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A. Einleitung
A.1 Einfiihrung

Ikane sind gesittigte Kohlenwasserstoffe, die neben aromatischen Kohlenwasserstoffen den
AHauptbestandteil von Erddl bilden. Hierin liegt auch das in jiingerer Zeit gesteigerte Interesse

am mikrobiellen Abbau dieser Substanzklasse begriindet. Die Belastung der Umwelt durch
Erdol beispielsweise durch verschiedene Schiffshavarien hat ein verstirktes offentliches Aufsehen
erregt. Die Moglichkeit einer mikrobiellen Sanierung derartig verseuchter Standorte wird verstirkt
untersucht und auch bereits praktiziert (Schulz-Berendt, 1993; Zeyer, 1993). Aber auch andere
Aspekte des mikrobiellen Wachstums auf Kohlenwasserstoffen haben durchaus industrielle
Bedeutung erlangt. Dazu gehort die Produktion von oberflichenaktiven Substanzen durch
Mikroorganismen, die an ein Wachstum mit hydrophoben Substraten angepaBt sind. Weitere
Punkte sind die Produktion von Einzellerprotein (SCP) als Futtermittel oder die Gewinnung von
bestimmten mikrobiellen Metaboliten mit Paraffinen als billigen Substraten (Rosenberg, 1992).

Nachdem seit vielen Jahrzehnten aerobe Mikroorganismen bekannt sind, die Alkane mit
Hilfe von Sauerstoff anzugreifen und abzubauen vermogen, konnte erst vor wenigen Jahren
gezeigt werden, da} Alkane auch unter anoxischen Bedingungen von sulfatreduzierenden
Mikroorganismen oxidiert werden konnen (Aeckersberg, 1989). Dieser anaerobe Alkanabbau ist
von grundsitzlichem biochemischen Interesse, da die initiale Aktivierungsreaktion des Alkans
ohne Beteiligung von molekularem Sauerstoff ablduft, was einen ginzlich neuen
Reaktionsmechanismus erfordert.

Neben der Bedeutung fiir die Grundlagenforschung hat dieser neue Aspekt des
Alkanmetabolismus auch angewandte Bedeutung. In der Industrie entstehen bei der Forderung,
dem Transport und der Verarbeitung von Erdol groBe Probleme durch die mikrobielle Bildung von
Schwefelwasserstoff in Gegenwart einer Wasserphase. Hierfiir sind hauptsichlich
sulfatreduzierende Bakterien verantwortlich. Insbesondere diejenigen Arten, die zur anaeroben
Verwertung von aliphatischen Kohlenwasserstoffen, also den Hauptbestandteilen des Erdols,
fahig sind, konnten signifikant zur Schwefelwasserstoffbildung beitragen. Eine genauere
Charakterisierung der bekannten und moglicher weiterer Arten konnte der Erdslindustrie zu
MaBnahmen zur Verhinderung des Wachstums dieser Bakterien verhelfen (Cord-Ruwisch et al.,
1987a). Die Existenz von anaeroben alkanabbauenden Mikroorganismen erdffnet desweiteren neue
Perspektiven fiir die biologische Sanierung von Standorten, die mit Erdél kontaminiert wurden
(Zeyer, 1993).
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A.2 Struktur, Eigenschaften und Reaktionen von Alkanen

Alkane sind gesittigte, aliphatische Kohlenwasserstoffe der allgemeinen Formel CyH2n42, die in
unverzweigten (n-Alkane) oder verzweigten Ketten (Isoalkane) vorliegen. Ringformige, gesittigte
Kohlenwasserstoffe werden Cycloalkane genannt und besitzen die aligemeine Formel CpHzp.
~ Unter Normalbedingungen liegen n-Alkane von Cj (Methan) bis C4 (Butan) im gasformigen
Zustand, n-Alkane von Cs (Pentan) bis Cj¢ (Hexadecan) als Fliissigkeiten und langerkettige
Alkane im festen Zustand vor. Alkane besitzen eine #uBerst geringe Loslichkeit in Wasser
(104 - 109 v/v), die mit zunehmender Kettenldnge abnimmt (Crueger und Crueger, 1989). Da
Alkane zu den reaktionstriigsten organischen Molekiilen zihlen, wurden sie in der &lteren Literatur
als Paraffine (lat. parum = wenig, affinus = geneigt) bezeichnet. Der unreaktive Charakter entsteht
dadurch, daB Alkane ausschlieBlich unpolarisierte o-Bindungen enthalten und weder einsame
Elektronen noch freie bindende Orbitale zur Verfiigung stehen (Crabtree, 1985).

Bei Raumtemperatur im Dunkeln sind Alkane gegeniiber konzentrierten Sduren,
Alkalimetallen, Sauerstoff und Halogenen (auBer Fluor) praktisch vollig inert. Einzig mit
Supersiuren und mit Fluor reagieren Alkane spontan. Bei der Reaktion mit Supersduren (z. B.
FSO3H-SbFs, die sog. "Magische Séure" aus Fluoroschwefelsdure und Antimon-(V)-fluorid)
entstehen nach Protonierung der Alkane sog. Carboniumionen, die nach Abspaltung von
WasserstofT als stark elektrophile Partikel beispielsweise andere Alkanmolekiile alkylieren konnen
(Christen und Vogtle, 1988).

Viele Reaktionen von Alkanen verlaufen iiber radikalische Zwischenstufen, da die A polaritit
der o-Bindungen der Alkane die homolytische Spaltung begiinstigt. Obgleich in den Alkanen die
C-C-Bindungsenthalpien deutlich niedriger sind als die der C-H-Bindungen (346 kJ/mol
gegeniiber 414 kJ/mol), werden fast ausschlieBlich C-H-Bindungen angegriffen. Dies hat
wahrscheinlich sterische Griinde, da die Kohlenstoffkette eines Alkans von C-H-Bindungen
umschlossen ist (Beyer und Walter, 1988).

