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The cis,cis-muconic acid derivative of pyrazon, which 
was formerly isolated from the medium of pyrazon-de- 
grading bacteria, was formed enzymatically by incubation 
of the catechol derivative of pyrazon with partially purified 
ortho pyrocatechase from pyrazon-degrading bacteria.

Pyrazon [4-Amino-5-chlor-2-phenyl-3 (2H) pyri- 
dazinon] ist der herbizide Wirkstoff des Herbizids 
Pyramin, welches zur Bekämpfung von Samen­
unkräutern im Zuckerrübenanbau weiteste Verbrei­
tung gefunden hat. Aus Erde konnten Bakterien iso­
liert werden, die auf Pyrazon als einziger Kohlen­
stoffquelle wachsen können 1.

In Rohextrakten Pyrazon-abbauender Bakterien 
konnten 2 Enzyme nachgewiesen werden, die Brenz­
katechin spalten. Eine orf/io-Pyrocatechase spaltet 
Brenzkatechin unter Bildung von cis,ci5-Muconsäure. 
Eine raeta-Pyrocatechase führt zur Bildung von a- 
Hydroxymuconsäuresemialdehyd 2.

Es konnte angenommen werden, daß die ortho- 
Pyrocatechase auch für die Bildung von 2-(5-Amino- 
4-chlor-3-oxo-2.3-dihydro-2-pyridazino) - cis,cis - mu- 
consäure (2) zuständig ist, die als Akkumulat im 
Medium Pyrazon-abbauender Bakterien nachgewie­
sen werden konnte3. F ür die Spaltung des Brenz­
katechinderivates des Pyrazons4 (5-Amino-4-chlor-
2 - (2.3-dihydroxyphenyl) - 3 (2H) - pyridazinon (1)
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durch die orfÄo-Pyrocatechase mußte dieses Enzym 
von der erheblich aktiveren mefa-Pyrocatechase ab­
getrennt werden. Diese Trennung gelang durch eine 
Chromatographie des Rohextraktes Pyrazon-abbau­
ender Bakterien an DEAE-Cellulose mit einem linea­
ren Phosphatpuffergradienten pH 7,0 (0,01 — 0,5 m ) .  

Die orJ/io-Pyrocatechase wurde zwischen 0,2 und
0,25 M  Kaliumphosphat, die mefa-Pyrocatechase 
zwischen 0,25 — 0,3 M  Kaliumphosphat eluiert. Die 
orfAo-Pyrocatechase ist wesentlich instabiler als das 
meta-spaltende Enzym. Versuche, die orlho-Pyro­
catechase, die innerhalb von 24 Stunden bei 4 °C 
ihre Aktivität nahezu vollständig verliert, durch Zu­
satz von Fe2+ oder Aceton zu stabilisieren, waren 
ohne Erfolg. Die orfAo-Pyrocatechase setzt das 
Brenzkatechinderivat des Pyrazons (1) mit dersel­
ben Geschwindigkeit um wie unsubstituiertes Brenz­
katechin. Zu der orfAo-Pyrocatechase enthaltenden 
Fraktion wurde das Brenzkatechinderivat des Pyra­
zons gegeben und 12 Stunden bei 30 °C inkubiert. 
Anschließend wurde das Protein durch Zugabe des 
gleichen Volumens Alkohol gefällt und abzentrifu­
giert. Die gesamte Lösung wurde auf eine Sephadex 
G 10 Säule aufgetragen. Mit 50-prozentigem Alko­
hol wurde eluiert. Durch UV-spektroskopische Kon­
trolle konnten die gesuchten Fraktionen ermittelt 
werden, die nach Einengen einer präparativen Dünn- 
schichtchromatographie unterworfen wurden. Das 
hierbei erhaltene Produkt erwies sich nach chemi­
scher Reaktion durch Entfärben von Bromlösung 
und nach UV- und Massenspektrum als identisch 
mit der als Akkumulat erhaltenen 2-(5-Amino-4- 
chlor-3-oxo-2,3-dihydro-2-pyridazino) -cis,czs-Mucon- 
säure (2).
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