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1. Einleitung

L Einleitung

Sejt Beginn des 19. Iahrhunderts sind Mikroorganismen bekannt die in Gegenwart von

Sauerstoff mit gesattigten Kohlenwasserstoffen (Alkanen) wachsen. Die zahlreicben

beschriebenen Mikroorganismen, sowohl Bakterien als auch Pilze, benOligen Sauecstoff

nicht nur als tenninalen Elektronenakzeptor in der Atmungskette. sondem outzen ihn auch

fur den primmn enzymatischen Angriff der Alkane.

Lange Zeit wurde daher bezweifelt. ob cine mikrobielle Umsetzung der als

reaktionstriige bekannten Alkane in Abwesenbeit von Sauerstoff Gberhaupt moglich ist. Erst

Anfang der neunziger Iahre gelang mit der lsolierung eines sulfaueduzierenden Bakteriums

aus einer ErdtilfdrderanJage def eindeutige Nachweis. daB auch unter AusschluB von

Sauerstoff cine mikrobielle Alkanoxidation moglich ist Seitdem folgten weitere lsolierungen

von Bakterien mit der Fahigkeit zur anaeroben Oxidation langkeuiger Alkane.

Die Frage. wie den Bakterien der primare enzymatische Angriff auf die Alkanmolekiile

gelingE, konnte jedoch bisber niche beantwortet werden. Die in der vorliegendcn Albeit

beschricbenen Experimente mit einem zur anaeroben Oxidation von kurl.kettigen Alkanen

befahigten denitrifizierenden Bakterium sollen zur Beamwonung dieser Frage beitragen.

l. Gesattigte Kohlenwasserstoffe ein Uberblick

l.l. Struktur ulld Eigenscbaftell

Gesauigte Kohlenwasserstoffe. auch als Alkane und Paraffine bezeichnct. besteben nur aus

Kohlenstoff· uod Wassersloffatomen. Als Slrukturen sind Verbindungen mil unvel.l.Weiglem

(n·Alkane) und verzweigtem KohlenstoffgeIiisl (lsoalkane) mit der a1lgemeinen

Molekularfonnel CnH2n+l sowie Verbjndungen mit ringfonnigem KohJensloffgeIiist

(Cycloalkane) mit der allgemeinen Molekularfonnel CD~ bckannl.

Die physikalisch-chenlischen Eigcnschaftcn der Alkane sind durch die MolekGlstroktur

und die Anzahl der Kohlenstoffatome gepriigt. Unter Nonnalbcdingungen liegen die Alkane

C t bis C~ im gasfdrmigen. die Alkane C! bis C16 im fliissigen und die llingerkettigen Alkane

im festen Zustand vor. Eigenschaften. wie die LOslichkeit in Wasser sowie die Siede- und

Schmelzpunkte, andem sich mit zunehmender Kohlenstoff7.ahl. Wahrend die Loslichkeit der

Alkane in Wasser mit stcigcnder KohJeruaoffalomzahl abnimmt, steigen die Siede- und

Schmelzpunkte mit zunehmender KenenHinge.

Die geringe Polaril3t der Bindungen (C-H. C-C) bedingt. daB das Dipolmoment alier

gesaltigten Kohlenwassersto[[e nahezu Null ist. Dieser unpolare Charakter erldJir1 die

schlechte LOslichkeit von Alkanen in extrem palaren Losungsmineln. l. B. in Wasser, und
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ebenso die gUle L6slichkeit in unpolarcn L6s11ngsmitteln. z. B. in anderen

Kohlenwassersloffen (Christen 1985).

Hinsichtlich des chemischen Reaklionsverhallens gelten Alkane als au Berst

reaktionsuage. So sind sie gegentiber den meislen Reagenzien (konzemrierten Sauren,

Alkalimelallen, Sauerstoff) bei Raumtemperatur praktisch v611ig inert. Die altere

Bezeichnung Paraffin bringt diese Reaktionstragheit bereits durch den Wortstamm zum

Ausdruck (lat. parum = wenig; affinis = geneigt). ZuriickfUhren HiBt sich dieser

reaklionstrage Charakter darauf, daB in den Kohlenwassersloffgeriisten nur unpolarisierte

cr-Bindungen enthalten sind und keine einsamen Elektronenpaare oder frei bindenden

Orbitale zur Verfiigung stehen.

Dennoch lassen sich sowohl in der Chemic als auch in der Biologic Reaktionen von

Alkanen finden. Der erste Schritt der Alkanreaktion iSI in jedem Fall die Aklivierung der

unpolaren C-H-Bindung. Dies geschieht bei den meisten aus der Chemic bekannten

Reaktionen durch den Angriff bcsonders aktjver Reagenzien (einige RadikaJe, Supersauren,

Fluor, Chlor, Car-bene) und unter extremen Reaklionsbedingungen (hohe Temperaturen,

Druck- und LichteinfluB; Christen 1985). Die unter solchen Bedingungen ablaufenden

Reaktionen erfolgen fast stets unter der homolytischen Spaltung der unpalaren C-H-Bindung

und somit mit freien Radikalen als Zwischenstufen. Der Nachteil bei einer praklischen

Anwendung dieser tiber radikalische Zwischcnstufen verlaufenden Form der Alkanreaktion

ist die niehl bestehende Selektivitat der Reaklion, die bei Syntheseprozessen zu

ungewlinschten Nebenprodukten flihrt.

Seit Mille der sechziger Jahre sind auch Alkanreaktionen bekannt, in denen die

C-H-Bindung unter milden Bedingungen aktivierbar isL. Eine Aktivierung erfolgt in diesen

Reaktioncn durch die BeteiJigung von Metallkomplexen. hn bekannresten Mechanismus

dieser Alkanaktivierung kommt es zur Addition des Alkans an ein koordinativ ungesattigtes

Mctallzentrum (Hill 1989). In dem neugebildeten Komplex sind ein Hydridion und ein

Carbanion als weilere Liganden des Metalls gebunden (GJ. I: L=Ligand, M=Metallzentrum,

RH=Alkan).

(Gl.I)

Der an das Metall gebundene Alkylrest kann in wciteren Schritten zu definiertcn Produklen

reagieren. Unter Beteiligung der Obergangsmetallc Rhenium. Rhodium und Iridium konnte

durch eincn solchen Aktivierungsmechanismus z. B. die Dehydrogenierung von Alkanen zu



I. EinJeitung 3

Alkenen (Baudry et al. 1983) UDd die Carbonylierung von Alkanen zu Aldehyden (Sakakura

und Tanaka 1987) erreicht werden.

OM: bisher aus biologischen Systemen bekannten Reaktionen von Alkanen erfolgeD

ebenfalls unter Beteiligung von Obergangsmetallkomplexen. Sie sind BestandteiJ der aktiven

Zentren der Enzyme. die den ersten Schein der biologischen Alkanoxidation kata1ysieren. Sie

bewirken jedoch nieht im ersten Schein der Reaktion die direkte Aktivienmg dec

C-H-Bindung des Alkans. Das Melalliagen hier. anders als in den chemischen Reaktionen,

wnachsl molekularen Sauerstoff an. Das durch leilweise Reduktion aktivierte

Sauersloff:nom spalrel dann in einem radikaliscbcn Mechanismus die C-H-Bindung des

A1kans homolytisch. Oas dabei gebiJdele Alkylradikal vereinigl sich anschliel3end mil einem

OH-Radikal zu einem A1kohol. Die Rolle im mikrobiologischen Sioffwechsel und das

Vorkommen der nach solchcm ReaktionsmcchaOismus runklionierenden Enzyme wird im

weileren naher erlautert.

I. 2. Vorkommen

Alkane haben ihr groBtes natiirliches Vorkommen in Erdgas und in Erdol. Erdgas besteht

hauplsiichlich aus kurzkettigen Alkanen. wobei dus strukturelJ einrachste Alkan Methan mit

81-83 % den Hauptanteil einnimmt. Erdol iSl hingegen ein komplexeres Substanzgemisch

aus gesiittigten und aromatischen Kohlenwasserstorren. Hanen tlnd Asphaltenen. in dem die

Alkane jedoch auch den Hauptanteil darsteJlen. Entsprechend ihrer Herkunft, ihres

Ursprungs (Art des organischen Materials) und der Alterung unterscheiden sich die Erd61e

im Gehah der Alkane. Eine Unterstlchung von 517 vcrschiedenen Erd51en ergab einen

durchschnittlichen AnteiJ dcr Alkane von 57,2 % (Tissol und Wclte 1984). Die Alkane

liegen als 1l-Alkane, lsoalkanc oder Cycloalkane vor und weisen verschiedenste

Keuenlangen mit bis zu 40 Kohlenstoffalomen auf (Tisso! und Welte 1984). Die

Zusammensetzung der jeweiligen Alkane ist fur jedes Erdal charaklerisLisch.

In wesentlich k1eineren Konzemrationen lassen sich Alkane als Bestandteile vieler

lebender Organismen finden. Sic sind in Bakterien. Pflanzen und TiereD enthalten

(Kolaltukudy 1976). Sei Untersuchungen pboto1ropher Baklcrien und Baklerien der Gattung

Micrococcus sowie in vieleo marinen Algen und SUBwasseralgen wurden AJkane in

unterschiedlicher Struktur und von untcP.iChiedlichem Gehalt als Bestandteile der Zellipide

nachgewiesen (Tornabene et a1. 1970; Morrison et aI. 1971: Ackman 1989). Eine

Besonderheit bezUglich des Kohlenwa.'i.~rstoffgehaJtesstellt die GJilnalge Borryococcus

brawl;; dar. deren Trockenmasse mil bis zu 86 % aus Kohlenwasserstoffen bestehen kann

(Dennis und Kolartukudy 1991). Die verschiedenen Unlerar1en der Alge unlerscbeiden sich

in der Zusammensetzung ihrer akkumulierten KohlenwasserslOfre. Bei den in der
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Unterafl B emhaJtencn Kohlenwasserstoffcn handelt es sich urn mehrfach ungesattigte,

verzweigte Kohlenwasserstoffe (hier die sag. BOlryococcene). In der Unteran A hingegen

werden vorwiegend unvcrzweigte Alkane mil ungcrader Zahl an Kohlenstoffatomen (C Z7 '

C 29, C~I) akkumulicn. Eine ahnliche Produktivitiit llllJ Zusammensetzung bezilglich der

Kohlcnwassersloffe wurJe in Jer GrUnalge Dllnaliella salina 1650 beobaehtet, die im

Rahmen der biOlechnologisehen Nutzung von Aigen als altcrnatjvc Brcnnstoffc untersucht

wurde (Park el al. 1998).

In hoheren Pflanzen. aber auch in lnseklen sind Alkane wesentJiche Komponcmen der

Wachs- und Lipidschichlen dcr Kutikula (Walkil 1970). Die kutikularcn Schichlcn slelJen

sawohl in den Pflanzen als auch in den lnsekten einen SChulZ gegen Wasserverluste dar.

Dartiber hinaus konnen die in der Kutikula emhaJtenen Kohlenwa..:;sersloffe den Jnsekten a1s

Erkennungssystem zur Wiedcrerke.nnung bzw. Diskriminicrung innerhalb der Art oder

zwischen den Geschlechlcrn dienen (Singer 1998).

AuGer in den Insekten lie6en sich AJkane auch in anderen Tiergruppen wie

Schwammen, Mollusken, Krebscn. Fischen und Vogeln nachweisen (Ackman 1989:

Chcesbrough und Kolanukudy 1988). Ober ihre Funklion ist hier jedoch nichls bckannt.

Aufgrund der Tatsache, daB Alkane in vie len Organismcn cnthallcn sind, lassen sich

diese Kohlenwasserstoffe an vielcn Umweltstandortcn nachweiscn. Aquarische Sedirnellte

z. B. enthallen durch den indireklen und direkten EinLrag von Pflanzen und anderem

organischem Malerial cin brcites Spektrum an Alkancu (Brassel e! al. 1978; Giger el a1.

1980: Wakeham 1996). Das Alkanprofil is! oft charaktcristjsch ausgepragt. so daB in vielen

Fallen RUckschliisse auf die Herkunft der Alkane Illoglich sind. Eine Dominan1. der Alkane

mit ungerader Anzahl an C·Alomen weist z. B. auf den biogenen Ursprung der Alkane hin.

Wenn CI~-CI1 Alkane Ubcrwiegen, stammen dicsc aus dem urspriinglich im Wa'iser

lebcndcn Phytoplanklon (Brassel el al. 1978). Langcrkenige Alkane mit Keuenlangen

zwischen Cn-C:J) hingegen enL<;tammen aus den hoheren Landpnanzen. die im Uferbcreich

wuchsen bzw. durch Wind, FlUsse oder Eis ins Gewiisser eingctragcn wurden.

Die Dominanz cler Alkane mit ungernder C-Atomzahl erklfu1 sich durch den

Mcchanismus der Alkansynthese. Untersuchungen zur Biosynlhese an Pflanzen

(Cheesbrough und Kolauukudy 1984), AJgen (Dennis und Kolattukudy 1992), Venebrnten

(Cheesbrough und Kolauukudy 1988) und Insekten (Yoder CI al. 1992; Reed et al. 1994;

Mpuru el al. 1996) ergahcn. daB langkeuige FCllsauren. die in biologischen Systemen

vorwicgend Kohlenstoffkcttcn mit gerader Anzah1 an C-Atomcn besitzen, die VorHi.ufer fUr

die Alkansynlhesc darstellen. Die Synthese verHiuft nach einer Aktivierung der Fcltstiurc zurn

Acyl-eoA mit anschlie3cndcr Reduktion wm Aldehyd. FUr die anschliet3ende AbspaJlung

ciner C,-Einheit liegen unterschiedliche Hinweise tiber den Mechanismus vor. Wahrend

Kolanukudy und seine Mitarbeiter von einer Dccarbonylierung des Aldehyds unler
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Freisetzung von CO ausgeben (Cheesbrough und Kolanukudy 1984. 1988; Dennis und

Kolanukudy 1991. 1992: Yoder et a!' 1992), wird von Reed und seinen Mitarbeitem die

Bildung des Alkans durch Freisetzung von CO2 unter Beteiligung von NADPH und

Sauerstorr postuliert (Reed et al. 1994. 1995; MpulU et al. 1996). Unabhangig von dem

Mechanismus des JelZlen Reaktionsschriues bedingt die Abspaltung der C.-Einbeit die

Produktion von Alkanen mil vorwiegend ungerader Anzahl an Kohlenslofratomen.

Neben dem natUrlichen Eintrag von Alkanen erfolgle seil Beginn des 19. lahrhunderts

cin vennehrter Eintrag von Alkanen in die Umweh durch anlhropogenen EinfluB. Die

Nutzung von Alkanen als Brennstorre, Kmrlstorre und LOsungsmittel sowie als Rohstoffe

fur die Petroehemie und der Umgang mit dem komplexen Gemisch Erdal verursachen im

ZeilaJter der Industrie eine oft ungewoUre Verbreitung von Kohlenwasserstorren sowohl in

terresuischen als auch in aquatischen Systemen.

2. Mikrobieller Abbau von aliphatischen Kohlenwasserstoffen

(n-Alkane) und alizyklischen Kohlenwasscrstoffen (Cycloalkane)

Bci der weltweiten natiirlichen Verbreitung der gesaltigten Kohlenwasserstoffe (1.1.2.) ist es

naheliegend, daB Mikroorganismen, die als Deslruemen im NaturhaushaJt fUr die

Aufrcchterhaltung des Kohlensloffkreislaufes sorgen, iiber die Flihigkeit verftigen. Alkane

zu mineralisieren.

Die unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften der Alkane in Abhangigkeit von

Struktur und Keucnliinge sind bei der Betrachnmg ihrer mikrobiellen Umsetzung wichlig. So

wird die Rate der mikrobiellen Umsctzung deutlich von diescn Eigenschaftcn beeinfluBt.

Alkane der KetLenHinge CIO~Cli werden wesentlich einfachcr und durch cine groBere AnzahJ

von Mikroorganismen verwertet (van Beilen et al. 1994); langerkcnige Alkane (> CIS)

hingegen sind wcsentlich schJechter wasserloslich und som.it deullich schlechter rur die

Mikroorganismen verfLigbar. Kurzkeuige Alkane mil Kenenlangen zwischen C~ und e lO

zeigen mit abnehmender KenenUinge eine deutlich zunehmendc WasserlOslichkcit und somil

cine bessere biologische Verftigbarkeit, aber auch gleichzeitig eine hahere Toxizitiit flir viele

Mikroorganismen (Britton 1984: van Beilen et a!. 1994).

Wiihrend die Umsetzung von Alkanen durch Mikroorganismen in Gegenwart von

Sauerstoff schon sehr fnTh bekannt war. galt die Mineralisierung in Abwesenheit von

Sauerstoff bis zu Beginn der neunziger Jahre als sehr fraglich. So gibt es zahlreiche.

detaillierte Untersuchungen an Mikroorganismcn mit dcr Fahigkeit zur aeroben

Alkanoxidalion. aber erst wenige deutliche Beweise fUr die anaerobe. mikrobielle Oxidation

von Alkanen. Schwierigsles zu iiberwindendes Problem bei der NUlzung der Alkane iSI die

Aktivierung der reaktionstrdgen Kohlenwassenaoffverbindungen. In den folgenden
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AbsalZcn soli ein Oberblick tiber den jeweiligen KenntnisSland des Alkanabbaus in

Anwesenheit bzw. in Abwesenhcit von Saueniloff gegeben werden.

2.1. Mikrobieller Abba" von Il-Alkancn in Gegenwart von

Sauers torr

Die Fahigkeil zur Umsetlung von AJkanen in Gegenwart von Saucrsloff wurdc fUr

zahJreiche Bakterien und Pilze vcrschiedenslcr Guuungen bcschriebcn (Buhler und Schindler

1984: Brinon 1984). Als die dabei am haufigsten vcnrelenen GUltungen seien Pseudomona....

Aciflerobacler. MycolxlClerill11l. Arrhrooocter. N(x:tmJia und Candida genanm.

Die zur ueroben Alkanoxidation befahigtcn Mikroorganismen benotigen den Saucrstoff

rtir den primaren cnzymalischen Angriff der Alkane (die initiale Aklivierung) sowie als

lenninalen Eleklronenakzeptor in der Atmungskcue.

Die bckanOleste Form der aeroben Alkanoxidalion beginOl mit eioer Hydroxylicrung

des Subslrates am terminalcn Kohlenstoffalom (Abb. I). Die Hydroxylierung des Alkans

wird durch spezifischc Monooxygenascll (Hydroxylase. auch: mixed-funClion oxygcnascs)

kmalysiert. Dabei erfolgt die enzymkatalysienc initiale Aktivierung. indcm das 02-Molektil

reduktiv in ein reaktives SaLJersloffatorn ubcrfiihrl wird. das die homolytischc Spahung einer

C-H-Bindung im Alkan ermoglichl. Das dabei enL"landenc Alkylradikal vcreinigt sich

anschlieJ3end mit dem eben falls entstandenen OH·Radikal w cinem AlkoholmolektiJ. Del'

gcbildcle primare Alkohol wird anschJjeBend ZUIll Aldchyd und weiter zur Monocnrbonsaurc

oxidien.

Die Monooxygenasen sind an mehrfach gekop~he Eleklronen-Cnrrier-5yslcme

angebunden. Gut bekannt und nailer charaklerisien sind Carrier-Syslcme unler Bcteiligung

von Rubredoxio. 1.. B. aus PseJldomOlla,'i oleovorans oder von Cytochrom P450. z. B. aus

Pseudomonas aemginosa und Caru!it!n spp. (zur Obersicht s. Buhler und Schindlcr 1984;

Britlon 1984: Munround Lindsay 1996; Shilov 1997).

Bei der cher seltenen diterminalen Alkanoxidation (hauptsachJkh in Hefen) werden

unler Bildung von (l.lJ}-Diolen oder w-Hydroxycarbonsauren beide Substralcnden oxidicrt

(Abb. I). Die weilere Oxidalion fiihn in diesem Fall zur Dicarbonsiiure.

Bei der subtenninalen Alkanoxidation erfolgl der Angriff durch dic MOlloox.ygenasen

an einem nicht-endstandigen C-Atom unter Bildung cines sekundarcn Alkohols, der

anschlieGcnd zum Kelon umgcsetzt wird. Die wcilcrc Umsetzung des Ketons verlauft tiber

eine Oxygenierung zurn Ester nach dem Prinzip der Baeyer-Villiger-Reaktion mit

anschJieBender Hydrolyse zur Monocarbonsaure und zum Alkohol (Abb. I).

Die ansch.licBcnde Oxidation der jeweils gebildclcn Carbonsaurcn erfolgl Ober den

bekannlen Weg der f3-0xidalion.
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Abb. 1: Aus verschiedenen Orgnnismen bekannle Stoffwechselwege der aeroben Oxidation von II-Alkanen.

...,



1. Einleitung 8

Die aerobe Alkanoxidation ist in den meiMen dazu fjhigcn Mikroorganismen eine

induzierbare EigenschafL Nur in Pseudomml(l,\' ,Wllfzeri, Cladosporium resilllle und einer

Mic.TOCOCCII~· AIl wiesen lnduktionsstudien auf cin konstimtives Enzymsystem zur

Alkanoxidation hin (Brinon 1984).

Die Genetik dcr aeroben Alkanoxidation wurrJe in vc~chicdcncn Pseudomonas

Stammen untersucht (zur Obersicht s. van BciJen et a!. 1994; Britton 1984). Dabci zeigtc

sich, daB sich die genelische lnfonnation fur den at=rubcn Alkanstoffwechscl auf

eXlrachromosomalcr DNA (Plasmidcn) befindet. In PselUlomonas oleovorlllls wurde das

sogenannte ocr~Plasmid (OCT fUr 1l-0ktan-Urnsclzung) als Trager der Gene gefunden,

welche fUr die an dcr Alkanoxidation belciliglcn Enzyme codieren, Eine Analyse der

Plasmid-DNA crgab. daB die sogenannten alk·Gene III zwei vonl:lllandcr gClrcnntcn Clustem

(alkSTund alkBFGHJKL) organisiert sind (Abb. 2. van Beilen el al. 1994). Sie enlhalten

die Information fUr aile Proteine, die fur dic Umsclzung vom Alkan zurn Acyl~CoA

llotwendig sind.

o JU f) 5 kb
LI --'--j'//--<' ----"

--alkB alkFalkG alkH ulkJ alkK {/{kl.. alkT alkS

Genprodukl

AlkB
AlkF
AlkG
AlkH
AlkJ
AlkJ(

AIkL
AlkS
AlkT

Protein und Funktion

A1kanhydroxylase (Alkanmonooxygenase)
Rubredoxin I (inaktiv)
Rubredoxin 2
Aldehyd Dchydrogen:.L'\C
Alkohol Dchydrogena<;e
Acyl-CoA Synlhnsc
ruchl bekannt
Regulaljon der Tranfotkriplion von alkBFGH1KL
Rubredoxin Redukluse

Abb. 2: Organisation def fUr die aerobe Alkanoxidallon vcrantwortlichcn (Ilk-Gene und
FUllktion der Genprodukle der aikBFGHJKL- llnd def tdkST-Region in P~'eudomollas

o!covorall.f.
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2.2. Mikrobieller Abbau von Cycloalkanen in Gegeowart von

Sauerstoff

Der aeroben mikrobieJlen Umsetzung von Cycloalkanen wurde im GegensalZ zu der von

n·Alk.anen weitaus weniger Aufmerksarnkeit geschenkt. Sehr frOhe Benchte zwischen 1920

und 1940 tiber eine milcrobielle Verwertung von Cycloalkanen muBlen angezweifelt werden,

da das beobachlete WachslUm niehl reproduzierbar bzw. auf Verunreinigungen des

eingeselZten Subslrats l.urtiekzuftitlren war (Trudgill 1984). In den darauf folgenden Jahren

wurde lwar eine milcrobielle UmselZung von Cycloalkanen in Sedimenlen UDd

Mischkuhuren beobachlel,jedoch gelang es IroIZ zahlreieher Versuche niehl. eine ReinkullUr

mit der Fahigkeil zur vollsUindigen Mineralisienmg von Cycloalkanen zu isolieren

(Komagata et al. 1964; Ooyama und Foster 1965; Beam und Perry 1974; de K1erk uDd Van

der Linden 1974).

Die BeobachlUng der vollslandigen Oxidation von Cyclohexan durch Konsortien von

Mikroorganismen und in Substratgcmischen fUhrte zu der Annahme, daB ein Abbau von

CycloaJknncn nur dureh Commensalismus und Co-Oxidmion enntiglieht wird (Beam und

Perry 1974; de KJerk und van der Linden 1974: Tmdgill 1984; Morgan und Watkinson

1994). Vcrdcutlicht wurde dies in SimuJmionsexperirnenten mit Mischkulruren und

Substratgemischcn, in denen Il-Alkan-verwenende Organismen zusammen mit gegen

KohlenwllsserslOffe toleramen. CyclohexanoJ-vcrwcflcndcn Baklcrien in Gegenwart von

CycloaJkanen ungezogen wurden. De Klcrk und scin Mitarbciter beobachteten die co

oxidative Mincralisierung von CycJohexan in zwei P.w:udomontl,l' Stammen. In Anwesenheit

von n-Heptan wurdc CycJohcx:an durch den zur II-AJkan-Oxidaiion beftihigten Pseudomonas

Slamm in CycJohexanol tibcrftihrt. das dann durch den zweitcl1 anwcsendcn Pselldomo1UJs

Stamm zu CO2 umgcsctzt wurde. KomroUcxpenmente lcigtcn, daB weder der n-Alkan

oxidicrelldc Stamm zur UmselZung von Cyclohexanol noch der 7weite Pseudomonas Stamm

zur Oxidation von CycJohexan befahigt waren.

Mil der Isolicrung ciner Reinkulrur der Ganung NOC(lrdia konnte jedoch gezeigt

werden, daB es durchaus Mikroorganismen gibl. die tiber die Fahigkeil verftigen,

Cycloalkane in Abwesenheit anderer Bakterien vollstiindig zu oxidieren (Stirling el al. 1977).

Zwar deUlelen die ersten Expenmenle mil einer N(}cardia Art damuf hin. daB fur cine

Cyc!ohexanumsetzung die Gegenwart cines Pseudomonas Stammes notwendig war; dies

wurde jedoch in darauf folgenden Experimemen als cine Auxotrophie der Nocardia An fur

Biotin aufgekHirI.. [}anach wurden zwei weilere Reinkuhuren der Gauungen Pseudomonas

(Anderson et al. 1980) und Xanthobacrer (Trower el aJ. 1985) isolien, anhand derer eine

crste AufkJarung des Stoffwechselweges der aeroben Cyclohexanoxidalion gelang.
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Durch Experimente mit 14C_markienem Cyclohexan sowie durch Respirations- und

EnzymslUdien wllrde Cydohcxanol als das crstc Intcnnediat der aeroben

Cydohexanoxidmion und ein weiterer Abbau tiber Cyclohexanon. E-Caprolaclon,

6-Hydl"oxycaprom und Adipinsaure nachgewiescn (Abb. 3). Somit zeigle sich auch beim

aeroben Cyclohexan:lbbau, daB der initiale Angriff wie bei der aeroben Oxidation von

II-Alkanen tiber eine Monooxygenasereaktion crfolgl.

0-6 - - 6
Abb.3: Skizzlcner slorrwechse[weg der aerohcn Oxidalion von Cyclohexan durch
Nocardia sp.. Puudo/llOIl{/.! sp. uml Xall//wbllcter ~pp..

2.3. Mikrobiellcr Abbau von Alkancn in Abwesenheit von

Sauerslorr

ObwohJ thermodynamisch eine Alkanoxidation mit den alternativen EJektronenakzeploren

Nitrat. Mangan(1V), Eisen(lU) odcr Sulfat durchaus moglich crscheim (AG"'< 0), wurde

Jange Zeit bezweifelt. ob Alkane in Abwesenhcit von Sallerstoff dureh Mikroorganismen

umgesetzl werden. Es war fraglich. ob eine inilialc Aklivierung der Alkane liberhaupl ohne

Beleiligung von O2 moglich ist.

Seil Mine der \ icrziger Jahre erschiencn crstc Berichle zur anaeroben Oxidation von

Il·AJkanen durch denitrifizierende und sulfatreduzierende Organismen (Novelli und ZoBeU

1944: Ward und Brock 1978; Davis und Yarbrough 1966: Traxler und Bernard 1969). Dicse

crslen Hinwcise auf eine baktcrielle Alkanumsetzung in Abwcsenheit von 0l wurden jcdoch

angezwcifelt. da zurn Teil Kulturen niehl crhahen blieben uder Bcdenken beziiglieh der

Versuehsdurchflihrung geauBen wurden. So konnle in manehen Hillen nieht eindeutig

ausgesehlossen werden, daB das beobachtete baktcrielle Waehstum auf Spuren von

Sauerstoff oder Verunrcinigungen der Alkane zUrUekzullihren war (Novelli und ZoBell

1944; Davis und Yarbrough 1966: Delaune et al. 19MO: Hambrick et al. (980). Dartiber

hinaus konnlen Untersuchungen an moglicherweise an del" Alkanoxidalion beteiligten

Enzymen niehl rcproduziert werden (Griffin und Traxler 1981).

Mil der Isolierung des sulratreduzierenden Stammes Hxd3 aus einem

Olwassersepar:llor mit Hexadekan wurdc erslmals der eindculige Nachweis fUr die anaerobe

Oxidation von II-Alkanen erbraehl (Aeckersbcrg el al. 1991; Aeekersberg 1994). Voler
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Gewiihrleistung slrikt anoxischer Versuchsbedingungen und unter Verwendung hochreiner

ChemikaJien konnte gezeigl werden. daB Sl:unm Hxd3 90 % des eingeseruen Hexadekans

unter anoxischen Bedingungen zu CO2 oxidiene (Aeckersberg 1994).

Der en;ten Reinkuhur eines zur anaeroben Oxid.'uion von "-Alkanen befahigten

Bakteriums folgte sehr bald die Isolierung von zwei welleren Sulfatreduzierern mit der

Fahigkeit. Unler AusschluB von 01 auf ,,-Alkanen zu wachsen. Dec mesophile.

sulfatreduzierende Stamm Pod3 wurde aus marinem Sediment isoliert und war in der Lage,

ebeofalls wie Stamm HxdJ. mit langkeuigen n-Alkanen unter stnkt anoxischen Bedingungen

zu wachsen (Hxd3. CI2-~: Pnd3. C I4-Cn : Aeckersberg 1994: Aeckersberg et a!. 1998).

Mit der Isolierung des thermophilen Sulfarreduzierers Stamm T03 aus Sediment des

Guaymas Becken (Golf von Kalifomien. Mexiko) wurde erstmaJs die anaerobe Oxidation

relativ kurzkenigcr !I-Alkane (C6-C I6) nachgewiescn (Ruelcr ct al. 1994: Ehrenreich 1996).

Den Experimenten der anaeroben Alkanoxidation mit Sulfat folgten weitere Versuche

zum Nachweis der anaerobe" Alkanoxidation mit Nitrat als tenrunalem Elektronenakzeptor.

Nitrat versprnch dabei aufgrund seines im Vergleich zum Sulf:u positivcrcn RedoxpotentiaJs

eine hahere Energieausbeute und somit hahere Zellcnl'ugc als SulfaL Es gelang. zwei

Rcinkuituren denitrifizjerender Bakterien. Stamm OcN I llnd Stanun HdN 1, mit der

Fahigkeit zur anaeroben Alkanoxidation zu isolieren (Ehrenreich 1996). Unter strikt

anoxischcll Bedingungen wllchs Stamm OcNl mit II-Albnen der KenenHinge CS-C 12•

wahrcnd Stamm HdN 1 n-Alkane der KeuenHinge C 1J-C 2iJ velWertete. Seide

denitrifizierenden Stammc zcichneten sich dUTCh deuLlich hahere Wachstums

geschwindigkeilcn auf Alkanen als die sulfatreduziercnden alkanoxidierenden Stamme aus.

Die Verdopplungszeilen der DeniLrifizierer betlllgcn 15-20 h, dic der Sulfatreduzierer

48-120 h.

Auch in Untersuchungen voo Sedinlcnten zeigle sich. daB in der Natur durchaus das

biologische Potential zorn Urns..1.[Z von II-Alkanen unter Ausschlull von Sauerstoff vorliegt.

Bereits 1980 war bei der anoxischeD Inkubation von Seesedimemen mit Daltirlich

Yorhandenem n-Hexadekan eine Abnahrne von 90 % der ursprunglichcn Alkanmenge

bt."'Obachlet worden (Giger et al. 1980). Sei Untersuchungen von mit Mineralal

kohlenwasserstoffen kontaminienen marinen Sedimenten zcigte 5ich nach der anoxischen

Inkubation des Slandortmatenals mit Dieselal und SulfaL daB Alkane mit der KeuenHmge

C ll -C2J dcutlich abnahmen (Cootes et aJ. 1997). Besratigt wurde diese anaerobe

Alkanoxidation mit 14C_markienem Hexadekan. Dabei wurden nach 100 Tagen anoxischer

Inkubarion 75 % des dem Sediment zugesetzten Hexadekan~ als 14C01 wiedergefunden. Bei

ZusalZ des auf die SulfaU'eduktion hemmend wirkcnden Molybdat (MoO/") in

Parallelanslitzen konnte hingegen selbst nacb einem Jahr Inkubation keine weilere

14C01-Bildung beobachtet werden (Coates et al. 1997). In den Expcrimenten einer weiteren
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Arbeitsgruppe wurde der anaerobe Abbau weilerer Alkane in Sedimenten beobachtet

(Caldwell et al. 1998). Sie konnte in mit Kohlenwasserstoff kontaminierten marinen

Sedimenten in Gegenwart von Sulfat cine Abnahme der Alkane mit einer KeuenHinge

zwischen Cl.~ und C~4 nachweisen. Die anaerobe Mineralisierung wurde in diesem Fall durch

Zusatz von t4C-markiertem Oktacosan (C 2gH 1g) bes@igt. das zu 97 % als 14C02

wiedergefunden wurdc.

Obwohl samit anhand der vorhandcnen Reinkulturcn und der Messungen im Sediment

eindcmig nachgewicscn wurde, daB cine anaerobe. mikrobielle Oxidation von n-Alkanen

moglich ist. ist die Frage, wie die iniliale Aktivienmg der Alkane ohne Bcteiligung von O2

erfolgL bisher unbcantwortet.

Erste Versuche zur Aufklarung des Stoffwcehselweges der anaeroben A1kanoxidation

waren mit dem sulfatreduzierenden Stamm Hxd3 dUl"ehgeflihn worden. Die ursprungliche

Annahme einer Dehydrogenierung des Alkans zurn I-Aiken als moglichen ersten

Reaktionsschritt der anaeroben Alkanoxidation (Sencz Lind Aloulay 1961; Wagner et al.

1967: lizuka el al. 1969, Parekh et al. 1977; Morikawa Cl al. 1996) wurde durch die

Experimente mit dem Stamm Hxd3 nicht gcstulZt. Sowehl Zellfettsaureanalysen als auch

Induktionsstudien in Zellsuspcnsionen zur Verv.'eI1L1ng von Alkanen. A1kenen und

Fettsauren sprachen gcgen cine Alkanoxidation mil cinem I-Aiken a1s Intermediat

(Aeckersberg 1994; Aeckersberg et al. 1998). Vielmchr dcutcten die Zellfctlsaureanalysen

des Stallunes Hxd3 darauf hin, daB eine Addition ciner C1-Einhcit an das Alkan die mogliche

Eingangsreaktion darstcUt (dctaillierte Darstellung. IV .3.2. I.). Untcrsuchungen der

ZeJlfettsauren des sulfatreduzierenden Stanunes Pnd3 und des nilratreduzierenden Stammes

HdN I konnlen diescn hypothctischen Weg der anaeroben Alkanoxidation jedoch nicbt

stiHzcn.

Beschreibungell tiber einen Abbau vall Cycloalkanen unter AusschluB von Sauersloff

liegen bis zurn hcutigen Zeitpunkt nicht vor.

3. Zielsetzungen

Zu Beginn der Arbeil warcn zwei denitrifizierende Baklcrien (Stamm OcN I und Stamm

HdNI) mit der Fahigkeit. Jangerkellige Alkane anaerob Ull1Zl1setzen, bekannl. Stamm OcNI

wuchs mit A1kanen der Keuenlange Cg-C I1 • Stamm HdN I mit Alkanen der KeuenHinge

C 14-C
20

(Ehrenreich 1996). Ein Abbau von kiirzerkclligen Alkanen als Oktan durch

denitrifizierende Mikroorganismen war bis zum Beginn der Arbeit niehl bekannt.

Fur weiterfiihrende Experimente zur Aufkliirung der anaeroben Alkanoxidation soUte

daher versuchl werden. Mikroorganismen mit der Fii.higkcit zur Umsetzung von Alkanen mit

KettenHingen kleiner als C8 anzureichem und zu isolieren. Ftir biochemische
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Untersuchungen sollte ein Stoffwechsel von kurzkeltigen Alkanen vorteilbafter sein als der

von Jangketligen. da im ersteren Fall z. B. Derivate. die als Subslr.uanaJoga die Aufklarung

des Intennediarstoffwechsels der anaeroben Alkanoxidation crleichtem konnen, kauflich

erhahlich sind. Dartiber hinaus kann die Alichtigkei( kurzkeniger Alkane in Experimenten

genulZl werden, so daB z. B. in Markierungsexperilnenren das Entfemen des

Substralhinlergrundes ermoglicht wird.

1m Fall einer erfolgreichen Anreicherung und Isolierung sollte das neuartige Bakterium

taxonontisch und physiologisch charakterisien. werden. In Bilanzierungsmessungen soUte

die vollsltindige Mineralisierung eines kurz.keuigen Il-Alkans in Gegenwaft von Nilfal

nachgcwiesen werden.