Der Nachteil radikalischer Reaktionsmechanismen bei chemischen Synthesen besteht darin,
daB zumeist schlecht kontrollierbare Substanzgemische aus mehreren Isomeren entstehen. Die
Suche nach Katalysatoren, die gezieltere Reaktionen unter milderen Bedingungen erlauben, hat
daher in den letzten Jahren verstiarkt zugenommen. Die dabei auftretenden Schwierigkeiten, die
C-H-Bindung selektiv unter milden Bedingungen zu spalten und das funktionalisierte Produkt
relativ unreaktiv zu halten, wurden erst in wenigen Ansitzen im synthetischen MaBstab
iiberwunden. Einige Arbeiten wurden verdffentlicht, die gezielte Reaktionen von Alkanen
beispielsweise mit Ubergangsmetallkomplexen unter milden Bedingungen zeigen (Jones, 1990).
Die spezielle Eignung der Ubergangsmetallkomplexe zur Aktivierung der unreaktiven
C-H-Bindung wird damit begriindet, daB die duBersten Orbitale dieser Komplexe energetisch den
o-Orbitalen der C-H-Bindung entsprechen und die ausgedehnten Hybridorbitale desweiteren gut
mit den schwer zugéanglichen o-Orbitalen der Alkane iiberlappen konnen (Saillard, 1990).
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Man unterscheidet prinzipiell drei verschiedene Arten der Alkanaktivierung durch
Ubergangsmetallkomplexe: (I) Die oxidative Addition, (1I) die elektrophile Reaktion und (III)
die homolytische Reaktion. Die oxidative Addition ist der wohl bislang am besten untersuchte
Weg. Voraussetzung ist ein ungesittigter, hochenergetischer Ubergangsmetallkomplex, der
durch die formale Aufnahme zweier Elektronen eine stabile 18-Elektronen-Konfiguration
erreichen kann. Dabei wird eine C-H-Bindung des Alkans, in den meisten Fillen die des a-C-
Atoms, angegriffen. Ein Hydridion und ein Carbanion ligandieren formal den
Ubergangsmetalikomplex (Abb. 1).

XY
mZ )
~H
R-H
L. _R
M—L = M M ¢Hxv
Loy H—X—Y—R
_X—Y-A
M
~SH
Y
;(l
R” “H H
_X-R
M
SH

Abb. 1: Schematische Darstellung der oxidativen Addition eines Alkans (R-H) mit Hilfe eines
Ubergangsmetallkomplexes (M); L, Ligand; XY, kleines Molekal; modifiziert nach Jones (1990)

Durch oxidative Addition wurden unter anderem H/D-Austauschreaktionen, Alkan-
Dehydrogenierungen oder Alkan-Carbonylierungen gezeigt. Energetisch ist jedoch sowohl die
Dehydrogenierung (1) als auch die Carbonylierung (2) ungiinstig (Jones, 1990).

H3C-CH2-CH3 — HaC-CH=CH2z + H2 AG®' = + 98,2 kJ/mol (1)
H3C-H + CO — H3C-CHO AG® = + 48 kJ/mol (2

Die aerobe Alkanaktivierung in biologischen Systemen (iiber Alkanmonooxygenase oder
Methanmonooxygenase) erfolgt ebenfalls unter Katalyse von Ubergangsmetallkomplexen. Der
Mechanismus verlduft allerdings radikalisch iiber eine homolytische Spaltung der C-H-Bindung
(siehe A.5.2).
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A.3 Vorkommen von Alkanen

Das heutige Hauptvorkommen der Alkane ist Erdgas und Erddl. Untersuchungen von 517
verschiedenen Roholen haben ergeben, daB n-Alkane, Isoalkane und Cycloalkane in diesen
Erdolen durchschnittlich 57,2 % (w/w) ausmachten (Tissot und Welte, 1984). Methan als das
héufigste in der Umwelt vorkommende Alkan ist der Hauptbestandteil von Erdgas (Tissot und
Welte, 1984). Desweiteren tritt Methan auch héufig aus anoxischen Gewissern wie Mooren oder
an organischen Verbindungen reichen Sedimenten, sowie aus Faultiirmen von Kldranlagen aus. In
nicht unerheblichen Mengen entsteht Methan bei der Celluloseverwertung im Verdauungstrakt der
Wiederkiuer. Verantwortlich fiir die Methanbildung bei diesen Prozessen sind methanogene
Bakterien. Als Endprodukt des dissimilatorischen Stof! fwechsels entsteht Methan aus der
Disproportionierung von Acetat, Methanol oder Methylaminen oder der Reduktion von CO, mit
Hp oder Formiat. Weitere gasformige Alkane wie Ethan, Propan und Butan entstehen in geringen
Mengen vermutlich ebenfalls als Nebenprodukte bei der Methanogenese (Oremland, 1988).

Alkane konnen in fast allen Boden und Sedimenten nachgewiesen werden. Dies hat seine
Ursache nur zu einem kleinen Teil in anthropogenen Aktivititen wie beispielsweise
Oltankerhavarien, Schiffsverkehr, Unfillen bei Olbohrungen und Transport in Pipelines, bei denen
Erdol in erheblichen Mengen in die Umwelt gelangt. In einigen hydrothermalen Gebieten der Erde
wie beispielsweise dem Guaymas Becken im Golf von Kalifornien werden fortwihrend durch
hohe Temperaturen und hohen Druck Kohlenwasserstoffe aus organischem Detritus gebildet
(Bazylinski et al., 1988; Simoneit und Lonsdale, 1982). Eine Synthese von Kohlenwasserstoffen
findet auch in vielen lebenden Organismen statt, in denen Alkane - zum Teil allerdings in sehr
geringen Mengen - nachzuweisen sind (Kolattukudy, 1976). In Pflanzen und Insekten finden sich
Alkane beispielsweise als Komponenten der Wachsschicht (Cuticula), die als Schutz gegen
Wasservérdunstung wirkt. Natiirlich vorkommende Wachse sind meist Gemische von
Wachsestern (Fettstiureester von langkettigen oder zyklischen ein- oder zweiwertigen Alkoholen)
mit Alkanen und freien langkettigen Alkoholen. Bei einigen pflanzlichen Wachsen bilden
unverzweigte und verzweigte Alkane den Hauptbestandteil, so bei den Wachsen der Tabak- und
Kohlblitter (Nuhn, 1990). Alle natiirlich vorkommenden Alkane in Wachsen besitzen eine
ungerade Anzahl von Kohlenstoffatomen im Bereich zwischen C27 und C37 (Fieser und Fieser,
1982). Die Griinalge Botryococcus braunii produziert unverzweigte Alkane mit einer ungeraden
Anzahl an C-Atomen (C27, Ca9 und C31), welche bis zu 32 % der Trockenmasse ausmachen
(Dennis und Kolattukudy, 1992). Desweiteren enthalten Zellen dieser Alge groBe Mengen an
mehrfach ungesittigten verzweigten Kohlenwasserstoffen, die auch Botryococcene genannt
werden. Die Gattung Botryococcus ist seit dem Paldozoikum bekannt. Sie hat vermutlich einen
bedeutenden Anteil an der Entstehung von Ollagerstitten (Benedix et al., 1991).
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A.4 Mechanismus der Alkansynthese in biologischen Systemen

Hohere Alkane biologischer Herkunft besitzen gewohnlich eine ungerade Anzahl von C-Atomen.
Dies 118t sich mit dem Mechanismus der Alkansynthese erkldren. Langkettige Fettsduren, die
Vorldufer der Alkansynthese sind, besitzen in biologischen Systemen vorwiegend geradzahlige
C-Ketten. Diese langkettigen Fettsiuren werden pnach der Aktivierung zundchst zum
entsprechenden Aldehyd reduziert, der anschlieBend iiber eine Decarbonylierungsreaktion zu einem
um eine Cy-Einheit kiirzeren Alkan umgesetzt wird (Abb. 2).

