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Abbau der 4-Chlorbenzoesdure durch eine Arthrobacter-Species
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Degradation of 4-Chlorobenzoic Acid
by an Arthrobacter Species

Abstract. An Arthrobacter sp. growing on 4-Chloro-
benzoic acid as its sole source of carbon excretes
4-hydroxybenzoic acid and protocatechuic acid into
the culture medium. Protocatechuic acid is further
attacked by “meta’-cleavage. During growth of the
Arthrobacter sp. on benzoic acid cis-cis muconic
acid can be isolated from the medium, suggesting the
involvement of the “ortho”-cleavage pathway. The
enzymes both for the “meta™ and the “‘ortho”-
cleavage pathway are inducible.

Key words : Bacterial degradation — 4-Chlorobenzoic
acid — Arthrobacter sp.

Zusammenfassung. Eine Arthrobacter-Species, die 4-
Chlorbenzoesiure als einzige Kohlenstoffquelle ver-
werten kann, gibt beim Wachstum auf dieser Ver-
bindung 4-Hydroxybenzoesiure und Protocatechu-
sdure ins Medium ab. Der weitere Abbau des aro-
matischen Ringes erfolgt durch ,,meta‘“-Spaltung.
Beim Wachstum der Arihrobacter-Species auf Benzoe-
sdure tritt im Medium cis,cis-Muconsdure auf. In
diesem Falle wird also der ,,ortho*“~-Weg eingeschlagen.
Die Enzyme fiir beide Abbauwege sind induzierbar.

2-Chlor-3-(4-chlorphenyl)-propionsduremethylester,
der als Herbizid unter der Bezeichnung ,,Bidisin®
Verwendung findet, wird durch das Zusammenspiel
verschiedener Mikroorganismen des Bodens abgebaut
(Kocher et al., 1976). Als Zwischenstufe dieses Ab-
baus konnte 4-Chlorbenzoesiure nachgewiesen wer-
den. Die 4-Chlorbenzoesiure wird weiterhin durch
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Dem Andenken an Professor Bernhauer gewidmet

eine Arthrobacter-Species abgebaut (Kocher et al.,
1976). Uber den Mechanismus dieses Abbaus wird im
folgenden berichtet.

MATERIAL UND METHODEN

Gerdte. UV-Messungen wurden mit Zeiss-Spektrographen DMR 21
und PMQ 3 ausgefiihrt.

IR-Spektren wurden mit einem Leitz-Spektrographen mit
Mikroeinrichtung fiir K Br-PreBlinge aufgenommen.

Substanzgemische wurden sdulenchromatographisch durch Gel-
filtration getrennt. SdulenmaBe: 2,5 cm x 1 m; Fiillung: Sephadex
LH 20 (Pharmacia); Betththe: 85 cm; Elutionsmittel: 96 % Athanol.

Die Fraktionen wurden mittels eines Uvicord I LKB 4700 bei
254 nm gemessen und tliber einen Schreiber registriert.

Fir Zellaufschliisse fand ein Branson-Sonifier Verwendung.
Triibungsmessungen wurden mit einem Eppendorf-Photometer
(Filter A = 578 nm) ausgefiihrt.

Chemikalien. Ferak: 3-Chlor-4-hydroxybenzoesiure; Fluka: 4-
Chlorbenzoesdure, 3,4-Dihydroxybenzoeséure, 3,5-Dihydroxyben-
zoesdure, trans,trans-Muconsdure; Merck: 2-Chlorbenzoesiure,
3-Chlorbenzoesdure, 3,5-Dichlorbenzoesiure; Riedel-De Haen: 4-
Hydroxybenzoesdure, 3-Hydroxybenzoesiure, Na-Benzoat, Brenz-
katechin.

Technische Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert.

Saline und Pufferlosungen. Saline auf 11 H,O deion. NaCl
5,00 g, MgSO4 - 7H,0 0,12 g. 0,02 M Tris-HCIl-Puffer pH 8 auf
11 HO deion. Trishydroxymethyl-aminomethan 2,42 g, mit HCl
auf pH 8 eingestellt.

