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Corynebacterium fascians INMI KIS-1 cannot utilise 4-fluorobenzoic acid since one
of the enzyme activities is absent at the terminal steps of 4-FBA preparatory metabolism.
Up to 95% of the fluoride is split off in the course of 4-FBA transformation. The quan-
tity of 4-carboxymethylene butenclide and maleylacetate accumulated in the medium in
the process of 4-FBA transformation by C. fascians INMI KIS-1 corresponds, in stoxchxo-
metrical terms, to the amount of added 4-FBA. This value is far lower (26%) in a
C. fascians INMI KIS-9 mutant capable of 4-FBA utilization.

Therefore, C. fascians adaptation to 4-FBA should be attributed to the fact that one
of the enzyme actwmes at the terminal steps of 4-FBA preparatory metabolism (maleyl-
acetate reductase) either appears or noticeably rises.

Die Anfangsreaktionen des Umsatzes von Fluorbenzoesduren
durch Bakterien werden in der Regel durch Enzyme des Benzoe-
sdure-Metabolismus katalysiert (BS) /9, 12/. Fluorbenzoe-
sduren (FBS) sind gewShnlich auch Indikatoren fir eine Bio-
synthese dieser Enzyme /8, 10/. Diese Fakten lassen sich
durch die Zhnlichkeit der Abmessungen der Wasserstoff- und
Fluor-Atome erkldren, d.h. durch die Zhnlichkeit in der

Struktur der BS und der Fluorbenzoesiuren /11/. Man diirfte




deshalb erwarten, daB BS-verwertungsfdhige Mikroorganismen
auch Fluorbenzoesduren verwerten. Festgestellt wurde jedoch,
daBR sclche Mikroorganismen zu mehr oder weniger vollstdndigen
Transformation fdhig sind, jedoch nicht zur Verwertung der
Fluorbenzoesduren /6, 10/. Dies wurde auf die Ansammlung von
toxischen Verbindungen wdhrend der Transformation der Fluor-
benzoesduren zurlickgefiihrt, was zur Inaktivierung einzelner
Enzyme flhrt /7, 16/.

Gleichzeitig haben wir Informationen, daB man ilber Anreiche-
rungskulturen cder durch experimentelles Adaptieren Stdmme

von Mikroorganismen erzeugen kann, die die einen oder anderen
Fluorbenzoesduren verwerten /3, 9, 13/. Um die direkten Ur-
sachen flr das Auftreten solcher Mikroorganismen in der Natur
herauszufinden, muB der Wissenschaftler neben dem adaptierten
Stamm auch den urspringlichen Stamm besitzen, der die unnatiir-
lichen Verbindungen nicht verwerten kann.

Im vorliegenden Bericht werden die Ergebnisse einer verglei-
chenden Untersuchung der Besonderheiten bei der Transformation
von 4-~Flucrbenzoesdure (4-FBS) durch den ursprilinglichen Stamm
Corynebacterium fascians INMI KIS~-1 und die Mutante C. fas-
cians INMI KIS-9 mitgeteilt. Die Mutante ist gegeniiber 4-FBS
verwertungsfihig, gegeniber BS jedoch nicht mehr /1/.

Ziel der vorliiegenden Arbeit ist die Aufklidrung der Ursachen

fir das ausbleibende Wachstum des urspringlichen Stammes in

einem Medium mit 4-FBS.

Gegenstand und Verfahren der Untersuchung

Die Abtrennunc des urspriinglichen (INMI KIS-1) und des adap-
tierten Stammes (INMI KIS-9) von C. fascians, die Zusammen-
setzung des Mediums und die Kultivierungsbedingungen sind
bereits beschrieken /1/.

