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Five different strains of bacteria ultilizing antipyrine as sole source of carbon were isolated from
soil. It was shown by morphological and physiological examinations, that the new isolates are
closely related to strains selected with the herbicide chloridazon. All of these bacteria are charac-
terized by special features and cannot be classified according to Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology.

Part of the strains which were selected with antipyrine not only grow with antipyrine but also
with chloridazon. The others cannot be grown on chloridazon. However, resting cells of the latter
group convert chloridazon to its catechol derivative (5-amino-4-chloro-2(2,3-dihydroxyphenyl)-
3(2H) -pyridazinone). In these bacteria a catechol-2,3-dioxygenase (catechol: oxygen 2,3-oxido-
reductase, EC 1.13.11.2) was found which readily catalyzes the cleavage of the catechol derivative
of antipyrine (2,3-dimethyl-1-(2,3-dihydroxyphenyl)-pyrazolone(5)). The enzyme shows only slight

activity with the corresponding derivative of chloridazon.

Aus Bodenproben sehr verschiedener Klima-
gebiete [1—3] konnten Bakterien isoliert werden,
die mit Chloridazon, dem Wirkstoff des riibenselekti-
ven Herbizids Pyramin®, als einziger Kohlenstoff-
quelle wachsen konnen. Beim Wachstum wird der
Benzolteil dieser Verbindung abgebaut und als Koh-
lenstoffquelle verwendet [4—6]. Diese Bakterien
(auBer einem Stamm, der aus nordamerikanischer
Erde isoliert wurde) konnen in entsprechender
Weise auch den Benzolteil des Antipyrins verwerten
und so mit Antipyrin wachsen [7].

Alle diese Bakterienstimme erwiesen sich unter-
einander als sehr dhnlich, waren aber taxonomisch
noch nicht einzuordnen. In diesem Zusammenhang
war es fiir uns von Interesse, anstelle von Chlorida-
zon als Selektionsmittel Antipyrin einzusetzen und
so direkt nach Bakterien mit der Fahigkeit zum
Antipyrinabbau zu suchen. Dabei sollte vor allem
gepriift werden, ob hierbei wiederum die gleichen
Bakterien angereichert werden.

Uber die Ergebnisse wird im folgenden berichtet.

Material und Methoden

Kulturmedien

Minimalmedium (Mineralsalzmedium) : KH,PO,
0,875 g, K,HPO, 0,125g, MgSO,x7H,0 0,5¢,
NaCl 0,1 g, CaCl, x 6 H,O 0,1 g, (NH4),S04 1,0 g,

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. F. Lingens, Institut
fiir Mikrobiologie der Universitit Hohenheim, Garbenstr. 30,
D-7000 Stuttgart 70.

H;BO; 0,5 mg, CuSO, x 5 H,O 0,04 mg, KJ 0,1 mg,
FeCl; x 6 H,0 0,2 mg, MnSO,x4H,0 0,4 mg,
ZnSO4 x 7H,0 0,4 mg, (NHy)¢Mo,0,4 x 4 H,0 0,2
mg, Vitamin B, 0,03 mg, deionisiertes Wasser
1000 ml. Das Medium wurde mit 1N NaOH auf
einen pH-Wert zwischen 6,8 —7,0 eingestellt. Dem
Mineralsalzmedium wurde die jeweilige Kohlenstoff-
quelle in Konzentrationen zwischen 0,05% bis 0,1%
zugesetzt.

Komplettmedium A: Yeast Extract 5g, Nutrient
broth Difco 10g, NaCl 5g, deionisiertes Wasser
1000 ml. Komplettmedium B: Yeast Extract 1 g,
Pepton 1 g, deionisiertes Wasser 1000 ml. Zur Her-
stellung von Agarplatten wurde den Medien 1,5%
Agar (Difco) zugesetzt. Samtliche Medien wurden
20 min bei 121 °C sterilisiert; hitzelabile Substan-
zen wurden aseptisch zugesetzt.

