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A. EINLEITUNG

Die urspriinglich fur MonoterpenkoWenwasserstoffe von ihrem Vorkommen im Terpentinol her

abgeleitete Bezeichnung "Terpene" wird heute fUr eine Gruppe von Naturstoffen benutzt, deren

Struktur sich durch Vervielfachung von Isopren-Einheiten ergibt (lsopren-Regel). Unter dem

erweiterten Begriff "Terpenoide" werden auch Verbindungen erfaBt, die durch Umlagerungs

reaktionen als narurliche Abbauprodukte oder synthetische Derivate aus den TerpenkoWen

wasserstoffen abgeleitet werden kbnnen (Hoffmann et aI., 1982). Terpenoide sind die groBte

Gruppe natiirlich vorkommender Verbindungen; mehr als 23 000 einzelne Isoprenoidver

bindungen sind bereits beschrieben, und die ZaW der neu isolierten Substanzen nimmt jiiltrlich

zu (Sacchetti und Poulter, 1997). Terpene kommen in allen Organismen vor, insbesondere

jedoch in hbheren Pflanzen. Nicht zuletzt aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt haben Terpenoide

die unterschiedlichsten Funktionen als Pflanzenhormone (Gibberelline, Abscisinsiiure), photo

synthetische Pigmente (Phytol, Carotinoide), Elektronentransportmolekiile (Ubichinon, Plasto

chinon) oder Strukturelemente der Zellmembranen (Sterole und Hopane), urn nur einige Bei

spiele zu nennen. Geochemische Studien haben indes gezeigt, daB viele isoprenoide Naturstoffe

in Sedimenten in der Regel sehr langsam oder nicht abgebaut werden, und daher einige Sub

stanzen, meist Verbindungen mit 15 - 40 Kohlenstoffatomen, als sogenannte Biomarker genutzt

werden kbnnen (Peters und Moldewan, 1993). Ober den Abbau isoprenoider Substanzen ist

relativ wenig bekannt. Bisher wurde nur der Abbau einzelner Terpene durch aerobe Mikroorga

nismen beschrieben, wobei die Verbindungen meist durch Oxygenasen angegriffen wurden.

1. Struktur, Biosynthese und Vorkommen von Terpenoiden

1.1. Grundstrukturen und Biosynthese isoprenoider Naturstoffe

Monoterpene sind chemisch als C IO- Verbindungen definiert, welche sich formal aus zwei Iso

pren-Einheiten (C,Hs) zusammensetzen. Diese Verbindungen gehoren zu der auch zaWenmiil3ig

groBen Gruppe pflanzlicher Sekundiirmetabolite. Monoterpene finden sich als geruchsintensive

Stoffwechselprodukte vorwiegend in pflanzlichen iitherischen Olen. Die Kohlenstoffskelette der

Monoterpene besitzen eine VielzaW verschiedener Strukturen, die azyklisch, monozyklisch oder

bizyklisch aufgebaut sein kbnnen, wobei bei bizyklischen Verbindungen C.-C,-, C.-C4- und

C.-C,-Ringsysteme unterschieden werden (Abb. I). Ublicherweise werden die Verbindungen

mit Trivialnamen belegt, da die systematische Nomenklatur bei den komplexen Strukturen we

nig praktikabel ist (Tab. G I, Anhang).
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Abb. 1. Chemische Grundgertiste und NomenkJatur der Monoterpene.

Die aus Eukaryonten bekannte, "klassische" Biosynthese der Terpene verlauft liber Mevalon

saure (C6), wobei 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) aus drei MolekUlen Acetyl

Coenzym A gebildet wird (Mevalonat-Weg). Die aktivierten "lsopren-Einheiten" der Terpe

noidbiosynthese, Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP), entste

hen durch Decarboxylierung und lsomerisierung des Mevalonsaurediphosphats (Abb. 2). Neu

ere Untersuchungen liber die Biosynthese von Hopanoiden in Eubakterien (Rohmer et aI.,

1993) ruhrten zur Entdeckung eines zweiten, unabhangigen Synthesewegs des lsopentenyldi

phosphats (Abb. 2). Als Zwischenstufe dieser Biosynthese wurde I-Desoxyxylulose-S-phos

phat ermittelt (Rohmer et a!., 1996). Der sogenannte Desoxyxylulose-Weg verlauft liber die

Thiaminpyrophosphat-abhangige Kondensation einer C2-Einheit aus Pyruvat an die C,-Carbo

nylgruppe eines Triosephosphats und die anschJieBende Transposition zu lsopentenyldiphos

phat (Schwendner et a!., 1997). Es zeigte sich, daB der Desoxyxylulose-Weg bei Pflanzen in

den Pia tiden lokalisiert ist, wahrend die Biosynthese isoprenoider Verbindungen im Cytosol

auf dem Mevalonat-Weg erfolgt (Lichtenthaler et a1., 1997a).
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Entsprechend der Zahl der Isopren-Einheiten konnen Hemiterpane (C5), Monoterpane (C IO)'

Sesquiterpane (C'5)' Diterpane (C20), Sesterterpane (C25), Triterpane und Sterane (C,o) und

Tetraterpane (C40) unterschieden werden (Abb. 4). Terpenoide, die neun oder mehr Isopren

Einheiten enthalten (C4Q+)' werden aJs PoJyterpane bezeichnet.

Die Bildung von Monoterpenen erfolgt durch sogenannte Kopf-Schwanz-Kondensation von

IsopentenyJdiphosphat (IPP) und DimethylaIlyJdiphosphat (DMAPP) unter Abspaltung von

Pyrophosphat zu Geranyldiphosphat (GPP). Hohere Terpenoide werden durch Prenyltrans

ferasen gebildet, die die Verliingerung urn eine C5-Einheit katalysieren (Abb. 3). Durch Kopf

Kopf- Kondensation werden Terpenoide mit 30 und mehr Kohlenstoffatomen gebildet; so ent

stehen Triterpane und Sterane aus zwei Molektilen Famesyldiphosphat bzw. Tetraterpane aus

zwei MolekiiJen Geranylgeranyldiphosphat (Abb. 3). Die meisten Terpenoidverbindungen 00

sitzen zykJische Strukturen in ihrem Kohlenstoffgeriist, deren Bildung durch Cyclasen oder

Synthasen katalysiert wird. Die Rontgenstruktur einiger Terpenoidsynthasen ist inzwischen auf

geklart (Saccheltini und Poulter, 1997).

~opp

====> Monoterpene

Triterpene .. 2x

Geranyldiphosphat

+ rpp !
Famesyldiphosphat

+ IPP !
Sesquiterpene

2x
Tetraterpene ~..t---- Geranylgeranyldiphosphat Diterpene

Abb. 3. Biosynthese der Terpene.
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Hemiterpane (C5)

~
2-Melhylbulan

MonOlerpane (C IO)

2,6-Dimelhyloclan

Sesquilerpane (C 15)

Famesan (2,6, I0-Trimethyldodecan)

Dilerpane (C20)

Isopren (2-Melhylbuta-1 ,3-dien)

5

PhYlan (2,6, 10,14-Tetramethylhexadecan)

Trilerpane (C30)

Sterane (~o)

Tetraterpane (C40)

Perhydro-l3-carotin

Abb. 4. Chemische Grundstrukturen verschiedener TerpenoidkJassen in der Natur haufig vor
kommender isoprenoider Verbindungen.
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Die Biosynthese der azyklisehen und zyklisehen Monoterpenkohlenwasserstoffe geht von Gera

nyldiphosphat (GPP) aus. Die an diesen Reaktionen beteiligten Synthasen bzw. Cyclasen sind

membrangebunden und benotigen zweiwertige Metallionen als Cofaktoren (Mg'+ oder Mn'+)

(Bohlmann et aI., 1997). Eine direkte Zyklisierung von Geranylpyrophosphat ist stereoche

miseh nieht moglieh. Daher komrnt es zur Bildung eines aJlylisehen Kations, das zu einem ge

bundenen Linalyldiphosphat-Intennediat isomerisiert, welches ionisiert und zyklisiert wird. Das

enzymgebundene a-Terpinyl-Kation bildet das universeJle Intennediat der Zyklisierungsreak

tionen. Die bis heute bekannten Cyclasen oder Synthasen kataJysieren die Bildung von Mono

terpenkohlenwasserstoffen wie z. B. a-Pinen, p-Pinen, Sabinen, Limonen, a-Terpinen und

y-Terpinen. Die Vielzahl der oxygenierten Monoterpene werden in Pflanzen aus den zyklisehen

Monoterpenkohlenwasserstoffen durch nachfolgende Oxidation unter Beteiligung von Cyto

chrom P450-Enzymen und molekularem Sauerstoff gebildet (Karp und Croteau, 1988).

Geranyldiphosphat Linalyldiphosphat

~opp 2
+

a-Terpinyl-Kation

94% Limonen

2% a-Pinen

2% p-Pinen

2% Myreen

Abb. 5. Schema der Isomerisierung und Zyklisierung von Geranylpyrophosphat zu mono
und bizyklischen Monoterpenen am Beispiel der Limonen-Synthase (nach MeGarty und
Croteau, 1995).
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1.2. Vorkommen biogener Kohlenwasserstoffe

7

Betrachtliche Mengen fliichtiger organischer Verbindungen werden iiberwiegend von verschie

denen Pflanzen in die Atmosphare abgegeben. Zimmennan et al. (1978) schatzten die weltweite

jahrliche Emission biogener Kohlenwasserstoffe auf 4,8 x 108 t. Isopren (2-Methyl-l,3-buta

dien) und Monoterpene bilden zusammen den wesentlichen Anteil (55 - 75 %) der biogen emit

tietten, sogenannten Nicht-Methan-Kohlenwasserstoffe (non-methane hydrocarbons, NMHC).

Nach neueren Bestimmungen betragen die Emissionsraten an Isopren und Monoterpenen zu

sammen ca. 630 Tg Kohlenstoff pro Jahr (I Tg = 1012 g), wobei die biogene Isoprenfreiset

zung etwa viermal so hoch wie die Emissionsrate der Monoterpene ist (Guenther et aI., 1995).

Die globalen Emissionsraten der NMHC liegen damit in der GroBenordnung der jahrlichen Frei

setzungsraten von Methan (ca. 500 Tg Kohlenstoff pro Jahr; Graedel und Crutzen, 1994).

Photooxidation

NMHC

aerober und anaerober
mikrobieller Abbau

Abb. 6. Prozentuale Anteile von Isopren und Monoterpenen an der weltweiten Freisetzung
fliichtiger organiseher Verbindungen nach Guenther et al. (1995), wobei die jahrliche Emission
auf 1150 Tg Kohlenstoff geschatzt wurde.

Die fliichtigen organischen Verbindungen wie Isopren und Monoterpene spielen in der Chemie

der Troposphare, in Luftschichten zwischen 0 - 15 km, eine wichtige Rolle (Zimmer et aI.,

1997). Sie beeinflussen aufgrund ihrer Reaktionsfahigkeit den Abbau anderer k1imarelevanter

Spurengase wie Methan. Die Bildung von Photosmog in Gegenwart von Sauerstoffverbin

dungen und anthropogenen Luftschadstoffen (Stickoxide) sowie die Schadlichkeit der entste

henden Reaktionsprodukte (0 3, CO, Peroxide und Radikale) riickten Monoterpene und andere
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NMHC in das Blickfeld der Klima- und Atmosphiirenforschung. Umfangreiche Emissionsun

tersuchungen verschiedener Vegetationstypen wurden in den letzten Jahren durchgefiihrt. WID

der bildeten dabei die HauptqueJle fiir die Emission ungesattigter Kohlenwasserstoffe wie Iso

pren oder Monoterpene. Isopren konnte a1s Hauptbestandteil der Emission vieler Laubbaume

(Quercus spp., Eucalyptus spp. und Populus spp.) und Nadelbaume (Picea spp.) nachgewiesen

werden (Zimmer, 1997). Die relativen Anteile einzelner biogener Kohlenwasserstoffe sowie rue

absolut emittierten Mengen variieren dabei betrachtlich zwischen verschiedenen Pflanzenarten

und Standorten, wobei die Emissionsraten im a1lgemeinen bei hoheren Temperaturen und

grol3erer Lichtintensitat ansteigen.

Der Gehalt an Monoterpenen in Nadeln, z. B. von Pinus monophylla wurde mit ca. 5 mg/g

Trockengewicht angegeben (Wilt et aI., 1993). In Blattem von Umbellularia califamica finden

sich bis zu 20 mg/g Trockengewicht, wobei hierbei ca. 16 % auf MonoterpenkoWenwasser

stoffe entfallen (Wood et aI., 1995). Die Analysen bereits verf<irbten Blattlaubs (griin, gelb,

braun) von Umbellularia califamica ergaben einen anniihernd gleichbleibenden Monoterpenge

halt, d. h. ein Abbau der Verbindungen in den Blattem durch die Pflanze fand anscheinend

nicht statl. Dagegen wurden in der Nadelschicht unterhalb von Pinus I/lonophylla in 5 - 12 em

Tiefe nur noch 0,12 mg/g Monoterpene gefunden, dies entspricht ca. 2,4 % des Gehalts in fri

schen Nadeln (Wilt et aI., 1993). Auch in der Laubschicht unter Umbellularia califal71ica -Be

standen wurden nach einem Jahr oder Hinger weniger als 10 % des Monoterpengehalts frisch

gefaJlener Blatter gefunden (Wood et aI., 1995).

Wirtschaftliche Bedeutung haben Monoterpene und einige wenige Sesquiterpene als Duft- und

Aromastoffe, femer werden einige Terpene a1s Pharmaka verwendet. Monoterpene bilden ne

ben Sesquiterpenen die Hauptinhaltsstoffe atherischer Pflanzenole, so daB diese Verbindungen

aus terpenhaltigem Pflanzenmaterial meist durch WasserdampfdestiJlation oder Extraktion ge

wonnen werden und die reinen Terpene durch fraktionierte Destillation daraus isoliert werden

konnen.

2. Anaerober Abbau von Kohlenwasserstoffen durch Bakterien

Organisches Material, wie z. B. die Klasse der hier untersuchten Kohlenwasserstoffe und

(sauerstoff-)funktionalisierten Derivate, wird von einer VielzaW aerober Mikroorganismen

(Bakterien, Hefen und Pilzen) als KoWenstoffqueJle genutzt. Molekularer Sauerstoff dient a1s

terminaler Elektronenakzeptor des Metabolismuses und ist zudem Reaktionspartner bei der

initialen Oxidation aliphatischer, a1izyklischer und aromatischer Kohlenwasserstoffe, die durch

mischfunktioneJle Monooxygenasen (Hydrolasen) und Dioxygenasen katalysiert wird (Britton,

1984; Gibson und Subramanian, 1984; Trudgill, 1984; Young, 1984; Dagley, 1985). Bei Vor

handensein grol3er Mengen organischen Materials kann der vorhandene Sauerstoff infolge in

tensiver Oxidation durch aerobe Mikroorganismen voJlsttindig verbraucht werden, so daB an-
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oxische Zonen in Boden, an StiJ3wasserstandorten und in marinen Sedimenten entstehen. In

Abwesenheit von molekularem Sauerstoff erfolgt der mikrobielle Katabolismus organischen

Materials durch Fermentation oder anaerobe Respiration. Organische Verbindungen werden

unter Beteiligung anorganischer Elektronenakzeptoren wie Nitrat, Eisen (III), Sulfat oder Koh

lendioxid mineralisiert. Gelangen Kohlenwasserstoffe in anoxische Bereiche, so stellt sich die

Frage, ob und wie diese Verbindungen durch anaerobe Bakterien abgebaut werden konnen.

Bislang wurden zahlreiche phototrophe, respiratorische (nitrat-, eisen-, sulfatreduzierende)

sowie fermentative Bakterien isoliert, die aromatische Verbindungen assimilieren, mineralisie

ren bzw. vergaren konnen.

2.1. Aliphatische Alkane

Alkane sind neben den aromatischen Kohlenwasserstoffen die reaktionstragsten chemischen

Verbindungen. Der mikrobielle Abbau einiger aliphatischer Kohlenwasserstoffe unter anoxi

schen Bedingungen wurde durch Reinkulturen nitrat- bzw. sulfatreduzierender Bakterien ge

zeigt. Hexadecan wird durch ein mesophiles, sulfatreduzierendes Bakterium, Stamm Hxd3

(Deslllfobacterium sp.), vollstandig mineralisiert (Aeckersberg et aI., 1991). Das Bakterium

metabolisiert Alkane mit einer Kettenlange von 12 bis 20 Kohlenstoffatomen. Ein thermophiles,

sulfatreduzierendes Bakterium, Stamm TD3, das mit n-Decan als alleiniger KoWenstoffquelle

isoliert wurde, mineralisiert n-Alkane der homologen Reihe von Hexan bis Hexadecan, wobei

n-Alkane mit der Kettenlange CS-C'2 bevorzugt umgesetzt werden (Rueter et aI., 1994). Gleich

zeitig wurden nitratreduzierende Bakterien isoliert, die die Alkane Octan bzw. Hexan als Koh

Ienstoffquelle nutzen (Rueter et al. 1994; Ehrenreich, 1996; Rueter et aI., 1996; Behrends, pers.

Mitteilung). Ftir ein aus einem Olfeld isoliertes Bakterium, Stamm HD-I, wurde ein autotro

phes Wachstum mit CO2 als einziger Kohlenstoffquelle in Gegenwart von H2 unter anoxischen

Bedingungen beschrieben (Morikawa et aI., [996). In Gegenwart von Tetradecan war die

Stimulation des anaeroben Wachstums von HD-I beobachtet worden, wobei als Intermediat des

Abbaus I-Dodecen identifiziert wurde. Allerdings wurden von den Autoren keine weiteren An

gaben zur Physiologie dieses Bakteriums und tiber die Stochiometrie des katabolen Abbaus

gemacht.

Die Initialreaktion der anaeroben Oxidation gesattigter aliphatischer Kohlenwasserstoffe ist bis

her unbekannt. Von Aeckersberg et al. (1991) wird eine Carboxylierungs- oder Carbonylie

rungsreaktion postuliert. Die Dehydrogenierung des Alkans zum korrespondierenden AIken er

scheint eher unwahrscheinlich, da dieses thermodynarnisch, z. B. mit NAD+ als Elektronenak

zeptor, eine endergone Reaktion darstellt, und der anaerobe Abbau von l-Alkenen und A1kanen

im sulfatreduzierenden Stamm Hxd3 die Induktion unterschiedlicher Enzymsysteme erfordert

(Aeckersberg, 1994).
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2.2. Alizyklische Kohleowasserstoffe nod carbozyklische Alkohole

Wlihrend tiber den anaeroben Abbau von Cyclohexan unter anoxischen Bedingungen bisher

noch nichts bekannt ist, wurde die anaerobe Oxidation von Cyclohexanol durch ein nitratredu

zierendes Bakterium (Stamm K601) gezeigt (Dangel et aI., 1988; 1989). Cyclohexanol wird

tiber Cyclohexanon zu 2-Cyclohexenon oxidiert, das zu 3-Hydroxycyclohexenon hydratisiert

und dann zu 1,3-Cyclohexadion dehydrogeniert wird. Die Ringspaltung des Dions erfolgt

hydrolytisch zur 5-0xocapronsaure (Abb. 7). Yugari (1961) untersuchte den Abbau von trans

Cyclohexan-I.2-diol durch ein Pseudomonas-iihnliches Bodenbakterium. Der vorgeschlagene

Abbauweg beinhaJtete keine Oxygenierungsreaktionen. vielmehr erfolgte die Ringspaltung des

Cyclohexan-I,2-dions gleichfaJIs hydrolytisch. Die Oxidation von Cyclohexan-I,2-diol tiber

2-Hydroxycyclohexanon zu Cyclohexan-I,2-dion und die Hydrolyse zum Adipinsauresemi

aldehyd wurde ebenfaJIs ftir den Katabolismus eines denitrifizierenden Bakteriums, Azoarcus

sp. 22Lin. unter anaeroben Wachstumsbedingungen gefunden (Harder. 1997).

Pseudomonas sp. K 60 I (Dangel et al.. 1988; 1989)

Cyclohexanol

"Bodenbakterium" (Yugari, 1961); Azoarclls sp. 22Lin (Harder. 1997)

cx:-cx~ce~n:~n:OOH OH 0.l_ ,l~"H00OH

5-0xocapronsaure

Cyclohexan
-1.2-diol Adipinsaure

Abb. 7. Anaerober Abbau von Cyclohexanol und Cyclohexan-I.2-diol durch nitratreduzieren
de Bakterien.
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2.3. Aliphatische Alkene

II

Bisher ist nur fUr wenige Alkene ein Abbau durch anaerobe Bakterien gezeigt, wobei das Vor

handensein einer terrninalen Doppelbindung die anaerobe Oxidation zu begUnstigen scheint.

Unter nitratreduzierenden Bedingungen wurde I-Heptadecen durch ein marines Bakterium um

gesetzt (Gilewicz et aJ., 1991). In methanogenen Anreicherungskulturen wurde 1-Hexadecen

abgebaut, wobei die Methanbi1dung eine 78-91 %ige Umsetzung des Aikens ergab und Acetat in

den Kulturen nachgewiesen werden konnte (Schink, 1985a). In Folgekulturen dieser methano

genen Anreicherungskulturen konnte jedoch unter entsprechenden Versuchsbedingungen keine

Methanbildung mit Hexadecan oder Heptadecan beobachtet werden. Von Schink (l985a) wurde

als Initialreaktion des anaeroben Abbaus von I-Alkenen die Hydratisierung der endsUindigen

Doppelbindung zum korrespondierenden primaren Alkohol vorgeschlagen.

Der Abbau eines AIkins (Ethin, Acetylen) durch Pelobacter acetylenicLls wurde ebenfalls be

schrieben (Schink, 1985b; Rosner und Schink, 1995). Der fermentative Abbau erfolgt hierbei

Uber die Hydratisierung zum Acetaldehyd und die nachfolgende Disproportionierung zu Acetat

und Ethanol.

2.4. Aromatische Verbindungen

Aromatische Verbindungen sind durch ein delokalisiertes 7t-Elektronensystem gekennzeichnet

und weisen daher eine besondere chemische StabiJiUit auf. In den letzten lahren konnte gezeigt

werden, daB eine Vielzahl aromatischer Verbindungen durch Bakterien in Abwesenheit von

molekularem Sauerstoff vollsUindig mineralisiert werden. Diverse aromatische Ausgangssub

strate werden unter anoxischen Bedingungen in die zentralen Intermediate Benzoyl-CoA,

Resorcin (l,3-Dihydroxybenzol) oder Phloroglucin (l,3,5-Trihydroxybenzol) UberfUhrt. Diese

Verbindungen bilden die Substrate fUr die enzymatische Reduktion des aromatischen Rings,

weJche das aromatische 7t-Elektronensystem aufhebt (Evans und Fuchs, 1988; Tschech, 1989;

Schink et aI., 1992; Elder und Kelly, 1994; Fuchs et aI., 1994; Heider und Fuchs, 1997).

Die am Abbau aromatischer Verbindungen in anaeroben Bakterien beteiligten Enzyme wurden

zum TeiJ bereits in vitro untersucht (Fuchs et aJ., 1994; Heider und Fuchs, 1997) bzw. die

kodierenden Gene der beteiligten Enzyme identifiziert (Egland et aI., 1997; Harwood und

Gibson, 1997).

2.4.1. Initiale Aktivierung von aromatischen Verbindungen

Auf einige Reaktionen des Abbaus aromatischer Verbindungen in anaeroben Bakterien soil im

folgenden naher eingegangen werden. Der anaerobe Abbau von Phenol durch nitrat- und sulfat-
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reduzierende Bakterien wird iiber eine CarboxyJierung in para-Position zur Hydroxylgruppe

eingeleitet (Bak und Widdel, 1986; Tschech und Fuchs, 1987). Dabei ist Phenol selbst nicht di

rekt das Substrat der Carboxylierungsreaktion, sondern erst nach der Phosphorylierung zu

Phenylphosphat erfolgt die Carboxylierung zu 4-Hydroxybenzoat (Lack und Fuchs, 1994). 1m

Gegensatz dazu wird der anaerobe Abbau von Cresolen in denitrifizierenden Bakterien wahr

scheinlich durch die Oxidation des Methylsubstituenten initiiert (Rudolphi et aJ., 1991).

OH

o

OH

OH OH

o

SCoA

o\r
0H; \roH

o -- :lCoA] 0

OH ~_____________________ SCoA

o 0

o ,cLoo ,CoASH I

j 21HI

OH

o

SCoA

Abb. 8. Bildung von Benzylsuccinat aus Toluol und Fumarat und hypothetischer Reaktions
weg fiir die Oxidation von Benzylsuccinat zu Benzoyl-CoA iiber die ~-Oxidation (Biegen et aI.,
1996).

Die Hydroxylierung der Methylgruppe von m-Cresol und der Abbau iiber 3-Hydroxybenzoat ist

fiir nitratreduzierende Bakterien beschrieben (Bonting et aI., 1995). FUr die InitiaJreaktion des

anaeroben Abbaus von Ethyl- und Propylbenzol wird eine Hydroxylierung der Methylengruppe
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angenommen, die lOr Bildung der sekundaren Alkohole I-Phenylethanol bzw. I-Phenylpropa

nol fuhrt (Rabus und Widdel, 1995a; Ball et aI., 1996). Inzwischen wurde allerdings gezeigt,

daB der anaerobe Abbau von Toluol nicht direkt tiber eine Methylhydroxylierung (Altenschmidt

und Fuchs, 1992) erfolgt, vielrnehr die Addition von Fumarat an Toluol die InitiaJreaktion des

anaeroben Abbaus in nitrat- und sulfatreduzierenden Bakterien darstellt (Abb. 8) (Biegert et aI.,

1996; Beller und Spormann, 1997a, b).

Der anaerobe Abbau von Phenylacetat erfolgt tiber die (X-Oxidation der Carboxyrnethylgruppe,

da die ~-Oxidation durch den ~-stiindigen Phenylring blockiert ist. Phenylacetyl-CoA wird lo

Phenylglyoxylat oxidiert, das oxidativ lo Benzoyl-CoA decarboxyliert wird (Mohamed et aI.,

1993; Schneider et aI., 1997).

2.4.2. Reduktion und Ringspaltung von Resorcin und Phloroglucin

Die zueinander meta-stiindigen Hydroxylgruppen der Polyphenole Resorcin und Phloroglucin

destabilisieren das rr-Elektronensystem aufgrund der auftretenden Keto-Enol-Tautomerie bereits

so stark, daB in fermentativen Bakterien wie Pelobacter sp. oder Clostridium sp. eine Reduktase

die Aromazitat dieser Molektile ohne vorherige Aktivierung aufheben kann. Resorcin und Phlo

roglucin werden zu 1,3-Dioxocyclohexan (Kluge et aI., 1990) bzw. 1,3-Dioxo-5-hydroxycy

clohexan (Haddock und Ferry, 1989; Brune und Schink, 1992) reduziert, in welchen eine

Ketogruppe in ~-Position die Spaltung begtinstigt. Diese Verbindungen werden hydrolytisch zu

der korrespondierenden 5-0xocyclohexansaure bzw. 3-Hydroxy-5-oxohexansaure gespalten

und durch Enzyme der ~-Oxidation zu Verbindungen des Intermediarstoffwechsels abgebaut.

Ein direkte Hydrolyse von Resorcinol lo 5-0xohex-2-encarboxylat ohne vorherige Reduktion

des aromatischen Rings wurde fUr Alcaligenes denitrificans (Stanun LuBRes 1) beschrieben

(Gorny et aI., 1992).

2.4.3. Reduktion von Benzoyl-CoA

Benzoat und einige Derivate werden vor der Reduktion des aromatischen Kerns durch Bildung

eines Coenzym A-Thioesters aktiviert. So sind inzwischen mehrere CoA-Thioestersynthetasen

gereinigt und charakterisiert worden, die unter Hydrolyse von ATP lo AMP und PPi die Ver

esterung einer aromatischen Saure mit Coenzym A katalysieren (Geissler et aI., 1988; Alten

schmidt et aI., 1991; Biegert et aI., 1993).

Das zentrale Intermediat Benzoyl-CoA wird lo Cyclohexa-l,5-dien-l-carboxyl-CoA reduziert

(Koch et aI., 1993); diese Reaktion wird in Thauera aromatica KIn durch die Benzoyl-CoA

Reduktase (dearomatisierend) katalysiert (Boll und Fuchs, 1995). Die Reduktion von Benzoyl

CoA erfolgt nur unter strikt anoxischen Bedingungen und wird durch die Hydrolyse von zwei
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Molekiilen ATP ennogJicht (Boll und Fuchs, 1995; Boll et aI., 1997). Die resultierende, alizy

k1ische Verbindung 6-Hydroxycyclohex-l-en-l-carboxyl-CoA oder Cyclohex-I-en-l-carboxyl

CoA wird zu 3-Hydroxypimelyl-CoA bzw. Pimelyl-CoA gespalten (Koch et aI., 1993; Boll

und Fuchs, 1995; Gibson und Gibson, 1992; Harwood und Gibson, 1997). Die nachfolgenden

Reaktionen der ~-Oxidation flihren zu Acetyl-CoA und Glutaryl-CoA (Koch et aI., 1993). Glu

taryl-CoA kann zu Crotonyl-CoA dehydrogeniert und decarboxyliert (Glutaryl-CoA-Dehydro

genase) werden, das weiter zu zwei Molekiilen Acetyl-CoA oxidiert wird (Hartel et aJ., 1993).

CO-SCoA CO-SCoA CO-SCoA CO-SCoA CO-SCoA

6 +2ATP6 0 0H H0'(r0 HOD~I~I~+~~ ~ +~ COOH

~ -2[HI

Cyclohexa-I,5-dien
Benzoyl-CoA l-carboxyl-CoA

~ + 2[H]

3-Hydroxy
pimelyl-CoA

Pimelyl-CoA

Abb. 9. Anaerobe Oxidation von Benzoat durch die Benzoyl-CoA-Reduktase (dearomatisie
rend), die die Reduktion von Benzoyl-CoA zu Cyclohexa-l,5-dien-l-carboxyl-CoA in Thauera
aromatica K172 katalysiert (nach Boll und Fuchs, 1995).

2.5. Isoprenoide Naturstoffe

Untersuchungen des Abbaus isoprenoider Verbindungen beschaftigten sich in geologischen

Sludien haufig mit den Diterpenen Pristan (C I9), Phytan (C,o) oder Phytol (C,o), die als soge

nannte Biomarker verwendet werden (Peters und Moldewan, 1993). Solche azyklischen Isopre

noide entstehen wahrend der Ablagerung organischen Materials in oxischen und anoxischen

Zonen und leiten sich u.a. von den Chlorophyllen a und b, Bacteriochlorophyll a, Carotinoiden,

u- und ~-Tocopherol oder den Etherlipiden der Archaebakterien abo
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Ober den anaeroben Abbau isoprenoider Kohlenwasserstoffe ist sehr wenig bekannt. Squalen

(2,6,10, IS, 19,23-Hexamethyl-2,6, 10, 14, 18,22-tetracosa-hexa-en) wurde in methanogenen

Anreicherungskulturen zu ca. 50% abgebaut, was auf einen unvollstandigen Abbau schliel3en

laI3t (Schink, 1985a). Moglicherweise tritt eine partielle Reduktion der Doppelbindungen auf,

welche den vollstandigen Abbau behindert. Unter nitratreduzierenden Bedingungen wurden in

Anreicherungskulturen, die aus einem mit Dieselol kontaminierten Aquifer stammten, ein

90%iger Abbau des eingesetzten Pristans (2,6,IO,14-Tetramethylpentadecan) beschrieben

(Bregnard et ai., 1997). Ein marines, denitrifizierendes Bakterium (Marinobacter sp. Stamm

CAB) konnte mit 6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on, einem isoprenoiden Keton, als einziger

KohlenstoffquelJe aerob und unter anaeroben Bedingungen in Gegenwart von Nitrat wachsen.

Wiihrend des anaeroben Wachstums konnte 6,1O,14-Trimethylpentadecan-2-01 sowie Z-3,7

Dimethylocten-2-saure und Z-3,7,II-Trimethyldodecen-2-saure nachgewiesen werden (Rontani

et ai., 1997).

3. Abbau von Monoterpenen durch aerobe Mikroorganismen

Mikroorganismen, u. a. Pseudomonas spp., Mycobacterium spp. und Nocardia spp., die aerob

kiirzerkettige, aliphatische Alkenkohlenwasserstoffe metabolisierten, wuchsen auch mit einigen

Monoterpenen (van Ginkel et ai., 1987). Dagegen wurden nur wenige Mikroorganismen gezielt

mit Monoterpenen als alleinige Kohlenstoffquelle isoliert, so daB der mikrobielle Abbau von

Monoterpenen nur fur einzelne Verbindungen untersucht ist. Die Mehrzahl der bisher zum Kata

bolismus der Monoterpene verdffentlichten Daten beschranken sich dabei auf die Identifizierung

der in den Kulturmedien gefundenen Stoffwechselprodukte und die Postulierung davon abgelei

teter Abbauwege, wobei der Schwerpunkt auf der Erforschung der initialen Oxygenierungs

reaktionen lag (Trudgill, 1984; 1986; 1990; 1994). Untersuchungen auf enzymatischer Ebene

liegen nur in wenigen Fallen vor. In den folgenden Abschnitten sind die Kenntnisse iiber den

rnikrobielJen Abbau einzelner Monoterpene dargestellt.

3.1. Azyklische Monoterpene: Citronellol, Geraniol und Linalool

Der aerobe Abbau der verzweigten Monoterpene Citronellol (3,7-Dimethyloct-6-enol) und

Geraniol (3,7-Dimethylocta-2,6-dienol) in Pseudomonas citronellolis wurde bereits vor mehr

als dreil3ig Jahren von Seubert und seinen Mitarbeitem untersucht und aufgekliirt (Seubert,

1960; Seubert und Remberger, 1963; Seubert et ai., J963; Seubert und Fass, 1964a; 1964b).

P. citronellolis wachst aerob mit 3,7-Dimethyl-l-octanol, Citronellol, Geraniol, Nerol und Far-
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nesol (C's), jedoch nicht mit Phytol (Cw) a1s einziger Kohlenstoffquelle (Seubert, 1960; Fall et

a!., 1979).

Der Abbau von Geraniol wird durch die Oxidation der primaren Alkoholgruppe zur Carboxyl

gruppe eingeleitet. Die nachfolgenden Reaktionen verlaufen auf der Stufe des aktivierten Coen

zym A-Thioesters. Die konventionellen Reaktionen der p-Oxidation sind durch die Methyl

gruppe in 3-Position zur aktivierten Carboxylfunktion blockiert. Erst die Carboxylierung der

Methylgruppe durch eine Biotin-abhangige Carboxylasereaktion (Geranyl-CoA-Carboxylase;

Seubert et a!., 1963) ermoglicht den weiteren Abbau. Die Hydratisierung der 2,3-Doppelbin

dung fUhrt zur Bildung der korrespondierenden 3-Hydroxysaure und der anschlieBenden Frei

setzung von Essigsaure in einer Lyase-Reaktion. Ober die nachfolgenden Reaktionen der

p-Oxidation und weitere Methylgruppeneliminierungen werden die Monoterpene Geraniol,

Citronellol und Faroesol vollstandig abgebaut.