Zur Oxidation von 4-FBS beli Umsatzversuchen mit Ruhezellen
des urspriinglichen und des adaptierten Stammes und zur Aus-
scheidung der Zwischenprodukte des Katabolismus wurden Zellen
benutzt, die in einem Medium mit 0,05 % BS oder 0,2 % Bern-
steinsdure als Kohlenstoffquelle gezlichtet wurden. Die Zellen
wurden in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet, mit
0,05 M Kaliumphosphat-Puffer (pH-Wert 7,1) gewaschen und in
demselben Puffer resuspendiert. Der Zellengehalt betrug 1 - 4
mg/ml (umgerechhet auf trockene Biomasse). Der Zellsuspension
wurde das aromatische Untersuchungssubstrat zugegeben und es
wurde in Erlenmeyer-Kolben aerob (im Schiittelapparat) bei 28
inkubiert.
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Die 4-FBS~Transformationsprodukte wurden nach dem Entfernen
der Zellen und nach derm Ansduern mit 1 N HClO4 auf pH 2 - 2,2

; o}
durch peroxidfreien Schwefeldther kalt extrahiert (0 - 27).
Die Atherextrakte wurden mit wasserfreiem NaZSO4 getrocknet,

auf ein geringes Volumen vakuumverdampft und spektrometrisch
sowie chromatographisch analysiert.

Die Diinnschichtchromatographie der Metaboliten wurde an "Silu-
fol UF-254"-Platten ("Kavalier", C&SR) durchgefiihrt, und zwar
an den Systemen: a) Chloroform - Essigsdure (4:1); b) Chloro-
form - Athylacetat - Ameisensdure (100:20:5). Zum Entwickeln

wurde diazotierte Sulfanilsdure (0,5 %2ige Losung in 10 %
Na2C03), 3 %ige Bromkresolgriinldsung in 80 %igem Methanol

(fir die S&duren), Kaliumpermanganat und UV-Licht (flir die un-
gesdttigten Verbindungern), 1%ige Nitroprussidnatriuml&sung
in 1 N NaOH in 50 %igem Athanol (fir die Lactone) benutzt.

BS und 4-FBS wurden Jje nach Verdnderung der Extinktion bei
Amay bestimmt, wobei der molare Extinktionskoeffizient &
gleich 8650 bei BS und gleich 8110 bei 4-FBS war. Die UV~
Spektren der Verbindungen wurden am Spektrophotometer "Spe-
kord M40" (DDR) aufgenommen.

4-Fluorbrenzkatechin (4-FBK) als Zwischenprodukt des Katabo-
lismus der 4-FBS wurde bei einer von uns gewonnenen Mutante
von C. fascians festgestellt, die in der Brenzkatechin-Dioxi-
genase defekt war, jedoch weiter fihig blieb zu induzierter
Synthese der BS-Dioxigenase. Die Kulturen wurden auf einem
Medium mit 0,2 % Bernsteinsdure gezilichtet, Zellsuspensionen
wurden hergestellt (siehe oben) und unter geeigneten Bedingun-
gen mit 0,025 % 4-FBS inkubiert. Das 4-FBS-Oxidationsprodukt
wurde nach dem Entfernen der Zellen durch Didthylither bei
neutralem pH-Wert extrahiert. Der Atherextrakt wurde mit was-
serfreiem.NaZSO4 getrocknet, bis auf ein geringes Volumen ein-

gedampft, und das Eluat wurde analysiert. Das abgeschiedene
4-FBK war chromatographisch rein (Am.=282 nm; Ather), Re im

System "a" - 0.6 und im System "b" -~ 0.44.

4-Carboxymethylenbutenolid wurde nach pridparativer Trennung
auf den "Siluphol"-Platten durch das Absorptionsspektrum in
UV und durch den Ubergang in Maleylessigsiure bei Laugebehand-
lung identifiziert (KOH, pH 13) /14/.

Zur Gewinnung einer Referenz der Maleylessigsiure wurde ein
Hefeextrakt von Candida tropicalis SD5 hergestellt, geziichtet
auf einem Medium mit Hydrochinon. Dieser Extrakt enthielt eine
aktive Dioxigenase, die die Intradiolspaltung des Oxyhydro-
chinons unter Bildung von Maleylessigsiure in st8chiometrischen
Mengen katalysierte /2/. Das Reaktionsgemisch mit 50 mM Kalium-
phosphat-Puffer pH 7,1, 2 mM Oxyhydrochinon (durch Sublimation
vakuumgereinigt) und Extrakt der Hefe (0,5 - 1,0 mg Protein/
/ml Reaktionsgemisch) wurde aerob bei 28~ C inkubiert. Wihrend
der Reaktion wurde die Zunahme der Extinktion bei 243 nm be-
obachtet. Bei AbschluB der Reaktion wurde das Protein durch
Ansduern mit 2 N HZSO4 auf pH 2,0 (kalt) ausgefdllt. Maleyl-