Ferner soillen ersle Experimeme zum anaeroben Alkanstoffwechsel durchgefiihrt

werden. ZellfeusaureanaJysen, Induktionsstudien auf umerschiedljchco SubslIaten uod

enzymatischc Untersuchungen sollten Hinweise auf einen moglichen Wcg der anaerobeo

Alkanoxidulion geben. Mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese ~oH[en Proteine, die spezifisch

bcim Wachstum auf Alkanen gebildet werden, nachgewi~en und zur Bestimmung der

N·termimllen Aminosauresequenzen isoliert werden.

Wiihrend der mikrobielle Abbau von II-Alkanen zu Beginn dcr vorliegenden Arbeit

sowohl unter oxischen als auch unter anoxischen Bedingllngen bekannt war, war die

UmSel7..Ung von Cycloalkanen durch Mikroorganismen bisher nur in Gegenwart von

Sauersloff nachgewiesen worden. !v1it neuen AnreichclUngcn sollIe daher gepri.lfl werden,

ob eine anaerobe Umsetzung von Cyclohexan mit Nitral moglich ist. Anhand einer

W3chstumsbilanzienmg in ciner Anreichel1lngskultur sollte die vollstandige Mineralisierung

von Cyclohexan unter AusschJuB von Sauerstoff in Gegenwart von Nitrat gezeigt werden.
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Die in dieser Arbeit vctwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad "reinst" bzw. ,,zur

Analyse;' und wurden von den Firmen Aldrich (Steinheim), Amersham Phannacia Biotech

(Freiburg), Bio-Rad (Munchen), Boehringer (Mannheim), Fluka (Dciscnhofcn), Merck

(Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma (Mtinchen) bczogcn.

Die vetwendeten Gase (Stickstoff, Kohlendioxid, Wassersloff, Helium) besaBen eine

Reinhcit von 4.5 (99,995 %) bis 5.0 (99,999 %) und wurden von der Firma Messcr

Gricsheim (Krefeld) gcliefert. Die in dieser Arbeil eingesclZten Ga'igemische (N/C02,

90110 [v/vJ; H/C02, 80/20 [v/v]) wurden als fertige Gemischc cbcnfalls von der genannlen

Firma bczogen.

2. Mikrobiologische Methoden

2.1. Probenmaterial und Mikroorganismen

FUr die Anreichcrungskulrur mit Hexan unter nitratreduzierendcn Bedingungcn wurde als

Inokulum cin homogenisiertes Gemisch aus SchHimmen verschiedener Bremer Graben

eingcsetzt. Die nitratreduzierende Anreicherungskultur mit Cydohexan wurde mil

Sedimcntschlamm des Bad Zwischenahner Meeres, Bad Zwischenahn (Kreis Ammerland),

bcimpft.

Als Reinkulturen standen Isolate aus dem eigenen InstituL zur VcrfUgung. Die

niLratrcduzierenden, zum anaeroben Abbau von Alkanen befahigten Stamrne OcN lund

HdN 1 wurden von Dr. Perra Ehrenreich isolielt (Ehrenreich 1996). Die zur Oxidation von

Ammaten l:x:Hihigten Nitratreduzierer EbN lund PbN 1 wurden von Dr. Ralf Rabus isoliert

(Rabus und Widdel 1995).
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2.2. Kulturmedien
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Zur HersleUung aller Medieo, Losungeo und Puffer wurde dcmineralisielles Wasser einer

Reinslwasseranlage (Membrd Pure, LOrzweiler) verwendet.

2.2. I. Zusammensetzung uDd Herstellung von Medium nir die

anaerobe Kultivierung

FOr die anaerobe Anzucht denitrifizierender Baklerien in FlOssigmedium wurde ern

Mineralmedium (SOBwassermedium) verwcndet. Substrate wurden nachtriiglich entprechend

des durchzuftihrenden Experiments zugesetzt.

Zusammensetzung des Mineralmediums (Sii8w3ssermedium)

KH 2PO..

NH,CI

MgSO~ ·7HzO

CaCI~ ·2HJO

H,o

0.5 g

0.3 g

0.5 g

0.1 g

ad I()()() ml

Die Salze wurden nacheinander in demineraiisiertem Wasser gelost und in einem

Spezialkolben mit Begasungsaufsatz autoklaviert (Widdel 1980). Oem unter einer Nt'C02

(9011 0 v/v) Gasalffiosphare abgekiihltcD Medium wurdeD anschlie8end die nachfolgenden

Komponemen (s. Il.2.2.3.) Sleril zugegeben.

Spurcnclcment-Gemisch

Selenit-Wolfrarnal-LOsung

Vitamin-Gemisch

Thiamin-LOsung

Ribonavin-Losung

Vitamin-Bl~-LOsung

NaU"iumbicarbonal-LOsung, I M

I mill

I mill

I mVi

I mVi

I ml/l

I mVi

30 mill

In Experimenten mil Reinkulturen wurden zUs3lZlich als Reduktionsminel je Liter Medium

4 ml einer Ascorbal-Losung (1 M. s. 1I.2.2.3.2.) zugegeben. Mit steriler 2 M HCI wurde

der pH-Wert des Mediums aufpH 7,0 bis 7,2 eingeslellt.

Das AbfLillen des Mediums in aUlok.lavierte Kuhurflaschen (125 mI, 250 ml, 500 ml)

und Vorralsflaschen (50 ml, 100 ml) erfolgte mittels leichten Uberdrucks (10 kPa) mit

Hilfe einer AbfUllglocke oder eines Abftillrohrchens. Die Kulturnaschen wurden unmittelbar
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£Inch Beftillung mit einer NICOl (90110 v/v) Gasntrnosphare uberschichlct und £Inch del'

Hungate-Technik (Bryant 1972) mit Gummislopfen verschlossen. Del' Anteil nn CO2 dienle

del' Aufrechterhaltung des pH-Wenes. Die Vorralsflaschen (50 ml) wurden randvoll mil

Medium geflillt und unler Ausschlu8 von Luftblasen nnoxiscb verschlossen. Erst unmiuelbar

VOl' del' Verwendung des Medium'i wurden das jeweiligc organische Subslral und del'

Elektronenakzeptor zugeselzl.

2.2.2. Herstellung fester Nahrboden

Flir die Vereinzelung del' denitrifizierenden Mikroorganismen wurden sowohl oxische

Agarplanen a1s auch anoxische Agarverdi.lnnungsrohrehcn und Bottle Plntes cingcsetzt.

Agarplauen wurden mil Minernlmedium und mit Komplexlllcdium (Ae-Broth)

hergestclh. Oem jeweiligen Medium wurden 1.5 % (w/v) Agar zugeselZl. Fur das

Mincralmedium wurde del' Agar getrennt in Wasser und doppelt konzentrien autokJavien.

dem Komplcxmediuffi wurde del' Agar direkt zugegeben.

Zur Herstellung del' Agarverdllnnungsfeihen wurde ein ca. 3%igef Agar in H20

nngcsem. Um mogliche losliche Verunreinigungen nus dem Agar 1.0 enlferncn. wurde del'

Agar VOl' dem Schmelzen gewasehen. Dazu wurden 3,3 g Agar (Difeo) in ca. 300 ml

dcmineraJisiertern Wasser aufgenommen und 15 min stark geri.ihrt. Nnch del' Sediment:llion

des Agaf'.i wurde das iH)cf'.itandige Wasser abgenommen und verworfen. Diesel' Vorgang

wurde dreimai wiederholt. wobei im letzten Durchgang del' sedimentierte Agar nur in 100 ml

demineraijsiertem Wasser aufgenommen wurde. Del' Agar wurde durch kUl'7.es Erhitzen auf

100°C geschmolzen und in 3 mJ4Portionen auf Reagenzglaser vel1eill. Dle mil AJukappen

verschlossenen ReagenzgHiscr wurden autok..lavien und bis zur Verwendung bei 4 °C

gclagert. Bei ihrer Verwendung wurde del' Agar erneul geschmolzen und mil Minernlmedium

verselZl. so da8 del' Agar in del' Agarverdunnungsreihe in einer Endkon7.entraLion von ca.

I % vorlag.

Zur Herstellung del' BOUie Plates (Hermann et al. 1986) wurde in gleicher Weise

verfahrcn wie bci del' Hersrellung del' Agarverdilnnungsrohrchen. In diesem FalJ wurde

jedoch del' geschmolzene 3%ige Agar in spezielle nache Glasflaschen eingefullt. Die

Flaschen worden mit Butylslopfen verschlossen und bis zur Verwendung bci 4 °C gelagert.
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2.2.3.

2.2.3.1.

Medienzusatze

Vitamin- und SpurenelementelOsungen

Spurenelement-Gemisch (komplexiert)

Na,-EDTA

FeSO~ ·7H20

CoCI2 ·6H20

ZnSO~ . 7H~O

MoCI2 ·4H'20

N~Mo04 ·2H10

H,BOJ

NiCl2 ·6H20

CuCl2 ·2H20

Hp

5200 mg
2100 mg

190 mg

144 mg

100 mg

36 mg
30 mg
24 mg
2 mg

ad I<XX> mI

Die Salre wurden nacheinandcr unler Erwarmung in Losuog gebracht. Der pH-Wert wurde

mit NaOH auf pH 6.4 eingesteUt. Die LOsung wurde in kJeinen Sehraubdeckclf1aschen

autoklaviert lind bei 4 °C gelagen.

Sel en it-Wolfram a t- Losu ng

NaOH

Na~W04 2H20

Na?SeOJ . SH!O

H,o

400 mg

8 mg

6 mg

ad 1000 ml

15 mg
10 mg
5 mg

4 mg

I mg
ad 100 mJ

Die LOsung wurde in kleincn Sehrautxieekelflaschen autokJavien und bei 4 °C gelagert.

Magliche AusfaUungen durch die Reaktion der alkali.schen Losung mit clem Glas

beeinlr'Jchtigen nieht den Gebrauch der LOsung.

Vitamingemisch riir nilratreduzierende Bakterien

Pyridmtin-Hydrochlorid

Nieotinsaure

Calcium-DC+)-Pantothcnal

4-Aminobenzoesaure

D(+)-Biolin

H,O

Die Vitarnine wurden in 10 mM Natriumphosphat-Puffcr. pH 7.1. gelosl und sterilfillriert

in Sehmubdeekelflaschen bei 4 °C gelagert.
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Thiamin-Losung

Thiam.inchlorid-Hydrochlorid

lip
1001g

ad 100 011
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Das Vitamin wurden in 10 mM Natriumphosphat-Puffcr. pH 3,7, gelost und sterilfiltriert in

SChr.1Ubdcckclflaschcn bei 4 °C gelagel1.

Ribofla vin-Losung

konz. Essigstiure

Riboflavin

H,o

0,1 Illi

2.5 mg

ad 100 ml

Die Viraminlosung wurde sterilfihricrt in Schraubdeckclnnschcn bei 4 °C gclagert.

Vilamin-Bu-Losung

Cyanocobalnmin

H,o
5 Illg

ad 100 011

Die Vitaminl6s11ng wurde stcrilfillriel1 in Schrallbdcckelnaschen bei 4 °C gelagert.

Die SteriJfillraliOn der verschiedcncn VitaminJ(isungcn crfolgte mil Membranfiltcm lIUS

Nilrocellulo~ (PorengroBe 0,2 11m. Schleicher und SchueH, Dassel).

2.2.3.2. Ascorbat-Losung (I M) als Redukljonsmittel

17.6 g Ascorbinsaure wurden in 80 mJ anoxischem Wasser gelosl und mil 2 M NaOH

unler Ruhren auf einem Eisbad neutmlisiert. Die neuualisierte Losung wurde mil anoxischem

Wasser auf 100 ml aufgefiillt. in ein aUloklavienes, begasbarcs SpezialgefaB (Ahb.4)

slerilrihrien lind unter eiDer Stickstoffalmosph:ire bei 4 °C gclagert.
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Abb. 4: Spezialgefa8 ror sterilen Lagerung der Ascorbat-Losung unler N1-Atmosphiire. Das
Glasgefa8 iSI i.iber cinen Butylgummischlauch (V) mit einer Begasungsolive (B, gestopft mit
Watte) verbunden. DuTCh die seitJiche Begasungsvorrichrung kann das Gefa8 Uber eine Nadel
aseplisch mit Stickstoff versorgt werden. Die Entnahme der sterilen losung erfolgt unler
s_leligem N~-S[rom aus der mit einem Schraubdeckel (5) mit Teflondichtung gesicherten
Offnung. Das Spezialgeta6 wurde ebenfaUs lour Lagerung von HMN und RoMI verwendet. (0)
Gasraum. (l) fhissige 5ubstanz..

2.2.3.3. Eisen(lI)sulfid-Suspension (0,5 M)

Die Herstellung der Eisen(lI)sulfid-Suspension erfolgte oach der Vorschrift von Hanert

(1981).

FeSO,£ ·7HzO

Na,S ·9H,o

H,o

140 g

120 g

ad 1000 ml

Unter Erwarmung auf 50°C wurden das Eisensulfat uod das Natriumsulfid unter stetigem

Riihren zusammengegeben. Das gebildete FeS-Prazipitat wurde ansch)ieBend intensiv bis

zurn Erreichen eines neutralen pH-Wertes im Pr1izipilat mit deionisiertem Wasser gewaschen.

Die Losung wurde unter N2-Atmosphare in einer Glasflasche gelagert.

2.2.3.4. Natriumbicarbonat-Losung (l M)

NaHCO,

H,O

84,0 g

ad 1000 ml

Die Losung wurde in 30 mJ-Portionen auf Serumflaschen verteilt. Die mit gasdichten Septen

verschlossenen Flaschen wurden mit CO2 begast, geschuttelt und evakuien. Dieser Vorgang
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wurde mehrmals wiederholl, urn eine Salligung mIt COz zu crrcichen. Die Lagerung der

LOsung crfolglc nach dem Autok.lavieren unler CO2-Almosphare bei Raunnemperatur.

2.2.3.5. Elektronendonatoren und Koblenstoffquellen (Subslrate)

Loslicbe organische Subslrate

Die loslichen organischen Substrate wurden den Kulturger.iBen dirckl als sterile konzentrierte

Stamml5sungen unter Begasung mit NiCOz (90/10 lv/v]) lli.lch der Hungate-Technik

(Bryant 1972) zugcselzi. Aus der Tabetic I sind die verschiedenen Kon:zcntrmioncn der

Stanunl5sungcn LInd ihre Endkonzentration im KulturanS:llZ ersichtlich.

Die Carbonsauren wurden in Form ihrer Sa17.e als Substrate cingesclzL Zur

Herstellung die~r Stammlosungen wurdc die jeweilige Siiurc mit ciner nahez.u aquivaJenlcn

Menge an NaOH unlcr Ruhren vcrsctzt. Die Einslcllung des pH-Wenes auf 7 his 8 crfolgle

dann durch vorsichlige..~ ZUlropfen der NaOH-LOsung. AnschlieBend wurdc die Losung mil

H20 auf ihr Endvolumcn aufgefLilll.

Die StammJosungen hitzccmpfindlicher Substanzen wllrden liber Membranfilter aus

Cellulose (PorengroBe 0,2 ~m, Schleicher llnd Schuell. Dassel) stcrilfiltriert:

hilz.eunempfindlichc Substanzen wllrdcn autoklavien. Die Lagerung lInbestiindiger Substrate

erfolgle illl Dunkcln bei 4 "c.

Wasserunlosliche organisehe Substrate

Die wa;;serunloslichen Subslanzen wllrden den Kullunnedien in ciner incrtcn Tr'.igerphasc

verdunnt zugeselZt (Tabelle 2). Ais inene Tr',igerphase diente 2.2.4.4.6.8,8-Hcpta

mClhylnonan (im folgenden als HMN abgekurLl). Leicht nuchtige Substrate wurden scpaml

als Subslral-HMN-Gemisch in anoxisch verschlosscnen Serumfla"Chen vorbereitet. Da..

Subslrat·HMN-Gemisch wurde mil N2-gespliltcn Sprit7..en enlnommcn und den bereits

verschlosscncn Kulturgefal3cn nachlr'Jglich zugesetzt Die Zugabc der schwer fluchtigen

Substrate erfalgle direkt var dem VerschlieBen der KullllrgefliBe in die HMN-Phase.

Pcnladekan. Hexadekan und Rohol (aus Olquellen der Nordsce. Beta-Raffineric,

Wilhelmshaven) wurden unverdunnt als Substrate eingesctzl.

Die Sierilisation der wasscrunloslichen Subslrale erfolgle durch Filtration der

Substanzen ubcr losungsnlluclrcsislente Membranfilter (regenerierte Cellulose. Porengro6e

0.1 J.1m; Schleicher und Schuel!, Dassel). Die Substanzen wurden in braunen

SchraubdeckelgefaBcn mit Teflondichtllng gelagert.
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Rohol, HMN, Penladekan und Hexadekan wurden dagegen in speziellen GefaBen mit

Begasungsvorrichtung unter N2-Alrnosphiire gelagert (Abb.4). Die Substanzen wurden

zuvor mehnnals entgasl. mil N 2 jjbe~hichte[ und anschljeBend durch AUloklavieren

stcrilisiert. Aile was.-.enmloslichen Substrate wurden bei Raumtempenuur gelagen.

Tabelle I: Konzentration der Stammlosungen loslicher organiseher Substrate und die
Endkonzentralion im Kulturansalz

subslanz

Ahphatlsehe Mono- und
Dicarbonsauren. Na-Salzc

Formiat
Acetal
Propional
Butyrat
Valerlanat
2-Methylvalerianut
Capronal
2-Mclhylhcxano:ll
Oenanthat
Caprylal
Deeana!
PnlmilUt
Slcarnl
Succinat
Fumaral
Malat
PyruV:11
LaCWl

Aromatische Carbon<;auren
Benzoat
Phenylacetal

Aminostiurcn
Alanin
Aspanm
Glulamat

Alkoholc
Methanol
Elhanol
I-Propanol
2-Propanol
I-Bulanol

Mono~accharide

Fructose
Glucose

Konzentratlon der
Stamml6sung

1M]

1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,2
1,0
0,2
0,2
0,2
0,1
0,1
0,1
1.0
0,5
1,0
1.0
1,0

1,0
1,0

0,5

1.0
1.0
0,5
0,5
0,5

1,0
1,0

Endkonzentrallon 1m
Kulturansatz

[mMJ

10
10
5
5
3
2
2
2
2
2

0.5-1
I
I

5·10
5-10

5
5·10

10

10
10
5

6
10

5-10
5-10

5

5
5



ll. Material und Methoden 22

Tabelle 2: Wasserunlosliche organische Substrate und ihre Endk.onzentrafionen in der
Triigerphase (HMN)

Substanz

Alkane
Pelltan
Hexan
2-Methylhe"an
:I-Mclhylhexan
Heptan
2-Methylheptan
Oktan
2-Methyloktan
Nonan
Dekan
Undekan
Dodckan
Pentadckan
Hexadckan
Cyclohcl'an

Alkene
l-Hexen
cis-2-Hcxen
Iralls-2-Hexcn
Ci.I·-3-Hexell
Imlls-3-H~xcn

l-Hepcen
I-Oklen
I-Deken

Aldehyde
Butanal
Hexanal
Heptanal
Oktanal
Dek,mal

Alkohole
I-Hextlnol
2-Hexanol
:I-Hexanol
I-Heptanol
I-Oktanol

Aromatische Verbindungen
Toluol
Ethylbenzol
Propylbenzol
Hexylbenzol
Acetophenon
III-Xylol
p-Cymol

a-Terpinen

RohOl

EnctkonzentratlOn In

Heptarnethylnonan
(% v/v)

2-4
2-5
1-2
1-2

5
2-5

5
2-5

10
10

5~20

5-20
llllverdiinnt
llllverdiinnt

1-2

0,5-1
0,5- t
0.5-1
0.5-1
0.5-1
0.5-1
0.5-1
0,5-1

0,5-1
0,5-1
0,5-1
0.5-1
0.5-1

0.5-1
0.5-1
0.5-1
0.5-1
0.5-1

2
5
5
5

0,5-1
2-5
2-5

1-2

unverdiinnt
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Wasserstoff als Elektronendonmor wurde in Fonn eines H/C02-Gasgemisches

(80120. [v/vJ) nach der Hungate-Technik zugesetzt.

2.2.3.6. Elektronenakzeptoren

Tabelle 3: Konzenlralionen der Stammlosungen der Eleklronenakzeploren und
Endkonzenlralion im Kulturans..'llz

Elcktronenakzeptor

NaND)

NaND,

Na~S04

Na~SO,

Na~S201

Fumarat

Konzentrauon der

StammlOsung

1M]

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

0.5

EndkonzentratlOn im

Kulturdnsatz

ImM]

5-10

2-10

15

10

5

10

Der tiberwiegend verwendete Eleklrullenabeptor Nitrat wurde dem Medium in der Regel vor

dem AbfLilJen in die KullurgefaBe mit den librigen Medienzusatzen (Vitamine und

Spurenelcmcnte) zugesClZl. AJJc weiteren Eleklronenakzeptoren wurden den Medien (ohoe

Nitral) direkt mil dem jeweiligen Subslral zugefligl.
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2.3. Isolierung und Anreicherung von nitratreduzierenden

Mikroorganismen

2.3.1. Anreicherung

Grundlage der Anreicherung von nitratreduzierenden Mikroorganismen waren

ScdimentschHimme aus Bremer Graben und dem Bad Zwischenahner Meer. Die Schlfunrne

wurden in !lachen 250 ml Glasnaschen in SuBwassermedium allfgenornmcn. In den

Anfangsk.'Ulturen wurde der Eleklroncnakzeptor Ni!rat nur in einer Konzen!ration von 5 mM

eingesclzt. urn einen moglichen toxischcn Effckl durch Nitrit. ein sich even!uell anhtiufendes

Intcnnediat der Nilratreduktion. auszuschliel3en. Auf den Zusalz des Reduktionsmittels

Ascorbal im Medium wurde verzichtet, da dieses als Elektronendonalor und

Kohlenstoffquelle die Anreicherung von uncrwunschtcn Bakterien gefOrdert halle. Das

Ameicherungssubstrat wurde als verdlinnle Lasung in HMN zugesetzt. Zur Gewahrleistung

ciner maglichst glcichmtil3igen Verteilung des Substrates wurden die nach der Hungate

Technik verschlossenen Glasflaschen leicht schrtiglicgend rtlhig bzw. unler Schutteln

inkubiert. Dabei wurden sie so gelagert. daB jeglicher Konlakt der organischen Phase mil

dem Stopfen ausgeschlossen war.

2.3.2. [solierung

Zur Isolierung alkanvcrwcrtender Nilralreduzierer war die DurchfOhrung verschiedener in

der Mikrobiologie verwendeter Isolierungstechniken notwendig. Nehcn der Vcreinzelung

von Bakterien durch ein Ausstrcichen auf Agar mit Mineralmediulll oder Komplexmedium

oach der Dreisrrichmethode wurden Agarverdlinnungsreihen, Boltle Plates sowie fliissige

Verdiinnungsreihen mit selcktivcm Substral angcsetzt.

2.3.2.1. Agarverdiinnungsreihen

Zur HefSl'cHung einer Agarverdiinnungsreihe wurden sieben der vorbcrcitctcn Rahrchen

(20 ml) mil Agar (3 ml, 3%ig, s. 1I.2.2.2.) zum Schmelzcn in eincm siedenden Wasserbad

erhilzt. Der geschmolzene Agar wurde bis wm Zusatz des Mediums in einem Wasserbad bei

60°C fliissig gehalten. Zusatzlich wurden 50 ml Sll13wasscrmedium mit Ascorbat, dem

Elektronenakzeptor und einem IOslichen Substrat versetzl und in einem Wasserbad mit 41°C

vorgewarml. AnschlieBend wurden jedem Agarrohrchen 6 ml des vorgewarmten Mediums

zugefiigt, wobei die Pipettenspitze Stel<; etwas unterhalb der Oberf1ache des sich mischenden

Agars gehallen wurde; auf dicse Weise wurde die Komaktflticbe zwischen Medium und Luft

minimal gehalten. Unmittelbar nach der Zugabe des Mediums wurden die Rohrchcn in das
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auf 41 "C lempcrielte Wasserbad gestellt. Die Alukappen wurden durch schwarze

Butylslopfen ersetzt und die Rohrchen durchnumerielt.

Das crste Rohrchcn wurde dann mit einem Tropfen der Anreicherungskultur

angeimpft. mit einem Stopfen verschIosscn und einmal vorsichtig umgeschwenk!. Aus

diesem AnsalZ wurde nun dem zweiten Agarrahrchen durch vorsichtiges Eingie6en ein

Tropfen zugesetzl. Das zweite Rohrchen wurde verschlossen, vorsichtig umgeschwenkt und

diente der Beimpfung des nachsten Rohrchen. Dieser Vorgang wurde wiederhoh. bis

lelZlendlicb das siebte Rohrchen mit eincm Tropfen aus dem vorhergehenden Rohrcben

verselZl war. Die beimpflen AgarrOhrchen wurden zur beschleunigten Erslarrung in ein

Wasserbad gestelh. mil einer N!C02-Atmosphiirc Uberschichtet und nach der Hungate

Technik vcrschlossen. Die lnkubation der AgarverdUnnungsreihen erfolgtc stehend bei

28°C.

2.3.2.2. Bottle Plates

Dic wic untcr IL2.2.2. ocschriebenen vorbereiteten Bonle Plates (Hermann et al. 1986)

wurden zorn Schmelzen des Agars in einem sicdenden Wasserbad errulZt und anscWieBend

in ein 60 "C warmes Wllsserbad gestelli. Zusatzlich wurde SuBwassermcdium mit Ascorbat,

dem EJektronenakzeptor und gegebenenfalls cinclI1 ltlslichen Substrat versctzt und in einem

Wa...serbad mit 4 J "c erwarmt. Je Glastlasche (125 011) wurden dann 6 ml des

vorgewanmen Mediums zugegeben. Die Glasnaschen wurden anschlieBend sofon in das

41 "C warmc Wa...serbad gestellt und mit dem N/C02-Gasgemisch begast. Nach zwei

Minuten wurden die Flaschen verschlossen und zum Erstarren des Agars in eine waagercchte

Position auf Eis gelegl.

Das Ausstrcichen von Baktcricn erfolgte. indem die F1asche emeut geoffnet und das

Inokulum mit einer langen KanUic auf den ahrboden aufgebracht wurde. Eine Vereinzelung

wurde dabei durch cine Icichtc Zick-zack·Au.o;suichlinie mit Hilfe einer am Ende

IropfenfOnnig zugeschmo)zenen Pastcurpipeue erreicht. AnschJjeBend wurden die Flaschen

cmcut mit dem N/C02·Gemisch begast uDd vcrschlossen. Wahrend die loslichcn Substrate

direkt dem Medium zugese12.t wurden. erfolgte die Zugabe der wassenmloslichen Substrate

im Gemisch mit HMN nachtriiglich nach dem Ausstreichcn und VerschlieBen der Flasche.

Die Flaschen wurden Jeicht schrag Iiegend bei 28 DC mit der Agarschicht nach oben inkubien

(Abb. 5). Eine Versorgung der Bakterien mit dem KohJenwasserstoffsubstral crfolgte auf

diese Weise nur libcr die G<l:)phase. da kein dirckter Kontakt zwischen Substrat·HMN

Gemisch und fcstem Ntihrboden bestand.
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Abb.5: Bottle Plates zur lsolierung von Mikroorganismen auf fe!'\lem Nahrboden unler
anaeroben Bedingungen. Die mil einem Butylgummis!Opfen (B) ver:'\Chlossene Glasflasche ist
auf der einen Seite mit einem donnen Agamahrboden (A) beschichtet und emhalt ein Gemi.Kh
von N.JCO! (90110 lv/v)) als Gasatmosphare (G). Die Bottle Plates wurden lcicht schrag liegend
mil der Agarschicht oben inkubiert. Das Subslrat (S) wurde im Gemi-.ch mit HM ohne
direkten Kontakt mit dem Agar zugesetzl.

2.3.2.3. FHissige Verdilnnungsreihen

Fur fltissigc Verdunnungsreihen wurde Medium mit Vilamlnen llnd Spurenelementcn in

Kullurrohrchen gcftilh. In die erslen 6 Rohrchen wurden jc 9 Illl des Mediums gegeben. ab

dem siebten Rohrchen wurde nur I ml Medium eingcftillt. Die Rohrchen wurden unter

NiCOl Bcgasung noch der Hungale-Technik vcrschlossen. Das erstc Rohrchen wurde mit

I ml der Anrekhcrung....kultur beimpfL Nach den I: 10-Verdtinnungsschrillcn wllrde nuch

dem sechsten Rohrchen im Verhahnis 1:2 vcrdtinnt. Die Rohrchen mit den

1:2·VcrdUnnungcn wurden anschlieBen.d mil Medium auf 10 rnl Kultllrvolumen aufgcfUllt.

Das Subslrat-HMN-Gemisch wurde nnch dem VerdUnnen und Aufftillen den bereits

verschlossenen Rohrchcn zugeselZt. Die Rohrchen wurden Oach liegcnd bei 28°C inkubiert.

2.4. Kultivierungsmethoden in unterschiedlichen Experimenten

2.4. J. Stammhallung

Zur Erhaltung des Neuisolales und der anderen zu Verglcichen herangezogenen

nilrmreduzicrcnden Baklerienslilinme wurden die jeweiligen Siamme in 20-ml-Rohrchen

kultivien und aile vier Wochcn Uberimpft. Das AnselZen der StamOlkulturcn erfolgle wic in

Absatz II.2.4.3. beschrieben. Die Stamrnc worden parallel auf einer gut verwenbaren

Fettstiure (Natriumsalz) und auf cineOl KohlenwasscfStoff (Alkan bzw. Aromat) angczogen.

Die gewachsenen Stammkulturcn wurden bci 4 °C gelagerl.
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Zur Reinheill>kontrolle wurden die Slammkulturen mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie

auf ein einheitliches Erschcinungsbild der Zellen tiberprtift. Zusatzlicb wurde die

Einheillichkcit der Kolonien des Isolates auf Platten aus Komplexmediumagar kontrolliert.

Durch InkubaLion des Isolates in Medium mit 0.5 g Hefeextrdkt und 5 mM Fructose und

anschlieBende Mikroskopie wurden andersan.ige Zelhypen ausgeschlossen.

2.4.3. Zcllanzucht lur physiologischen Charakterisicl'ung

Die Kultivierung der Baktericn zur Ermittlung der velWcrtbaren Substrate, des Temperatur

und pH-Optimums und der Vilaminabhaogigkeit erfolgte in anoxisch verschlossenen 2o-mJ

Rohrchen. Das Medium wurde in die Rohrchen minels einer Gla"pipette eingefiilh. wobei

die Pipellenspitze zur Vermcidung eines erhOhten Luftkontaktcs heim Auslaufen des

Mediums steLS unter def OberO:iche des ~edium<;piegels gehalten wurde. Dic Rohcchen

wurden mit etwa 15 ml Medium hefLillt und unter NICOl Begasung nach der Hungate

Technik verschlossen. Die Beimpfung erfolgte mil 3 bjs 6 % des Kulrurvolumens aus einer

dichtgewllchsenen Stammkultur. Das InokuJllm wurde minds einer N2~gespUlten Spritze in

die verschJossenen Kulturgcflil3c injiziert.

2.4.3.1. Bestimmung des Temperaturoptimums

Zur Bestimmung des Temperaruroptimums wurde cine Vielzahl identischer

Rdhrchcnkulmren des Isolates angesetzt. A1s Subslrat wurdc Hexan im Gemisch mil HMN

zugesctll. Die Rohrchen (Doppelinkubationen) wurden liegend ohne SchUtteln in

Brutschrlinkcn mit unlerschiedlichen Tempenuuren inkubien. Das Wachsrum der Kuhuren

wurde durch die Messung der optischen Dichle bei 660 nm kontinuierLich tiber einen

Zeilraum von acht Wochen verfolgl.

2.4.3.2. Bestimmung dl.!s pH-Optimums

Zur Beslimmung des pH-Optimums wurden zu je 50 ml Medium unterscruedliche Mengen

sleriler I M Hel oder I M NaOH zugesctzt und fLir jeden vorgegehenen pH-Wert auf drei

KulturrOhrchen verteilt. Die R6hrchen wurden unter N/C02-Atmosphlire verschlosscn, mit

Hexan-HMN·Gemiscb versetzl und beirnpft. Eines der drei R6hrcbco cines pH-AnsalZes

wurde unminclbar nach dem Beimpfen zor Messung des pH-Wen.es geOffncL Die anderen

heiden Rohrchen dieses AnsalZes wurden bei 28°C licgend unler Schutteln inkubiert. Das

Kuhurwachslum wurde anhand der optischcn Dichte bei 660 om verfolgl.



11. Mmerial und Methoden

2.4.3.3. Substrattest

28

2ur Emliltlung des Substratspcklnlms wurden dem Medium in Doppelansiitzen die

verschiedenen Substrate zugesetzL Einige Substrate wurden in lwei unterschiedlichen

Konzentrationen angeboten. Die KullUransatz.e mit wasserunloslichen Substraten wurden

Iiegend unter Schlilleln inkubiell: alle anderen Kuhuransatze wurden aufrechl Slehend

inkubiell. Die Inkubation erfolgle bei 28°C. Das Kulturwachstum wurde anhand del'

opliM:hen Dichtc bei 660 om verfolgl.

2.4.3.4. Ermiltluog des Vitaminbedarfs

Zur Ermiulung des Vitaminbedarfs wurde das Isola! iiber zehn Passagen auf vitaminfreiem

Medium gczogen (ParalleJanstitze je Passage). Als Kontrolle diente cin Ansatz mit aBen

Vilaminzusatzen. Aile Anstitze wurden liegend unter SchGneln bel 28°C inkubien. Die

oplische Dichle del' jcweiligen Passage (bei 660 om) wurde mil del' Kontrollkuhur

verglichen.

2.4.3.5. Aerobe Wachstumstests

Die Prlifung auf aerobes Wachstulll des Ncuisolates crfolgte mit .Mincralmcdium in

SchraubdeckelgltlSflaschen (50 Illl). Die Flaschen wurden mit 10 ml oxischem Medium

gcWlh. Die Zusammensetzung des Mediums war wie in 11.2.2.1. angegcben. jedoch wurde

keio Ascorbat zugegeben. Als Substrate wurden Kohlenwa.'iscrstorfe und Feusauren in je

drei Parallelansalzen eingeset71. Eincm der drci Anstilze wurde zustilzlich 10 mM Nilral

zugegeben. Ocr Ga<;raum enthiclt ein LuftlC01-Gasgemisch (90/10 lvNn. Das ~teril

:wgesetzte CO2 sollIe die Aufrechterhaltung des pH-Wclles im Bicarbonat elllhaltenden

Medium gewlihrleisten. In den Ansat7-en mit Kohlenwasscrstoffen wurden die

Flaschendeckcl mit tellonbeschichlcten Gummidichtungen verschen. lim ein Enrweichen der

Kohlenwasscrslorfe ausZllschlieBcn. Die Inkubation del' aeroben Kulturnaschen erfolgle bei

28 cC schuuelnd.

2.4.4. Zellanzucht zur Hilanzierung der anaeroben Alkanoxidation

Die Bilanzierung der anaeroben Hexanoxidation in dcr Reinkultllf wurde in 100 m!

SuBwassermedium in Ilachen Glasllaschcn (125 mI) durchgeflihrt. Der Gasraum wurdc mit

cinelll NjC02-Gasgemisch gcsplilt. AnschlieBend wurden die Flaschen mil einem

BUlylscptum verschlossen und dUTCh cincn SchnlUbdeckelverschluB gesichen. Das Substral

wurde im definierten Gemisch mil HMN (s. 11.2.2.3.5.) in die bereits verschlossenen

Raschen mit einer N!-gespUlter Spritze injizien. Dic vorbereitelcn Kulturnaschen wurden
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vor der Beimpfung zur vollstiindigen Reduklion moglicher Sauerstoffre!;te tiber Naehl

vorinkubiert. Am folgenden Tag wurde cine auf demselben Substrat dichtgewachsene

Vorkultur als Inakulum injiziert (3%ig). Der dabei enstehende Gasiiberdruck wurde mit einer

dlinnen Kaniile abgeJassen. Die Kulturen wurden n<lch Jiegend unter Schlilteln bei 28 ClC

inkubiert. so daB die wasscrunlosliche Phase nicht mit dem Stapfen in Kontakt knm.

Den Kulturansatzen. anhand derer eine WaehMumskUlve aufgenommen wurde.

wurden in restimrnten [ntervallen wahrend der lnkubationszeit Proben zur Beslimmung der

optischen Dichte (bei 660 nm) und zur Bestimmung der Nitral- und Nitritkonz.entration

entnommen.

Den Kulturansatzen filr die stochiometrische Analyse wurden erst nach Ablauf dec

Inkubationszeit zur Analyse die nOlwendigen Proben entnommen. Zunachst wurde der

Gasliberdruek mil Hilfe einer leicht mit Wasser befeuchtcten Glassprilzc gemessen.

Gleiehzeitig wurde cine Probe fUr eine Gasanalyse entnommen. Flir die Analyse des

Substrarverbrauchs wurden nach Ablassen des Uberdruck:s 10 ml reinsten Hexadekans z.ur

VergroBerung der Losungsmitlelphase zugeselZl. Nach intensivem Ausschutteln der KuhuT

wurden 2 ml der wasscrunloslichen Phase fUr die gaschromarographischen Analysen

enlnommen. Erst danach wurden waBrige Proben zur Beslimmung der optischen Dichtc. der

Ammonium-. der Nitrat- LInd der Nitrilkon7..enlration cntnommen.

Die Bilanzierung dcr anaeroben Cyclohexnnoxidmion in der AnreichcrungskuJlUr

erfolgte in gleicher Weise wie die Experimente zur BiI<lnzierung dcr Hexanoxidation in der

Reinkultur. In den Experimenten mil der AnreichcrungskullUr wurdc jcdoch dus Medium

niehl mit Ascorbat vorreduziel1, urn eine Verwcndung des Ascorbats a1s Kohlenstoff+ und

Energiequclle i.luszuschlie6en. Dariiber hinaus wurde den Ansatzen fLir die

gaschromatographische Analyse die organischc Pha.o;;e direkt ohne ZusalZ von Hexadekan

cnlnommen.