Acyl-CoA-Synthetase

RCOO + ATP + HSCoA RCO-SCoA + AMP + PP

Acyl-CoA-Reduktase

RCO-SCoA + NADH + H* RCO-H + NAD* + HSCoA

‘l

Decarbonylase

RCO-H RH+CO

Abb. 2: Mechanismus der Alkan-Biosynthese in hdheren Organismen. Eine langkettige Fettsaure wird
dabei iber mehrere Reaktionsschritte zum Aldehyd umgesetzt und letztendlich durch Abspaltung von
CO in das um eine C1-Einheit kiirzere Alkan dberfihrt.

Dieser Mechanismus der Alkansynthese ist in einigen Organismen wie der Erbse Pisum
sativum (Cheesbrough und Kolattukudy, 1984), dem Schwarzhalstaucher Podiceps nigricollis
(Cheesbrough und Kolattukudy, 1988) und der Griinalge Botryococcus braunii (Dennis und
Kolattukudy, 1992; Dennis und Kolattukudy, 1991) gezeigt worden; bei anderen Organismen wie
der Fleiscﬁﬂiege Sarcophaga crassipalpis (Yoder etal., 1992), der Amerikanischen Kiichenschabe
Periplaneta americana (Vaz et al., 1988) und dem Kaninchen (Cassagne und Darriet, 1977) gibt es
Hinweise darauf. Eine Aldehyd-Decarbonylase aus Botryococcus braunii wurde gereinigt und
grob charakterisiert (Dennis und Kolattukudy, 1992). Es handelt sich vermutlich um ein
Heterodimer (121 kDa) aus einer 55 kDa und einer 66 kDa groBen:Untereinheit. Das Enzym
enthilt signifikante Mengen an Kobalt und konnte eventuell ein Co-Porphyrin oder eine
Corrinoid-Struktur enthalten.

In hoheren Pflanzen, die Alkane in der duleren Wachsschicht enthalten (siehe A.3), konnte
Kobalt meines Wissens jedoch bislang weder als B12 noch in einer anderen Form nachgewiesen

werden.
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A.5 Mikrobielle Verwertung von Alkanen

Die Fiahigkeit Zur Verwertung von aliphatischen Kohlenwasserstoffen findet sich in einigen
Bakterien- und Pilzgattungen (Britton, 1984; Biihler und Schindler, 1984; Rehm, 1988). Als
Beispiele seien hier nur die am haufigsten vertretenen und gut untersuchten Bakteriengattungen
Pseudomonas, Acinetobacter, Mycobacterium, Arthrobacter und Nocardia sowie die Pilzgattung
Candida (Torulopsis) genannt. Die weite Verbreitung von Mikroorganismen, die zur Verwertung
von Alkanen fidhig sind, ist bei dem zuvor (siehe A.3) dargesteliten Angebot an
Kohlenwasserstoffen in der Umwelt nicht erstaunlich. Im folgenden soll der Alkanstoffwechsel,
soweit bekannt, beschrieben werden.

A.5.1 Alkanaufnahme in die Zelle

Die erste Schwierigkeit bei der Verwertung von Alkanen liegt in der Verfiigbarkeit dieser nur
schwer wasserloslichen Substrate in der wiBrigen Umgebung der Zellen. Das Problem liegt nicht
im eigentlichen Transport durch die Zellmembran, sondern im rdumlichen Zusammentreffen der
Zellen mit den lipophilen Alkanen. Die zwei prinzipiellen Mechanismen zur Aufnahme von
Alkanen durch Mikroorganismen sind eine direkte Anheftung der Zellen an die Alkanphase und
eine Pseudosolubilisierung des Alkans durch Ausscheidung amphiphiler Substanzen (Biihler und
Schindler, 1984; Rosenberg, 1992).

Eine hydrophobe Zelloberfléache ermoglicht eine direkte Anheftung von Bakterienzellen an
Paraffintropfen. Die Hydrophobizitit wird durch Fimbrien, Fibrillen, Lipide oder hydrophobe
Zelloberfldachenproteine auf der Zelloberfldche erreicht. Acinetobacter calcoaceticus Stamm RAG-1
beispielsweise heftet sich beim Wachstum auf Hexadecan mit Hilfe von diinnen hydrophoben
Fimbrien an das Alkan. Mutanten dieses Stammes ohne Fimbrien ktnnen nicht mehr auf
Hexadecan wachsen. .

Fiir Zellen, die sich direkt an den Oltropfen anheften, stellt das Ablosen der Zellen von
diesem hydrophoben Oltropfen ein weiteres Problem dar. Nach Verbrauch der verwertbaren
Substanzen ist ein weiteres Wachstum nur nach Ablosung der Zelle von dem Oltropfen moglich.
Dieses Problem wird z. B. von Acinetobacter calcoaceticus Stamm RAG-1 dadurch gelost, daf er
sich von einer die Zelle umgebenden amphiphilen Kapsel 16st. Diese Kapsel umschlieBt
anschlieBend den (")ltropf en, so daf} eine emeute Anheftung der Zellen verhindert wird (Rosenberg,
1992).

Von anderen kohlenwasserstoffverwertenden Spezies wird eine Pseudosolubilisierung des
Alkans durch Ausscheidung spezieller amphiphiler Substanzen erreicht. Diese verursachen durch
Bildung von Mikrotropfen (10 - 500 nm im Durchmesser; Einsele, 1983) eine Emulgation der
Alkane in der Wasserphase. Bekannte Beispiele von durch Mikroorganismen ausgeschiedenen



Emulgatoren sind die Rhamnolipide bei P. aeruginosa oder die bei anderen Bakterienstimmen
gefundenen Trehaloselipide. Versuche, einem Medium bestimmte Emulgatoren zuzusetzen, um das
Wachstum von Bakterien auf Alkanen zu stimulieren, waren nicht immer erfolgreich. Emulgatoren
haben auf verschiedene Bakterien nicht immer die gleiche Wirkung; einige Bakterien werden durch
bestimmte Emulgatoren gehemmt, andere werden im Wachstum stimuliert (Rosenberg, 1992).