acetat ist eine duBerst instabile Verbindung. In widssrigen
Losungen zersetzt sie sich stark innerhalb einiger Tage auch
bei 2 - 47, Die Extraktion durch Didthyl&ther bei Zimmertem-
peratur oder durch einen ungenligend peroxidfreien Ather
fihrt zu vollstdndiger Zersetzung des Maleylacetats. Deshalb
wurden bei der Trennung die genannten Bedingungen beachtet.

3-Ketoadipinsdure wurde chromatographisch und in Reaktion
mit Nitroprussid bestimmt (Rotera-Test).

Die Enzymaktivitdten, die die genannten Schritte des 4-FBS-
Abbaus katalysieren, wurden in zellfreien Extrakten von C.
fascians nach Zerstdrung der Zellen im Ultraschalldesinte-
grator MSE 100W (England) bestimmt. Der Proteingehalt in den
Extrakten wurde mit der Biuret-Methode bestimmt.

Die 02~Absorption bei 4-FBS-Oxidation durch die Zellen wurde
im Warburg-Thermostat gemessen.
Zur Bestimmung der Fluor-Ionen wurden die Ionenselektions-

elektrode EF-6 (UdSSR) und der Ionenmesser OR-264/1 (Ungarn)
benutzt.

Versuchsergebnisse und Auswertung

Festgestellt wurde, daB C. fascians INMI KIS-1 4-FBS in Kon-
zentrationen von 0,02 - 0,05 % nicht als Kohlenstoffquelle
benutzt. Eine Inokulierung mit 108 Zellen/ml (0,05 mg Trocken-
biomasse) flhrt nur zu einer unwesentlichen 4-FBS-Konzentra-
tionsabnahme ohne Biomassenzunahme. Bei Zlichtung der Zellen
auf einem Substratgemisch (0,05 % BS + 0,05 % 4-FBS) wurde
villiges Verschwinden der BS und Umwandlung der 4-FBS in
nichtfluorhaltige Produkte beobachtet. Die Fluoridfreisetzung
betrug mindestens 95 %. Jedoch konnten wir keine starke Zu-
nahme der Biomasse beim Kultivieren auf dem Substratgemisch
gegenlber dem Wachstum auf BS als einziger Kohlenstoffquelle
feststellen (0,24 mg Trockenbiomasse/ml beim Substratgemisch

oe

in den genannten Konzentrationen gegeniilber 0,25 mg bei 0,05
BS) . Bei Aufzucht auf einem Gemisch aus Bernsteinsdure (0,7 %)
und 4-FBS (0,05 %) wurden folgende Ergebnisse erzielt: 0,37 mg
Trockenbiomasse/ml auf dem Substratgemisch und 0,38 mg/ml auf

0,17 % Bernsteinsiure.



Substratkonzentration,
jpg/ml

Abb. 1. Kinetik der BS- und 4-FBS-Umwand-
lung durch nichtinduzierte Zellen von C.
fascians (1) und durch Zellen, die auf BS
geziichtet wurden (2). Die Zellen wurden in
einem Medium mit O,2 % Bernsteinsdure bzw.
0,05 % BS gezlichtet, gewaschen und in Phos-
phatpuffer suspendiert. Die Zellkonzentra-
tion betrug 4 mg/ml (1) und 1,2 mg/ml (2)
je nach Gewicht der Trockenbiomasse.

a) 4-FBS; Db) BS.