~ ----~O
OH -2[H]

Geraniol

o 0

+C02~0S-CoA ~OS-CoA
+ATP +H,O
----""'- ""'-0-""'- 0
-ADP OH
-Pi

S-CoA
+CoA-SH I I 'I
-~-2[H} 0

Geranyl-CoA

I ?i t-CO A

~O
-CH3-COOH

7-Methyl-3-oxo
6-octenoyl-CoA

Abb. 10. Mikrobieller Abbau von Geraniol in Pseudomonas citronellolis.

Der Abbau anderer methylverzweigter Kohlenwasserstoffe durch P. citronello/is wurde von

Fall et a!. (1979) untersucht. Il-Decan verwertende Mutanten (Dec+) konnten neben 2,6-Dime

thyl-2-octen auch 3,6-Dimethyloctan und 2,6-Dimethyldecan metabolisieren. Der Abbau von

2,6-Dimethyl-2-octen erfolgte durch eine Kombination der Abbauwege fiir Alkane und Mono

terpenalkohole iiber die terminale Oxidation zu Citronellol (Alkanmonooxygenase-Reaktion)

und die anschlieBende Carboxylierung von Geranyl-CoA (Geranyl-CoA-Carboxylase).

Dariiberhinaus wurde das aerobe Wachstum mit verzweigten Isoprenoiden wie 3,7-Dimethyl-l

octanol, Citronellol, Geraniol, cis-Geraniumsaure und Faroesol (CIS) und die Beteiligung einer

Biotin-abhangigen Acyl-CoA-Carboxylase-Reaktion am Abbau dieser Verbindungen auch fUr

die Organismen P. aeroginosa und P. mendocina gezeigt (Cantwell et a1., 1978).

Unter anaeroben Wachstumsbedingungen in Gegenwart von Nitrat konnte P. citronello/is 3,7

Dimethyl-I-octanol und Citronellol vollstandig oxidieren, jedoch nicht mit 2,6-Dimethyloctan,
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3,7-Dimethyl-I-octen, Citronellen, Geraniol, Nero], Linalool oder Phytol wachsen (Harder und

Probian, 1995).

Im Gegensatz Zllm oxidativen Abbau von Citronellol und Geraniol in Pseudomonas citronellolis

konnte die Hydroxylierung der terminalen C8-Methylgruppe aller azyklischen Monoterpenalko

hole fUr P. incognita gezeigt werden. P. incognita wurde mit Linalool als einziger Kohlenstoff

quelle isoliert, wuchs aber auch mit den azyklischen Monoterpenalkoholen Geraniol und Citro

nellol (Madyastha et aI., 1977). Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ergaben, daB in

P. putida vat. incognita PpG 777 eine 16sliche Cytochrom P450-Monooxygenase die Hydro

xylierung der C8-Methylgruppe zu 8-Hydroxylinalool katalysiert (Ullah et aI., 1990).

Der Abbau des tertiaren Monoterpenalkohols Linalool durch Pilze erfolgt soweit bekannt unter

Beteiligung von Monooxygenase- oder Epoxygenase-Reaktionen. AJs Transformationsreaktio

nen sind z.B. in Aspergillus niger ebenfalls die Hydroxylierung der terminalen Methylgruppe

(Madyastha und Murthy, 1988) bzw. bei Diplodia gossypina ATIC 10936 die Epoxygenierung

zu 2,6-Dimethyl-oct-7-en-2,3,6-triol beschrieben (Kieslich et aI., 1986).

3.2. Monozyklische Monoterpene: Limonen und Menthol

Der Abbau von monozyklischen Monoterpenen, deren nicht funktionalisierte Grundstruktur das

p-Menthan (4-Isopropyl-I-methyl-cyclohexan) bildet, erfordert die Spaltung des Cyclohexan

rings in ein offenkettiges Intermediat. Dhavaliker und Bhattacharyya (1966) isolierten ein Bak

terium, Pseudomonas sp. Stamm PL, das aerob mit Limonen, p-Menth-I-en und einigen bizyk

lischen Monoterpenen als Kohlenstoffquelle wuchs. Die Analyse der zahlreichen, beim Wachs

tum auf Limonen akkumulierten Metabolite deutete auf Reaktionen an den Kohlenstoffatomen

CI, C2, C4, C6, C7 und C9 des Substrats hin. AJs wahrscheinlichster Reaktionsweg wurde

die Hydroxylienmg der C7-Methylgruppe zu Perillyialkohol, nachfolgende Reaktionen der ~

Oxidation und die Ringspaltung zu 3-lsopropenylpimelyl-CoA postuliert (Dhavalikar und Bhat

tacharyya, 1966; Dhavalikar et aI., 1966). Ein Abbauweg fiir das offenkettige Produkt der

Ringspaltung 3-Isopropenylpimelinsaure bzw. 3-Isoproylpimelinsaure wllrde von Hungund et

al. (1970) postuliert.

Shukla et al. (1987) isolierten mit (-)-Menthol ein strikt aerobes, Gram-positives Bakterium,

Rhodococcus sp. M-I, das einige Strukturisomere wie (+)-Isomenthol, (±)-Neomenthol, (-)

Menthone, (-)-Isopulegol, (±)-Neoisopulegol, (±)-IsopulegoI, Pulegon und Menthan-3,4-diol

als Wachstumsubstrate verwertete. Aus dem Kulturmedium und aus Zellsuspensionen konnten

Menthon, 3,7-Dimethyl-6-hydroxy-octansaure und 3,7-Dimethyl-6-oxo-octansaure isoliert wer

den. Die Autoren postulierten die Oxidation von (-)-Menthol zu (-)-Menthon, wenn auch die ini

tiale Oxidation von (-)-Menthol in zellfreien Extrakten nicht gezeigt werden konnte. Der weitere

Abbau verlauft iiber die Monooxygenase-katalysierte Bildung eines Lactons (biologische

Baeyer-Villinger-Reaktion), das in einer Hydrolase-Reaktion zu 3,7-Dimethyl-6-hydroxy-
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octansaure gespalten wird. Dieser Abbauweg wird durch die Untersuchungen von Williams und

Trudgill (1994) bestatigt, die in Zellextrakten von Corynebacterium sp. RWMI zwar weder eine

Menthol-Oxidase- noch eine Menthol-Dehydrogenase-Aktivitat nachweisen, jedoch eine

NADPH-abhangige Menthon-3,4-Monooxygenase-Reaktion und die Bildung des Lactons

3,7-Dimethyl-6-octanolid zeigen konnten.

3.3. Bizyklische Monoterpene: 1,8-Cineol (Eukalyptol) und a-Pinen

MacRae et at. (1979) zeigten, daB 1,8-Cineol (Eukalyptol) als Kohlenstoffquelle fiir das

Wachstum von PseudomonasjZava dient, ein Bakterium, das von der Oberflache von Eukalyp

tusblaltem isoliert wurde. Die identifizierten Metabolite sprechen fiir eine Hydroxylierung des

Rings am C2-Atom und die Dehydrogenierung ZUtII entsprechenden Keton (2-0xocineol). Wil

liams et al. (1989) konnten die initiale Hydroxylierung am C6-Atom des 1,8-Cineols und die

Beteiligung einer 6-Hydroxycineol-Dehydrogenase und einer NADPH-abhangigen Monooxy

genase an der Ringspaltung von 1,8-Cineol in Rhodococcus sp. C I zeigen. Die ringspaltende

Monooxygenase katalysiert eine biologische Baeyer-Villinger-Reaktion, die zur Bildung eines

instabilen Lactons fUhrt, welches einer hydrolytischen Spaltung unterliegt. Uber den weiteren

Abbau der entstehenden Produkte ist nichts bekannt.

Obwohl das aerobe Wachstum mit a-Pinen als einziger Kohlenstoffquelle fiir einige Mikro

organismen beschrieben wurde, ist der mikrobielle Abbau dieses bizyklischen Monoterpens

noch nicht vollstandig aufgeklart. Shukla und Bhattacharyya (I 968a, b) untersuchten den Meta

bolismus von a- und ~-Pinen in Pseudomonas sp. Stamm PL. Die Vielzahl der Metabolite, die

aus Kulturen isoliertund identifiziert werden konnten, deuteten auf eine UmJagerung der Pinene

zu den monozyklischen Intermediaten Limonen oder p-Menth-l-en hin. Der weitere Abbau ver

lauft Uber die Oxygenierung der C7-Methylgruppe (CIO des a-Pinens) zu Perillylalkohol bzw.

Phellandrol. Die Ringspaltung der korrespondierenden Sauren durch Reaktionen der ~-Oxida

tion fiihrt zu 3-lsopropylpimelinsaure bzw. 3-lsopropenylpimelinsaure (Abb. 11).

Die von Gibbon und Pirt (1971) mit a-Pinen als Kohlenstoffquelle isolierten Pseudomonas

Stamme NCIB 10684 und NCill 10687 akkumu!ierten u. a. 2-Methyl-S-isopropylhexa-2,S

diensaure, 2,S,6-Trimethylhept-3-ensaure und 3,4-Dimethylvaleriansaure, daneben in Sauer

stoff-lirnitierten Kulturen auch Limonen und a-Terpineol. Trudoszen et al. (1977) fanden in

Kulturen von Pseudomonas putida (Stamm PINIl) zusatzlich die Akkumulation von 3-Isopro

pyIbut-3-ensaure.

1m Gegensatz dazu ergaben die Untersuchungen des Metabolismus von a-Pinen in Pseudomo

nasjZuorescens NCIMB 1167 I, daB eine initiale Monooxygenierung von a-Pinen zu a-Pinen

oxid (Epoxid) stattfindet (Abb. I I), dessen Spaltung zu 2-Methyl-S-isopropylhexa-2,S-dien

I-al Whrt (Best et aI., 1987).
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Auch ein Gram-positives Isolat, Nocardia sp. PI8.3, wuchs mit a-Pinen und a-Pinenoxid,

und Zellextrakte dieses Bakteriums katalysierten die Umsetzung von a-Pinenoxid zu 2-Methyl

5-isopropylhexa-2,5-dienal (Griffiths et aI., 1987a). Die die Ringoffnung katalysierende

a-Pinenoxid-Lyase-Reaktion bewirkt dabei die gleichzeitige Spaltung beider Ringsysteme zu

einem offenkettigen Produkt.

- --

a-Pinen

Limonen

a-Pinen-oxid

Perillylalkohol

cis-2-Methyl-5-iso
propyl-hexa-2,5-dienal

3-lsopropenyl
pimelyl-CoA

Abb. 11. Mikrobieller Abbau von a-Pinen durch (A) Epoxygenierung zu a-Pinenoxid in
Pseudomonas sp. PX 1, P. fluorescencs NCIMB 117671 und Nocardia sp. oder durch (B) Um
lagerung zu Limonen in Pseudomonas sp. PL und Pseudomonas sp. NCIMB 10687 (nach
Griffiths et aI., 1987b).

Ein Vergleich der bisher verOffentlichten Untersuchungen deutet daraufhin, daB mindestens

zwei unabhangige Abbauwege fUr a-Pinen existieren. Die Induktion der a-Pinenoxid-Lyase

konnte in Pseudomonas sp. PX 1, P. fluorescens NCIMB 11671 und Nocardia sp. P18.3 ge

zeigt werden (Griffiths et aI., 1987b). 1m Gegensatz dazu verltiuft der Abbau von a-Pinen in

Pseudomonas spp. PL und PIN 18 (NCIMB 10687) wahrscheinlich liber einen anderen Weg,

fur den eine Umlagerung zu monozyklischen Intermediaten, die Oxidation der C7-Methylgrup

pe und die Ringspaltung durch Reaktionen der ~-Oxidation postuliert wurde.

Uber den Abbau von Monoterpenen der Strukturklasse der Thujane und Carane (C6-C3-Bizyk

len) durch Mikroorganismen konnten in der Literatur keine Hinweise gefunden werden.
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Zusammenfassend geben aBe bisherigen Untersuchungen des aeroben Stoffwechsels einzelner

Monoterpene nur ein unvollstandiges Bild der Stoffwechselwege, die am Abbau dieser Verbin

dungen und an der Transformation zu Intermediaten des zentralen Metabolismuses beteiligt

sind.

4. ZieIe dieser Arbeit

Isoprenoide Verbindungen besitzen eine Reihe von chemischen Strukturelementen, welche sich

flir die Untersuchung der Mechanismen der anaeroben Oxidation von Kohlenwasserstoffen in

Abwesenheit von molekularem Sauerstoff anbieten. Neben methylverzweigten, aliphatischen

A1kenen beinhaltet die Klasse der Monoterpene auch monozykIische und bizykIische Kohlen

wasserstoffe, wobei die bizykIischen Monoterpene Propan- und Butan-Ringe enthalten.

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, daB ein mikrobieller Abbau bestimmter Monoterpene

unter nitratreduzierenden Bedingungen stattfindet, und es Iagen Isolate aus Anreicherungs

kulturen auf verschiedenen Monoterpenen vor (Harder und Probian, 1995).

Die monoterpenverwertenden, nitratreduzierenden Bakterienstamme soliten taxonomisch und

physiologisch charakterisiert werden, und die vollstandige Mineralisierung der Monoterpene in

Gegenwart von Nitrat sollte in Reinkulturen gezeigt werden. Die physiologischen Untersuch

ungen sollten erste Hinweise auf die Stoffwechselwege der anaeroben Monoterpenoxidation

unter nitratreduzierenden Bedingungen geben. Exemplarische Zellzlihlungen monoterpenver

wertender, denitrifizierender Bakterienpopulationen und Wachstumsexperimente mit narurlich

vorkommenden Monoterpenen sollten eine Abschatzung der okologischen Bedeutung der an

aeroben Monoterpenoxidation ermoglichen.
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B. MATERIAL nod METHODEN

1. Chemikalien nnd Gase

Handelstibliche Chemikalien mit dem Reinheitsgrad "zur Analyse" oder "reinst" wurden von

den Firmen Aldrich (Steinheirn), Fluka (Neu-Dlm), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seel

ze) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die verwendeten Monoterpene wurden von den Firmen

Fluka, Roth (Karlsruhe) und Sigma bezogen und hatten eine Reinheitsgrad (GC) zwischen

90 % und 99 %. Die atherischen Ole starnmten von den Firmen Dudel (Gifhom) und Caelo

(Hilden). Gase der Reinheit 4.5 bis 5.0 (Stickstoff, Kohlendioxid, Wasserstoff, Helium und

entsprechende Gemische) wurden von der Firma Messer-Griesheim (Krefeld) geliefert.

2. Organismen uod Probenmaterial

Die monoterpenverwertenden, nitratreduzierenden Bakterienstlimme wurden aus Belebtschlarnm

oder aus Schlarnmgemischen von Graben ortlicher MischwiiJder isoliert (Harder und Probian,

1995). Bakterienisolate auf den Monoterpenen p-Menth-l-en, a-Phellandren, 2-Caren, a-Pi

nen, Eucalyptol, Linalool und Menthol wurden von Dr. J. Harder zur Verftigung gestellt. Rein

heitskontroUen der im mikroskopischen Bild einheitlich erscheinenden Isolate mit alternativen

Kohlenstoffquellen (s. Abschnitt 3.2. I. in Material und Methoden, Abschnitt I. in Teil I der Er

gebnisse) sowohl unter aeroben als auch anaeroben Beclingungen bestatigten, daB denitrifizie

rende Reinkulturen erhalten wurden, die im folgenden als Bakterienstlimme 51Men, 65Phen,

62Car, 54Pin, 47Lol, 58Eu und 21MoI bezeichnet werden.

Als Inokulum fUr die Anreicherungskulturen unter methanogenen Bedingungen wurde Belebt

schlarnm einer kommunalen KHiranlage (Lintel, Osterholz-Scharmbeck) eingesetzt. FUr die Ab

schatzung der PopulationsgroBe monoterpenverwertender, nitratreduzierender Bakterien wur

den Belebtschlarnmproben und Bodenproben unter Koniferen (Fichten) verwendet.

3. Mikrobiologische Methoden

3.1. Medlen

3.1.1. Herstellung des anoxischen Mineralmediums

Die hitzestabilen Salze des Grundmediums wurden in bidestilliertem Wasser gelost und in

einem Spezialkolben mit Begasungsaufsatz autoklaviert (Widdel, 1980; Ochs, Bovenden-
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Lenglem).

Nach dem AbkUhlen des Mediums unter einer NjCO,-Gasatmosphiire (90/10, v/v) wurden die

hitzelabilen Komponenten des Mediums aus steri!en StammJosungen zugesetzt. Der pH-Wert

des Mediums wurde mit 2 M HCl auf 7,0 - 7,2 eingestellt. Mit Uberdruck (10 kPa) wurde das

Medium Uber ein Glasrohr (AbfUliglocke) in sterile Flaschen gefUllt, die gasblasenfrei vollstiin

dig gefUlit und mit Schraubdeckeln verschlossen wurden (Widdel und Bak, 1992).

3.1.2. Mineralmedium fUr nitratreduzierende Bakterien

Zusammensetzung des Mineralmediums fUr nitratreduzierende Bakterien:

KH,PO.
NH.CI
MgSO..7HP
CaCI,.2H,O
NaNO,

pro I Medium
0,50 g
0,50 g
0,50 g
0,10 g
0,85 g

Eine 20x konzentrierte Stammlosung der Mineralsalze wurde routinemiillig verwendet.

Dem alltoklavierten und abgekUhltem Medium wurden folgende Losllngen steri! zugegeben:

Spurenelement-Losung (EDTA-komplexiert)
Selenat-Wolframat-Losung
7-Vitamine-Losung
Vitamin B12-Losung
Thiamin (BJ)-Losung
Riboflavin (B,)-Losung
NaHCOJ (1 M)
HCI (2 M)

pro I Medium
2 ml
2ml
Iml
Iml
lml
Iml

50 ml
I ml

Das Medium wurde entweder in gasblasenfrei, vol!stiindig gefullten Flaschen mit
SchraubverschlllB (50 ml) oder in Serumflaschen mit Butylstopfen unter einer
NjCO,Gasatmosphiire (90/1 0, v/v) aufbewahrt. Die Begasung dieser GefaJ3e erfolgte
nach der Hungate-Technik (Bryant, 1972).

3.1.3. Zusammensetzung der Stammlosungen fUr nitratreduzierende Bakterien

Spllrenelement-Losung (EDTA-komplexiert)

FeSO..7Hp
Na,-EDTA
in 50 ml bidest. Hp unter Erwiirmen losen
H,B03
MnCI,AHp
CoCI,·6H,O
NiCI,~6H,-O

ClICf,·2H-,O

2, I g
5,2 g

30 mg
100 mg
190 mg
24 mg

2 mg



Material und Methoden

CuSO..5HP
ZnSO..7H,O
Na2MoO..2H,O

25 mg
144 mg
36 mg
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Vnter Riihren wurde mit NaOH (5 M) der pH-Wert auf pH 6,0 eingestellt, die L(isung
mit bidest. H,O auf I I aufgefiillt und in verschlossenen SchraubdeckelgefaJ3en auto-
klaviert. -

Selenat-Wolfrarnat-Lasung

NaOH
Na,SeO,.5H20
Na,WO.·2Hp
bidest. H,O

200 mg
6 mg
8 mg

ad 1000 ml

Die Lasung wurde in verschlossenen SchraubdeckelgefaJ3en autoklaviert.

7-Vitamine-Lasung (nach Aeckersberg et al., 1991)

NaH,PO/Na,HP04 (10 rnM), pH 7,1
4-Aminobenzoesliure
D-(+)-Biotin
Nicotinsliure
Ca-D-(+)-Pantothenat
Pyridoxin·2 HCl
Folsliure
Liponsliure

100,0 ml
4,0 mg
2,0 mg

10,0 mg
5,0 mg

15,0 mg
4,0 mg
1,5 mg

Die Lasung wurde mittels Membranftlter (Nitrocellulose, Porengral3e 0,2 1lJI1; Schleicher
& Schuell, Dassel) sterilfiltriert und in Schraubdeckelflaschen kiihl (4°C) und dunkel auf
bewahrt.

Vitamin BJ2-Lasung (nach Aeckersberg et al., 1991)

Cyanocobalamin
bidest. Hp

5,0 mg
ad 100,0 ml

Die Lasung wurde sterilfiltriert und kiihl (4°C) und dunkel aufbewahrt.

Thiamin (BJ)-Lasung (nach Aeckersberg et aI., 1991)

NaH,PO/Na,HP04 (25 rnM), pH 3,4
Thiamin·2 HCI

100,0 ml
10,0 mg

Die Lasung wurde sterilfiltriert und kiihl (4°C) und dunkel aufbewahrt.

Riboflavin (B,)-Lasung (nach Aeckersberg et al., 1991)

NaH,PO/Na,HP04 (25 rnM), pH 3,2
Riboflavin

100,0 ml
2,5 mg

Die Lasung wurde sterilfiltriert und kiihl (4°C) und dunkel aufbewahrt.
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atriumhydrogencarbonat (I M)

NaHC03 84 gil

Die U:isung wurde in Serumflaschen portionsweise (30; 50; 60; 100 m1) bis zur Siittigung
mit CO, begast und anschliel3end unter einer CO,-Atrnosphiire mit getingem Uberdruck in
KJemrngestellen aUloklaviert.

Ascorbatlosung (I M)

Ascorbinsiiure (17,6 g) wurde im Eisbad in anaerobisiertem bides!. Hp mit NaOH unter Rtih

ren neutralisiert und auf 100 mI aufgeflillt. Die Losung wurde tiber einen Stetilfilter aus Nitro

cellulose (PorengroBe 0,2 ~m) direkt in ein begasbares, zuvor anaerobisiertes und sterilisiertes

SpezialgefaB filtriert und unter N,-Atmosphiire bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt (Abb. 12).

s

A

N

Abb. 12. SpezialgefiiB zur anoxischen Lagerung von sauerstofffreien, sterilen Losungen (A).
Der mit Watte gestopfte Begasungsaufsatz (B) wurde mit einem Butylstopfen verschlossen, der
mit einem Schraubdeckel mit Offnung gesichert war. So konnte das GefaJ3 tiber eine Nadel mit
Stickstoff (N,) begast werden. Die Offnung des SpezialgefaJ3es war mit einem Schraubdeckel
mit Teflondichtung (S) verschlossen. Das GefaJ3 (und datin befindliches Heptamethylnonan
oder Paraffintil) konnten durch mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit N, anaerobisiert
werden. Proben wurden durch die Offnung unter einem stiindigen Strom von N, anaerob ent
nommen (Aeckersberg et a!., 1991). Dieses GefaJ3 wurde zur Lagerung anoxischer, steriler
Losungen von Ascorbat, Heptamethylnonan oder Paraffin61 eingesetzt.
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3. 1.4. Kohlenstoffquellen und Elektronendonatoren
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WasserIbsliche organische Substrate wurden den Wachstumsansatzen direkt aus konzentrierten

Stammlbsungen (0,1-1 M) zugesetzt. TemperaturlabiJe Substanzen wurden sterilfiltriert, aIle

iibrigen Stammlbsungen wurden autoklaviert. Freie Carbonsauren wurden durch Zugabe nahe

zu aquimolarer Mengen an NaOH in Lbsung gebracht, und der pH-Wert der Lbsung wurde

zwischen pH 8 und 9 eingestellt.

Unlbsliche organische Substrate wurden als verdiinnte Lbsung in einer inerten Tragerphase zu

gegeben. Als Tragerphase wurde routinemiiJ3ig 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan (Aldrich,

Steinheim) eingesetzt, das in SpezialgefiiJ3en (Abb. 12; Aeckersberg et aI., 1991) durch mehr

maliges Evakuieren und Begasen mit N2 anaerobisiert und unter N2-Atmosphare aufbewahrt

wurde. Die wasserunlbslichen organischen Substrate wurden unverdiinnt sterilfiltriert (lbsungs

mittelresistente Filter (aus regenerierter Cellulose), PorengrbBe 0,2 J..lm, Schleicher & Schuell,

Dassel) und in GlasgefaBen mit Teflondichtung bei 4 °C dunkel aufbewahrt.

3.1.5. Elektronenakzeptoren

Wasserlbsliche Elektronenakzeptoren wurden den Wachstumsansatzen direkt aus konzentrierten

Starnrnlbsungen (I M) zugesetzt, die durch mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit N2 an

aerobisiert wurden. Distickstoffoxid wurde als Reingas (NP, 2.0; Messer-Griesheim, Krefeld)

direkt iiber die Gasphase mittels einer Spritze den Kulturen steril zugegeben.

3.1.6. Minimalmedien-Agarplatten (Bottle Plates) fiir aerobes und denitrifizierendes Wachstum

Agar zur Herstellung von Selektivmedium-Agarplanen wurde mit destiliertem Wasser kalt ge

waschen, urn Ibsliche organische Verunreinigungen zu entfernen. Hierzu wurde ca. 3,3 g Agar

agar (Difco, Detroit, Michigan, USA) in ca. 300 mI dest. Hp suspendiert, IS min geriihrt, und

nach Sedimentation wurde der Oberstand dekantiert. Dieser Waschschritt wurde fiinfmal wie

derholt und der Agar in 100 mI Hp dest. aufgenommen.

Die hitzestabilen Salze (pro I I dest. Hp: D,S g KH2PO,; D,S g NH,CI; D,S g MgSO..7H20;

0,1 g CaCI2·2Hp; I,D g NaCI) wurden in dest. Hp gelbst und mit 2 M NaOH auf pH 7,2

eingestellt. Das Mineralsalzmedium und der mit dest. Hp gewaschene Agar (30 gil) wurden

getrennt autoklaviert und danach steril zusarnrnengegeben. Zu dieser abgekiihlten Lbsung (ca.

60°C) wurden die Spurenelement-, Se-W- und die einzelnen Vitarnin-Lbsungen steril hinzuge

fiigt. Ca. 9 mI Minimalmedium-Agar wurde in 100 ml Achteckflaschen gefiillt und die Polyme

risation des Agars auf Eis beschleunigt.

Fiir die Kultivierung unter anoxischen Bedingungen wurde die Mineralsalzlbsung in mit Stop

fen verschlossenen Serumflaschen anaerobisiert, Nitrat (10 mM) als Elektronenakzeptor zuge

setzt und alle nachfolgenden Arbeitsschritte unter stlindiger N2-Begasung durchgefiihrt.
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3.1.7. Mineralmedium fUr methanogene Anreicherungen

Zusammensetzung des methanogenen Mineralmediums

NaCI
KCI
MgC12·6Hp
CaCI2·2Hp
NH.CI
Na2SO.

pro I Medium
1,00 g
0,50 g
0,10 g
0,05 g
0,25 g

~

Oem autoklavierten und abgekiihltem Medium wurden folgende Supplemente zugegeben:

Spurenelement-Ldsung (EOTA-komplexiert)
Selenat-Wolframat-Molybdat-Ldsung
7-Vitamine-Ldsung
Vitamin B'2-Ldsung
Thiamin (B,)-Ldsung
Riboflavin (B2)-Ldsung
NaHCOJ (I M)
Cystein (0,5 M)
Resazurin (1 gil)

pro I Medium
1m!
1m!
1m!
1m!
1m!
1m!

30 m!
2 m!
1m!

Oas Medium wurde mit 2 M HCI auf pH 7,0 eingestellt, und die Kulturansatze wurden
mit FeS-Suspension chemisch reduziert (Endkonzentration 1 - 2 rnM). Resazurin diente
als Redoxindikator.

3.1.8. Zusammensetzung der Stamrnldsungen fUr methanogene Medien

Spurenelement-Ldsung (EOTA-komplexiert) fur methanogene Anreicherungsmedien

FeSO.. 7Hp
Na,-EOTA
in 50 ml bides!. Hp unter Erwarrnen Idsen
HJBOJ
MnCI 2-4Hp
CoCl2 ·6H20
NiCI2·6Hp
CuCI2·2Hp
ZnSO..7Hp
Na2MoO..2HP

pro I Medium
2,1 g
7,8 g

60 mg
1000 mg
380 mg
240 mg

2 mg
288 mg

72 mg

Mit NaOH (5 M) wurde der pH-Wert auf pH 6,0 eingestellt; die Lasung wurde mit bi
des!. Hp auf I I aufgefiillt und in verschlossenen SchraubdeckelgeHiJ3en autoklaviert.
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Selenat-Wolframat-Molybdat-Losung

27

NaOH (lOmM)
Na2WO..2HP
Na2MoO..2H20
Na2SeOJ ·SHp
bidest. H20

400 mg
32 mg
24 mg
6 mg

ad 1000 mI

Die Losung wurde in verschlossenen Schraubdeckelflaschen autoklaviert.

Vitamin-Losungen

Die verwendeten Vitaminlosungen entsprachen den VitaminlDsungen fOr nitratreduzierende

Bakterien.

Cystein (0,5 M)

L-Cystein
bidest. Hp

6,[ g
ad 100,0 mI

Die Losung wurde sterilfiltriert (0,2 !-!m PorengroBe), anaerobisiert und kiiW (4°C) auf
bewahrt.

Resazurin-Losung

Resazurin
bidest. Hp

Natriumsulfid (I M)

100,0 mg
ad 100,0 mI

Zur Herstellung einer I M NaS-Losung wurden moglichst k1are Kristalle von Na2S ·9H20 ver

wendel. Die Kristalle wurden in dest. Hp unter einer N2-Atmosphare gelDst und in mit Butyl

stopfen verschlossenen Serumflaschen autoklaviert. Die Losung wurde dunkel bei 4 OC aufbe

wahrt.

Eisen(IDsulfid-suspension (nach Hanert, 198 [)

Eisensulfid (Fe(II)S) wird durch eine FaIlungsreaktion aquimolarer Mengen an Eisensulfat

(FeSO..7Hp) und Natriumsulfid (N~S·9HP) erhalten. Gleiche Volumenteile anaerober Lo

sungen (0,2 M) wurden zusammengegeben. Das sich bildende FeS-Prazipitat wurde wiederholt

mit anaeroben des I. Hp gewaschen, bis das Prazipitat neutral reagierte. Die Suspension wurde

auf eine Endkonzentration von 0,2 M eingestellt und unter einer N2-Atmosphare in

Serumflaschen autoklaviert. Vor der Entnahrne von Aliquots wurde die Suspension durch

Schwenken homogen verteilt.
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3.2. Kultivierung

3.2.1. Reinheitskontrollen

Die Bakterienisolate wurden im Phasenkontrastmikroskop (Axioplan; Zeiss, Oberkochen) auf

ein einheitliches Erscheinungsbild der Zellen geprtift. Daneben wurden die Bakterienstlimme in

versch.iedenen Medien unter fermentativen und denitrifizierenden Bedingungen kultiviert bzw.

Ausstriche auf Vollmedienplatten aerob inkubiert und auf das Auftreten von andersartigen Zell

typen bzw. die Einheitlichkeit der Kolonieform iiberpriift. Foigende Medien wurden eingesetzt:

a) fermentativ: AC-broth (Difco, Detroit, Michigan, USA), Mineralmedium mit

Hefeextrakt (5 gil);

b) anoxisch in Gegenwart von Nitrat: AC-broth, MineraJmedium mit Hefeextrakt (5 gil),

Acetat (2 mM), Pyruvat (2 mM) oder Fumarat (2 mM) und 10 mM itrat;

c) aerob: Vollmedienplatten mit Pepton (5 gil); Fleischextrakt (3 gil) und Agar (15 gil)

bei pH 7,0-7,2.

3.2.2. Starnrnkulturen

Die routinemiiBige Kultivierung der denitrifizierenden Reinkulturen erfolgte in 20 ml Schraub

deckelrohrchen in 15 m! Mineralmediurn mit 10 mM Nitrat und 4 mM Monoterpen, 4 rnM

Ascorbat als Reduktionsmittel sowie 0,4 ml 2,2,4,4,6,8,8,-Heptamethylnonan (HMN) als

organischer Tragerphase. Die als Kohlenstoffquellen verwendeten Monoterpene wurden steriJ

zugegeben. Hierzu wurden die Monoterpene entweder unter Stickstoffbegasung als Reinsub

stanzen direkt in die Tragerphase gegeben oder als anaerobe, in HMN geloste, konzentrierte

Losungen zugesetzt. Die KulturgefaBe wurden nach der Hungate-Technik unter NjC02-Be

gasung (90/10, v/v) steril mit Butylstopfen oder Buty!septen und Gewindelochkappen ver

schlossen (Bryant, 1972). Die Selektivmedien wurden mittels einer mit Stickstoff gespi.ilten

Spritze mit ca. 6,7 % (v/v) einer gut gewachsenen Starrunkultur beimpft und auf einem Rota

tionsschiittler (Certomat R; Braun, Melsungen) bei 60 upm und 28°C inkubiert, wobei durch

die lnvertierung der Rohrchen und die lnkubation in Schraglage der Kontakt zwischen Butyl

stopfen und organischer Phase vermieden wurde und eine moglichst groJ3e Grenzflache zwi

schen organischer und waJ3riger Phase erzielt werden sollte. Gewachsene Kulturen wurden bei

4°C gelagert und aile 6 - 8 Wochen auf neues Selektivrnediurn iibertragen.

3.2.3. Wachstum auf Minimalmedium-Agarplatten (Bottle Plates)

Fiir die Kultivierung der Bakterienstlimme auf Agarplatten wurden ca. 0, I mJ einer Bakterien

kultur mit einer am Ende rundgeschmolzenen Pasteurpipette ausgestrichen. Das jeweilige

Monoterpen wurde als Reinsubstanz (ca. 20 ~I) nach dem Ausstreichen in das KulturgefaB

(Achteckflasche) gegeben. Die KulturgefaBe wurden mit teflonisienen Septen und Schraubver-
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schltissen bzw. mit Butylstopfen unter Begasung mit N, nach der Hungate-Technik verschlos

sen und liegend OOi 28°C inkubiert, wobei die Versorgung mit Monoterpenen iiber die Gas

phase erfolgte.