2.4.5. Massenanzuchten rLir biochemische und genetische Untersuchungen

Fur die Gewinnung von ZeUmasse, der Grundlagc wcJterfLihrender biochemischer und

genelischer. Untersuchungen, war eine Kultivierung der Baklenen in groBen Mengen

nOlwendig.

Massenanzuchlcn mil Kohlenwassersloffen aJs Substrat erfolgten in 400 ml

SliBwassermedium in nachen Glasflaschen (500011), die mit Butylgummjstopfen und

Schraubdeckeln mit Bohrung verschlossen wurden. Dabei wurden je Anwehl mehrere

Kulturen der beschricbenen GroBe parallel angesclzt. Das Medium wurde direkl aus clem

Abflillkolben in mil N/C02-begaste Kulturflaschen liber cin AbfiiilrOhrchen cingcftillL

AnschlieBend wurden die Flaschen umer N/C01-Begasung verschlossen. [)as

wasserunloslichc Substral wurde nachtraglich im Gemisch mit HMN durch den Stopfen
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injizicn. Die cinge...elZte Nilra!.konzenlrahOn im Medium lag in den Mas.-.enanzuchten

zwischen 8 und 9 mM. Hohere Nirratkonzcntrationen ftihrten wm verfriihtcn Abbruch des

Kullurwachstums aufgrund zu hoher Konzenlfmionen intennedilir gcbildelen. toxischen

Nitrits. AJs Inokulum (3%ig) diente eine auf demselben Substrat dichtgewachsene

Vorkullur. die ebenfaIls nachtrtiglich in die Kuhurtlaschen injizicrt wurde. Die Inkubation

dcr Flaschcn erfolgte Jiegend bei 28°C.

Massenanzuchten mil loslichen Substraten erfolgtcn in SiiBwassennedium in 2 I

Stcilbrusttlaschen. die ebenfalls mil eincm Butylgummistopfen und Schraubdcckel. bcide mil

Bohrung. vcrschlosscn wurden. lm Butylgummistopfen steckte ein Rohrchen mit einem

Septum, das dem nachtraglichcn Zufligen von Mediumkom!X'ncntcn dienlC. Da" Medium

wurdc direkt in den Steilbrusttlaschen angesetzt. Nach dem Autoklavieren wurde das

Medium unter N!CO~-Begasung abgeklihlt und unter kontinuierlichem Gasstrom mit den

weiteren Komponenten verselzl. Das Bcimpfen erfolgtc mit) % des Anzuchtvolumens aus

einer dichlgewachsenen Vorkultur. Die Flaschcn wurden unter kontinuicrlichem Ruhren mit

einem Magnetsttibchen bei 28°C inkubien.

2.4.6. Zellernte

Fur die anaerobe Ernte der Massenanzuchten wurdcn die KulturgefaBc in eine

Anaerobenkammer eingcschleust. Kuhurcn mit Kohlcnwasserstoffphase wurden mit Hilfe

cines Schcidetrichters von der wasserunlQ$lichen Phase geLrCnnt. Die erhaltenc

KulLurflilssigkeit wurde dann auf bereit'i am Vonag in die Kammer eingeschlcuste

Zentrifugenbechcr (450 ml) vencill. Die umgefLiUte Kuhursuspension wurde in den gasdicht

verschlossenen Zentrifugenbcchem aus der Kammer ge.<;chieusl llnd 40 min bei 8000 rpm

(JAlO Rotor, J2-MC. Beckmann. Palo Alto. California, USA) bei 4 °C zenlrifllgiert. Nach

der Zentrifugalion wurden die noch verschlossenen Zcntrifugenbecher crneul in die Kammer

eingebracht und die Kulturtibcrstiinde dekantiert. Die sedilllenticnen Zellen wurden je nach

durchzufiihrender Unlcrsuchung in SOBwassermediurn bzw. Puffer aufgcnommen,

gewaschen. emeut zentrifugien. und wieder in Medium bzw. Puffer aufgenolllmen. Mit

Ausnahme der Zentrifugation der geschlossenen Becher erfolglcn alle Arbeitsgange in der

Anaerobenkamlllcr.

2.5. Herstellung von Zellsuspensionen fUr Induktionsstudien

Die DurchfOhrung von Induktionssrudien erfolgte mil Zellen, die zuvor Ober mindeslcns Wnf

Passagen auf dem jcweiligen Substral der spateren Hauptkuhur angezogen worden waren.

Die Hauptkultur wurde in der exponentiellcn Phase. wie unter TI.2.4.6. bcschrieben wurde.
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geemtet und die sedimenlierten Zellen nnch einem Waschschrin in ascorbal- und

niualhaltigem (9 rnM) Medium aufgenommen. Die oplische Dicbte (00) der Zellsuspension

wurde durch Zugabe von Medium auf cineo Wert von 0.5 eingestelll. AnschlieBend wurde

die Zellsuspension in 50·ml·Portionen auf Serumflaschen verteilt. Die Flaschcn wurden

noch in der Anaerobenkammer mit dicken Burylgummisepten und Aluminiumkappen

verschlossen. AuBcrhalb der Anaerobenkammer wurde die Gasphase in den Serumtlaschen

mit dem NjC02-Gcmjsch ausgelauschL Die lnkubation der Flaschen erfolgtc schrag liegend

unter konlinuierlichem Schi.iueln i.iber 60 h. Nach 1 h Inkubalion wurde den

Zellsu..<;pensionen das jeweilige Substrat durch den Slopfen zuge..<;etzt. In umerschiedlichen

Zeitintervallcn wurde aus den Ansatzen mil HiJfc einer mit N2-gcspi.ilten Sprilze 0.5 ml

waBrige Probe fur die Nilral- und Nitrit-Bestimmungen entnonunen.

2.6. Herslellung von Zellexlraklen fUr geleleklrophorelische

Analysen

Die Zellextrakte ftir die gelelektrophoretischen Untersuchungen wurde in gleicber Weise wie

fur die Zellsuspensionen und die cnzymmischen Tests aus Massenanzuchlen der

Bakteriensta.mme gewonnen tlnd untcr anoxischen Bedingungen geerntet. Zum Waschen und

Resuspcndieren der Zellen wurde ein Tris-Pl.lffer (100 lllM). pH 7,5 mil 5 mM MgCl1

verwcndct. Nach dem zweiten Zentrifl.lgationsschriu wurden die in mehreren Portionen

sedirnentierten Zellen in Abhiingigkeit des weitercn AufschluBverfahrens in verschiedenen

Puffem bzw. Losungen aufgcnonunen.

AufschluR dcr Zellen in HarnstoWNP40-Mix uoler Einsalz des Glashomo

genisalors

Harnsloff/ NP40-Mix

Hamstoff 27.04 g

Nonidel P-40 2 mJ

Ampholyl-SlammJo5ung 5 1111

(Servalyle 9-11. 20%ig)

2-Mercaptoethanol 1 011

H2O ad 50 011

Ocr Hamstoff wurde unter schwacher Erwtirmung in Losung gebracht und der pH-Wert auf

9.5 eingcslellt. Die Lagerong der AufschluBlosung erfolgle in I ml Aliquots bei -70 0c. Die

AliquOls wurden fUr ihre Verwendung langsarn in der Hand aufgetaut.
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Je 0.1 g Zellen (NaBgewicht) wurden 0,4 IllI Harn~toffINP40-Mix wgesetzt. Durch

viemlaliges Einfriercn bei -20°C und Auftauen wurde das Aufbrechen der Zellen erleichtert.

Der eodgiihige AufschluB der Zellen wurde mit einem Gla.<;homogenisalor durch

mehnnaliges Auf- und Abziehen des Glas.';(empels erreicht. Die aufgeschlossenen Zellen

wurden abschlie6cnd 15 min bei 13.000 rpm, T = 20°C in einer Mikrofuge (Heraeus.

Hanau) zentrifugiert. Der Zellextraktuberstand wurde abgenommen uod bis zur

Elektrophorese bei ·70 °C gelagen.

AufschluU dcr Zellen durch Ultraschall

In einem zweiten Aufschlu1\verfahren wurden die sedimenliel1en Zellen zunachst in Tris

Puffer (100 mM. 5 mM MgCI~. pH 7,5) rcsuspendien. Je 0.1 g Zellen wurden 0.3 ml

des Puffers 7..ugesetzt. Die resuspcndierten Zellen wurden dann mit Ultmschall

aufgeschlossen. Dazu wurden die Zellen in einem 1.5-ml-Eppcndorf·GeniB auf Eis gcstclll

und die Uhra'iChallSOnde Yorsichlig in die Zellsuspcnsion eingclauchL Bci cinem Cycle yon

20 % wurden die Zellen 6 - 8 mal fur I min beschaUt. Eincr Beschallung folgtc cine

einmini.itige Pause. Oem beschallten Zellextr.tkt wurden anschlieBend 0,5 g rciner Harnstoff

je J.ll Zellextrakt lugesetzt. Zusatzlich wurdc dem Zellextrakt ein Volumen des

l-IarnstofflNP40-Mixes zugegeben. Die aufgeschlossenen Zellen wurden abschlicBcnd

IS min bei 13.000 rpm, T = 20°C zentrifugien und die Oberstande his zur Vcrwendung

bei _70°C gelagen.

2.7. Herstellung \'on Zellextrakten fur enzymatische Tests

Fi.ir die Herslcllung von Zelle:umkten zur Beslimmung von Enzymaktiviliilen dienlen

Bakterien aus der Massenanzllcht (5. 11.2.4.5.). Die Ernte der Zellen crfolglc wie unter

11.2.4.6. beschriebcn in der cxponentiel1en Phase unler anoxischcn Bcdingllngcn. Zellen aus

2 j Kulturvolurncn wurdcn mit AufschluBpuffer (50 mM Kaliumphosphal-Pllrrer. 2,5 mM

DTE. pH 7,2) gewaschcn und nach der zwciten Zentrirugation in ca. 4,5 ml desselben

Puffers aufgenommen. Ein Aliquo! von 1,5 ml wurdc abgenommen lind in cinem gasdicht

verschlossenen SpezialgefaB unler N1-Atmosphare auf Eis gelagen (im weileren als

Zcllsuspension bezeichnet). Die verbleibcndcn 3 ml wurden in der Anaerobenkammer in den

Druckzylinder der French Presse (American lnstrumcnts Co. Inc.. Silver Spring. USA)

gcfOlh. Der Zylinder wurde noch in der Kammer verschlosscn. Der ZellnufschJu1\ fand

auBerhaib der Kammer bei 900 psi (6.2 MPa) statl. Ocr aus dem Zylindcrhahn tlieBende

Zellextrakt wurde direkt tiber cine Kaniile in ein zwcites SpezialgeraB (Abb. 6) gedri.ickt.

Der Erfolg des Aufschlusses wurde mikroskopisch kontrollien. Gegebenenfalls wurde der
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AufschluB bis zu dreimal wiederholt. Das BefulJen des Drockzylinders wurde dabei immer in

del" Anaerobenkammer vorgenommen. Del" nach dem lelZten AufschluBschritt erhaltene

Zellextrakl wurde abschlieBend 12 min bei 12.000 rpm (JA21, J2-MC, Beckmann) bei 4 IlC

zentrifugiert. Del" Zellextraktiiberstand wurde abgenommen und in cineOl weileren mit

Nz-gespiilten SpczialgeHiB (Abb. 6) auf Eis aufbewahrt. Die Enzymaklivittiten wurden

unmittelbar nach del" Herstellung des Zellexlraktes gemessen.

Abb. 6: Kleines Spezialgef:iB. 4 ml Volumen. mit Butylguffimiseptum und Schraubdeckel zur
anaeroben Aufbewahrung von Zellextrakten. G. Gasraum; Z. Zellsuspension bzw.
Zellaufschlu6.

2.8. Bestimmung von Zelltrockenmasse

FOr die Bilanzierung der anaeroben Alkanoxidation wurde die gebildete Zellmasse aus

Kulturen von 100 ml Volumen enmrtelt (5. 11.2.4.4.). Die Zellen wurden zenlrifugiert. mit

Aounornumacetut (20 mM) gewaschen und bei 60 °C bis zur Gewichtskonstanz getroeknct

und gcwogcn. Die gebildete Zellmasse wurde auf das Kuhul"volumen und die zuvor

erminehe optischc Dichtc bezogen, so daB ein Faktor lUI" Umrechnung von optischeo

Dichlen (OD) in Zelldichten (mgll) gewonnen wurdc.

3. Analytische Methoden

3.1. Nachweis von Nitrat und Nitrit

Del" qualilalive Nachweis von Nilrat und Nitril erfolgle millels Teststaochen der Firma Merck

(Nitrat-Tesl, Merckoquant. Merck. Darmstadt).

Fllr die quantitative Bestimmung von Nitrat und Nilrit wurde cine lonen

chromatographic mil einer HPLC-Anlage der Firma Sykam (Gilchingen, MUnchcn)

durchgeftihrt. Die Trennung erfolgte liber eine A09 Mikro-Anionenausrauschersaule

(125 mm x 3 mm) mit einer 70 mM NaCI-Losung als Laufmittel bei einer AuBrate von

1 mUmin und einer konstanten Saulentempcratur von 50°C. Nitril (Rerenlionsz.eit 1.4 min)
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und Nittat (Retcmjonszeit 2 min) wurden bei 220 nm mit eincm Spektralphotomeler

(Modell 53200. Sykam. GilchingenIMUnchen) gemessen. Proben <IUS Bakterienkulruren

wurden vor der Analyse zenlrifugicI1 (13.000 rpm, 4 min, T = 4 ec), fillriel1 (45 ~m.

Nylon Arcodisc4. Gelman Sciences Michigan, USA) LInd 1:10 bzw. 1:20 mit Wasser

verdtinnt. Die vorbereitetcn Proben wurden tiber eincn Autosamplcr (Modell 851-AS. lasco.

Tokyo. Japan) injiziert. Die Datenaufnahme und dic Datenbearbeitung wurdcn mit Pyramid"'

Software (Axxiom Chromatography. Moorpark. California. USA) durchgeflihrt. FUr die

Eichung wurden die Satze KN0 1 und KNOz in Konzentrationen von 0,01 bis 1.0 mM

eingcsctzl.

3.2. Bestimmung von Distickstoffoxid

Der Nachwei~ von Np crfolgte gaschromalographisch unter Einsatz eines

Wiirmeleitfahigkeitsdetcktor.;; (GC-8A-GaschromalOgraph. Shimadzu Europa. Duisburg).

Die Trennung crfolgle isolhenn auf cincr PoraplOl Q Saule (3 mm x 2 m) bei einer

Tcmperalur von 40 ec. Die Injeklor- und DelcklOI1Cmpcratur belrug 110 ec. Als Tr.igergas

wurde Stickstoff mit cincr Flul3rate von 16 mllrnin verwendet.

Das in der wal.kigcn Phase gelosle Distickstoffoxid wurde untcr Verwcndung des

LOslichkeitskocflizientcn (0.279 mmol·j"I·kPa o

(. 20°C, bcrechnet nach Dean 1992) anhand

des Partialdrucks in der Gasphase enniuelt.

3.3. Bestimmung von Ammonium

Die quantitative Bestimmung von Ammonium erfolgle photomclrisch nach Boltz und Taras

(1978). Das AmJllonium wurdc in Gegcnwart von Hypochlorit mit Phenol in alkalischcr

Losung zu Indophenol umgesetzt und photol11etrisch bei 635 nm nachgcwiesen.

Losung A:

Phenol

Na- ilroprussid

H,o

Losung B:

NaOH

NaCiO (13%ig)

H,o

3 g

3 mg

ad 100 mI

2 g

2 ml

ad 100 mI
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Fur die LOsung B wurde das Natriumhydroxid zunachst in 80 ml Wasser gelost, bevor die

Hypochlorid-LOsung zugesetzt und letztendlich auf 100 ml aufgeflillt wurde. Beide

LOsungen wurden in dunklen Flaschen aufbewahrt und vor jeder Bestimmung neu angesetzt.

FUr den Nachweis wurden 10 mJ einer Probe bzw. 10 ml H20 (Kontrolle)

nacheinander mit jeweils 1 ml der LOsung A und B versetzt. Sowohl vor als auch nach der

ZUgabe von Losung B wurde das Gemisch griindlich gemischt. Nach Zugabe beider

LOsungen wurden die Ansatze flir I h bei Raurntemperarur im Dunkeln inkubiert.

AnschtieBend wurde die Extinktion bei 635 om im Photometer bestimmt. Der MeBbereich

des Tests lag zwischen I ~M und 100 11M Ammonium, so daB die Proben gegebenenfalls

entsprechend vor ihrer Analyse mit Wasser verdtinnt werden muBteD. Eine Eichkurve wurde

mit NH4CI im angegebenen Konzentrationsbereich erstelh.

3.4. Gaschromatographische Analyse von Kohlenwasserstoffen

3.4.1. Bestimmung von Hexan in der organisehen Phase (HMN)

Zur Bestimmung des Hexanverbrauchs in den Kuhuransatzen (s. 11.2.4.4.) wurde den

Anslitzen nach der lnkubation 10 mJ Hcxadekan und 251.11 Dekan als interner Standard

zugesetzt. Die Anstitze wurden anschlieBcnd griindlich geschUltclt. Dann wurden 2 ml der

organischen Phase fUr die gaschromatographische Analyse entnommen. Die Proben wurden

in dunklen. mit PTFE-Septen versch.lossenen Gefa6en (Zinsser-Analytik, Frankfurt) bei

~ 18°C gelagert und vor der Analyse I: 10 mil Oklan verdtinm. Von den verdilnnten Proben

wurde je I IJI mil einer Glasspritze injizien. Die Spritze wurde fur die einzclnen Laufe mit

Oktan gespillt.

Die Trcnnung erfolgte gaschromatogrnphisch auf einer PVMS/54 Pennaphase

Kapillarsaule (50 m x 0,32 mm ID; 0,3 ~m Filmdicke) mit Hilfe des Perkin Elmer

Autosystems (Perkin Elmer, Uberlingen): wrn Nachweis diente ein

Aammenionisationsdeteklor (AD). Als Tragergas dienle Wasserstoff mit einer FluCrate von

2,9 mlImin. Die Analysen wurden mit einem Split von 1: 10 durchgeflihrt. Die fur den FID

verwendeten Gase waren Wassersloffmit 40 mUrnin und synthetische Luft mit 420 mVrnin.

Zur optimalen Trennung diente das nachstehende Temperaturprogramm. Die hohe

Temperarnr am Ende des Temperaturprogammes diente der Regeneration der Saule. Sei dem

verwendeten Temperalurprogramm eluierte Hexan oach 2,2 min, Oktan nach 5,8 min,

Dekan nach 8.8 min und Hexadekan nach 12.1 min. Die Datenaufnahme und Auswertung

erfolgte mit dem Turbochrom Navigator 4.1 (Perkin Elmer, UberUngen).
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lnjektonemperatur

Detcklortemperatur

Ofeotemperalur I

Heizrate I

Ofentemperatur 2

Heizrate 2

Ofentcmperatur 3

T;= 250°C

T6 = 350°C

T1= 50°C. 5 min

20°Clmin

T z=170°C. 0.1 min

40°C/min

T,= 300 °C. 10 min
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3.4.2. Beslimmung von Cyclohexan in der organischen Phase (HMN)

Zur Bestimmung des Cyciohexanverbrauchs in den AnrcichelUngsan~litzcn wurdc den

Ansatzen nach der Inkubation mit Hilfe einer langen KanOle die organische Phase fUr die

gaschromatographischc Analyse cntnommen. Die Proben wurden in dunklen. mit PTFE·

Septen verschlossenen GefaBen (Zinsser Analytik. Frankfmt) aufgenommen und bei _18°C

gclagert. Fur die Analyse wurden die Proben zuvor mit Oktan vcrdGnm (1:5: 1:10): dann

wurde je I )ll der verdunmen Losung mit Hilfe einer Glasspritze injiziert. Var den ein7..elnen

Uiufen wurde die Spritze mil Oktan gespiilt.

Die Analyse erfolgte mittels Dual-Kapillarsaulcn-Gaschromutogruphie (GC-14A

Gaschrommograph. Shimadzu Europa. Duisburg) mil einer unpoJaren SE 54-Saule

(50 III x 0.32 mOl. O.511ID Filmdicke. Macherey & Nagel. OGren) und ciner polaren CW

20M Suule (50 m x 0,32 mOl. 0.511m Filmdicke. Macherey & Nagel, Duren). Die

Delektion erfolgte durch zwei Flammenionisalionsdctcktoren. Als Triigcrgas wurde

Wasserstoff mil einer AuBrate von 2 mUmin verwendcl. Die. Analysen wurden mit einem

Split von 1:20 unler folgenden Trennbedingungen durchgeftihrt:

Injcktonemperatur

Dctektortempcratur

Ofememperatur I

Heizmte

Ofentcmpemtur 2

T,= 250°C

T
d
= 280 ce

T , = 50 oe. 7 min

20°Clmin

T2 = 220°C, 5 min

Bei dem verwendeten Temperaturprogramm eluierte Cyclohexan nach 3,5 min und Oktan

nach 6.9 min. Die Dalenaufnahme und Auswertung erfolgte mil dcm Turbochrom Navigator

4.1 (Perkin Elmer, Oberlingen).
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3.4.3. Bestimmung von kurzkettigen, aliphatischen Kohlenwasserstoffen in

Erdol mittels Headspace-Analyse

Zur Beslimmung kurt.kettiger. aliphatischer Kohlenwasserstoffe in Bakterienkulturen mit

Erdol als Substrat wurde eine Headspace-Analyse durchgeftihrt. Duzu wurden den

KulturansiHzen bei Raumlemperatur mil Hilfe einer gasdichten Glasspritze Proben 0.5 ml

aus dcm Gasraum enlnolrunen und gaschromalographisch analysiert. Die Analyse erfolgte

gaschromarographisch tiber cine PYMS/54 Pemlaphase-Kapillarsaule (50 m x 0,32 mm 10:

0,3 ~m Filmdicke) mil Hilfe des Perkin Elmer AUlosyslem" (Perkin Elmer, Oberlingen);

zurn Nachweis dienle wicderum ein Flammenionisalionsdelektor (FlO). AJs Trngergas diente

Wasserstoff mit einer Flu6rale von 2.9 mJlmin bei eincm Split von I: 10. Die fUr den FID

vcrwendelen Gasc waren Wasserstoff mit 40 mlImin und synthelische Luft mit 420 ml/min.

Die Trennung erfolgte mit dcm nachslehenden Temperaturprogramm:

Injektortemper.llur

Deteklortempemtur

OfentcmperalUr I

Heizratc

Ofcnlcmpermur 2

T,= 130°C

Td = 250°C

T,= 30°C. 25 min

30 °C/min

T2 = 240 °C. 5 min

Zur Idemifizierung der aliphatischcn Koh.lenwasserstoffkomponemen im Erdol wurde ein

Standard-Gemisch aus kurzkettigen, aliphatischen Kohlenwasserstoffen hergestellt und

analysiert.

3.5. Analyse von Zellfettsauren

Flir die Analyse der Zellfettsauren wurden die Bakterien in einer Masscnanweht auf

ausgewaJdten Substraten kultiviert. Der jewciligen Hauptkultur (1,6 I GesamtvoJumen) ging

eine Kultivicrung des Stamnles auf dem gJeichen SUbstrat liber 5 Passagen voraus. Die Emte

der HaupLkultur erfolgtc unter oxischen Bedingungen enlsprcchend Abschniu 11.2.4.6. Die

Zellen wurden mit 20 mM Ammoniumacetat. pH 6.9 gewaschen, in 5 ml derselben

Losung aufgenommen und in der Gefricrtrocknungsanlage (Alpha 2-4. Martin Christ

Gcfrienrocknungs<1nlagen GmbH, Osterode im Harz) bei -20 °C und 0.04 mb,lr getrocknet.

Die gcfriergetrockncten Zellen wurden bei -20°C gelagert. Fur die Analyse der

Zellfeusaurcn wurden die Fettsauren zu Methylestem umgcsetzt und als solche

gaschromatographisch analysicTt.
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Herstellung von Fettsauremethylestern
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Die Um"etzung dcr Zellfetlstiuren zu Melhylestem und ihre Extraklion erfolgten nach Sasser

(1997). FUr die einzelnen Sehritle wurden folgende Reagcnzien benotigt:

Reagenz I (Vcrseifung): NaOH 45 g

Methanol 150 mJ

H,o 150011

Reagenz 2 (Methylierung): Methanol 275 011

Hel 325 mJ

Reagenz 3 (Extrak.tjon): Hexan 200 011

Methyl-tcn-Butylether 200 mJ

Reagenz 4 (Waschen): NaOH 10.8 g

H,o 900 011

Elwa 40 mg gefricrgetrocknctc Zellen wurden in ein mit einem Teflondcckcl verschliel3barcs

10 ml-Glasrohrchen eingewogen.

Verseifung:

Den gefriergetrockneten Zellen wurden I ml von Rcagcnz 1 zugesctzt. Oa.'i verschlossene

Rohrchen wurde ftir 5 min in einem siedenden Was~rhad erhitzt. Naeh grtindlichem

Ourehmischcn auf cinem Vortex Mixer wurde der Ans<Uz flir weitere 30 min in dem

siedenden Wasserbad inkubiert. Nach der Erhitzung wurde der Ansalz in einem Eisbad

abgckUhlt.

Methylierung:

Oem gekiihllcn Ansatz wurde 2 ml von Reagenz 2 zugescl2l. Es folgle cine lnkubation fUr

10 min bei 80°C. Die Zeit und die Temperatur dieses Schrines waren genau einzuhalten.

Exlraktion:

FUr die Extraktion der Methylcsler wurden dem abgektihlten Ansatz 1,25 ml von Reagenz 3

zugesetzt. Der Ansatz wurdc fOr 10 min pcnnanenl gut durchmischc. Mit Hilfe einer

Pasteurpipeltc wurde nach 10 min die wal3rige Phase entfcrnt und verworfen.

Waschen:

Olc verbliebene organische Phase wurde gewaschen. Oazu wurden 3 ml von Reagenz 4

lugesetZt. Nach emeutem Durdunischen (mind. 5 min) wurde eine Phasentrennuog
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beobachlel. die durch Zusatz einer Spalelspir.ze NaCI versllirkt wurde. Ungefahr '213 der

organischen Phase wurden mit eioer Glaspipette abgenommen lind fUr die

gaschromalographische Analyse in dUllklen ProbengefaBen bei ·20 DC gelagert.

Nachweis von Fettsauremethylestern mittels Gaschromatographie

Die Analyse erfolgte gaschromatographiscb auf einer PVMS/54 Pennaphase.KapilJarsaule

(50 m x 0.32 mOl 10; 0.3 J..l0l Filmdicke) mit Hilfe des Perkin Elmer Autosystems (Perkin

Elmer. UberJingen); zum Nachweis diente ein Flammcnionisalionsdetektor (FID). AJs

Tragergas diente Wasserstoff mit eiDer FluBrate von 2.9 ml/min. Die Analyse wurde bei

einem Split von 1: 10 durchgeftihrt. Die fur den FID verwendeten Gase waren Wasserstoff

mit 40 ml/min und synthetische Luft mit 420 mUmin. FOr die Analyse wurde je 1)11 der

Feusauremethylester·Probe injizien. Die Spritze wurde vor jedem Lauf mit Hexan gespiilt.

Die Trennung erfolgte mit dem nachstehenden Temperaturprogramm:

InjektoJ1cmpcmtur

Deteklortcmperatur

Ofcntcmpernlur J

Heizralc I

Ofcntempcratur 2

llcizralc 2

Ofentcmperatur 3

T,= 300 'C
T d = 350 DC

T 1= 140 DC. 2 min

4°C/min

T::! = 270°C, 0,1 min

10 °C/min

T~= 300 DC. 5 min

Zur Identifizierung der Fellsauremethylestcr wurden lwei kauniche Slandard·Gemiscbe

bekannter Feusauremethylester (Sulpelco 37componenl FAME Mix, SuJpelco BAME,

Sulpelco. Deisenhofen) verwendet.
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4. Proteinbiochemische Methoden

4.1. Zweidimensionale Gelelektrophorese

40

Die zweidimcnsionaJc (2D) Auftrennung von Zellproteincn wurde nach der Bcschreibung

von Anderson (1991) mit dem ISO-DALT System· (Hoefer Scientific Lnstruments. San

Francisco. USA) durchgefilhn.

Die erstc Dimension stelh eine isoelektiscbe Foku.!>slcrung dar. Proteine werden

emsprechend ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrenm. in dem sie in einem elektrischcn Feld

in einem pH-Gradienten wandem. In cincr zweitcn Dimension wenJen die bcreits

isoelektrisch fokussierten Proteine in cinem SDS-Gel mil einem Polyacrylamidgradienten

(9-18 %) cntsprechend ihrer MoJckulannasf.e aufgetrcllnl. Das Ergebnis der zwci

dimensionaJen GelcJektrophoresc isl ein komplexes Proteinpunktmuster, welches fUr die

jcweiligen Anzuchlbcdingungcn chamkterislisch ist.

Als Proben fUr die 2D-Elektrophoresc dienten Geamtzcllproteine von Bakterienzellcn,

die auf ausgcw~hlten Substraten angezogen worden waren. Die Baktcrien wurden ilbcr

mindeslens mnf Passagen auf dem gleichen Substral angezogcn. bcvor die KuJrivicrung in

ciner Massenanzuch! erfoJgtc. Die Herstcllung der ZcIJextmkte erfolgte wie unter

Abschnitt 11.2.6. beschricbcn.

4.1.1. Ersle Dimension: Isoeleklrische Fokussierung

4. I . I . 1. Herstellung der Iso-Gele

Acrylamid·Losung (31,8 %)

Acrylamid

Bisacrylamid

Hp

15,0 g

0.9 g

ad 50 m1

Die LOsung wurde durch eineo Papierfilter fihriert und in ciner dunkJcn Flasche bci 4 °c
gclagert. Die LOsung wurde innerhalb von 14 Tagen verwendet.

AmphoLyt-Stammlosung

Biolytc 5-7

Scrvalyte 3-10

B iolyte 3-10

5,0 m1

2.5 011

2.5 n'
Die LOsung wurde bei 4 °C in ciner dunklen Flasche ge1agcn.
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Puffer II

Tris

SDS

H,o

11,35 g

0,75 g

ad 375 mI
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Ocr pH-Wert des Puffers wurde mit 6 N HO auf 6,8 eingestellt. Die Lagerung des Puffers

erfolgle bei 4 0c.

Isoeq ui Iihrierungspuffer

Glycerin

Puffer II

SDS

OTT

H,o

7,5 mI

37,5 mI

I.5g

0.1 g

30 mI

Oem Puffer wurde zur Farbung eine Spmclspilzc Brornphcnolblau zugeselzt. Der

lsoeqllilibrierungspllffer wurde zur Aufnahmc der Gele jcweils frisch angesctlt.

Vorbereitung der Apparatur zur Herslellung der Iso·Gele

Dic fOr die Iso·Gele verwcndctcn dunnen Glaskapillaren (28 em x 0,15 em) wurden vor

jcdcl1l Lauf griindlich mit Rcinigungskonzentrat (Bio-Rad, MUnehen) gereinigt und mit

Druckluft getrocknel. Die gereinigten Kapillare wurden in der obcren Puffel'kammel' del'

rSO·DALT·Kammel' fixiert, so daB sie 1,5 em in die obcrc Puffcl'karnmer hineinraglen. Am

entgcgcngcsetzten Ende der KapiHarc wurdc die GieJ3kasseue fixiert. Die Hauptgelkammer

wurde mit 3 t Was..<;er befilllL Unmittelbar vor dem GieBen del' Gele wurde die Gellosung

wie folgt zusammcngcstelil.

Iso·Geliosung

Harnsloff

Ampholyl·StammJosung

Aerylamid·LOsung (31,8 %)

H,o

8,25 g

0.8 ml

2.0 ml

6,0 mI

Zuntiehst wurden die Aerylamid-LOsung und das Wasser lusammengegeben und der

Harnstoff dann durch leichtes Erwarmen gelos!. Erst nach vollsltindiger Auflosung der

Hamstoff4Kristalle wurde die Ampholyt·L6sung zugeselZt. AnschlieBend wurde die

Gellosung vorsichlig entgast. Die Polymerisation der GelJosung wurde durch die Zugabe der

folgenden Rcagenzicn gCSlaIteL
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Nonidel P 40

APS-Losllng (to %ig)

TEMED

)00 ~I

50 ~ll

5 ~ll
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Die gut durchmisehte und zur Polymcrisation gcstartcte Ge116sung wurde unter Vermeidung

von Luftblasen mit einer Gla"pipeltc in die GieBkasseltc gefiillt. Die obere Pufferkammer

einschlieBlich der G1Obkapi11aren und der anhangenden GieBka.'iscue wurde unmillclbar nach

dem EinfliUcn der Gel10sung in die mil 3 I Wasser gcftilltc Hauptgclkanmlcr eingehangl.

Durch das vo~ichtige Einluuchen konnlC die schwere Gello'iung in den Glu~kapillaren auf

cine einheiLlichc McniskushOhe ansleigcn. Nach I h waren die GcJc vollslandig

polymerisicn. Nuchdem die GieBkasseue entfemt worden war. wurden die uberstcbenden

Gclcnden an den Glaskapillaren abgeschnincn.

4.1.1.2. Vorfokussierung

Fur die eigentliche isoclcklrische Fokussierung war lUnachst die Ersldlung des pH

Gr:ldienten inncrhalb der Iso-Gele erforderlich. D.l" Wasser yom GicBvorgang in der

Hauptkammcr wurde verworfcn und durch 3,2 I frisches Wasser ersc(zl. Oem Wa<;ser

wurden zllsiitzlich 3,2 tnl 85%ige HJP04 zugesCIZl. Die oberc Pufferkamrner wurde nlln

mit den mil Gel gcflllltcn GlaskapilJarcn in die saure Losung eingelallchl. In die obcre

PufTerkammer wurden 200 ml Wasser mil 0.4 mIlO N NaGH cingefiil1t (Abb. 7). Mil

I-lilfc ciner Glasspritlc wurden die in die basische Losung hineinragenden Kapillaren von

Luftblasen befreil. Vcrblicbene unpolymerisiene Acryla.midreslc wurden vorsichlig

herausgespiilt. Zur spaleren Erkennung des Gclcndes wurden je bo-Gel 2 J.ll 10%ige SDS~

Losung aufgelragen. Die.-.e Markierung war nach der Elcktropho~ als milchige Zone am

Gclende erkennbar und kenn7..eichnete das ..saure·· Ende. Die Vorfokussierung erfolgte bci

200 V fUr I h.

4.1.1.3. Isoeleklrische Fokussierung der Proteinproben

Nach der Vorfokussicrung wurden die Protein proben mit l-li1fe einer Glasspritze

aufgelragen. Die maximale Menge an Protein je Get betrug 100 pg. Ais StandJrd wurden

2 pi dcr carbamyHenen Carboanhydrase des Calibration Kit (Pharmacia. Uppsala,

Schweden) Zlls:itzlich mil dcr Probe aufgetragen. Die isoclcktrischc Fokussierung errolgtc

zuniicbst fUr 1 h bci 1000 V, fUr die weiteren 22 h bei 1300 V.

Nach Ablauf der Eleklrophorese wurden die Iso-Gele Yorsichtig mit einer

wassergeftillten Plaslikspritzc aus den Glaskapillarcn gcdrtickt (Abb.7). in 150

equilibrierungspuffer aufgenommen llnd unmittelbar bis zu ihrer Verwendung bei -80°C

eingefroren.
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SprilZC mil Wasser

l---1ftt+-- Isogel in Glaskapillare

-Ht-+--H3P04

L'====='--..

[sagel in Glaskapillare

Abb. 7: A. Apparatur zur Durchflihrung der isoelektrischen Fokussierung. Die Glaskapillare
mit den Iso-Gelen sind in der Apperatur so fixiert. so daB sie jeweils in cine Pufferkammer mil
NaOH und in cine Pufferkammer mit H~PO~ ragen. B, nach Ablauf der isoelektrischen
Fokussierung werden die lsogele mit Hilfe einer wasscrgefiillten Spritze aus den Glaskapillaren
in ein GefaB mit Equilibrierungspuffer gedrtickt.
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4.1.2. Zweitc Dimension: SDS-Polyacrylamidgelclcktrophorcse (SDS

PAGE)

300 g

8 g

1000 ml

Bisacrylamid

H,Q

4. 1.2.1. Hcrstellung der SDS-Polyacrylamid-Gradienlengele

Acr)'lamid-Lasung (30,8 %)

Acrylamid

Die Lasung wurdc durch einen Papicrfilter filtrien und in einer dunklen Flasche bei 4 ac
gelagert. Die Lasung wurde innerhalb von 14 Tagen venvendcl.

Purrer 0

Tris

Hp
182 g

ad 1000 mJ

Oer pH-Wert des Puffers wurde mit 6 N Hel aufS.6 cingestcJlt. Dcr Puffer wurde bei 4 °c

gelagcfI.

8DS-Lasung (I O%ig)

SDS

HoO

10.0 g

100 ml

APS-Losung (IO%ig)

Ammonillmpersulfat

H,Q
2,0 g

ad 20 mJ

Die APS-Lasllllg wlJrde jeweils kurz vor ihrer Verwendung frisch angesetzt.

Rick t rophorese- Laufpuffer

Tris

Glycin

SDS

H,O

58,0 g

299.6 g

19.9 g

18,5 I
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Gleitlosung

SDS

Puffer II

H,o

Agarose-Losung

Tris

Glycin

SDS

1,0 g

50 ml

50 ml

2,9 g

15,0 g

1,0 g

5,0 g

ad 1000 mI
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Fur die SDS-PAGE wurden Gla.,.;;platten der GroBe 20 em x 25 em verwender.