Bei kohlenwasserstoffverwertenden Hefen sind @hnliche Mechanismen zur Alkanaufnahme
wie bei Bakterien bekannt. Hefen konnen oberflichenaktive Substanzen bilden, die in das
Kulturmedium abgegeben werden und die Kohlenwasserstoffe zu kleinen Tropf chen emulgieren.
Die Untersuchung dieser Substanzen hat beispielsweise zur Entdeckung eines Sophorolipids in
Candida bombicola gefiihrt, das beim Zusatz zum Medium die Verwertung von Alkanen deutlich
stimulierte. Derartige Substanzen wurden auch in anderen Candida-Arten (C. magnoliae, C.
gropengiesseri, C. borogiensis) nachgewiesen (Cartwright et al., 1989). Beim Wachstum auf
gesittigten Kohlenwasserstoffen neigen einige Hefen dazu, Zellflocken oder Aggregate zu bilden,
die Konglomerate von Zé&llen, Kohlenwasserstoffen und Luftbldschen darstellen. Zudem wurde
hiufig das spezifische Auftreten von intrazelluldren Vesikeln beobachtet. Die Isolierung und
Analyse dieser Vesikel zeigte, daB sich unter anderem eine Alkohol-Dehydrogenase fiir langkettige
Alkohole und eine Aldehyd-Dehydrogenase fiir langkettige Aldehyde sowie die Enzyme fiir den
Fetisiure-Stoffwechsel in diesen Vesikeln befanden. Auffillig war, daB diese Vesikel nur von
einer einfachen Membran umgeben waren und daher als Mittler zwischen hydrophoben und
hydrophilen Systemen betrachtet werden konnten (Cartwright et al., 1989; Tanaka und Fukui,
1989).

A.5.2 Aktivierung von Alkanen durch Mikroorganismen

Die bisherigen biochemischen Untersuchungen zum Alkanabbau haben sich ausschlieBlich mit den
Systemen in aeroben Mikroorganismen befaBt. Dabei spielt molekularer Sauerstoff nicht nur als
terminaler Elektronenakzeptor, sondern auch bei der Aktivierung der Alkanmolekiile die
entscheidende Rolle.

Die metabolische Bedeutung von Sauerstoff liegt in seinem hohen Redoxpotential (z. B. fiir
04/H,0 ist Ey' = + 0,81 V) bei gleichzeitiger kinetischer Stabilitit. Dadurch zeichnet sich
Sauerstoff gegeniiber den Halogenen aus, da Reaktionen bei Raumtemperatur kontrollierbar sind.
Die O-O-Bindung wird durch Einfiigung von externen Elektronen in das n-Orbital erheblich
geschwicht. Auf diese Weise wird beispielsweise durch Ubergangsmetallkomplexe das
Sauerstoffmolekiil aktiviert und ein komplexgebundenes Sauerstoffatom mit hoher Reaktivitit
erzeugt, welches die Aktivierung sehr inerter Molekiile ermoglicht (Malmstrom, 1982).

Enzyme, die Sauerstoffatome direkt in das Substrat einfligen, werden Oxygenasen genannt.
Bei der Oxidation von Alkanen spielen Monooxygenasen (auch Hydroxylasen oder mixed function
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oxygenases genannt) eine entscheidende Rolle. Monooxygenasen reagieren mit aliphatischen oder
aromatischen Substraten in Gegenwart von Sauerstoff, wobei eine Hydroxylgruppe in das
Substrat eingefiigt und das zweite Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird. Es sind drei
verschiedene Wege der Alkanoxidation gezeigt worden, die monoterminale Oxidation, die
diterminale Oxidation und die subterminale Oxidation (Britton, 1984; Biihler und Schindler, 1984;
Miiller-Hurtig und Wagner, 1990). Sie sollen im folgenden kurz skizziert werden.

Der verbreitetste Weg ist die monoterminale Oxidation. Dabei wird aus dem Alkan in einer
Monooxygenase-Reaktion durch Insertion einer Hydroxylgruppe zunichst der entsprechende
primére Alkohol gebildet. Dieser wird dann iiber eine Alkoholdehydrogenase oder Alkoholoxidase
(bei verschiedenen Hefen) zum Aldehyd oxidiert und anschlieBend durch eine
Aldehyddehydrogenase zur Monocarbonséure umgesetzt (Abb. 3 A). Die entstehenden Fettsduren
konnen iiber die Reaktionen der B-Oxidation weiter abgebaut werden.

Bei der monoterminalen Oxidation wird ein weiterer Reaktionsweg diskutiert, der eine
Dioxygenase-Reaktion einschlieBt. Finnerty (1988) schligt eine Reaktion iiber ein Peroxid vor und
konnte in Acinetobacter sp. Stamm HO1-N die postulierten Fettsiaureperoxide nachweisen. Der
vorgeschlagene Reaktionsweg verlduft iiber ein Alkanperoxid zu einem Fettsdureperoxid. Das
Fettsiureperoxid wird zu einem Aldehyd reduziert. Durch Disproportionierung wird aus dem
Aldehyd eine Fettsdure und ein Atkohol gebildet. Da der untersuchte Bakterienstamm keine
nachweisbare Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitidt zeigt, vermutet man, daB der Alkohol als
Bestandteil der Wachse ein Endprodukt ist. Die Fettsdure kann iiber die B-Oxidation abgebaut
werden (Abb. 3 B).

Die diterminale Oxidation von Alkanen ist wesentlich weniger hiufig als die monoterminale
Oxidation. Man findet die diterminale Oxidation hauptséchlich in Hefen, selten in Bakterien. Die
w-stindige Methylgruppe wird entweder sofort nach Hydroxylierung der a-Methyl g'ruppe
oxidiert, oder die Oxidation der w-Methylgruppe erfolgt erst nach der Bildung der
Monocarbonsiure (Abb. 4).

Eine subterminale Oxidation wurde bei einigen Pseudomonaden bei der Verwertung von
kiirzerkettigen Alkanen (C3 - Cg) gezeigt. Dabei wird das Alkan zunichst am B-C-Atom iiber den
sekundiren Alkohol zum Keton oxidiert. AnschlieBend wird die endstindige CH3-Gruppe oxidiert
und die Carboxylgruppe der a-Oxocarbonséure abgespalten. Lingerkettige Alkane werden bei
anderen Pseudomonaden und Pilzen der Gattung Fusarium in einem der Baeyer-Villiger-Reaktion
dhnlichen Mechanismus umgesetzt (Abb. 5).

Bei den Alkanmonooxygenasen unterscheidet man zwei verschiedene Typen, wobei es sich
jeweils um mehrfach gekoppelte Systeme iiber die Redoxsysteme Rubredoxin (Fe2+/Fe3+) bzw.
Cytochrom P450 handelt (Abb. 6)(Frey, 1990).