3.3. Charakterisierung der monoterpenverwertenden Bakterienstiimme

3.3.1. Phasenkontrastmikroskopische Fotografie und Gram-Farbung

FUr die Erstellung der phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen wurden Zellen der sieben

Bakterienstarnme, die anaerob mit den jeweiligen Monoterpensubstraten und Nitrat gewachsen

waren, auf Agarobjekttragem fixiert und fotografiert (Pfennig und Wagener, 1986). Hierzu

wurde ca. 2 rnJ einer mehrrnals mit dest. H,D gewaschenen Agarlosung (2 %, w/v) in einem

Wasserbad geschmolzen und auf einen Objekttrager aufgebracbt. Tropfen einer Bakteriensus

pension wurden auf die Agar-OOschichteten Objekttrager aufgebracht, und die Aufnahmen der

Bakterienstarnme unter Verwendung eines Phasenkontrastmikroskops (Axiophot; Zeiss, OOOr

kochen) und eines Schwarzwei3films (Agfaortho Prof. 25; Agfa-Gevaert, Leverkusen) erstellt.

Die Gram-Fiirbung der Bakterienstarnme wurde entsprechend den HerstellerangaOOn mit einem

FiirOOtest fur die Mikroskopie durchgefuhrt (Gram-color; Merck, Darmstadt).

3.3.2. Wachstumsexperimente zur physiologischen Charakterisierung

Wachstumsversuche wurden, sofem nicht anders angegeben, in Schraubdeckelrohrchen

(20 ml) mit 10 rnJ Medium fur nitratreduzierende Bakterien durchgefuhrt. Aus Vorratsgefa3en

wurde das Minimalmedium mit Glaspipetten in sterile Rohrchen iiberfiihrt. Beim Auslaufen des

Mediums wurde die Spitze der Glaspipette unterhalb der ansteigenden FliissigkeitsoOOrflache

mitgefuhrt, urn den Kontakt mit der Luft so gering wie moglich zu halten. Danach wurden As

corbat, die jeweiligen Elektronendonatoren und -akzeptoren und gegeOOnenfalls weitere Zusatze

aus sterilen StamrnJosungen zugesetzt. Anschlie3end wurden die Rohrchen nach der Hungate

Technik (Bryant, 1972) mit N,ICO, (90/10, v/v) steril OOgast und mit Butylsepten und Gewin

delochkappen verschlossen. Wurde ein wasserunlosliches Substrat in 0,5 ml Heptamethylno

nan als inerter Tragerphase gelost zugegeben, so wurden die Rohrchen auf einem Schiittler OOi

60 upm inkubiert. Ansatze mit wasserloslichen Substraten wurden aufrecht stehend inkubiert.

Die Wachstumsansatze zur physiologischen Charakterisierung wurden mit 2 % (v/v) einer gut

gewachsenen Kultur angeimpft. Das Wachstum der Bakterien wurde als Zunahme der Absorp

tion bei 660 nm (optische Dichte, OD66O) OOstimmt. Die Messung wurde entweder direkt mit

den Schraubdeckelrohrchen (Hungate-Rohrchen) oder in Kunststoffkiivetlen durchgefiihrt.
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3.3.2.1. Bestimmung des Temperaturoptimums

Zur Bestimmung der Temperaturoptima wurden die Kulturen unter selektiven Wachstumsbe

dingungen (4 mM Monoterpen, 10 mM Nitrat, 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel) in einem

temperierbaren Wasserbad bei 5, 10, 15,20,25,28,32,35,40 und 50°C inkubiert, wobei die

Inkubation aus Platzgrtinden ruhend erfolgte. Das Wachstum wurde iiber die Zunahme der opti

schen Dichte bei 660 nm (UV-VIS-Spectrophotometer; Shimadzu Europa, Duisburg) bzw. die

Abnahme von Nitrat verfolgt.

3.3.2.2. Bestimmung des pH-Optimums

Zur Bestimmung der pH-Optima wurde ein mehrfach gepuffertes Mineralmedium verwendet.

Das mit 10 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, pK,-Wert 8,1), 10 mM 2-Morpho

Iinoethansulfonat (MES, pK,-Wert 6,1) und 30 mM Bicarbonat gepufferte Medium konnte

durch Zugabe von 2 M HCI oder 2 M NaOH-L!isung aufunterschiedliche pH-Werte eingesteIJt

werden (pH 5,5 - 10,0). Die Monoterpene wurden als anaerobe Lbsung in HMN (2,5 %, v/v)

zugegeben. Der pH-Wert wurde in einem ParaIJelansatz nach dem Animpfen und in den Wachs

tumsansatzen nach Erreichen einer stationaren optischen Dichte (OD66Q) gemessen. 1m Gegen

satz zu den carbonatgepufferten Mineralmedium trat in TRISIMESIHC03'-gepufferten Medien

keine Anderung des pH-Werts wahrend des Wachstums der Stamme auf.

3.3.2.3. Vitaminbedarf

Das Vitarninbediirfnis der Bakterienstamme wurde unter selektiven Wachstumsbedingungen in

Gegenwart des jeweiligen Monoterpens (Isolationssubstrat) und Nitrat errnittelt. Die monoter

penverwertenden Stamme wurden in Mineralmedien kultiviert, die keine Vitarnine enthielten.

Das Wachstum in mehreren Folgepassagen wurde beobachtet, wobei 0, I % (v/v) gewachsener

Kulturen als Inokulum der nachsten Passage dienten. Zur Bestatigung bzw. Identifizierung der

Abhangigkeit des denitrifizierenden Wacbstums der monoterpenverwertenden Bakterienstamme

von einzelnen Vitarninen wurden serielle Verdiinnungsreihen hergestellt (10.2
- ro·8

). Dabei

fehlte dem Mineralmedium fur nitratreduzierende Bakterien jeweils eine Vitarninkomponente der

routinemaBig zugesetzten Vitarninlbsungen.

3.3.2.4. Kohlenstoffquellen und Elektronendonatoren

Fiir die Untersuchung verschiedener Verbindungen als mbgliche Kohlenstoffquellen des

Wachstums mit Nitrat als Elektronenakzeptor wurden die wasserlbslichen Substrate (Kohlen

hydrate, organische Sauren, Aminosauren) direkt aus konzentrierten sterilen Stammlbsungen

(0,2 - I M) zugegeben. Wasserunlbsliche Substrate (z. B. Kohlenwasserstoffe) wurden in 2,2,

4,4,6,8,8-Heptamethylnonan als inerter Tragerphase zugesetzt. Konzentrationsangaben bezie-
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hen sich, wenn nicht anders angegeben, auch in den Ansatzen mit organischer Tragerphase auf

die waBrige Phase.

3.3.2.5. Elektronenakzeptoren

Neben Nitrat, Nitrit und Distickstoffoxid wurden Sulfa!, Thiosulfat, Sulfit, Carbonat und

Fumarat als alternative terminale Elektronenakzeptoren unter anoxischen Bedingungen fOr das

Wachstum der Bakterienstarnme mit 4 mM Monoterpenen als Kohlenstoffquelle getestet.

Aerobe Wachstumsansatze mit 10 ml Mineralmedium wurden in Schraubdeckelflaschen

(50 ml), die mit teflonbeschichteten Butylsepten und Schraubdeckel verschlossen waren,

durchgefiihrt. Die Monoterpene wurden wie bei den anaeroben Ansatzen in Anwesenheit von

Heptamethylnonan als inerter Tragerphase zugegeben. Der Gasraum (40 ml) enthielt ausrei

chend Sauerstoff fOr die vollstandige Oxidation der eingesetzten Substratmengen. Das Minimal

medium enthielt kein Ascorbat und wurde mit anaerob gewachsenen Kulturen (3 %, v/v) be

impft. Fiir ein aerobes Wachstum auf Minimalagar wurde die Bottle Plates-Technik verwendet,

wobei der Mineralmedium-Agar aerob hergestellt wurde, und die Versorgung der Bakterien mit

Sauerstoff und Monoterpen iiber die Gasphase in geschlossenen GefaJ3en erfolgte.

Zur Uberpriifung der vollstiindigen Reduktion von Nitrat zu Stickstoff wurden die Starnme in

einer He/C02-Atmosphare inkubiert. Hierzu wurde die N,IC02-Gasphase in verschlossenen

Kulturrdhrchen gegen He/C02 ausgetauscht. Urn eine rndgliche Ammoniflkation des Nitrats

analytisch erfassen zu kdnnen, wurde der Gehalt an Ammonium irn Mineralmedium auf

0,1 mM NH.+ reduziert und der Nitratgehalt auf 20 mM erhdht.

3.4. Wachstumsexperimente zur anaeroben Oxidation von Monoterpenen

3.4.1. Bilanzierung des anaeroben Monoterpenabbaus in denitrifizierenden Reinkulturen

Kulruren fOr stdchiometrische Ansatze wurden in Serumflaschen (150 ml) mit 120 ml Medium

mit 10 mM Nitrat und 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel durchgefiihrt, welche mit tefloni

sierten Butylsepten verschlossen waren. Urn anoxische Wachsrumsbedingungen sicherzustel

len, wurden aile GefaBe bereits vor Zugabe des Mediums mit N,IC02 begast. Anaerobes Hepta

methylnonan (10 ml) diente als inerte Tragerphase. Die Monoterpene wurden als Reinsubstan

zen direkt mittels Mikroliterspritzen oder a1s konzentrierte, anaerobisierte HMN-Ldsungen zu

gegeben. Die noch nicht beimpften Ansatze wurden ca. 15 h (iiber Nacht) bei 28°C inkubiert,

darnit noch eventuell vorhandener Sauerstoff mit dem Reduktionsmittel reagieren konnte. A1s

Inokulum wurden 5 % (v/v) einer gut gewachsenen Kultur eingesetzl. Die Wachstumsansatze

wurden auf einem Schiittler bei 120 upm inkubiert, wobei die Serumflaschen invertiert wurden.

Proben fiir chemische Analysen (OD660, Nitrat, Nitrit) wurden routinemaBig mit sterilen, mit

Stickstoff-gespiilten Spritzen bzw. mit Ethanol-sterilisierten Mikroliterspritzen (Monoterpene in
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organischer Tragerphase) entnommen. Die Proben der organisehen Phase wurden fiir die gas

chromatographische Analyse in der Regel 1:10 (v/v) in Hexan verdiinnt. Altemativ wurde die

organische Phase bei Versuchsende mit dem lO-fachen Volumen Hexan extrahiert.

3.4.2. Transformationsprodukte des Monoterpenmetabolismuses

Kulturen der denitrifizierenden Bakterienstiimme wurden in 70 mJ Serumflaschen, die 50 m1

anaerobes Mineralsalzmedium plus 20 mM Nitrat und 4 mM des jewei!igen Monoterpens (1so

lationssubstrat) in 2 ml Heptamethylnonan enthielten, unter Riihren auf einem Magnetriihrer bei

28 DC inkllbiert. Wahrend des Wachstums der Stiimme sowie nach langerer Inkubation in Ge

genwart von Monoterpenen nach Erreichen der stationaren Wachstumsphase wurden Proben

der organischen Heptamethylnonan-Phase entnommen und direkt gaschromatographisch analy

siert.

3.4.3. Anaerobes Wachstllm auf atherischen Olen

Monoterpene sind neben Sesquiterpenen die Hallptinhaltsstoffe natiirlicher atherischer Ole. Die

chemische Zusammensetzung der atherischen Ole variiert stark in Abhiingigkeit von dem zur

Gewinnung verwendeten pflanzlichen Material. Zur Bestimmung der Hauptkomponenten der in

den Experimenten eingesetzten atherischen Ole wurde eine 0, I % (v/v) Lasung in Hexan gas

chromatographisch analysiert (lnjektor 250 DC, Detektor 350 DC, Temperaturprogramm 60 DC

flir 2 min, 3 DC/min, 300 DC flir 3 min, Split ca. I: 12). Die Zusammensetzung der untersuch

ten atherischen Ole und die identifizierten Monoterpenverbindungen sind in Tabelle G6 und G7

im Anhang wiedergegeben. Die Monoterpenkomponenten wurden anhand der Kovats-Indizes

und der Retentionszeiten authentischer Reinsubstanzen identifiziert (siehe Tab. G3 im Anhang).

Fiir die Analyse der Wachstumsansatze wurde das Temperaturprogramm wie folgt veriindert:

60 DC flir 2 min, 3 DC/min, 180 DC flir 0.1 min, 10 DC/min, 300 DC flir 5 min.

Wachstumsversuche mit atherischen Olen (Fichtennadel- und Pfeffenninzal) wurden in 50 ml

Serumflaschen durchgefiihrt, die 30 m! anaerobes SiiBwasserrnedium mit 10 mM Nitrat sowie

2 mJ Heptamethylnonan, dem das atherische Ol in verschiedenen Mengen (0,2 %, v/v; 1,0 %,

vIv) zugesetzt war, enthielten und mit teflonisierten Butylsepten verschlossen waren. Als

Inokulum dienten 2 % (v/v) gut gewachsener Kulturen. Proben zur Bestimmung der optischen

Dichte, von Nitrat und Nitrit und flir die gaschromatographische Analyse wurden regelmiiBig

steril und anaerob entnommen.

3.4.4. Denitrifizierendes Wachstum ausgewahlter Isolate auf Monoterpengemischen

Anaerobe Wachstumsversuche mit Monoterpengemischen wurden, wie bereits bei der Bilan

zierung der anaeroben Monoterpenoxidation beschrieben, in ISO ml Serumflaschen mit 120 ml

Medium, 10 ml Heptan1ethylnonan als organische Tragerphase und 1200 Ilmol Nitrat
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(10 mM) durchgefiihrt; die Flaschen wurden mit Teflon-beschichteten Butylsepten verschlos

sen. Die Bakterienkulturen wurden unter einer N/C02-Gasatmosphare (90/10, v/v) auf einem

RotationsschUttler bei ca. 120 upm und bei 28°C kultiviert. Monoterpengemische aquimolarer

Mengen azyklischer Monoterpene (Mix I) und mono- und bizyklischer Monoterpene (Mix 2)

wurden als lO-fach konzentrierte Uisungen in Heptamethylnonan hergestellt bzw. Reinsubstan

zen einzelner Monoterpene ((±)-Linalool, Geraniol oder Nerol) direkt zugegeben (ca. 240 llJIlol

MonoterpeniVersuchsansatz). Mix I setzte sich aus 2,6-Dimethyloctan, 3,7-Dimethyloct-I-en,

3,7-Dimethyl-I-octanol, p-Citronellen, p-Citronellol, Geraniol, Nerol und Linalool zusammen.

Das Gemisch vorwiegend mono- und bizyklische Monoterpenkohlenwasserstoffe (Mix 2)

enthielt p-Menth-l-en, a-Phellandren, Limonen, a-Terpinen, y-Terpinen, p-Cymol, Eucalyp

tol, Terpinen-4-01, Sabinen, 2-Caren, 3-Caren und a-Pinen. Die Endkonzentrationen dieser

Verbindungen betrug jeweils 0,2 mM bezogen auf die wal3rige Phase.

3.4.5. Anaerobe Monoterpenoxidation in Gegenwart von Monoterpenalkoholen

Die anaerobe Oxidation mono- bzw. bizyklischer Monoterpene (a-Phellandren, a-Pinen) und

der EinfluB von Monoterpenalkoholen auf Kulturen der Stiimme 65Phen und 54Pin wurde in

Schraubdeckelrohrchen (20 ruJ) in Gegenwart von aquimolaren Mengen der Monoterpene bzw.

mit unterschiedlichen Konzentrationen der Monoterpenalkohole (0 - I mM) untersucht. Wah

rend der Inkubation auf einem SchUttler (60 upm) wurde die optische Dichte bei 660 nm be

stirnmt und die Wachstumsraten ermittelt.

3.5. Massenkulturen zur Gewinnung von Bakterienzellmasse

Die Anzucht grollerer Bakterienmengen wurde unter Beibehaltung des Volumenverhiiltnisses

von waBriger und organischer Phase (ca. 100:4, v/v) in Achteckflaschen (100 ml; 500 ml)

durchgefiihrt. Die Achteckflaschen wurden nach der Hungate-Technik mit N/C02 (90/10, v/v)

begast und mit einem Butylstopfen verschlossen, der mittels eines Schraubdeckels mit Loch

Mfnung gesichert wurde. Die Inkubation erfolgte liegend auf einem RotationsschUttler bei

70 upm, wobei die verwendeten Achteckflaschen eine grol3ere Grenzflache zwischen der orga

nischen Tragerphase und dem Medium aufwiesen als volumengleiche Steilbrustflaschen. Die

Kultivierung war altemativ auch in Rundflaschen oder Steilbrustflasc.hen bis zu einem Kultur

volumen von I I unter RUhren (ca. 100 upm) mittels eines Magnetstabchens auf einem Mag

netrUhrer moglich. Anstelle von Heptamethylnonan konnte auch dickflUssiges Paraffin (Paraffi

num liquidum; DAB ID-Qualirnt) der Firma Lamotte (Bremen) als Tragerphase eingesetzt wer

den.

Die Anzucht von Stamm 47Lol fiir die Gewinnung von Bakterienzellmasse wurde in dem pH

regulierten Fermenter Biostat A (Braun Biotech, Melsungen) in einem Kulturvolumen von 10 I
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durchgefuhrt. Das Medium fiir die Kultivierung entsprach dem in Abschnitt 3.1.2., Material

und Methoden, angegebenen Medium fur nitratreduzierende Bakterien, jedoch mit der zwei

fachen Menge an Spurenelementen und ohne den Zusatz von Ascorbat. Die zugesetzte Menge

an Nitrat (20 - 70 mM) und Monoterpen (LinalooJ) wurde im Vergleich zur routinemiiBigen

Kultivierung erhoht. Die Kohlenstoffquelle Linalool wurde in Abhangigkeit von Bakterienzell

wachstum und Nitratreduktion diskontinuierlich in Portionen von ca. 2 mM (Endkonzentration)

der Tragerphase zugegeben. Die Emte der Bakterienzellen aus der wal3rigen Phase erfolgte

direkt tiber ein Rohr am Boden des Ferrnenters.

3.6. Zellzahlen nitratreduzierender, monoterpenverwertender Mikroorganismen

(most probable number)

Die Populationsgrol3en monoterpenverwertender, denitrifizierender Bakterien zweier exempla

risch ausgewahlter Standorte (Belebtschlarnm, Boden unter Fichten) wurden minels serieller

Verdtinnungsreihen mit drei Parallelen (Most Probable Number, MPN-Zellzahl; American

Public Health Association, 1969) und mit je drei unterschiedlichen Kohlenstoffquellen in Ge

genwart von 10 mM Nitrat miteinander verglichen. Als Kohlenstoffquellen wurden verbreitete

Garungsprodukte (Acetat, Lactat, Butyrat, Succinat und Ethanol, je I mM), ein Gernisch aus

fiinf Monoterpenen (a-Terpinen, Eucalyptol, Sabinen, 2-Caren, a-Pinen, je 0,3 mM) bzw.

a-Terpinen (1,5 mM) als einzige Kohlenstoffquelle angeboten.

3.7. Anreicherungen unter methanogenen Bedingungen

Anreicherungen unter methanogenen Bedingungen wurden in anoxischen, mit FeS-reduzierten

und mit Bicarbonat gepufferten Mineralmedien begonnen. Die Anreicherungsansatze in den mit

teflonisierten Butylsepten verschlossenen Serumflaschen (150 mI) enthielten 50 mI Mineralsalz

medium und wurden mit 50 mI Belebtschlarnm einer komrnunalen Klaranlage (Linteln) beimpft.

Die Monoterpene a-Phellandren, Sabinen, 2-Caren und a-Pinen wurden als Reinsubstanzen

(0,2 %, v/v) in HeptamethyJnonan (10 mI) als organischer Tragerphase zugesetzt. Anoxische

Bedingungen wurden durch die Zugabe von 0,2 mM FeS gewiihrleistet. Der Kontrollansatz ent

hielt autoklavierten Belebtschlarnm und je ein Viertel der Substanzmenge aller vier eingesetzten

Monoterpene. Wahrend der Kultivierung der Anreicherungskulturen bei 28 "C wurden anaerob

entnommene Proben der organischen Phase gaschromatographisch verrnessen. Folgepassagen

mit 150 mI anaerobem Medium fiir methanogene Kulturen, die in Duranglasflaschen (250 mI)

mit 10 % (v/v) Transferinokulum kultiviert wurden, enthielten zusatzlich 2 mM Acetat als

Kohlenstoffquelle sowie 20 m! organische Heptamethylnonan-Phase, der ca. 2,4 mmol (bzw.

0,24 mmol) Monoterpen zugesetzt wurden. Urn den Stofftransfer der Monoterpene aus der
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HeptamethyJnonan-Phase in die wiiBrige Phase zu erhohen, erfolgte die lnkubation der Folge

passagen unter Rtihren auf einem Magnetrtihrer bei ca. 50 upm.

4. Analytische Methoden

4.1. Bestimmung von Nitrat und Nitrit

Der qualitative Nachweis und eine semiquantitative Bestimmung von Nitrat wurde mittels Test

sUibchen (Nitrat-Test, Merckoquant, Merck, Darmstadt) durchgeftihrt. Die quantitative Bestim

mung von Nitrat und Nitrit erfolgte durch Ionenchromatographie mit einer HPLC-Anlage der

Firma Sykam (GilchingIMtinchen) tiber eine A09 Mikro-Anionenaustauschersaule (125 mm x

3 mm). Als Laufmiltel wurde eine 70 roM NaCI-Losung verwendet. Die Trennung erfolgte

isokratisch und isotherm mit einer FluBrate von I mlJmin bei 50°C. Die Anionen Nitrit (Reten

tionszeit: 1.4 min) und Nitrat (Retentionszeit: 2.0 min) wurden bei 220 nm mit einem Spektral

photometer (Modell S 3200, Sykam, GilchinglMtinchen) detektiert. Die Kalibrierung der quan

titativen Bestimmung erfolgte mit Losungen von KN03 und KNO, in einem Konzentrations

bereich von 0,0 Ibis 1,0 roM. Proben aus Bakterienkulturen wurden vor der Analyse zentrifu

giert (13.000 upm, Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg), filtriert (0,45 11m, Nylon Arco

disc4, GelrnanSciences, Michigan, USA) und gegebenfalls mit bidest. H,O verdtinnt. Die Pro

benaufgabe erfolgte routinemaBig mit einem Autosampler (Modell 851-AS, Jasco, Tokyo,

Japan). Die Datenaufnahme und -auswertung wurde mit der Pyrarnid@-Software (Axxiom Chro

matography, Moorpark, California, USA) durchgeftihrt.

4.2. Bestimmung der Permanentgase N,O und N,

Die Bestimmung von Distickstoffoxid und Stickstoff wurde gaschromatographisch mit gepack

ten Saulen und mittels Wiirmeleitfahigkeitsdetektion durchgefuhrt (GC-8A-Gaschromatograph,

Shimadzu Europa, Duisburg). Methan, Kohlendioxid und Distickstoffoxid wurden tiber eine

Poraplot Q-Saule (3 mm x 2 m) isotherm bei 40°C mit Stickstoff als Tragergas getrennt; die

Injektor- und Detektortemperatur lag bei 110°C. Bei einer TragergasfluBrate von 16 ml/min

eluierten Kohlendioxid und Distickstoffoxid nach 1.6 und 1.8 Minuten. Stickstoff und Sauer

stoff wurden auf einer 5A-Molekularsieb-Saule (3 mm x 2 m) isotherm bei 40°C mit Helium

als Tragergas getrennt. Bei einer FluBrate des Heliurns von 32 mUmin eluierten Sauerstoff und

Stickstoff nach 0.6 und 1.6 Minuten.
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4.3. Photometrische Bestimmung von Ammonium

3 "
0,003g

ad 100 ml

Ammonium wurde durch die Umsetzung mit Phenol in Gegenwart

basischer Lbsung zu Indophenol bestimmt (Boltz und Taras, 1978).

Foigende Reagenzien wurden verwendet:
Lbsung A: Phenol

Na-Nitroprussid
bides!. H20

von Hypochlorit in

Lbsung B: NaOH 2 g
in 80 ml bides!. H,G Ibsen
13 % NaCiO-Lbsung 2 ml
bides!. H,G ad 100 ml

Beide Lbsungen wurden in dunklen Flaschen aufbewahrt und vor jeder Bestimmung frisch

angesetz!.

Fur die DurchfUhrung des Nachweises wurden die Lbsungen in einem Reagenzglas wie folgt

zusammengegeben:
Probe oder des!. H,G 10,0 rn1
Lbsung A 1,0 Inl
Lbsung B 1,0 ml

Die Proben wurden gegebenenfalls so verdunnt, daB die erwartete Ammonium-Konzentration

unterhalb von 0, I roM lag. Die Probelbsung wurde im Reagenzglas mit Lbsung A vermischt.

AnschlieBend wurde Lbsung B zugesetzt, emeut gemischt und der Reaktionsansatz verschlos

sen fUr I h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Extinktion wurde bei 635 nm gegen

einen ammoniumfreien Leerwert gemessen. Die Kalibrierung wurde irn Bereich von 0,00 I 

0,1 roM mit (NH.),SO. vorgenommen.

4.4. Gaschromatographische Analyse der Monoterpene

4.4.1. Dual-Kapillarsaulen-Analyse

Obwohl Kapillarsiiulen eine hohe Trennleistung bieten, trennen sie unter Umstanden nicht alle

Komponenten in komplexen Gemischen oder Strukturisomere mit ahnlichen physikalischen

Eigenschaften. Dieses gilt insbesondere fUr die untersuchte Substanzklasse der Monoterpene

bzw. fUr iitherische Ole, so daB Koelutionen von Komponenten auftreten kbnnen. Problema

tisch dabei ist, daB Flammenionisationsdetektoren keine individuelle Identiflkation der Peaks

leisten kbnnen.

Die Analyse einer Probe auf zwei Saulen mit verschiedenen Polaritaten kann simultan durch die

Dual-Saulen-Technik erreicht werden. Hierbei werden zwei Kapillarsaulen mit einem GC-Inlet

und jede Saule mil einem eigenen Detektor verbunden. Die Bestatigungssaule sollte eine signi

flkant unterschiedliche Polaritat im Vergleich zur primiiren Saule aufweisen, da sich aufgrund

der unterschiedlichen Polaritiit die Elutionsreihenfolge und die Retentionszeiten relativ zur pri-
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maren Saule andem. Moglicherweise konnen so koeluierende Verbindungen auf der einen oder

anderen Saule getrennt werden.

Die Monoterpene wurden mittels Dual-Kapillarsaulen-Gaschromatographie (GC-14A Gaschro

matograph, Shimadzu Europa, Duisburg) mit einer unpolaren SE54-Saule (50 m x 0,32 mm,

0,5 lim Filmdicke; Macherey & Nagel, Duren) und einer polaren CW20M-Saule (50 m x

0,32 mm, 0,5 lim Filmdicke; Macherey & Nagel, Duren) bestimrnt. Die Detektion erfolgte

durch zwei Flammenionisationsdetektoren (FlO); Tragergas war Wasserstoff mit einer FluBrate

von 2 mllmin. Das Temperaturprogramm wurde flir die einzelnen Experimente jeweils ent

sprechend den Anforderungen verandert; fur die Analyse von Monoterpengemischen wurden

z. B. folgende Trennbedingungen gewahlt: Injeictortemperatur 250 °C, Detektortemperatur

280 °C, Temperaturprogramm 60 °C flir 2 min, SOC/min, 120 °C, 20 °C/min, 220 °C flir

5 min.

Eine ausreichende Trennung der Komponenten von Monoterpengemischen konnte mit einer

PVMS 54-Saule (50 m x 0,32 mrn, 0,3 lim Filmdicke) (J&W, Mainz-Kastel) mit Wasserstoff

als Tragergas (FluBrate 2,4 ml/min) erzielt werden (Gaschromatograph; Perkin-Elmer, Uber

lingen). Die Peakidentifikation erfolgte ebenfalls durch Flammenionisationsdetektion. Die Da

tenaufnahme und -bearbeitung erfolgte mit der Turbochrom" 4.2-Software der Firma Perkin

Elmer (Uberlingen). Die Identifizierung der Monoterpene erfolgte durch Vergleichsanalysen mit

im Handel erhiiltlichen authentischen Referenzsubstanzen (Retentionszeiten, Additionsanaly

sen). Falls keine Reinsubstanzen lOr Verfugung standen, erfolgte die vorlaufige Identifizierung

aufgrund der Retentionsindizes nach Literaturangaben (Kovats-Indizes von Monoterpenen).

4.4.2. Retentionsindex-System

Der Retentionsindex nach Kovats (KI,) miJ3t die relative Retention einer Komponente a, wobei

n-Alkane als Standardreferenz verwendet werden. Der Retentionsindex einer Komponente wird

anhand der folgenden Gleichung berechnet:

KI, =100 N + 100 n·(log t'R' -log t'RCN) / (log t'RC(N+,) -log t' RCN)

mit

N
n

= Netto-Retentionszeiten (nach AblOg der Totzeit) der Komponente a
bzw. der n-Alkane CNund C(N+')
Kohlenstoffzahl des kurzeren n-Alkans
Differenz zwischen den Kohlenstoffzahlen der beiden n-Alkane N und
N+n, die die Komponente a umgeben.

Der urspriingliche Kovats-Index wurde flir isotherme Trennungen definiert (Kovats et aI.,

1965). Der Retentionsindex wurde von Van den Dool und Kratz (1963) auf die temperatur

prograrnmierte Gaschromatographie erweitert. Wenn ein lineares Temperaturprogramm ver

wendet wird, nehmen die Retentionszeiten einer homologen n-Alkanreihe linear mit der Kohlen

stoffzahl lO. In diesem Fall gilt folgende Gleichung:
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wobei tR" tReN und [RlN+") die Retentionszeiten der Komponente a bzw. der n-Alkane CN und

C lNH) sind, die die Komponente a einschlieBen.

Die hohe Trennleistung von Kapillarsaulen und die Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten er

lauben eine Peakidentifikation anhand der berechneten Retentionsindizes. Hierbei ist zu beriick

sichtigen, daB der Kovats-Index unter isothermen Trennbedingungen nur von der stationiiren

Phase und der Temperatur abhangt, temperaturprogrammierte Indizes jedoch die Angabe der Di

mension der Kapillarsaule, der Schichtdicke der Trennphase, des Temperaturprofils, der Tra

gergasart und -geschwindigkeit erfordern.

4.4.3. Bestimmung von Monoterpenen mit GaschromatographielMassenspektroskopie

Die Identifizierung einzelner Monoterpene wurde gegebenenfalls mittels Massen-selektiver

Detektion (GCIMS) abgesichert. Die GCIMS-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn

Dr. Schulze, Fachbereich 2, Universitat Bremen, durchgefUhrt. Fur die gaschromatographisch

massenspektroskopische Analyse wurden die Proben in organischen Losemitteln (z.B. Hepta

methylnonan) auf einer NB-54-Saule (30 m x 0,32 mm, 0,25 11m Filmdicke; Nordion, Fa. See

kamp, Achim) mit Helium als Tragergas und folgendem Temperaturprogramm aufgetrennt:

1njektortemperatur250 °C, Temperaturprogramm 60°C fUr 2 min, 10 DC/min, 240°C. Mas

senspektren der Komponenten wurden mit einem MAT 8200-Massenspektroskop (Finnigan

MAT, Bremen) im E1 Modus mit 70 eV, einer Scan-Geschwindigkeit von I Sekunde pro Deca

de und einer Ionenquellentemperatur von 200 °C erhalten.

4.4.4. Analyse von Monoterpenen aus der organischen Tragerphase

Die Monoterpene konnten direkt aus der Heptamethylnonan-Phase bestimmt werden, hierzu

wurden ublicherweise I III einer Probe der HMN-Phase direkt gaschromatographisch analy

siert. Proben der organischen HMN-Phase wurden bei -18°C in mit PTFE-Septen verschlosse

nen ProbegefaBen gelagert (Zinsser-Analytik, Frankfurt). Teilweise wurden die Proben vor der

Analyse mit Hexan verdunnt. Eine exteme Kalibrierung erfolgte uber Konzentrationsreihen der

Reinsubstanzen in Heptamethylnonan oder Hexan in einem Konzentrationsbereich von 0,01 

SOmM.

4.4.5. Analyse von Monoterpenen aus der waBrigen Phase

Die Monoterpenalkohole Linalool, Nero! und Geraniol sowie die Monoterpenaldehyde Neral

und Geranial konnlen auch in waBrigen Proben bzw. zellfreien Extrakten nachgewiesen wer

den. HierfUr wurde das Temperaturprogramm der gaschromatographischen Analysen wie folgt
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verandert: Injektortemperatur 250 °C; Detektortemperatur 280 °C; Temperaturprograrnm

110 °c fUr 2 min, 10 °C/min, 220 °c fUr 1 min.

4.5. Bestimmung des Proteingehalts ganzer Zellen

Die Proben aus Kulturmedien wurden abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge, 13000 upm,

5 min). Pellet und Uberstand wurden getrennt mit 0,5 N NaOH bei 100°C fUr 10 min aufge

schlossen. Die Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford (1976) erfolgte entsprechend der

Microassay-Vorschrift von BioRad (1994). Nitrit, das in einigen Kulturen wiihrend des Wachs

turns der Bakterienstamme gebildet wurde, storte dabei die Nachweisreaktion. Die Proteinkon

zentrationen wurden mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standard in einem Konzentrationsbe

reich von 0, I - 1,0 Ilg BSNmJ bestimmt, wobei die Coomassie-Farbung des Albumins wie

folgt korrigiert wurde: 1 mg Serumalbumin entspricht 2 mg bakteriellen Proteins (BioRad,

1994).

4.6. Bestimmung der 16S rRNS-Gensequenzen

FUr die phylogenetische Einordnung der monoterpenverwertenden Isolate wurden die

16S rRNS-Gensequenzen errnittell. Die Extraktion genomischer DNS und die AmplifIkation

der 16S rDNS millels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden von Dr. F. Rainey (DSMZ,

Braunschweig) durchgeftihrt (Rainey et aI., 1992; 1993). Nach der Sequenzierung der PCR

Produkte wurden die 16S rDNS-Sequenzen mit publizierten Sequenzdaten verglichen, wobei

das Alignment manuell vorgenommen wurde. Die Berechnung der phylogenetischen Distanzen

und die Erstellung der phylogenetischen Stammbiiume erfolgte nach der Methode von Jukes

und Cantor (1969) und unter Verwendung des Algorithmuses von DeSoete (1983) durch Dr. F.

Rainey und Prof. Dr. E. Stackebrandt (DSMZ, Braunschweig).

4.7. Bestimmung des G+C-Gehalts der DNS

FUr die Bestimmung des G+C-Gehalts wurde DNS nach der von Cashion et al. (1977) be

schriebenen Methode chromatographisch tiber Hydroxylapatit isolierl. Der G+C-Gehalt der

DNS wurde entsprechend der Methode von Mesbah et al. (1989) minels HPLC bestimml. Die

Bestimmung des G+C-Gehalts der DNS wurde an der DSMZ, Braunschweig durchgefiihrt.
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4.8. DNS·DNS·Hybridisierung

Die DNS-D S-Hybridisierungen wurden nach der Methode von DeLey et aL (1970) mit einem

Gilford System 2600 Spektrophotometer mit Gilford 2527-R Thennoprogrammgeber und

Plotter an der DSMZ, Braunschweig durchgefiihrt.