Aufgeklebte Spacer garanticrtcn eincn Abstand von 1,5 mOl zwischen den GlasplaUen. Die

Gelkasscttcn wurdcn vor jedem Lauf griindlich von Gelrestcn hefreit, mit Wasser gesptilt

und absehlieBend mit Ethanol gereinigr.

Fiir den GieBvorgang der Gele wurden 22 Gelkasseuen in cinen Gelkontainer geladen.

In jedc Gelkassette wurde ein kleiner Besehriftungsabsehnilt (0,5 em x I em) getegt.

Fur das SDS-Gel mil Polyacrylamidgradiemcn wurdcn kurz vor Beginn des

Giel3vorganges folgende Jeiehte (9 %) uod schwere (18 %) Gell6sungcn angesetzt.

Tahelle 4: Zmammensetzung der leichfen und der schwercn Gellbsung fur die Herstellung der
SDS-Gelc

Reagenzien

Aerylamid-Losung (30,8 %)

Puffer D

SDS-Losung (lO%ig)

Glycerol

APS (lO%ig)

TEMED

H,o

Leichte GellOsung (9 %)

(ml)

321,4

275,0

11,0

10,0

0,2

479,5

Sehwcrc Gel10sung (18 %)

(mI)

642,9

275,0

11,0

88,0

5,0

0,03

77,3
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Kurz vor dcm Beflillen des Gradientenmischers wunle die Polymerisation der

Gellosung durch die Zugabe von APS und TEMED gestartcl. Die leichle und die schwere

Gellosung wurden nacheinander luftblasenfrei in die Kammem des Gradicmenmischcrs

cingefUllt. Mit Hilfc einer Schlauchpumpe wurdc das Gemisch aus Icichter und schwerer

Gellosung in den Gelkontainer gcdrtickl. Die Pumpc wurde auf eine AuSrate von

460 ml/min eingestelli. Unmiuelbar nachdem die Losungen in dem Gradienlenmischer zur

Ncige gegangen waren. wurde die Verbindung zwischen Pumpe lind Gclkonlainer gelosl.

Mit Hilfc ciner 35%igen Saccharose Losung (mit Bromphenol leicht geftirbl) wurden die

ZunuBverbindungen des Gelcontainers gcfl.illt. Flir den Erhalt geruder Geloberflachcn

wurden die frisch gegossenen Gele mil einer gesanigtcn Losung von Buwnol in Puffer II

besprlihL Die Gelc waren nach 4 h vollstandig auspolymerisiert.

Flir den Eleklrophoresclauf wurden die GelkasseHen dcm Gclkonlainer entnonuncn

und grundlich mit Wasser von Gelrcsten befreit. Die Gele konnlen his zu ciner Woche in

Frischhalteboxen mil feuchlen Tilchem geschichtct bei 4 °C gelagert werden.

4.1.2.2. 50S-PAGE

Mit dem ISO-DALT-System war ein Elektrophoreselauf von iO Gclen gleichzeitig im

Elektrophoresetank moglich. Vor dem Auftragcn dcr Iso-Gete der crsten Dimension auf die

SDS~Gele wurde der Tank mit Elektrophorcse-Laufpuffcr gcfi.illt und auf 10°C gekOhlt.

Die aufzutragcndcn lso-Gelc wurden millauwamlcm Wasser zugig aufgetaul, uber cin

Sieb mil Gleitlosung gespult und mil Hilfc cines Spezialsllinders luftbla~nfrei auf die SDS

Gelc aufgelegt (Abb. 8). Bei der Auftragung war auf die Oriemierung der Iso-Gele zu

achlcn. Mogliche Lufiblasen zwischen Iso-Gel und clem SDS-Gel wurden mit Hilfe cines

Spatels beseiligl. Die tiberschiissige Gleillosung wurde abgegossen und das Iso-Gel mit

2 ml ciner geschmol7.enen Agarose-Uisung auf dem SDS-Gel fixiert (Abb. 8).

Zur Bestimmung von Molekularmassen wurden def High Molecular Weight (HMW)

tlnd der Low Molecular Weight (LMW) Calibralion Kit (Pharrnacia. Uppsala. Schweden)

cingesetz.t. Der HMW und der LMW Standard wurdc jeweils in 50 III Wasser

aufgenommen. Die bciden Standards wurden vereinigt und 20 jll des Gcmisches auf kleine

Filterslreifen pipctticn. Die Filierslrcifen wurden mit einem Iso-Gel zusammen auf ein SDS

Gel aufgelragen und durch die Agarose fixiert.

Nachdem aile 7..ehn SDS-Gele mit lso-Gden beladcn worden waren. wurden die

Gelkassctten fUr den Lauf in den Eleklrophoreselank gestelll (Abb. 8). Die Elektrophorese

erfolgle tiber 17 h bei einer Spannung von 120-130 V. Wahrend der Eleklrophorese wurde

der Elektrophoresclank kontinuierlich auf 10 °C tcmperien. Nach 17 h wurden die

Gclkassetten dcm Tank entnommen. die einzelncn Gelkasseuen vorsichtig mit cinem Spatel
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aufgehebel( und die SDS..cele von der Agarose und dem Iso-Gel befreit. Die SDS-Gele

wurden anschJieBend geramt oder fUr einen Transfer auf PVDF·Membranen vorbereitet.

A lsogel

Glasplanc
mit
Absundhaller

50S-Gel

Agarosc -----lJ-+H--+

Isogcl ----11-11-1---1--1

Eleklrophorcse
Laufpuffer

+

Abb. 8: A. Transfer des Iso-Gels auf das SDS-Gradientengel. B. Vor clem eigentlichen
Elektrophoreselauf wurde das TSO"-Gel mit Agarose auf dem 5DS-GeI fixiert. Anschlie6end
wurden die Gelkasseuen in den Elektrophoresetank gestelll. so daB sich der
Elektrophoreseverlauf von links nach rechts vollzog.
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4.1.3. Coomassie Blue Farbung der SDS-Gele
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Urn die in der 20-Gelelekuopharese aufgetrennten Proteine siehtbar zu machen. wurden

diese unspczifisch mit Coomassie Blue gelarbl.

Fixierungslosun g

Ethanol

HJP04

H,o

Farbelosung

Ethanol

H 1P04 • 85 % vlv

Cooma.<;sie Blue R250

H,o

Entfarbungslosung

Ethanol

H,o

500 mI

20 ml

ad I()()() mI

500 mI

20 ml

2 g

ad 1000 ml

200 rnl

ad 1000 ml

Die SDS-Gele wurden zuniichsi 30 min in der FixierungslOsung und anschlieBend uber

mindeslens 6 h in der Ftirbelosung umer kominuierlichcm Schwenken auf einer Wippe

inkubiert. Zur Emfarbung wurden die Gele in 20%igcm Elhanol inkubicl1. Fur cine

griindliche EmHirbung des Gelhintergrunds war ein mindestens viermaliger Wechsel des

Elhanolbade.<; nOlwcndig. Die Lagerung der Gele uber cinco Hingeren ZeilnlUm erfolgle

ebcnfalls in 20%igem Elhanol bei 4 0c.

4.2. Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf Polyvinyliden

f1uorid-Membranen (PVDF-Membranen)

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf PVDF-Membranen wurde oach der Methode

von Matsudaira (1987) durchgeftihrl. Die Obcrtragung der Proteine auf die Membranen

dicntc als Vorbereitung der Isolierung von cinzelnen Proteinspots zur Beslimmung der

N-terminaJen Aminosauresequcnz. Der Tranfifer der in der zweidimcnsionaJen

Eleklrophorese aufgctrcnnlcn Proteine erfolgtc auf ProBlott PVDF-Mcmbranen (Applied

Biosyslcms, Wcjtersladt) mit Hilfc einer Semi-Dry Transfer Einheit (SemiPhor1M
• Pharmacia
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Biotech. Freiburg). Das 50S-Gel wurde zwischen Filtcrpapier (Phannacia Biotech,

Freiburg) auf eine PVDF-Membran geschicbtel und in der T'dIlsfer-Einheit einem

elektrischen Feld ausgesetzt.

Die Gele wurden unmiuelbar nach Ablauf der Gelelcklrophorese den Gelkasseuen

enlnommen und 5-10 min in CAPS-Transfer-LOsung inkubiert. Die PVDF-Membranen

(zugeschninen in der GroBe 15.9 em x 14,Ocm) wurden kurz mit IOO%igem Methanol

benetzl und anschlieBend in CAPS-Transfer-Losung gcuankt. Eine ausreichende Anzahl an

Fiherpapieren wurde ebenfaUs in CAPS-Transfer-Losung gClrankl. Die zu blonenden Gcle

wurden jeweils einzeln in der GroBe der Membranen 'lusgeschniuen. lur Orienticrung dUTCh

Einschniu markiert und anschlieBend emeut in CAPS-Tr<lOsfer-Losung zur Entfemung von

Gelreslcn gewaschcn. Die in CAPS-Transfer-Losung inkubierten Filterpapiere, PVDF

Membranen und lugeschninenen Gele wurden anschlieBend zu einem sogenannlen Blotting

Sandwich wie folgt geschichlel und auf der mit Wasser befeuchtcten Polphme (Anode) der

Transfcr-Einheit plaziert (Abb. 9).

Kmhode

l§j Pulplullc

• 50S-Gel

~ PVOF-Mcrnbr.m

AIIOOC 0 Flllerpapll,:r

Abb.9: Blouing-Sandwich fUr den Transfer von PrOIClOcn aus SDS·Gelen auf PVDF
Membranen

Bei der ZusammenslcJlung des Sandwiches war darauf zu achten. daB das Gel nach Auflage

auf die Membran ruehL nachlraglich verscboben wurde. da sonst die Gefahr der Verwischung

der gelrennten Proteine bestand. Vor dem Auflegen der zweilen Polplalte (Kalhode) wurden

mOgliche LuflbHischen im Sandwich durch Oberrollen mil eincm Rcagenzglas entfernl. Zur

Be~hwerungwurde auf die ohere Polplane dec Transfec-Einhcil ein I kg-Gewichl gestellt.

Der Transfer crfolglc flir 2 h bci einer Slromversorgung von 0.8 rnA/cm2 GelfHiche_

Wahrcnd des Transfers wurde die Stromslfuke so angepaOt, daB eine Spannung von 15 V

nicht ilberschrinen wurde.
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CA PS -Transfer-Losun g

3-Cyclohexylamino-l-propan

sulfonsiiure

Methanol

Hp

11,05 g

500 ml

ad 5000 ml

Der pH-Wen der LOsung wurdc vor der vollslandigen Aufflillllng mit Wasser mit 6 N

NuOH auf I 1.0 eingestclll.

4.2.1. Coomassie Blue Farbung der PVDF-Membranen

Urn die geblouctcn Proteinspots fUr eine N-terminale Aminosauresequenzbestimmung gczic1t

aus den Membranen aU$schneiden Zli konnen. wurden die Membranen mit Coomassie Blue

gefarbl.

200 m1

4,0 rnl

0,4 g

ad 400 ,"1Hp

FarbungslOsung

Methanol

Eisessig

Coomassic Blue R25D

EntfarbungslOsung

MeLhanol

Hp
500 ml

ad 1000 ml

Nach Ablauf der Transferzeit wurden die PVDF-Mcmbranen kurz mit Wasser gewaschen,

mit IOO%igern Meth.mol bcnctzt und zur Fiirbung der Proteinspo!s fliT 1-4 min in der

Farbullgslosung geschwcnkl. Die Membranen wurdell jeweils cinzcln gefiirbl. Der

Mcmbranhimergrund wurde durch mchrmaligcs \Vaschcn mit 50%igem Melhanol entHirbl.

AbschlieBend wurden die Membranen griindlich mit Wasser gcsptilt und an der Luft

gClrocknet. Sis zur Analyse einzclncr PrOicinspms wurden die Membranen in Tuten

cingeschweiBt bei -20 °C gclagcrt.
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Zellen

!
Proteinexuakt

!
2D-Eleklrophorese
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IsocJcktriscllc Fokussierung
(I. Dimension)

-
SDS-PAGE

(2. Dimcn~;on)

Transfer der
Proteine auf

PVDF-Membran

F.:irbung der Proteine
auf der Membran

Analyse der
N-tenninalen

Aminosaurescqoenz

Farbung der
PrOl:eine im Gel

1
Dokumentation

Abb. 10: FlieBschema des experimemellen Ablaufs lur Unlersuchung der gebildeten
Zellproleine in Abhangigkeit des Wachstumssubstrates. Der ge\\.onnene Proteinextrakt wurde in
der 2D-Elektrophorese eingesetzt. Die zweidimensional aufgctrennten Proteine wurden
anschlie6end zur Dokumentation direkt angefarbt oder auf PVDF-Membranen lor folgenden
Ermiulung der N-lenninalen Aminosauresequenzen ubertragen.
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4.3. Analyse der N-terminalen Aminosauresequenzen
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Fur die Emtittlung der N-terminalcn Aminosauresequenzen wurden die auf die PYDF·

Membran transferierten Proteine nach der AnHirbung mil Coomassie selekliv aus der

Memhran ausgeschninen und fUr die Sequenzanalyse verwendet. Die Aminosauresequenz~

analyse erfolgtc nach dem Verfahren des schrittweisen Edman-Abbaus mit einer

Modifikation nach Hunkapiller (1983). Die Analyse wurde von Toplab, Gesellschaft fUr

angewandte Biotechnologie mbH, Martinsried, durchgefuhrt.

4.4. Nachweis von Enzymaktivitaten unter anoxischen

Bedingungen

Fill' den Nachweis von Enzymaktvitiiten wllrden, wie unter 11.2.7. bcschricben, frisch

hergestclltc Zellextraktc vcrwendet. Die Zellextraktc wurdcn in mit N" gcspillten

S!X=zialgefaJ3en auf Eis gelagen.

Die verwendclcn Puffer und die ZlIsatzc wllrdcn durch mehrmaliges Evakuieren unter

Schiltteln lind Begasen mit N 2 anacrobisicll und in mit dicken Butylgummiscpten

verschlossenen Semmflaschen allfbcwahrt. Die Enrnahme der Losungen erfolgte durch mit

N, gespUllc Spritzen. A1s ReaktionsgefaBe wurden 1,5 ml Glaskilvclten mil runder.

verschlieBbarer Offnung (mit Schliff) verwendcl. Die Kiivetten wurden mit einem Stapfen

verschlossen und mindestens 2 min mit N 1 durchspiilt, bevor die L6sungen fUr den

Enzymtcst injiziert wllrden. Die. Enzymtests wurden in einem Spektralpholomctcr (Shimadzu

UV -1202. Duisburg) bei Rallmtemper<ltur durchgefUhrt. Die Mcs~ungcn crfolgtcn bci eiller

Wellenltinge von 578 nm.

Testprinzip zum Nachweis von CO-Dehydrogenase:

CO + 2 MVL
+ + 20R ----* CO2 + 2 MY+ + Hp

Das zlinachs! leicht hellblau mit Natriumdithionit vorrcduzicllc Methylviologen wird bci

vorhandener CO-Dchydrogenase-Aktiviliit vollsUindig rcduziert (dunkelbluu). Die

Extinktionszunahme ist bei einer Wellcnlange von 578 nm meBbar.
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TesransalZ:

KH,PO,lK,HPO.. 50 mM. pH = 7,2

Mcthylviologen. 500 ruM

Na-Dirhionil. 29 mM (linter Nz)

Zellextrakt

CO

1.0 ml

10 ~I

1-2 Tropfen

5-100 ~

gesamter Gasraum
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Nachdem der Puffer und das Methylviologen in die Kuveue injizien. worden waren, wurde

der Gasraum I min mit CO-Gas durchspUlt. Die Kuvelle wurde grtindlich geschUuelt und

erneul 1 min mit CO begasl. Durch 1-2 Tropfen injizierte Nalriumdithionit-Losung wurde

dU!<l Mclhylviologen im ReaktionsansaLZ bis zur leichlen HellblauHi.rbung vorreduzien. Ocr

Reaktionsstan des Tests erfolgte durch Zugabc des ZcUex:traklcs. Die Extinktionsanderung

wurdc mit einem Analogschreiber aufgczcichneL 1m Kontrollansatz wurdc der Gasraum

anstcllc des CO-Gases mit N2 durchspUlI.

In einem variicrtcn Testansatz wurde S[aU des Zellextraktes eine Zellsllspension

eingesclzL Zustilzlich wurden dann 10 Jll einer Cctyltrimcthylammoniumbromid-L6sung

(CTAB, 0.5 %. w/v) ab AufschluBreagenz dem Tcstansatz zugcgebcn. Das crAS diente

der PermcabilisienlOg der Zellen.

4.5. Proleinbestimmung nach Bradford

Zur Enniulung dcl' Prolcinkonzentration in Zellexlmkten wul'de Cooma...~ie~Reagenz (Bio

Rnd Laboratories GmbH. Miinchen) verwendet. Del' Assay bcdient sich del' Melhodc yon

Bradford (1976). Das Reagenz wurdc Val' sciner Vcrwcndung durch einen PapierfLiler

filtrien und in einer dunkJen Flasche bei 4 °C gelagen. AJs Testansatt wurden 200 JlI des

Reagenz mit 800 JlI Probe bzw. Eichlosung zusammengegeben. Der gri.indlich gemischte

Ansmz wurde 15 min bei Raumlempemrur inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption

bel cincr Wellcnlange von 595 nm gemessen (SpektralpholOmeter. Shimadzu UV-1202,

Duisburg). Als Eichlosung wurde eine Rinderserumalbumin-Losung (0,14 mglml) im

KonzentratlOnsbereich von 1.4 bis 9,8 flglml cingcsclzl. Die Proben wurden gegebenenfalls

Yerdunnt, SO daB die Werte im Bereich der Eichkurve lagen.
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5. MolekularbioJogisehe Methoden

5.1. Bestimmung der 168 rRNA-Gensecluenzcn
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Flir die phylogenelischc Einordnung des Neuisolate:- wurdc die 16S rR.\lA-Gensequen7

ennincll. Sownhl die Experimcntc ZlIr Emlittlung der 165 rRJ\lA-Gensequenz. als auch der

Verglcich der crhaltcnen Sequcnz mit pllblil.icnen Scquenzdaten wurden von Dr. F. Rainey

(DSMZ, Braunschweig) durchgefUhrt. Die genomi ...che DNA wurdc eXlrahien. und

165 rRNA~Gcnab~chnitte wurden rnillel" Polymerasckellcnreaklion (PCR) mnplifiz.icrt

(Rainey ct "I. 19(6). Das gereinigtc PCR-Produkl wlIfde unter Verwendllng des Taq

DycDcoxy Temlinator Cycle Sequencing Kit (Applied Bio..y'aem~. Gcml<lnyJ entspreehend

den HefSlcllcrnn,gaben scquenzien. Ein Scquenzabgleich der crhaltcncn Sequenz mit bereils

pUbliz.iencn Sequcnzdalen erfolglc mil Hilfe des ae2 Editors (Maidak el nl. 1994). Die

Bcrcehnung der phylogenctischen Distanl.Cn und die ENeHung dc~ phylogenetischen

Slammbaumes errolglcn nach Juke!'> und Canlor (1969) llnd DcSoetc (1983).

5.2. Bestimmung des G+C·Gehallcs der DNA

Der G+COehall dcr DNA wurde von der DSMZ in Br:lUnschweig hcslimmt. Die DNA

wurdc oach der Melhode von Visuvan<lthan el al. (1989) isoliert und der G+C-Gchall miuels

IIPLC nach Me...hah CI al. (1989) lind T'llnaoka und Kumagal3 (1984) ermiuelt.

5.3. D A-DNA-Hybridisierung

Die Dl'\A-D:-.sA Hybridi"ienmg wurde von der DSMZ in Br.lUnschweig durchgeruhn. Die

DNA wurdc millcl ... Chromalogr.lphic liber Hydroxyapalit nneh der Melhode von Cashion et

a1. (1977) isoliert. Die DNAfDNA Hybridisicmng errolgtc nach der Methode von Dc Ley ct

.. I. (1970). wobci cine Modifizienlllg enlsprechcnd Hu<;s el aJ. (1983) und Eseara und

Hutton (1980) vorgcnammen wurdc. Zur Messung wurde cin Speklromclcr (Gilford System

MlXlcll 2600) mil cillem Thcmloprogrammer (Gilford Modell 2527-R) und cinem Plouer

cingesetzl. Die Renaluricrungsr.llen wurden mit dem pc.Progranun TRANSFER.BAS von

Jahnke (1992) ennittclt.
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m. Experimente und Ergebnisse
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Teil A:

Anaerobe Oxidation von aliphatischen, gesattigten Kohlen

wasserstoffen durch denitrifizierende Mikroorganismen

1. Anreicherung und Isolierung eines zur anaeroben Oxidation

von Hexan befahigten Nitratreduzierers

1.1. Anreicherung

Dac; Alkan n1It der kiirzesten Keue, dessen anaerobe Verwertbarkeit durch Reinkulturen

denitrifizicrcnder Baktcricn nachgewiesen wurde. is! II-Oktan (CIlH Ill)' Das wichtigste

Bestreben der vorlicgcndcn Experimente war daher die Suche nnch Denitrifizierem, die die

Fiihigkeil bcsitzen. noch kurzcrkeujge Alkane anaerob zu verwcrten.

Als lmpfmaterial fur die magtiche Anrcicherung solcher denitrifizicrenden Bakterien

dicnte cine Anrcicherungskultur in SiiBwassermedium mit Erdol als Substrat und 5 mM

Nilrat als Eleklronenakzeptor. In dieser Anreicherung wurde neben anderen KohJen

wassersloffen auch Il~Hexan und zu einem gcringen Teil sogar II-Pentan aus dem Erdal

anaerob verwertet (Rabus et al. (999).

Daher wurden fUr die nun folgenden Anreicherungsexperimente ,,·Pentan und n-Hexan

ein7.eln als definierte Kohlenwasserstoffe verwendet. Dac; Inokulum dieser Anreicherungs

kulturen beslllnd aus einem Gemisch von Grabenschliimmen aus Bremen. Dazu wurde

Su6wassennedium mit 5 mM Nitrat in 100 ml flachen Glasflaschen angesetzt. Sowohl

Pentan als auch Hexan wurden 2%ig in ciner Trjgerphase (HeptamcLhylnonan, HMN)

eingesetzt. Oem Medium wurde kein Ascorbar a1s Reduklionsmiuel zugeselZl. urn die

Anreichcrung zusiitzlicher Bakterien mil dieser Vcrbindung auszuschliel3en. Die lnkubatioo

dcr Kulturflaschen erfolgLe Oach liegend sowohl ruhig a1s auch unter kontinuicrlichem

Schutteln. Ein bakterieUes Wachstum wurde dUTCh Messung der Gasbildung und

mikroskopische Kontrollen verfolg( und mit einer KonlrOlle ohne Substrat verglichen.

Der Ansatz mit Pentan zeigte weder umer kontinuierlich schuttelnder lnkubation noch

in ruhiger Lage ein bakterielles Wachstum. So blieben die Kulturen selbst nach

sechsmonatiger lnkubmion klar und ohne Gasbildung.

Dagegen wurde in Gegenwart von Hexan ein deutliches bakterielles Wachstum

beobachlel. Neben einer zunehmcnden Trtibung der Kultur waren ein Nitratverbraucb

(nachgewiesen mil Nitraneststiibchen) und eine GasbiJdung in den Kulturen zu beobachten.

Die unter kontinuierlichem Schutteln inkubienen Kulruren verbrauchten das Nitrat schneller
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als die ruhig liegend inJ..-ubienen Kulturen. So muBte den geschiiuehen Kulturen bereils nach

einer Woche emeut Nitmt z.ugesetzt werden, wlihrend dies in den ruhig inkubierten Kulluren

erst nach 3-5 Wochcn notwendig war.

Die Kulturen 7..eichnetcn sich durch ein homogenes Wachstum der Zellen in der

waOrigen Phase aus. So zcigte sich eine einhcitliche Triibung in parallelen KulturansiHzen.

ohne Flockenbildung und ohne Emulgierung def ofganischen Phase. Die Bal.-terien wuchsen

ohne Anheftung an die Trngerphase. Eine mikroskopische Kontrolle der

Anreicherungskultur zeigle neben wenigen slabchenfdnnigen Zelltypen einen deutlich

vorherrschenden ovalen Zclltyp.

Die schiittelnd inkubiene Anreicherungskultur mit Hexan wurde als lnokulum fUr

wcitere Folgekultllren verwcndet. Nach mehreren Passagen in Siil3wassermcdium mit Hexan

als Substrat wurden aus einem gut gcwachsenen Kulruransiltz Aliquots fUr die

bolicrungsschrine entnommen.

1.2. Isolierung

Die IsoJierung eines Denitrifizierers, der lour anaeroben Oxidation kurzketliger Alkane

befiihigt ist, wurde zunachst in anoxischen Agarverdiinl1ungsreihen mit Acetat, Butyrat.

VaJerianat llnd Capronat versucht (s. 11.2.3.2. I.). Nach ein bis zwci Woehen waren bis in

die vier1e Verdilnnungsstufe Einzelkolonien erkcnnbar. Es handehe sich urn zwei

verschicdene Kolonictypen. namlich gro3ere. orange erscheinendc Kolonien mit

ausgcfranstcm Rand und kleincrc, durchsichtige Kolonicn mit glallem Rand. Mit Hilfe einer

ausgczo£cnen Paslcurpipeue wurden die ein7..elnen Kolonietypcn gczielt nus dcm Agar

gesogen und in Fliissigmedium Ubertragen. Als mogliche.<; Substrat wurde dcm Medium

Hexan in HMN als Triigcrphase lugcsetzt Keinc der Ubertragcncn Kolonien war jedoch zum

Wllchstum mit Hexan als Kohlenstoff- und EJcktronenquellc beflihigt. Die Kultllransiitzc

blicbcn klar, und das Nitrat blieb unverbraucht. Eine mikroskopische KontrolJe der

ausgesuchtcn Kolonien deulele bereiL'\ darauf hin, daB es sich bei den isolicl1cn

BaklcrienzeJlen nicht urn den vorherrschenden Zelltyp der Anreieherung (s. III.A.I. !.)

handelte. Wiihrcnd der vorherrschende Zelltyp der Anreicherungskultur oval war. handelte

es sich bei den isolierten Zellen urn Ianglicherc und deutlich k1cinere Zellen. In wiederholtcn

Verdlinnungsreihcn lie1~n sich die Bcobachtungen der ersten VcrdiJnnungsreihe emeut

feststeJlen.

Erne grundliche Untcrsuchung von Agarstilckchen aus den niedrigen Verdiinnungs

slufcn def Agarrcihen sollte cine Erklarung liefem. Schmale Agarstilckchen wurden aus den

Agarrohrchen herausgestanzt. zwischen einem Objektl.r.iger und Deckglas zerdrtickt und

anschliel3end mikroskopien. Es waren Haufen aus nur wenigen Zellen sichtbar, die
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offensichLlich nur sehr wenige Teilungen voUzogcn haUen. Diese Zellen entsprachen dem

vorherrschenden ovalen Zellryp der Anreicherungskultur (s. III.A. 1.1.). Da'i Agarmedium

schien somit keine optimale Wachstumsumgebung fUr die alkanverwertenden Bakterien

darzuslellen.

Auch weitere Versuchsansatze mit festen NahrbOden (AgarplaUen und Bottle Plates,

s. 11.2.3.2.) ennoglichten nicht die Isolierung eines Hexan verwertenden Bakteriums. Ein

Aussrricb auf anoxisch inkubienen Mineralmediumplatten mit Acetat und langkenigen

Feusauren zeigte oeben einem dicken StartiOlpfstrieh nur selren Einzelkolonien. Die wenigen

deutlich erkennbaren KoJoruen waren nach einem Transfer in Medium mit Hexan nieht in deT

Lage. zu wachsen. Ein Ausstricb auf Agar in Bottle Plates mil Hexanatmosphiire zeigte

ebenfalls nur ein sebr schwaches bakterielles Waehstuffi. Es waren nur sehr winzige

Kolonien am Anfang des Impfstricbes erkennbar. deren Isolierung mit ausgezogenen

Pasleurpipeuen rucht gelang.

Als lelZlendlich erfolgreiche Methode erwies sich eine fliissige Verdtinnungsreibe in

Sii6wassermedium mit Hexan (2 % verdtinnt in Trngerphase) als Substrat (5. 11.2.3.2.3.).

Die Verdiinnung des AliquOIS aus der AnreicherungskultuT erfolgte in den ersten sechs

Stufen im VerhaItni~ 1: 10. in allen weiteren Stufen im Verhiiltnis 1:2. Hexan wurde

nachtrdglich allen Verdlinnungsstufen in HMN als Tragerphase zugeselzt. Ein Wachstum,

erkennbar durch Trlibung des Mediums. zeigte sich bis hin ZLlf 14. VerdlinnungsslUfe. Eine

rnikroskopische Kontrolle der h6chsten noch gewachsenen Vcrdilnnungsstufe z.eigte den aus

der Anreicherungskultur bekannten vorherrscbenden Zelltyp. Nach einer zweiten nlissigen

Verdiinnungsreihe, fur deren Beimpfung die hoehste noch gewachsene Verdi.lnnungsstufe

der ersten Verdunnungsreihe diente. wurde die lelZle gewachsene Verdtinnungsstufe als

mogliche Reinkultur eines zur Verwenung von Hexan befahigten Denitrifizierers weiter

unrersucht.

Zur Priifung der Reinheit wurde die Kuhur auf festen ahrbOden ausgestrichen. Es

z.eigte sich wiederum nur eine sehr schwache Koloniebildung auf den Planen. Die groOten.

am deuLlichsteo ausgeprJgten Einzclkolomen wurden nach einem AussLrich auf ox.isch

inkubierten Komplexmediumplauen mit AC-Broth bcobachleL Doch auch hier war die

KoloniebiJdung nur am beginnenden Impfstrich zu beobachten. lsoliene Kolonien des

Impfstrichcs zeiglen deutlich den aus der Anreicherungsku!tur bekannten ovalen Zelltyp ohoe

morphologisch erkennbare Kontaminanten. Aile von der Plane isolierten Kolonien waren in

der Lage. nach Obertragung in Fli.issigmedium mit Hexan zu wachsen. Eine dcr erhaltenen

Fli.issigkulturen wurde als Reinkultur mit der Stammbezeichnung HxN I ausgewtihlt und im

weiteren Verlauf der Arbeit charakterisiert.
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2. Phylogenetische Verwandtschaft des Neuisolates H,Nl

2.1. Phylogenetische Einordnung des Stammes H,Nl aufgrund

der 16S rRNA-Sequenzanalyse
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Eine Einordnung des Neuisolates HxN 1 aufgrund einer 16S rRNA-5equenzanalyse ergab

eine Zugehorigkeil zum AZlJarclIs-Thauera-Cluster innerhalb der ~-Gnlppe der

Prolcobakterien (Abb. 11). Inncrhalb der Azoarclu-Tlulllera-Gruppierung zeigte sich nach

einem 16S rRNA Sequenzverglcich ein sehr hoher VCf\\'andtschaftsgrad zu den wr

Vcrwertung von Aromaten bcfahigten Denitriflzierem Stamm PbN 1 und Stamm EbN I

(Rabus und Widdel 1995). Die Sequenzillmlichkeit zu Stamm PbNI betrug 99,4 % und w

Stamm EbN I 98.6 %.

2.2. DNA-DNA-Hybridisierung und G+C-Gehalt

Wegen der sehr hohen 165 rRNA~Sequenzahnlichkeit des Neuisol:lIs zu den Stammen

PbN 1 und EbN 1 wurde zwecks feinerer Erkennung der Vcn.'Iandtschaftsverhilltnisse eine

DNA-DNA-Hybridisicnmg durchgefuhrt. Die DNA-DNA-Hybridisierung 7.eigle cine DNA

Ahnlichkeit des Stammes HxNI zu PbNl von 63,1 % und zu EbNI von 62.7 %.

Der G+CGehaJt der DNA des Slammes Hx.N I bclrug 66.3 mol % und lag damit in

der GroBenordnung der G+C-Gehalte anderer Stammc der AzoarclI.f-T/ullIera Gruppe, deren

Werte wie folgl sind: Stamm PbN I 66.8 mol %, Stamm EbN I 65,0 mol % (Rabus und

Widdel 1995). Azoorcll..\" ewJtlsii 67,5 mol % (Anders et al. 1995). A:oarclLf indigens

66.6 mol % (Reinhold-Hurek et al. 1993). AzoarCII.f allauobitts 66,5 mol % (Springer et

al. 1998), nllmera aromatica 67.0 mol % (Anders el al. 1995) und nUll/era seJenaris

66,0 mol % (Macy et al. 1993).
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Abb. II: Phylogenetisches Dendogramm basierend auf 16S rRNA Sequenzen zur Einordnung
des auf Hexan und Nilral isolierten Stammes HxNt sowie der beiden zuvor bekannlen
alkanverwertenden Denitrifizierer Stamm OcNl und HdNI (Ehrenreich 1996). Stamm HxNI
und Dc I erwiesen sich als AngehOrige der ~~Gruppe der Pr(){eobakterien. wahrend Stamm
HdNI der y-Oruppe der Proleobakterien angebol1e. Roseobactu denitrificans wurde als
Vel1reter der Cl-Gruppe und Desulfovibrio desulJuricon.s als Vcrtreter &-Gruppe in die
Darslellung einbezogen. Der MaBstab entsprichl fiinf ausgetauschten Nukleoliden pro 100
NukleOliden.
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3. Charaklerisierung des Slammes HxNl

3.1. Morphologie
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Die Zellen des Stammcs Hx I waren unbeweglich und oval. Die GroBe belJUg

1,0 - 1,5 ~m x 1.8 - 2 ~m (Abb. 12). Kulturen des Slammes zeichnelen sich auf allen

Substraten einschlieBlich Alkanen durch ein homogencs WachslUm in der waBrigen Phase

aus. 1m Gegensalz zu den bereits bekannten, ebenfalls zur Verwenung von Alkanen

beflihigten Denitrifizierem Stamm OcN 1 und HdN I (Ehrenreich 1996), hefteten Zellen des

Neuisolats HxNl wahrend des Wachstums auf wasserunJoslichen Substraten (Alkane,

Aldehyde, langkeltige Alkohole) nieht an die Substratphase (Abb. 13). So zeigte sich in den

Kuhuren von Stamm HxN 1 auch keine Emulgierung der wasserunloslichcn Substralphase.

Das homogene Wachstumsverhalten des Stammes ennoglichte dahcr eine kontinuierliche

Verfolgung des Wachstums durch Mcssung der optischcn Dichle und begiinstigre cine hohc

Zellausbeme bei der Kulturemtc.

Abb. 12: Phasenkontrastaufnahme der Reinkultur von Stamm HxNI. Die Kultur war in
SuBwassennedium mit 10 mM Nitral und 5 % Hexan in HMN gewachsen. Der eingezeichnete
MaBstab enlsprichl 6 J.lrn.
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Abb. 13: Vcrglcich des Wachsmmsverhaltcn zwcicr alkanvcrwcrtender Denitrifizierer. (A)
Unbeimpfter AnS<ltz mit Medium und einer Hexan-HMN-Phase. (B) Stamm HxN [ gewachsen
in SilBwassermediuffi mit Hexan-HMN-Phase. (C) Stamm DeN I g~waehsen in
Si.iBwa.<;.~crllled;um mit einer Dktan-HMN-Phase. Die Zellen von Stamm HxNI weisen ein
homogencs Wachstum.<;vcrhaltcn in der wii13rigen Phase auf und hcften niellt wie die Zellen von
Stamm DeNI iln der organischen Phase.

3.2. Temperalur- uud pH-Optimum

Zur Errninlung des Temperatur- und des pH-OpLirnums wurde der Stanun Hx.N 1 mil Hexan

(2 % in der Tr'dgerpbase) und 10 mM Nitrat in einem Tcmpcrarurbercich zwischen 10 °C

und 60 °C ""Ultiviert. Es zeigle sich Wachsrnrn in eincm Tcmpcraturbereich zwischen 10 °C

und 35°C. mil einem Optimum zwischen 25°C und 28°C.

In KulturanstilZCn verschiedener pH-Wene zeigte sich ein Wachstum im pH-Bereich

von 7.0 bis 8.5. Das pH-Optimum lag zwischen 7.2 und 8.0.

3.3. Vitaminabhangigkeit

Zur Prufung ciner moglichcn Vitaminabhangigkeil von Sianun HxN I wurde dieser

wiederholt mil Hexan (2 % in Triigerphase) und 10 mM Nilral in SUBwassennedium ohne

jegliche Vitaminzustitze kultivieI1. 1m Vergleich zu Kontrollans~tzen mit vitaminbaltigem

Medium zeigle sich, daB auch nach zehn Folgepassagen auf vitaminfreiem Medium das
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Waehstum nieht beintriichtigt war. Stamm Hx.N I wies somit kein spezielles

Vitaminbedlirfnis auf.

3.4. Optimierung des Wachstums durch schiitlelnde Inkubation

In der Anreicherungskultur wurde bcobachtct. daB eine Inkubation unter kontinuierliehem

Sehlincln das Wachstum beschleunigte. Dies wurde auch flir die Rcinkuhur bestarigt. Einc

geschUttelt inkubierte Kuhur des Slamme.... HxN I mit wasserunl6sJichem Substral wuchs

schneller als cine ruhig liegend inkubiCI1e Kultur. Wtihrend in der geschullelten Kullur mit

3 % ('Ill'll) lnokulum innerhalb einer Woche die oplische Diehte deutlich zunahm und 10 mM

Nilf<lt vollsttindig verbraucht wurden. begann in der ruhig inkubiel1cn Kultur erst in der

zwciten Woche die Zunahme der 00 und die Abnahme des Nitrats (Abb. 14 A).