Ndihrmedien. Hefeextrakt-Glucose-Komplettmedium (HG-Kom-
plettmedium) pH 7: Auf 11 H,O deion. Yeast Extract 6,00 g,
K>2HPO, 8,50 g, KH,PO. 11,00 g, Glucose 10,00 g.

Minimalmedium pH 7: Auf 11 H,O deion. K,HPO, 1,00 g,
KH>PO, 0,50 g, MgSO4 - 7 H,0 0,10 g, NaCl 0,10 g, (NH,),SO.
1,00 g, Spurenldsung 1 ml, C-Quelle 0,20—1,00 g. Spurenldsung:
Auf 11 H;O deion. HsBO3 500 mg, CuSQs -5 H,O 40 mg, KJ
100 mg, FeCl;-6H,O 200mg, MnSOs-7H,O 400 mg,
(NH4)2MOO4 -1 HzO 200 mg, Zl‘lSO4 -7 HzO 400 mg.

Fur feste Medien wurden 1,5% Agar-Agar (Merck) zugesetzt.
Die Medien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert, Glucose stets
extra. Die C-Quellen 4-Chlorbenzoesiure, 4-Hydroxybenzoesidure
und Na-Benzoat wurden mit autoklaviert. Diinnschichtchromato-
graphische Kontrollen zeigten, daB keine Zersetzung eingetreten
war. Alle anderen C-Quellen wurden steril zugegeben.
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Bakterienstamm. Der zum Abbau der 4-Chlorbenzoesdure ein-
gesetzte Stamm wurde von H. Kocher isoliert und als Arthrobacter-
Species bestimmt (DSM 20407). Der Stamm wuchs mit 200 mg
4-Chlorbenzoesdure/l optimal, Konzentrationen iiber 500 mg/l
wirkten hemmend. Der Stamm wurde auf Minimalmedium mit
200 mg 4-Chlorbenzoesdure/l gehalten, um den Verlust des Abbau-
vermOgens zu verhindern. So war auch das fiir den Abbau ver-
antwortliche Enzymsystem stets induziert.

Diinnschichtchromatographie. Die Platten wurden mit Kieselgel
HF 354 (Merck) fiir die analytische und mit PFasq (Merck) fiir die
priparative Diinnschichtchromatographie hergestellt.

Als Laufmittelsystem dienten: System A: Benzol 3 Teile, Me-
thanol 1 Teil. System B: Benzol 60 Teile, Essigester 48 Teile, Eis-
essig 8 Teile. System C: Chloroform 150 Teile, Essigester 5 Teile,
Ameisensdure 1,25 Teile.

Als Spriihreagenz fiir Phenole wurde eine 2%ige Eisen (I1D)-
chloridldsung verwendet.

Die Isolierung von Zwischenprodukten. Der Zeitpunkt der Akku-
mulation von Zwischenprodukten konnte diinnschichtchromato-
graphisch festgestellt werden.

Zur Trennung der 4-Hydroxybenzoesdure von Protocatechu-
siure und 4-Chlorbenzoesiure eignete sich das Laufmittelsystem A,
um Protocatechusiure von 4-Hydroxybenzoesdure zu trennen, das
System B. Cis, cis-Muconsiure lief sich im System A von Benzoe-
saure trennen. Die Identifizierung der Substanzen erfolgte im UV-
Licht und durch Ansprithen mit FeCls-Reagenz. Zur Isolierung von
Metaboliten aus dem Medium erwiesen sich Kulturansitze zwi-
schen 400 ml und 800 ml als ausreichend.

Zur Aufarbeitung wurden die Zellen abzentrifugiert und der
Uberstand am Rotationsverdampfer bis auf ein kleines Volumen ein-
geengt. Das eingeengte Medium wurde mit HCl auf pH2 an-
gesduert und mit dem 1'/>fachen Volumen Essigester ausgeschiit-
telt. Die Essigesterphase wurde eingeengt und zur Trennung der
Substanzen entweder auf eine Sephadex LH 20-Sdule oder auf
eine Dimnnschichiplatte (PF;ss) anfgetragen.