Ausfihrungen zum Katabolismus bei C. fascians INMI KIS-1 sind
in /1/ enthalten. Das System der oxidativen BS~Umwandlung ist
induzierbar, wobei die Induktion sowohl in Gegenwart von BS
als auch von 4-FBS festzustellen ist. Die in einem Medium mit
BS gezilichteten Zellen oxidierten auch 4-FBS schnell, wobel die
Aktivitdt des Dioxygenasesystems der BS gegeniiber beiden Sub-
straten wesentlich grdBer war als beim Induzieren der BS- oder
4-FBS-Zellen. Mehrmaliges Zugeben von 4-FBS fllhrt zu einem
starken Abfall der Benzoatoxidationsaktivitdt der Zellen, wo-
hingegen die Aktivitdt der Zellen bei Zugabe von BS konstant
bleibt. Auch fihrt ein Zugeben von 4-FBS in ein Medium mit
Zellen des adaptierten Stammes (INMI KIS-9) nicht zu einer
Verdnderung der Oxidationsgeschwindigkeit des aromatischen
Substrets (Tab. 1). Die schnelle Abnahme der Oxidationsge-
schwindigkeit von 4-FBS bel wiederholter Zugabe an die Zellen
des urspriinglichen Stammes kann eine Folge der Labilitdt des
BS-Dioxygenasesystems sein, deren HOhe und Aktivitdt von einer
konstanten Zufuhr an Energie und Aufbaustoffen abhidngt. Offen-
sichtlick vollzieht sich die 4-FBS-Transformation durch Bil-

dung eines oder mehrerer Zwischenprodukte des Abbaus, die



nicht Bestandteile des zentralen Metabolismus sind und die der
Zelle nicht den notwendigen Kohlenstoff- und Energiebedarf flir
ein Funktionieren des induzierbaren BS-Dioxygenasesystems lie-
fern.

Tabelle 1
Abhdngigkeit der BS- und 4-FBS-Transfor-
mationsgeschwindigkeit von wiederholten

Substratzugaben an die Zellsuspensionen

Transformationeoeschw,d,Substrats, ud/h.mg Trocken-
Anzahl |ursprlinglicher Stamm adaptierter = bPlomasse
der Substrat
Substrat g
zugaben BS 4-FBS 4-FBS
1 - 23 25
tnach Induk-| (nach Induk-| (nach Induktion)
tion) tion)
2 14 27
-3 5 9 nicht gemesgen
4 46 2 24

Anmerkung: Die Zellen wurden in einem Medium mit
0,2 % Bernsteinsdure als Kohlenstoffquelle gezlich-
tet. Vorbereitung der Zellsuspensionen und Inkuba-
tionsbedingungen sind im Abschnitt "Verfahren® be-
schrieben. Das Substrat wurde in Portionen von 0,25
mg/ml dem Inkubationsgemisch zugegeben. Nach Auf-
brauchen des Substrats wurden die Zellen durch Zen-
trifugation geerntet, mit Phosphatpuffer gewaschen
und in dem gleichen Puffer mit einer neuen Sub~-
stratportion resuspendiert.

Die wahrscheinlichste Erkldrung flir die Unf&higkeit zur Ver-
wertung der 4~-FBS ist das Fehlen von einem oder mehreren En-
zymen des 4-FBS-Katabolismus im urspriinglichen Stamm und als
Folge dessen eine Anhdufung von entsprechenden Zwischenpro-
dukten in der Kulturflissigkeit. Zur Uberpriifung dieser An-
nahme entschlossen wir uns zu Umsatzversuchen mit Ruhezellen,
da der urspriingliche und der adaptierte Stamm unter physio-
logischen Bedingungen aufgrund ausbleibenden Wachstums des
urspringlichen Stammes mit der 4-FBS nicht zu vergleichen

waren. In Abb. 2 sind die Daten zur 4-FBS-Abnahme und zur An-



hiufung der Transformationsprodukte dargestellt. Vor allem ist

auf die Tatsache einer ausreichend vollstdndigen 4-FBS-Degrada-
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Abb. 2. A4-FBS-Transformation durch die Zellen des urspriing-
lichen (A) und des adaptierten Stammes (B) von C. fascians im
Umsatzversuch mit Ruhezellen. Die Stdmme wurden auf einem Me-
dium mit C,2 % Bernsteinsidure gezlichtet und 18 h lang mit 2,5
mM 4-FBS in Phogphatpuffer induziert. Die Zellen wurden in
Puffer mit 2,45 oM (bei A) und 2,65 mM (bei B) 4-FBS resuspen-
diert und bei 28° aerob inkubiert: A: 1) O h, 2) 1, 3) 2,

4) 4 h. B: 1) O h, 2) 1, 3) 5, 4) 3, 5) 2 h.