3.5. Verlraglichkeit des Substrates Hexan

Untersuchungen zur Vertriiglichkeit des Substrates Hexan wurden zur OpLimierung des

Wachstums des Slammes HxN I llnd $Omit zur Optimicrung der Zellausbeule fUr

nachfolgende Untersuchungen zur AJknnverwertung durchgcfi.lhI1.

Vorangegangenc Arbeiten hatten gczeigt. daB kurzkcltige Alkane. wenn sic unverdunnt

den Kulturanstitzcn lugesetzt wurden. wachstumshemmend wirkten (Acekersberg 1994:

Ehrenreich 1996). Wurden die kurzkeu..igen Alkane jedoch verdunnt in einer hydrophobcn

incrten Tr'Jgerphase. z. B. Paraffin oder HMN. angebOlen. so nahm mil zunehmender

Verdtinnung des Substrates dessen Vcruaglichkeit 7.U und die Beeintr'Jchtigung des

Wachslums abo

Fur den Stamm HxN I zeigte sich. daB cine Konzenlr.J.tion von 5 % Hexan in HMN

eine optimale Substr.l.lkonzcntration darslclltc. Hohere Substratkonzenlrationen ftihnen zur

Beeintriichtigung des Wachstums. Ab einer KonzemTalion von 75 % war das Wachstum

vollstandig gehemmt (Abb. 14 B).
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Abb. 14: Optimierung des Wachstums von Stamm HxN1. CA) Wachsmm bei ruhig liegender
CA) und schuttelnder Inkubation (-). (8) Wachstum ;n Abhangigkeil de< angebolenen
Hcxanmenge in HMN (a 2 %; •. 5 %; .... 10 %; k. 50 %; 0.75 %; <>. rcines Hcxan). D"
Wachstum wurde an hand dcr optischen Dichte verfolgt.
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3.6. Substraltesl
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Zur Umersuchung der physiologischcn Fahigkcitcn und zum evenlueUen Erhalt von

Hinweisen auf Sloffwechselwcge des Stammcs HxN I wurde die Verwcnung ven;chiedener

Verbindungen als alleinigc Kohlenstoff~ und ElektronenquelJen gepriift (Tabelle 5). Ein

Wachsturn von StaIllm HxN lund damit die Verwcrtung des SubslIates wurde anhand der

Zunahmc der oplischen Diehte festgestelh.

Stamm HxN I zeigle. wie die bereilS bekannten. zur Verwenung von Alkanen

bcfahigten Anaerobier (Sulfatrcduzierer und Denitrifizicrcr. IV.I.!.. Tabelle 14), in dcr

Alkanverwcnung cine Speloialisicrung auf cineo bestimmtcn Keuenl~ingenbereich; das lsolal

bcvorzugte die kurzkettigen Alkane mit deT Keuenlangc C6-CK• Alkane Hingerer Kettenlangen

(~c,/) wurden von dem Stamm nichl vcrwertcl. Hinsichtlich des Alkanspeklrums grenzte der

Stamm HxN 1 sich somit kJar von den bcvorzugten KcttenHingen der beiden bekanntcn

aLkanverwcnenden Denitrilizicrcm OcN I (C~-Cl~) und HdN I (C1J-C:oo) abo Neben den

kUf7J-.euigcn Alkanen war Stamm Hx I in der Lagc. kurzkeltigc Alkohole. Aldehyde und

verschiedcnc Mono- und Dicarbonsauren zu verwerten. Von den gcprtiftcn Monosacchariden

wurdc lediglich Fructose verwencl.

Bemcrkenswert war das beobachtelc Wachstum mit Seozoat. AuBel' diesel'

aromatischen Carbonsaure dicme keine andere geteslClc aromatischc Verbindung als

Wachstumssubslral. Mit del' Unfahigkeit lour Verwertung von aromatischen

Kohlenwassersloffen grenzte sich Stamm HltN I physiologisch von den bekannten

Denitrifizierem PbNI und EbNI abo die aufgrund der 165 rRNA Analysen dem Stanun

H:tN I sehr nahcsteheo (Abb. II). Die Siamme PbN lund EbN I bcsilzen die Fahigkeil zum

Abbau von Alkylbenzolen, sind aber nichl in del' Lage. Alkane jeglicher Kcltenlange zu

verwerteo (Rabus 1995: Rabus und Widdel 1995).
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Tabelle 5: Substrattesls mit Stamm HxNl. Jede Verbindung wurde in einem Doppelans3tz
gepriift und den Kuhurrohrchen (15 ml) in den in KJammem angegebenen Konzentrationen
(in mM) zugesetzt. Angaben in % beziehen sich auf die Tr'dgerphase HMN (0.5 ml HMN je
15 ml Kuhurvolumen). +. Wachstum: -, kein Wachstum.

n-Alkane Aldehyde

Pentan (2 + 4 %) BUlanal (0,5 + I %)
Hexan (2 + 5 %) + HexanaJ (0,5 + I %)
Heptan (5 %) + Heptanal (0,5 + I %)
Okran (5 %) + Oklanal (0,5 + I %)
Nonan (10 %) o.kanal (0,5 + I %)
Dekan (10 %)
Undekan (5 + 20 %)
Dodekan (5 + 20 %) Aliphatische Mono- und
Pentadckan Dicarbonsauren
Hexadekan Fonnia! (10)

Acetal (10)
Propiona! (5)

2-Methylhexan (I + 2 %) Buryrnt (5)
3-Mcthylhexan (I + 2 %) Valerianat (3)
2-Methylhepran (I + 2 %) 2-Methylvalerianat (2)
2-Methyloktan (2 + 5 %) Capronat (2)

2-Methylhexanoat (2)
Cyclohexan (I + 2 %) OcnanUlat (2)

Olprylat (2)
Palmitat (I)

,,-Alkene Succinat (5 + 10)
I-Hcxen (0,5 + I %) Fumarat (5+ 10)

cis-2-Hexcn (0,5 + I %) Malat (5)
mms-2-Hexen (0,5 + I %) Pyruval (5 + 10)
cis-3·Hexen (0,5 + I %) LICtat (10)
Irans-3-Hcxen (0,5 + I %)
I-Heptcn (0,5 + I %)
I-Okten (0,5 + I %) Aromatische
I-Deken (0.5 + I %) Verbindungen

Bcnzoat (I)
Toluol (2 %)
Ethylbenzol (2 + 5 %)

Terpene ll-Propylbcnzo] (2 + 5 %)
a-Terpinen (1+ 2 %) ,,-Hexylbenzol (5 %)

m-Xylol (2 + 5 %)
p-Cymol (2 + 5 %)

Alkohole Acetophenon (0.5 + I %)
Methanol (6) Phenylacetat (I)
Ethanol (10)
I-Propanol (5 + 10) +
2-PTopanol (5 + 10) + Zucker
I-Butanol (5) + Fructose (5)
I-Hexanol (0,5 + I %) + Glucose (5)
2-Hexanol (0,5 + I %)
3-Hexanol (0,5 + I %)
I-Heptanol (0,5 + I %) Aminosauren
I-Oktanol (0.5 + I %) Alani. (10)

Aspartat (10)
Glutamat (5)

+
+
+

+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+

+

+
+
+
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Zu den wichtigen getcstctcn. aber von Stamm HxN I mchl verweneten Verbtndungen

11ihlten die verschiedenen Strukturisomere der ,,-Alkene. die aufgrund von Spel"Ulalionen in

der Literatur nizuka et al. 1969: Wagner et al. 1967; Chouteau et al. [962: Senez und

Azoulay 1961; Parekh et al. 1977) als lllog[iche Inlcmlediate der anaeroben Alkanoxidation

in Erwagung gC7.0gen wurden. Urn auszuschlieBen, daB tox..ische Effeklc ftir das

ausbleibende Wachslwn auf den Alkcnen verantwonlieh waren. wurden die..e im Gemisch

mit verwertbaren Verbindungen geprtifl. Nehen Hexan wurde I-Hexanol als

wasserunlOsliche und Acetal als wasserlosliche Subslanz verwendet (Tabclle 6). Durch den

Einsarz der wasserunlosliehen Substanz sollte ausgeschlossen werden. daB I-Hexen inuner

nur dann loxisch wirkte, wenn die Zellen ihr Substrat cbcnfalls aus der wasserunloslichen

Phase bezogen.

Tabelle 6: Substmttest zur Untersuchung dcr Verwertung von Hexen und dessen mogliche
to"ische Wirkung auf den Slamm Hx I. Hexen wurde cinreln oder in Kombinalion mil cinem
lwei ten WachslumSsubslr.l1 den Kullurrohrchen zugcselzl. Angaben in % beziehcn sich auf die
Tragerpha~e HMN (0.5 ml HMN je 15 ml Kulturvolumen).

SubSlfalangebot

[-Hexen (0,5 %)
I*I-Iexen (0.5 %) + Hexan (5 %)
I*Hexen (0,5 %) + l~Hexanol (0.5 %)
I-Hexen (0.5 %) + Acetal (10 mM)

Kontrollen:
Hexan (5 %)
I-Hexanol (0.5 %)
Acetal (10 mM)

Wachstum von Stamm HxN I

+
+

+
+
+

Der $ubstrattest zeigte. daB Stamm HxN I sowohl auf Hexen in Kombination mit

Acetal als auch mit Hexano[ wuchs. Somit lieB sich die Unfahigkcit. Hexen zu verwerten.

nichl auf cinen allgemeinen toxischen Effckt des Alkens auf die Zellen zurUekftihren. Selbst

wenD die Notwcndigkcil bestand. das Subslral I-Hex::mol aus der hydrophoben Phase ZlI

vcrwerten. zeigle sieh keioc Beeintr'Jchligung des Wachslum." durch das dann ebenfalls

gelo:.lc I-Hexen. Allerdings war der Stamm Hx.N 1 niellt in def Lage. in Gegenwart von

I*Hcxcn auf Hexan zu wachscn. In diesem Fall schien cine spczifisc-he Hemmung der

Hexanoxidation durch das Alkcn vOTZuliegcn.
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3.7. Aerober Wachstumstest
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Aerobe Wachslumslests zeigten. daB Stamm Hx 1 auch in der Lage iSI, unter oxischen

Bedingungen Alkane und ven;chiedene MODocarbonsauren zu verwerten. Wie auch unler

anoxischen Bedingungen bevorzugte der Stamm in Gegenwart von Sauerstoff die

kurzkenigen Alkane. Das anhand dcr optischen Dichte beobachlcle Wachslum setzle unter

oxischen Bedingungen aber deutlich spater cin. Ersl nach ca. 10-14 Tagen nahm die optische

Dichle der bcimpften Kuhunmsatze zu. Eine mikroskopische Konlrolle der gewachsenen

Kulturen zeigtc Bakterienzellen mil dcr bekanntcn ovalcn Zcllfonn von Stamm HxNl, die

allerdings UnregelmaBigkeilcn UDd lichlbrechende EinsehlUsse zeigten. Die Zellen schicnen

uuter oxischen Bedingungen nieht oplimaJ zu wachsen.

3.8. Elektronenakzcptoren

Sowohl ftir die Anreichenmg und die IsoJierung als auch fOr die weilcre Kultivierung des

Stammes HxN J wurde Nitrat als terminaler Elcktroncnakzcplor cingesctzt. In der

Anreichcl1J1lg wurde Nilnu l.unachst nur in niedrigen Konzcntrationcn (5 mM) zugesetzt,

L1I11 moglichc toxische Erfckle von intermediiir gebildetem Nitrit ausZllschlicBcn. Spalere

Wachstumsvcrsuchc mit Stamm HxN I zeigten ein oplimales Wachslum bei

Nilralkonzentrationcn zwischen 8 lind 10 mM. Bei hoheren Nitratkonzcntrationen

beeintriichtigle dns inlcrmediiir gebildele Nitril das WachslUrn.

Ferner wurde die Alkanoxidation mit anderen moglichen EJektroncnakzcploren als

Nitrat und Saucrsloff gcpriift. Stanun HxN I nulzle neben Nilnl.l und Sauerstoff ledjglicb

Nilril als cxtcmen Elektroncnakzeplor bei der Alkanoxidation. Sehwcfclverbindungen (Sulfal

15 mM. Sulfil 10 111M. Thiosulfat 5 mM) und Fumarat (10 mM) dienlen nieht als lerminale

Eleklronenakzeploren.
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4. Bilanzierung der anaeroben Alkanoxidation und \Vachstums·

kurve von Stamm HxN 1

Zum cindeutigcn Nachweis der Alkanvcrwertung durch Stamm HxN I unter anoxischen

Bedingungen wurde in KulturJ.nsatzen die Ox..idation von Hexan linter denitrifizierenden

Bedingungcn quanlifiz.iert. Die Quantifizierung erfolgte in nacbcn Glasfla.."Chen (125 m1) mit

100 ml SUBwassermedium. das 10 mM Nitrot und 4 mM Ascornal enthielL Die Raschen

worden oach gri..indlicher Begasung mit einem N!CO~-Gasgemisch mit Bmylgummisepten

verschlossen. Das Hexan wurde in anoxischem HMN verdUnnt (s.11.2.2.3.5.) und als

definiertes Hexan-HMN-Gcmisch in die bereits vcrsch!ossenen Flaschen nachtrtigl.ich

injiziert. Dabci wurde Hcxan im VerhaJlnis 2um vcrfHgbaren Elektroncnakzeptor sowohl

wachstumslimitierend (0, I°mOlal) als auch im Oberschu13 (0.27 mmo!) zugeselZI. Zur

Konlrollc dienten jeweils ein Kultur.lnsatz ohne Hexan. ohne Nilral und ohne Inokulum. Die

Beimpfung der Versuchsansatzc erfolgte einen Tag nach der vollsttindigen

Zusammenstcllung dcr Ans..'itzc. um sicherzustellen. daB cventuell noch vorhandener

Sauersloff wtihrend der Vorinkubation durch das Reduktionsmiuel Ascorbat emfeml wurde.

Als Inokulum (3 ml je Versuchsansatz) dienlen Aliquots allein aus der wtiBrigen Phase einer

Vorkultur von Stamm HxN I auf Hexan. Die Versuchsanstitze wurdcn 8 Tage unter

Schi.itteln bei 28°C inkubicrt. wobei auf die Vermcidung jegJichen KontaklCs der

organ.ischen Phase mil dem Stopfen gcachtet wurde. Nach Ablauf der Inkubation wurden

den einzelncn Ansatzen fUr die vcrschiedenen Analysen Proben entnommen. Zuntiehsl

wurden der GasUberdruck erminelt und eine Probe (I ml) aus der Gasphase fur die Np
Analyse enlnommen. Dann wurdc die Hexankonzentmlion in der TrJgerphase ~limmt.

AnM:hlieBcnd wurden der waBrigen Kulturphase Proben zur Bestimmung der oplischen

Dichtc und zur Analyse der Protein-. Ammonium-. Nilrat- und Nitritkonzentration

enlnommen.

In der Tabelle 7 sind die MeBcrgebnjsse zusammengefaBt. 1m Ansatz nut einer

begrenzlen Menge an Hex..n waf diesel' nahczu vollsltindig verbr.lllcht worden; Nitrot und

Nitril waren in diesem Ansatz noch in signifikanten Mengen nachweisbar. 1m AnsalZ mit

Hexan im UbcrschuB lieBen sich 33 % der eingesetzlen Subslratmenge wiederfinden. itrat

war in dicscm AnsalZ vollsliindig vernnmch!. und intcrmediar gebildctcs Nitrit lieG sich

ebenfalls niehl mehr nachwcisen. In keincm der Wachstumsansiitzc lieB sich Np oder

zllstitzlich Ammonium nachweisen. Die als Konlrollc mitgefUhrtcn Ansiitze ohne Nitrat und

ohne InokuJum wiesen beide cinen Hexanverlust von nur jeweils 7 % wiihrend der

Inkubationszeit auf.

Unler Beriieksichligung der oplischen Dichte und der experimentell enniuelten

Zclltroekenmasse wurde der ZeUcrtrag ermincl!. Dazu wurde die experirnenrell ermittelte
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Zelhrockenmasse in Bezug zur dissimiliefien Hexanmenge gesetzt. Es ergab sich ein

durchschnittlicher Wachstumsertrag von 64,9 g ZelllfOCkenmasse pro mol oxidierten

Hexans.

FUr die Aufnahme einer Wachsrumskurve mit Hexan aJs Substrat wurde Stamm fuNl

in einem weileren. wie bei der Quantifizierung beschriebenen Kulturansatz (5. 11.2.4.4.)

angezogen. Die eingeselZIe Nitralkonzentration betrug in diesem Ansatz 9 mM. Diesem

AnsalZ wurden kontinuierJjch wahrend der Inkubalioo Proben fUr die Nitral- uod Nitrit

Analyse und die Bestimmung der optischen Dichle enlnommen. Abbildung 15 :zeigt den

Iypischen VerJauf einer Wachstumskurve von Sranun HxN I. Das Wachstum konme anhand

der Zunalunc der optischen Dichte und der Abnahme der Nilralkonzentration nachgewiesen

werden. Wahrcnd des Wachstums kam es zur vombergehenden Anhaufung von Nitrit. Erst

mit dem vollsrandigen Verbrauch des Nitrats serZle erkennbar die Niuitreduktion ein

(Abb. 15). Die Zunahme der optischen Dichtc folgle nur am Anfang uod dart auch our

naherungsweise einer eXjX)nentielien Kurve. Mit zunehmender Nirritkonzcntration nahm die

Wachstumsrate merklich abo Der Verlauf der Kurve erlaubt daher nur cine Schatzung der

Verdopplungszeit anhand des ersten Kurvenabschnittes. Die aus diesem Wachstumsabschnitt

ermittelle VerdoppJungszeit betrug etwa II h.
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Tllbelle 7: Quantitative Bestimmung des anaeroben Hcxanvcrbrauchs lind dcr Nitratrcduktion
von Stamm HxNI. Oas Wachstumsexperimenl wurde in einer nachen Gla~flasche (125 ml). die
mil einem Butylslopfen verschlossen war, durchgefUhrt. Die Kulturflasche enthielt 100 ml
SuBwassennedium (Nitralkonzentration 10 mM). das mit eincm Subslrat-HMN-Gemisch
uberschichtet wurde. Die Flasche wurde Oach licgcnd auf einem Schuuler inkubien, wobei cin
Kontak[ zwischen der wasserunloslichen Schicht und dem Slopfen vcrmicdcn wurde.

Zellen mit Zelleo mit Zellen Zellen Medium
tiber- begrenzter ohne ohne ohne

schUssiger Menge an Hexan Nitmt ZeUen
Menge an Hexan

Hexan

Hexan eingesetzt 0,27 0,10 0 0.27 0.27
[mmol]

Hexan verbraucht a 0,18 0.09 0 0,02 0,02
[mmol]

Nitrdt am Versuchsende 0 0.44 0,98 0 1.00
[mmol]

Nilril am Versuchsende 0 0,Q7 0,01 0 0
[mmol]

ZeUtrockenmasse 9,85 4.16 0 0
[mg]

Hexan dissimiliert" 0.14 0.Q7
[mmoll

Elekrronen aus 5,32 2,70
dissimiliertern Hexant

Immol]

Elektroncn verbmucht 5.00 2,59 0.07 0
durch Nitfatreduktion d

[mmol)

"Angegeben ist die Differenz zwischen der zu Beginn des Vcrsllchs eingesclztcn Menge an
Hexan lind der zorn Ende des Versuchs wiedergefundenen Menge an Hexan.
hAngegeben ist die Differenz zwischen der im Versuch vcrbrauchten Menge an Hexan und
der zur As.similalion \'erwendetcn Menge an Hexan.
Die Menge an assimiliertem Hexan wurde unter Annahmc der folgenden Gleichung
bcrechnet: 17 C/lH

Ci
+ 14 H20 + 50 CO2 -+ 38 C 4H10 3•

Entsprechend der leichung ergibt I mmol assimiliertes Hexan 230 mg Biomasse.
<Sci vollstandiger Oxidation zu CO2 werden aus I mol Hexan 38 mol Elektronen erhalten.

dElcktronen verbraucht = 5-[Nitrat eI.FCW - Nitrat~ - Nitrit ___)]+2·[Nitrit ~_J
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Abb. 15: Anaerobes Wachstum von Stamm HxNl auf Hexan uDd Nitrat (9 mM). Das
Wachslumsexperiment wurde in einer flachen Glasflasche (125 ml), die mil einem BUlylstopfen
verschlossen war. durchgefUhn, Die Kuhurnasche enthielt 100 ml SiiBwassermedium, das mit
Ascorbat reduziert worden war und mil 1,5 ml eines Substrat-HMN-Gemisches ilberschichtct
wurde (5 % Hexan in HMN als Tragerphase). Die Flasche wurde fiach liegend auf einem
Schuttler inl;ubiert. wobei ein Kontakt zwischen der wasserunltislichen Schicht und dem
Slopfen vermjeden wurde. Wiihrend des Wachstums wurde die optische Dichte (At.) und die
KOllzentration von Nitrat (_) und Nitrit (.) verfolgl.
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S. Anaerobes Wacbstum des Stammes HxNl auf Erdiil
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Das urspriingliche Anreicherungssubslral fUr Stamm HxN I war Erda!. Daher war

anzunchmen. daB das Neuisolat ebenfalls die Ftihigkeit besa13, Rohal als einziges

organisches Subslrat mit Nittat als Eleklronenakzeptor zum Wachstum zu nutzen. In

Vorversuchen mit unterschiedlichen Mengen an RoMI im Kulturansatz (0.2; 0.5; 1.0;

1.5011 Rohal auf 15 011 Medium) saUte das WachslUm von Stamm HxN I gcpriift werden.

IJJbei zeigle sich jedoch in keinem der VcrsuchsanslHze eine Zunahme der Triibung. Daher

wurden weitere Kulturansatze vorbereitet, in denen das RahBI im Verhliltnis zum Medium in

deutlich kleinerem Volumen eingesem wurde (0.2 Illi RoMI in 90 ml). Nitral wurde in

einer Konzentrntion von 10 roM zugeselZt. AJs Inokulum diente cine Kultur von Slamm

HxN I auf Hexan

1m Vergleich zu KontrollansiilZcn ohne NiwlI oder ohne Inoklllum war nun cine leichte

Triibungszunahme in den Kulruransatzen zu beobachten. Eine Nilrat- lind Nitritanalysc

wtihrend der InkubationS7-cil oosltiligte. daB Stanun HltN I in den Anstitzen mit Nitrat und

Rohel wuchs. Nitral nahm in den Wachstumsansatzcn ab und Nitrit wurde als lntennediat

der Reduktion nachgewiesen (Abb. 16).

Eine gaschromatographische Headspaceanalyse der verschiedenen Versuchsansatze

macillc die Nutzung des Rohols als Substrat durch Stamm HxN I dcutlich. FOr die Analyse

wurde sowohl den gewachscnen Versuchsans3tzen als aoch den Kontrollansatzen ohne

Bakterien bci Raurntempcrarur 0.5 mJ Gasprobe aus dem Gasr.lUm entnommen. Der

Vergleich der Chromarogramme der Wachstumsansalzc mit den Komrullansjtzen zeigle. daB

nach WachSlum von Stamm HxN I in dcm lImfangreichen Pt:akmuster die Rachen

bcstimmter Peaks abnahmen. Mit Hilfe cines synthctisch zusammengcstelhen Kohlenwasser

stoffgemisches aus kurzkelligen. aliphmischen Kohlenwasserstoffen in HMN konnlen die

abnehmenden Peaks identiflziert werden (Abb. 17 C). Die Identifizierung ergab. daB

Stamm HxN I nus dem komplexen Substanzgemisch Rohal gcziell die kurzkettigen

aliphatischen Kohlenwassersloffe Hexun. Heptan und Okti.Ul als Substrate verwendete

(Abb. 17 B). Andere Subslanzpeaks bJieben wahrend des WachslUms von Stamm HxN I

unverandert.
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Abb. 16: Anaerobes Wachstum von Stamm HxN I auf Erdal und Nitmt (10 mM). Das
Wachstumsexperimenl wurde in einer nachen Glasflasche. die mil einem Butylslopfen
verxhlossen war, durchgefUhrt. Die Flasche enlhielt 90 ml SU6wassennedium. das mil Ascorbat
reduziert worden war und mit 0.2 ml Erdol iiberschichlet wurde. Als lnokulum dienle eine
Kuhur von Stamm HxNI auf Hexan. Die Flasche wurde nach Iiegend auf einem Schutller
inkubiert. wobei ein Kontakt zwischen der wnsserunloslichen Schicht und dem Slopfen
vermieden wurde. Wahrend des Wachstums wurde die Konz.entration von Nitml (II) und
Nitrit (D) verfolgt. In einem KonlrollansalZ ohne Inokulum wurdc ebenfalls Nitrat (e) und
Nitri! (0) bestimml.
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Abb. 17: Gaschromatographische Head~paceanalyse zur Ull1ersuchung cler Verwertung von
Alkanen aus Rohal durch den Stamm HxN I. Den Kulluransallcn (90 ml Medium + 0.2 ml
Rohol in ciner 100 ml Glasflasche) wurden nach sicbenwochiger lnkuhalion zur Analyse eine
Gasprobc enlflOmmen. (A) Ansalz olme Inokulum. (8) Kullurans3tz mil Inokulum des
Stammes HxN I. Die Identifizierung der Alkane crfolgte mit cineOl synlhelischen
VersuchsansalZ (90 ml Medium + I m! symhetisches Kohlenwasscrstoffgcmisch in cioer
100 ml Glasnasche; C). Das synlhelische Kohlenwassersloffgemi!\Ch besleht aus I ml HM mit
je 0,1 "k Hex:m (I). Heptan (2), Oklan (3), Nonan und Dckan.
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6. Analyse der Zellfettsauren in Abhangigkeil des

Wacbslumssubslrales

Es ist anzunehmen. dan der Stoffwechselweg der anaeroben Oxidation langkettiger

Kohlenwasserstoffe in den Fe£tsaurestoffwechsel der Baklerienzelle einmilndet. In

vorangegangenen Untersuchungen von alkanverwertenden Sulfarreduzierem (Stamm Hxd3,

Stamm Pnd3; Aeckersberg 1994: Aeckersberg et al. 1998) und dem Denitriflzierer HdNl

(Ehrenreich 1996) bestand daher die Annahmc. daB Alkane und, sofem diese auch verwertet

wurden. Alkene ebenso wie zugegebene langkettige Monocarbonsauren die

Zusammensetzung der ZeUfettsauren beeinflussen. Die Fetlsliuren wurden demnach dicekt

aus fruben Intecmediarpcodukten der als Wachstumssubstratc genutzten Alkane gebiJdet und

nicht de novo aus Acetyl-CoA synthetisiert.

Tatsaehlich bestlitigtcn Experimente mil den Stammen Hxd3. Pnd3 und HdNI diese

Annahme. Es bestand ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Zahl an C·Atomen

(gerade odec ungcrade) in den Molelctilen der Wachstumssubstrate und in den spater

nachgewiesenen Zellfe£tsaurcn (Tabelle 9). 1m Fall des sulfatreduzicrenden Stammes Hxd3

wurde aufgrund der Beeinflussung der Zellfetlsauren ducch den Kohlenwasserstoff sogar

eine Hypothese zum Mechanismus dec Alkanaktivicrung aufgestellt (Aeckersberg 1994;

Aeckersberg et at. 1998).

Durch die Analyse der Zellfettsauren von Stamm HxN I auf verschiedenen

Wachstums~;ub$lraten sollte nun ebenfaIls Gberpruft werden. ob ein Zusammenhang

zwischen dec Art des verwertcten Subslrales und dem Fettsiiu~profil hestand.

Stanun HxN I wucde in jeweils 400-ml·Kulturen (Ge.c;amlvolumen 1.6 I) mit den

Substraten Capronal (C6), Oenanthat (Cl ), Hexan (C6) und Heplan <C;) angezogen. Die

Kulturen wurden jeweils in der exponentiellen Wachstumsphase unter oxischen

Bedingungen geemtct und wie unter n.3.5. beschrieben aufbereitel.

Sei der gaschromatographischen Analyse von Stamm fuN 1 nach dem Wachstum auf

den verschiedenen Substraten zeigte sich kein erkennbarer Einflu13 des jeweiligen Substrates

auf die Zusammensetzung dec Zellfettsauren. Unabhangig davon. ob die Zellen auf Alkanen

bzw. Fettsauren mit gecaderodcr ungerader Anzahl von C-Alomen gewachsen waren, waren

die Feusauceprofile nahezu idcntisch und wiesen hauprsachlich Fellsauren mit gerader

Anzabl an C-Atomen auf (Tabelle 8). Die Analysegaschromatogramme zeigten nur wenige

Peaks auf. deren eindeutige Zuocdnung zu einer Substanz anhand der verwendeten

Standards nieht moglich war.

Somit zeigtc sich. daB Stanun HxN I nicht wie die SHimme Hxd3. Pod3 und HdN I

(Aeckcrsberg 1994: Ehrenreich 1996) durch die gepruften Substrate in seinem
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Fenstiureprofil beeinfluBt wurdc. In Tabelle 9 sind die Fcttstiureprofile nochmals

vergleichend zusammengeslelJI.

TabeJle 8: FetL<;aureprofil des Slammes H:<Nl auf unlerschiedhchen Wachstumssubstraten. Oer
prozcmuale Ameil anhand von Standards nichl identifiziener Fellsauren war gering und bleibt
in dcr Tabelle unberiicksichligl.

Zellfcttsaurc* Wachslumssubstnl.t

Hcxan Heptan Capronal Oenanthat

J-OH-IO:O 1.7 1.6 1,6 2.0

12:0 4.6 4,1 4.6 6.0

16:1 53,8 49.1 46.3 42.3

[6:0 22.0 21.9 20,6 38.9

[8:1 8,5 8. [ 7,4 1.9

• Die Zdlfeltsauren sind mit "" An7.ahl dcr C-Alomc. "" Doppclbindl.lngen """ "" Position .,.
Hydruxylgruppe beZClchnei

TabclJe 9: Vcrglcich des Einllusscs des Wachstumssubslr:lts auf die Fensaureprorile der
Sllifulreduzi~rendenSlam me Hxd3 und Pnd3 sowic der denitrifizierendcn Sttimmc HxNI und
HdNI.

Stamm Wachstums· Zahl dcr C·Atome Zahl der C-Atollle Referenz
substrat in den nachgewiesenen

Zcllfensaurcn

Hxd3 Alkane gerade ungerade Acckcrsberg 1994.
ungeradc gemde Aeckcrsberg el al.

Fellsiiuren gerade gerade 1998
ungerade ungerade

Pnd3 Alkane gcrade t!crade
ungcrade ungerade

Feltsauren gerade gerade
ungerade ungerade

HxN! Alkane gernde geradc

FCltsiiurcn
ungerade gerade
gerade gerade
ungeradc gemde

HdNI Alkane gerade gerade Ehrenreich 1996
ungerade ungerade

Fettsauren gcrade gerade
ungerade ungerade
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7. Induktionsstudien mit Stamm HxNl

7.1. Induktionsstudien zur Verwertung von Alkanen und

Fettsauren

77

Die DurchfUhrung von Substrattests harte gezeigt, daB Stamm Hx:NI sowohl kurzkeuige

Alkane als auch verschiedenc Fcnsauren als Wachstumssubstrate nulz!. Dabei zeigle sich,

daB das Wachsrum auf anderen als in der Vorkultur verwendeten Substraten haufig erst nach

einer Anlallfphase begann. Die aus dieser Beobachtung entstandene Verrnutung. daB die

Synthese bestimmter Enzyme oder Enzymsysteme nieht konstitutiv erfolgt. sondem

subslratabhangig induziert wird. wurde anhand der Verwertung von Alkanen und Feusauren

in lnduktionsstudien umersucht. Solche Studien konnen in Verbindung mil einer

2D-Elektrophorese von Zellex:tmkten zum Auffinden spezifisch flir den Subslratabbau

benotigler Proteine fiihrcn.

Detailliene lnduktionsstudien wurden mit Hilfe von dichten Zellsuspensionen von

Stamm HxN I durchgefiibrt. Konzentrierte Zellsuspensionen weisen einen deutlich hoheren

Subslratumsatz auf als regulti.re Wachstumsanstitze. Sie erleichtem somit die Beobachrung

von StoffwechselHihigkeiten und damit die Erkennung einer konstitutiven gegentiber einer

induzierten Stoffwechseleigenschafr. In der Induktionsstudie mit Stamm HxN I wurde die

Verwertung von Alkanen n3ch einer liber mehrere Passagen verlaufenden Voranzucht auf

einer Feusaure gleicher KeltenJange naher untersucht.

Stamm HxN I wurde auf Capronat und zurn Vergleich auch auf Hexan angezogen. Die

Zellen wurden geemtet. in frischern Medium aufkonzentriert (00 = 0.5) und als

Zellsuspensionen in anoxisch verschlossene SerumOaschen portioniert. Den

ZeUsuspensionen wurde anschlieBend Hexan (5 % in HMN) und Capronat (3 mM) als

Substrat zugesettt. Nacb Zugabe der Substrate wurde durc.h kontinuierliche Probennahme

anhand der NitTat- und Nitritreduktion die Substratumselzung in den Zellsuspensionen

verfolgt. Ais Konlrolle dienten Zellsuspensionen ohne Substrat.

Nach der Zugabe von Hexan zu Suspensionen von Zellen aus einer Capronat-Kultur

zeigte sich erst nach langerer Anlaufphase (15 h) eine Nilratreduktion. Eine vollstiindige

Reduktion des Elektronenakzeptors war in diesen Zellsuspensionen 33 h o3ch der

Hexanzugabe erreicht (Abb. 18). In der Positivkomrolle mit Capronat begann die

Nitralreduktion 50fort nach der Zugabe des ElekU'Onendonators. Dieser Versuch reigte. daB

die verwendelen Zellen in einem stoffwechselaktiven Zustand waren. Die Fahigkeit zur

Alkanoxidation wurde demnach induziert.
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Abb. 18: Untersuchungen der Fiihigkei!en zur Oxidalion von Capronat (e. 3 mM) und Hexan
(.5% in HMN) in anaeroben Zellsuspensionen (50ml) von Stamm HxNI; (.). Kontrolle
ohne Subslr.u: (A. Gesamtdarstellung des Experiments: B. AusschniusvergroBerung). Zur
Herslcllung der Zellsuspension war Stamm HxNI iiber mehrere Passagen auf Capronat
angezogen worden. Die Oxidation der Substrate wurde anhand der Reduktion von Nitrat und
des intenneditir gebildeten Nitrits verfolgl. Die oxidierten Reduktionstiquivalente wurden
entsprechend der folgenden Gleichung errechnet:
(HL__ =5·[Nitrat",,",,,,,,,- (Nitratl>eM'''' + Nitrit_,.....)] + 2·[Nitritk ..,__].
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Abb. 19: Untersuchungen der Fiihigkeiten zur Oxidation von Capronal (e. 3 mM) und Hexan
(.5% in HMN) in anaeroben Zellsuspensionen (50 ml) von Stamm HxNI; (A). Konlrolle
ohne SubSlrat; CA, Gesamtdarstellung des Experiments: B. AusschniltsvergroBerung). Zur
Hcrslellung der Zellsuspension war Stamm HxNl uber mehrere Passagen auf Hexan
angezogen worden. Die Oxidation der Substrate wurde anhand der Reduktion von Nitrol und
des inlermediar gebildelen NilriU verfolgt. Die oxidienen Reduktionsaquivalenle wurden
enuprechend der folgenden Gleichung errechnet:
[HL.n =5·[Nitrat___.. - (NitTUI__, + Nitri---.J) + 2·[Nilri.........J.
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[n den Suspensionen von ZelJen, die auf Hexan angezogen worden waren, begann die

UmseLZung von zugeseLZtem Capronal sofort und bei zugeselZtem Hexan nur wenig

verzogert nach der jeweiligen Substratzugabe. Eine voJlsctindige Reduktion des

Elcktronenakzeptors Nitrat war mit Capronat nach 7 h und mit Hexan nach 10 h crreichl

(Abb. 19).

Die leicht verzOgerte Hexanverwertung in den Zellsuspensionen mil Hexan

gewachsener Zellen muB auf eine anf:inglich unzureichende Verteilung des schwerloolichen

Substrales zUrUckgeftihrt werden.

7.2. Untersuchung der Fiihigkeit zur Oxidation von l-Hexanol

Bei Versuchen, den SlOffwechselwcg der ;maeroben Hexanoxidation aufzukJarcn. muB auch

eine mogliche Rolle des primaren Alkohols I-Hexanol als Inlennedial Oherpriift werden. [n

cinem wciteren Suspensionsvcrsuch mit Zellen von Slamm HxN I. die auf Hexan angezogen

worden waren, sollie deshalb die F"ahigkeit lur Umselzung von I-Hexanol niihcr unlersuchl

werden. Wie in den Induktionsstudien lur Verwertung von Hexan und Capronat wurde auch

die I-HexanoJumselzung in den Zellsuspensionen anhand der Nilral- llnd Nitritreduktion

vcrfolgt.

Ware dcr primare Alkohol ein lntennediat auf dcm SlolTwechsclweg der anaeroben

Alkanoxidalion. so sollIe die (nduktioD der Fahigkeil lur Hexanverwertung die zur

Hexanolverwcrtung mit einschlie6en. In diesem Fall wOrde man in den Zellsuspcnsionen

sofort nach dem Zusatz von Hexanol eine einsetzendc Substnllverwertung in den mit Hex.an

gewachsenen Zellen erwarlen. Die Umer,o;uchung in den Zellsuspensionen zeigle jedoch. daB

die Umsetzung von I-Hex.anol in den mit Hex.un gewachscnen Zellen verzogert einselZte

(Abb.20). Vergleicht man dies mit der sofortigen Umsctzung von Hex.an und Capronat

durch Zellen 'IUS derselben Anzucht, so ergibt sich die SchlllBfoJgerung. daB zur Verwel1ung

des primmn Alkohols die Synthese eines weiteren Enzymsystems induzierl wird. und daB

der AlkohoJ kein lntennediiirprodukt der Alkanox.idation isl.
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Abb. 20: Untersuchungen der Flihigkeilen zur Oxidation \Ion Capronat ce, 3 mM), Hexan <a
5 % in HMN) lind Hexano] C., 0,5 % in HMN) in anaeroben Zellsuspensionen von Stamm
HxN 1. (A). Kontrol1e ohne Substral. Zur Herstellung der Zellsuspension war Stamm HxN I
i1bcr mehrere Passagen auf Hexan angezogen worden. Die Oxidation dcr SubSlrate wurde
anhand der Reduklion von Nitrat und des intermediar gebildelen Nitrits verfolgt. Die
oxidierten Reduktionsaquivalente wurden entliprechend der folgenden Gleichung errechnet:
(HL..d"''' =5·INitrat,"I">""'· (Nitrat!>."".", + NitTil"""I...,,)] + 2·[Nilril",~,....,].