Anreicherung und Isolierung der Bakterienstimme

300 g Erde wurde in einem Plastikblumentopf mit
300 mg Antipyrin vermischt und bei 30 °C mit de-
ionisiertem Wasser feucht gehalten. Nach einer Inku-
bationszeit von 6 Monaten wurden 5g Erde in 100 ml
Mineralsalzmedium, das 50 mg Antipyrin enthielt,
auf einer Schiittelmaschine bei 30 °C inkubiert. Nach
etwa 5 Transfers, die zuletzt in immer kiirzeren Ab-
stinden durchgefithrt werden konnten, wurde die
Zellsuspension auf Agarplatten ausgestrichen, die
wiederum als einzige Kohlenstofiquelle Antipyrin
enthielten. Durch mehrmaliges Uberimpfen von Ein-
zelkolonien wurden die Stamme in Reinkultur ge-

bracht.
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Kultivierung der Stamme

Alle Staimme wurden wochentlich auf Antipyrin-
Mineralsalzagar iiberimpft, 3 Tage bei 30 °C inku-
biert und dann bei Zimmertemperatur aufbewahrt.

Uberpriifung auf Kontaminationen

Da sidmtliche bisher iiber Chloridazon oder Anti-
pyrin selektionierten Bakterienstimme nicht auf dem
oben angegebenen Komplettmedium A wachsen,
kann durch einen Ausstrich auf dieses Medium die
Reinheit eines Stammes tiberpriift werden. Kontami-
nanten wachsen normalerweise auf diesem Komplett-
medium und konnen so auf einfache Weise erkannt
werden.

Antibiotika-Empfindlichkeit

Die Stimme wurden auf Antipyrin-Mineralsalz-
agar ausplattiert und bei 30 °C vorinkubiert. Nach
12 Stunden wurden mit verschiedenen Antibiotika
getrinkte Multodisk- und Einzelplattchen der Firma
Oxoid, London, aufgelegt. Nach 4 Tagen wurden
die Durchmesser der Hemmhofe gemessen und ver-

glichen.

Enzymtest

Die Aktivitit der Metapyrocatechase wurde be-
stimmt, indem das nicht verbrauchte Substrat mit
Nitrit-Molybdat-Reagenz [8] umgesetzt und die Ex-
tinktion des entstehenden, rot gefidrbten Reaktions-
produkts spektrophotometrisch gemessen wurde.

Durchfithrung: 10—100 u«l Enzymlésung wer-
den mit 10 ul 0,005 M (NH,),Fe(SO,), und
0,01 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 ad 300 ul
5 min vorinkubiert. Dann werden 200 «l 1073 M
Substratlosung zugesetzt. Nach einer Inkubations-
zeit von 5 min bei 30°C wird die Reaktion
durch Zugabe von 0,5ml 0,5~ HCI unterbrochen.
Dann werden 0,5ml Nitrit-Molybdat-Reagenz und
0,5ml 1 N NaOH zugegeben und der rot gefirbte
Komplex bei 512 nm gemessen.

Diinnschichtchromatographie

Diinnschichtchromatographische ~ Untersuchungen
wurden auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F5,
(Schichtdicke 0,25 mm auf Glas) der Merck AG,
Darmstadt, durchgefiihrt. Laufmittelsystem fiir den
Nachweis des Brenzkatechinderivats des Chlorida-
zons: Benzol/Athanol/Aceton 9:2:1 (v/v). Lauf-
mittelsystem fiir den Nachweis des Antipyrin-Hetero-
cyclus: Essigester/Benzol/Tridthylamin 90 : 10 : 3
(v/v).
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Ergebnisse

Isolierung der Stimme

Es wurden 13 verschiedene Bodenproben mit
Antipyrin inkubiert; aus 5 Proben wurde je 1 Bak-
terienstamm in Reinkultur isoliert. Die Stimme Ag
und A,;, wurden aus Komposterde (Botanischer
Garten, Stuttgart-Hohenheim), die Stamme A,, und
A,; aus einer schlammbhaltigen Erde eines Bach-
randes (Bad Wimpfen) und der Stamm A;; aus
Walderde (Bad Wimpfen) isoliert.