4.9. Zusammensetzung der BakterienzeJlfetts3uren

Die Zusammensetzung der Bakterienzellfettsauren der 771Quera spp. und Alcaligenes sp. Stam

me wurde von U. Heyen bestimmt und mir freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Aus Kul

luren der Stamme, die mit dem jeweiligen Monoterpensubstrat und Nitrat gewachsen waren,

wurden die Bakterienzellfettsauren vereslert und eXlrahiert. Die Methylierung der Fettsauren aus

gefriergetrocknetem Zellmaterial erfolgte nach der Methode von Sasser (1997) und die Fettsau

remethylester (FAME) wurden gaschromatographisch analysiert (Perkin-Elmer, Dberlingen).

Die Melhyiester der bakteriellen Fettsauren wurden auf einer PVMS 54-Saule (5 % Phenylsilo

xan; 50 m x 0,32 mm, 0,32 Ilm Filmdicke) mil H2 als Tragergas bei einer FluBrate von

2,0 ml/min getrennl (Injektortemperatur 300 °C, Detektortemperatur 350°C, Temperaturpro

gramm 140°C fiir 2 min, 4°C/min, 270°C fiir O. I min, 10°C/min, 300°C rur 5 min) und

mittels Flammenionisationsdetektion bestimmt. Die Identifizierung der Fettsauremethylester

erfolgte mit Standards bekannter FAME und eines Referenzgemisches bakterieller FAME

(Supelco, Deisenhofen).

S. Biochemische Methoden

5.1. Herstellung von Rohextrakten

Bakterienkulturen von 77lQuera sp. Stamm 47Lol wurden in der spat-exponentiellen Wachs

tumsphase durch Zentrifugation bei 12000 g (JAIO-Rotor, 8000 upm) fiir 25 min in einer

Kiihlzentrifuge (J2-MC, Beckman, Palo Alto, CA, USA) bei 4 °C aerob geerntet. Die Zell

pellets wurde in 100 mM TrisIHCI-Puffer, pH 7,5 resuspendiert.

Der AufschluB der Bakterienzellsuspensionen in TrisIHCI-Puffer, pH 7,5 erfolgte mittels Hoch

druck (French Press, American Instruments Co. Inc., Silver Spring, USA) durch dreimalige

Passage bei 70 MPa (900 psi) unter aeroben Bedingungen.

Durch Zentrifugation bei 40 000 g (JA20-Rotor, 18000 upm) fOr 20 min bei 4 °C wurde ein

zellfreier Rohextrakl gewonnen. Ein zytosolischer Zellextrakt wurde nach Ultrazentrifugation

(L-70 Ultrazentrifuge, Beckman) bei 240000 g (70.1 Ti-Rotor, 50 000 upm) fiir 45 min bei

4°C erhalten. Der zytosolische Zellextrakt wurde gegen 100 mM TrislHCI, pH 7,5 dialysiert
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(Visking-Dialysierschlauch, 0 6 mm; AusschluBgroBe: 10000 Dalton; Boehringer Ingelheim,

Heidelberg). Teilmengen der Bakteriensuspensionen sowie der Bakterienzellextrakte wurden in

fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -20°C bzw. -70°C gelagert.

5.2. Nachweis von enzymatischen Aktivitaten

Experimente zur enzymkatalysierten Isomerisierung von Linalool und Geraniol in Zellextrakten

von Thauera sp. Stamm 47Lol wurden aerob in 100 mM HEPES-Puffer, pH 7,0 durchgefiihrt.

Experimentell wurde die Reaktion mit Geraniol als Substrat gestartet. Hierzu wurde die Abnah

me von Geraniol und die Zunahrne von Linalool in Geraniol-gesattigtem HEPES-Puffer gas

chromatographisch verfolgt (Loslichkeit einiger Monoterpene, s. Tab. GS im Anhang).
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C. ERGEBNISSE

Teil I - Phylogenetische Einordnung und physiologische Charak
terisierung der monoterpenverwertenden, nitratreduzie
renden Bakterien

1. Reinheitskontrollen

Die zu Beginn dieser Arbeit vorliegenden monoterpenverwertenden Isolate aus nitratreduzie

renden Anreicherungen (Harder und Probian, 1995) wurden durch Kultivierung unter verschie

denen Wachstumsbedingungen auf ihre Reinheit iiberpriift. Die Bakterienkulturen zeigten im

mikroskopischen Bild unter nitratreduzierenden Wachstumsbedingungen ein einheitliches, mor

phologisches Bild. Aerobes Wachstum der Bakterienzellen auf Vollmediumagarplatten ergab die

Bildung morphologisch einheitlichen Kolonieformen. Diese Reinheitskontrollen bestatigten,

daB sieben nitratreduzierende Bakterienstamme auf den Monoterpensubstraten Linalool (Stamm

47Lol), Menthol (Stamm 2 IMo!), Eucalyptol (Stamm 58Eu), p-Menth-l-en (Stamm 5IMen),

a-Phellandren (65Phen), 2-Caren (62Car) und a-Pinen (54Pin) erhalten worden waren.

2. Taxonomische Einordnung der monoterpenverwertenden Isolate

2.1. Phylogenetische Verwandtschaft der Isolate mit Thauera spp. innerhalb

der I3-Proteobacteria

2.1.1. 16S rRNS-Gensequenzen der Thauera spp.

Die Bestimmung der 16S rRNS-Gensequenzdaten und die phylogenetische Einordnung der

monoterpenverwertenden Isolate durch Dr. F. Rainey, DSMZ, Braunschweig, ergab die Zuge

hbrigkeit der Bakterienstamme 47Lol, 21Mo! und 58Eu zur I3-Gruppe der Proteobacteria. Die

Bakterienstamme sind innerhalb der I3-Proteobactelia mit Spezies der Gattungen Thauera und

Azoarcus naher verwandt.
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58Eu
21MoI

,..---- 47Lol
mXyNI

Thauera aromatica
Thauera selenatis

r----- Azoarcus iruligens
,....--- EbNl

22Lin
Azoarcus evansii

'--------- ilJogloea ramigera
r-1 L.. Azoarcus sp. S5b2

'---------- Rhodocyclus purpureus
L- Spirillum volutans

1------------- Nitrococcus mobilis
'------------------------------- Escherichia coli

0.10

Abb. 13. Phylogenetische Position der mit sauerstoffhaltigen Monoterpenen isolierten, nitrat
reduzierenden SUirnme 2lMol, 47Lol und 58Eu innerhalb der ~-Gruppe der Proleobacleria. Der
eingezeichnete Balken entspricht einem Austausch von 10 von 100 NukJeotiden.

2.1.2. G+C-Gehalt der DNS der Thauera spp.

Der G+C-Gehalt der DNS der monoterpenverwertenden Bakterienstiimme war mit 65,6 mol%

(Stamm 47Lol), 63,9 mol% (Stamm 2lMol) und 64,2 mol% (Stamm 58Eu) ahnlich zu den

G+C-Gehalten von Thauera selenatis (66,0 mol%; Macy et aI., 1993), Thauera aromatica

(67,0 mol%; Anders et aI., 1995), Azoarcus evansii (67,5 mol%; Anders et aI., 1995) und

Azoarcus indigens (66,6 mol%; Reinhold-Hurek et aI., 1993) und bestatigten das aus den

16S rDNS-Sequenzen abgeleitete Verwandtschaftsverhilltnis mit Spezies der Gattungen

Thauera und Azoarcus.
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2.1.3. DNS-DNS-Hybridisierung der Thauera spp.
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Die Ergebnisse der DNS-DNS-Hybridisierung ergaben Werte fur die DNS-DNS-AhnJiehkeit

von 36,0 % fUr die Stamme 47Lol und 2IMoi bzw. von 40,6 % fUr die Stamme 47Lol und

58Eu. Die HomoJogie der DNS der Stamme 21Mol und 58Eu betrug 68,5 %. Die Einordnung

der Stamme 2IMol und 58Eu als zwei versehiedene Spezies innerhalb der Gattung TluJuera

allein aufgrund der genotypisehen Daten war nieht eindeutig moglieh, da die DNS-DNS-Homo

Jogie im Grenzbereieh der taxonomisehen Speziesdefinition Jiegt (Staekebrandt und Goebel,

1994).

2.1.4. Bakterienzellfettsauren der Thauera spp.

Fur die Analyse der bakteriellen ZeJlfettsauren wurden die monoterpenverwertenden Stlimme

unter nitratreduzierenden Bedingungen auf den jeweiligen Monoterpensubstraten angezogen.

Die Zusammensetzung der BakterienzeJlfettsauren der monoterpenverwertenden Bakterienstlim

me 47LoI, 21 Mol und 58Eu waren nahezu identisch und reeht lihnlieh den Fettsaureprofilen von

That/era aromatica und AzoarclIs evansii. Hexadeeanoat (29 - 31 %) und cis-9-Hexadeeenoat

(47 - 58 %) bildeten den Hauptanteil der bakterieJlen Fettsauren der monoterpenverwertenden

Stamme.

Tab. 1. Prozentuale Zusammensetzung der Bakterienzellfettsauren der neu isolierten, monoter-
penverwertenden Stamme 2IMoI, 47LoJ und 58Eu und einiger That/era und Azoarcus spp.

Fettsaure I Stamm Stamm Stamm TluJuera Azoarcus Azoarcus
47Lol 2IMoJ 58Eu aromatica evansii indigens

3-0H-IO:0 2,9 1,4 2,3 4,9 5,2 5,0
12:0 5,7 4,9 5,5 8,5 8,6 6,5
16: I, cis-9 47,1 58,2 49,4 53,4 54,9 33,5
16:0 28,5 28,6 30,6 25,9 24,9 34,6
18: I' 12,9 4,8 9,0 3,7 4,5 8,3

I Die FetlSauren sind mit der Anzahl der C-Atome, der Doppelbindungen und der Position der Hydroxylgruppe
bezeichne!.
, 18:1 entspricht l(18:1, cis-9; 18:1, cis-II)
Die Angaben zu den Stammen 47Lol, 21Mol und 58Eu stammen von U. Heyen (pers. Mitteilung), die Daten fur
A. illdigells. A. evallsii und T aroma/ica sind Anders et al. (1995) entnommen.
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2.2. Phylogenelische Verwandtschaft der Isolate mit Alcaligenes spp. inner

halb der ~-Proteobacteria

2.2.1. 16S rRNS-Gensequenzen der Alcaligenes sp. SUimrne

Die phylogenetische Einordnung der Bakterienstamme 51Men, 54Pin, 62Car und 65Phen auf

der Basis der Sequenzdaten der 16S rDNS zeigt Abb. 14. Diese monoterpenverwertenden Iso

late bilden eine Gruppe innerhalb der A1caligenaceae, die Alcaligenes und Bordetella Spezies

innerhalb der ~-Gruppe der Proteobacteria urnfaBt.

51Men

62Car
.--....j65Phen

54Pln

Bordetella parapertussis

Alcaligenes xylosoxidans DSM 103:46T

Alcaligenes denitrificans DSM 30026 T

J
Alcaligenes faecalis

'------ Taylorella equigenitalis

§
, Oxalobacterformigenes

Telluria mixta

Ra/stonia eutropha

Burkholderia cepacia

~
,------- Rhodocyclus purpureus
L-- Zoogloea ramigera

------- Spirillum volutans

------ Nitrococcus mobilis

Comamonas testosteroni

Escherichia coli

.10

Abb. 14. Phylogenetische Position der mit Monoterpenkohlenwasserstoffen isolierten, de
nitrifizierenden SHimrne 51Men, 54Pin, 62Car und 65Phen innerhalb der ~-Gruppe der Proteo
bacteria. Der eingezeichnete Balken entspricht einem Austausch von 10 von 100 Nukleotiden.
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Eine Differenzmatrix wurde basierend auf den 16S rDNS-Sequenzdaten der monoterpenver

wertenden SUirnme 5lMen, 54Pin, 62Car und 65Phen und verwandter Organismen der ~

Gruppe der Proteobacteria erstellt. Die 16S rDNS-Sequenzen der Stamme 54Pin und 65Phen

sind identiseh und untersehieden sieh von 51Men und 62Car um 0,2 %. Die Sequenzen waren

zu 96,7 % iihnlieh zu der Sequenz von Bordetella paralussis und zu 95,8 - 96,0 % zu den

16S rDNS-Sequenzen von Alcaligenes xylosoxidans und Alcaligenes denitrificans. Andere

16S rDNS-Sequenzen, die mehr als 90 % AhnIiehkeit zu den 16S rDNS-Sequenzen der mo

noterpenverwertenden Bakterienstamme hatten, waren die Sequenzen von Alcaligenes jaecalis,

Taylorella equigenitalis und Oxalobacterjonnigenes.

Tab. 2. 16S rDNS-Sequenz-Ahnliehkeitsdifferenzmatrix naeh Jukes und Cantor (1969) der
monoterpenverwertenden Stiirnme 51 Men, 54Pin, 62Car und 65Phen und verwandter Organis
men der ~-Untergruppe der Proteobacteria.

2 3 4 5 6 7 8 9

I 62Car
2 54Pin 0,2
3 65Phen 0,2 0,0
4 51Men 0,2 0,2 0,2
5 B.par. 3,3 3,3 3,3 3,4
6 Ale.x. 4,1 4,0 4,0 4,2 1,8
7 Ale.d. 4,0 4,0 4,0 4,1 1,4 0,3
8 Ale.f. 4,8 4,8 4,8 4,9 4,8 4,8 4,8
9 Tay.e. 5,6 5,6 5,6 5,7 5,3 6,5 6,3 6,6

10 O.for. 9,1 9,0 9,0 9,2 8,2 9,2 9,1 9,7 10,0

B.par., Bordelella paratussis; Ale.x., Alcaligenes xylosoxidans; Ale. d., Alcaligenes denitrifi-
cans; Ale.f., Alcaligenes jaecalis; Tay.e., Taylorella equigenitalis; O.for., OXillobacter jonni-
genes

2.2.2. Bakterienzellfettsliuren der Alcaligenes sp. SUimme

Die Zusammensetzung der zellulliren Fettsliuren der Stlimme 5lMen, 54Pin, 62Car und 65Phen

war untereinander weitgehend identiseh. Die Fettsliureprofile der vier Stamrne zeiehneten sieh

dureh einen hohen Anteil an Hexadeeanoat (22 - 35 %) und Cydoheptadeeanoat (30 - 33 %)

aus. Das Gesarntprofil der vier monoterpenverwertenden Stamme war relativ lihnlieh zu der Zu

sammensetzung der Zellfettsliuren von Alcaligenes xylosoxidans und Alcaligenes jaecalis. Die

Fettsliureprofile der neu isolierten Stamme untersehieden sieh von Alcaligenes denitrificans und

Alcaligenes piechaudii in dem geringeren Gehalt an Tetradecanoat (I - 3 % gegeniiber 6 %). lIn

Vergleieh mit den genannten Alcaligenes Spezies war der Gehalt an Cyelononadeeanoat der

monoterpenverwertenden Bakterienstamme htiher (6 - 8 % gegeniiber I - 2 %). Das Profil der
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Tab. 3. Prozentuale Zusammensetzung der Bakterienzellfettsauren der monoterpenverwertenden Stamme 5 IMen, 54Pin, 62Car und 65Phen I 00

und verwandter Organismen der Gattungen Alcaligenes und Bordetella. I tl'J
0;:
'"Stamm Stamm Stamm Stamm A. xylos- A. deni- A·fae- A. pie- B. para- B. per- B. bron- I
g-
a'

Fettsaure 51Men 54Pin 62Car 65Phen oxidans trificol1s calis choudii pertussis tussis chisepto '"

ECL 10.96 4,0 3,6 3,7 6,5

12:0 5,5 5,9 6,2 8,1 < I 1,6 2,1 < 1 NN NN 2

2-0H-12:0 NN NN NN NN 3,9 2,9 3,4 3,2 NN NN 4

14:0 1,0 2,6 1,3 0,7 1,1 6,4 1,7 6,1 5 6 6

15:0 0,5 2,2 1,6 1,6 - - - - NN I NN

2-0H-14:0 NN NN NN NN 4,8 NN NN NN NN NN NN

3-0H-14:0 1,7 2,1 2,2 1,3 11,22 10,22 13,62 9,1 2 9 I 5

16: 1, cis-9 5,1 1,7 3,1 9,4 5,8 4,3 2,9 3,1 40 6 27

16:0 34,1 35, I 33,9 21,5 35,2 35,2 30,0 31,7 32 40 35

17:0, cyclo 32,6 32,7 32,9 30,4 28,4 29,4 33,8 35,0 NN 35 14

2-0H-16:0 NN NN NN NN 1,5 1,0 NN 1,0

18: I' 3,6 1,7 3,1 8,6 < I 2,4 3,9 3,7 1 NN 2

19:0, cyclo 8,4 7,8 7,9 6,2 1,1 1,0 2,1 1,0 NN NN NN

pCL, ldentitat der Verbindun~ nicht rekliirt; NN, nicht analtisch nachgewiesen; - keine Angaben
18:1 entspricht:E(18:I,cis- I; 18: ,trans-9; 18:I,trol1s-)

2 Angabe entspricht :E (16: 1, iso; 3-0H-14:0)

Aile Angaben zu den Stammen 51Men, 54Pin, 62Car und 65Phen stammen von U. Heyen (pers. Mitteilung), die Daten fUr A. xylosoxidons,
A. del1itrifical1s, A.faecalis und A. piechaudii sind Vandamme et al. (1996) und fUr B. pertussis, B. parapertussis und B. brol1chisepta sind
Weyant et al. (1995) entnommen.
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Bakterienzellfettsiiuren der vier Bakterienstiimme untersehied sieh von Borde/ella parapel1ussis

und Borde/ella bronchisepta im deutlieh geringeren Gehalt an cis-9-Hexadeeenoat (2 - 9 % ge

geniiber 27 - 40 %). Auf der Basis der Zellfettsiiuren lassen sich die neu isolierten Stiimme nieht

voneinander bzw. von den Alcaligenes Spezies, aber deutlieh von den Borde/ella Spezies unter

seheiden.

3. Physiologische Charakterisierung der monoterpenverwertenden Bakterien

stiimme

3.1. Thauera spp. 47Lol, 21 Mol nnd SSEu

3.1.1. Morphologie und Gram-Fiirbung

Zellen der Bakterienstiirnrne 21Mol, 47Lol und 58Eu waren kleine, leieht ovale Stiibehen, mit

einer GroBe von 1,3-1,8 ~m x 0,8-1,0 ~m; 1,4-2,7 ~ x 0,5-0,8 ~m bzw. 1,6-2,2 ~m x

0,8-1,0 11m. AIle Zellen waren beweglich und in der Gram-Fiirbung Gram-negativ. Phasen

kontrastrnikroskopisehe Aufnahmen der Isolate sind in Abb. 15 wiedergegeben.

I,.··
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10 11m

Abb. 15. Phasenkontrastrnikroskopische Aufnahmen der Reinkulturen der 77Uluera spp.
Stiimrne 47Lol (A), 58Eu (B) und 21Mol (C) anaerob gewachsen mit Linalool, Eucalyptol bzw.
Menthol plus Nitrat. Der eingezeichnete MaBstab entspricht 10 11m.
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3.1.2. Temperatur- und pH-Optima

Das Optimum des Wachstums aller Thauera spp. SUimme in Selektivmedien mit Monoterpenen

und Nitrat lag im mesophilen Temperaturbereich und bei neutralen pH-Werten. Die Thauera

spp. 47Lol und 58Eu wuchsen in einem Temperaturbereich von 15- 35°C (47LoI) bzw. von

10 - 35°C (58Eu). Unterhalb von 10°C und oberhalb von 40°C wurde kein Wachstum be

obachtet. Das pH-Optimum der Thauera spp. Stamme lag zwischen pH 7,2 - 7,4 (2IMol), pH

7,0 - 7,3 (47Lol) und pH 7,9 - 8,8 (58Eu). Ein Wachstum, wenn auch mit z.T. deutlich ge

ringeren Wachstumsraten war im Bereich von pH 6,4 - 9,3 (2IMol), pH 6,8 - 8,4 (47Lol)

und pH 6,4 - 9,7 (58Eu) zu beobachten.

3.1.3. Vitaminabhangigkeit

Das Vitaminbedtirfnis der isolierten Starnme wurde unter selektiven Wachstumsbedingungen in

Gegenwart von Monoterpenen und Nitrat gepruft. Es zeigte sich, daB die Starnme 21Mol und

47Lol in vitaminfreiem Medium tiber sieben Foigepassagen (0,1 % (v/v), Transferinokulum)

wllchsen, ohne daB eine Anderung der Wachstumsgeschwindigkeit gegenUber Kontrollansatzen

auf vitaminhaltigem Medium erkennbar war. Stamm 58Eu wuchs bereits in der zweiten Folge

passage in vitaminfreiem Medium nicht mehr. In seriellen VerdUnnungsreihen (10.2 - 10.8
) mit

Mineralmedien, denen jeweils eine Vitaminkomponente fehlte, konnte Cyanocobalamin (Vita

min B,,) als das fUr das Wachstum dieses Stamms notwendige Vitamin bestirrunt werden. Die

Vitamin B'2-Abhangigkeit wurde in Folgepassagen, die Vitamin B'2 als einzige Vitaminkompo

nente enthieJten, bestatigt.

Tab. 4. Charakteristika der monoterpenverwertenden, nitratreduzierenden Thauera spp. Stam
me unter selektiven Wachstumsbedingungen mit den jeweiligen Monoterpensubstraten als Koh
lenstoffquelle.

Thauera sp.

Isolationssubstrat
Zellform
ZellgrbBe (llm x llm)
Beweglichkeit
Temperaturbereich (OC)
Temperaturoptimllm (0C)

pH - Bereich
pH - Optimum
Verdopplungszeit (h)
Vitarninbedarf

Stamm 21 Mol

Menthol
Stabchen

1,3-1,8 x 0,8-1,0
beweglich

nicht bestirrunt
nicht bestirrunt

6,4 - 9,3
7,2 - 7,4

23,3

Stamm 47Lol

Linalool
Stabchen

1,4-2,7 x 0,5-0,8
beweglich

IS - 35
32

6,8 - 8,4
7,0 - 7,3

22,3

Stamm 58Eu

Eucalyptol
Stabchen

1,6-2,2 x 0,8-1,0
beweglich

10 - 35
32

6,4 - 9,7
7,9 - 8,8

15,0
Cyanocobalamin
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3,1.4, Kohlenstoffquellen und Elektronendonatoren

51

Vnter nitratreduzierenden Wachstumsbedingungen wurden von den Thauera spp. Starnme

47Lol, 21Mol und 58Eu einige organische Sliuren wie Acetat, Butyrat, 3-Methylbutyrat,

Pyruvat, Fumarat und Succinat als Kohlenstoffquellen verwertet. Die zweiwertige Carbonsliure

Glutarat wurde nur von den Stammen 21Mol und 58Eu metabolisiert. Ein Wachstum auf

Kohlenhydraten, zyklischen Alkoholen oder Kohlenwasserstoffen wurde nicht beobachtet.

Tab. 5. Anaerobes Wachstum der denitrifizierenden Stamme auf den getesteten Verbindungen
als einzige Kohlenstoffquelle in Gegenwart von 10 mM Nitrat als Elektronenakzeptor, AIle
Konzentrationsangaben beziehen sich auf die wliI3rige Phase. (*Substanzen mit geringer
Wasserldslichkeit wurden in 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan zugegeben; + gutes Wachstum
~ OD660 > 0,2; 0 Wachstum ~ OD660 0,1 - 0,2; - kein Wachstum ~ OD660 < 0,1)

Kohlenstoffquelle (mM) Stamm 47Lol Stamm 21Mol Starnm58Eu

Kahlenhydrate
D-Glucose 5
D-Fmctose 5
D-Sorbitol 5
lIlya-Inositol 5
D-Ribose 5
D-Arabinose 5
D-Xylose 5
D-Saccharose 5
D-Trehalose 5
D-Cellobiose 5

organische Souren
Formiat 40

Acetal 10 + + +
Pyruvat 5 + + +
Propionat 5 + + +
Succinat 5 + + +
Fumarat 5 + + +
Butyrat 5 + + +
3-Methylbutyrat 5 + + +
Hexanoat 5 + + +
Heptanoat 5 0 + +
Octanoat 5 + 0

Glutarat 5 + +
Adipat 5
Pimelat 5
DL-Malat 5 + + +
D-Gluconat 5
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KoWenstoffguelle (mM) Stamm 47Lol Stamm21MoI Stamm 58Eu

organische Stiuren (Fortsetz.)
Benzoat 2
Ascorbat 5

AminosQuren
L-AJanin 5 +
L-Valin 5 + +
L-Arginin 5
L-Glutarnat 5 + + +
L-Phenylalanin 5

Alkohole
Methanol 40
Ethanol 10 +
Cyclohexanol * 2
1,2-Cyclohexandiol * 2
1A-Cyclohexandiol * 2

Kohlenwasserstoffe
Heptarnethylnonan *
n-Decan * 2
n-Hexadecan * 2
Cyclohexan * 2
Toluol * 2

3.1.5. Elektronenakzeptoren

Die monoterpenverwertenden Stlimme 47Lol, 21Mol und 58Eu wurden mit den jeweiligen

Monoterpensubstraten a1s einziger KoWenstoffquelle in Gegenwart a1temativer Elektronen

akzeptoren kultiviert. Nitrat wurde routinemaBig a1s Elektronenakzeptor eingesetzt. Mit Nitrat,

Nitrit oder Distickstoffoxid als Elektronenakzeptoren konnte ein vergleichbares Wachstum

erzielt werden. In Kulturen, die mit einer He/CO, -Gasatmosphare (90/1 0, v/v) anstelle von

N/CO, (90/1 0, v/v) inkubiert wurden, wurde gaschromatographisch elementarer Stickstoff a1s

Produkt der Nitratreduktion nachgewiesen. Wahrend des Wachstums bildeten die Stlimme

21Mol und 58Eu nahezu stochiometrische Mengen an Nitrit, das in Gegenwart einer Kohlen

stoffquelle nach dem Verbrauch des zugesetzten Nitrats vollstiindig reduziert wurde. Stamm

47Lol wuchs hingegen mit Nitrat als Elektronenakzeptor, ohne daB mel3bare Mengen an Nitrit

gebildet wurden. In Kulturen der Thauera spp. Stamme, in denen sowohl Nitrat als auch Nitrit

vollstiindig reduziert worden waren, konnte die Bildung von Distickstoffoxid als Endprodukt
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der Denitrifikation nicht nachgewiesen werden, wie das fUr Thauera selenatis und Thauera aro

matica beschrieben wurde (Anders et aI., 1995). Das im Mineralmedium fUr denitrifizierende

Bakterien enthaltene Ammonium wurde teilweise assimiliert, eine Ammonifikation fand nicht

stall.

Schwefelverbindungen (Sulfat, Sulfit, Thiosulfat), Carbonat oder Fumarat wurden von keinem

Stamm als alternative Elektronenakzeptoren genutzt. Molekularer Sauerstoff wurde als Elektro

nenakzeptor genutzl. Damit sind alle Thauera spp. StJirnme fakultativ anaerob und besitzen

einen strikt respiratorischen Metabolismus.

Tab. 6. Wachstum der monoterpenverwertenden Stamme mit den jeweiligen Monoterpen
substraten als einzige Kohlenstoffquelle in Gegenwart verschiedener Elektronenakzeptoren
(+ Wachstum; - kein Wachstum).

Stamm 21 Mol Stamm 47Lol Starnm58Eu

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

Elektronenakzeptor

Sauerstoff
Nitrat (10 mM)
Nitrit (5; 20 mM)

Np (10 mM)
Sulfat (10 mM)
Thiosulfat (10 mM)
Sulfit (2; 10 mM)

Carbonat (50 mM)
Fumarat (25 mM)
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3.2. Alcaligenes sp. 51Men, 65Phen, 62Car und 54Pin

3.2.1. Morphologie und Gram-Hirbung

Zellen der Isolate 51Men , 54Pin , 62Car und 65Phen waren kleine, bewegliche, Gram-nega

tive Stabchen mit einer GroBe von 1,3 - 1,811m x 0,5 - 0,8 llm (Abb. 16).
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Abb. 16. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Reinkulturen der Stamme 51Men
(D), 54Pin (E), 62Car (F) und 65Phen (G) anaerob gewachsen mit p-Menth-I-en, a-Pinen,
2-Caren bzw. a-Phellandren plus Nitrat. Der eingezeichnete MaBstab entspricht 10 llm.
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3.2.2. Temperatur- und pH-Optima

55

Das Optimum des Wachstums ailer Alcaligenes sp. Stiimme in Selektivmedien mit Monoterpe

nen und Nitrat lag im mesophilen Temperaturbereich und bei neutralen pH-Werten. Das Wachs

tum der Bakterienkulturen mit den jeweiligen Monoterpenen als einzige KohJenstoffquelle wur

de in einem Temperaturbereich von 15 - 40°C (Stamm 54Pin) beobachtet, wobei bei Tempe

raturen oberhalb von 35°C die beobachteten Wachstumsraten nur wenig geringer als bei 28°C

waren. Die Bakterien wuchsen jedoch nicht bei Temperaturen oberhalb von 42°C.

Der pH-Bereich des Wachstums der Alcaligenes sp. Stiimme 5lMen, 54Pin, 62Car und 65Phen

lag bei pH 5,9 - 8,4 mit einem Optimum bei pH 6,7 - 7,5.

3.2.3. Vitaminabhangigkeit

Das Vitarninbedtirfnis der isolierten Stiimme wurde unter selektiven Wachstumsbedingungen

gepruft. Es zeigte sich, daB die Stiimme 51Men, 54Pin, 62Car und 65Phen in vitarninfreiem

Medium tiber sieben Folgepassagen (0,1 % (v/v), Transferinokulum) wuchsen, ohne daB eine

Anderung der Wachstumsgeschwindigkeit gegentiber Kontrollansatzen auf vitaminhaltigem

Medium erkennbar war.

Tab. 7. Charakteristika der monoterpenverwertenden, nitratreduzierenden Alcaligenes sp.
Stiimme unter selektiven Wachstumsbedingungen mit den jeweiligen MonoterpenkohJenwasser-
stoffen als Kohlenstoffquellen.

Alcaligenes sp. Stamm 51Men Stamm 54Pin Stamm 62 Car Stamm 65Phen

Isolationssubstrat p-Menth-I-en a-Pinen 2-Caren a-Phellandren
Zellform Stabchen Stabchen Stabchen Stabchen
ZellgrbBe
(Ilm x Ilm) 1,3-1,8 x 0,6-0,8 1,3-1,8 x 0,5-0,8 1,3-1,8 x 0,5-0,8 1,3-1,8 x 0,5-0,6
Beweglichkeit beweglich beweglich beweglich beweglich
Temperatur -
Bereich (OC) nicht bestimmt 15 - 40 nicht bestimmt nicht bestimmt
pH - Bereich 6,4 - 8,3 6,3 - 8,4 5,9 - 7,9 5,9 - 7,9
pH -Optimum 7,1 - 7,8 6,7 - 7,5 6,7 - 7,5 6,7 - 7,5
Verdopp-
lungszeit (h) 62,6 56,1 62,5 54,8
Vitarninbedarf kein kein kein kein
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3.2.4. Kohlenstoffquellen und Elektronendonatoren

Die untersuchten Kohlenhydrate wurden durch die Alcaligenes sp. SUirnme 51 Men, 54Pin,

62Car und 65Phen nicht metabolisiert, auch waren aromatischen Verbindungen oder Cycloal

kane keine verwertbaren Kohlenstoffquellen. Organische Sauren wie Acetat, Butyrat, 3-Methyl

butyrat, Hexanoat, Heptanoat, Octanoat, Pyruvat, Fumarat und Succinat dienten als Kohlen

stoffquellen fur das anaerobe Wachstum mit Nitrat.

Tab. 8. Anaerobes Wachstum der denitrifizierenden Starnme auf den getesteten Verbindungen
als einzige Kohlenstoffquelle in Gegenwart von 10 roM Nitrat als Elektronenakzeptor. AIle
Konzentrationsangaben beziehen sich auf die waJ3rige Phase. (* Substanzen mit geringer Was-
serloslichkeit wurden in 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan zugegeben; + gutes Wachstum
/',. 00660 > 0,2; 0 Wachstum /',. 00660 0, I - 0,2; - kein Wachstum /',. 00660 < 0,1; n.b.)

Stamm Stamm Stamm Stamm
Kohlenstoffquelle (roM) 51Men 65Phen 54Pin 62Car

Kohlenhydrate
D-Glucose 5
D-Fructose 5
D-Sorbitol 5
myo-Inositol 5
D-Ribose 5
D-Arabinose 5
D-Xylose 5
D-Saccharose 5
0-Trehalose 5
D-Cellobiose 5

organische SaUl'en
Formiat 40
Acetat 10 + + + +
Pyruvat 5 + + + +
Propionat 5 + + + +
Succinat 5 + + + +
Fumarat 5 + + + +
Butyrat 5 + + + +
3-Methylbutyrat 5 + + + +
Hexanoat 5 + + + +
Heptanoat 5 + + + +
Octanoat 5 + + + +
Glutarat 5
Adipat 5
Pimelat 5
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Stamm Stamm Stamm Stamm
Kohlenstoffquelle (mM) 51Men 65Phen 54Pin 62Car

organische SaL/rell (Fortselz.)
DL-Malat 5 + + + +
D-Gluconat 5 + + +
Benzoat 2
Ascorbat 5

Amillosauren
L-Alanin 5 + + + +
L-Valin 5 + + + +
L-Arginin 5 + + +
L-Glutamat 5 + + + +
L-Phenylalanin 5

Alkohole
Methanol 40
Ethanol 10 + + + +
Cyclohexanol * 2
1,2-Cyclohexandiol * 2
1,4-Cyclohexandiol * 2

Kohlenwassersloffe
Heptamethylnonan *
n-Decan * 2
n-Hexadecan * 2
Cyclohexan * 2
Toluol * 2

3.2.5. Elektronenakzeptoren

Beziiglich der Elektronenakzeptoren unterschieden sich die nitratreduzierenden Bakterien

sUimrne 51Men, 54Pin, 62Car und 65Phen der Gattung Alcaligenes nieht von den Thauera spp.

Stammen. Die Bakterienstamrne sind fakultativ anaerob und besitzen einen strikt respirato

rischen Metabolismus, wobei mit Nitrat, Nitrit oder Distickstoffoxid als Elektronenakzeptoren

ein vergleichbares Waehstum unter selektiven Bedingungen erzielt wurde. Tn Kulturen mit einer

He/C02 (90/10, v/v) -Gasatmosphare wurde elementarer Stiekstoff als Produkt der Nitratreduk

tion gebildet. Die Entstehung von Distickstoffoxid konnte nieht naehgewiesen werden. Die

Alcaligenes sp. Starnme 51 Men, 54Pin, 62Car und 65Phen bildeten bei denitrifizierendem
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Wachstum in Gegenwart von 10 mM Nitrat geringe Mengen an Nitrit « 0,5 mM). Das im Me

dium enthaltene Ammonium wurde teilweise assimiliert, eine Ammonifikation fand nicht statt.