Die Monooxygenase-Reaktion mit Cytochrom P450 ist besser charakterisiert und vermutlich
weiter verbreitet als die mit Rubredoxin (Frey, 1990). Als Cytochrom P450 werden Hamproteine
bezeichnet, die ein an das Eisen ligiertes Thiolat-Anion besitzen und CO-Komplexe bilden, die eine
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Absorptionsbande bei 450 nm zeigen. Verschiedene Typen von Cytochrom P450 katalysieren eine
Reihe verschiedenartigster Reaktionen, hauptsichlich Monooxygenierungen lipophiler Substrate.
Von den Oxygenierungen wurde die Alkanmonooxygenase-Reaktion bislang am besten
charakterisiert (Abb. 7).

A : B
H!C_(CH2)n—CH3 2 HsC —(CH2)i—CHa
O2\}~ 2HI 202
Monooxygenase Dioxygenase
HO
HaC—(CH2);—CH20H 2 HC —(CH2);—CH200H
20 4
Alkohol-Dehydrogenase 2 [+
2 [H bzw. Alkohol-Oxidase Monooxygenase
H] 2H20
HgC—(CH2);—CHO 2 HaC —(CHa)n—C">- O-0O-H
HO 4[H] o]
Aldehyd-Dehydrogenase Reduktase
2[H] 2H20
HeC—(CH2);—COOH 2 HeC —(CH2);—CHO
H0

Disproportionierung

HsC—(CH2);—CH20H HeC— (CH2) —COOH

Abb. 3: Monoterminale Oxidation von Alkanen durch Oxygenasen. (A) zeigt den am weilesten
verbreiteten Reaktionsweg mit einer Monooxygenasereaktion als ersten Aktivierungsschritt, in (B) ist der
far Acinetobacter sp. Stamm HO1-N vorgeschlagene Reaktionsweg iiber Peroxid-Zwischenstuten

dargestelit.
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HaC—(CH2);7—CHs

02\ 2H
Monooxygenase
HO

Ha C—(CH2) ;7—CH20H

Monooxygenase 02 Alkohol-Dehydrogenase
HO 2[H) bzw. Alkohol-Oxidase
2[H

HOCHz —(CH2);—CH20H HC—(CH2);—CHO

HO

Aldehyd-Dehydrogenase

2[H] 2[H)
[HOCH2—(CH9;—CHO] HaC —(CH2) 7—COOH

- 02

I N s
Monooxygenase
2 [H]

HOCHg —(CH2);—COOH

2[H]

[coH—(CH2)7—CO0H]
H O

2H]
HOOGC —(CHz2)—COOH

Abb. 4: Diterminale Oxidation von Alkanen durch Monooxygenasereaktionen, wobei der Angriff auf die
w-Methylgruppe parallel zur Einfihrung der Hydroxylgruppe am o-C-Atom oder aber erst nach Bildung
der Monocarbonsaure erfolgen kann. ([ ] kein freies Intermediat)
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Ha C—(CH2) 5~CHz—CHz—(CH2) ;7—CHa
Oz \y 2{H]

Ho Monooxygenase

H
HaC—(CH2) —CH —CH2—(CH2);7—CHa

Alkohol-Dehydrogenase
2[H]

[
HaC—(CHa)y—C —CHe —(CH2)—Che

Oz \}- 2[H]
Monooxygenase

HO Oxidation + Esterbildung
(analog zur Baeyer-Villiger-Reaktion)

Hac—(CHz),,—g—O—-CHg —(CH2 —CHs

H20 Hydrolytische Esterspaltung

(unspezifische
Esterasen)

HaC—(CH2) 7 COOH HOGHz —(CH2 ;—CHa

Abb. 5: Subterminale Oxidation von Alkanen, wie sie bei Pseudomonaden und Fusarium fir
langerkettige Alkane gezeigt wurde.

A
R—CH3 +02+2H" Rubredoxin Reduktas NADH+H *
Fe®) X(OX-)
R—-CH20H +H20 Rubredoxin Reduktase NAD*
Fe®) (red.)
B
R—CHa +02+2H" Cytochrom Nicht-Ham-Fe Flavoprotein NAD(P)*
P450 (red.) X(ox) (red.)
R—CH20H +H20 Cytochrom Nicht-Ham-fe Flavoprotein NADPH +H *
P450 (ox.) (red.) (ox.)

Abb. 6: Redoxsysteme der Alkan-Monooxygenasen: (A) Cytochrom P450-freies System, (B)
Cytochrom P450 :
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Abb. 7: Mechanismus der Alkan-Monooxygenase mit Cytochrom P450. Im ersten Schritt wird das
Substrat an das Hamprotein gebunden (1); Fe(lll) wird in einem Ein-Elektronen-Transfer zu Fe(ll)
reduziert (2]).; anschlieBend wird Sauerstoif gebunden (3). Nach Ubertragung eines zweiten Elektrons
entsteht ein Peroxy-Fe(lll)-Ham (4). Durch Spaltung des Peroxy-Liganden unter Freisetzung von Wasser
entsteht ein sehr reaktiver, kurzlebiger Komplex (5), der mit dem.Alkan reagiert (6). Im letzten Schritt wird
der gebildete Alkohol freigesetzt (7). Die Abbildung wurde nach Frey (1990) modifiziert.

A.5.3 Kenntnisstand zur anaeroben Alkanoxidation

Die Existenz einer anaeroben Alkanoxidation war sehr lange Gegenstand kontroverser
Diskussionen. Aus thermodynamischen Uberlegungen ist die anaerobe Alkanoxidation mit Nitrat
(3), Mn(1V) (4), Fe(lIl) (5) oder Sulfat (6) als Elektronenakzeptoren oder unter methanogenen
Bedingungen (7) durchaus moglich. Die Berechnungen der AG°'-Werte beruhen auf den
Zahlenangaben von Thauer et al. (1977) und Synowietz (1983).

