzoesiiurc- 4-Mecthoxybenzaldehyd (+)
Papaveraldin* - methylester — | Vanillin +)
[sochinolin - 4-Methoxybenzoesiure + Veratrumaldchyd
6,7-Dimethoxy-1-methyl- Gallussiiure - (Mctab. 8) +)
isochinolin - DL-Mandelsiiure - Homoveratrumaldehyd (+)
1-Benzylisochinolin - Zimtsiiure + Acctophenon -
1-(3,4-Dimethoxybenzyl- Cumarin - Benzophenon -
isochinolin - Vanillinsdure + 8-Chinolinol -
Benzoesiure - Homovanillinsiure Guajakol -
4-Hydroxybenzoesiure + (Metab.7) + Veratrol ~
2-Hydroxybenzocsiurc — Homoveratrumsiure Metabolit 4 +
1,3-Naphthalindiol - (Mctab. 5) + Metabolit 6 +
2,3-Dihydroxy-benzoesiure - Phenylessigsiure + Phenylalanin +
2,4-Dihydroxybenzocsiure - 3-Phenylbrenztraubensiure + Tyrosin +
2,5-Dihydroxybenzoesiure - 3-Phenylpropionsiure + Tryptophan +
2,6-Dihydroxybenzocsiure - 4-Phenylbuttersiure — Glutaminsiure +
* o oonp < cry cHp N CHy CHP
¢ Chp
RO’ ooy o> HO oo,
OCaHg Neupaverin ocHy

Ethaverin

Eupaverin ®alt®

Eupaverin *neu®

] Papaveraldin
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