Schwefelverbindungen (Sulfat, Suifit, Thiosulfat), Carbonat oder Fumarat wurden nicht als

alternative Elektronenakzeptoren genutzt.

Tab. 9. Wachstum der monoterpenverwertenden Stfunrne mit den jeweiligen Monoterpensub
straten als einzige Kohlenstoffquelle in Gegenwart verschiedener Elektronenakzeptoren
(+ Wachstum; - kein Wachstum).

Elektronenakzeptor

Sauerstoff
Nitrat (10 mM)
Nitrit (5; 20 mM)
Np(10mM)
Sulfat (10 mM)
Sp, (10 mM)
Sulfit (2; 10 mM)
Carbonat (50 mM)
Fumarat (25 mM)

Stamm 51 Men

+
+
+
+

Stamm 54Pin

+
+
+
+

Stamm 62 Car

+
+
+
+

Stamm 65Phen

+
+
+
+
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Teil II - Monoterpene aIs KohlenstoffqueIIen des mikrobieIIen
Wachstums nitratreduzierender Bakterien

1. Aerobes Wachstum mit Monoterpenen

AIle nitratreduzierenden Bakterienstamme wuehsen aerob in Mineralmedien mit den jeweiligen

Monoterpenen (lsolationssubstrate) als Kohlenstoffquelle. Die aerob waehsenden Fliissigkul

turen, die mit Bakterien aus einer anaerob gewaehsenen Kultur beimpft wurden, zeigten eine

deutlieh verHingerte lag-Phase im Vergleieh zu parallel inkubierten anaeroben Ansatzen. Die ge

testeten Stamme 47Lol und 58Eu sowie 51Men, 62Car und 65Phen bildeten bei aerober

Inkubation auf Minimalmedium-Agarplatten mit den Selektivsubstraten naeh ca. 3 - 6 Woehen

kleine, runde, farblose Kolonien (0 0,2 - 0,3 em).

2. Anaerobe Oxidation von Monoterpenen

Alle sieben monoterpenverwertenden Bakterienstamme wuehsen sowohl in Fliissigkulturen als

aueh auf Minimalmedium-Agarplatten in Gegenwart von Nitrat (10 mM) als Elektronenakzeptor

mit den jeweiligen Monoterpensubstraten als Kohlenstoffquellen.

Anoxisehe Waehstumsbedingungen wurden dureh die Zugabe von 1-2 mM FeS oder altemativ

Aseorbat (4 mM) als Reduktionsmittel gewahrleistet. Die Monoterpenverbindungen (Isolations

substrate) waren einzige organisehe Kohlenstoffquelle fur das Wachstum dieser Bakterienstlirn

me, da Aseorbat keine KohJenstoffquelie fijr das Waehstum der Isolate unter nitratreduzieren

den Bedingungen war. Das Spektrum verwertbarer isoprenoider Substrate wurde eingehend un

tersueht, urn Hinweise auf den anaeroben Metabolismus der monoterpenverwertenden Stamme

zu erhalten.

2.1. Thauera spp.

Von den getesteten azyklisehen, monozyklisehen und bizyklisehen Monoterpenen dienten nur

wenige Verbindungen als KohlenstoffquelJe in Gegenwart von Nitrat als Elektronenakzeptor.

So wuehs Isolat 47Lol nur auf den azyklisehen Monoterpenalkoholen Linalool und Geraniol,

Isolat 21Mol zeigte auf den monozyklisehen Monoterpenalkoholen und -ketonen Menthol, Men

thon, Isomenthol, (+)-Isopulegol und (+)-Pulegon sowie auf 3,7 Dimethyloctan-l-ol ein sieht

bares Wachstum, und Isolat 58Eu konnte neben Eucalyptol die Monoterpenalkene (+)-Sabinen,

(-)-~-Pinen, (-)-a-Phellandren, a-Terpinen, y-Terpinen, Terpinolen, (+)-a-Terpineol und

(+)-Terpinen-4-ol metabolisieren (siehe Tab. 10 und Abb. 17).
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Tab. 10. Anaerobes Wachstum der denitrifJzierenden Stlimme auf den getesteten Verbin-
dungen als einzige Kohlenstoffquelle in Gegenwart von 10 mM Nitral als Eleklronenakzeptor.
Aile Monolerpene wurden in 2,2,4,4,6,8,8-Heplamelhylnonan als organischer Tragerphase zu-
gegeben (+ gules Wachstum D. 00660 > 0,2; 0 Wachstum D. 00660 0,1 - 0,2; - kein Wachs-
lum D. 00660 < 0,1). Die Konzenlralionsangaben beziehen sich auf die waBrige Phase.

KoWensloffguelle (mM) Slamm47LoI Slamm21Mol Slamm58Eu

azyklische Monoterpene

2,6-Dimelhyloctan 4
3,7-Dimethyl-l-oclen 4
(-)-~-Cilronellen 4
Myrcen 4
3,7-Dimelhyl-I-oclanol 4 0

(-)-~-Cilronellol 4
Geraniol 4 +
Nerol 4
(±)-Linalool 4 +

mOllozyklische MOlloterpene

(+)-p-Menth-l-en 4
(-)-cx-Phellandren 4 +
cx-Terpinen 4 +

y-Terpinen 4 +
(+)-Limonen 4 +
(+)-trans-Isolimonen 4
Terpinolen 4 +
p-Cymol 4
(+)-Perillaalkohol 4
(-)-Carveol 4

(+)-Dihydrocarveol 4
Menthol 4 +
(+)-lsomenthol 4 +
(-)-Isopulegol 4 +
cx-Terpineol 4 +
(+)-Terpinen-4-ol 4 0

(-)-Carvon 4

(+)-Dihydrocarvon 4

Menthon 4 +
(+)-Pulegon 4 +

bizyklische MOlloterpene
(-)-trans-Pinan 4

(+)-2-Caren 4
(+)-3-Caren 4
(+)-Sabinen 4 +
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Kohienstoffguelle (mM) Stamm 47Lol Stamm 21Mol
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Stamm 58Eu

bizyklische Monoterpene (Fortsetz.)
(-)-a-Pinen 4
(-)-~-Pinen 4
Eucalyptol 4
(-)-cis-Myrtanol 4
(-)-Myrtenol 4
(+)-Isopinocampheol 4
(-)-Borneol 4
(+)-Fenchol 4
(+)-trans-Myrtanol 4
(a+~)-Thujon 4
(+)-Fenchol 4
(-)-Verbenol 4
(+)-Campher 4

+
+
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Stamm 47Lol

Linalool

Stamm21MoI

~OH

(-)-Menthol (+)-Isomenthol (-)-Isopulegol (+)-Plllegon (-)-Menthon

Stamm 58Ell

o
~H

Eucalyptol (+)-a-Terpineol (+)-Terpinen-4-ol Terpinolen R(+)-Limonen

R(-)-a-Phellandren a-Terpinen y-Terpinen (+)-Sabinen (+13-Pinen

Abb. 17. Wachstumssubstrate (Monoterpene) der Thauera spp.
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2.2. Alcaligelles sp.
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Die Isolate der Gattung Alcaligelles wiesen im Vergleich zu den Thauera spp. Stammen ein re

lativ breites Spektrum verwertbarer Monoterpenverbindungen auf. Wachstumsansiitze mit im

Handel erhiiltlichen Monoterpenen ergaben, daB die monozyklisehen Monoterpenakohlenwas

serstoffe (+)-p-Menth-I-en, (+)-Limonen, (-)-u-Phellandren, u-Terpinen, y-Terpinen, die

bizyklisehen MonoterpenkoWenwasserstoffe (+)-Sabinen, (+)-2-Caren, (+)-3-Caren, (-)-u

Pinen, (-)-~-Pinen, Terpinolen und die Monoterpenalkohole (+)-u-Terpineol und (+)-Terpinen

4-01 als Kohlenstoffquellen in Gegenwart von Nitrat von den Alcaligenes sp. Stammen 51 Men,

54Pin, 62Car und 65Phen metabolisiert wurden (siehe Tab. II und Abb. 18). Das Waehstum

mit der azyklischen Verbindung Myreen als Kohlenstoffquelle wurde nur mit Stamm 65Phen

beobaehtet.

Tab. 11. Anaerobes Waehstum der denitrifizierenden Stamme auf den getesteten Verbin-
dungen als einzige Kohlenstoffquelle in Gegenwart von 10 ruM Nitrat als Elektronenakzeptor.
Aile Monoterpene wurden in 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan als organiseher Triigerphase zu-
gegeben (+ gutes Waehstum t. OD660 > 0,2; 0 Waehstum t. OD660 0,1 - 0,2; - kein Waehs-
tum t. OD660 < 0,1; n.b. nieht bestimmt). Die Konzentrationsangaben beziehen sieh auf die
wiiBrige Phase.

Stanun Stanun Stanun Stanun

Kohlenstoffquelle (ruM) 51Men 65Phen 54Pin 62Car

azyklische MOlloterpelle
2,6-Dimethyloctan 4
3,7-Dimethyl-I-oeten 4
(-)-~-Citronellen 4
Myreen 4 n.b. + n.b.
3,7-Dimethyl-I-oetanol 4
(-)-~-Citronellol 4
Geraniol 4
Nerol 4
(±)-Linalool 4

mOllozyklische MOlloterpelle
(+)-p-Menth-l-en 4 + + + +
(-)-u-Phellandren 4 + + + +
u-Terpinen 4 + + + +
y-Terpinen 4 + + + +
(+)-Limonen 4 + + + +
(+)-trQlls-Isolimonen 4
Terpinolen 4 + + + +
p-Cymol 4
(+)-Perillylalkohol 4
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Stamm Stamm Stamm Stamm
KoWenstoffguelle (mM) SIMen 6SPhen S4Pin 62Car

mOlloz:yklische Monoterpene (Fortsetz.)
(-)-Carveol 4
(+)-Dihydrocarveol 4
Menthol 4

(+)-Isornenthol 4
(-)-Isopulegol 4
a-Terpineol 4 n.b. + + n.b.
(+)-Terpinen-4-o1 4 + 0 0 0

(-)-Carvon 4
(+)-Dihydrocarvon 4

Menthon 4
(+)-Pulegon 4

bizyklische Monoterpene
(-)-tralls-Pinan 4
(+)-2-Caren 4 0 0 0 +
(+)-3-Caren 4 0 0 0 +
(+)-Sabinen 4 + + + +
(-)-a-Pinen 4 + + + +
(-)-p-Pinen 4 + + + +
Eucalyptol 4
(-)-cis-Myrtanol 4
(-)-Myrtenol 4
(+)-Isopinocampheol 4
(-)-Borneol 4
(+)-Fenchol 4

(+)-trans-Myrtanol 4
(a+p)-Thujon 4
(+)-Fenchol 4
(-)-Verbenol 4
(+)-Carnpher 4
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Myrcen (+)-p-Menth-I-en R(-)-{l-Phellandren a-Terpinen y-Terpinen

Terpinolen R(+)-Limonen (+)-Terpinen-4-ol (+)-a-Terpineol

(+)-Sabinen (+)-2-Caren (+)-3-Caren (-)-a-Pinen (-)- ~-Pinen

Abb. 18. Wachstumssubstrate (mono- und bizyklische Monoterpene) der Alcaligenes sp.
Stamme 51Men, 65Phen, 62Car und 54Pin.

3. Bilanzierung des anaeroben Monoterpenabbaus

Zur Quantifizierung des anaeroben Wachstums mit ausgewahlten Monoterpenen (Isolations

substrate) wurde in Kulturen der Stiirnme 2lMol, 47Lol und 58Eu sowie 54Pin die metabo

lische Umsetzung dieser Verbindungen unrersucht. Die Experimente wurden in 150 mJ Serum

flaschen mit einem Kulturvolumen von 120 ml durchgefuhrt, wobei im Verhaltnis zur verfiig

baren Menge des Elektronenakzeptors (10 roM Nitrat) bei angenommener vollstandiger Ox.ida

tion eine limitierende und eine iiberschiissige Menge an Monoterpen eingesetzt wurde. Die Zu

nabme der optischen Dichte, die Abnahme des Nitrats, die intermediare Bildung von Nitrit und

die Abnahme des Monoterpens wurden wahrend des Wachstums bestimmt.
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Tab. 12. Quantifizierung des anaeroben Wachstums von Stamm 58Eu auf Eucalyptol und
Nitrat. Stamm 58Eu wurde in 120 mI Ascorbat-reduziertem Medium mit Nitrat (10 mM) und
Eucalyptol (in Heptamethylnonan als inerter Tragerphase) kultiviert.

Experiment
"st6chiometrisch

C-limitiert ausgeglichen" NO,-limitiert

Eucalyptol eingesetzt ().Lmol) 72 209 480
Eucalyptol verbraucht ().Lmol) 67 158 167
Nitrat verbraucht (~mol) 1151 1151 1157
Nitrit gebildet ().LillO!) 1063 0 0
Bakterienwachstllill (Zlinahme der 0,145 0,327 0,373

optischen Dichte (£1 OD660»
theoretische Monoterpenoxidation zu 3752 8848 9352

CO, ().Lmol Elektronen) I

NO,-Reduktion zu N, ().Lillol Elek- 2566 5755 5785
tronen) ,

Elektronenverhaltnis 1,46 1,54 1,62
(C-Oxidation : N-Reduktion)

I bei vollsliindiger Oxidalion von Eucalyptol zu CO, werden entsprechend der Gleichung C,lJH"O + 19 H,O --->
lOCO, + 56 Elektronen + 56 W pro mol Eucalyptol 56 mol Eleklronen erhalten
, bei Reduklion von NO,- zu N, werden unler Beriicksichligung des gebildelen Nitrits 5· (NO,' verbraucht 
NO,' gebildet) + 2 . (NO,' gebildel) Eleklronen umgesetzt

In den NO,-limitierten Kulturen des Stamms 58Eu wurden nur ein Drittel des angebotenen MOo

noterpens unter vollstandiger Reduktion des Nitrats umgesetzt. In unbeimpften Kontrollen

konnte iiber die gesamte Inkubationszeit weder ein Verlust an Monoterpenen festgestellt werden

noch wurde Nitrat durch das als Reduktionsmittel eingesetzte Ascorbat chemisch reduziert.

Entsprechende Experimente zur quantitativen Bestimmung des Monoterpenverbrauchs bei

gleichzeitiger Nitratreduktion wurden auch fUr die 17wuera-Stamme 21Mol und 47Lol sowie fUr

Alcaligenes sp. Stamm 54Pin durchgefUhrt. In Kulturen mit begrenztem Kohlenstoffangebot

kam es bei den Stammen 58Eu und 21Mol zur intermediaren Anhaufung von Nitrit, jedoch

nicht bei den Stammen 47Lol bzw. 54Pin.

Die Bilanzierung des anaeroben Abbaus der Monoterpene Linalool, Menthol, Eucalyptol sowie

a-Pinen in Gegenwart von Nitrat ergab, daB diese Verbindungen vollstandig mineralisiert wur

den. Das Verhaltnis der Elektronen, die bei vollstandiger Oxidation der Monoterpene zu CO,

gebildet bzw. bei der Reduktion von NO, zu N, verbraucht wurden, lag zwischen 1,4 und 1,6.
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Tab. 13. Quantifizierung des Monoterpenverbrauchs und Nitratreduktion durch Thauera spp.
und Alcaligenes sp. Stamm 54Pin

Thauera sp. Thauera sp. Thauera sp. Alcaligenes sp.
Stamm 58Eu* Stamm 21Mol Stamm 47Lol Stamm 54Pin

KoWenstoffquelle Eucalyptol Menthol Linalool a-Pinen
Monoterpen verbraucht (flmol) 158 139 193 II3
Nitrat verbraucht (flmol) 1151 1183 1234 940
Biomasse gebildet (mg) I 24,3 14,2 18,0 10, I
Monoterpen dissimiliert (flmol) 2 86 99 140 83
ElektronenverhaItnis 1,54 1,36 1,75 1,35

(C-Oxidation : N-Reduktion) 3

Elektronen-Bilanz 4 0,84 0,97 1,27 0,99

* Originaldaten aus Tab. 12.
I Die gebildete Biomasse wurde unter der Annahme berechnet, daB der Proteingehalt der Zellen ca. 50% der bakte
riellen Trockenmasse entspricht und unter Einbeziehung der experimentell bestimmten OD,,,,-Protein-Korrela
tionsfaktoren. Eine optische Dichte t. 00"", von I entsprach 216,374 bzw. 310 mg Protein!1 fUr die Stamme
2 JMol, 47Lol bzw. 58Eu sowie 321 mg Proteinll fUr Stamm 54Pin.
, Der Anteil der vollstandig oxidierten Monolerpene ergab sich aus der Differenz der Gesamtmenge an verbrauch
Iec Monoterpenen und des Anteils, der in die Bildung der Biomasse einging. Die Menge an assimilierten Mono
terpenen wurde unter Annahme folgender Gleichungen errechnet. wobei die Zusammensetzung dec Zellbiomasse
mit C4H70 3 angenommen wurde.

Eucalyptol, Linalool: 17 C IOH I8O + 54 CO, + 43 H,O ---> 56 C,H,O,
Menthol: 17 C IOH200 + 62 CO, + 33 H,O ---> 58 C,H,o,
a-Pinen: 17 CIOH" + 54 CO, + 60 H,o ---> 56 C,H,03

3 Das Verhaltnis von Elektronendonor zu Elektronenakzeptor berechnet sich aus der Anzahl der Elektronen, die
unter dec Annahme dec vollstandigen Mineralisierung dec Monoterpene freigesetzt werden, und dec Anzahl cb"
Elektronen, die wahrend der Nitratreduktion verbrauchl werden (s. Tab. 12).
4 Die Berechnung dec Eleklronenbilanz basiert auf dem Verhiiltnis der Elektronen aus der Dissimilation der Mono
terpene zu CO, und der Elektronen aus der Nilratreduklion.

FUr denitrifizierendes Bakterienwachstum ktinnen im allgemeinen fUr das ElektronenverhaItnis

Werte im Bereich von 130 - 150 % angenommen werden, urn den Anteil der Zellbiosynthese

zu decken. Auch die Elektronenbilanz, in der die Assimilation eines Teils der verbrauchten

Monoterpenmenge berucksichtigt wurde, ergab Werte zwischen 0,8 und 1,3. Die Abweichung

yom theoretischen Wert 1,0 ist durch die Bildung von Speicherstoffen (Poly-~-hydroxybutyrat)

erkHirbar, die fUr Organismen der Gattung Thauera beschrieben worden ist (Anders et aI.,

1995) und auch in SUbstrat-UberschuB-Kulturen lichtmikroskopisch beobachtet wurde.
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Abb. 19. Anaerobes Wachstum von Stamm 58Eu auf Eucalyptol und Nitrat. Der Stamm wur
de in ISO ml Serumflaschen, die mit teflonisierten Butylsepten verschlossen waren, in 120 ml
Ascorbat-reduziertem Medium, 210 ~mol Eucalyptol (in 10 ml Heptamethylnonan als inerter
Tragerphase) und Nitrat (10 mM) kultiviert. Wiihrend des Wachstums wurden die optische
Dichte bei 660 nm (e) und die Konzentrationen an Nitrat (0) und Nitrit (\7) sowie an Euca
lyptol (A ) (bezogen auf die wiiBrige Phase) bestimmt.

2.0

1.5

~
E- 1.0

oo
(ij
c

:.:J 0.5

0.0

0.2

~o
~ 0.1

0.0

10

8

6

4

2

a

E
Z
"0
C
::J

g
Z

a 10 20 30 40 50 60 70

Zeit (h)

Abb. 20. Anaerobes Wachstum von Stamm 47Lol auf Linalool und Nitrat. Experimentelle
Einzelheiten entsprechen den Angaben zu Abb. 19. Zunahme der optische Dichte bei 660 nrn
(e), Nitrat (0), Nitrit (\7) und Linalool (6).



Teil III - Untersuchungen zurn anaeroben Metabolisrnus von
Monoterpenen

1. Thauera sp. 47Lol

1.1. Wachstum von Stamm 47Lol mit azyklischen Monoterpenen

Der Abbau azykJiseher Kohlenwasserstoffe in waehsenden Kulturen von Stamm 47LoI wurde

mit einem Gemiseh azykJiseher Monoterpenalkohole und -alkene (3,7-Dimethyl-l-oetanol, 3,7

Dimethyloet-I-en, p-Citronellen, p-Citronellol, Geraniol, Nerol, Linalool) sowie dem Alkan

2,6-Dimethyloetan in Gegenwart von Nitrat (10 mM) untersueht. Die Endkonzentration der

eingesetzten Verbindungen in den Versuehsansatzen betrug jeweils 0,2 mM bezogen auf die

waBrige Phase. 2,6-Dimethyloetan diente nieht als KoWenstoffquelle fur das denitrifizierende

Waehstum des Bakterienstamms 47Lol und wurde als interner Standard verwendet. Als Inoku

lum fUr die Waehstumsansiitze wurden 10 % (v/v) einer auf Linalool gewaehsenen Kultur ein

gesetzt.
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Abb. 21. Zeitlicher Veriauf der Kultivierung von Stamm 47Lol mit einem iiquimolaren
Gemiseh azykliseher Monoterpene unter Bildung einer unbekannten Substanz X in den
Ansiitzen. Die angegebene relative Monoterpenmenge wurde experimentell in der organisehen
Triigerphase mit 2,6-Dimethyloetan als interner Standard bestimmt.
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Die zu Beginn des Experiments (Analysen der organisehen Triigerphase naeh 3 h und 6 h) zu

beobaehtende Zunahme an Linalool war dureh das Einbringen dieser Verbindung mit dem

Inokulum und die ansehlieBende Einstellung des Gleiehgewiehts in dem experimentellen

3-Phasen-System zu erkJiiren. Der zeitliehe Verlauf der Umsetzung der eingesetzten Kohlen

wasserstoffe unter gleiehzeitiger Reduktion von Nitrat zeigte, daB die Monoterpenalkohole

Nerol, Geraniol und Linalool innerhalb von 100 h bzw. 200 h (Linalool) vollstiindig verwertet

wurden. Die Abnahme der Verbindungen Citronellol und 3,7-Dimethyl-I-octanol war nieht mit

einer weiteren Nitratreduktion verbunden (T > 200 h). Die aliphatisehen Kohlenwasser

stoffverbindungen 2,6-Dimethyloctan, 3,7-Dimethyl-l-octen und Citronellen wurden nieht ab

gebaut. Zusiitzlieh wurde gasehromatographiseh die Bildung einer Verbindung naehgewiesen,

deren Konzentration naeh ca. 100 h ein Maximum erreiehte und im Verlauf der Kultivierung

wieder abnahm (siehe Abb. 21). Die gasehromatographiseh-massenspektroskopisehe Analyse

ergab, daB 3,7-Dimethyl-2,6-octadienal in den Waehstumsansiitzen gebildet wurde (siehe Abb.

22).

Die eingesetzten Monoterpene und die gebildeten Metabolite wurden dureh die gasehromatogra

phisehe Trennung auf zwei versehiedenen Kapillarsiiulen und den Vergleieh mit authentisehen

Reinsubstanzen identifiziert (Retentionszeiten, Kovats-Indizes, Additionsanalysen). Die Alde

hyde Geranial und Neral waren handelsiiblieh nur als Gemiseh (Citral) erhiiJtlieh, deshalb wur

de die Identifikation dieser Substanzen dureh gasehromatographiseh-massenspektroskopisehe

Analyse von Proben der organisehen Phase besUitigt.
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Abb. 22. Gasehromatographiseh-massenspektroskopisehe Identifizierung der in waehsenden
Kulturen von Stamm 47Lol (s. Abb. 21) gefundenen Substanz als 3,7-Dimethyl-2,6-octadienal.
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1.2. Anaerobe Oxidation von Linalool, Geraniol und Nerol durch Stamm 47Lol

Der Abbau der Monoterpenalkohole Linalool, Geraniol und Nerol wahrend des Wachsturns von

Stamm 47LoI unter nitratreduzierenden Bedingungen wurde naher untersucht. Die Wachstums

ansatze wurden mit 4 rnl (3,3 %, v/v) einer Kohlenstoff-limitierten Ku1tur auf Linalool be

irnpft, urn den Eintrag von Linalool durch das Inokulurn zu vermeiden. Die Kulturansatze wa

ren Nitrat-Iimitiert, urn gegebenenfalls rnikrobielle Transformationsreaktionen und die Bildung

von Intermediaten in der stationllren Wachsturnsphase nach vo!Istllndiger Reduktion des Nitrats

ebenfalls zu erfassen.
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Abb. 23. Anaerobes Wachsturn von Stamm 47Lol mit Linalool (2,1 mM) und Nitrat
(10 mM). Die Kulturansatze enthielten Heptarnethylnonan als organische Tragerphase.
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In Gegenwart von Linalool und Nitrat erfolgte der Abbau von Linalool durch Stamm 47Lol un

mittelbar (Abb. 23). Die transiente Bildung von Geraniol und Geranial konnte analytisch nach

gewiesen werden. Ein Anstieg der gebildeten Menge an Geraniol (tralls-3,7-Dimethyl-2,6-octa

noll wurde beobachtet, nachdem das angebotene Nittat vollstiindig reduziert war. Geraniol

akkumulierte in den Kulturen bis zu einem Linalool ; Geraniol-VerhaItnis von II; I. Das cis-Iso

mer Nerol wurde weder in der Wachstumsphase noch in der stationaren Phase der Kulturen be

obachtet. Die Nachweisgrenze der verwendeten Analysemethode lag bei 0,2 J.lmol Monoterpen

pro Kultur.
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Abb. 24. Anaerobes Wachstum von Stamm 47Lol mit Geraniol (2,3 mM) und Nitrat
(10 mM).



Ergebnisse 73

Bei Wachstum auf Geraniol und Nitrat bildete Stamm 47Lol bereits in der exponentiellen

Wachstumsphase Linalool und Geranial sowie Spuren an Neral (Abb. 24). Nach Erreichen der

stationaren Wachstumsphase (nach 40 h) nahmen Geraniol und das gebildete Geranial ab, dage

gen nahm der Gehalt an Linalool weiter zu. Das Verhaltnis von Linalool zu Geraniol lag am En

de bei 10: I.
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Abb. 25. Transformation von Nero] durch Stamm 47Lol. Die Anfangskonzentration an Nerol
betrug 2,5 mM.

1m Gegensatz zu Linalool und Geraniol wurde Nerol durch Stamm 47Lol nicht mineralisiert.

Parallel zur Abnahme an Nerol wurden nahezu stOchiometrisc.he Mengen an Neral gebildet

(Abb. 25). Gleichfalls wurde Geraniol, das in geringen Mengen als Nebenprodukt im Nerol
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enthalten war, offenbar zu Geranial oxidiert bzw. zu einem geringen Teil zu Linalool transfor

miert, jedoch wurde Geraniol nicht vollstandig oxidiert. Die Reduktion von Nitrat bzw. ein sig

nifikantes Bakterienwachstum wurden nicht festgestellt. Das gebildete Neral inhibiert anschei

nend die Oxidation von Geranial.

1.3. Regioselektive Umlagerung von Monoterpenalkoholen in cytosolischen

Extrakten

Vorversuche zeigten, daB bereits 0,2 % (v/v) Linalool in Abwesenheit einer organischen Tra

gerphase das Wachstum der Bakterien hemmte, d.h. das Wachstum verlangsamt wurde. In Ge

genwart von 1 % (v/v) Linaolool konnte kein Wachstum erzielt werden. Eine organische Tra

gerphase war fur die Kultivierung von Stamm 47Lol erforderlich, allerdings konnte anstelle des

routinemaBig verwendeten Heptamethylnonans auch dickfliissiges Paraffin als organische Tra

gerphase verwendet werden, ohne daB das Wachstum von Stamm 47Lol negativ beeinfluBt

wurde. Ein Anstieg der optischen Dichte und darnit der Bakterienzelldichte wurde proportional

zur Erhahung der Nitratmenge bei routinemaBiger Kultivierung mit to ~mol Linalool in 0,5 rnI

Heptamethylnonan in einem Konzentrationensbereich von 10 - 50 rnM erzielt. Bei dem Ver

such, hahere Zelldichten in Kulturvolumen bis 500 ml zu erzielen, zeigte sich jedoch, daB eine

Alkalisierung des carbonatgepufferten Mediums eintrat:

Als Foige davon ergab sich ein deutlich verlangsamtes, nicht exponentielles Wachstum, und

insgesamt wurden geringere Zelldichten gebiJdet. Bei pH-Werten pH > 8 war kein bakterielles

Wachstum zu beobachten, dariiberhinaus karn es zur Lyse der Bakterienzellen in den Kulturen.

Die Gewinnung von Bakterienzellmasse wurde deshalb in einem pH-reguJierten Fermenter in

einem VolumenmaBstab von 10 I etabliert (Biostat A; Braun Biotech, Melsungen). Die Kulti

vierung von 77,Gllera sp. 47Lol erfolgte durch diskontinuierliche Zugabe des Kohlenstoffsub

strats Linalool. Problematisch war dabei, daB Kulturen, die bereits die spat-exponentielle (oder

stationare) Wachstumsphase erreicht hatten, nach Zugabe von Nitrat und Linalool kein expo

nentielles Wachstum mehr zeigten, d.h. eine entsprechende weitere Zunahme der Bakterienzell

dichte nicht mehr erzielt wurde. In einer Fed-Batch-Kultur mit 70 rnM Nitrat konnte nach 70 h

eine optische Dichte OD660 von 1,3 erzielt werden (siehe Abb. G2 im Anhang).

Die enzyrnkatalysierte Isomerisierung von Linalool und Geraniol in Zellextrakten von 77Uluera

sp. Stamm 47Lol konnte photometrisch nieht erfaBt werden, da die UV-VIS-Spektren von

Linalool und Geraniol nahezu identisch waren (Tabelle der Absorptionsmaxima im Anhang,
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Tab. G9). Die Reaktion wurde deshalb durch die gaschromatographische Analyse von waBri

gen Proben der enzymatischen Testansatze verfolgt.

Aufgrund des thermodynamischen Gleichgewichts der allylischen Transformation der Mono

terpenalkohole Linalool und Geraniol (s. Abschnitt 1.2.) wurde experimentell die Reaktion mit

dem Substrat Geraniol gestartet und die Bildung von Linalool bestimmt. Die stereoselektive Iso

merisierung von Geraniol zu Linolool wurde sowohl mit zellfreiem Rohextrakt als auch mit

cytosolischem Zellextrakt in Geraniol-gesattigtem HEPES-Puffer (I ()() mM, pH 7,0) bei Raum

temperatur (20°C) unter aeroben Bedingungen beobachtet. Der Zusatz von 0, I mM Dithiothrei

tol als Reduktionsmittel zu zellfreien Rohextrakten bzw. zu cytosolischen ZeJlextrakten hatte

keinen erkennbaren EinfluB auf die enzymkatalysierte Bildung von Linalool. Geraniol war in

100 mM HEPES, pH 7,0 stabil, eine abiotische Umlagerung fand nicht statt.

Die Isomerisierung von Geraniol zu Linalool mit cytosolischem ZeJlextrakt erfolgte jedoch nicht

stbchiometrisch, und das gebildete Linalool sowie die Summe der analytisch erfaBten Monoter

pene nahmen in den Reaktionsansatzen tiber die Zeit ab (Abb. 26). Es ist anzunehmen, daB

durch den eingesetzten Zellextrakt unter aeroben Bedingungen gleichzeitig die Oxidation von

Geraniol erfolgte, ohne daB Geranial als Oxidationsprodukt direkt in den Reaktionsansatzen

gaschromatographisch nachweisbar war.

Urn die konkurrierende Oxidation von Geraniol zu Geranial zu unterdriicken, wurde der Zell

extrakt dialysiert. Mit dem dialysierten, cytosolischen Zellextrakt stellte sich ein Gleichgewicht

der Isomerisierung von Geraniol zu Linalool ein, eine vollstandig stdchiometrische Umsetzung

wurde jedoch nicht erzielt, wie die Sumrnierung der analytisch gefundenen Monoterpene

(Geraniol, LinalooJ, Geranial, Neral) ergab (Abb. 26). Neben Geranial wurde auch Neral in

den Reaktionsansatzen mit dem dialysierten, cytosolischen Zellextrakt gaschromatographisch

nachgewiesen. Die beobachtete Abnahme der Gesamtmonoterpenmenge tiber die Zeit ist wahr

scheinlich durch den diffusiven Verlust der Substanzen zu erklaren.
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Abb. 26. Isomerisierung von Geraniol zu Linalool in eytosolisehen Zellextrakten von Stamm
47Lol vor (oben) und naeh der Dialyse mit einer AussehluBgroBe von 10000 Dalton (unten).
Eine Kalibrierung der Peakflliehen fUr Linalool, Geranial und Neral erfolgte in diesem Experi
ment niehl. Eine Peakflliehe von 100 000 entspraeh einer Geraniolmenge von 1,0 IlmOI pro rnl
Reaktionsansatz (oben) bzw. eine Peakflliehe von 250000 entspraeh 2, I Ilmol Geraniollrnl Re
aktionsansatz (unten).
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2. Thauera sp. 2IMol

2.1. Wachstum von Stamm 21Mol auf Pfefferminzol

77

In wachsenden Kulturen von Thauera sp. 21Mo! auf racemischem Menthol und Nitrat konnten

geringe Mengen an Transformationsrnetaboliten in der Heptamethylnonan-Phase nachgewiesen

werden. Bei den unbekannten Substanzen mit den berechneten KI-Werten von 1156,4 und

1167,7 konnte es sich urn Menthon (KI = 1150) und 1sornenthon (KI = 1160) handeln.

Als Kohlenstoffquelle des anaeroben Wachsturns wurde atherisches Pfefferrninzol (Mentha

piperita, L.) getestet, das als Hauptkornponenten ca. 37,5 % Menthon, 32, I % Menthofuran,

10,6 % 1,8-Cineol und 6,6 % Menthylacetat enthielt (s. Tab. 14). Die Nitrat-limitierte Kulti

vierung von Thauera sp. Stamm 21Mol auf Pfefferrninzol (I % (v/v) in HMN) ergab eine Ab

nahrne insbesondere der irn Pfefferrninzol enthaltenen Monoterpenalkohole und -ketone L-Men

thol, 1so- und Neornenthol, Isopulegol sowie Menthon und Pulegon unter gleichzeitiger Reduk-

Tab. 14. Wachsturn von Thauera sp. Stamm 21Mol auf PfefferrninzOl (Mentha piperita, L.).
Die Terpene sind entsprechend der Elutionsfolge auf der PVMS-Saule (5 % Phenyl - 95 %
Methylsiloxan) aufgefiihrt. Angegeben ist die prozentualle Veranderung des Gehalts der
identifizierten Inhaltstoffe im Pfefferminzol nach 4 und 7 Tagen (irn Verhaltnis lOr Peakflache
zurn Zeitpunkt T = 0 d; Fehlerbereich der Messungen +/- 10 %).