CioH22 + 124 NO3~ + 24 H* — 10HCO3 + 6,2N2 + 7,2 H20 3)
AG® =- 6117 kJ/mol

CioH22 + 31 MnO2 + 21 HCO3" + 21 H* — 31 MnCOg3 + 32 H20 (4)

AG® =-5696 kJ/mol

CioH22 + 62 Fe(OH)3 + 52 HCO3- + 52 H+ — 62 FeCOz + 156 H20 (5)

AG® = - 2425 kJ/mol
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CioHaz + 7,75 S04 — 10HCOz™ + 7,75 HS + 2,25H* + H0 (6)
AG®' = - 349 kJ/mol

8CqgHoz + 54H0 — 62CH4 + 18 HCO3™ + 18H* (7)
AG®' =-220 kJimol

Zweifel wurden haupts'achlic'h aus kinetischen Griinden laut. Alkane sind, wie bereits
erlautert (siehe A.2), sehr reaktionstrige Molekiile, deren Aktivierung bei chemischen Synthesen
oft nur unter extremen Bedingungen moglich ist. Daher war lange Zeit angenommen worden, daf3
zur Aktivierung in biologischen Systemen wie bei der Monooxygenase-Reaktion hochreaktive
Sauerstoffspezies zur Aktivierung zwingend notwendig seien (vgl. A.5.2). Zwar gibt es bereits in
fritherer Literatur einige Hinweise auf eine anaerobe Alkanoxidation, aber viele dieser Arbeiten
wurden angezweifelt (siehe A.5.3.3). Erst in jiingster 7Zeit sind eindeutige Versuche gemacht
worden, die das anaerobe Wachstum von Mikroorganismen auf Alkanen als einziger Quelle
organischer Substrate zeigen (Aeckersberg, 1989; Aeckersberg, 1994; Aeckersberg et al., 1991;
Widdel, 1988). Im folgenden sollen die Bedeutung anaerober Atmungsprozesse sowie friithere
Arbeiten zur anaeroben Alkanoxidation mit den dazu geduBerten Kritikpunkten kurz dokumentiert
werden.

A.5.3.1 Bedeutung anaerober Atmungsprozesse

Die anaerobe Atmung wurde bislang beziiglich ihrer Bedeutung fir den globalen
Kohlenstoffkreislauf deutlich unterschitzt. In neueren Untersuchungen wurde gezeigt, daB in
marinen Sedimenten kiistennaher Gebiete anaerobe Atmungsprozesse mit Nitrat, Sulfat,
Mangan(1V) oder Eisen(III) als Elektronenakzeptor zusammen mi‘t der Methanogenese mehr zur
Remineralisierung beitragen als aerobe Prozesse (Canfield et al., 1993). Dabei variert die
Bedeutung der einzelnen Elektronenakzeptoren in unterschiedlichen Gebieten deutlich.
Verallgemeinernd wird die Sulfatreduktion als der wichtigste anaerobe Atmungsproze8 in marinen
Sedimenten betrachtet (Jprgensen, 1982). Die Sulfatkonzentration in Meerwasser betrigt
durchschnittlich 28 mM. SiiBwasserstandorte enthalten meist weniger als 1 mM Sulfat. An diesen
Standorten erhlt die Nitratreduktion gegentiber der Sulfatreduktion mehr Gewicht Diese Tendenz
wird durch starke Uberdiingung vieler Gebiete durch intensive Landwirtschaft noch verstirkt. An
einigen Standorten machen aber auch die Eisenreduktion oder die Manganreduktion einen
relevanten Anteil der anaeroben Atmungsprozesse aus (Lovley, 1991; Nealson und Saffarani,
1994).
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A.5.3.2 Messungen zum anaeroben Alkanabbau in Sedimenten

Von einigen Arbeitsgruppen wurden Untersuchungen zum anaeroben Alkanabbau in Sedimenten
durchgefiihrt, wobei die einzelnen Gruppen zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen. Ward und
Brock (1978) untersuchten den Abbau von radioaktiv markiertem Hexadecan in Seesedimenten.
Eine anaerobe biologische Oxidation von 14C-Hexadecan konnte jedoch nicht gezeigt werden, da
der Anteil der in COz und der partikuldren Fraktion wiedergefundenen Radioaktivitit auch in
Kontrollen, die mit Formaldehyd behandelt worden waren, erreicht wurde. Ebenso konnte auch in
zwei jiingeren Arbeiten mit Sedimenten ohne Sauerstoff bzw. mit einem sehr geringen
Sauerstoffpartialdruck (0,2 - 0,3 ppm) keine Abnahme von ldngerkettigen Alkanen gemessen
werden (Michaelsen et al., 1992; Mille et al., 1988). Dagegen fanden DeLaune et al. (1980) in
anaeroben Inkubationsexperimenten mit anoxischen Sedimenten aus Salzwiesen und
1-14C-Octadecan als Substrat unter einem Redoxpotential von -200 mV nach 25 Tagen 10 % der
eingesetzten Radioaktivitit in CO2 wieder. Hambrick et al. (1980) konnten in einem analogen
Experiment unter einem Redoxpotential von -250 mV sogar 18,8 % der Radioaktivitit in CO;
nachweisen. In diesen Arbeiten fehlen allerdings Sterilkontrollen. In einer weiteren Arbeit wurde
gezeigt, daB nach 80 Wochen Inkubation von Seesedimenten mit natiirlich vorhandenem
n-Heptadecan unter SauerstoffausschluB mehr als 90 % der urspriinglichen Heptadecanmenge
(8 -9 ug/g) verschwunden waren (Giger et al., 1980).

A.5.3.3 Anaerobe Alkanoxidation durch Anreicherungen oder Reinkulturen unter

sulfatreduzierenden Bedingungen

Arbeiten zum anaeroben Alkanabbau mit Rein- und Mischkulturen sulfatreduzierender Bakterien
wurden bereits in den 40er Jahren veroffentlicht. Novelli und ZoBell (1944) beschrieben eine
Sulfidbildung durch Anreicherungen und Reinkulturen von Desulfovibrio in anaeroben Ansitzen
mit langkettigen Alkanen. Spiter konnte jedoch mit den beschriebenen Kulturen auf Hexadecan
oder Erddl kein anaerobes Wachstum mehr gezeigt werden (Updegraff und Wren, 1954).
Rosenfeld (1947) beschrieb sulfatreduzierende Anreicherungen, die beim Wachstum auf
langkettigen Alkanen langkettige Fettsiuren bildeten. Ungliicklicherweise sind die Kulturen jedoch
heute nicht mehr verfiigbar. Da zum damaligen Zeitpunkt die Anaerobentechniken noch nicht sehr
weit entwickelt waren, wurden hidufig Zweifel an den vormals beschriebenen anoxischen
Inkubationsbedingungen geduBert (Bertrand et al., 1989; Schink, 1988). Davis und Yarbrough
(1966) verwendeten Kulturen von Desulfovibrio desulfuricans und fithrten den Nachweis einer
alkanabh#ngigen Reduktion von Methylenblau sowie der Oxidation von 14C-markiertem Methan,
14C-Ethan und 14C-Octadecan. Die in CO, wiedergefundene Radioaktivitit betrug allerdings nur
0,18 % der eingesetzten Aktivitit. AuBerdem ergibt sich rechnerisch aus den Angaben zur
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Reduktion von Methylenblau, da8 nur etwa 0,1 % des eingesetzten Substrats oxidiert wurden, so
daB es sich dabei also durchaus um eine Verwertung von Verunreinigungen des Substrats
gehandelt haben konnte. Die Tatsache, daf die verwendete Kultur Glucose als Substrat verwerten
konnte, spricht zudem fiir eine mikrobielle Verunreinigung.