Charakterisierung der Staimme

Alle Stamme wachsen langsam und bilden auf
Antipyrin-Mineralsalzagar erst innerhalb von 2 -3
Wochen Kolonien mit einem Durchmesser von 1 — 2
mm aus. Diese sind rund, ganzrandig, schwach kon-
vex und wei}. Stamm A, bildet cremige, gldnzende
Kolonien, wihrend die anderen Stimme feste, trok-
kene, matte Kolonien ausbilden.

Morphologisch zeigen die Stimme Ag und A, das
fir Chloridazon-abbauende * Bakterien typische
Bild [2, 3]. Sie bilden kokkoide Formen bis Kurz-
stabchen aus (0,7 x1,0—-1,0x1,8 ), die einzeln
und in Paaren auftreten und — besonders bei
Stamm A;, — auch kurzgliedrige Ketten bilden.
Vereinzelt konnen auch Stibchen (bzw. Filamente)
von unterschiedlicher Lange und Dicke auftreten.
Selten sind eiférmige oder kugelige Cysten zu sehen.

Im Unterschied zu dem oben beschriebenen mor-
phologischen Bild bestehen die Stdmme Ay, Ajg
und A, nur aus kokkoiden Formen, die kleiner
sind (Durchmesser etwa 0,7 um) als bei den iibri-
gen Stammen und meistens in Klumpen vorliegen.
Bei allen 5 Stammen sind Gram- und Ziehl-Neelsen-
Férbung negativ. Das Wachstum ist aerob. Das Tem-
peraturoptimum liegt bei 30 °C. N, wird nicht
fixiert. Cytochromoxidase: bei allen Stammen
schwach positiv. Katalase: positiv bei den Stammen
Ag und A,,, schwach positiv bei den Stimmen A,,,
A5 und A,,. Die Stimme A4, A;5 und A,, benoti-
gen Vitamin B,, als Wachstumsfaktor, wahrend die
Stamme Ay und A;; Vitamin B,, selbst synthetisie-
ren.

Alle Stdmme wachsen nicht auf normal konzen-
trierten Komplettmedien. Das unter Material und
Methoden angegebene Komplettmedium A wirkt ge-
radezu hemmend auf das Wachstum der Stdmme.

* In fritheren Veroffentlichungen ,Pyrazon-abbauende

Bakterien“ genannt.
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Deshalb erwies sich dieses Medium als sehr geeignet
fiir eine Uberpriifung auf Kontaminationen: Streicht
man die Stimme auf Agarplatten mit diesem Kom-
plettmedium aus und es tritt Wachstum auf, dann
liegt mit Sicherheit eine Kontamination vor. Nur
auf sehr stark verdiinnten Komplettmedien (z.B.
Komplettmedium B) kommt es nach etwa einer
Woche zu geringem Wachstum. Zur Gewinnung von
Zellmasse oder zur fortlaufenden Kultivierung die-
ser Stdimme (z.B. in Stammsammlungen) sind
Komplettmedien aber nicht geeignet.

Einfache, definierte Verbindungen wie Zucker,
Alkohole, Aminosduren (aufler L-Phenylalanin),
Mono- und Dicarbonsduren werden entweder gar
nicht oder nur in ganz geringem Umfang als Koh-
lenstoffquellen genutzt.

Nur auf bestimmten aromatischen Verbindungen
lassen sich diese Bakterien mit guter Zellausbeute
ziichten. So wachsen die Staimme Ay und A, auf
Antipyrin, Chloridazon, Aminoantipyrin, Phenyl-
essigsdure und (mit einer lag-Phase von 2 —4 Wo-
chen) auf r-Phenylalanin. Die Stimme A;;, A3
und Ay, wachsen auf Antipyrin, Aminoantipyrin,
Pyramidon und L-Phenylalanin (mit einer lag-Phase
von beinahe 5 Wochen), aber nicht auf Chloridazon
und Phenylessigsdure.