tion durch beide Stdmme hinzuweisen, begleitet von einer prak-
tisch vollstdndigen Abspaltung der Fluorionen. Es wurden je-
doch Unterschiede festgestellt und bestimmt. Chromatographisch
unc spektrophotometrisch wurde festgestellt, daB bei Umsatz-
versuchen mit Ruhezellen Maleylessigsdure und 4-Carboxymethy-
lenbutenolid Endprodukte der 4-FBS-Transformation durch die
Zellen des urspriinglichen Stammes sind. Letztgenannte Verbin-
dung stellt das Hauptprodukt der 4-F3S-Transformation durch die
Zellen des adaptierten Stammes dar. Zur Bestimmung der Menge

der Ausscheidungsprodukte wurden Extrakte von Pseudomonas di-
minuta INMI KIS-7 verwendet /4/. Die Zellen dieses Organismus,
gezlichtet auf 4-Chloranilin, enthalten aktive Transformations-
enzyme von 4-Carboxymethylenbutenolid im Maleylacetat und von
Maleylacetat in 3-Ketoadipinsdure. Die Kulturfliissigkeit aus

dem Umsatzversuch mit Ruhezellen (Abb. 2) mit den 4-FBS~-Trans-
formationsprodukten wurde von den Zellen getrennt, NADPH wurde
zugegeben. In Gegenwart von zellfreiem Extrakt von P. diminuta
wurde das 4-Carboxymethylenbutenolid enzymatisch schnell unter
Maleylacetat-Bildung hydrologisiert. Letzteres wurde seiner-
seits durch Maleylacetat-Reduktase zu 3-Ketoadipinsidure redu-
ziert. Da zur Umwandlung von 1 mol Maleylacetat in 3-Ketoadipin-
sdure 1 mol NADPH erforderlich ist, kann man leicht die Std&chio-
metrie des Vorgangs ausrechnen. Wie aus Tab. 2 ersichtlich,
wurden bei der Uberflhrung in 3-Ketoadipat der Transformations-
produkte von 2,45 pmol 4-FBS durch die Zellen des ursprilinglichen
Stammes 2,55 pmol NADPH bendtigt. Die bedeutet, daB der 4-FBS~-
Kohlenstoff nicht in den Zentralmetabolismus eingeschleust wird,
wie dies beim adaptierten Stamm der Fall ist, wo nur ein Vier-
tel des organischen Kohlenstoffs nichtmineralisiert bleibt

(26 %).

Die ermittelte Stb6chiometrie wurde durch die Angaben der Mano-
meterversuche bestidtigt. Nach diesen Angaben, die aus der vor-

liegenden Arbeit und der Literatur /13, 15/ stammen, umfaBt

0 o)
der 4-FBS-Katabolismus folgende Etappen: 4_FBS“__gﬁ> 4-FBK 2

- - H,O
3—Fluormukonséure—~—JEE¢-4~Carboxymethylenbutenolid-—g—?~Ma—

>

leylessigséure-—zﬁ;a3—Ketoadipinséure. Aus dem genannten Schema

folgt, daB fiir die Oxidation von 1 mol 4-FBS in den Reaktionen



Tabelle 2
Reduktionsstdchiometrie der 4-FBS-Trans-

formationsprodukte

4-FBS~-Transfor- NADPH-Menge, Menge Endprodukte
mationsprodukte jmol des
1 oxidier-
Anfangs- End- ten
menge menge NADPH,
jmol
urspriinglicher
StammT) 3;1 0,55 2,55 3~-Ketoadipin-
sdure
adaptierter
Stammz) 3,1 2,4 0,7 3-Ketoadipin~-
‘ sdure

Anmerkung: In die 1 ml Proben aus dem Umsatzversuch mit Ruhe-
zellen wurden NADPH und der zellfreie Extrakt von P. diminuta
INMI KIS-7 (0,11 mg Protein) gegeben. Das Volumen des Reaktions-
gemisches wurde auf 2 ml mit 0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH

7,1 eingestellt. Die Reaktion erfolgte bei Zimmertemperatur.
Wahrend des Reaktionsverlaufs wurde die Veridnderung der Extink-
tion bei 340 nm spektrophotometrisch untersucht, wobei das Re-
aktionsgemisch 10fach mit dem Puffer verdiinnt wurde. Bei Ab-
schluB der Reaktion (nach 5 = 10 min) wurde die Menge des ibrig-
gebliebenen NADPH berechnet, die Prudukte wurden durch Dinn-
schichtchromatographie analysiert. Der Blindversuch enthielt
nur NADPH und den Extrakt in den genannten Mengen. Die NADPH-
Oxidation im Blindversuch betrug unter 0,01 pmol wdhrend des
Versuches.