Ein einfacher Wachstumsversuch bestlitigte diese Beobachtungen. Stamm Hx.N I

wurdc nach mcnnnaliger Passage auf Hexan und Hexanol beim emeuten Wachstum auf den

beiden Subslr3ten beobachlel. Das Wachslum wurde diesmaJ anhand der optischen Dichte

verfolgt. Es zeigle sich im Vergleich. daB das Wachstum nach dec Obertragung auf das

jeweils gleiche Substral inuner ohne merkliche Verzogerong crfolgte (Abb. 21). Die

unlerschiedlichen ZeUdichten auf Hexan und I-Hexanol lassen sich dUTCh die

untcrschiedlichen Mengen der eingeselZlen Substrate erklaren. Fand jedoch mil der

Orertragung ein Wechscl des Substrates stan, so setzle das Wachstum im Vergleich zur

subslratadaptierten Kultur verzogert ein (Abb. 22 und Abb. 23).
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Abb. 21: WaChSlUll1 von Stamm HxNI auf Hexan (•. 5 % In HMN) und I-Hexanol (0.0.5 %
in HMN). Als Inokulum dienlen VorkullUren auf jeweils dcmsclben SUbslr.U.
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Abb. 22: Wachslum von Slamm HxNI auf I-Hexanol (0.5 % in HMN; offene Symbole). Als
Inokulum dienlen eine Vorkultur auf Hexan (D) und eine Vorkultur auf I-Hexanol (0).
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Ahb. 23: Wachstum von Stamm HxNI auf Hexan (5 % in HMN: geschlossene Symbole). Als
Inokulum dienten cine Voekultur auf Hexan (_) und eine Vorkultur auf l~Hexanol (e).

8. Analyse der Gesamtzellproteine von alkanverwertenden

Denitrifizierern in der zweidimensionalcn

Gelelektrophorese

Mit Hilfe der zweidimensionalen GeleleklrOphorese ist die Analyse komplexer

Proreingemische moglich. 1m ecstcn Schein der 20·EJektrophorcse. der isoelektrischen

Fokussierung (IEF), werden die Proteine entsprechend ihres isoelektrischen Punktes

3ufgelrennL. 1m nachfolgenden zweiten Schein. der 50S-PAGE, werden die Proteine

lus.1itzlich cnlsprechend ihrer Molckulannasse aufgetcennt. Ein komplexes Proteingemisch

laBt sich somit als ein zweidimensionales Proteinmustec darstcUcn. Die Methode crmOglicht

die Darsrellung charakteristischer Proteinmuster unter verschiedenen Wachstums

bcdingungen und gibt somi! Aufschlu6 tiber die Expression von Proteinen (Van Bogelen et

al. 1996).

8.1. Analyse der Gesamtzellproteine des Stammes HxNl

Die Induklionssludien mil Stanun HxN 1 hanen darauf hingewiesen. daB die Fahigkeil zur

Vcrwenung von Alkanen in Stanun HxN 1 niehl konstitutiv vorliegt. Vielmehr schien das

bcn()(igte Enzymsystem zur Umsetzung von AH-anen l.unaehst induziert werden zu mUssen.

Zur Unterstiitzung dicser Beobachtung wurden die Gesamtzellproteine von Stamm HxN 1
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nach Wachstum auf Hcxan und Caprona! in dt:r 2D-Elektrophorese getrennt und mileinandcr

verglichen.

Fur die HersleUung der Zellexlr:lkte wurde Stamm HxN I zunachSI sowohl auf Hexan

aJs auch auf Capmnal tiber mchrere Passagen kultivien.. bevor eine Massenanzllchl des

Siammes auf dem jeweiligen Subslral erfolgle. Die Zellcn des jeweiligen Subslrtlles wurden

in der exponentielJen Wachstumsphase durch Zenlrifugalion gcemtet und cntsprechend

11.2.6. aufgcschlosscn. Die crhaltenen Zellproteincxtrakte wurden im ersten Schritt der 20

Elcktrophorese. def IEF. mil 100 ~g eingeselzl. Nach der IEF und der anschJieBenden SDS

PAGE wurden die aufgetrennlen Proteine mil Coomassie Blue angel1irb1.

Zellen aus belden Kulturen zeiglcn ein komplexe.<;; Protcinmuster. Ein Vergleich der

Proleinmuster der auf den unterschiedlichen Subslralcn angezogcnen Zellen zeigte einen

hohen Grad an Ubercinslimmung in der Verteilung der Protcinspois. Dcnnoch wiesen die

Proleinmustcr der Capronat-ZelJen und der Hexan-Zellen Unterschiedc auf. In dem

Proteimnuster der auf Hexan gewllchsenen ZclJcn heBen sich vier zusarzliche Protcinspots

(AlhNI-DH.o.Ni) nachwei<;en (Abb. 24 und Abb. 25). Auch wiederhohe ZeJlaufschli.issc unter

denselben Bedingungen ftihrten wicderum zu den bereils beobachtclcn Proleinmustem. die

Sleis die vier Zllsatzlichen SpalS bei den mil Hexan gcwachsencn Zellen LCiglcn.

Mit Hilfe cines Standards fUr die isoelcktrische Fokussierung (CA. Pharmacia,

Uppsala. Schweden) und cines GroBcnstandards (LMW und HMW, Pharm:lcia, Uppsala.

Schweden) wurden der isoeleklrischc Punkt und die MoJekularmasse der zusiitzlich

auftrelenden Protcine bestimmt (TabeJle 10).

Ocr Verglcich der ZeUprolcine von Stamm Hx I durch 2D-Gelelektrophorese nach

dem WachslUm auf Hcxan und auf Capronal slGtzt die Bcobachlung der Induktionssludicn.

Bci cineOl Wachslum aliI' Hex.an wllrde in Stamm HxN I die Synlhcse zlisatzlicher Prolcinc

induziert.

Tab£lIe 10: Isoelektnsche Punktc und Molckulannassen der in den Zellen von Slamm HxNI
vorhandenen Proleine All,Hi-DlhSI beim Wachstum auf Hcltan.

Proleinspol pi Molekularmasse [DaJ

AH'NI 6,5 47.500

B H,NI 6.5 1).400

C H,NI 6.2 11.000

DH'NI > 6.9 11.000
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Abb.24: Zweidimensionales gelelektrophorelisches Proteinmuster von auf Henn
gewachsenen Zellen des 51ammes fuN I. Die Zellproreine werden bei der zweidimensionalen
Geleleklrophorese in der ersten Dimension (lEF) enlsprechend ihres isoeleklrischen Punktes
(Trennung von links nach rechts) und in der zweilen Dimension (5DS-PAGE) enlsprechend
ihrer Molekularmasse (Trennung von oben nach unlen) aufgelrennt. Die Proleine wurden
dUTCh Coomassie-Blue-FItrbung sichlbar gemacht. Die Pfeile kennzeichnen die Proleine. die in
Stamm HxNI nur beim Wachstum auf Hexan zusalZlich vorhanden waren. Die aufgelragene
Proteinmenge belrug 100 ~g.
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Abb.25: Zweidimensionales geleleklrophorelisches Proleinmuslcr von auf Capronat
gewachsenen Zellen des Slammcs Hx.N I. Die ZellprOicine werden bei dcr zweidimen)ionalen
Geleleklrophorese in der erslen Dimension (IEF) enlsprechend ihres isoekklrischen Punktes
(Trennung von links nach rechls) und in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) entsprechend
ihrer Molckulannasse (Trennung von oben nach un ten) aufgetrennt. Die Proleine wurden
l.Iurch Coomassie-Bluc-Farbung sichtbar gemacht. Die Pfcilc deulen auf die Stellen, an denen
sich die zuslilzlichen Proleine dcr mil Hexan gcwachsellen Zellen des Swmmcs Hx.N I befinden
(siehe Abb. 24). Die aufgetragenc Proteinmcngc belmg 100 Ilg.
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8.2. Analyse der Gesamtzellproteine des Stammes OcNl

87

Bercil~ in einer vorangegangenen Arbeir waren Unteliiuehungen zur Alkanverwertung in

eincm denitrifizierenden. alkanverwertenden Stamm OcNI durchgefiihn worden (Ehrenreich

1996). In Induktjonsstudien mit Stamm DeNt war gezeigt worden, daB die Fahigkeil zur

anaeroben Oktanverwenung niehl konstitutiv vorlag, sondem beim Wachstum auf dem

Alkan induzien wurde. In einer vergleichenden Analyse der GesamlZellproleine durch

2D·Elektrophorese nach dem Wachstum von Stamm DeN I auf Oklan und Caprylat sollte im

Rahmen dieser Arbeil die.o:;e Beobaehtung geprtifi werden.

Stamm DeN I wurde uber mehrere Passagen auf Oktan und Caprylat kulljviert, bevor

die Massenanzucht zor Her:stellung der Zellprolcincxtrakre erfolgle. Oa die Zellen des

Stammes OcN I wtihrend des Wachstums auf Oktan an die organische Phase hefteren,

wurden die Kulturcn vor der Ernie heftig geschuttelt. Die Zellen wurden in der

exponenrielJen Wachstumsphase durch Zentrifugation geemtet und zu Extrakten, wie unter

n.2.6. beschrieben, verarbeiret.

Slamm OcN I wies cin aus vielen Proteinspots bestehendes komplexes Proteinmuster

auf. Es zeigte sich beim Vergleich der Zellen. die auf Caprylat gewachscn waren, mit den auf

Oktan gewachsenen Zellen ein nahezu identischcs Proteinmuster. Unterschiedlich waren

lediglich die drei zusalZlichen Proteinspols im ProtcinmUsler der mit Oktan gewachsenen

Zellen (Abb. 26). Mil Hille der Standards konnlen den zusatzlich auftrelenden Proteincn in

den auf Oktan gcwflchsencn Zellen (A(kNl-COc:NI) isoeleklrisehc Punkle und Molekularrnassen

zugcordnci werdcn (Tabcllc 11).

Tabelle 11: I.~oeleklri.<;che Punkte und Molekularmassen der in den Zellen von Stamm OeN I
vorhandenen Proteine ~"'''I-CO<..''l beim Wachstum auf Oktan.

Proteinspol pI Molekulannasse (Da]

A Ck"'l 6.1 64.400

B CkNI 6.4 47.000

C();O~I 5.8 13.800
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Abb. 26: Zwcidimensionales gelclcklrophorelisches ProtCinmUSler von auf Ok Ian gewachsenen
Zcllcn des Stammes OcNI. Die Zellprolcine werden bci der zweidimensionalen
Gelelektrophorese in dcr ersten Dimension (TEF) enlsprcchcnd ihrcs isoeleklrischen Punkles
(Trennung von links nach rechts) und in der zweiten Dimension (50S-PAGE) cnlsprechcnd
ihrer Molekularmasse (Trennung von oben nach umen) aufgctrennl. Die Proleine wurden
durch Coomassie-Blue-Flirbung sichlbar gemachl. Die pfeile kennzeichncn die Proteine_ die in
Slamm OcN I nur heim Wachslum auf Oktan zuslitzlich vorhanden waren. Die aufgelragene
Prolcinmenge belrug 100 Ilg.
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8.3. Vergleichende Betraehtung der 2D-Elektrophorese-Analysen

der Stamme Hx lund OeNl

Die Analysen der GesamtzellpI'Olcine der Stfunme HxN I und DeN I in Abhangigkeit des

Wachstumssubslrates in der 2D-E1eklrOphorese zeigten. daB jeder Stamm durch ein fur ibn

chamkteristisches Proteinmuster gekennzeichnel ist. Dariiber hinaus wird dieses

stammspezifische Proteinmuster aber auch durch Wachslumsbedingungen, so z. B. das

Wachslumssubslfat. gepr.igt. So flihrte in beiden Stammen das Wachsturn auf Alkanen im

Yergleich zllm Wachstum auf den korrespondierenden Sauren zu einer Expression

zusatzlichcr Proteine. In den auf Alkan gewachsenen Zellen beider Stamrne zeigte sich die

Bildung eines PrO[eins mit nahezu identischer Molekulannasse und nahel.u identischem

isoelektrischen Punkt. Das Protein (A HxNlbzw. BOcN1 ) in Stamm HxNI und in Stamm GeNt

halte eine Molekulannasse von ungefahr 47.000 Da und einen isolelekrrischen Punkt von 6.5

bzw. 6,4.

9. N~terminaJe AminoS3uresequenzen einiger in Stamm HxNl

auf Hexan gebildeter Proteine

Die 2D~Elektrophorese zeigt die Bildung von Proteinen in Abhitngigkeif des Substrates, gibt

aber keine Auskunft iiber Funktionen der Proteine und ihre Rolle im Sioffwechsei. Die

Ennitllung der Aminosauresequenzen der auf Substraten spezifisch gebildeten Proteine ist

jedoch ein crster Schritt, durch Yergleiche mit Sequenzen bekannter Proteine mogliche

Jnfonnalionen iibcr die magtiche Rolle der unbekannten Proteine zu erhaJten.

FOr die N-lerminale Aminosauresequenzbestimrnung einiger in Stamm HxN 1

zusatzlich gebildeter Proteine wurden diese nach der 2D-Elektrophorese auf PVDF

Membmnen transferiert und mit Coomassie Blue gefarbl. Die nur in den Hexan-Zellen

gefundenen Proteine AHdH • BHdW CHxN1 und DHxN, wurden aus der Membran ausgeschnitten

und die Aminosauresequenzen durch Edman-Abbau bestimmt (Tabelle 12).
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Tabelle 12: N-lenllinale Aminosauresequenzen der in mil Hexan gewachsl::l1t:n Zellen 'ion
Stamm HxN I zusatzlich gebildetcn Proteine.

Protein Aminosauresequenz
NH~-+COOH

I 2 J 4 5 • 7 8 9 10 11 12 Il " 15 I. 17 18 19 20 21 22 23

AlI.I<, M N R A H F E H E H N 1 F R Q s V R G F

B'b.I<' S R R D E W K K L Q E E M T R D G G E 1 K S L

CHdoll M K C T E C S S N F Q E Q K

L G F L Q R Q H E A E V M

DH>I'i'1 S T C K E C R N y F P N E E A

Wahrend fUr die Proteine AH,NI' BH• N1 und D1hN , jeweils eine eindeutige Aminostiure

sequenz enniueh werden konnte. ergnb die Analyse des Proteins CH,Nl zwei Sequenzen. Es

scheint sich bei diesem Proteinspot urn zwei Proteine zou handeln. die nicht voneinandcr

isoliert werden konnten. Die Untersuchung ItiBt nicht die Beslimmung einer Hauptsequenz

von diescn beiden ennittelten Sequcnzen zu. AuBerdem waren die Sequcnzabfolgcn in

diesem Fall nicht eindculig. da die Methode des Edman-Abbau~ hei Doppelsequenzen lo

einer MiBintcrpretation bei def Erkennung der jcweilig abgespaltcncn Aminostiurc fUhren

knnn (Lollspeich et al. 1994).

10. Enzymaktivilaten im Rahextrakt van Stamm HxNl

Wjihrend Mikroorganismen bci der aeroben Alkanoxidation Sauerstoff als rcaktives. Slark

oxidierendes Molekiil fUr die Aktivicrung des Alkans nUlzen. mtissen die unler anoxischen

Bedingungen lOr Umsctzung von AJkanen bef<ihigtcn Organismen andere Aktivierungs·

mechanismcn verwenden. Ais eine moglichc Eingangsreaktion der anacroben Alkanox..idalion

wurde die Knupfung einer C~C·Bindung. z. B. durch Carbonylierung in Belracht gezogcn

(Aeckcrsberg 1994). Die Reaktion der Carbonytierung ist bereits aus einem anderen

Stoffwechselweg vieler anaerober Bakterien bekannl. dem sog. Acctyl-CoA·Weg. Hier

katalysiert das Enzym Kohlenmonoxid-Dehydrogenase (CO-Dehydrogenase) die Rcduktion

von CO2 zu Acetyl-CoA (2C02 + CoASH + ISH] -+ CH\CO-SCoA + 3H 20). Die CO

Dehydrogenase ist ein reversibel arbeitendes Enzym. das die Kniipfung bzw. die Lasung

einer C-C-Bindung ennoglichl (Ferry 1995).

Bei der Annahme einer Aktivienmg des Alkans durch eine Carbonylierungsreaktion

ware ein K31alyscmechanismus cntsprechend der CO·Dchydrogenase-Reaktion denkbar.
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Bal>ierend auf diesen Oberlegungen sollte versuehl werden. im Rohextrakt von Slamm

HxN 1 die CO-Dehydrogenase-Aklivit31 nachzuweisen.

Zur Herslellung des Rohextraktes wurde Stamm HxN 1 in einer Massenanzucht mil

Hexan angezogen, unler anaeroben Bedingungen geemtet und wie unter 11.2.7. besehrieben

aufbereitet. Ein Aliquot der Zellen wurde nieht aufgeschlossen (Zellsuspension).

Bcim Einsatz des Rohextntktes von Stamm HxN I im Testansatz zum Nachweis der

CO~Dehydrogcnase zeigte sich zunachst cine Extinkrionszunahrne. Die Zunahme war sehr

gering. war aber im Vergleich zu einer Kontrolle ohne CO und ohne Zellextrakt eindeulig

erkennbar. Bezogen auf die Proleinkonzentr.ltion ergab sich eine spezifische Aktivitiit von

2,3 nmol.min- l.mg·1
• Daraufhin wurde versucht. die beobachtete Aktivitiit durch

Modifikationen des Teslansatzes zu sreigem. Zusatze von MgCI2 (10 mM) oder ATP

(5 mM) uod die wahl verschiedener Puffersysteme (MOPS. HEPES. Tris; 50-100 mM)

erm6gUchten jedoch keine Stcigerung dec Enzymaklivitiiten. Auch dec Versuch. durch

Einsatz von Titan(lll)-Citrat (Zehnder uod Wulumann 1976) stark reduzierende und die

AkliviWI evenluell sleigemde Bedingungen einzllslellen. blieb ohne Erfolg. In einem zweiten

Experiment mil frischen Zellextrak:ten von Stamm HxN I wurde keine Extinktionszunahme

im Vergleich zur KontroJle beobachtel.

In einem wciteren Versuehsansatz wurden irn Testansatz ganze Zellen von Stamm

HxN 1 eingeselZt. Durch Zugabe des Reagenz Cctyltrimethylammoniumbromid (CfAB)

erfolgte cine PermeabiJisierung der Zellen und damit der ZellaufschluB im Testansatz. Jedoch

war auch mit dieser Versuchsdurchftihrung die Messung von CQ-Dehydrogenase-Aktivitiit

in den Zellen von Stanun HxN I nieht reproduzierbar.

Da'i Teslprinzip zum Nachweis der CO-Dehydrogenase wurde mit Zellen des

sulfatreduzierenden Bakleriums Desulfobacterium cetonic:um. flir den eine CO

Dehydrogenase-Aktivital beschrieben worden war (Janssen und Schink: 1995c). ilberpriift.

Die gemessenen Aktivitaren lagen in der Gro8enordnung der in der Literatur beschriebenen

Enzymaktiviliiten.
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Teil B:

Anaerobe Oxidalion des alizyklischen, gesalliglen Kohlen

wassersloffs Cyclohexan durch denilrifizierende Mikro

organismen

1.1. Aoreicherungskullur mil Cyclohexan unler

denitrifizierenden Bedingungen

92

Neben dem Anrcicherungsexperiment zum Abbau von aliphmischen Kohlenwasserstoffen

(Pentan. Hexan) wurden weitere Anreicherungsversuche mit CycJohexan als alleiniger

Kohlenstoff- und Energiequel1e unter denjtrifizierenden Bedjngungen durchgeflihrt. A1s

Ausgangsmmerial wurde ein Schlammgemisch aus dcm Bad Zwischenahner Meer

(Niedersachsen) aus dem Bereich eines Rihranlegers verwendel. DcI' Schlamm wurde mit

SliBwassermedium mit 5 mM Nirrat vennischt. Als Substml wurdc Cyclohexan in zwei

verschiedenen Konzenlrationen (O,9%ig und 2%ig) in HMN angebolcn. Dabei wurden

Doppelansalze vcrwendet, wobei ein Ansalz ruh.ig liegend lind del' andere unter

kontinuierlichem Schliueln bei 28°C inkubiert wurde. Zur Bcobachtung mikrobicllen

Wachstums wurdc in den Anreicherungsansalzen in regelmiiBigen Abstiinden die Gasbildung

Uberprtift und mit del' in cineI' mitlaufenden Konlrolle ohne Substmt verglichcn.

Wahrend im Komrollansatz die GasbiJdung nach zwei Wochen nachJieB. wiesen die

Anreicherungskulturen, in denen Cyclobcxan 0.9%ig in HM vorhanden war, eine stetigc

Ga....enlwicklung auf. Die gleichzeilige Analyse del' Nilral- und NilJitkonzenlration zeigte in

diescn Ansatzen einen Verbrauch des Eleklronenakzeplors. Nach ca. neun Wochen waren

crstmals 5 m.M Nitnlt im geschUtlclten Anrcicherungsansalz vollstandig vcrbraucht. 1m ruhig

liegend inkubiertcn Ansatz war die Nitratreduktion langsamer: hier waren 5 mM Nitrat erst

nach ca. 13 Wochen vollsttindig reduzicrt. Sobald del' Eleklronenakzeptor kompleu

verbrauchl war. wurde er in einer Konzenlralion von 5 mM emeut zugesclZL Nachdem dem

geschuuelten Ansatz zweimal Nitrat emeut zugese121 worden war, wurden Folgekulturen

beimpfl Nach der dritten Passage war del' Anrcicherungsansatz schlammfrei. Es zcigte sich

nun neben cincr GasenlwickJung und dem Verbrauch von Nitr.tl auch cine deutJiche Triibung

des Mediums durch baktericlles Wachstuffi. Eine mikroskopische Komrollc del'

Anreichemngskultur zeigtc verschiedenartige Zelltypen, wobei ein kleincr stabchenfOnniger

Zclltyp vorherrschend war (Abb. 27). Die ohne SchUlteln inkubierten Ansatze wuchsen

nuch der Obertragung im Verglcich zu den geschlillelten Ansatzen dCUllich langsamer und

wurden daher nicht weilergefuhrt.
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Die Anreicherungsansatze mit der bOheren Cyclohexankonzentration (2 % in HMN)

verhielten sich wie die KontrolJe. Naeh einer anfangliehen schwaehen Gasbildung kam die

mikrobielle AktiviHit wm Erliegen; es fand keine weitere GasbiJdung stan. und Nitrat und

Nilril nahmen in ihren Konzentrationen niehl weiter abo Wiihrend der weiteren

sechsmonaligen Inkubation zeigte sieh keine Anderung. Die hahere Cyclohexan

konzentration sehien fUrein mjktobielles Wachstum hemmend zu sein.

1m weileren wurdcD nun erste Isolierungsexperimente mit einer der letzten PassageD

der geschUttelten Anreicberungskulmr (mil 0,9 % Cyclohexan in HMN) als Inokulum

durehgeWhrt. 1m Rahmen dieser Arbeit gelang es jedoch niehl. eine Reinkultur mil der

Fiihigkeil zur anaeroben Oxidation von Cyclohexan zu erhalten.

Abb.27: Phasenkontrastaufnahme der Anreicherungskultur mil Cyclohexan (0.9 % in HMN)
als einzige Kohlenstoff-und Engiequelle und mit Nitrat als lerminalem Elektronenakzeplor.
Oer eingezeichnetc MaBstab entspricht 6 ~m.
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1.2. Bilanzierung des anaeroben Abbaus von Cyclobexan in der

A nreicherungskultu r
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In einem WachstuffiSversuch mit der Anreichenmgskultur wurde die Oxidation des

Cyclohexans durch Mikroorganismen unter anaeroben Bedingungen quanliflziert. Fur die

QuanliflZierung wurden Kulturen in Glasfla<>ehcn in 200 ml SuBwassennedium mit 10 rrM

Nitral angeselZI. Anders aJs bei der Quantifizierung des anaeroben Hexanabbaus durch die

Reinkultur von Stamm HxN 1 wurdc der Anreicherungskullur kein Ascorbat als

Reduktionsmiuel zugesetzt. So wurde eine Vcrwendung des Ascorbals als m6gIiche

Kohlenstoff- und EnergiequeJle durch unbekannte Balterien allsgeschlossen. Das Substrat

wurde als sleriles Cyclohexan-HMN-Gemisch (0.9 % Cyclohexan) anoxisch und sleril

hergestcllt und nach dem Vcrschlu6 der Kuhurflaschen mil eincr Sprilze zuge..~lZt. Nach

Beimpfung dcr Kulturnns<1.12C wurdc ein Druckausgleich vorgenommen. Nach 12 Wochen

lnkubation unler kontinuierlichem Schutteln wurden die oplische Dichtc. der cntstandenc

Gasdruck, die Nitrat-. Nilrit- und die Disticksloffoxid-Kon7.cntration sowie der

Cyclohexanverbr:lUch bestinunt.

Lo Tabelle J3 sind die MeBergebnissc zusammengefallt. In den heiden

Wachstumsansatzen mit ZeJlen zeigtc sich ein Cyclohcxanverbrauch von tiber 60 % und ein

vollslilildiger Nilralverbrauch. Nitrit war in keinem der heiden Ansatze am Ende der

lnkubation nachweisbar. Beide AnsalZe wiesen cine deulliche Gasproduktion auf. Die

Gasmengcn belrugen 29 ml und 32 011. Die Gmianalyse ergab, dall es sich dabei urn N l'

CO2 llnd illl Ansatz 2 zusjtzlich um Np handelte.

ZusiilZlich zum Verbrauch des Cyclohexans llnd dcs NitnllS lie6 sich auch eine

Zunahme dcr Triibung des Mediums erkennen. So wurde in den Wachstumsansalzen cine

00 von 0.14 und 0,15 crreicht. In den als Kontrolle mitgcftihrten Ansatzcn ohnc Nitral und

Cyclohcxan wllfde kcine Trilbungszunahme bcobachlcl. Auch zcigle sich in diescn Ansatzen

keine Cyclohexanabnahme llnd keine ncnnenswerte Nitratreduktion und Gasproduktion.

Eine Gegentiberstellung der JUS der vcrbrauchlen Cyclohcxanmenge stammendcn

Elektronen und der dUTCh die Nitralreduktion verbrauchlen Elektroncn zeigtc. daB ein nahezu

ausgeglichcnes Eleklronenverhahnis von I: I bestand. Bei dieser Gegenilberslcllung muB in

Betrachl gezogen werden. daB nicht die gesamte Cyclohexanmenge dcr Encrgiegewinnung

dientc. sondcm ein Teil davan a.....'\inuLiert wurde.
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Tabclle 13: Quantitative Beslimmung des anaeroben Cyclohexanverbrauchs und der
Nilratreduklion in einer Anrcichcrungskultur. Das Wachstumsexperiment wurde in einer
flachen Glasflasche (250 ml), die mil einem Butylstopfcn verschlossen war. durchgefUhrt. Die
Kulturflaschc enlhielt 200 ml SiiBwassennedium (Nitratkonzentralion 10 mM), das mit 5 ml
eines Subslrat-HMN-Gemisches Hbcr.'ichichtet wurde (0.9 % Cyclohexan in HMN als
Triigerphase). Die Flasche wurde f1ach Jiegend auf einem SchiiHler inkubien, wobei ein
Konlakl zwischen dcr wassenmJoslichen Schicht und dem Stopfen vennieden wurdc.

ZeUen mit Zellen Zellen Medium
Cyclohexan ohoe ohoe ohne

Cyclohexan Nitnll ZelJeo
Ansal2 I Ansatz 2

Cyclohcxan eingesetzt 0,42 0,42 0 0,42 0,42
[mmol]

Cyclohexan vcrbraucht • 0,29 0.27 0 0 0
{mmol]

Cyclohexanverbrauch in 69,0 64,3 0 0 0
[%]

Nitrat am Versuchscndc 0 0 1,7 0 2.0
[mmol]

Nitrit am Versuchsende 0 0 0 0 0
[mmolJ

Distickstoffoxid 0 0,15 0 0 0
am Yersuchsende b

[mmol]

ODbei660nm 0.14 0.15 0.01 0.02 0.01

Gasproduktion 29,0 32,0 0 0 0
[mil

EJektronen aus 10,4 9.7
vOllsliindiger Cyclo-
hex.anoxidation C

[mmol]

EJektronen verbraucht 10.0 9.7 I.S 0
durch Nitratreduktion iI

(mmol]

"Angegeben ist die Differenz zwischen der zu Beginn des Versuchs eingesctztcn Menge an
CycJohexan und der zum Ende des Versuchs wicdcrgefundcnen Menge an Cyclohexan.
hAngegeben ist die N10-Menge unter Beruclcsichtigung der Loslichkeit im Medium (11.3.2.).
°Bei vollstandiger Oxidation zu CO2 werden aus I mol CycJohex,m 36 mol Elektronen
erhalten.
aElektronen verbraucht =5·[Nitra(ri~l"sctzl - Nitrataemc...... - Nitrit&ome...,n-

2.Disticksroffoxid~ .... J + 2·[Nitrit ~",.J + 8·(Distickstofroxidle~...nJ
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1.1. Anaerobe Oxidation aliphatischer Kohlenwasserstoffe durch

Stamm HxNI

1m Rahmen dieser Arbeit gelang cs. ein denilrifizierendcs Bakterium, Stamm HxN I. ZlJ

isolieren. das kllrzkeltige Alkane (C()~C8) anaerob oxidiert. Beim Wachstum auf Hexan

zekhnclc sich dcr St:l.I111n HxN I im Vergleich zu den bckanmen. lm Alkunoxidation

beftihigten Bakterien durch einc hahere Wachstulll~geschwindigkeit allS (Tahclle 14). Die

Vcrdopplungs7.eit mil Hex.m als a1leinigcm Sllbslral betrug II h. Die vergleichsweise hahe

Wach~tumsgeschwindigkcil von Stamm HxN I iSI fUr die ZeJlemle flir biochemische

Umersuchungcn besondcrs vortcilhaft.

Bei dcr Gegenilberslellllng aller bislang isolierten Mikroorganismcn. die lur nnaeroben

Alkanoxidation bef<i.higt sind. fill{ cine hahe Suhstrats~lifila{ bczliglich dcr verv.'ertbarcn

Kahlcnwas5crstoffe auf (Tabclle 14). Ferner isl allen bisher isolicl1en. lur anaeroben

Alkanoxidarion beftihigtcn Stammen gemeinsam. daB sic keine aromatischen Koillen

wassersloffe umserzcn.

Die VCr\\'ertung von Alkanen und die Unfahigkeit lur VerweI1ung von aromalischcn

Kohlenwasserstoffcn 7.eigte sich auch bcim Wachsrum einiger Reinkulturcn auf Erdal als

kamplcxem Kohlenwasserstoffgcmisch. So verbrauchtc Stamm HxN I wiihrcnd des

WuchSlUms auf Erdal scJcktiv Alkane der KCllcnHinge C6-C 8. Die Fiihigkeil der selektiven

Nutzung von Alkanen der jeweils bevorzugtcn Kellenlangc war bcrcils in dem

denilrifizicrenden Stamm DeN I und in dem sulfatreduziercnden Stumm T03 beobachlet

worden (Ruelercl al. 1994: Ehrenreich 1996). Bei der Untersuchung Lum annerobcn AbOOu

von Erdalkomponenlen in marinen Sedimenten durch Sulfulreduzierer war dariiber hinaus

cine selektive Verwer1ung von langkcttigen Alkanen mit KellcnHingcn von C IS-C34

heobachtct worden (Caldwell et al. 1998).

Das SlXklrum der unler anaemben Bedingungen oxidierbarcn Alkane umfaBl samil

KohlensloID:eHen mit einer Lange von C,,-Cl.l" Bis zum heUligcn Zeitpunkt isl keine

anaerobe. mikrobielle Oxidation von Alkanen mit weniger als scchs Kohlenstoffalomcn

bekannl.



Tabelle 14: Vergleich der zur anaeroben Alkanoxidation bef1ihigten bekanmen Reinkulwren sulfatreduzierender und
ni!ratreduzierender Bakterien (Aeckersberg 1994, Ehrenreich 1996, Aeckersberg et al. 1998).

SO:- .... H,S NO)' -+ N1

Stamm TD3 Hxd3 Pnd3 HxNI OeNI HdNl

Isolierungs· Guayamas Oltank Mariner Graben- Graben- KHiranlage
standort Basin Schlmnm schlamm schlamm

Phylogenetische 5 5 5 ~ ~ rEinordnung:
Gruppe der
Proteobakterien

Verwertele Alkane C" - C I6 Cn - Czo Cl~ • Cl7 C6 • Cs Ca· Cil CI~ • C 20

Verdopplungszeit 2-3d 4-sd <4d II h Is-20h 15 - 20 h
beim Wachstum
auf Alkanen

:<
9
[
g"

~
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Heim Wachsrum auf Alkanen iM bcsonders das WachstllmsvcrhaJten von Stamm

HxN I hcrvorl.uheben. Dessen Wachslum erfolgte gleichmiiBig in der waBrigen Phase, ohne

Anhefrung der Zellen an die organiM:he Phase (Abb. 13). Hingegen heftelen sich die Zellen

der sulfatreduzierenden Stamme Hxd3, Pnd3 und T03 und der denitrifizierenden Stiirnme

OcN lund Hd 1 wahrend des Wachslums mit Alkanen an die organische Phase, so daB

gcwachscnc Kulturen nabezu keine Triibung des Mediums zeigten. Dies lieB. anders als

beim Stumm HxN I. nicht dic Verfolsung des Wachslums anhand der optischen Dichle zu

(Ehrenreich 1996: Aeckersberg 1994).

Griinde fUr dal> untcrschiedliche Wachstumsverhallcn der alkanvcrwenenden 5lfunme

la~scn sich viclleicht in der LOslichkeit der Kohlenwasscrsloffe in Wasser finden. Die

LOslichkcit von Alkanen in Wasser nimrnl mit zunehmender Kenenliinge stark abo Dabei laBt

sich die Loslichkcit (Ct
S in mol· m-') nicht-gasfonniger Alkane bei 25°C mil guter

Niiherung als Funktion der Anzahl un C-Atomen (N) durch die Gleichung

CL~ = 282 1O.0_~1I': bcschreiben (EasteoH Ct al. 198K). Somi! crgibt sich bei eincr

Vertangerung eines Alkans urn ein C-Atom eine Abnahme der LOslichkeil in Wasser um den

Faktor 3.72. Das bcdeutel beispiebweise fUr n-Hexan eine LOslichkeit von 1.1· I0-' mol·m'

und fUr lI-Deka.n cine Laslichkeit von 5,6·10'" mol·m '. Dcmnach scheinr die LO.'}lichkeit der

von den Stiimmcn Hxd3, Pnd3. HdN lund OcN I umgcsclzten, I~ingcrkettigcn Alkane zu

niedrig zu scin. urn ein WaChSIUl1l in der wii13rigen Pha!:ie zu crmi::iglichcn. Fur eine

ausreichendc Ve",orgung der Zellen mit Subslral scheint daher ein dircktcr Kontakl der

Zcllen dicser Stamme mit dcm Alknn nOlwendig zu sein. 1m GegensalZ daw erlauben die

kurLcrkeuigen. \'on Stamm HxN I bevorzugten Alkane mit ihrcr bcsseren LOslichkeit in

Wasser das WachslUm in del' waBrigen Phase. DaB dennoch cine Limiricrung des

WachslUllls von Stamm HxN I aufgnmd der Diffusion von Hexan im Medium bcstchr. 7..eigte

sich 1\.0 den unlcrschicdlichen Wachstumsgeschwindigkeitcn in mhig Iiegend und unter

MCligem SchOneln inkubierten Kuhuren (s. 111.3.4.).

DenitrifiZlerendc Stiimmc (PbN I. pCyN I. pCyN2) nut del' Fahigkcit zur anaeroben

Oxidalion von n-Propylbenzol und p-Cymol zeigtcn ebenfalls wic Stamm HxN 1 ein

homogenes Wachstum im Kultumlc<hum ohne cine Anhcfrung der Zellen an die organische

Phase (Harms 1998; Rabw; Lind Widdel 1995). Tatstichlieh liegt die L6slichkeit dieser

aromalischen KohJcnwasserstoffe in Wasser ungefahr in der Grol3enordnung der Loslichkeit

von Hexan. Die Loslichkeiten von 1I-Propylbcnzol belragt 0.43 mol·m-'. die von p-Cymol

0,25 mol·m· l ('Eastcou et aI. 1988). Auch das Wachsrum dieser 5liimme wurde durch eine

stetige schutte1nde Inkubation beschleunigt.

Sei der Aufnalune einer Wachstumskurve von Stamm HxN 1 mit Hcxan und Nitrat

7..cigte sich, daB dieser Stamm im Gegensalz Zli den bcreits bcschriebencn, zur anaeroben

AJkanoxidation befahigtcn Dcnitrifizierem HdN 1 und OcN I zunachst Nitrit <lusschied. bcvor
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die vollsUindige Reduktion zu Stickstoff erfolgte (Abb. 15). Die Konzentration des zurn

Beginn des Wachslums eingesetzten Nitrats durfle 10 mM nichl liberschreiten, da sonSI dal;;

ausgeschiedene Nitrit das Wachstum hemmte. Der nicbt-exponentielle Verlauf der anhand

der optischen Dichte aufgenommenen Wachstumskurve laBt diesen hemmenden Effekt

deutlich erkennen.