Im Gegensatz zu Antipyrin und strukturanalogen
Verbindungen wird L-Phenylalanin von den Bakte-
rien nicht nur als Kohlenstoffquelle, sondern auch
als Stickstoffquelle genutzt.

Analog zu den bisher beschriebenen Abbau-
schemata [4, 7] wird auch von allen 5 neu isolier-
ten Stammen nur der Benzolteil des Antipyrins ver-
wertet. Der Heterocyclus des Antipyrins [2,3-Di-
methylpyrazolon(5)] wird im Medium akkumuliert
und nicht weiter abgebaut. Samtliche Stimme sind
osmotisch empfindlich, d.h., sie wachsen nicht in
einem Minimalmedium, das eine Salzkonzentration
>1,2% enthilt (Substratkonzentration 0,1%).

Im Antibiogramm sind alle 5 Stamme sensitiv
gegeniiber Ampicillin (10 ug), Tetracyclin (10 ug),
Chloramphenicol (10 ug), Streptomycin (25 ug),
Kanamycin (5 1g), Neomycin (10 x#g) und Bacitra-
cin (10 ug); alle Stimme sind resistent gegeniiber
Erythromycin (10 ug), Cloxacillin (5 ug), Methicil-
lin (10 ug), Colistinsulfat (10 ug), Fusidinsaure
(10 ug), Cephaloridin (5 ug), Lincomycin (2 ug)
und Sulfafurazol (100 ug). Nur bei zwei der unter-
suchten Antibiotika ergaben sich unterschiedliche
Ergebnisse: gegentiber Penicillin (10 Einheiten) ist
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nur Stamm A,, sensitiv, gegeniiber Novobiocin
(5 ug) ist nur Stamm Ag sensitiv, die anderen
Stamme sind jeweils resistent.

Akkumulation des Brenzkatechinderivats des

Chloridazons

Obwohl die Stimme A;;, A;3 und A;; Chlorida-
zon nicht abbauen, so ist doch in Chloridazon-Mine-
ralsalzmedium ein geringfiigiges Wachstum zu be-
obachten, das von einer Dunkelfarbung des Mediums
begleitet wird. Da diese Braun-Schwarzfiarbung auf
phenolische Hydroxylgruppen schlieflen liell, wurde
mit Nitrit-Molybdat-Reagenz [8] auf ein Brenz-
katechinderivat gepriift. Der Test verlief bei allen
3 Stammen positiv.

Diinnschichtchromatographisch konnte das Brenz-
katechinderivat des Chloridazons [5-Amino-4-chlor-
2(2,3-dihydroxyphenyl)-3(2H)-pyridazinon] im Ver-
gleich mit der authentischen Substanz nachgewiesen
werden. Dieser Befund legte die Vermutung nahe,
dall das Unvermogen der Stamme Ay, Aj3 und Ay
auf Chloridazon zu wachsen, auf eine Verdnderung
der Metapyrocatechase (Catechol: oxygen 2,3-oxido-
reductase, EC 1.13.11.2) [9] gegeniiber den ande-
ren Chloridazon-abbauenden Bakterien zuriickzufiih-
ren ist. Daher wurden die Substratspezifititen der
Metapyrocatechasen aus Chloridazon-abbauenden
Bakterien (Stamm E) und aus Antipyrin-abbauen-
den Bakterien (Stamm A;;) miteinander verglichen.

Wie Tab. I zeigt, spaltet die Metapyrocatechase
aus Chloridazon-abbauenden Bakterien das Brenz-
katechinderivat des Chloridazons nur wenig schlech-
ter als das Brenzkatechinderivat des Antipyrins. Da-
gegen spaltet die Metapyrocatechase aus Antipyrin-
abbauenden Bakterien das Derivat des Chloridazons



H. Blecher et al. - Isolierung Antipyrin-abbauender Bakterien

Tab. I. Substratspezifitit der Metapyrocatechase aus Chlori-
dazon-abbauenden Bakterien (Stamm E) im Vergleich zur

Metapyrocatechase aus Antipyrin-abbauenden Bakterien
(Stamm Aj).