Gewinnung des zellfreien Exktraktes. Die Zellen wurden in 1--
Fliissigkulturen bei 30°C geziichtet. Das Minimalmedium enthielt
als einzige C-Quelle entweder Glucose, 4-Chlorbenzoesdure, 4-
Hydroxybenzoesiure oder Benzoesiure. Die Zellen wurden dann
abzentrifugiert und gewaschen; die Zellausbeuten betrugen 0,5—
1 g/l. Zum Aufschiuf wurden die Zellen in der doppelten Menge
Puffer suspendiert und beschallt (4 x 30 s mit jeweils 30 s Pause). Die
aufgeschiossenen Zellen wurden 30 min bei 15000 g zenirifugiert.
Der Uberstand wurde im Enzymansatz verwendet.

Enzymansatz. Der Reaktionsansatz enthielt 2 ml 0,02 M Tris/HCL-
Puffer pH 8, 0,5 uM Substrat und 50—100 pl Rohextrakt. Ge-
messen wurde in Quarzcuvetten mit 1 cm Schichtdicke.

Die Brenzkatechin-1,2-oxygenase wurde nachgewiesen durch
Messen der Absorptionszunahme bei 260 nm. Der Nachweis der
Protocatechusdure-4,5-oxygenase erfolgte durch Messen der Ab-
sorptionszunahme bei 410 nm, dem Maximum des a-Hydroxy-
y-carboxymuconsiuresemialdehyds.

ERGEBNISSE

Abbau der 4-Chlorbenzoesdure
durch den Arthrobacter-Wildstamm

In Vorversuchen wurde das Wachstum auf verschiede-
nen C-Quellen untersucht.

1. Wachstum auf Chlorbenzoesduren: 2-Chlor-
benzoesdure negativ, 3-Chlorbenzoesiure negativ,
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Abb. 1. Wachstum des Arthrobacter-Stammes auf 4-Chlorbenzoe-
siure (A) und 4-Hydroxybenzoesiure (O). Abnahme der 4-Chlor-
benzoesiure (A) und 4-Hydroxybenzoesdure (@). Konzentration
der C-Quelle jeweils 200 mg/1

3,5-Dichlorbenzoesdure negativ, 4-Chlorbenzoesiure
sehr gut. 2. Wachstum auf Hydroxybenzoesauren:
3-Hydroxybenzoesdure schwach, 4-Hydroxybenzoe-
sdure sehr gut, 3,4-Dihydroxybenzoesiure gut, 3,5-
Dihydroxybenzoesiure negativ. 3. Wachstum auf Ben-
zoesdure: sehr gut, trans,trans-Muconséure negativ,
3-Chlor-4-hydroxybenzoesiure negativ.

Abbildung 1 zeigt das Wachstum des Arthrobacter-
Stammes auf 4-Chlorbenzoesdure und 4-Hydroxy-
benzoesiure und dazu die Abnahme dieser Verbin-
dungen.

Das Kulturmedium fiir die Abbauversuche setzte
sich aus dem Mineralsalzmedium und 200 mg 4-
Chlorbenzoesaure pro Liter zusammen.

Nach einer Inkubation von etwa 24 h konnte 4-
Hydroxybenzoesiure diinnschichtchromatographisch
gut, Protocatechusiure in Spuren nachgewiesen wer-
den. Nach 3 Tagen war die 4-Chlorbenzoesiure voll-
standig verschwunden. Wihrend der Inkubation sank
der pH-Wert des Mediums von pH 6,9 auf pH 6,6.

Isolierung von 4-Hydroxybenzoesdure

Eine 800-m!-Kultur mit 4-Chlorbenzoesdure als C-
Quelle wurde 24 h inkubiert und anschlieBend auf-
gearbeitet. Die Auftrennung des Substanzgemisches
erfolgte sdulenchromatographisch durch Gelfiltra-
tion. Von den Fraktionen wurden UV-Spektren auf-
genommen,

Die 4-Hydroxybenzoesiure-Frakiion war noch
durch 4-Chlorbenzoesiure verunreinigt. Die Frak-
tionen wurden vereinigt, eingeengt und Uiber die ganze
Breite einer priaparativen Diinnschichtplatte aufgetra-
gen. Die Trennung erfolgte im Laufmittelsystem A.