Erst vor wenigen Jahren wurde eindeutig das anaerobe Wachstum einer sulfatreduzierenden
Reinkultur mit langkettigen Alkanen nachgewiesen (Aeckersberg, 1989; Aeckersberg, 1994;
Aeckersberg et al., 1991). Das Inokulum fiir die Anreicherungskultur stammte aus dem Bodensatz
eines Ol-Wasser-Separators eines norddeutschen Olfeldes, in dem Schwefelwasserstoff gebildet
wurde. Die gewonnene Reinkultur, Stamm Hxd3, wuchs unter strikt anoxischen, reduzierenden
Bedingungen in Mineralmedium mit n-Hexadecan als einzigem Substrat und Sulfat als
Elektronenakzeptor. In stochiometrischen Untersuchungen mit Stamm Hxd3 wurde eine Oxidation
von 90 % des eingesetzten Hexadecans unter strikt anoxischen Bedingungen gezeigt (Aeckersberg,
1994).

A.5.3.4 Oxidation von Alkanen durch nitratreduzierende Bakterien

Neben der Untersuchung der anaeroben Alkanoxidation unter sulfatreduzierenden Bedingungen
wurden auch Untersuchungen an nitratreduzierenden Kulturen unternommen. Anaerobe
Zellsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa Stamm Sol 20 mit n-Heptan reduzierten NAD*
oder Pyocyanin (Senez und Azoulay, 1961) und bildeten dabei 1-Hepten (Chouteau et al., 1962).
Anaerobes Wachstum dieses Stammes auf Alkanen wurde jedoch nicht gezeigt. In einer
weiterfiihrenden Arbeit dieser Gruppe wurde berichtet, daB die Oxidation zum Aldehyd
sauerstoffabhiingig war. Als Mechanismus wurde eine Epoxidierung von 1-Hepten vorgeschlagen
(Azoulay et al., 1963). Bei Untersuchungen eines anderen Stammes, Pseudomonas aeruginosa
Stamm 196Aa, wurde erstmalig anaerobes Wachstum unter denitrifizierenden Bedingungen mit
Octan und Hexadecan beschrieben (Traxler und Bernard, 1969). Die Autoren berichten von einer
Alkan-Dehydrogenase- und einer Alken-Hydroxylase-Aktivitit in zellfreien Extrakten dieses

 Stammes (Parekh et al., 1977). Diese Ergebnisse konnten jedoch nicht reproduziert werden (Atlas,

1981). Spiter wurde festgestellt, daB Pseudomonas aeruginosa Stamm 196Aa Alkane anaerob
nicht verwerten kann. Das ehemals beobachtete anaerobe Wachstum war demnach wahrscheinlich
auf die Verwertung von Aminosiuren zuriickzufiihren, die bei der aeroben Anzucht des Inokulums
ins Medium ausgeschieden worden waren (Griffin und Traxler, 1981).

Weitere Untersuchungen zur anaeroben Verwertung von Alkanen durch nitratreduzierende
Reinkulturen schlugen bislang ebenfalls fehl. Hansen und Kallio (1957) zeigten, daB
Pseudomonas stutzeri aerob auf Alkanen wachsen konnte, Alkane in anaeroben Suspensionen mit
Nitrat als Elektronenakzeptor jedoch nicht verwerten konnte. Zwei weitere Arten, Pseudomonas
aeruginosa und Pseudomonas nautica, konnten Alkane ebenfalls nur unter oxischen Bedingungen
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oder bei erniedrigten Sauerstoffpartialdriicken mit gleichzeitiger Nitratreduktion verwerten. Strikt
anaerobes Wachstum erfolgte nicht (Bonin et al., 1992; Swain et al., 1978).

Gilewicz et al. (1991) beschrieben eine Reinkultur eines denitrifizierenden Bakteriums,
Pseudomonas sp. Stamm Al1l, welche ein langkettiges Alken (1-Heptadecen) unter anoxischen
Bedingungen abbauen konnte. Der Abbau von Alkanen durch dieses Bakterienisolat erfolgte nur
unter oxischen Bedingungen. Die anaerobe Verwertung von langkettigen Alkenen war bereits in
friiheren Arbeiten mit einer methanogenen Anreicherungskultur (Schink, 1985) sowie durch den
Sulfatreduzierer Hxd3 gezeigt worden (Aeckersberg, 1989; Aeckersberg et al., 1991).

A.6 Erdol als Substrat fiir mikrobielles Wachstum
A.6.1 Zusammensetzung von Erddl

Der Begriff Erdol bezeichnet ein kompliziertes Gemisch aus mehr als 600 verschiedenen
organischen Substanzen. Der Anteil der einzelnen Substanzen ist dabei in verschiedenen Erdolen
nicht einheitlich, sondern unterliegt bei den an verschiedenen Stellen der Erde gef undenen Roholen
groBen Schwankungen. Dennoch kann man die verschiedenen Komponenten des Erdols
verallgemeinemnd in drei Fraktionen unterteilen (Tissot und Welte, 1984):

1. Gesiittigte Kohlenwasserstoffe
In der Gruppe der gesittigten Kohlenwasserstoffe werden n-Alkane, Isoalkane und Cycloalkane

(Naphthene) zusammengefaBt. Diese Substanzen machen bei den meisten Roholen den Hauptanteil
aus. Ein Durchschnittswert aus 517 verschiedenen Roholen ergab einen Anteil von 57,2 % (Wiw)
(Abb. 8). Eine Ausnahme bilden beispielsweise Rohdle, die bereits durch mikrobielle
Abbauvorginge einen GroBteil der Alkanfraktion verloren haben (Petrov, 1987b).

Man findet in Roholen hauptsichlich n-Alkane im Bereich zwischen Cj und C4g. Sie kdnnen
bis zu 35 % (w/w) ausmachen. Dabei bilden n-Alkane von Cs - C7 den Hauptanteil einzelner
Komponenten, ab Cjg nimmt der Anteil mit zunehmender Kettenldnge kontinuierlich ab. Der
n-Alkananteil einzelner Rohole hingt stark vom Ursprung des abgelagerten organischen Materials
ab.

2. Aromatische Kohlenwasserstoffe

Zu der Gruppe der aromatischen Kohlenwasserstoffe werden reine Aromaten und
Cycloalkanaromaten (Naphthenaromaten), aber auch zyklische Schwefelkomponenten
(Benzothiophene) gezihlt. Der Anteil betrug in einer Stichprobe aus 517 verschiedenen Roholen
durchschnittlich 28,6 % (w/w) (Abb. 8). Den Hauptanteil aromatischer Substanzen stellen die
reinen Aromaten mit einem einzigen oder bis zu fiinf kondensierten aromatischen Ringen sowie die
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alkylierten Derivate. In relevanten Mengen kommen oft Benzol, Toluol und die -Xylole,
Naphthalin und Methyl-Naphthaline vor.