In Versuchen zur BiJanzienmg der anaeroben Oxidation von Hexan durch den Stanun

Hx:N I wurde neben dem Nitr3lverbrauch und der inlennedHiren Nilritbildung der Verbrauch

von Hexan und die gebildclC ZelltIockenmalise ennittelt. Urn sicherzustellen, daB niehl

Spuren von Sauerstoff im Medium enthalten waren, war dns Medium mit Ascorbat als

Reduktionsmiuel verSetzl worden. Eine signifikante Abnahme des Hexans unler diesen strikl

anoxischen Bedingungen wurde nur in Gegenwart des Elcktronenakzeptors Niwot

beobachlel. Die in den Konlrollexperirnenlen beobachlete leichle Hexanabnahme laBt sich

vermUlJkh durch Verlust bei der Hexananalyse erklaren. Ebenso wurde Nirral nur dano

verbraucht, wenn Hexan als Elektronendonator vorlag.

Unter Berticksichtigung der Bildung von Bioma<;se ergab die BiJanzierung ein

ausgewogenes Verhallnis der Elektronen. die bei der Dissimilation des Hexans freigesetzt

wurden. und der Elektronen. die flir die Reduktion des Nitrats liber Nitril zu SI..icksloff

verbrauchl wurden (s. Ill.A.4.). Diese Wachslumsbilanzierung sowie die Fahigkeit von

Stamm HxN 1. Acetat als Elektronendonator zu verwerten. sprcchen flir eine vollsUindige

Oxidation des Hexans entspreehend folgender Gleichung:

5C6HI~+38NOJ-+38H' -7 30 CO2 + 19N1 +54Hp

6GO'=·3724,2 kl/mol Hexan

1. 2. Anaerobe Oxidation von alizyklischen Kohlenwasserstoffen

in einer Mischkultur

Bisher wurde nieht beschrieben. daB Cycloalkane unler AusschluB von Sauerstoff von

Bakterien in Rein- oder Anreicherungskulrurcn verwertet werden. Selbst in Gegenwan. von

Sauerstoff wurde eine Oxidation von Cycloalkanen nur bei wenigen Mikroorganismen

nachgewiesen (Morgan und Watkinson 1994).

lm Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Bakterien mil der F"ihigkeit zur anaeroben

Oxidation von Cyclohexan angereichen. Die Wachstumsbilanzierung in der

Anreicherungskultur zeigte deullich eine vollsUindige Oxidation des Cyclohexans bei

gleichzeitigem Verbrauch von Nilrat. Eine Reinkultur mit der Flihigkeit zur anaeroben

Cyclohexanoxidation konnle jedoch hisher nichl isoliert werden.
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Dic Zllr anm:.:ruben Oxidation von Cyclohcxan bcflihiglcn, angereichcrten Baktcrien

wuchsen. wie Stamm HxN I. gleichmliBig in der waBrigen Phase. Wie beim Wachslum von

Stamm HxN I auf Hexan. kann auch das homogene Wachstum der Anreichcnmgskuhur

durch die vcrhaItnismaBig gute WasserlOslichkeit des Cyclohexans erklart werden. Mit

6.8.10-1 mol·m·) liegt die Loslichkeil von Cyclohexan noch tiber der LOslichkeit des Hexans

(Easlcott et al. 1988).

Ziel zuktinftiger Experimentc saUte cs scin. aus der Anrcicherungskuhur cine

Reinkultur zu isolieren. Da Cyclohexan nur gJeichwertige MClhylengruppcn enthlilt. ware die

lsolierung einer Reinkultur flir die Untersuchung des Mechnnismus der anaeroben

Alkanoxidation besondcrs intercssant.

2. Taxonomische Einordnung des alkanverwertcnden Stammes

HxNI

Basierend auf den 165 rRNA Sequenzdaten ist Slamm HxN 1 dcm Cluster der Ganungcn

'nUluem und A:uarclI.f innerhalb der p-Gruppe dcr Proleobaklcrien zuzuordnen (Ii. III. A. 2 ..

Abb. II).

Die Gauung ThaI/era wllrde erstmals 1993 mil dcr Be.<;chrcibung des Bakteriums

TIlt/item selenati.f, einem Bakterium. das Selenat als temlinalen Eleklronenakzcptor zu nutren

vennag. etablien (Macy CI a!. 1(93). Weilerc Angehorigc dieser Gallung sind nlllUera

ammllrica (Andersel al. 1995: Gallus el aI. 1998). 11ulllera ~p. Stamm mXyN 1 (Rabus und

Widdel 1995). nUll/era limdoolcmi.f und nlllllem terpt!lIica (FoB und Harder 1998).

Wiihrend die heiden erstgenannten Bakterienslamme aromatische Kohlenwassersloffe unler

denitrifizierendcn Bedingungen vcrwerten, bauen die lelZlgenanntcn Denitrifizierer

sauerslOffhahige Monolcrpene abo

Die Gatlung k ..oarcl/s wurde ebenfalls 1993 etabJiert (Reinhold-Hurck ct al. 1993).

Sie wurdc ursprunglich Zllr Beschreibung von mit KalJar-Gras assoziicrten Baklcrien·

Slammen mil dcr Eihigkeit zur Flxicrung von Slkksloff dcfiniert. Als crste Arten dieser

Gattung wurden AZO(lrCliS jndigens und Azoarcus (.'ommllni.f beschrieben. bei dencn

zuniichst cin strikt aerober Stoffwechsel vennutet wllrde (Reinhold-Hllrek et <11. 1993). Die

Fahigkeil zur Denitrifikation wurde in den Stammen dieser Galtung zunachst nieht

naehgewiescn. Bereils in dieser crstcn Beschrcibung von Arten der Gallung Awarclls wurde

auf deren Vorkommen an geographisch unterschiedlichcn 5tandonen und unler diversen

Umweltbedingungen hingewiesen. Als Isolierungsslandorte fOr Awarcus Slfunme wllrden

sowohl Wurzelsysleme des Kallar-Grases (Leprochloa fiuw lL.l KUnIh) in Pakislan.

Schlammc einer Olraffincrie in Frankreich als allch humane Quellcn (Blut, Korperwundcn)

bei Untersuchungen in Schweden genannt (Reinhold-Hurek el a1. 1993).
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Nur kurze Zeit nach der Erstbeschreibung der Gattung Azoarcus wurde dieser aIs

weitere, neue Art Azoarcus IO/u/yticus zugeordnet (Zhau et aI. 1995). A.. ro/u/yricus stammte

aus einem erdolkontaminierten Grundwasserleiter in den USA und unterschied sich von den

vorher beschriebenen Az:oarcus Stiimmen durch die Fahigkeit zum anaeroben Abbau von

Toluol mit Nirrat a1s tenninalem Elektronenakzeptor (Zhau et al. 1995). Mittlerweile sind

weitere dcnilrifizierende Stamme mit der Fahigkeit zur anaeroben Oxidation aromatischer

Kohlenwasscrsloffe bekannl geworden, die phylogenetisch der Ganung Azoarcus

zuzuordnen sind (Tabelle 15).

Dartiber hinaus wurden Azoarcus Men beschrieben, die zurn Abbau diverser

aromatischer Verbindungen mil funkrionellen Gruppen (z. B. Phenol, Benzylalkohol,

Benzaldehyd, Benzoat, Hydroxybenzoat und p-Cresol) befahigl sind (Tabelle 15).

Weiterhin wurden Azoarcus Anen mil der Fahigkeil zorn Abbau von Cyclohexan-I,2-diol

(Stamm 22Lin, Harder 1997) und zum Abbau der N-hererozyklischen Verbindung Pyridin

(Stamm pF6, Rhee el aI. 1997) beschriehen. Mit dem denitrifizierenden Stamm HxNI ist

innemalb der Ganung Azoarcus nun auch ein Organisrnus mit der Fahigkeil zum Abbau

aliphatischer, gesauigter Kohlenwasserstoffe vertreten.

Die als 77wuera und Azoarcu.... benannten Anen sind aurgrund der 165 rRNA Analyse

5ehr nahe miteinander verwandt. Dennoch bilden Arten dieser Gattungen abgrenzbare

Cluster inncrhalb der p-Gruppe (s. JIl.A.2., Abb. II). Ausnahmen stellen der Azoarcus

Stamm S5b2 (Reinhold-Hurek et al. 1993) und der als Azoarcus perrolei vorgeschlagene

Stamm DeN I (Ehrenreich 1996) dar. Beide Stamrnc wurden zwar urspriinglich als Arten der

Ganung Azoarcus benannt. erwie.o;;en sich aber nach weileren 16S cRNA Analysen a1s

auBerhalb des Clusters der sonstigen bekannlen Azoarcus Arten stehend (so JlI.A.2 ..

Abb. 11). Daher ware eine Neubcncnnung dieser bciden Stamme vOf7.uschlagen. Stamm

HxNI hingegen ist eindeulig dec Gattung Azoarcus zuzurechnen.
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Tabelle 15: Isolierungsslandorte und WachSlUmssubslrale von bekannlen. Aromalen~

verwenenden Slammen, die als Anen der Ganung A<:oarcus beschrieben wurden oder dieser
Ganung zu2uordnen sind.

Bakterienan Isolierungs- Aromalische Wachstumssubslralc AUloren
oder standort Kohlen- SOflSlIge
Baklerienstamm wasserstofTe

AzoarclIs Mlneralol-konla- Ioluol mchl 6esllmmt Zhou el a\. 1995
toll/lvtic"... miniener Aquifer

A:o(/rcus Grabenschliimme. keine bekannl Benzylalkohol Anders el a1. 1995
evtlll.l·ii USA Benzaldehyd. Bcnzoat,

Hydroxybenzoat,
PhenylaccliJ.t. Phenyl-
glyoxylat. p-Cresol

EbNI Gmbenschliimme, Toluol. Benzylalkohol. Rabus und Widdel
Bremen Elhylbenzol Phenylethanol. Benz- 1995

aldehyd. Acctophcnon

PbNl Grabenschliimme. Elhylbenzol. Phenol. Benzylalkohol, Rabus und Widdel
Bremen JI-Propyl- Phenylethanol. 1995

benzol Benzaldehyd. Aceto-
phenon. Propiophenon

T3 Die~lol- Toluol nichl beslimml Hess et 201. 1997
kontaminiertcr
Aquifer. Schweiz

MJ Dieselol· Toluol. nicht bestimmt Hess et al. 1997
kont3miniencr m~Xylol

Aquifer. Schweiz

A:OllrclIs Kliirschlamm, keine bekannt Phenol. Resorcinol. Springer el (II. 1998
a!werohius Tubingen Benzom, Hydroxy-

benzoat. Phenylaccwl.
p-CrcJ:ol

FL05 EntW3sserungs- keine bekannt Phenol. 4-Hydroxy- Van Schie und
graben. benzylalkohol. Young 1998
Orangenhain. 4-Hydroxybenzyl-
Florida, USA aldehyd. Benzoal,

4-HydroJ(ybcnzo31.
Phenyl.:lceta!. p-Cresol

PHOO2 Easrriver. keine bekannt wie Slamm FL05 Van Schie und
New York, USA + Benzylalkohol. Young 1998

Benzaldehyd

CR2J Graben, keine bekannt wie Smmm FL05 Van Schie und
COSla Rica + Benzylalkohol. Young 1998

Benzaldehyd

pCyNI Grabenschl3mme. Toluol, Benzylalkohol. Harms 1998
Bremen p-Cymol. BenZOal. ,p-Ethyl-

p-Ethyltoluol. benzo31. p-Isopropyl-
benzoat. p-Cresol
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Aus den generell sehr nahen VerwandlSChaften auf der Ebene von 16S rRNA

Sequenzen innerhalb dcr Gattungen Thauera und Azoarcus kann nicht notwendigerweise auf

gleiche oder ahnliche Sioffwechseleigenschuften geschlossen werden. Ern markames

Beispiel hierfUr sind die 5tiimmc HxN lund PbN 1. Die 16S rR A Analyse ergab eine

Ahnlichkeit der beiden 5tamme von 99,4 % (s. III.A.2.). Beziiglich der

SubslratverweI1ung unterschieden sich die beiden Stamme jedoch deutlich. Wahrend Stamm

Hx:N I aliphutische. ges3.tLigle. aber keine aromatischcn Kohlenwasserstoffe umsetzte. war

Stamm PbN I befahigl, aromatische Kohlenwasserstoffe zu nurzen. jedoch keine

aliphatischen Kohlenwasserstoffe. Das Beispiel verdeutlicht, daB die taxonomisehe

Abgrenzung zwischen Bakterienstfunmen nicht our aufgrund der 165 rRNA

Sequcnzanalysen vorgenommcn werden kann. Tutsachlich sprechen sicb viele Taxonomen

fur die Beschreibung eiDer Art sowohJ unler BeriicksichLigung genorypischer a1s auch

phenOlypischer Merkmale und somil flir die Anwendung der polyphasischen Taxonomie aus

(Vandamme et al. 1996; Goodfellow el al. 1997).

Bei Ahnlichkeiten zwischen 165 rRNA Sequenzen von >97 %. wie auch im Faile der

Stfunme Hx:N lund PbN I. stelll die DNA·DNA-Hybridisierung eine zusatzliche.

zuverlassigere Methode zur genauen Klassifizierung der Bak.lerien dar (Stackebmndt und

Goebel 1994; Goodfellow et al. 1997). Zwei Bakterienstamme werden als Angeh6rige

derselbcn Art beLrachtel, wenn die DNA-DNA-Hybridisierung eine Ahnlichkeit von ;;;::70 %

betragt (Wayne et aI. 1987). Der angegebene Wert von 70 % sleHt allerdings nur eine

Empfehlung aufgrund einer Konvemion dar und sollte niebt als ein von der Natur gegebener.

absoluler Grenzwert belraChlel werden. Die DNA-DNA-Hybridjsierung der Stamme HxN I

und PbNI ergab cine Ahnlichkeit von 63,1 %. Nach der Konvention bedeUlet dies, daB

Stamm Hx:N I als eine von Stamm PbN 1 unle&hiedliche Art angesehen werden sollIe.

DaB eine Einordnung von Stamm HxN I in den Cluster der Ganungen Azoarcus und

77li1Uera durchaus sinnvoll iSI und nieht die Elablicrung einer eigenen. neuen Ganung zu

erwagen iSI. ergab sich nus weitcren chemotaxonomische AnalyseD. Sowohl der

G+C-Gehalt der DNA als aueh das Fetlsaureprofil sprechen dafiir, den Stamm hier

einzuordnen. Oer G+C-Gehalt von 66,3 mol % in Stamm fuN I lag in der Grol3enordnung

dcr WeI1e anderer bekannler Sitimme der Azoarcus- Thauera-Gruppe. Deren Werte waren wie

folgt: Stamm PbNI, 66.8 mol %; Stamm EbNL 65.0 mol % (Rabus und Widdel 1995);

Azoarc:us evonsii. 67,5 mol % (Anders et aJ. 1995); AZoarcflj' indigens, 66.6 mol %

(Reinhold-Hurek et al. 1993), Azoarclls Qllaerobills. 66.5 mol % (Springer el a1. 1998);

1iumera aromatica. 67.0 mol % (Anders et al. 1995) und 1ilOuera selenatis, 66.0 mol %

(Macy el al. 1993).

Ebenso zeigle das Feusaureprofil von Stamm HxN 1 cine hohe Ahnlichkeil mit den

Fcusaureprot11en bekannter AzoorclIs· Thallera·At1en. So wurden in Stamm HxN t. ebenso
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wie in Awarcus to/ulyricus (Zhau et al. 1995). Azoarcus evans;;, Azoarcus indigells,

11JllUera arOnilltica (Anders et aJ. 1995). in kiirzlich beschriebenen. ebcnfalls der Azoarcus

Ganung zul.Uordnenden Phenol-abbauenden Dcnitrifizierem (van Schie und Young 1998)

und in Monoterpen-abbauenden Denitrifizierem (Foss und Harder 1998) die Fettsauren

3-Hydroxydekano3t (30H-10:0) Dodekanoal (12:0), ci.r-9 Hexadekeno3t (16: I).

Hexadekanoot (16:0) und Okladekanoat (18:1) als die haufigsten Zellrelt~uren

nachgewiesen.

Zusammenfassend belrachtel wird Slamm HxN I als neue Art der Ganung Azoarcus

mil der Bezeichnung AzoarcIls hydrocarbo1li.r vorgeschlagen (s. Anhang).
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3. Biochemische Uberlegungen zum Mechanismus der

anaeroben Oxidation von aliphatischen Kohlenwasserstoffen

Dn es sich bei alipbatischen Kohlenwasserstoffen urn ehemisch reaktionstrtige Verbindungen

handclt. setzt eine mikrobiclle Umsetzung zu CO2 zuntichst eine iniliaJe Aktivierung der

Alkane voraus. Der bisher cinzige in der Biologie eindcutig nachgewiesene Mcchanismus zur

Aktivierung von Alkanen ist die bei aeroben Mikroorganismen bcobachtete Hydrol(yticnmg

durch Monooxygenasen (Buhler und Schindler 1984; Britton 1984). Dabei wird ein

S.auerstoffatom des 02 direkt in das Alkan cingeftigt.

Die Moglichkeit. reaktivc Formen von Sauerstoff unler anoxischcn Bedingungen aus

reduzierten Sauerstoffverbindungcn zu bilden. bcsteht fUr die zur anaeroben Oxidation von

Alkanen befahigten Mikroorganismen gemaB unscres heutigen Kenntnisslandes niehl. Unter

AusschluB von O2 sind djcse Mikroorganismen daher auf altemarive Mechanismen der

Alkanaktivierung angewiesen. In der Lilermur werden zwei Mogtichkeiten der anaeroben

Alkanal't.ivicrung diskutien. Zom einen wurde die Bildung eines Alkens dUTCh eine initiale

Dehydrogenicrung des Alkans poslUliert (BOhler und Schindler 1984: Morikawa et aI. 1996):

zum anderen wird cine Aktivierung des Alkans durch die Addition einer Kohlensloffeinheit.

also die Kni.ipfung einer neuen C~C·Bindung. Yorgeschlagen (Aeckersberg 1994;

Aeckersbcrg et al. [998). In den folgcndcn Abslitzcn sollen diese heiden Moglichkeilen der

Akliviel1lng unter Berticksichtigung der erziehen Ergebnisse mit Stanun HxN I erortert

werden.

3.1. Alkene als mogliche Intermediate der anaeroben

Alkanoxidation

Berelts in fruhen Arbeiten zum Abbau aliphatischer Kohlenwasserstoffe wurden Alkene als

mogliehe Intermediate nicht nur bei einem angenommenen anaeroben, sondern auch bei clem

bercits gut bekannten aeroben Abbau von Alkanen diskutien. Experimente mil wachsenden

ZeUen und Zellextrakten gaben Hinweise auf die Umsetzung yon Alkanen zu Alkenen

(Iizuka et al. 1969; Wagner et al. 1967: Chouteau et al. 1%2: Senez und Azoulay 1%1:

Parekh et al. 1977; Morikawa et al. 1996).

Ersunals Anfang der sechziger Jahre wurde in Experimenten mit Pseudommza.~

aerugillosa unter AusschluB von Sauerstoff die Umsetzung von Heptan zu I-Hepten in

Anwescnheit eines ktinstlichen Elcktronenakzcptors beobachlet (Chouteau et a1. 1962: Senez

und Azoulay 1961). Dartiber hinaus wurden Experimemc mit einem weiteren Pseudomonas

Stamm zur Reinigung von Proteinen beschrieben. die unter anoxischen Bedingungen eine
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Umsetzung cines Alkans iiber das i-Aiken zum Alkohol katalysierten (Parekh et al. 1977).

Die Autoren beriehten in dieser Ameit von einem Enzymtest. in dem Delan zu Dekeo mil

NAO· als Elektronenakzeptor reagiert.

In einer Arbeit jiingcren Oatums wurde ebenfalls die Oxidation cines AJkans zu einem

Alken unter anoxischcn Bedingungen aufgezeigt (Morikawa et aJ. 1996). Die Autoren

fUhrten den Nachweis \'on I-Dodeken in einer Zellsuspension von Pseudomonas

afuzerooleopllila HD I, die in Gcgenwart von Tetradekan unter anmdschen Bedingungen

inkubieJ1 wurde. als Beweis fUr einen altemativen Stoffwechselweg der Alkanoxidntion mit

einem Aiken als Inlennediat an.

Bei einer genaueren Belmchtung der beschriebencn Experimcme konuncn jedoch

Zweifel an einer Dehydrogenierung des AJkans zum AIken als imliale Reaktion auf. So steHle

sich in einer spateren Acreil heraus. daB der von Parekh vClWendele Pseudomonas Starrun

nieht in der Lage iSI, anaerob mit Alkanen lU wachsen (Griffin und Traxler 1981). Dariiber

hinaus ist die von Parekh ct al. (1977) beschriebcne enzymkatalysiel1c Reaktion vom Alkan

zum Aiken im System mit aufgcreinigten Proteinen energelisch schwer verstandlich.

Aufgrund der Ihennodynamischen Dalen handelt e.,;; sieh bei der Dehydrogenierung des

Alkans mil AD· als Elcktronenilieptor urn eine endergone Reaktion (Aeckersberg 1994;

McKenna und Kallis 1965), filr deren Ablauf die Kopplung an cine energieliefemde

Reaklion nOlwendig ware. In dem Enzymtest mit gcreiniglcn Proleinen wird diesc notwendig

erscheinendc cnergieliefemde Kopplungsreaktion jedoch nieht erkennbar.

Auch die Beobachtungen in den Zellsuspensionen mil PSl!mlomOlllls OJuzerooleop"ila

HOI bediirfen einer krilischen Belrachumg. So wurdc zum einen das anaerobe Wach~"um

des Stamrnes auf Alkanen nieht eindeutig bewiesen. Aus den Expcrimentcn wird nicht

crsichlJich. welche Substanz beim Wachstum mit AJkanen als tcmlinaler Elektroncnakzeptor

fungien. Oa~ fUr das Zellwachslum von Stamm HD I notwendigc CO2 dieme nieht als

Elektronenala..eptor, da in den Kulturen weder Metban noch Acelal nachgewiesen werden

konnte (Morikawa und Imanaka 1993; Morikawa et al. 1996). Somit ist fraglich, inwieweit

Slamm HD I iiberhaupt zum anaeroben Wachstum auf Alkanen befahigt is!. OaIiiber hinaus

erscheint der Nachweis des I-Dodekens in anaeroben Zellsuspensionen von Stamm HD I mil

Tctradekan als Beweis flir eine Alkanox..idation uber ein AIken als Intennedial nicht

verstandlich. Eine Erkllirung. warum es mil der Einflihrung einer terminalen Doppelbindung

gleichzeilig zur Verkurzung des Alkans urn zwei C·Alome kommt. wird niehl angeflihn. Ocr

Reaktionsmechanismus. der dicse direkle Umselzung des Tetradekans Zll I-Dodeken erkltirt,

wird nicht crkennbar.

Die Fahigkeit der kurzlich isolienen. zur anaeroben Oxidalion von Alkanen befahigten

Sulfatreduziercr Hxd3 und Pnd3 sowie des Denitrifizicrers HdNI. mil I-Alkenen zu

wachsen, schien der Annahme eines Aikens als lnlennediat der anaeroben AIkanoxidation
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nichl zu widersprechcn. lnduktionsstudien in Zellsuspensionen von Starrnn Hxd3 zeigteD

jedoch, daB zwei unlerschicdliche Enzymsysteme zur Aktivierung eines Alkans bzw. eines

Aikens vorBegen (Aeckersberg 1994; Aeckersberg et al. 1998). So erfoIgle die UmselZung

des AIkens I-Hexadeken in Suspensionen von mit Hexadekan gewaehscnen Zellen mit

deutlicher Verzogcrung. In Suspensionen von auf Alkanen gewachsenen Zellen in

Gegenwart eines Antibiotikums, das die Proteinsynthese hemmt, wurde das AIken Uberhaupt

nichl umgesclzL Auch Untersuchungen der Zellfetrsauren von Stamm Hxd3 spraehen nichl

fUr cine Dehydrogenierung als initiale Reaktion der anaeroben Alkanoxidation. 50 wiesen

Zellen von Stamm Hxd3 naeh dem Wachstum auf Alkanen bzw. auf I·Alkenen gleicher

KeuenUinge unterschiedliche Zellfettsauremusler auf (5. m.A.6., Tabelle 9).

Fiir den nitratreduzierenden Stamm DeN 1 wurde bereits in Wachstumstests das

I-Aiken als lntennediat dcr anaeroben AJkanoxidation ausgeschlossen (Ehrenreich 1996).

Dieser 5lamm wuchs nieht auf I-Alkenen. Urn sieherzustellen. daB das Wachstum ruehl

aufgrund ciner loxisehen Wirkung dcr AJkene auf die ZeUen ausblieb. wurden die Alkene in

Kombination mil von den Zellen verwellbarem 5ubs[rat zugcselZt. Dabei wurden gleiehzeitig

mit dem AIken sowohl wasserlosliche Substrate (Monocarbonsauren) aJs auch schwer

wasserlosliehe Subslratc (I-Decanol, Dccanal) zugesetlt. Letztere waren wie das AIken in

der Triigerphase (HMN) gelosL Somit wurdc bcrucksichtigt, daB sich ein moglicher

tDxischer Effekt des Aikens nur bei der Anheftung der Zellen an die Tragerphase oder in

unmiuelbarer Niihe zur Trtigerphase bemerkbar machen konnle. Die Wachstumstests zeigten

dann. daB in Gegenwart des AIkens ein Wachstum durch Nutzung des in der Tragerphase

geloslen Alkohols oder Aldehyds mbglieh war. Hingegen wurdc in den Ansatzen, in denen

das AIken zusammen mil dem Alkan vorhanden war, kcin Wachstum beobaehtcl. Damit

wurde gezeigt. daB das Aiken nicht grundsatz.lieh toxisch flir den Sioffwechsel der Bakterien

war. sondem spczifisch nur die anaerobe Alkanoxidation hemnlle.

Ebenso wie 5tanun OcNI \'erhielt sich aucb cler Stamm HxN I in Waehstumstcsts mit

Alkenen. Starrun HxN 1 war werler in der Lage, mit !·Hexen noeb mit den lsomeren dieses

Aikens zu wachsen (s. JII.A.3.6.). Wiederum konnte eine grundstitzliche Giftigkeit der

Alkene fUr die Zellen ausgeschlossen werden und wiederum zeigle sich. daB I-HexeD

spezifisch die Hexanoxidation hemmte. Es HiBt sich velmuten, daB I-Hex.eD die

Bindungsstelle des Alkan umsetzcnden Enzyms blockieI1, so daB die anaerobe

Alkanoxidation spezifisch gchemml iSI.

Betraehtel man zusammenfassend die Unstimmigkeiten der gcnannlen

Veroffent1ichungen und die Experimente mil den kurLlich isolierten, zur anaeroben

Alkanox..idmion befahigten Stanunen, so laBt sieh cin Aiken als lntennediat der anaeroben

Alkanoxidarion nach derzeiLigcrn Kennlnisstand aussehlieBen.
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3.2. Addition einer Kohlenstorreinheit als initiale Reaktion der

anaeroben Alkanoxidation

3.2.1. Carbonylierung als mogliche Aktivierungsreaktion von Alkanen

108

In fruhen Arbeiten iiber aerobe alkanverwertende Mikroorgansimen hatte das Auffinden von

langkettigen Alkoholen und Fettsauren in Zellen zur Aufkllirung des Stoffwechselweges von

Alkanen geftihrt. Sei den Analysen zeigte sich oft. daB die An des verwerteten Alkans das

Zellfeusauremustcr entscheidend beeinfluBt (Souw et al. 1976. 1977: Rehm und Reiff

1981).

Mit einer Art der Hefe Candida wurde gezeigl, daB beim Wachslum mil langketligen

Alkanen die d{~ novo Fcltsliuresynlhese gehemmt War und daB staltdesscn die

KobJcnwasserstoffe direkt als VorHiufer fiir die Zcllfeltsauren dicnlcn. Ein langkcuiges

Alkan wurdc zur entsprechenden Feusaure oxidiel1 und entweder direkl odcr nach

Verlangerung oder Verkiirzung um ~-Einheiten in die Lipide cingebaut. Das

Zellfeusauremuster war somit beim Wachstum auf Kohlenwasserstoffen mit gerader Anzahl

an C~Atomen vorwiegcnd durch gcradkcnige Fcttsliuren und bei Wachstum Huf

Kohlenwasserstoffen mil ungemder Zahl an C~Alomen vorwicgend durch ungeradkeltigc

Fcllsauren gepragt (Souw ct al. 1976, 1977).

Basierend auf dicsen Experimenten mit aeroben Organismen und mit der Erwartung,

Hinweise auf den Mechanismus der anaeroben Alkanoxidation zu gewinnen. wurdc cine

Analyse der Zellfettsauren des anaeroben sulfatreduzierenden Stammes fud3 nach dem

Wachsrum auf Alkanen. Alkenen und Monocarbonsauren durchgeflihn (Acckersberg 1994:

Aeckersberg CI al. 1998). Ebenso wie bei den aeroben alkaO\'crwertendcn Organismen zeigte

sich auch bei dcm anaeroben. sulfatrcduzierendcn Stamm Hxd3 ein EinfluB des

Wachstumssubstnlls auf die Zusammensctzung der ZcIJfcn~i.illren (s. Itt.A.6., Tabelle 9),

jcdoch in einer anderen Weise als bei den aeroben Mikroorganismen. So wics St<llllln Hxd3

nuch dem Wachsl\lIn auf einem Alkan mil gerader C-Alomanzahl iiberwicgcnd Zellfellsauren

mil einer ungerdden Anzahl an C-Atomen auf, willuend nach dem Wachstum auf einem

Alkan mil ungerader C-AlOmanzahl das Fettsauremuster vorwiegend durch Fettsauren mit

gcrader Anzah1 an C-Alomen gepr'.igt war. Mit Fetlsauren oder I-Alkenen als Substrat lieB

sich keine Andenmg der Art der Keuenlange der Zellfcttsauren gcgeniiber dem Substral

beobachtcn. Weil auch Stamm Hxd3 Alkane wahrscheinlich als Vorlaufer fUr die

Zellfettsauren nulzl, wurdc angenommen, daB die Alkane im Stoffwcchsel urn cine C 1

Einheit verandert wurden. Reaktionsmechanistisch lieBe sich dicse Verandcrung dcr

Kohlenstoffkette urn cine C1·Einheit durch eine Carboxylierung oder cine Carbonylierung

des Alkans erkHiren.
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Eine Carboxytierung des Substralcs. wie sic fUr den anaeroben Abbau von Phenol,

o-Cresol. Ethylbenzol, Catechol. Anilin. Acctophenon und Aceton beschrieben ist (Tschech

und Fuchs 1987; Roberts et aI. 1990: Platen und Schink 1989; Platen et al. 1990; Schnell

und Schink 1991; Rudolphi et aI. 1991; Bisaillon c( at. 1991; Gallert el al. 1991: Gorny und

Schink 1994: Janssen und Schink 1995a.b,c; Zengler 1996: Ball et al. 1996; Ensign el al.

1998: Champion et al. in Vorbercitung), ist jedoch ats Aktivierungsrcaktion im anaeroben

Abbau der Alkane eher unwahrschcinlich. Wahrend in den zuvor genannten VcrbiDdungcn

die Bildung cines Carbanions aufgrund einer Mesomeriestabilisierung im aromatischen

Ringsystem bzw. i.iber die Keto-Enol-TaulOmcrie hegiinstigt wird, konnre ein aus einem

Alkan gcbildetes Camanion nicht mesomeriestabilisiert werden. Ein Dukleophiler Angriff des

CO2 ist daher schwer vorslellbar.

Die Annahme einer Aktivicrung eines Alkans durch eine Carbonylierung (Aeckersberg

1994: Acckersberg ci at. 1998) wurde durch Vcroffentljchungen zur Biosynthese von

Alkanen angeregt. Kolauukudy und Milarbeiler. die die Biosynthcsc von Alkanen in

pnanzen (Cheesbrough und Kolauukudy 1984; Dennis und Kolartukudy 1991. 1992). in

Wirbeltieren (Cheesbrough und KolatlUkudy 1988) und Insekten (Yoder ct at 1992)

untersucht haben. poslulicrten einen Synthescweg. in dem ein langkeuigcs Acyl-CoA zum

Aldehyd reduzielt und dieser anschlicBend zurn Alkan unler Freiserzung von

Kohienmonoxid dccarbonylicrt wird. 10 der Aige BOlryococcw braunii konnte sogar ein ftir

die Dccarbonylierung verantworrlichcs Enzym nachgewiesen werden (Dennis und

Kolanukudy 1992). Die gereinigte Aldehyddecarbonyla.se cnthielt ein an der Reaktion

betciJigtes Kobatt-Porphyrin. Die BCleiligung weilerer Cofaktoren schien fUr die Umsetzung

des Atdehyds zum Alkan nicht notwendig zu sein. In einer AIbcil jungeren Datums wurde

dariiber hinaus in dem KreuzbJiiter Arabidopsi.f anhand von Mutanten. die einen Defek! in

der Biosynthese von Alkanen aufwiesen. cin an cler Umsetzung langkenigcr Aldehyde Zl.I

Alkanen beteiliglcs Genprodukt CERI und das daflir codicrende Gen beschrieben (Aarts et

al. 1995).

Hinweise, daB die Reaktion der Biosymhese vom Aldchyd wm Alkan moglicherweise

revcrsibel ist, crgaben sich aus den Experimenten mit cioer Aldehyddecarbonylase aus der

Uropygialdrtise cines Schwarzhalslauchers (Podiceps lligricollis). So wurde hier cine

Ausmuschreaktion zwischen t~co und der Carbonylgruppe von Octadekanat beobachlCt

(Chcesbrougb und Kolaltukudy 1988).

FUr eine NClloumsctzung des Alkans ZUIll Aldehyd durch cine Carbonylicrung wiire

jedoch die Zufuhr von Energie nOlwcndig (Aeckersberg 1994).

6GO'= + 56 kJ/mol
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Die Carbonylierung eines Alkans iSI bereits als rein chemischer ProzeB unler milden

Bedingungen bekannl. SakakUrd und Tanaka (1987) beschrieben die Bildung von Hexanal

durch Carbonylierung von Pentan in Gegcnwart eines Rhodiumkomplexes mit freien

Ligandenstcllen unter Bestrahlung mit einer Qllecksilberlampe. Fur diesc Reaktion wird ein

zyclischer Mcchanismus angenommen, in dem zunachst durch die Addition von Pentan an

den MClallkomplex ein Alkyl-Melallkomplex mil eincm zusatzlich koordinierten

Wassersloffatom gebildct wird. Als nachster Schritt wird die Bindung eines CO-MolckUls an

das MelallzenlIUm und die anschlieBendc Dbertragung der Alkylgruppe auf die CO-Gruppe

unler Bi1dung einer Hexanoylgruppe angenommen. Die Hexanoylgruppe kann dann durch

Verbindung mil dem Wasserstoffatom als Il-Hexanal freigesctzi werden.

In Anlehnung an diesen chcmischcn ProzeB wiirc auch fUr die initiale Aktivierung des

Alkans in Mikroorganismen eine Carbonylierung an einem Metallzcntrum vorslcllbar. Eine

solche Bildung einer Acylgruppe auoS einem Atkan und Kohlenmonoxid ahnelt der Synthese

der Acetylgruppe aus einer Methylgruppe und Kohlenmonoxid durch die Kohlenmonoxid

Dehydrogenase (CO-Dehydrogenase). Die CO-Dehydrogenase is( in strikt anaeroben

Bakterien (homoacetogene. ITlelhanogene und sulfatrcduzierende Bakterien) das

SchlUsselenzym der Synthese von Acelyl-CoA (Ragsdale 1991: Ferry 1995). AIs

Reaklionsmcchanismus wird zunlichsl die Rcduktion von CO2 loU CO angcnommen, wobei

das CO an ein Metallalom gebunden iSL Eine von eincm weiteren Protein (Methyltransferase)

fibcnrJ.gcne Methylgruppe wird ebenfalls an das Melallzentmm der CO-Dehydrogenase

gcbunden. In einer nachfo1genden Reaktion wird die Mcthylgruppe mil der CO-Gruppe unter

Bildung der Acetylgruppc verkniJpft. Diese wird anschlicBcnd von dCIll MClallzentrum der

CO-Dehydrogenase ills Acelyl-CoA abge.o;;pallen (Abb. 28).