Die Bande der 4-Hydroxybenzoesdure wurde im
UV-Licht markiert und der Kieselgelstreifen heraus-
gekratzt. Die Substanz wurde mit Ather extrahiert
und nach dessen Verdunsten kristallin erhalten.

¢/o C-QUELLE



S. Ruisinger et al.: Abbau der 4-Chlorbenzoesdure durch eine Arthrobacter-Species 255

Identifizierung

Authentische 4-Hydroxybenzoesdure: Fp. 211°C. UV-
Spektrum (in Athanol): Amax 255 nm; Phenolatver-
schiebung (in Wasser): pH 1 Amax 255nm, pH 10
Amax 280 nm. Dinnschichtchromatographie: System
B: Rf 0,76, System C: Ry 0,15. Isolierte Substanz:
Fp. 209° C. Mischschmelzpunkt 210° C. UV-Spektrum
(in Athanol): Amax 255 nm; Phenolatverschiebung
(in Wasser): pH 1 Apay 255 nm, pH 10 Amax 280 nm.
Diinnschichtchromatographie: System B: R¢ 0,76, Sy-
stem C: R; 0,15,

Die IR-Spektren von isolierter und authentischer
Substanz waren identisch.

Isolierung von Protocatechusdiure

Das Minimalmedium zu diesen Versuchen ent-
hielt 1g 4-Hydroxybenzoesdure pro Liter als C-
Quelle.

Eine 400-ml-Kultur wurde 24 h inkubiert. Die
Substanzen wurden durch Gelfiltration getrennt und
die Fraktionen durch UV-Spektren identifiziert.

Die noch durch 4-Hydroxybenzoesdure verunrei-
nigten Fraktionen der Protocatechusiure wurden
vereinigt, eingeengt und nochmals auf die Siule ge-
geben.

Identifizierung

Authentische Protocatechusaure: Fp. 198°C. UV-
Spektrum in Athanol: Amx 259 nm, 295 nm; in Was-
set pH 7! Amax 250 nm, 290 nm. Diinnschichtchro-
matographie: System B: R¢ 0,64. Isolierte Substanz:
Fp. 194°C. Mischschmelzpunkt 196° C. UV-Spektrum
in Athanol: Ame 259 nm, 295 nm; in Wasser pH 7:
Amax 250 nm, 290 nm. Dunnschichtchromatographie:
System B: R¢ 0,64.

Die IR-Spektren von isolierter und authentischer
Substanz waren identisch.

Protocatechusiure konnte sowohl aus 4-Hydroxy-
benzoesdure-Kulturen als auch aus 4-Chlorbenzoe-
sdure-Kulturen isoliert werden.

Isolierung von cis, cis-Muconsdure

Mehrere 400-ml-Kulturen mit Benzoesidure als C-
Quelle (1 g/) wurden zwischen 1 und 6 Tagen in-
kubiert.

Idenrifizierung

Cis,cis-Muconsdure (Literatur): Fp. 187°C. UV-
Spektrum in Athanol: Ag.x 262 nm; in Wasser pH 7:
Amax 257 nm. Isolierte cis, cis-Muconsiure: Fp. 184°C.

UV-Spektrum in Athanol: Ams, 262 nm; in Wasser
pH 7: Apax 257 nm. Dinnschichtchromatographie:
System B: R; 0,7, System C: R 0,2,

Die TR-Spektren von isolierter und authentischer
Substanz waren identisch.

Die Aufspaltung des aromatischen Ringes

Die Frage, wie der weitere Abbau des aromatischen
Ringes erfolgt, wurde durch den Nachweis der ring-
spaltenden Enzyme und ihrer Reaktionsprodukte im
zellfreien Extrakt gekldrt.

Wurden die Zellen auf 4-Chiorbenzoesdure oder
4-Hydroxybenzoesdure gezlichtet, liel sich im Roh-
extrakt mit Protocatechusiure als Substrat die Proto-
catechusiure-4,5-oxygenase durch die Bildung von
a-Hydroxy-y-carboxymuconsduresemialdehyd nach-
weisen. Der Reaktionsansatz farbte sich innerhalb
von 3 min griinlich-gelb, das UV-Spektrum der ge-
bildeten Verbindung zeigte ein Maximum bei 411 nm.
Protocatechusdure wird also ,,meta‘ gespalten. Brenz-
katechin wurde von diesen Extrakten nicht um-
gesetzt.