Monoterpen- Anteil irn athe- Veranderung des Gehalts

kornponente rischen 01 (%) T=4d T=7d

(X-Pinen 0,3 15,3 + 52,6
Sabinen 0,1 + 69,2 + 196,2
~-Pinen 0,2 6,9 + 48,5
Myrcen 0,2 + 9,8 + 83,2
2-Caren 0,3 + 6,7 + 38,9
p-Cyrnol 0,1 + 14,2 + 1795,3
Lirnonen 1,8 + 43,6 + 118,4
1,8-Cineol 4,9 7,6 + 39,3
Isopulegol 0,9 - 100,0 100,0
Menthon 17,4 27,3 + 4,4
MenthofuranlNeomenthol 14,9 41,9 7,5
L-Menthol 51,4 100,0 100,0
4-Terpineol 1,9 87,9 81,4
1sornenthol 0,8 98,2 100,0
(X-Terpineol 0,1 + 136,9 + 416,4
Pulegon 1,1 100,0 100,0
Piperiton 0,6 100,0 100,0
Menthylacetat 3,1 9,9 10,5
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tion von 10 mM Nitrat und einer Zunalune der optischen Dichte bei 660 nrn urn 0,37 (nach

einer Inkubationszeit von vier Tagen). Neben der Abnalune der oben genannten und in Einzel

substratansatzen als Wachsturnssubstrate bestimmten rnonozyklischen Monoterpene war eine

Abnahme von 4-Terpineol zu beobachten. Zusatzlich wurde die Bildung von Transformations

produkten beobachtet, bei denen es sich nach den Retentionsanalysen (Retentionszeit, KI-Wer

tel urn Lirnonen, a-Terpineol, Sabinen und p-Cyrnol handeln konnte. 4-Terpineol konnte das

Edukt fiir ein Teil der beobachteten Produktbildung sein. Nach sieben Tagen nalunen die Trans

formationsprodukte Lirnonen, Sabinen, a-Terpineol und p-Cymol weiter zu, und es kam zur

Bildung weilerer Transformationsprodukte, die vorlaufig als Myrcen, 2-Caren und p-Pinen

identifiziert wurden. Auch der Gehalt an 1,8-Cineol und Menthon stieg wieder an.

3. Thauera sp. SSEu

3.1. Wachstum von Stamm SSEu auf atherischen Olen

Die Kultivierung von Thauera sp. Stamm 58Eu auf Fichtennadel- und Pfefferrninzol, das in

Heptamethylnonan gelost war, verdeutlichte die selektive Urnsetzung einzelner Monoterpene

aus dem angebotenen Gemisch. Das verwendete Fichtennadelol (Abies sp., Picea sp. u. a.)

setzte sich aus ca. 26,4 % Limonen, 24,5 % a-Pinen, 17,8 % Camphen, 15,1 % Bomyl

acetat und 5,4 % ~-Pinen zusammen. Beim denitrifizierenden Wachsturn von Stamm 58Eu auf

Fichtennadelol nahrnen innerhalb von 25 Tagen Lirnonen urn 71 % , Terpinolen urn 87 % und

Sabinen urn 100 % ab, auf Pfefferminzol war nach vier Tagen 1,8-Cineol (Eucalyptol) voll

slandig abgebaut. Der Gehalt an p-Cymol stieg auf 208 % an. Andere Kornponenten des Pfef

ferminzols wurden nicht umgesetzl, auch nach 3 Monaten war keine weitere Nitratreduktion

feststellbar.

3.2. Transformationsprodukte des Eucalyptolabbaus

In mit Eucalyptol wachsenden Kulturen von Stamm 58Eu wurden die Monoterpene

a-Terpinen, y-Terpinen und Terpinolen in geringen Mengen in der organischen Tragerphase ge

funden. Die Verbindungen wurden gaschrornatographisch direkt aus der organischen Hepta

rnethylnonan-Phase nachgewiesen (Nachweisgrenze der Analyse: 10 11M), und die Identifika

tion der Substanzen erfolgte mit zwei Kapillarsaulen unterschiedlicher Polaritat. Die detektierten

Monoterpene waren nicht in der als Kohlenstoffquelle eingesetzten Reinsubstanz enthalten und

Eucalyptol war unter den Versuchsbedingungen chemisch stabiI, d.h. die Substanzen wurden in

sterilen Kontrollansatzen unter anoxischen Bedingungen nicht abiotisch gebildet.
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3.3. Anaerober Abbau mono- und bizyklischer Monoterpene durch Stamm 58Eu

Beim Wachstum von Thauera sp. Stamm 58Eu auf einem Gemisch mono- und bizyklischer

Monoterpene (Mix 2), das p-Menth-I-en, a-Phellandren, Limonen, a-Terpinen, y-Terpinen, p

Cymol, Eucalyptol, Terpinen-4-ol, Sabinen, 2-Caren, 3-Caren und a-Pinen enthielt, wurde die

Abnahme des Monoterpenalkohols Terpinen-4-o1 und des Monoterpenethers Eukalyptol unter

gleichzeitiger Nitratreduktion beobachtet. Eine Metabolisierung anderer mono- und bizyklischer

Monoterpene war innerhalb von 17 Tagen analytisch nicht nachzuweisen. Dieses deutet darauf

hin, daB die Umsetzung von a-Phellandren, a-Terpinen, y-Terpinen, Limonen und Sabinen

durch die Anwesenheit einer oder mehrerer der nicht-wachstumsfordernden Monoterpene p

Menth-I-en, p-Cymol, 2-Caren, 3-Caren und a-Pinen gehemmt wurde.

4. Alcaligenes sp.

4.1. Wachstum auf atherischem FichtennadelOl

Die Alcaligenes sp. Stamme 51Men, 54Pin, 65Car und 65Phen wurden mit Fichtennadelol

(0,2 %, v/v in HMN) als Kohlenstoffquelle kultiviert. Als Inokulum wurden Kulturen verwen

det, die auf demjeweiligen Isolationssubstrat und Nitrat gewachsen waren. 1m Verlauf der In

kubation zeigte sich, daB die irn atherischen FichtennadelOl enthaltenen MonoterpenkoWenwas

serstoffe von den Alcaligenes sp. Stammen metabolisiert wurden. Ein Vergleich der prozentu

alen Abnahme der identifizierten Monoterpene ergab keinen Hinweis auf einen sequentiellen

Abbau bi- und monozyklischer Monoterpene. Vielmehr blieb die relative Abnahme der einzel-

Tab. 15. Abbau (oder Transformation) der Monoterpene wahrend des Wachstums von Alcali
genes sp. Stamm 54Pin auf atherischem Fichtennadelol und Nitrat nach 4, 7, 11 und 14 Tagen
(relative Ab-/Zunahme der Monoterpene bezogen auf die Peakflache zum Zeitpunkt T = 0 d
mit Camphen als internen Standard, prozentuale Zusammensetzung des Fichtennadelols (s.
Tab. G6, im Anhang).

Monotepen Struktur T=4d T=7d T= II d T= 14 d

Sabinen C6-C3-Bizyklus 100 100 100 100

Terpinolen C6-Monozyklus 63,4 96,9 97,4 98,2

Limonen C6-Monozyklus 48,3 75,1 83,5 87,2

a-Pinen C6-C4-Bizyklus 16,7 38,7 51,2 56,9

~-Pinen C6-C4-Bizyklus 18,2 38,8 52,1 58,0

3-Caren C6-C3-Bizyklus 7,0 18,5 28,4 32,7

Myrcen azyklisch 4,9 5,1 3,6 2,0

p-Cymol C6-Monozyklus + 85,4 + 118,8 + 128,6 + 128,3
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Abb. 27. Gaschromtographische Analysen der organischen Phase (Ausschnitl des Elutions
fensters der Monoterpene: 1, Tricyc1en, 6.47 min; 2, a-Pinen, 6.82 min; 3, Camphen,
7.28 min; 4, ~-Pinen, 8.22 min; 5, 3-Caren, 9.42 min; 6, Limonen, 10.14 min) wahrend des
Wachstums von Alcaligenes sp. Stamm 54Pin auf Fichtennadelol und Nitrat im Zeitraum von
14 Tagen. Camphen diente als intemer Standard.
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nen Monoterpene im Vergleich zueinander tiber den gesamten Versuchszeitraum gleich, d.h. die

Bakterienstiirnme metabolisierten die im Fichtennadeliil enthaltenen mono- und bizyklische Mo

noterpene zeitlich parallel. Neben der Abnahme zyklischer Monoterpene konnte die Zunahme

des aromatischen Kohlenwasserstoffs p-Cymol beobachtet werden. Tab. IS gibt exemplarisch

den Verlauf des Abbau der Monoterpene tiber 14 Tage (Analyse der organischen Phase nach 4,

7, 11 und 14 Tagen) in wachsenden Kulturen von Alcaligenes sp. Stamm 54Pin wieder.

Der Vergleich des denitrifizierenden Wachstums aller vier Alcaligenes sp. Stamme (51Men,

54Pin, 65Car und 65Phen) auf Fichtennadeldl (0,2 %, v/v in HMN) ergab ein iihnliches Bild.

Die im Fichtennadeliil enthaltenen Monoterpene wurden zeitlich parallel abgebaut. Die in

Tab. 16 wiedergegebenen Umsetzung entsprach ungefiihr 0,6 - 1,0 mM "Gesamt-Monoter

pen" (bezogen auf die wiiBrige Phase). Unter der Annahme einer vollstiindigen Mineralisation

der Kohlenstoffquellen (CIOHI6' mittlere Summenformel) entspricht dies ca. 46 % - 77 % des

theoretischen Elektronenbedarfs fur die vollstiindige Denitrifikation von 10 mM Nitrat. Eine ent

sprechende Nitratabnahme und Zunahme der optischen Dichte war in den Kulturen zu beob

achten.

Tab. 16. Abbau (oder Transformation) der identifizierten Monoterpene wiihrend des
Wachstums der Alcaligenes sp. Stiinune 5lMen, 54Pin, 62Car und 65Phen auf Fichtennadeliil
(0,2 %, v/v in HMN) nach 25 bzw. 14 Tagen (Stanun 54Pin). Angabe der relativen Abnahme
der Monoterpene bezogen auf die Peakfliiche zum Zeitpunkt T = a d mit Camphen a1s internen
Standard (ISTD)).

Zusanunensetzung
des Fichtennade1iils Alcaligenes sp.

(Monoterpen, %) Stanun 51Men Stanun 65Phen Stanun 62Car Stallli11 54Pin

Sabinen 0,1 100 100 100 100
Terpinolen 1,0 100 100 98,0 98,2

Limonen 0,9 98,5 87,8 92,4 87,2
Myrcen 0,7 83,2 100 70,9 2,0
a-Pinen 24,7 43,0 11,4 34,7 56,9
p-Pinen 5,5 40,7 3,5 23,4 58,0
3-Caren 2,6 75,3 15,8 61,4 32,7
Tricyclen 2,6 2,4 0,0 3,3 8,9
Camphen 18,2 ISTD ISTD ISTD ISTD
p-Cymol 26,6 + 430,0 + 306,4 + 655,7 + 128,3
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Neben Sabinen, das nur zu ca. 0,06 % im atherischen 01 enthalten war, wurden bevorzugt die

monozyklischen Monoterpenalkene Limonen und Terpinolen von allen vier Stammen abgebaut.

Bei der mikrobieJlen Umsetzung der bizyklischen Monoterpene 3-Caren (C3-C6-Bizyklus), a

und B-Pinen (C,-C,-Bizyklen) zeigten sich geringe Unterschiede zwischen den Bakterienstam

men. Beide Strukturisomere des Pinens (a- und B-Pinen) wurden zu jeweils gleichen prozen

tualen Anteilen urngesetzt, jedoch von Stamm 65Phen insgesamt zu einem geringeren Teil. Kul

turen der Stamme 51Men und 62Car bauten im Vergleich zu den beiden anderen Stammen einen

haheren Anteil an 3-Caren abo Auffatlig war die Bildung der aromatischen Verbindung p-Cy

mol. Das azyklische Monoterpen Myrcen war im Unterschied zu den anderen Stammen kein

Wachstumssubstrat fur Alcaligenes sp. Stamm 54Pin.

4.2. Transformationsprodukte des anaeroben Abbaus mono- und bizyklischer

Monoterpenkohlenwasserstoffe

Beirn denitrifizierenden Wachstum der Alcaligenes sp. Stamme 51Men, 54Pin, 62Car und

65Phen auf ihren jeweiligen lsolationssubstraten konnten die in Tab. 17 aufgeftihrten Monoter

pene gaschrornatographisch in Konzentrationen von 20 - 50 ~M direkt in der organischen Hep

tarnethylnonan-Phase nachgewiesen werden (Nachweisgrenze der Analyse: 10 ~M). Die Iden

tifikation der Substanzen erfolgte mittels authentischer Reinsubstanzen und DualsauJen-Chro

matographie. Die als KohlenstoffqueJlen eingesetzten Monoterpene besaBen einen Reinheitsgrad

von 95 - 99% (GC), enthielten nicht die gebildeten Metabolite (nach eigener Analyse) und

waren unter den Versuchsbedingungen chemisch stabil.

Tab. 17. Monoterpen-Metabolite, die wahrend des denitrifizierenden Wachstums gebildet
wurden und direkt in der organischen Heptamethylnonan-Phase nachweisbar waren.

KohlenstoffgueJle

Alcaligenes sp.

Stamm 51Men p-Menth-I-en

Stamm 54Pin a-Pinen

Stamm 62Car 2-Caren

Stamm 65Phen a-Phellandren

wahrend des Wachstums gebildete
Metabolite (Monoterpene)

keine

a-Terpinen, Limonen, y-Terpinen,
Terpinolen, p-Cymol

p-Cymol, Limonen, Terpinolen

a-Terpinen, B-Phellandren, p-Cymol,
y-Terpinen
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Abb. 28. Vergleichende Darstellung der Chromatograrnme der gaschromatographischen Ana
lysen der Heptamethylnonan-Phase aller vier Alcaligenes sp. Stlinune nach Wachstum mit Fich
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nen, 6.82 min; 3, Camphen, 7.28 min; 4, ~-Pinen, 8.22 min; 5, 3-Caren, 9.42 min; 6, Limo
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4.3. Anaerobe Oxidation mono- und bizykIischer Monoterpene durch Stamm

54Pin

Flir die Untersuchung des Wachstums des Stamms 54Pin mit mono- und bizyklischen Mono

teipenen wurde ein definiertes, aquimolares Gemisch verschiedener Monoteipene als Kohlen

stoffquelle eingesetzt. Die Endkonzentrationen der eingesetzten Monoterpene (p-Menth-I-en,

a-Phellandren, Limonen, a-Terpinen, y-Terpinen, p-Cymol, Eukalyptol, Terpinen-4-ol, Sabi

nen, 2-Caren, 3-Caren, a-Pinen) betrug jeweils 0,2 mM bezogen auf die waBrige Phase. Die

Wachstumsansatze wurden mit einer auf a-Pinen und Nitrat gewachsenen Kultur beimpft. Die

Analyse der organischen Heptamethylnonan-Phase irn Veriauf des denitrifizierenden Wachs

turns des Stamms 54Pin mit Mix 2 zeigte die Abnahrne der angebotenen Mono- und Bizyklen

unter gleichzeitiger Reduktion von Nitrat und Zunahrne der optischen Dichte. Eucalyptol wurde

nicht metabolisiert und deshalb als interner Standard verwendet. Der zeitliche VerIauf der Um

setzung der eingesetzten Monoteipene ist in Abb. 29 gezeigt.
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Abb. 29. Abnahme der Monoterpene beim anaeroben Wachstum von Stamm 54Pin auf aqui
molaren Mengen verschiedener Monoteipenkohlenwasserstoffe (0,2 mM) und Nitrat
(IO mM). Eucalyptol diente als interner Standard der Analysen.

Nach vollstandiger Reduktion des Nitrats (nach 262 Stunden) ergab sich die in Tab. 18 darge

stellte Abnahme der als Kohlenstoffquellen angebotenen Monoterpene (angegeben ist die rela

tive Abnahrne der eingesetzten Monoterpene irn Verhiiltnis zur Ausgangskonzentration).
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Tab. 18. Wachstum von Alcaligenes sp. Stamm 54Pin mit aquimolaren Mengen verschiedener
mono- und bizyklischer Monoterpene in Gegenwart von Nitrat

Monoterpen

Terpinen-4-o1
Sabinen
a-Phellandren
a-Terpinen
Limonen
y-Terpinen
a-Pinen
2-Caren
p-Menth-I-en
3-Caren
p-Cymol

Struktur

C6-Monozyklus
C6-C3-Bizyklus
C6-Monozyklus
C6-Monozyklus
C6-Monozyklus
C6-Monozyklus
C6-C4-Bizyklus
C6-C3-MonozykJus
C6-Monozyklus
C6-CJ-Bizyklus
C6-Monozyklus

Abnahme bzw. Bildung
der Monoterpene (%)

- 97,0
- 94,2
- 79,1
- 72,1

66,5
- 60,2

45,6
- 39,7
- 33, I
- 26,8
+ 11,3

Beim anaeroben Wachstum von Stamm 54Pin mit aquimolaren Mengen mono- und bizykJischer

Monoterpene wurde die eingesetzten Monoterpene gleichzeitig abgebaut (siehe Abb. 29). Neben

der scheinbar bevorzugten Vmsetzung des monozykJischen Monoterpenalkohols Terpinen-4-ol

(97,0 %) und der bizyklischen Verbindung Sabinen wurden insbesondere die angebotenen

Monozyklen a-Phellandren, a-Terpinen, Limonen und y-Terpinen, wobei sich diese Isomere in

der Position der beiden Doppelbindungen unterscheiden, zu mehr als 60 % abgebaut. Im Ge

gensatz zu den p-Menthadienen wurde p-Menth-I-en hingegen nur zu 33, I % umgesetzt. Der

relative Abbau der bizyklischen Verbindung Sabinen (94,2%) lag im Vergleich zu den anderen

C6-C3-Bizyklen 2-Caren (39,7 %) und 3-Caren (26,8 %) sowie zu a-Pinen (C6-C4-Bizyklus;

45,6 %) deutlich hoher.

Welche Bedeutung die bessere Loslichkeit und damit Bioverftigbarkeit des einzigen Alkohols

(Terpinen-4-ol) bei der erzielten Vmsetzung von 97,0 % hat, konnte aus diesem Experiment

nicht abgeleitet werden. Vnter den Versuchsbedingungen fanden sich die tibrigen Monoter

penkohlenwasserstoffe ca. 95 % der eingesetzten Substanzmenge in der organischen Trager

phase (Tab. G5, Anhang). Vnterschiede in der Loslichkeit und damit Verfugbarkeit der einzel

nen mono- und bizyklischen Monoterpenkohlenwasserstoffe in den Kulturansatzen wurden auf

grund der Ergebnisse der Analysen der organischen Phase als vemachHilligbar angesehen. Die

beobachteten Vnterschiede in der mikrobiellen Vmsetzung verschiedener Strukturisomere der

terpenkohlenwasserstoffe ist moglicherweise auf die Reaktivitat dieser Molektile zurtickzu

ftihren. p-Cymol wurde nicht metabolisiert, vielmehr wurde diese aromatische Verbindung

wahrend des denitrifizierenden Wachstums von Stamm 54Pin gebildet.
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4.4. Einflu6 von Monoterpenalkoholen auf den anaeroben Abbau mono- und

bizyklischer Monoterpene

Der Einflul3 von strukturverwandten Monoterpenalkoholen auf das Wachstum der Alcaligenes

sp. auf Monoterpenalkenen wurde untersucht, urn Hinweise auf Kohlenstoffatome und -bin

dungen der Monoterpene zu erhalten, die moglicherweise an der Aktivierung oder an der Ring

spaltung beteiligte sind. Monoterpenalkohole mit Ausnahme von Terpinen-4-01 und a-Terpineol

waren keine Wachstumssubstrate fUr Alcaligenes sp. (siehe Abschnitt 2.2. in Teil II der Ergeb

nisse). Urn zu kHiren, ob eine beobachtete Hemmung des anaeroben Wachstums auf Mono

terpenkohlenwasserstoffen spezifisch fUr den Metabolismus des Monoterpens war, wurde in

parallelen Experimenten Acetat (20 mM) anstelle der Monoterpenkohlenwasserstoffe als Koh

lenstoffquelle angeboten. In Gegenwart von aquimolaren Mengen an Monoterpenkohlenwasser

stoffen und -alkoholen Ue 2,4 mM) wurde die Inhibierung des Wachsturns von Stamm 65Phen

mit a-Phellandren und Nittat (10 mM) durch die Monoterpenalkohole Myrlenol, Isopinocam

pheol, Perillylalkohol, Carveol und Isopulegol (cis-Verbenol wurde nicht getestet) beobachtet.

Eine generelle Hemmung des Stoffwechsels war in Gegenwart der Monoterpenalkohole Peril

lylalkohol und Carveol mit Acetat (20 mM) als Kohlenstoffquelle zu beobachten. Analoge Er

gebnisse wurden fUr das Wachstum von Stamm 54Pin mit a-Pinen in Gegenwarl der Monoter

penalkohole erhalten. Zusatzlich wurde das Wachstum mit Acetat durch den Monoterpenalkohol

Myrtenol inhibiert.

AIle getesteten Monoterpenalkohole hemmten das anaerobe Wachstum von Alcaligenes sp.

Stamm 54Pin auf a-Pinen; die Metabolisierung von a-Pinen wurde in Gegenwart der Mono

terpenalkohole in Konzentrationen von 500 JlM und 1000 JlM inhibiert. 1m Gegensatz dazu

hatte die aromatische Verbindung p-Cymol keinen Einflul3 auf die anaerobe Monoterpenoxida

tion (Tab. 19). Eine spezifische Inhibierung der katabolen Umsetzung von a-Pinen durch

Stamm 54Pin erfolgt durch Myrtenol, Perillylalkohol und Carveol bereits in Gegenwart von

100 JlM dieser Monoterpenalkohole. Das Wachstum von Alcaligenes sp. Stamm 54Pin war mit

Acetat als alleiniger KohJenstoffquelie (20 mM) und Nitrat (10 mM) auch in Gegenwart der Mo

noterpenalkohole (500 JlM) moglich, die Wachstumsraten waren jedoch insbesondere mit Iso

pinocampheol, Perillylalkohol und Carveol geringer als in Abwesenheit dieser Monoterpenalko

hole. Dies deutet auf eine gleichzeitige unspezifische Hemmung des mikrobiellen Gesamtstoff

wechsels in Gegenwart dieser Alkohole hin.
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Tab. 19. Wachstumsraten (h- I
) des Stammes 54Pin auf a-Pinen (2 mM) und Nitrat (10 rnM)

in Gegenwart von Monoterpenalkoholen bzw. p-Cymol (Wachstum in 10 mI Selektivmedium
und 0,5 mI Heptamethylnonan als Tragerphase) und auf Acetat (20 mM) in Abwesenheit bzw.
Gegenwart von Monoterpenalkoholen

Konzen- Isopino- cis- Perillyl- Iso-
tration Myrtenol campheol Verbenol p-Cymol alkohol Carveol pulegol

Wachslumsralen (I(') mit a-Pinen (2 mM)

0l-lM 0,009 0,006 0,021 0,023 0,022 0,022 0,024

1lJ-M 0,009 0,007 0,022 0,032 0,014 0,014 0,030

10l-lM 0,010 0,008 0,016 0,020 0,019 0,019 0,024

lOOl-lM ° 0,007 0,015 0,014 ° ° 0,028

200l-lM ° 0,004 0,007 0,023 ° ° 0,014

500l-lM ° ° ° 0,023 ° ° °lOO0l-lM ° ° ° 0,012 ° ° °
Wachslumsraten (h-') mit Acetal (20 mM)

0l-lM 0,096 0,167 0,181 0,190 0,149 0,140 0,140
500l-lM 0,108 0,053 0,180 0,266 0,095 0,076 0,117
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Teil IV - Mikrobieller Abbau von Monoterpenen unter anoxischen
Bedingungen

1. PopulationsgrOBe monoterpenverwertender, nitratreduzierender Bakterien

Eine Abschatzung der PopulationsgrbBe monoterpenverwertender Bakterien zweier mikrobieller

Standorte (Belebtschlamm und Boden unter Fichten) wurde mittels serieller Verdiinnungsreihen

(Most Probable Number (MPN-Zellzahl)) verglichen. AJs Kohlenstoffquellen wurden Fermen

tationsprodukte, ein Gemisch aus fiinf Monoterpenen oder a-Terpinen angeboten. Mit den Pro

dukten des fermentativen Abbaus organischer Polymere (Acetat, Lactat, Butyrat, Succinat und

Ethanol) ergaben sich Zellzahlen von 108 Bakterien/ml fiir Belebtschlamm bzw. 107 Bakte

rien/m1 fiir Proben, die aus Boden unter Nadelbaumen (Fichten) entnommen wurden. Mit Mo

noterpenen (im Gemisch oder a1s Einzelsubstanz) a1s Kohlenstoffquelle wurden Zellzahlen von

106/ml bis 107/m1 fur beide Standorte erreicht. Unter der Annahme, daB mit den angebotenen

kurzkettigen Fettsauren die Population der denitrifizierenden Mikroorganismen vollstandig

erfaBt wurde, waren ungefahr 1 % der Mikroorganismen in der Belebtschlarnrnprobe fahig,

Monoterpene unter anoxischen Bedingungen in Gegenwart von Nitrat zu verwerten. Dagegen

konnte ein GroBteil der Mikroorganismen der Bodenprobe Monoterpene abbauen (Tab. 20).

Tab. 20. Abschatzung der Bakterienzellzahlen denitrifizierender Bakterien unter anoxischen
Wachstumsbedingungen mittels most probable number estimation (MPN-Zellzahl) (American
Public Health Association, 1969)

Elektronendonor und Kohlen- Belebtschlamm Waldboden

stoffquelle (Bakterienzellen/ml) (Bakterienzellen/m1)

Fettsaure-Gemisch
(Acetat, Lactat, Butyrat, 4,7 x 108 I,Ox 107

Succinat, Ethanol)
Monoterpen-Gemisch

(a-Terpinen, Eucalytol, 3,1 x 106 1,6 X 106

Sabinen, 2-Caren, a-Pinen)
Monoterpen

(a-Terpinen) 1,6 x 106 1,6 X 107

Die Bestimmung der Nitratabnahme bestatigte das beobachtete Wachstum in den einzelnen Ver

diinnungsstufen. Die gaschromatographische Analyse der organischen Heptamethylnonan-Pha

se gewachsener MPN-Rohrchen der Ansatze mit Belebtschlamm und Waldboden ergab, daB die

im Monoterpengemisch enthaltenen Monoterpene unter nitratreduzierenden Bedingungen abge

baUl wurden.
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2. Abbau von Monoterpenkohlenwasserstoffen und Bildung vonp·Cymol unter
methanogenen Bedingungen

Der anaerobe Abbau von mono- und bizyklischen Monoterpenkohlenwasserstoffen unter me

thanogenen Bedingungen wurde unter Verwendung von Belebtschlamm und mit a-Phellan

dren, Sabinen, 2-Caren und a-Pinen getestet. Die eingesetzten Monoterpene waren tiber einen

Zeitraum von 70 Tagen in Anwesenheit von autoklaviertem Belebtschlamm chemisch stabil,

d. h. ein abiotischer Abbau fand nicht statt. In den Ansatzen mit Belebtschlamm waren 2-Caren

und a-Pinen auch nach 70 Tagen chemisch unverandert. Nach 19 Wochen jedoch waren a-Pi

nen und 2-Caren in den mit Belebtschlamm beimpften Anreicherungskulturen nicht mehr bzw.

nur noch zu 30 % nachweisbar, ohne daB weitere Substanzen in der gaschromatographischen

Analyse der organischen Phase erfaBt wurden.

Dagegen begann der Abbau der Monoterpene a-Phellandren und Sabinen in einem Zeitraum

von 20 - 25 Tagen (Abb. 31 und 32). Parallel zu der Abnahrne von a-Phellandren und Sabi

nen wurde die Bildung einer Substanz gaschromatographisch nachgewiesen, die durch gas

chromatographisch-massenspektroskopische Analyse und durch eine Additionsanalyse mit der

authentischen Reinsubstanz als p-Cymol identifiziert wurde. Einige in der GC-Analyse zusatz

lich detektierbare Peaks konnten aufgrund der geringen Substanzmenge nicht mittets GCIMS

identifiziert werden.
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Abb. 31. Nahezu stochiometrische Transformation von a-Phellandren zu p-Cymol in einer
Anreicherungskultur (0. Passage) unter methanogenen Bedingungen. Die Zunahrne des Trans
formationsprodukts p-Cymol wurde auf die relative Abnahrne von a-Phellandren bezogen. Die
eingesetzte Menge an Monoterpen (1,2 mmol a-Phellandren pro I Medium = 100 %) entsprach
einer Peakflache von 570.000 zu Beginn der Anreicherung (T = 0 d). Die Kontrolle enthielt ein
Viertel der Monoterpenmenge des Wachstumsansatzes.
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Urn zu iiberpriifen, ob die Bildung von p-Cyrnol unter der Annahrne, daB rnolekularer Wasser

stoff freigesetzt wird, ein mikrobielles Wachsturn ermoglicht, wurde die Anreicherungskulturen

mit a-Phellandren und Sabinen auf ein Minirnalrnedium fur methanogene Bakterien transferiert,

das Acetat (2 mM) als Kohlenstoffquelle enthielt. Der anaerobe Abball von Sabinen setzte ohne

zeitliche Verzogerung ein (Abb. 32), innerhalb von 15 Wochen wurden 84,2 % des zugegebe

nen Sabinens llmgesetzt. Allerdings wllrde im Gegensatz zur I. Anreicherungskultur p-Cyrnol

nicht in stOchiornetrischen Mengen gebildet, vielmehr wurde ein Teil des Sabinens in Form von

Transformationsprodukten wie a-Terpinen, a-Thujen und y-Terpinen gefunden (Tab. 21). Ein

weiterer Teil des Sabinens (ca. 20 %) wurde zu Substanzen abgebaut, die mit der gaschrorna

tographischen Analytik, die sich auf den Nachweis neutraler, unpolarer Substanzen beschrank

te, nicht erfaBt wllrden.

In einer pasteurisierten Foigepassage wurden insgesamt nur 0,5 % des llmgesetzten Sabinens

als p-Cymol nachgewiesen. In einer unbeimpften, chemischen Komrolle lag der diffusionsbe

dingte Verlust an Sabinen nach 15 Wochen bei 9,5 %, ohne daB p-Cyrnol abiotisch gebildet

wurde.

Tab. 21. Transformationsprodukte einer Anreicherungskultur (I. Passage) auf Sabinen unter
methanogenen Bedingungen (nach 15 Wochen)

beirnpfter pasteurisierter unbeimpfter
Ansatz Ansatz Ansatz

zugesetzte Sabinenmenge 2,45 mmol 2,45 mmol 0,24mmol
Sabinenabnahme 2,06 mmol 0,60 mmol 0,02 mmol
Transformationsprodukte I

a-Thujen (KI= 929) 2 9,4 % 6,7 % 0,0%
y-Terpinen (KI= 1063) 25,4 % 20,9 % 0,0%
a-Terpinen (KI= 1021) 2,3 % 8,5 % 0,0%
p-Cymol (KI= 1028) 44,0 % 0,5 % 0,0%

I Zunahme der Pealdlache der Transformationsprodukte bezogen auf die Abnahme der Pealdlache von Sabinen
(100 %)
, Kovats-Indizes (KJ) erminelt auf einer SE-54-Kapillarsaule mit folgendem Temperalurprogramm 60°C fur
2 min, 5°C /min, 120°C fiir 0.1 min, 20°C/min, 220°C fiir 5 min

Foigepassagen der Anreicberungskulturen mit a-Phellandren unter methanogenen Bedingungen

zeigten nach 15 Wochen keine p-Cymolbildung. Auch das Auftreten neuer Substanzpeaks in

den gaschromatographischen Analysen der Kontrollansatze oder pasteurisierten Ansatze wurde

nicht beobachtet.
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Abb. 32. Zeitlicher Verlauf der Oxidation von Sabinen zu p-Cymol in der Anreicherungskul
tur und der Bildung von Transformationsprodukten in der anschlieBenden I. Passage (unten)
unter anoxischen (methanogenen) Bedingungen. Die eingesetzte Menge an Sabinen (1.2 rnrnol
pro 1Medium) entsprach einer Peakfliiche von 895.000 (= 100 %) zu Beginn der Anreicherung
(0. Passage). Der Kontrollansatz enthielt nur ein Viertel der Monoterpenmenge. Die Zunahme
der gebildeten Transformationsprodukte wurde in heiden Anreicherungskulturen auf die Abnah
me von Sabinen hezogen. In der I. Passage der Anreicherungskultur entsprachen 100 % Sabi
nen einer eingesetzten Monoterpenmenge von 16,3 rnrnol pro 1 Medium hei einer Peakfliiche
von 1.783.000.
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3. Anaerobe Oxidation von a-Pinen unter methanogenen Bedingungen

93

Naeh 19 Woehen war a-Pinen in der Anreieherungskultur (0. Passage) unter anoxisehen

Bedingungen gasehrornatographiseh nieht mehr naehweisbar (Absehnitt 2). Die Abnahrne von

a-Pinen war dabei gleiehzeitig mit einer Gasbildung gekoppelt. Innerhalb von 17 Woehen

nahrn der Gehalt an a-Pinen in der I. Passage urn 90 % ab, im selben Zeitraurn war in pasteu

risierten oder unbeirnpften Kontrollen keine Gasbildung zu beobaehten, und der diffusive Ver

lust an Monoterpen lag unter 10 % (Tab. 22, Abb. 33). Dies ist ein erster Hinweis darauf, daB

ein anaerober Abbau von a-Pinen rnoglieherweise aueh unter rnethanogenen Bedingungen er

foigen kann.