Um weitere Hinwcise auf cine Carbonylierung aJs mogliche initiale Reaktion der

anaeroben Alkanoxidalion zu erhalten, wurde auch mit anderen zur anaeroben

Alkanoxidation befahiglcn Slammen eine Analyse der Zcllfetlsaurcn durchgefUhn

(Ehrenreich 1996). Sowohl bei dem dcnitrifizierenden $lamm I-IdN 1 als auch bci dem

sulfatreduzierenden Stamm Pnd3 wurde ein EinnulJ des WachslUm~subslrales auf die

Zellfeusaurezusamrnensetzung beobachtet. Jedoch bestatigten die Ergebnisse der

Experimcnte mil diesen Stammen nichl die mit Stamm Hxd3 crhaJtcnen. Beim Wachstum der

Zellen sowohJ auf Alkanen als auch auf Monocarbonsauren war die All der Kohlensloffkelle

(geradzahlig hzw. ungeradzahlig) der Zellfetlsauren inuner cntsprechend derjenigen des

Wachstumssubslrats (s. m.A.6., Tabelle 9). Die Ergebnisse spmchcn nicht wie bci Stamm

Hxd3 fUreine temlinale A.ndcrung der KohJensloffkclte urn eine C1-Einheit. Die Ergebnjsse

warren semit die Frage auf. ob in diesen Stammen vielleicht ein anderer

Aklivierungsmechanismus 'lIs die flir Stamm Hxd3 poslUliene lenninale Carbonylierung als

initiale Reaktion der anaeroben Alkanoxidation vorliegt. Da cs sich aber bei den beiden
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sulfarrcduzierenden SHimmen Hx.d3 und Pnd3 urn phy!ogenetisch nahe verwandte Sttimme

handclL iSI es unwahrscheinlich, daB flir die reakionsmechanislisch anspruchsvolle anaerobe

Alkanoxidation in nahe verwandlen Stammen lwei grundslitzlich verschiedene Aktivierungs

mechanismen vorliegen. Daher wurde als Alternative eine magtiche Carbonylierung des

sublcnninalen KohlcnSloffatoms des Alkans diskutien (Aeckersberg 1994; Ehrenreich 1996;

Aeckersberg et al. 1998). Die Addition derCI~Einheil an das ~-Atom des Alkans wi.irde zu

einer 2~Melhylfettsjureim Feusaurestoffwechsel fUhren (Abb. 29). Dabci wOrde infolge der

Abspallung von Propionyl-CoA bei der p~Oxidalion dje An der KohJenstoffkeue

(geradzahJig bzw. ungeradzahlig) der verkilrzlen Few;aure enlSprechend des

Wachsrumssubsrrats erhallen bleiben (Abb. 29). Die Fettsaurcanalyse der Stfunme HdN I

und Pnd3 wiirde somil niehi grundsatzLich der poslulienen Carbonylierung als initiale

Aktivierungsreaktion widersprechen.

CO2~ -::::= [CHrJ::;=.~

;>-<::'
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Abb. 28: Reaktionszyklus der CO-Dehydrogenase (CO-DH), (nach Ferry 1995). Der Zyklus
is! auch umkehrbar. 8 11, Coenzym Bn: M, Metallzentrum; MeTr, Melhyltransferase.
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Abb. 29: Hypolhelischer Weg der anaeroben Alkanoxidation mit einer Carbonylierung als
initialer Aktivierungsreaklion. (A) Addition der Cj-Einheil an das lerminalc Kohlensloffatom.
(8) Addilion dcr C,-Einheil an das sublenninale Kohlcnstoffalom.

Die Analyse der Zcllfeltsauren von Stamm HxN I crgab keine neucn Hinwcise auf die iniliale

Aktivierungsreaktion. Anders al~ bei den bislang untersuchlen zur anaeroben Alkanox..idation

bcf:ihigten SUimmen. liell sich beim Stamm HxN I nach dcm WachslUm der Zellen auf

Alkanen und Monocarbonsauren kein Einflull des Wachstumssubstr.HS auf die ZcllfellsUure

zusammensetzung feststellen. Unabhangig von der Art dcr Kcuenlange des

Wachstumssubstrats ergaben die Analysen mil diescm Stamm immcr ein einheitliches

Felt~auremuster (s. JII.A.6 .. Tabelle 8). Daher ist anzunehmen. daB Stamm HxN 1, der

lediglich zur msetzung kurzkcttiger AJkane befahigl ist. die benoligten Zellfettstiuren de

"m'o aus Acetyl-CoA symhetisiert und nicht die kun.k.cttigen Alkane als VorHiufcr nutzL

Untersuchungen an der Hefe Car/dida lipo/yrica. die zur Umselzung sowohl kurzkeuigcr als
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<luch langkettiger Alkane befahigt ist, unterstiitzen diese Annahme. Es wurde beobachtet, daB

beim Wachstum der Hefe auf ktirzerkenigen Alkanen wie Undekan odcr Dodekan die

Fettsauren de novo synthelisiert wurden, hingegen beim Wachstum auf langerkeuigen

Alkanen (Cl4-C 1S ) die Alkane als Vorlaufer der Zellfettsiiurcn genutzt wurden (Britton 1984).

Wahrend die Fettsaureanalyse von Stamm fuN 1 semit ohne Alissagekraft fUr den

Stoffwechselweg der anaeroben Alkanoxidation blieb. konnte em Subslrattest

(s. III.A.3.6.) durchaus als positiver Hinweis auf die posmliel1e Carbonylierung eines

subterminalen C-Atoms und die claraus folgende Jl-Oxidation eiDer 2·Methylsaure betrachlel

werden. Der Substrattest zeigte namlich, daB ZeUen von Stamm HxN I, die zuvor auf

Alkanen angezogen worden waren, schr gut auf 2-Methylvalerat und 2-Mcthylhexanoat

anwuchsen.

Ausgehcnd von den Oberlegungen zu einer Carbonylicrung von Alkanen wurde mit

Zellextrakten von Stamm HxN I cin Enzymtest zurn Nachweis der CD-Dehydrogenase

durchgefLihrt (s. m.A.lO).

Anders als die Stamme Hxd3 und TD3. welchc, wie viele andere sulfatreduzierende

Baklcrien. CO-Dehydrogenasen fur die Oxidation von ACClyl-CoA benOtigen, oxidiel1

Stamm HxN I als denitrifizierender, fakullariv aerober Organismus Acetyl-COA sehe

wahrscheinlich tiber den Zitronensaurczyklus und sollte r.omit norrnalerweise keine

CO-Dehydrogenase besitzen. Ware eine EnzYlllaktivit~t zur Bereitslellung von CO zur

Carbonylierung eines Alkanes vorhanden, so sollie diese nur in auf Alkanen gewachsenen

Zellen nachwcisbar M:in. In Extrakten auf Hexan gewachsencr Zellen von Stamm HxN I war

jedoch mit Methylviologen keine CO-Dehydrogenase nachweisbar (s.ln.A.IO.). [)as

negative Ergebnis laBt zwei Deulungen zo. Zum einen konnte ein Enzym, das cine

Carbonylierung eines Alkans kat'a1ysiel1 mil dem ublichen Enzymtest zum Nachweis der CO

Dehydrogenase gar nicht nachweisbar sein. Zurn anderen konnle eine andere

Kohlcnstoffverbindung als CO wahrend der initialen Reaktion an das Alkan addiert werden.

3.2.2. Addition von Fumarat als mogliche Aktivierung von Alkanen

Ein a1temativer anaerober Mechanismus der Aktivierung unpolarer Substrate. der ebenfalls

a1s moglicher Aktivierungsmechanismus fUr Alkane diskuticrt werden muB, Fmdel sich im

anaeroben mikrobiellen Abbauweg des aromatischen Kohlenwasserstorrs Toluol. Dec in den

denitrifizierenden Bakterien nUll/em aromarica, Azoarcus Stamm T, Stamm EbN 1 sowie in

dem sulfatreduziercnden Bakterium De.~ulfobacula roluolica nachgewiesene Abbauweg des

Toluols beginnt mit der Addition eines MolekOls Fumarat an das Substrat unter BiJdung von

Benzylsuccinar (Biegert el al. 1996; Beller und Sponnann 1997a.b; Rabus und Heider 1998;

Heider et aJ. 1999). Die Reaklion wird durch das Enzym Benzylsuccinm·Synthase (BSS)

ohne Beleiligung von Co-Substraten katalysiert. Das gebiJdete Benzylsuccinal wird dann im
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Verlauf einer modifizierten ~-Oxjdation zurn zcntraJen Intcrmcdiat des anaeroben Ammaten

Stoffwechsels. Benzoyl-CoA, umgesetzl (Heiderund Fuchs 1997: Heiderel at. 1999).

Die biochernischc und genetische Charakterisierung der Benzylsuccinal-Synthase aus

TIwllem ammatica crgab, daB das Enzym nus drei vcrschiedenen Untereinhcilen,

(t (98 kDa). p (8.5 kDa) und y (6.4 kDa) besteht. wobei aufgrund des naliven

Molekulargewichts des Enzyms (220 kDa) eine Ct.:~y~-Zusammensclzung angenommen

wird. Die rur diese Untereinheiten codierenden Gene (b.u'A. buB. bssC) befinden sich

gemeinsam mil cinem weiteren. nicht rur cine Untcreinheit der Benzylsuccinat-Synthase

codierenden Gen (bS.fD) in einem Operon (Abb. 30) (Leuthner e! al. 1998).

o
I

2

I
3

I
5kb

I

A

bssD bssC bs.tA b.uB

B

tiltS orf2 tlUD 0'14

Ahh.30: Organisation der flir die Bellzylsuccinal-SYlllha5c codiercnden Gene aus Tlumera
oromal;ca (A) und def Gene ailS einer ThaI/era An. Stamm Tl. die am ::lnaeroben Toluol::lbbau
beteiligt sind (B).

Eine Dalenbanksuchc der von den Gcnen abgcleitetcn Aminosauresequenzen zcigte.

daB die Untercinheit (t au~ der BSS aus 77/U/lera aroll/utica cme starke Homologie zu

bck<lnnlen GlycinradikaJ-Enzymen wic der PynJvat-Forrniat-Lyase und der anacroben

RibonukJeolidrcduktase aufweisl, insbesondere illl Bereich der fUr den Enzymmechanismus

wichligen AminosJuren Glycin und Cysrejn (Leulhner el al. 1998). Daher wurde auch fur

die Addition des Furnarats an Toluol ein radikalischer Rcaktionsmechanismus angenommen

(Abb. 31). 1m hypothelischen Reaktionsmodel1 crmogliehl die nldikalische. aktive Fonn des

Enzyms die Abspaltung cines WasscrstoffalOffiS vom Sllbslral. Das Substnuradikal kann

dann im weileren die Doppelbindung des Fumarats unter Bildung des Produktradikals

angreifen. 1m lelZten Schritt der Reaktion erhillt das Produklradikal das zuvor an das Enzym

gebundene Wassersloffalom unter Bildung von Benzylsllccinat zurtick (Abb. 31).
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Abb. 31: Hypolhelischer Reaktionsmechansimus der Benzylsuccinat-Synthase (nach Heider el
Ill. 1999).

Ein en;ter Hinweis damuf, daB eine Fumarataddition als mogliche iniliale Aktivierungs

reaktion der anaeroben Allcanoxidation in Frage kommt. ergibl sich aufgrund der in mit

Hexan gewachsenen Zellen von Stamm HxN 1 zusal1.lich gebildeten Proteine (AH..N,-DH.N,'

111.A.8.1.). Die Bestimmung der N-Icnninalen Aminosauresequenzen dieser Proteine

ennogUchte einen VcrgJeich mit Sequenzen in der Datenbank (BLAST). Die Datenbanksuche

mit den Aminosaurescquenzen der Proteine A H.NI-CH..Nl ergab gar keine bzw. keine

nOtl-Lichen Hinweisc. Hingegen zeigte sich beim N-Terminus des Proteins DIUN, eine

Homologie zur y-Untereinheit der Benzylsuccinal-Synlhasc aus 77lOuera aromaJica (Leuthner

et al. 1998. Abb. 32) und 1.U einer Aminosauresequenz, die von einem offcncn Leserahmen

(orn) aus Thauera Stamm T I abgelei(Ct wurde (Coschigano et al. 1998, Abb. 32).

Die Aminosauresequenzen aus T7wuera aTOmlltiea und l1umera Stamm TI werden

durch Gene codiert (bJsC bzw. orf2). die sich jeweiJs zusarnmen mit drei weileren Genco in

einem Operon befinden (Abb. 30), dessen Genprodukte am ersten Schritt des Toluolabbaus

bcteiligt sind. Wahrend die Aminosauresequenz von Bsse (57 Aminosauren) vom Stamm

l1umera aromatica cindcutig die y-Umereinheit der Ben1.ylsuccinat-Synlhase darsreUt, ist

tiber die Funklion des Gcnprodukts von orf2 aus 77,allera Stamm TI (60 Aminosauren)

nichls bekannl. Es ist jedoch nachgewiesen, daJ3 dicses Protein ebcnfalls im ToJuoJabbau

involviert isl. fOr den auch in 77lfluera Slamm T1 aufgrund der Sequenz des Genproduk!es
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TurD ein radikalischer Mechanismus angeoommen wird (Coschigano el a. 1998). [);e

Addilion von Fumarat an Toluol durch die Benzylsuccinat-Synlhase wurde bisher nur fLir

TIJ(lUera lIromatiea, AZO(lreus Slamm T, Stamm EbN lund Deslllfolxlcida lOJuolica eindeulig

gezeigl (Biegcrt et al. 1996; Beller und Sponnann 1997: Rabus und Heider 1998: Heider et

at. 1999).

Protein DH• OlI S T C K E C R N Y F P N E E A 16

y-Unlcreinheit (BssC) der 2 T T C K D C A F F F S p E D A 17
Benl.)'lsuccinal-S)'nthase
au!' ThaI/era aromatic(I

PrOlein DlhOlI S T C K E C R N Y F P N E E A 16

Amlnosaure<;;cquenz 4 T T C K Q C A N F F P V P K D A 19
gemaB orf2 au... TlulI/em
Stamm TI

Abb, 32: Sequenzhomologien zwischcn der N-terminalen Aminosauresequenz des Proteins
DH.~1 und Sequcnzen der Datcnbank BLAST. zahlen gebcn die erste bz....... lelzle der
aufgefiihrten Aminosaurcpositioncn an. Zwischen den Aminosauren sind Identilitten (I). hahe
Ahnlichkkeiten (:). geringe AhnlichkclIen ( .) und fehlendc A.hnlichkeiten (Freiraum)
angedeutct.

Auch die <IUS der 50S-PAGE abgclciteten ahnlichcn MolekuJamlasscn des Proteins

D
H

•
N1

aus Slamm HxN I (II kDa) und der y-Unlcreinhcit der Benzylsuccinat-Synthase aus

77WlIem aromllnea (10 kDa) sprechen ncben den N~lenninalen Homologien daftir. daB es

sich um ahnliche Proleine handelt. Flir das Protein aus 17umem Stamm T I licgt keine dUTCh

50S-PAGE crmitteltc MolekulamlUsse vor; cs JaBt sich aber vem1Uten, daB die

MolekulamUissc des Yom Gcn abgeleilclen, aus 60 Aminosaurcn beslChendcn Proteins in

derselben GroBenordnung Iiegl.

Anhand dieser Befunde laBI sich die noch vage Vennutung aufstellen, daB das Protein

DH.t'l1 in Slamm HxN I cinen Teil cines Enzymkomplcxcs darstellt, dcr ~ihnljch wie die

Benzylsuccinat-Synlhasc illl Toluolabbau die Addition von Fumarat an das Alkan katalysiert,

Entsprechcnd dem M~hanismuseines Glycinradikalenzyms k6nnte ein iihnlich arbcitendes

Enzym die Abspaltung eines Wasserstoffatoms vorn reaktionslTagen AJkan am terminalen

C-Atom ermoglichen. In eil'lem weiteren Schriu ware dann ein Angriff des gebildelen

AH.--ylradikals an ein Fumaralmoleldil denkbar. Auf einem modifizicrten Weg der ~Oxidalion



IV. Diskussion 117

konmc das gebildcle Additionsprodukt Acylsuceinat zu cineOl Acyl-CoA und Suecinyl-CoA

umgesetzt werden und damjt den Einmtt in den Feusaurestoffwechsel finden (Abb. 33). In

der Hypothese ist allcrdings zu berucksichligen, daB ein intemlediares Alkylradikal nieht wie

aromatisehe Molckillc durch Elektronendelokalisierung stabilisiert werden kann.

Bci der Annahme einer Addition von Furnar:n an das Alkan mussen jedoch auch die

bisherigen Ergebnisse der FetL<;iiureanalysen der zur anaeroben Alkanoxidation befahigten

Bakterien Berucksichtigung finden. Wahrend die FetlSiiureanalyse mil Stamm HxN I keine

Hinweise auf den anaeroben Alkansloffwcchsel lieferte. 7.eigte sich in Stamm Hxd3. daB

sich die KohienslOHkeuen im Alkan und in den Zellfett"auren (geradulhlig gegeniiber

ungeradzahlig) voneinander unlerschieden (s. 1II.A.6.. Tabelle 9). Moehle man dicse

Befunde mit einer Aktivierung eines Alkans durch Addition von Fumamt in Einklang

bringen. so ware cine Addition an das subtemtinale Kohlenstoffatom der Alkanke(te

anzunehmen (Abb. 34). Die Addition von Fumaral an das subterminaIe Kohlcnstoffatom

wurde diese.'i C-Alom zu einem tenlacen C-Alom werden lassen. Der Weg der P.Oxidation

Ubcr cinen Alkohol mil anschlieBender thiolytischer Spaltung. wie bci der Addition von

Fumarm an das lenninale C·Alom. ware dann nieht moglieh. In diesem Fall milBte bcreits die

gebildete Hydroxyverbindung zu eincm Keton und Succinat gespallen werden. ahnlich wie

in einer Aldolspaltung. 1m weitcren muBte die Carboxylierung des KelOns zu einer

p-Kelosau~e postuliert werden.

Die Ergebnisse der FetLSuureanalysen mit den Stammen Pnd3 und HdN I wlirden

hingegen die Annahmc cincr Addition des Fumarats an das tcrrninale C·Atom unlersrutzcn

(Abb. 33). Bei diesen Stfunmen zeigte sich cine Abhangigkcil des Fetlsaurernustcrs vom

WachstumssubstraLjedoch unler Erhall der Art der Kenenlange im Vergleich zurn Substral

(~. 1II.A.6.. Tabelle 9).

Urn die Vennulungen einer Fumarataddilion als initiaJe Aktivierungsrea.k:tion der

anaeroben Alkanoxidation zu fo,Wtzen. sind in der Zukunft sowohl biochemische als auch

molekularbiologi..<;chc Experirnente notwendig.
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Abb. 33: Hypolhelischer Weg einer anaeroben Alkanaktivierung durch Addition von Fumarat
an das lenninale Kohlcnsloffatom. in Analogie 2m Aklivicrung \'on Toluol (Biegert et 31.
1996; Heider et al. 1999, s. Abb. 31)
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Abb. 34: Hypolhelischer Weg einer anaeroben Alkanaktivierung durch Addition von Fumaral
an das subterminaJe Kohlens[Qrfatom. In Analogie zur Aktivierung von Toluol (Biegen et al.
1996: Heider et a!. 1999. S. Abb. 31).• Teniares C-Atom.
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3.2.3. Biochemische Betrachtungen zur homolytischen Spaltung der C-H

Bindung

Fur den hypothetischen Weg der Knupfung einer neuen C-C-Bindung als initiale Reaktion

der anaeroben Alkanoxidation. entweder durch eine Carbonylierungsreaklion oder cine

Additionsreaktion von Fumaral an das Alkan. isl als erster Schritt die Spaltung einer

unpolaren. nieht aklivierten C-H-Bindung erforderlich.

lm aeroben Alkanabb.:l.u erfolgt cine homolytische Spaltung der C-H-Bindung in der

Monooxygenasereaktion mincls cines Sauerstoffatoms an einem Prolein-MclaJl-Komplcx

(Buhler und Schindler 1984; Shilov 1997).

In Abwesenheit von Saucrstoff werden homolytische Spaltungen von C-H-Bindungen

durch Enzyme haulig unter Belciligung von Coenzym Bl~ oder S-Adenosylmcthionin

ennoglichl. Die CofaklOren bewirken die zielgerichlctc, durch das PrOfein gesteuerte

Abslraklion cines Wasserstoffaroms vom umzllsclzcnden Subslrat oder von mdikalisch

wirksamen Enzymen selbst (Roth ct al. 1996: Krautler 1998: Frey et a!. 1998).

Die Enzymaktivicrung in dec Familie dec Glycinradikal-Enzyme (Pyruvut-Formiat

Lyase. anaerobe Ribonukleotidreduktase). der auch die Bcnzylsuccinat-Synthase zugeordnct

wird. erfolgL oach hcutigen Kenntnissen unler BClciJigung von S-Adenosylmcthionin.

Spczifische Aktivascn bewirken unler Beleiligung des Cofaktors die Abspaltung cines

Wassersloffatorns von einem Glycinrcst des Enzyms lind liberfiihren diescs damit in seine

aklivieI1e Form. Dieses erl.ClIgt dann cin Radikal am Substrat, \Vorauf dieses dann Will

Produkt reagierl (Frey ct al. 1994; Knappe lind Sawcrs 1990: Leuthner et al. 1998).

Em.yme. die cin WasserslOffatom untcr Bclciligung von Coenzym Bll oder

S-Adenosylmclhionin :Jbstrahiercn, wurdcn bisher nur in selchen Rcaklioncn eingehend

uDtersuchl, bci dellen nach der Abspallung des Wasserstoffaloms vom SubslrUl cine

Mesomericstabilisierung moglich iSI (Frey et al. 1990; Dowd 1990). Sci Alkanen ware

jedoch die Mesomeriest3bilisierung eines Radikals nach dec Abstmktion eines

Wasscrsloffaloms nichl moglich.

Dennoch lassen sich in Mikroorganismcn Bcispiele dafiir rinden, daB nicht aktiviene

C-H-Bindungen anaerob gespaJlcn werden Konnen. Untersuchungen der Lipidsynlhese im

Archacbakterium (Archaean) Me,hllllolJacteriwn ,henmxmlOlrophicllm ergaben. daB bei der

Synthe.se des charakteristischen Telraethcrlipids Caldechol zwei Archaeoleinheilen an einem

Kohlenstoffatom der ge.~tligtcn lsoprenoid-Kette fusiorucccn. Der Fusion mu6 die

Abstraktion eines H-Atoms an jcder Kette vorausgehen (Galliker et aJ. 1998). En

verglcicbbarer Mechanismus der Dimerisierung unpolarer Kohlenstoffketten wird bei dcr

Lipidsynthese in dem anaeroben Eubakterium Bllt)'rivibrio fibrisolve1ls angenommen. tn

dem Organ.ismus wurdc dic Synthese von Diabolinsaurc. einer Komponcnlc vieler

komplcxer Lipide, durch die Kopplung zweier Palmilinsaurceinheiten beobachtct
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(Hazlewood el al. 1980). In Mark..iemngsexperimenten mil Deuterium an der endstandigen

Methylgruppc bzw. den davor Iiegenden Methylengroppen der Palmitinsaure konnte gezeigt

werden. daB sich die Aktivierungs- und Kopplungsrcaktion nur an der (w-I)-Position

vollziehl (Fitz und Arigoni 1992; Galliker et al. 1998).

Galliker und Mitarbeiter (1998) schlagen fUr diese Kopplungsreaktionen nichl

aktivierter Methylengroppen einen radikalischen Mechanismus unter Beteiligung von

Coenzym BI2 vor (Abb.35). Wie bei den bekannten Umlagerungsreaktionen unter

Beteiligung Yon Coenzym Bu (Rom et al. 1996) werden eine Homolyse der Co--C-Bindung

im Coenzym und eine dadurch bewidtte Abspahung eines Wa~sersloffatoms vom Substra[

angenomrnen. Die Autoren postulieren im weireren Reaktionsverlauf eine Stabilisierung des

Substratradikals durch die Bindung an das Koballzentrum des Cobalamin. Em zweites

PalmitinstiuremolckUl mit emem Radikal in der (<o-I)-Position konnte dann das

Alkylcobalamin angreifen und so zu der ungewohnlichen C-C-Kopplung fl.ihren.

Umerstiltzt wird dieser hypmhetische Reaktionsweg durch die Yon Krautler und

Milarbeitem durchgeftihrten chemischen Synthescexperimente von CyclopentaD (Krautler et

al. [995). Durch die Thennolyse und Photolysc eines Biscobalaminderivates. in dem die

zwei Metallzentren durch funf MethyJengruppen miteinander verbunden sind. gelingt die

RingschlieBung und damit die Synlhese von Cyclopentan.

Ocr hohe GehaJI an Corrinoiden sowohl in Metha1lo/)acteriulII thermoaul0trophicum als

auch in Blltyrivibrio fibrisolvens stch[ ebcnfalls in Einklang mit dem postuJierten

Reaklionsmodell (Galliker el al. 1998).

Ein derzeit ungeklmer Punkt bei der Annahme des von Gailiker und Mitarbeitem

beschriebenen Reaklionsmechanismus in der Lipidsynmese ware das SchicksaJ des

Cobalamins nach der Reaktion. denn es tindel, anders als in den Umlagerungsreaklionen, im

vorgeschlagenen Reaktionsablauf keine Wiederherstellung der nicht-radikalischen Form des

CofaklOfS statl.

Es ist durchaus denkbar. daB die initiale Aktivierungsreaktion der anaeroben Oxidation

von Alkanen tihnlich wie bei dem von Galliker und Mitarbeitem vorgeschlagenen

radikalischen Mechanismus abHiufi. Sei der ScteiJigung von Coenzym B12 konnte nach der

Homolyse von dessen CO-C-Bindung em Wasserstoffatom vom A1kan abgespalten und das

AJkylnldikal durch Bmdung an das Kobaltzenrrom slabilisiert werden. Ocr stabilisierte

Alkylrest roUBle fUr einen Reaklionspartner (CO. Fumarat oder andere Verbindungen)

angreifbar bleiben, so daB die angenommene Knilpfung der neuen C-C-Bmdung zustandc

kommt.

Der hypothetische ReakLionsmecbanismus mil Beteiligung von Coenzym BIZ erfordert

in den Zellen beim Wachstum auf Alkanen m6glicherweise hohere Konzentralionen dieses

Cofaktors aJs beim Wachsturn auf JXllaren Substnlten. Untersuchungen der zur anaeroben
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Alkanoxidation befahiglcn Mikroorganismen auf ihren Corrinoidgehah warcn dahcr lur

crslen Sliilzung der Theone sinnvoll.

x x

A7+CHJ- CH2- R CH3-CH2 -R +8
x t t x

/ Co 7 + CH;\- CH2- R CHj-CHZ-R + / Co 7

X-H t ! X-H

/Il c'o 7 + CH;\-CH-R CHj-CH-R + /11C~ 7

! !
X-H + H,e.- R H,e.- R + X-H

CH CH
I I

/ Co 7 / Co 7

/"c~7 +
R CH3

H3rR
+ /"c~7

Abb.35: Hypothetischcr Reaktionsmechanismus zur anaeroben Kopplung von Alkylkenen
unter Beteiligung von Coenzym Bu (nach Galliker el al. 1998).
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I . Mit Hexan als einzigem organ.ischem Substrat wurde unter anoxischen Bedingungen

aus SuBwa'iSerschlamm cine stabile Anreicherong nitratreduzierender Mikroorganismcn

erhalten. Aus dieser Anreicherongskultur wurde der mesophile, nitratreduzierende Stamm

HxN I isoliert. Stamm HxN I wuchs unter AusschluB von molekularem Sauerstoff in

Gegenwart von Nilrat als Eleklronenakzeptor mit kurzkettigen Alkanen der Keuenlfulge C6

Cs. Eine Bilanzierung der HexanveIWcrtuog unter slrikt anoxiscben Bedingungen mit Nitral

als Eleklronenakzeptor 7..eigle eine vollstwulige Oxidation von Hexan zu CO2, Wah rend des

Wachstum<; mit Hexan und Nitral wurde Nilrit a1s [nlermediat der Nitralreduktion im

Medium nachgewiesen.

2. Die 16S rRNA-Sequenzanatyse ergab eine ZugehOrigkeit des Siammes HxNl zum

AzoarcLLf-Thauera-Ciuster innerhalb der ~-Gruppe der PrOleobakterien. Diese Einordnung

wurde durch cine AnaJyse des G+C-Gehalles (66.3 mol %) und der ZeJlfensauren

untersrutzt. Mil Hilfe der DNA-DNA-Hybridisierung konnte Stamm HxN 1deutJich von dem

phylogenetisch schr nahc vCIWandten Alkylbenzol-abbaucnden. denitrifizierendcn Stamm

PbN 1 untcrschieden werden; letzterer verwertete kcinc Alkane. Fur Stanun HxN I wird die

neue Art Azoarclis hydrocarbonis vorgeschlagen.

3. Stamm HxN I verwcrtete unter anoxisehen Bedingungen in Gegenwart von Nitrat

neben ,I-Alkanen der KetienHinge C6-Cg kurLkettige Alkohole. Aldehyde, Monocarbon

sauren. Diearbonstiuren und Fructose. Als einziges aromatisches Substrat wurde Benzoat

genutzt. Andere aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen sowie Alkene dientcn niehl als

SubsLrate. I-Alkene verursachlen dartiber mnaus eine spezifische Hemmung der anaeroben

AlkanumsclZung.

4. Stamm HxN I war in der Lage. auch unter oxischen Bedingungen kurzkeuige Alkane

und Monocarbonsauren zu verwertcn. Das beobachtete Wachstum erfolgle jedoch deutlieh

verzogert und langsamcr als anaerob mit Niltat.

5. 1m Gegensatz zu den bisher bekannten, zur anaeroben Alkanvcrwertung befahigten

Stammen OcN lund HdN I hefteten sich Zellen von Stamm HxN I wahrend des WachslUms

auf wasserunloslichen Substraten wie Alkanen niehl an die organische Phase. Vielmehr

zeichnete sieh der Stamm HxN I auf allen Substraten einschHeBlich der Alkane durch ein

homogenes Waehstum im Medium aus. Dies errnoglichtc cine Mcssung des Wachstums

anhand der optischen Dichte und eine Gewinnung von Zellen ohne anheftende

Alkantropfchen.
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6. Stamm H.xNl war in der Lage.II-Alkane aus Erdt)1 unler anaxischen Bedingungen in

Gegenwart von Nilrat zu oxidieren. Einc gaschrornmograph.ische Analyse nach dern

WachslUm ergab. daB Stamm HxN I die kurzkenigen n-Alkane (C6-<;) verwendele.

7. Eine Analyse der ZelJfeusauren von Slamm HxN 1 ergab. daB das Fetlsaureprofil

unabhangig vom SubStral (Alkane bzw. Monocarbonsauren mit gerader oder ungerader

C-Atomzahl) in jedcrn Fall durch Feusauren mil gerader Anzahl an C-Atomen gcpragt war;

diesc wurdcn samit wahrscheinlich de "01'0 aus Acetyl-CoA lind nichl direkl aus

langerketligcn Inlemlediarproduklen des Alkansloffwechsels gcbildet.

8. Induktionsstudien mit Zellsllspcnsionen des Stammes HxN I licJ3en darauf schlieBen,

daB die Fiihigkeil zur anaeroben Verwenung von ,,-Alkanen meht konstitutiv vorliegl.

Viclmehr muB das fUr cine anaerobe Alkanoxidation bent)liglc Enzymsyslem zunaehst

induz.ien werden. Dariiber hinaus war flir die Verwcnung von primiiren Alkoholen die

Bildung cines weiteren. nieht konstitutiven Enzyffisyslems in IndukLionsstudien erkennbar.

Der primare Alkohol slellt somil kein Intermediat der anaeroben Alkanoxidalion dar.

9. Bei cinem Vergleieh der Gesamtzcllproteine von Slamm HxN t mit Hilfe der 20

Gelelektrophoresc nach dem Wachslum auf Hexan und auf Capronal wurden in den mit dem

Albn gewachscncn Zellen vier zlls~ilzliche Protcinc (A IhNI-DHANI) nachgewiesen. Ahnlichcs

zcigte die Analyse der Gesamlzcllproteine des dcnitrifizierenden Stammes DeN I nach dem

Wachstum auf Oklan und auf Caprylat. In Stamm DeN I wurden drei zuslllzliche Proteine in

den mit dem Alkan gewachsenell Zellen nachgewiesen (AOcNI-Cn'NI)'

10. Von den Proteinen (A H"".·D Hd':I)' die in Stamm HxN I nur beim Wachstum auf

Hexan naehgcwicsen wurden, wurden die N-lerminalen Aminosauresequenzen cnnittelt.

Eine Suehe in der Dalenbank ergab fUr die Protcine A H.Nt-C H,NI keine Sequenz.b.omologien

l.U bekannten Proteincn. FUr das Prolein DlbN'1 zeiglc skh cine N-Ierminalc Homologie zu

Lwei Aminosauresequenzen von Profeinen. die :un anaeroben Abbau von Toluol beleiligl

sind.

II. Unter slrikt <Inoxischen Bcdingllngen wurdc mit Cyclohcxan <lIs einl.igem

organischen Subslral aus StiBwassersehlamm cine Anrcicherungskuhllr nilratreduzierender

Mikroorganismen erhallen. Eine Bilanzierung des Cyclohexanabbaus mit Nitral als

tenninalem Elektronenak:zeplor zcigte eine vollstandige mikrobiellc Oxidation des

Cyclohexans zu CO2 bei gleiehzciligcr Nitratreduktion zu N1• Dies isr der crste Nachweis fUr

eine anaerobe Cycloalkanoxidation durch Mikroorganismen.
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VII. Anhang: Vorschlag zur Beschreibung des Neuisolats

Description of A:oarcus hydrocaroonis sp. nov. (suggested)

hy.dro.car.bo'nis Gr. neut. n. hydor water; L. rnase. n. carbo coal, carbon;

L. mase. comb. hydrocarbo hydrocarbon: hydrocarbollis pertaining to hydrocarbons.

Cells are gl1lm-negalive. non-mOlile. sholl oval rods (1.0 1101.1.5 J.lrn x 1.8 1101-2 J.lm).

Cells grow homogeneously in aqueous media, even with water· insoluble substrates such as

alkanes. Growth on media solidified by agar is poor.

The merabolism is chemoorganotrophic and facultatively anaerobic. Oxygen, nitrate and

nilrite are used as electron acceptors. With nitrate as lennina! electron acceptor. nitrite is

usualJy excreted: accumulation of Np has nOI been detected. In the presence of nitrate.

alkanes from C,-Cs' I-propanol. 2-propanol, I-butanol, I-hexanol, buryraldehyde.

caproaldehyde. capricaldehyde. acetate. propionate, valerate. 2~methylvalerate, caproate.

2-methylcaproate, oenanrhatc, caprylate. palmitate, succinate. fumarate. maJate, pyruvate,

lactate. benzoate, fructose, alanine, aspanate and glutamate are used anaerobically as sole

carbon sources and electron donors. Methylalkancs. l-alkencs. cyclohcxane, toluene.

ethylbenzene, n-propylbenzene, n-hexylbcnzene. m-Xylene, p·Cymenc. acetophenone,

phenylacclate. ethanol. I-hepmoo!. l-OClano!. fonnate and glucose are not used as growth

substrates. No vitamins are required for growth. Optimum pH. 7,2 ~ 8,0. Optimum growth

temperature, 25 - 28°C. G + C rario of the DNA. 66,8 mol%. The major fatty acids are

3~OH 10:0, J 2:0, cis-9 16: I, 16:0 and 18: I. The microorganism belongs to the p-subclass

of the Proteobacteria. as dctennined by 16S rRNA gene sequence analysis.

Habitat: Type strain was isolated from dilCh mud coUccted in Bremen.





Danksagung

Berm Prof. Dr. F. Widdel danke ich fUr die Uberlassung des Thcmas, die stete Bereitschaft,

aufkommende Fragen 3uch zwischendurch zu beanrworten und die Moglichkcir zurn sehr

selbsttindigen Arbeilcn.

Herrn Dr. F. Rainey danke ich fUr die Sequenzierung der l6S rRNA und die Anfertigung

des phylogenetischen Stammbaumes.

Frau Dr. K. Champion danke ieh Hir die Einfiihnmg in die Technik der 2D-Eleklrophorese.

Bei Herrn Dr. J. Harder mochte ich mich fUr die oft gewahrte Diskussionsbereitschafl und

die Umersltilzung bei chemisch·analytischen Frageslellungen bedanken. Christina Probian

danke ich filr die geduldigc Beuntwonung der Frage "Wo finde ich ... 7" und die soostige

UntcrstUtzung im Laboralltag.

Mein Dank gilt weiterhin allen jClZigen und friiheren Milarbcitcm der Abteilung

Mikrobiologic. die mit Ral und Tat ZUIn Gelingen dieser Arbeil beigetragen haben. Danken

rnOchte ieh \'or atlem flir freundschaftliehe Gesten und lustige Labormomente. aber 3ueh flir

die teils bUhnenreifen Selbstdarstellungen, die micb urn einige Erfahrungen bereicherten.

Bernd Stickfort ffi&hte ich seh! rOr die stcts prompte Erledigung aller Literaturanfragen und

die sonstigen nUtz1jchen Tips danken.

Mein gaoz besonderer Dank gilt meinen Eltem, Wolfgang Schwacr und Kristin Stuertz. die

mich mit hOchstem Aufwand an Geduld und groBer Toleranz unablassig unterst012t haben.





Lebenslauf

Pers6nliche Datcn

Name:

Geboren am

in

Schulbesuch

1974- 1978

1978-1987

1987-1988

1988 - 1994

1/1995-611995

sei17/1995

A.strid Behrends

28. Man 1968

Yarel

Grundschule Petersfehn, oach WohnsitzwechseJ Gmodschule

Wiefelstcde

Jade-Gymnasium in Jadcrberg; AbilUr

Studium generale am Leibniz KoJleg in Tiibingen

Studium der Biologic an dec Univcrsitat G6ttingcn

Studienschwerpunkt: Mikrobiologie

Diplornpriifung in den Fiichcm Mikrobiologie (Hauplfach),

Biochemie und Organische Chemic

Diplomarbei{ am Mikrobiologischen Insl1lUl Gotlingen zurn

Thema "Untersuchungen zue Glykoproteinnatur von

Polyhydroxyalkano<ll-Depolymerasen aus Pselu/omonas /emoignei"

StudienabscbluB als Diplom-Biologin

Wissenschaftliche Mirarbeiterin am Mikrobiologischen Institut

Gotlingcn

Bearbeitung dec vorliegenden Dissenation am Max-Planck-Instilut

fur Marine Mikrobiologic in Bremen. Abteilung Mikrobiologie

(Prof. Dr. F. Widdel)




	1_Behrends1_Diss_1999.pdf
	1_Behrends2_Diss_1999
	1_Behrends3_Diss_1999
	1_Behrends4_Diss_1999