Substrat Stamm E Stamm A,
2,3-Dimethyl-1-(2,3-dihydroxy-

phenyl)) -pyrazolon (5) 100% 100%
5-Amino-4-chlor-2- (2,3-dihydroxy-

phenyl) -3 (2H) -pyridazinon 64,3% 7,2%

sehr viel schlechter als das Derivat des Antipyrins.
Diese Ergebnisse erkldaren, warum die Chloridazon-
abbauenden Bakterien sowohl auf Chloridazon als
auch auf Antipyrin wachsen, wihrend die Stimme
Ay, Aj3 und A, nur auf Antipyrin wachsen. Die-
ser enzymatische Block 1aft sich zur Herstellung
groBlerer Mengen des Brenzkatechinderivats des
Chloridazons ausniitzen: In einem 10 1-Fermentor
(1 g Antipyrin/l) wird der Stamm A, geziichtet, ab-
zentrifugiert, gewaschen und unter ,resting cells“-
Bedingungen in 11 Chloridazon-Mineralsalzmedium
(1 g Chloridazon/l) inkubiert. Etwa 40% der ein-
gesetzten Chloridazonmenge wird innerhalb von 12
Stunden in das entsprechende Brenzkatechinderivat
umgewandelt.

Diskussion

Aus verschiedenen Erdproben konnten 5 Bak-
terienstimme isoliert werden, die mit Antipyrin als
einziger Kohlenstoffquelle wachsen. Diese Stamme
sind untereinander sehr dhnlich; bei allen morpho-
logischen und physiologischen Untersuchungen ergab
sich auch eine weitgehende Ubereinstimmung mit
den Stammen, die bisher iiber Chloridazon selek-
tioniert worden waren. Das bedeutet, dal man die
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sogenannten ,,Chloridazon-abbauenden“ Bakterien
genauso gut mit der strukturanalogen Verbindung
Antipyrin isolieren kann. Drei der so mit Antipyrin
selektionierten Stimme wachsen zwar nicht auf Pyra-
zon; nach den bisherigen Untersuchungen beruht
dieser Unterschied aber nur auf der Verdnderung
eines einzigen Enzyms, so dafl sich auch diese
Stimme nicht grundsitzlich von den iibrigen Chlo-
ridazon-abbauenden Bakterien unterscheiden.

Wir nehmen an, daB es sich bei diesen Bakterien
um eine noch nicht beschriebene, neue Gattung han-
delt, denn die Stimme lassen sich nicht mit Hilfe von
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology [10]
einordnen. Dies ist leicht dadurch zu erklaren, dafl
diese Bakterien mit den in der Mikrobiologie iib-
licherweise verwendeten Nahrboden iiberhaupt nicht
erfalit werden konnen und bisher ausschlieBlich mit
Chloridazon oder Antipyrin aus Erde selektioniert
werden konnten. Dieses Bakterium scheint aller-
dings ubiquitdr verbreitet zu sein, denn es wurde
bereits aus Erdproben von 3 verschiedenen Erdtei-
len isoliert. Dabei spielt es keine Rolle, ob der Bo-
den vorher je mit Antipyrin oder Chloridazon be-
handelt wurde. Es stellt sich damit die Frage, welche
Verbindungen dieses Bakterium an seinem natiir-
lichen Standort als Kohlenstofiquelle verwertet.
Eventuell handelt es sich um Phenylalanin und seine
Abbauprodukte. Diese Verbindungen sind neben
Chloridazon und Antipyrin bisher die einzigen be-
kannten Substrate, auf denen diese Bakterien ge-
ziichtet werden konnen.
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