Tab. 22. Abbau von a-Pinen in der I. Passage der Anreieherungskulturen unter methanoge
nen Bedingungen naeh 17 Woehen.

zugesetztes a-Pinen (mmol)
a-Pinen-Abnahrne (mmol)
Gasbildung (ml)
theoretiseh gebildetes Methan (ml) I

Ansatz I

0,125
0,115

16
19

AnsalZ 2
0,625
0,294

37
49

past. AnsalZ

0,125
0,010
I

°
I unter der Annahme der Dissimilation von a-Pineo entsprechend der Gleichung: I C lOH l6 + 7 HCOJ' + 7 H+ ->
10 CO, + 7 CH, und dem Molvolumen eines Gases bei 25°C von 24 I.
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Abb. 33. Gasbildung und Abnahrne von a-Pinen in beirnpften (e und .) und pasteurisier
ten (0 und 0) Ansiitzen der I. Passage einer Anreieherungskultur unter rnethanogenen Bedin
gungen.
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D. DlSKUSSION

1. Taxonomische Einordnung der monoterpenverwertenden Bakterienstiimme

Die Anreicherungen auf den Monoterpenen Linalool, Menthol und Eucalyptol sowie p-Menth

I-en, a-Phellandren, 2-Caren und a-Pinen fuhrten zur Isolierung von nitratreduzierenden Bak

terien (Harder und Probian, 1995). Die phylogenetische Einordnung der monoterpenverwerten

den Bakterienstamme 47Lol, 21Mol und 58Eu aufgrund der 16S rDNS-Sequenzdaten ergab,

daB diese Stiimme nahe mit Organismen der Gattungen Thauera und Azoarcus innerhalb der ~

Gruppe der Proteobacteria verwandt sind. Die Erstellung des Starnmbaums gruppierte die Stam

me 47Lol, 58Eu und 21Mol zusarnmen mit Thauera spp. und separat von Azoarcus spp. Die

Gattung Thauera innerhalb der ~2-Untergruppe der Proteobacteria (nach Woese, 1987) wurde

erstmals fur das Bakterium T. selenatis definiert, welches Selenat als terminalen Elektronenak

zeptor zu Selenit reduziert (Macy et aI., 1993). Daneben sind mit Thauera aromatica (Anders et

aI., 1995; Gallus et aI., 1998) und Thauera sp. Stamm rnXyNI (Rabus und Widdel, 1995a)

weitere Bakterienstamme dieser Gattung beschrieben, die unter nitratreduzierenden Bedin

gungen aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen abbauen kiinnen. Stamme der Gattung

Azoarcus (A. evansii, A. tolulyticus, Azoarcus sp. 22Lin) besitzen ebenfalls die Fahigkeit,

anaerob auf Kohlenwasserstoffverbindungen zu wachsen (Anders et aI., 1995; Zhou et aI.,

1995; Harder, 1997). Andere Spezies der Gattung Azoarcus wurden zuerst aus Rhizospharen

gemeinschaften des Kallargrasses (Leptochloafusca (L.) Kunth) isoliert und sind strikt respira

torische, Stickstoff-fixierende Bakterien (Reinhold-Hurek et a1., 1993; Hurek et aI., 1997).

Der G+C-Gehalt und die Bestimmung der Fettsaureprofile dieser drei Stamme bestatigten die

Verwandtschaft mit Thauera spp. und Azoarcus spp. Aufgrund der Daten der 16S rDNS

Sequenzierung und der DNS-DNS-Hybridisierung der Stamme 47Lol, 21Mol und 58Eu wird

vorgeschlagen, Stamm 47Lol a1s neue Spezies T. linaloolentis und die Stiimme 21Mol und

58Eu a1s T. terpenica mit Stamm 58Eu a1s Typstarnm innerhalb der Gattung Thauera zu defin

ieren. Der DNS-DNS-Reassoziationswert der Stamme 21Mol und 58Eu laBt keine eindeutige

Differenzierung in verschiedene Spezies zu, auch wenn die beiden Stamme sich physiologisch

hinsichtlich ihrer Fahigkeit, unterschiedliche Monoterpene zu metabolisieren, deutlich vonein

ander unterschieden.

Die Untersuchungen der 16S rDNS-Sequenzen der monoterpenverwertenden, nitratreduzieren

den Bakterienstamme 51Men, 54Pin, 62Car und 65Phen ergaben, daB diese neu isolierten

Stamme nahe miteinander verwandt sind. Die 16S Sequenzen alIer vier Stamme hatten den

hiichsten Ahnlichkeitsgrad mit 16S rDNS-Sequenzen von Bordetella spp. und Alcaligenes spp.

Mitglieder der Gattungen Bordetella und Alcaligenes, die der Familie Alcaligenaceae angehiiren

(De Ley et aI., 1986), kommen in verschiedenen iikologischen Nischen VOL Wahrend
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Bordetella Spezies (B. pertussis, B. paratussis, B. bronchisepta) als pathogene Organismen des

Respirationstrakts von Menschen und Tieren isoliert wurden, stammten die beschriebenen Alca

ligenes Spezies (A. xylosoxidans, A. denitrificans, A. faecalis und A. piechaudit) aus der Um

welt oder humanem Probenmaterial, kommen jedoch nicht in den Atemwegen des Menschen

VOL Die genannten Alcaligenes Spezies mit Ausnahme von A. faecalis sind zur DenitrifIkation

bzw. zur Bildung von Nitrit (aus Nitrat) flihig, jedoch nicht die untersuchten Bakterienstiimrne

von Bordetella paratussis (Vandamme et al., 1996). Auch die Analyse der bakteriellen Fettsau

ren bestatigten die Zuordnung der monoterpenverwertenden Bakterienstamme zur ~-Gruppe der

Proteobacteria, wobei diese Stamme sich von Bordetella Spezies auf der Basis der prozentualen

Zusammensetzung der Bakterienzellfettsauren unterschieden. Aufgrund der Ergebnisse der

Analysen der Bakterienzellfettsauren und der Unterschiede in den 16S rDNS-Sequenzen der

monoterpenverwertenden Bakterienstamme von mindestens 3,3 % zu B. paratussis, A. xylos

oxidans, A. denitrificans und A. faecalis wird nach den Kriterien von Stackebrandt und Goebel

(1994) vorgeschlagen, die monoterpenverwertenden, denitrifIzierenden Bakterienstamme als

neue Spezies, A. defragrans, innerhalb der Gattung Alcaligenes mit Stamm 54Pin als Typ

stamm zu defInieren.

2. Nachweis des anaeroben Abbaus von Monoterpenen durch nitratreduzierende

Bakterien

Die Bilanzierung des denitrifizierenden Abbaus der Monoterpene Linalool, Menthol und Euca

lyptol sowie a-Pinen durch die Stamme 47Lol, 21Mol, 58Eu bzw. 54Pin ergab die vollstandige

Mineralisierung azykJischer, monozykJischer und bizykJischer Verbindungen: Unter Beriick

sichtigung der Assimilation eines Teils der Monoterpene zu Zellbiomasse konnte gezeigt wer

den, daB die durch Dissimilation des eingesetzten Monoterpens gebildeten Reduktionsaquiva

lente den fur die Reduktion von Nitrat zu elementarem Stickstoff notwendigen Reduktionsaqui

valente entsprachen (Tab. 13). Die anaerobe Oxidation der Monoterpene erfolgt entsprechend

der nachfolgenden Gleichungen fur die Dissimilation

5 C IOH'6 + 56 NO; + 56 W ---> 50 CO, + 28 N,+ 68 H,O

5 CIOH,sO + 56 N03' + 56 W ---> 50 CO, + 28 N,+ 73 H,o

5 C,oH,oO + 58 N03' + 58 W ---> 50 CO, + 29 N,+ 79 H,O

unter der Annahme der Assimilation der Monoterpene entsprechend der Gleichungen

17 C IOH'6 + 54 CO, + 60 H,O ---> 56 C.H70 3

17 CIOH ,sO + 54 CO, + 43 H,o ---> 56 C.H,03

17 CIOH,oO + 62 CO, + 33 H,O ---> 58 C.H70 3
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3. Hypothesen zur anaeroben Oxidation der Monoterpene in denitrifizierenden
Bakterien

3.1. Linalool

97

1hauera sp. Stamm 47Lol, der mit Linalool in Gegenwart von Nitrat isoliert wurde, wuehs von

allen untersuehten Monoterpenen alternativ nur mit Geraniol (trans-3,7-Dimethyl-2,6-octadien

1-01) als KoWenstoffquelle. Andere methylverzweigte Alkohole wie Citronellol (3,7-Dirnethyl

6-oeten-I-ol) und 3,7-Dimethyl-I-octanol oder Alkene bzw. Alkane wie 3,7-Dimethyl-I-oeten

oder 2,6-Dimethyloetan wurden nieht metabolisiert.

Der aerobe Abbau der azyklisehen Monoterpenalkohole Citronellol, Geraniol und Linalool ver

lauft in Pseudomonas putida var. incognita tiber die Hydroxylierung der terminalen Methyl

gruppe (Madyastha et aI., 1977; Ullah et aI., 1990). Daneben wuehs P. putida var. incognita

aueh mit a-Terpineol, monozyklisehen p-Menthadienen oder p-Cymol, wobei unter aeroben

Bedingungen die Oxygenierung der C7-Methylgruppe zu den entspreehenden Sauren anzuneh

men ist (Madyastha und Renganthan, 1984). Von Madyastha et aI. (1977) wurde die Zyklisie

rung von Linalool zu a-Terpineol und der naehfolgende oxidative Abbau als zweiter alternativer

Abbauweg in Pseudomonas putida postuliert. Linalool unterliegt jedoch unter dem EinfluB von

Sauren leicht der Isomerisierung zu Geraniol und Nerol und zu a-Terpineol (Bauer und Garbe,

1992). a-Terpineol oder andere zyklisehe Verbindungen (Limonen, a-Terpinen, y-Terpinen

oder p-Cymol) waren jedoch keine KoWenstoffquellen fur 1hauera sp. Stamm 47Lol. Die Bil

dung zykliseher Intermediate beim anaeroben Waehstum von Stamm 47Lol auf Substratge

rnischen azykliseher KoWenwasserstoffe wurde nieht beobaehtet, insbesondere Hinweise auf

die Zyklisierung von Linalool zu a-Terpineol wurden nicht gefunden.

In Gegenwart von verdunnten Sauren fuhrt die chemisehe Reaktion, die saure-katalysierte Um

lagerung der azyklischen Dimethyloctadienole, ausgehend von Geraniol iiber Carbokationen als

Intermediate aufgrund der Stereochemie der Monoterpenalkohole hauptsacWieh zur BiJdung

azyklischer Produkte, und ausgehend von Nerol entsteht neben Linalool das zyklische Produkt

a-Terpineol. Das Gleiehgewieht dieser Reaktionen liegt auf der Seite des Linalools (Cori et aI.,

1986).

Der mikrobielle Abbau des tertiliren Monoterpenalkohols Linalool in Thnuera sp. Stamm 47Lol

erfolgte wahrscheinlich iiber Geraniol. Stamm 47Lol katalysierte die allylische Umlagerung von

Linalool (3,7-Dimethyl-1 ,6-octadien-3-ol) und Geraniol (trans-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-I-ol)

regioselektiv, ohne daB Nerol (cis-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-I-ol) gebildet wurde. Unter den

Versuchsbedingungen war der tertilire Monoterpenalkohol Linalool thermodynarnisch stabiler

als der primlire Alkohol Geraniol. Das VerhaJtnis der Monoterpenalkohole Linalool und Gera

niollag nach Erreiehen des Gleichgewiehts bei ea. II: I (Abb. 34). Nach vollstandiger Reduk

tion des Nitrats wurden in den Linalool-gewachsenen Kulturen die Intermediate Geraniol und

Geranial gefunden. Die Bildung von Geranial, fUr die eine Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion
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anzunehmen ist, spricht daftir, daB der nachfolgende Abbau von Geraniol tiber Geranial zur

Geranylsaure und weiter auf dem von Seubert et al. (1960) beschriebenen Abbauweg ftir Citro

nellol und Geraniol (siehe Abb. 10) verlauft. Nerol, cis-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-I-ol, wurde

durch Thauera sp. 47Lol unter nitratreduzierenden Bedingungen zum korrespondierenden Alde

hyd Neral oxidiert, jedoch nicht weiter metabolisiert (Abb. 34). Eine cis-Itrans-Isomerisierung

von Nerol zu Geraniol wurde nicht beobachtet. Jedoch ist die Bildung von Neral in mit Gera

niol gewachsenen Kulturen ein Hinweis auf eine Isomerisierung von Geranial und Neral. Citro

nellol (3,7-Dimethyl-6-octen-I-ol) hat im Vergleich zu Geraniol eine Doppelbindung weniger.

Denkbar ist, daB aufgrund des Fehlens der Doppelbindung am C2-Kohlenstoffatom die Hydra

tisierung zum entsprechenden 3-Hydroxy-Derivat nicht erfolgt und die Entfemung der ~-standi

gen Methylgruppe (nach der zu fordemden Carboxylierung in Form von Essigsaure) nicht mag

lich ist und somit der Abbau von Citronellol blocldert ist (Abb. 10).

Die Isomerisierung von Geraniol zu Linalool konnte in zellfreien Extrakten und cytosolischen

Zellextrakten von Stamm 47Lol in aeroben Reaktionsansatzen gezeigt werden, wobei die Pro

duktbildung gaschromatographisch in waBrigen Proben nachgewiesen wurde. Die Bildung des

Isomerisierungsprodukts Linalool erfolgte in den Reaktionsansatzen jedoch nicht stochiome

trisch. Anzunehmen ist, daB unter den Versuchsbedingungen Geraniol enzymatisch weiteroxi

diert wurde.