Wurden die Zellen auf Benzoesdure geziichtet,
lieB sich nur die Brenzkatechin-1,2-oxygenase nach-
weisen, Protocatechusdure dagegen wurde nicht um-
gesetzt. Die Rothera-Reaktion (Ottow u. Zolg, 1974)
auf B-Ketoadipinsdure verlief positiv. Die Spaltung
von Brenzkatechin verlduft also nach dem ortho-
Mechanismus, wie auch das Auffinden von cis,cis-
Muconsaure im Medium beim Wachstum auf Benzoe-
sdure zeigt.

Extrakte aus Zellen, die auf Glucose geziichtet
worden waren, setzten weder Brenzkatechin noch
Protocatechusdure um.

DISKUSSION

Aus den bisherigen Veréffentlichungen kann man ent-
nchmen, daBl die Abspaltung des Halogens bei aro-
matischen Verbindungen — wenn iiberhaupt — erst
nach der Ringspaltung erfolgt. So baut eine Pseudo-
monas sp. 4-Fluorbenzoesiure iiber 4-Fluorbrenzkate-
chin zu 3-Fluormuconsdure ab (Harper u. Blakley,
1971). 2-Fluorbenzoesiure wird entsprechend iiber 3-
Fluorbrenzkatechin in 2-Fluormuconséure umgewan-
delt (Goldman et al., 1967). Durch Pseudomonas
fluorescens entstehen aus 3-Chlorbenzoesiure die in
gleicher Menge gebildeten 3-Chlor- und 4-Chlor-
brenzkatechine, aus denen 2-Chlor- und 3-Chlor-
muconsdure gebildet werden (Dorn et al., 1974).

Fiir 3-Chlorbenzoesdure ist aber auch schon die
direkte Substitution am aromatischen Ring durch eine
Hydroxylgruppe beschrieben worden. Eine Pseudo-
monas sp. bildet aus 3-Chlorbenzoesiiure 3-Hydroxy-
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benzoesdure und 3,6-Dihydroxybenzoesdure (John-
ston et al., 1972). Auch bei dem hier geschilderten Ab-
bau von 4-Chlorbenzoesdure durch Arthrobacter er-
folgt ein direkter Austausch von Chlor durch eine
Hydroxylgruppe. Die beschriebene Arthrobacter-Spe-
cles kann offensichtlich nur auf 4-Chlorbenzoesdure
wachsen und andere Chlorbenzoesduren nicht ver-
werten. Da auch 3-Chlor-4-hydroxybenzoesdure nicht
metabolisiert wird, scheidet ein NIH-shift beim Ab-
bauvorgang aus (Daly et al., 1972). Es ist bisher nicht
bekannt, ob die Fahigkeit zur direkten Eliminierung
des Halogens aus Halogenbenzoesduren in der Natur
selten vorkommt oder weit verbreitet ist. Da die
direkte Eliminierung zu einer ‘schnellen Entgiftung
filhrt, ist es aber wichtig, diese Frage zu klaren. In
diesem Zusammenhang wire anch die Untersuchung
des Mechanismus der Substitution von Halogen durch
Hydroxyl von besonderer Bedeutung. Der weitere
Abbau der 4-Hydroxybenzoesdure geschieht bei die-
sem Organismus iiber Protocatechusdure und eine an-
schlieBende Spaltung nach ,,meta*. Ziichtet man den
Organismus dagegen auf Benzoesdure, dann erfolgt
der Abbau dieser Verbindung auf dem ortho-Spal-
tungsweg. Vermutlich besitzt die Arthrobater-Species
dhnlich wie Pseudomonas putida (arvilla) mt-2 (Wil-
liams et al., 1974) sowohl den vollstindigen ortho- als
auch den meta-Abbauweg, wobei je nach Wachs-
tumssubstrat der eine oder der andere Weg beschritten
wird.
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