])3 h~Probe aus dem Umsatzversuch mit Ruhezellen {(siehe Abb. 2
Variante A)

2)5 h~Probe aus dem Umsatzversuch mit Ruhezellen (siehe Abb. 2
Variante B).

des Abbaus 2 mol Ozterforderlichfsind, wenn im Medium keine
betrdchtlichen 4-FBK-Mengen vorhanden sind. Festgestellt wurde,
daB fiir die Oxidation von 3,2 pmol 4-FBS durch die Zellen des
urspriinglichen Stammes 6,2 pmol Sauerstoff aufgebraucht werden.
Beim adaptierten Stamm steigt diese Zahl auf 9,0 umol 02, was
beweist, daB ein Teil der Transformationsprodukte in die Re-

aktionen des zentralen Metabolismus einbezogen sind.
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Das Genannte 138t die Annahme zu, daB die "Engstelle" im 4-FBS-
Metabolismus beim urspriinglichen Stamm der Ubergang des Maleyl-
acetats in Verbindungen ist, die in den Tricarbonsdure-Zyklus
eingeschleust werden. Diese SchluBfolgerung konnten wir jedoch
nicht verifizieren, da in den zellfreien Extrakten des ur-
spriinglichen und des adaptierten Stammes von C. fascians nur
einzelne Enzyme des 4-FBS-Metabolismus festgestellt wurden:
Brenzkatechin-Dioxygenase und Mukonat-Cykloisomerase (Tab. 3).
Aus den Angaben in Tab. 3 folgt, daB der urspriingliche Stamm
offensichtlich zwei Isoformen der Mukonat-Cykloisomerase be-
sitzt. Die Inaktivierung beim mutierten Stamm von einem der Iso-
enzyme, bei dem cisycis-Mukonsdure das Substrat ist, liegt dem
Unvermdgen von C. fascians INMI KIS-9 zum Wachsen auf BS zu-

grunde.
Tabelle 3
Aktivitdt der Enzyme des 4-FBS-Metabolismus
in zellfreien Extrakten von C. fascians
Ferment Substrat Aktivitdt, nmol/min-mg
Protein
urspring- adaptierter
licher Stamm
Stamm
Brenzkatechin- Brenzkatechin 31 145
Dioxygenase 4-Fluorbrenz-
katechin 24 110
Mukonat- cis,cis=-Mukon~-
Cykloisomerase | sdure 43 o)
3~Fluormukon-
sdure 6 - 8 4 - 5

" Anmerkung: Zellen des urspriinglichen Stammes, gezlichtet auf
einem Medium mit 0,05 % BS; Zellen des adaptierten Stammes auf
einem Medium mit 0,05 % 4-~FBS. Die Aktivitdt der Brenzkatechin-
Dioxygenase und Mukonat-Cykloisomerase wurden bestimmt, wie in
/15/ beschrieben.
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Bekanntlich kann die Aktivit&dtszunahme von einem oder mehreren
Enzymen des Metabolismus einer der unmittelbaren Griinde flir
die Adaption der Mikroorganismen an neue Nahrungsquellen sein.
So stellte man bei der Untersuchung der Adaption von C. tro-
picalis an L-Arabinose in unserem Labor eine Aktivitdtszunahme
der Polyoldehydrogenase faest, was uns zu der Fihigkeit filihrte,

die L-Arabinose als Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen

/5/.

Unter Berlicksichtigung dieses Umstandes kann man die Fdhigkeit
bei C. fascians INMI KIS-9 zur Nutzung von 4-FBS als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle in Verbindung bringen mit der
Aktivitdtszunahme von einem der letztgenannten Engyme des
Metabolismus, der Maleylacetat-Reduktase.
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