I " pH I I -2[HI I I
~~~~~

K ~ 0.09 OH +2[H] 0

Linalool Geraniol

~
OH

Nero!

Geranial

-2(H] A/'-..~

+2[~1 - ~ - ~
o

Neral

Abb. 34. Mikrobielle Transformationsreaktionen in Kulturen des Stammes 47Lol.

3.2. Menthol

Die ausgepragte Selektivitat des Substratspektrums, die Begrenzung auf wenige monozykJische

Monoterpenalkohole und -ketone als verwertbare Kohlenstoffquellen, deutet daraufhin, daB die

anaerobe Oxidation der MenthoJe in 17lauera sp. Stamm 21Mol das Vorhandensein einer
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Hydroxyl- oder Ketogruppe in meta-Position lOr Methylgruppe des CycJohexanrings erfordert.

In wachsenden Kulturen von Stamm 21Mol wurde in geringen Mengen Menthon gefunden,

und beim anaeroben Wachstum von Stamm 21Mol auf Pfeffenninzol wurde ebenfalls Menthon

gebildet, was auf die Oxidation des Alkohols zum Keton schlieBen HiBt. Der anaerobe Abbau

von Menthol und der entsprechenden Strukturisomere ist in Analogie zu den ftir die Minerali

sierung von Cyclohexanol postulierten Abbausequenzen tiber ein entsprechendes CycJohexa

dion-Derivat (z.B. 2-Isopropyl-5-methyl-cycJohexa-I,3-dion) und eine hydrolytische Ring

spaltung denkbar (Abb. 35). Die Tatsache, daB CycJohexanol keine Kohlenstoffquelle fur

Stamm 21Mol darstellt, deutet daraufhin, daB die Isopropyl- und die Methyl-Seitenkette fur die

Substraterkennung erforderlich sind.

~o"
-2[HI

~o
-2[H]

~o + H2O •.. -
Menthol

"0£0 o£o + H2O
-2[H] +CoA-SH

• - ~"o° C~SCoA

2-Isopropyl-5-methyl- 3,7-Dimethyl-
cyclohexandi-I,3-on 5-oxo-octanyl-CoA

Abb. 35. Hypothetischer Abbauweg der anaeroben Oxidation von Menthol in 71lauera sp.
Stamm 21Mo!.

3.3. Eucalyptol

Beim anaeroben Wachstum von Thauera sp. Stamm 58Eu auf Eucalyptol und Nitrat wurden

Monoterpenkohlenwasserstoffe (a-Terpinen, y-Terpinen, Terpinolen) in geringen Mengen ge

funden. Andere monozyklische Monoterpene wie a-Phellandren und Limonen waren ebenfalls

Kohlenstoffquellen dieses Bakterienstamms. Nimmt man a1s Initialreaktion eine intramolekulare

Spaltung der Etherbindung von Eucalyptol an, so fuhrt diese Reaktion direkt lOr Bildung des

Monoterpenalkohols a-Terpineol, der gleichfalls unter nitratreduzierenden Bedingungen meta

bolisiert wurde. Ein anaerober Abbau des Monoterpenethers IA-Cineol erscheint daher auch
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moglich. Die Spaltung einer Etherbindung durch eine Kohlenstoff-Sauerstoff-Lyase wurde fiir

die Verbindung Carboxymethylosuccinat beschrieben (Peterson und Llaneza, 1974).

T- 9, --
Eucalyptol a-Terpineol

Abb. 36. Spaltung der Etherbindung in Eucalyptol durch eine hypothetische C-O-Lyase in
Thauera sp. 58Eu.

3.4. Monoterpenkohlenwasserstoffe

Neben den Monoterpenen, die als Anreicherungs- und Isolationssubstrate unter nitratreduzie

renden Bedingungen dienten, wurden eine Vielzahl insbesondere mono- und bizykJischer Mo

noterpene durch die Alcaligenes sp. SUimme 5lMen, 65Phen, 62Car und 54Pin rnineralisiert.

Aromatische Verbindungen wie Benzoat, Toluol oder p-Cymol (l-Isopropyl-4-methylbenzol)

wurden jedoch von keinem der isolierten Stamme verwertet. Desweiteren wurde kein Wachs

tum auf gesattigten Kohlenwasserstoffen wie 2,6-Dimethyloctan, Cyclohexan oder Pinan in

Gegenwart von Nitrat beobachtet. In anaeroben Anreicherungskulturen in Gegenwart von Nitrat

und den gesattigten, isoprenoiden Kohlenwasserstoffen 2,6-Dimethyloctan oder Pinan konnte

keine Nitratreduktion beobachtet werden (1. Harder, pers. Mitteilung).

Die mikrobielle Oxidation bizykJischer Monoterpene erfordert im Faile der C6-CJ-Monoterpene

(CaranefThujane) oder C6-C4-Monoterpene (Pinane) theoretisch die zweifache Spaltung von per

se nicht aktivierten C-C-Bindungen. Beim anaeroben Wachstum der mit mono- oder bizyk

lischen Monoterpenen isolierten Alcaligenes sp. SUimme 51Men (p-Menth-I-en), 65Phen

(a-Phellandren), 62Car (2-Caren) und 54Pin (a-Pinen) auf natiirlichen als auch defmierten

Monoterpengemischen wurden keine Hinweise auf einen sequentiellen Abbau bizyklischer und

monozyklischer Monoterpene gefunden. Neben der bizyklischen Verbindung Sabinen wurden

von den Bakterienstammen bevorzugt monozyklische Monoterpene abgebaut; dies galt auch fUr

die Stamme 62Car und 54Pin, die mit bizyklischen Monoterpenen als Kohlenstoffquellen iso

liert worden waren. Vermutlich hat die chemische Reaktivitat des "endozykJischen" Propanrings

von Sabinen (I-Isopropyl-4-methylen-bicyclo[3.1.0]hexan) einen EinfluB auf die Umsetzung
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dieser Verbindung durch die Alcaligenes sp. Stiimme. Die Bindungen des Cyclopropanrings

haben teilweise den Charakter von 1t-Orbitalen und sind daher iihnlich reaktiv wie 1t-Bindungen

in Alkenen. Die Bindungswinkel in dem Cyclopropanring bedingen eine Ringspannung dieser

Molekiilstruktur, so daB die RingOffnung und Umlagerung in eine Propylenfunktion thermo

dynarnisch begiinstigt ist (Suckling, 1988). Die Alkenbindungen in zahlreichen Monoterpenen

sind iiberdies starker polarisiert als in aliphatischen, unverzweigten Alkenen, wie z. B. 13C_

NMR-daten in der Literatur zeigen (Hesse et aI., 1991), und weisen somit eine hahere Reakti

vitiit im Vergleich zu aliphatischen Alkenen auf.

Aufgrund der iibereinstimmenden Substratspektren der vier Alcaligenes sp. Stiirnrne fiir mono

und bizyklische Monoterpene wird ein gemeinsamer Abbauweg fiir diese Monoterpenkohlen

wasserstoffe postuliert. Aufgrund des Nachweises von monozyklischen Monoterpenen in den

Kulturen der Stiimme 62Car und 54Pin beim anaeroben Wachstum mit 2-Caren bzw. (X-Pinen

wird die Transformation von bizyklischen Monoterpenen in monozyklische Monoterpene ange

nommen. Siiure-katalysierte Umlagerungen des Kohlenstoffgeriists bizyklischer Monoterpene

sind beschrieben (Erman, 1985; Abb.37) und werden wm Teil fiir die industrielle Synthese von

Monoterpenen genutzt (Bauer und Garbe, 1992); ebenso erfolgt bei der Biosynthese mono- und

bizyklischer Monolerpene die Zyklisierung unter Beteiligung eines (X-Terpinyl-Kations

(Abb. 5; McCaskill and Croteau, 1997). Eine abiotische Umlagerung der bizyklischen Mono

terpene unter den Versuchsbedingungen in neutralen Mineralmedien (pH 7) kann ausgeschlos

sen werden, da in den Versuchszeitriiumen keine derartigen Transformationen in unbeimpften

Kontrollen beobachtet wurden. Eine entsprechende Urolagerung wurde fiir den aeroben Abbau

von (X-Pinen in Pseudomonas sp. Stamm PL postuliert (Shukla und Bhattacharyya, 1968b): die

Bildung von Limonen aus (X-Pinen (Abb. II). Der gleichzeitige Abbau mono- und bizyklischer

Monoterpene durch Alcaligenes sp. unter nitratreduzierenden Bedingungen, wobei monozy

klische Monoterpene scheinbar bevorzugt abgebaut wurden, scheint die Hypothese der Umlage

rung von bizyklischen zu monozyklischen Monoterpenkohlenwasserstoffen zu unterstiitzen

(Abb.37).

Als Initialreaktion des anaeroben Abbaus der nichtfunktionalisierten, aber im Vergleich zu ali

phatischen Alkenen reaktiveren Monoterpenkohlenwasserstoffe ware theoretisch die direkte

Hydratisierung einer Doppelbindung denkbar. Die experirnentellen Daten ergaben jedoch keine

Hinweise auf eine solche lnitialreaktion in den nitratreduzierenden Alcaligenes sp. Stiimmen. So

wurde z.B. ein anaerobes Wachstum von Starnrn 54Pin mit Isopinocampheol nicht beobachtet.

Auch die getesteten monozyklischen Monoterpenalkohole Menthol oder Isopulegol bzw. Car

veol steUten keine verwertbaren Kohlenstoffquellen dar (Abb. 38). Andere Monoterpenalkohole

wurden bei der Analyse der organischen Triigerphase gewachsener Kulturen nicht gefunden.

Die direkte Hydratisierung einer endozyklischen Doppelbindung der p-Menthan-Derivate zu den

korrespondierenden Alkoholen und die Entstehung freier Intermediate erscheint daher unwahr
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y-Terpinen

Sabinen a-Thujen

Abb. 37. Saure-katalysierte Umlagerungen der KoWenstoffgertiste der MonoterpenkoWen
wasserstoffe
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scheinlich. Die Hydratisierung einer exozyklischen Doppelbindung konnte dagegen von den

Bakterien katalysiert werden. Die moglichen Hydratisierungsprodukte z. B. von Terpinolen

oder Limonen, Terpinen-4-01 und a-Terpineol, wurden von den Alcaligenes sp. Stammen

mineralisiert.

Die Saure-katalysierte Hydratisierung von a-Pinen fuhrt unter Offnung des CycJobutanrings zu

a-Terpineol und isomeren Verbindungen (Bauer und Garbe, 1992). Die Bildung von a-Terpi

neol wurde auch beim aeroben Wachstum von Pseudomonas gladioli auf Limonen beobachtet

(Cadwallader et a!., 1989); a-Terpineol wurde jedoch nicht weiter metabolisiert. Die Bildung

von a-Terpineol als 1ntermediat des anaeroben Abbaus von Monoterpenkohlenwasserstoffen ist

deshalb theoretisch denkbar, ein Nachweis dieser Verbindung in den Kulturen war jedoch nicht

moglich.

Die von den Alcaligenes sp. Stammen als Kohlenstoffquellen verwertbaren Monoterpene wie

sen aile eine sp2-Hybridisierung des methy1substituierten C1-Atoms auf. (z. B. monozyklische

4-1sopropyl-I-MethylcycJohexen-Verbindungen). Eine Ausnahme bilden dabei Sabinen (1-1so

propyl-4-methylen-bicycJo[3.1.0]hexan) und ~-Pinen (6,6-Dimethyl-2-methylen-bicycJo[3. I. I]

heptan), die eine exozykJische Doppelbindung besitzen. Ein Strukturisomer der p-Menthadiene,

lsolimonen (3-1sopropenyl-6-methyl-cycJohexen) stellte dagegen kein Wachstumssubstrat der

Alcaligenes sp. Stamme unter nitratreduzierenden Bedingungen dar. Vielmehr fUhrte die come

tabolische Transformation von lsolimonen zur Bildung von lsoterpinolen (6-Methyl-3-1sopro

pyliden-cycJohexen) als nicht mineralisierbares Dead-End-Produkt (U. Heyen, person!. Mittei

lung), wenn die Bakterienstamme in Gegenwart einer metabolisierbaren Monoterpenverbindung

unter denitrifizierenden Bedingungen wuchsen. Die Bakterienstamme pCyNI und pCyN2, die

unter nitratreduzierenden Bedingungen mit der aromatischen Verbindung p-Cymol (1-lsopro

pyl-4-methyl-benzol) isoliert worden waren, waren ebenfalls in der Lage, neben einigen aroma

tischen Kohlenwasserstoffen auch mit den Monoterpenen a- und y-Terpinen, a-Phellandren,

Limonen und lsoJimonen zu wachsen (Daten nicht gezeigt; Harms et aI., 1996). Dies deutet auf

die Beteiligung des sp2-hybridisierten CI-Atoms am anaeroben Abbau der Monoterpenkohlen

wasserstoffe in den Alcaligenes sp. Stammen hin.

Die Hemmung des Gesamtstoffwechsel der Alcaligenes sp. Stamme durch hohere Konzentra

tionen [> 2 roM] einiger Monoterpenalkohole (Carveol, Perillylalkohol, Myrtenol) wurde ge

zeigt. 1m Gegensatz zum denitrifizierenden Wachstum mit Acetat als Kohlenstoffquelle wurde

das Wachstum von Alcaligenes sp. Starnrn 54Pin mit a-Pinen bereits in Gegenwart der Mono

terpenalkohole Myrtenol bzw. Perillylalkohol in einem Konzentrationsbereich von 10-

100 J.!M inhibiert, was auf eine spezifische Inhibierung des anaeroben Abbaus von a-Pinen

hindeutet (Abb. 38). Entsprechende Beobachtungen zur inhibitorischen Wirkung von Benzylal

kohol auf den anaeroben Abbau von Toluol in nitrat- und sulfatreduzierenden Bakterien wurden

beschrieben (Altenschmidt und Fuchs, 1992; Rabus und Widdel, 1995b). Dies konnte fUr eine



KohlenstoffquellenlElektronendonatoren
fUr denitrifizierendes Wachstum von
Alcaligenes sp. Stamm 54Pin

~
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Abb. 38. Monoterpenalkohole, die das Wachstum von Alcaligenes sp. 54Pin mit a-Pinen und Nitrat inhibierten.
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initiale Aktivierung der Monoterpene am C7-Atom, d.h. der Methylgruppe, sprechen, jedoch

nicht in Form einer Methylhydroxylierung, die zu den genannten Monoterpenalkoholen Myrte

nol bzw. PerillyJaikohol fuhren wiirde. In Analogie zu der fur den anaeroben Abbau von Toluol

in nitrat- und sulfatreduzierenden Bakterien gefundenen Additionsreaktion von Fumarat an die

Methylgruppe (Biegert et aI., 1996; Beller und Spormann, 1997a, b) konnte auch die initiale

Aktivierung der nicht funktionalisierten Monoterpenalkene erfolgen. Das resultierende Produkt

einer Additionsreaktion mit einem polaren Stoffwechselintermediat wiirde zudem aufgrund

seiner Ladung in den Zellen festgehalten (Abb. 39).

Nach der Aktivierung von zyklischen Kohlenwasserstoffe erfolgt in der Regel die Spaltung des

Cyciohexanringsystems. Als Substrat einer enzym-kataiysierten Ringdffnung von aktivierten,

zyklischen Monoterpenkohlenwasserstoffen ist ein p-Isopropyl-cyciohexadensaure-Derivat zu

postulieren, das in die fUr den Abbau iiber Reaktionssequenzen der ~-Oxidation erforderliche

aktivierte Form eines Thioesters iiberfiihrt werden konnte (Abb. 39). Aufgrund der bisherigen

Ergebnisse der Untersuchungen des anaeroben Abbaus von Monoterpenwasserstoffen in wach

senden Kulturen der Alcaligenes sp. Stiimme und Thauera sp. Starnrn 58Eu ist eine giiltige Aus

sage iiber den Mechanisrnus der anaeroben Initialreaktion nicht moglich.

p-Menth-I-en 4-Isopropy1
cyclohex-I-en
l-carboxyl-CoA

+HzO
•

+HzO
•

o S-CoA

•

3-Isopropyl
pimelyl-CoA

Abb. 39. Hypothetische Aktivierung monozyklischer Monoterpene beim anaeroben Abbau
durch Alcaligenes sp. Stamrne und Thauera sp. 58Eu.
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4. Okologische Aspekte des anaeroben Monoterpenabbaus

Terpenoide sind ubiquitar vorkomrnende, natiirliehe Kohlenwasserstoffverbindungen, die Koh

lenstoff- und Energiequelle fur Bakterien sein konnen. Der Abbau einiger, natiirlieh haufig vor

komrnender Monoterpene in Abwesenheit von molekularem Sauerstoff konnte in Anreiehe

rungskulturen unter nitratreduzierende Bedingungen gezeigt werden (Harder und Probian,

1995). Exemplarische Abschatzungen der Bakterienzellzahlen monoterpenverwertender, denitri

fizierender Mikroorganismen zweier Standorte (Belebtsehlanun und Waldboden) zeigten, daB

Mikroorganismen mit der Fiihigkeit, diese Verbindungen als Kohlenstoffquellen zu nutzen,

einen reprasentativen Anteil der Population bilden. Atherische Ole, deren Hauptinhaltsstoffe

Mono- und Sesquiterpene sind, boten modellhaft ein Spektrum natiirlich vorkomrnender Mono

terpene und waren in der Tat Kohlenstoff- und Energiequellen fur das anaerobe Wachstum der

neu isolierten, denitrifizierende Bakterienstarnme der Gattungen Thauera und Alcaligenes.

Auch wenn die Loslichkeit der Monoterpenkohlenwasserstoffe in Wasser mit 10 - 30 mg/l

vergleichsweise gering ist (Weidenhamer et aI., 1993), und diese Substanzen deshalb meist als

wasserunloslich angesehen werden, konnte eine Korrelation zwischen der prozentuallen Ab

nahme des Monoterpengehalts in Blattem von Umbellularia califomica und der Wasserloslich

keit einzelner Verbindungen festgestellt werden (Wood et aI., 1995). FUr die Laubsehieht von

Pinus monophylla Torr. & Frem. wurde eine Abnahme des Monoterpengehalts urn bis zu 98%

beschrieben (Wilt et al., 1993). Dieses ist naeh den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wahr

seheinlich nicht nur dureh physikalische ProzeBe (hohe FlUchtigkeit der Verbindungen, Diffu

sion in die Gasphase, abiotisehe Oxidation der Monoterpene) zu erkliiren, sondern zusatzlieh

auf aktiven mikrobiellen Abbau zurUekzufUhren. Daran beteiligt sind nieht nur aerobe Mikro

organismen, sondern in anoxisehen Bereiehen aueh nitratreduzierende Bakterien.

Auf der anderen Seite wurde eine toxisehe oder inhibitorische Wirkung von pflanzlichen Ex

trakten auf Mikroorganismen beschrieben (Howard und Howard, 1991). Die Auswasehung

bzw. Auslaugung von Verbindungen aus Pflanzenmaterial (Blatter und Laub) besehrankt sich

wahrseheinlieh nieht nur auf phenolisehe Substanzen, sondern trifft aueh auf die Monoterpene

zu (Wood et aI., 1995). In Gegenwart von Monoterpenen (a-Pinen, ~-Pinen, Myreen,

Limonen und ~-Phellandren) wurde unter in situ-Bedingungen eine Reduktion der Nettostick

stoffmineralisation im Waldboden festgestellt. Eine vergleichbare Wirkung war mit Waldboden

aus einem Pinus ponderosa-Gebiet beobaehtet worden, was fUr das Vorhandensein von Mono

terpenen, z.B. durch Kondensation an Bodenpartikel sprieht (White, 1986). Die teilweise beob

aehtete Inhibition der Nitrifikation in Bodenokosystemen kann jedoch nicht nur als Foige un

spezifischer Wechselwirkungen dieser Kohlenwasserstoffverbindungen mit bakteriellen Enzy

men wie z. B. der Amrnonium-Monooxygenase (Howard und Howard, 1991) oder den EinfluB

auf die Zellmembranen der Mikroorganismen (Sikkema et aI., 1995), sondern aueh dureh die

Stimulation des Wachstums organotropher Mikroorganismen und die darnit einhergehende

Konkurrenz urn verfugbare Stickstoffquellen wie z.B. Ammonium erklart werden (White,
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1994). Eine lnhibierung der Methanoxidation durch methanotrophe Bakterien insbesondere in

Gegenwart von zyklischen Monoteipenkohlenwasserstoffen wurde ebenfalJs beschrieben

(Amaral et aI., 1998).

5. Entstehung von p-Cymol aus Monoterpenkohlenwasserstoffen unter
anoxischen Bedingungen

Die Bildung aromatischer Kohlenwasserstoffe in natiirJichen Systemen unter anoxischen Bedin

gungen wurde fur Toluol in Seen beschrieben (Jtittner und Henatsch, 1986). Toluol wird aller

dings in diesen Hillen durch mikrobielle Aktivitat aus bereits aromatischen VorlaufermolektiJen

wie z. B. der Aminosaure Phenylalanin gebiJdet (Fischer-Romero et aI., 1996). Bakterien des

1ntestinaltrakts von Spodoptera litura Fabricius transformierten das monozyklische p-Mentha

dien a-Terpinen bei anaerober lnkubation zu der aromatischen Verbindungp-Cymol, die zu den

Produkten Cuminalkohol und Cuminsaure oxidiert wurde (Miyazawa et aI., 1996). Bereits frti

her berichteten Harder und Probian (1995) tiber die Transformation mono- und bizyklischer

Monoterpenkohlenwasserstoffe zu p-Cymol in nitratreduzierenden Anreicherungskulturen.

Auch in Reinkulturen der Alcaligenes sp. Stiimme 65Phen, 62Car und 54Pin fand sich p-Cy

mol. Daher wurde in Anreicherungskulturen unter methanogenen Bedingungen die Bildung von

p-Cymol untersucht. Nahezu stochiometrische Mengen an p-Cymol wurden aus a-Phellandren

oder Sabinen gebildet. Allerdings verlor die Bakterienpopulation die Fiihigkeit zur stochio

metrischen p-Cymolbildung bereits in der 1. Passage und eine Reihe anderer Substanzen (u. a.

y-Terpinen) wurden gebiJdet.

Thermodynamisch ist die Oxidation von Cyclohexadien zu Benzol aufgrund der Mesomerie

energie des aromatischen Ringsystems eine exergone Reaktion. Die Gibbs'sche Reaktionsener

gie Ll.Go' fUr diese Reaktion unter Freisetzung von molekularem Wasserstoff betragt ca.

- 55 kJ/mol (Schink et aI., 1992). Analog kann angenommen werden, daB auch die Oxidation

von p-Menthadienen eine exergone Reaktion darstellt, da die resultierende aromatische Verbin

dung, p-Cymol, gleichfalls mesomeriestabilisiert ist. Analoge Berechnungen der Standard

Gibbs-Energie Ll.Go' nach der lnkrement-Methode von Mavrovouniotis (1991) ergaben fur die

Oxidation der Monoteipene a-Phellandren und Sabinen zu p-Cymol unter Freisetzung von

molekularem Wasserstoff Werte von - 18,0 kJ/mol fur a-Phellandren bzw. - 121,0 kJ/mol

fur Sabinen.

a-Phellandren ---> p-Cymol + H2 Ll.Go'= - 18 kJ/mol

Sabinen ---> p-Cymol + H2 Ll.Go'= - 121 kJ/mol

Nimmt man eine Wasserstoffkonzentration von 10-4 atm an, so lindert sich der Wert der Gibbs

Energie urn den Betrag von -22,8 kJ/mol, d.h. fUr die Oxidation von a-Phellandren ergibt sich
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ein ~G'-Wert von - 40,8 kJ/mol. Der physiologiseh notwendige Energiebetrag fUr die Translo

kation eines Protons Uber die Zellmembran fUr den Aufbau des eJektrochemisehen Membran

potentials liegt in der Grol3enordnung von - 20 kJ/mol (Sehink, 1997). Die Oxidation von

p-Menthadienen wie z.B. ex-Terpinen oder ex-Phellandren zu p-Cymol ktinnte aus energetiseher

Sieht eine katabole Reaktion sein. Allerdings wurde die BiJdung von p-Cymol in Foigepassagen

der methanogenen Ameieherungskulturen mit ex-Phellandren nieht mehr beobaehtet.

Der fur die Oxidation von Sabinen erreehnete erreehnete Wert der Gibbs-Energie ~Go' ermog

lieht theoreliseh rlie Bildung von I mol ATP pro mol Sabinen. Inwiefem rlie Ringspannung des

intrazyklisehen Cyelopropamings von Sabinen eine mikrobielle Transformation begUnstigt,

kann niehl eindeulig beurteill werden. Die Umsetzung von Sabinen zu p-CymoJ in den metha

nogenen Anreieherungskulturen konnte entspreehend folgender Reaktionsfolge erfolgen:

Sabinen ex-Thujen y-Terpinen a-Terpinen p-Cymol

Abb. 40. Hypolhelisehe Reaklionsfolge zur Entslehung von p-Cymol aus Sabinen unter
methanogenen Bedingungen.

Die Ergebnisse der Anreieherungskulturen unter methanogenen Bedingungen auf ex-Pinen deu

lelen auf einen mikrobiellen Abbau dieser Verbindungen hin. Uber den Abbau von Monoterpe

nen unter methanogenen Bedingungen und die an diesem ProzeB beleiligten Baklerien ist bis

jelzt noch niehts bekannt.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Sieben Bakterienstamme, die mit verschiedenen Monoterpenen als Kohlenstoffquelle und Nitrat

als Elektronenakzeptor isoliert worden waren, wurden physiologisch und phylogenetisch cha

rakterisiert. Die monoterpenveIWertenden Bakterien waren Gram-negative, bewegliche Stab

chen und harren einen strikt respiratorischen Metabolismus. Altemativ konnten Sauerstoff oder

oxidierte Stickstoffverbindungen (Nitrat, Nitrit, Distickstoffoxid) als Elektronenakzeptor die

nen. Die Bakterienstamme metabolisierten organische Sauren, einige Aminosauren und einzelne

Monoterpene, jedoch keine Zucker. Die reduzierten Kohlenstoffverbindungen wurden vollstan

dig zu Kohlendioxid mineralisiert. Die Sequenzierung der 16S rDNS der sieben Stamme ergab

die Zugehorigkeit der nitratreduzierenden Neuisolate zur ~-Gruppe der Proteobakterien. Inner

halb der ~-Gruppe der Proteobacteria waren die Isolate 47Lol, 21Mol und 58Eu mit Thauera

spp. und Azoarcus spp. verwandt, die Isolate 5lMen, 65Phen, 62Car und 54Pin bildeten eine

phylogenetische Gruppe mit Alcaligenes spp.

Stamm 47Lol wuchs mit dem Isolationssubstrat (±)-Linalool und mit Geraniol. Die 16S rDNS

Sequenzdaten und die Ergebnisse der DNS-DNS-Hybridisierung unterstUtzten den Vorschlag,

Stamm 47Lol als eine neue Spezies, Thauera lillaloolentis sp. nov., innerhalb der ~-Gruppe der

Proteobacteria einzuordnen. Die Identifizierung von Metaboliten in wachsenden Kulturen und

Untersuchungen in cytosolischen ZelJextrakten von Stamm 47Lol fuhrten zum Nachweis fol

gender Reaktion: Linalool wurde regioselektiv zu Geraniol umgelagert, wobei das cis-Isomer

Nerol nicht gebildet wurde.

Stamm 21Mol wuchs mit dem Isolationssubstrat Menthol und anderen p-Menthan-alkoholen

und -ketonen, die in meta-Position zur Methylgruppe eine funktionelJe Sauerstoffgruppe tragen.

Als Metabolit der anaeroben Oxidation von Menthol wurde Menthon gefunden. Der anaerobe

Abbau konnte deshalb in Analogie zur Oxidation von Cyclohexanol erfolgen. Die phylogene

tische Einordnung des Stamms 21Mol ergab eine Ahnlichkeit von 68,5 % aufDNS-DNS-Ebene

zu Stamm 58Eu. Stamm 58Eu wurde mit Eucalyptol isoliert und wuchs in Gegenwart von Ni

trat mit einigen p-Menthadienen, jedoch nicht mit Menthol oder Menthon. Es wurde deshalb

vorgeschlagen, eine neue Spezies, Thauera lerpenica sp. nov., zu definieren, die Stamm 58Eu

als Typstamm und Stamm 21Mol umfaBt.

Die Stamme 51Men, 65Phen, 62Car und 54Pin wurden mit mono- und bizyklischen Monoter

penkohlenwasserstoffen isoliert: p-Menth-l-en, a-Phellandren, 2-Caren und a-Pinen. Die phy

siologischen und phylogenetischen Untersuchungen ergaben eine groBe Ahn.Iichkeit der vier

Stamme untereinander und fiihrten zur vorgeschlagenen Definition der Spezies Alcaligelles de

fragralls sp. nov., mit Stamm 54Pin als Typstamm, innerhalb der Familie Alcaligenaceae.
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Der anaerobe Abbau von mono- und bizyklischen Monoterpenen aus natiirlichen und definierten

Gemischen erfolgte durch die Alcaligenes defragral1s Stamme zeitlich parallel und nicht nachein

ander. Monozyklische Monoterpenkoltlenwasserstoffe wurden gegeniiber bizyklischen schein

bar bevorzugl. Dieses und die Bildung von monozyklischen p-Menthadienen beim Wachstum

mit bizyklischen Verbindungen deutete auf eine Umwandlung der bizyklischen zu monozy

klischen Monoterpenen hin. AIle metabolisierten Monoterpene enthielten ein sp2-hybridisiertes,

methylsubstituiertes Kohlenstoffatom (CI der p-Menthan-Nomenklatur). Daher konnte in Ana

logie zum Abbau von Toluol durch nitratreduzierende Bakterien der initiale Angriff an der

Methylgruppe erfolgen und zur Bildung einer ionischen Verbindung fiihren. Monoterpenalko

hole als theoretisch denkbare Produkte einer Hydratisierung der Monoterpenkohlenwasserstoffe

wurden nicht gefunden. Eine spezifische Inhibition des Wachstums mit Monoterpenkohlenwas

serstoffen durch die Gegenwart von Monoterpenalkoholen war bereits bei niedrigen Konzentra

tionen (l0-100)lM) zu beobachten; eine weitere Analogie zur anaeroben Oxidation von Toluol.

Atherische Ole als natiirlich vorkommende Kohlenstoffquelle ermoglichten das Wachstum der

nitratreduzierenden SUimme. Stamm 21Mol verwertete iiberwiegend die Mentholisomere des

Pfefferminzbls. Stamm 58Eu metabolisierte Eucalyptol aus dem Pfefferminzol und Limonen,

Terpinolen und Sabinen aus dem FichtennadelOl. Die Alcaligenes defragral1s Stamme zeigten

eine individuelle Bevorzugung einiger Monoterpenkohlenwasserstoffe des FichtennadelOls.

Die Abschatzung der Zellzaltlen monoterpenverwertender, nitratreduzierender Bakterien ergab,

daB mehr als 10 6 Zellen/ml diese Flihigkei t hatten. Dieses entsprach einem Anteil von ca. I %

der nitratreduzierenden Gesamtpopulation in Belebtschlarnm und von nahezu 100 % der Bak

terien in Fichtenwaldboden.

Die Bildung von p-Cymol wurde in zaltlreichen nitratreduzierenden Kulturen in Gegenwarl von

zyklischen Monoterpenkohlenwasserstoffen beobachtel. Ene theoretische Analyse zeigte, daB

die Oxidation (Aromatisierung) von p-Menthadienen zu p-Cymol unter Freisetzung von mole

kularem Wasserstoff eine exergone Reaktion darstelll. In Anreicherungskulturen unter methano

genen Bedingungen wurden Sabinen und a-Phellandren fast stbchiometrisch zu p-Cymol oxi

diert, nicht jedoch 2-Caren und a-Pinen. Bereits in der I. Passage dieser Anreicherungs

kulturen jedoch wurden aus Sabinen neben p-Cymol noch andere Monoterpene gebildel. Die

Bildung von p-Cymol durch anaerobe Mikroorganismen konnte eine QueUe fiir das Vorkom

men dieser aromatischen Verbindung in anoxischen Habitaten sein. Erstmals wurde die Verwer

tung von a-Pinen unter melhanogenen Bedingungen gezeigl, so daB der anaerobe Abbau von

Monoterpenen sich nichl auf nitratreduzierende Bakterien beschrankl.
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1. Trivialnamen und systematische Bezeichnung einiger Monoterpene

Tab. GI. Trivialnamen und systematische Bezeichnung einiger Monoterpene

Trivialnamen

(-)-Borneol
(-)-Camphen
(+)-2-Caren
(+)-3-Caren
(-)-Carveol
1,4-Cineol
(-)-p-Citronellen
(-)-p-Citronellol
p-Cymol
2,6-Dimethyl-octan
3,7-Dimethyl-I-octanol
3,7-Dimethyl-I-octen
Eucalyptol (l,8-Cineol)
(+)-Fenchol
Geraniol
(+)-trans-Isolimonen
(+)-Isomenthol
(+)-Isopinocarnpheol

(-)-Isopulegol
(+)-Limonen
(±)-Linalool
(+)-p-Menth-I-en
Menthol
Myrcen
(+)-trans-Myrtanol

(-)-Myrtenol

(+)-Neomenthol
Nerol
(+)-Perillaalkohol
(-)-a-Phellandren
(-)-trans-Pinan
(-)-a-Pinen
(-)-p-Pinen

(+)-Pulegon
(+)-Sabinen
a-Terpinen
y-Terpinen
(+)-Terpinen-4-o1
(+)-a-Terpineol
Terpinolen
(a+p)-Thujon

cis-Verbenol

chemische NomenkJamr

endo-( IS)-I,7,7-Trimethyl-bicyclo[2.2.1 ]heptan-2-01
(I S)-2,2-Dimethyl-3-methylen-bicyclo[2.2.1]heptan
(I S)-3,7,7-Trimethyl-bicyclo[4.I.O]hept-2-en
(I S)-3,7,7-Trimethyl-bicyclo[4.1.0]hept-3-en
(R)-5-Isopropyenyl-2-methyl-2-cyclohexanol
I-Isopropyl-4-methyl-7-oxabicyclo[2.2.1 ]heptan
R(-)-3,7-Dimethyl-1 ,6-octadien
(S)-3,7-Dimethyl-6-octen-I-ol
1-Isopropyl-4-methylbenzol

1,3,3-Trimethy1-2-oxabicylo[2.2.2]octan
(I R)-I ,3,3-Trimethyl-bicyclo[2.2.I]heptan-2-01
trans-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-I-ol
(3R,6R)-3-Isopropenyl-6-methyl-cyclohexen
(I S,2R,5R)-2-Isopropy1-5-methylcyclohexanol
(I S,2S,3S,5R)-2,6,6-trimethyl-bicyclo[3.1.1 ]heptan
3-01
(I R,2S,5R)-2-Isopropeny1-5-methyl-cyclohexanol
4-Isopropenyl-I-methyl-I-eyclohexen
3,7-Dimethyl-I,6-octadien-3-01
R(+) 4-Isopropyl-I-methyl-cyclohexen
2-Isopropyl-5-methylcyclohexanol
7-Methyl-3-methylen-1 ,6-octadien
(I R,2R)-6,6-Dimethyl-bicyclo[3.I. I]heptan
2-methanol
(lR)-6,6-Dimethyl-bicyclo[3.I. l]hept-2-en
2-methanol
(I S,2S,5R)-2-Isopropyl-5-methyl-cyclohexanol
cis-3,7-Dimethyl-2,6-octadien-l 01
(R)-4-Isopropyl-I-cyclohexenyl-methanol
(R)-5-Isopropyl-2-methyl-I,3-cyclohexadien
(IS,2S,5S)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1 ]heptan
(lS,5S)-2,6,6-Trimethyl-bicyclo[3.I. l]hept-2-en
(I S,5S)-6,6-Dimethyl-2-methylen-
bicyclo[3.1.1 ]heptan
(R)-2-Isopropyliden-5-methyl-cyclohexanon
(IR,5R)-I-Isopropyl-4-methylen-bicyclo[3.I.O]hexan
1-Isopropyl-4-methyl-1 ,3-cyclohexadien
1-Isopropyl-4-methyl-1 ,4-cyclohexadien
(S)-I-Isopropyl-4-methyl-3-cyciohexen-I-ol
(R)-2-(4-methyl-3-cyclohexenyl)-isopropanol
4-Isopropyliden-I-methyl-cyclohexen
I-Isopropyl-4-methyl-bicyclo[3.I.O]hexan-3-on
(cis+trans )
(IS,2S,5S)-4,6,6-Trimethyl-bicyclo[3.1.1 ]hept-3-en
2-01

Summenformel

C IOH'60
C'OH I6
C IOH I6
C IOH I6

CIOHlsO
CIOH,sO
C IOH'6
CIOH'60

C IOH I60
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2. Retentionszeiten und Kovats-Indizes (KI) incl. Literaturangaben einiger

Monoterpene

Tab. G2. Elutionsfolge und Retentionszeiten der Einzelsubstanzen bei routinemiiBiger Analyse
von Monoterpenen (Temperaturprograrnm: 60°C fUr 2 min, 5°C fmin, 120°C, fUr 0.1 min,
20°C fmin, 220°C ftir 5 min; Trennsiiulen: SE-54 (50 rn x 0,32 mrn; 0,5 /lID Filmdicke) und
CW20M (50 m x 0,32 mrn; 0,5 J.l.rn Filmdicke)

Retentionszeiten Retentionszeiten

a-Pinen 5.71
I3-Pinen 7.73
Sabinen 8.01
2-Caren 8.28
3-Caren 8.77
Myrcen 8.99
a-Phellandren 9.20
a-Terpinen 9.60
Lirnonen 10.15
Eucalyptol 10.50
I3-Phellandren 0

y-Terpinen 11.50
p-Cyrnol *
Terpinolen *

Monoterpene

3,7-Dirnethylocten
2,6-Dirnethyloctan
a-Pinen
Citronellen
Sabinen
I3-Pinen
Isolimonen
Myrcen
2-Caren
a-Phellandren
3-Caren
a-Terpinen
p-Menth-l-en
p-Cyrnol
Lirnonen
Eucalyptol
I3-Phellandren
y-Terpinen
Terpinolen
LinalooJ
Menthol
Terpinen-4-o1
a-Terpineol
3,7-Dimethyloctanol
Citronellol
Nerol
Geraniol

SE-54 (min)

8.19
8.80
8.93
9.16

10.15
10.31
10.39
10.58
11.02
11.13
11.34
11.52
11.71
11.77
11.93
12.04

o
12.90
13.90
14.17
16.04
16.16
16.16
16.36
16.94
16.98
17.37

Monoterpene

Linalool

a-Terpineol
Menthol
Terpinen-4-o1
Nerol
Geraniol

CW20M(min)

17.80

18.72
19.03
n. b.
n. b.
21.06

o nicht als Reinsubstanz vorliegend; * Coelution mit Heptamethylnonan (Triigerphase); n. b.
nicht bestimrnt
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Tab. G3. Kovats-Indizes einiger Monoteq>ene (Temperaturprogramm: 60°C fur 2 min,
3 CO/min, 220°C fur 5 min; Trennsaulen: SE-54 (50 m x 0,32 mm, 0,5 11m Filmdicke) und
CW20M (50 m x 0,32 nun, 0,5 11m). Die zum Verg1eich angegebenen Kovats-Indizes (KI) sind
der Teq>en-Bibliothek (TR.DBF) der Firma Finnigan MAT, Bremen bzw. der Flavornet-
Datenbank der Cornell University, Geneva, NY, USA (http://www.nysaes.comell.edu-
flavomet-index.html) entnommen.

n-Alkane, SE-54 Kovats- KI Lit. n-A1kane, CW20M Kovats- KI Lit.

Monote ne (min) Index (DB5) Monote ne (min) Index (C20M)

n-Octan 5.46 800,0 800 n-Octan 2.74 800,0 800
n-Nonan 8.57 900,0 900 n-Nonan 3.59 900,0 900
a-Pinen 10.11 936,2 933 n-Decan 5.13 1000,0 1000
Sabinen 11.79 975,6 971 a-Pinen 5.97 1034,0 1032
p-Pinen 11.98 980,1 975 n-Undecan 7.60 1100,0 1100
Myrcen 12.47 991,6 989 p-Pinen 8.41 1123,6 1116
n-Decan 12.83 1000,0 1000 Sabinen 8.79 1134,7 1123
2-Caren 13.02 1003,9 1001 2-Caren 9.14 1144,9
a-Phellandren 13.19 1007,4 1005 p-Menth-I-en
3-Caren 13.49 1013,5 1009 3-Caren 9.76 1163,0 1148
a-Terpinen 13.77 1019,2 1015 Myrcen 10.14 1174,1 1145
p-Menth-I-en 14.09 1025,7 a-Phellandren 10.35 1180,2 1166
p-Cymol 14.12 1026,3 1022 a-Terpinen 10.89 1195,9 1178
Limonen 14.36 1031,2 1026 n-Dodecan 11.03 1200,0 1200
Eucalyptol 14.38 1031,6 1028 Limonen 11.64 1214,8
y-Terpinen 15.80 1060,6 1057 Eucalyptol 12.03 1224,3 1213
Terpinolen 17.30 1091,2 1086 y-Terpinen 13.54 1261,1 1223
Linalool 17.67 1098,8 1098 p-Cymol * 1245
n-Undecan 17.73 1100,0 1100 Terpinolen * 1284
Neomenthol 21.51 1174,6 1170 n-Tridecan 15.14 1300,0 1300
Terpinen-4-o1 n-Tetradecan 19.57 1400,0 1400
a-Terpineol 21.85 1181,3 1174 n-Pentadecan 24.06 1500,0 1500
n-Dodecan 22.80 1200,0 1200 Linalool 26.65 1558,5 1537
n-Tridecan 27.77 1300,0 1300 n-Hexadecan 28.46 1600,0 1600
n-Tetradecan 32.54 1400,0 1400 Terpinen-4-o1
n-Pentadecan 37.06 1500,0 1500 a-Terpineol 29.42 1622,8 1688
n-Hexadecan 41.35 1600,0 1600 Neomenthol 30.87 1657,2
n-Heptadecan 45.42 1700,0 1700 n-Heptadecan 32.67 1700,0 1700
n-Octadecan 49.29 1800,0 1800 n-Octadecan 36.77 1800,0 1800

* Coelution mit Heptarnethylnonan
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3. Kalibrierung einiger Monoterpene

Tab. G4. Kalibrierung der Substratterpene in Hexan (Konzentrationsbereich: 0,05 - 5 mM).
Angabe der Retentionszeiten (ReLzeit) fUr folgende Trennbedingungen (Temperaturprogramm:
80°C fUr 2 min, 3 CO/min, 140°C, 10°C/min, 220°C fUr 10 min; Split ca. 1:40; Probevo-
lumen I ~I; Trennsaule A (unpolar): SE-54 (50 m x 0,32 mm; 0,5 ~m Filmdicke); Trennsaule B
(polar): CW20M (50 m x 0,32 mm; 0,5~ Filmdicke).

Konz. Ret.zeit Peak- Peak- Ret.zeit Peak- Peak-

Monoterpene (mM) A (min) f1ache hohe B (min) flache hohe

a-Pinen
5,471 6.89 495960 211327 4.49 485310 164784
0,547 44087 18512 42033 14215
0,055 5401 2013 4550 1523

2-Caren
5,511 8.90 512193 196519 6.49 508389 146963
0,551 46015 17518 44328 12845
0,055 5030 1884 4960 1404

a-Phellandren
5,876 8.96 510981 197979 7.30 507510 143812
0,588 45763 17382 44189 12479
0,059 4925 1863 4623 1308

p-Menth-l-en
6,409 9.59 498735 182640 6.59 489944 145258
0,641 43936 16066 42616 12565
0,064 4708 1710 4567 1340

Eucalyptol
5,941 10.03 465370 160824 8.61 456934 109054
0,594 40703 13871 39224 9323
0,059 4393 1479 4132 996

LinaJool
6,362 12.49 430293 142338 20.79 419260 92913
0,632 37979 12431 35842 7864
0,063 4070 1306 3761 857

L-Menthol
6,151 15.83 417718 125470 24.36 410830 116349
0,615 36974 11106 35560 10113
0,062 3847 1144 3230 1077
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Tab. G5. Kalibrierung euuger Monoterpene in Hexan (Konzentrationsbereich: 0,01
50 mM) und Angabe der Wiederfindung in der Heptamethylnonan-Phase bei Verwendung

eines 3-Phasensystems (Serurnflasche (150 ml) mit 120 ml Mineralmedium und 10 ml HMN
Phase) unter folgenden Trennbedingungen: Trennsiiule SE-54 (50 m x 0,32 mm; 0,5 11m Film
dickel, Temperaturprogramm: 60°C fiir 2 min, 5 °C/min, 120°C fur 0.1 min, 20°C/min,
220°C fiir 5 min; Split ca. 1:20, Probevolumen I Ill.

Retentions- Kalibrationsfaktoren Wiederfindung (%) Loslichkeit

Monoterpen zeit (min) (10.6 mMlPeakarea) 3-Phasen-System (/lmolJl H?O) I

a-Pinen 8.96 3,65 95,1 162
Sabinen 10.18 3,96 94,9 73
~-Pinen 10.34 3,38 n.b. 235
Myrcen 10.62 4,65 n.b. 73
2-Caren 11.05 3,77 95,4
a-Phellandren 11.15 3,74 95,5
3-Caren 11.38 3,65 95,7
p-Cymol 11.80 3,42 95,2 112
Limonen 11.98 3,69 95,6 95
Eucalyptol 12.09 4,10 89,2 2150
y-Terpinen 12.93 3,58 95,9
Terpinolen 13.94 4,01 n.b.
Linalool 14.20 3,83 83,7
Neomenthol 15.91 4,25 n.b. 1170
Terpinen-4-o1 16.19 4,31 76,5
Geraniol 17.38 4,49 74,8 2620

I Angaben zur Lbslichkeit der Monoterpene in Wasser sind Weidenhamer et al. (1993) ent
nommen.
n.b. nicht bestirnmt; - keine Angaben
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Abb. GI. GC-Chromatogramm des atherischen Fichtennadelols (0,1 % (v/v) in Hexan).



Anlzang 127

Zusammensetzung der verwendeten iitherischen Ole (Fichtennadeldl; Pfefferminzol): Die 00

rechneten Kovats-Indizes wurden mit der Trennsiiule PVMS (50 m x 0,32 mm; 0,3 lim Filrn

dickel ermittelt, die aus der Literatur entnommenen KI-Werte gelten fur eine DB5-Trennsaule

(Terpen-Bibliothek der Fa. Finnigan, Bremen ), die prozentualle Zusammensetzung handels

ublicher iitherischer Ole wurde Formacek und Kubeczka (1982) entnommen.

Tab. G6. Zusammensetzung des iitherischen FichtennadelOls (LiteraturangaOOn fUr Sibirian
Pine Needle Oil (Abies sibirica))

Zusammensetzung (%)

Komponente KI (PVMS) KI (DB-5) gemessen Literatur

Tricyclen 922,4 921 2,7 2,6
Cl-Pinen / Cl-Thujen 932,1 933 24,5 9,6
Camphen 947,7 946 17,8 30,0
Sabinen 971,1 971 0,1 0,0
~-Pinen 975,4 975 5,4 1,6
Myrcen 989,1 989 0,7 0,1
3-Caren 1010,0 1009 2,6 1,0
~-Phellandren 0,0
p-Cymol 1023,4 1022 0,2 0,5
Limonen 1027,6 1026 26,4 4,4
Campher 0,7
Linalool 0,0
Bomylacetat 1286,8 1284 15,1 35,4
~-Caryophylien 0,0
Cl-Humulen 0,0
Cl-Terpineol 0,0
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Tab. G7. Zusammensetzung des Pfeffenninzols; Literaturangaben fur Mentha piperita L.-Ol.

Zusanunensetzung (%)

Komponente K1 (PVMS) K I (DB-5) gemessen Literatur

a-Pinen 932,1 933 0,3 1,6
Camphen 0,0
Sabinen 972,0 971 0,9
~-Pinen 975,4 975 0,0 2,0
Myrcen 989,1 989 0,4
2-Caren 1000,0 1001 0,9
p-Cymol 1022,4 1022 0,1
Limonen 1027,3 1026 1,6 2,6
1,8-Cineol 1029,8 1028 4,8 7,8

Isopulegol 1144,6 1142 0,7 0,8

Menthon 1152,5 1150 16,8 17,3

Menthofuran 1163, I 1160 13,9 7,4

Menthol 1172,1 1170 54,9 38,2
4-Terpineol 1175,8 1174 1,7

Isomenthon 1182,4 1180 0,5 2,5
a-Terpineol 1190,1 1187 0,4 0,1
Pulegon 1238,8 1235 0,7 1,6

Piperiton 1254,0 1250 0,1 0,4

Menthylacetat 1293,9 1293 2,7 3,8
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5. Wachstumsanslitze (Massenkulturen) von Thauera sp. Stamm 47Lol

129

Tab. G8. Massenkulturen von Stamm 47Lol.

Wachstumsansatz 2 3 4 5 6

Medium(ml) 400 400 400 500 10000 10000
HMN-Phase (ml) 16 16 15 15 300 300
N03 (mmol) 8 16 8 20 700 700
Linalool (mmol) 1,4 4,3 2,1 2,1 6 x 15,0 5 x 19,0
erzielte OD660 0,325 1,80 0,634 1,03 1,08 1,30

1,2: Wachstumsansiitze in Achteckflaschen, Inkubation auf ROlalionsschtittler mil 70 upm
3,4: Wachstumsansiitze in Steilbrustflaschen, Inkubation auf Magnetrtihrer bei ca. 100 upm
5,6: Wachstumsansiitze in 10 I-Reaktor, Inkubation be; Rtihrerdrehzahl von 80 upm

1,40

•
1,20

1,00

~ 0,80
u
is
g. 0,60

0,40

0,20

I,
•

[ • OD 660 --exponentielle Regression I
0,00

o 20 40

Zeit (h)

60 80

Abb. G2. Zunahme der optischen Dichte OD660 beim anaeroben Wachstum von Stamm 47Lol
mit Linalool und Nitrat in 10 l-Reaktor (Wachstumsansatz 6). Linalool wurde der wachsenden
Kultur portionsweise zugegeben, der Zeitpunkt der Substratzugabe ist durch Pfeile gekenn
zeichnet.
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6. Spektroskopische Daten der Monoterpenalkohole

Tab. G9. Absorptionsmaxima der Monoterpene O"max) in Kaliumphosphat-Puffer (KPP) und
TrislHCI-Puffer (IRIS)

Monoterpene 100 mM KPP, pH 7,0 100 mM IRIS, pH 8,0 Literatur (Solvens)'

Linalool 209nm 215 nm
Nerol 214nm 218 nm
Geraniol 213nm 217 nm
Citral (cis+tralls) 207 nm 230nm
cis-Citral (Neral) n. b. n. b. 234 nm (EtOH)
trans-Citral n. b. n. b. 236 nm (EtOH)
(Geranial)
Geraniumsaure n. b. n. b. 220 nm (MeOH)

'Literalurangaben nach Dev el al. (t982)



Anhang

7. Kurzbeschreibung der Neuisolate
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Description of Thauera linaloolentis sp. nov. (suggested)

Thauera linaloolentis (li.na'lo.o.len.tis. Sp. n. linaloe wood of trees in Middle and South

America (Bursera sp. mexican linaloa, Aniba rosaedorea linaloa from Guyana), from which an

essential oil is derived that contains mainly linalool. L.adv. olens smelling M. L. linaloolentis

linaloa smelling, referring to the degradation of linalool by the microorganism).

Gram-negative, motile, rod-shaped cells are 1.4-2.7 llm long by 0.5-0.8 11m wide with

rounded ends, and occur as single units. The facultatively anaerobic, chemoorganotrophic

metabolism is strictly oxidative. Oxygen, nitrate, nitrite, or dinitrogen oxide can serve as

electron acceptor. Carbon and energy sources are linalool, geraniol, ethanol, and many volatile

fatty acids. Sugar compounds, and hydrocarbons were not utilised under denitrifying

conditions. No vitamins are required for growth. The micro-organisms grow at pH 7 to 8, and

at 15 to 35°C. 16:1, cis-9 and 16:0 are the predominant cellular fatty acids. The micro-organism

belongs to the beta subclass of the Proteobacteria as determined by 16S rRNA gene sequence

analysis.

The type strain 47Lol was isolated from activated sludge with freshwater mineral media

containing linalool and nitrate.

Description of Thauera terpenica sp. nov. (suggested)

Thauera terpenica (ter.pe'ni.ca. M. L. adj. terpenica referring to terpene utilisation). Cells are

Gram-negative, rod-shaped (1.3-2.2 llm long by 0.8-1.0 llm wide) with rounded ends. The

micro-organisms occur as single units, in logarithmic growing cultures often as pairs,

agglomerates of cells were observed in cultures of strain 58Eu. The facultatively anaerobic,

chemoorganotrophic metabolism is strictly oxidative. Oxygen, nitrate, nitrite, or dinitrogen

oxide can serve as electron acceptor. During growth with nitrate as electron acceptor nitrite is

formed als an intermediate. Strain 58Eu, the type strain, grows on monoterpenes (carbon and

energy sources include eucalyptol, sabinene, ~-pinene, a-phellandrene, a-terpinene,

y-terpinene, terpinolene, (+)-limonene, a-terpineol, terpinen-4-01), and many volatile fatty

acids. Sugar compounds, alkanes, and aromatic hydrocarbons are not utilised under

denitrifying conditions. Cyanocobalamin is required for growth of strain 58Eu in defined

media. The micro-organism grow at pH 6 to 9, and at 15 to 35°C. 16: I, cis-9 and 16:0 are the

predominant cellular fatty acids. The G+C content of strain 58Eu is 64.2 mol%. The

microorganism belongs to the beta subclass of the Proteobacteria as determined by 16S rRNA

gene sequence analysis.

Strain 58Eu was selectively enriched from a ditch of a mixed forest in freshwater mineral

medium containing eucalyptol and nitrate.
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Description of Thauera terpenica strain 21Mol (differences to type strain 58Eu)

Grows on a few monoterpenes including menthol, menthone, isomenthol, isopulegol, and

pulegone. No vitamins are required for growth. The G+C content of strain 21Mol is

63.9 mol%.

Strain 21Mol was isolated from a mixture of activated sludge and sediment samples from

ditches in mixed forests (Bremen) with freshwater mineral media containing menthol and

nitrate.

Description of Alcaligenes defragrans sp. nov. (suggested)

Alcaligenes defragrans (de.fra.grans. L. prep. de from, away; L. part. fragrans sweet-scented;

M. L. defragrans to annihilate fragrance, referring to the capacity to degrade monoterpenes).

Gram-negative, rod-shaped cells are 1.3-1.8 11m long by 0.5-0.8 11m wide, and have rounded

ends. Cells are motile, and occur as single unit when the organisms are grown anaerobically on

monoterpenes. The facultatively anaerobic, chemoorganotrophic metabolism is strictly

oxidative. Oxygen, nitrate, nitrite and dinitrogen oxide can serve as electron acceptor. Grows

on monoterpenes (carbon and energy sources include (+)-p-menth-I-ene, (+)-Iimonene,

(-)-a-pheJlandrene, a-terpinene, ,¥-terpinene, (+)-sabinene, (+)-2-carene, (+)-3-carene,

(- loa-pinene, (-)-~-pinene, terpinolene, (+)-a-terpineol, (+)-terpinen-4-01), and many volatile

fatty acids. The monoterpenes are metabolised to CO2, Sugar compounds and aromatic

hydrocarbons were not used under denitrifying conditions. No vitamins were required for

growth. Grows at pH 6 to 8, and at 15 to 40°C. 16:0 and 17:0, cyclo are their predominant

cellular fatty acids. The G+C content of strain 54Pin is 66.9 mol%. The microorganism belongs

to the beta subclass of the Proteobacteria as determined by 16S rRNA gene sequence analysis.

The strains were isolated from a mixture of activated sludge and sediment samples from ditches

in mixed forests (Bremen) with freshwater mineral media containing a individual monoterpene

and nitrate. The type strain is strain 54Pin, which was isolated with a-pinene as sole carbon

source.
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