3. Harze und Asphaltene
Die Gruppe der Harze und Asphaltene besteht aus hochmolekularen, polyzyklischen

Verbindungen, die N, O oder S als Heteroatome enthalten. Der durchschnittliche Anteil in den
517 untersuchten Roholen wird mit 14,2 % (w/w) angegeben (Abb. 8). Dieser Anteil steigt in
Erdolen, die einem biologischen Abbau oder anderen Prozessen wie water-washing (bei Kontakt
von Erdol mit Wasser werden die leichter 15slichen Substanzen wie Toluol, Benzol oder
kurzkettige Alkane ausgewaschen) oder oxidativen Prozessen unterworfen waren, da es sich hier
um biologisch schwer angreifbare bzw. schwer losliche oder schwer fliichtige Substanzen
handelt.

Andere niedermolekulare Substanzen mit polaren Gruppen wie etwa Fettsauren,
Cycloalkansauren, Phenole, Alkylpyridine oder Thiole machen nur einen sehr geringen Anteil
am Rohol aus. In jiingeren Roholen liegt der Anteil allerdings deutlich hoher als in gereiften
Roholen.

A B

Harze und
Asphaltene
142%
Aromalische n-Akane und
Kohlenwasserstotfe isoalkane

Gesitligte
Kohlenwasserstolle

57,2 %

345% 333%

Aromatische
Kohlenwasserstofie

286 %

Abb. 8: Darstellung der Gesamtzusammensetzung von Rohdl (A) bzw. der reinen Kohlenwasserstoff-
fraktion (B) als Durchschnitiswerle aus 517 untersuchten Rohdlen; in Anlehnung an Tissot und Welte
(1984).

A.6.2 Entstehung von Erddl

Das allgemein akzeptierte Modell zur Entstehung von Erdsl geht von einem biogenen Ursprung
aus. Man nimmt an, daB Erdol aus grofen Mengen abgelagerter organischer Substanz
(Landpflanzen und mariner Plankton) entstanden ist. Einen GroBteil der organischen Substanz
bildeten wahrscheinlich die sog. Stromatolithen. Als Stromatolithen werden Matten filamentoser
Cyanobakterien bezeichnet, die ihre Bliitezeit im Prakambrium hatten. Die bereits zuvor (siehe
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A.3) kurz erwihnte Griinalge Botryococcus braunii hat vermutlich ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Erdolentstehung gespielt. Viele olhaltige Sedimente enthalten Botryococcene, mehrfach
ungesittigte verzweigte Kohlenwasserstoffe, die typisch fiir Botryococcus braunii sind. Eine
Beteiligung der Botryococcus braunii-Wasserbliiten wird insbesondere bei der Entstehung von
Lagerstitten in Australien und RuBland vermutet (Poremba und Gunkel, 1994).

Das organische Material wurde in tektonischen Griiben wie beispielsweise der Nordsee oder
dem Persischen Golf gefangen und gelangte dort durch die Uberdeckung mit Sediment vor
Jahrmillionen in tiefere Erdschichten. Dort war es von Sauerstoff abgeschlossen und hohem Druck
und hohen Temperaturen ausgesetzt. Diese extremen Bedingungen in den Lagerstitten haben
sicherlich zu einer Verinderung des abgelagerten organischen Materials gefiihrt. Die Rolle von
Mikroorganismen bei der Reifung (Maturation) des Erdols, d. h. beispielsweise der Umwandlung
der Lipide aus den Stromatolithen in die Kohlenwasserstoffe, ist noch nicht gekldrt. Dennoch wird
vermutet, daB es iiber Jahrmillionen auch durch die Aktivitit von Bakterien und Pilzen zu einer
Reifung der abgestorbenen Substanz iiber Humus zum reifen Erdol kam (Rheinheimer, 1991).

Je nach Ursprung des organischen Materials unterscheiden sich die untersuchten Rohdle in
ihrer Zusammensetzung. So sind beispielsweise Erdole, die aus terrestrischem Material entstanden
sind, reicher an n-Alkanen als Rohtle marinen Ursprungs, die reicher an zyklischen Verbindungen
sind (Tissot und Welte, 1984). Neben der Herkunft des organischen Materials spielen aber auch
die Bedingungen der Ablagerung eine wichtige Rolle bei der Zusammensetzung des resultierenden
Erdols (Blanc und Connan, 1993). Eine genauere Darstellung der Vorgidnge bei der
Erdolentstehung gibt Petrov (1987a).

A.6.3 Bakterielle Aktivititen in Erddlreservoirs und Anlagen der
Erdolindustrie

A.6.3.1 Geochemische Hinweise auf bakterielle Aktivitit in Erdélreservoirs

Erdolreservoirs stellen extreme Bedingungen fiir mikrobielles Wachstum dar. In Lagerstitten, die
in einer Tiefe von 2000 bis 4000 Metemn liegen, herrschen Driicke von 20 bis 59 MPa bei
Temperaturen zwischen 60 und 120°C. Die Salzkonzentrationen liegen meistens iiber 100 g NaCl
pro 1. Molekularer Sauerstoff ist nicht vorhanden (Donaldson et al., 1989). Dennoch gibt es recht
eindeutige Hinweise, daB Erddle in ihren Reservoirs bei Kontakt mit Wasser durch
Mikroorganismen teilweise abgebaut wurden. Die Verinderungen des Erdols, die auf mikrobielle
Aktivititen zuriickgefithrt werden, haben bis zu einer Temperatur von etwa 60°C stattgefunden
(Connan et al., 1994). Mikrobielle Aktivitat in Erdolreservoirs ist daran erkennbar, daB sich einige
Rohole hinsichtlich ihrer Kohlenwasserstoff-Zusammensetzung deutlich von als urspriinglich -

angesehenen Roholen unterscheiden. In der geologischen Literatur findet man viele
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Untersuchungen zur Verinderung der Zusammensetzung von Roholen durch biologischen Abbau
(Ubersicht gibt Petrov, 1987b). In der Regel ist sowohl der Anteil der Alkanf] raktion als auch der
der Aromatenfraktion deutlich verringert. Harze und Asphaltene haben in diesen Erdolen einen
signifikant groBeren Anteil. Derart veridnderte Rohole haben einen geringeren okonomischen Wert
als urspriingliche Rohole.

Erste Hinweise auf die moglicherweise beteiligten Mikroorganismen ergaben sich durch den
Nachweis einer rezenten Bildung von Methan (Ekzertsev, 1960; Nazina et al., 1985) und Sulfid
(Cord-Ruwisch et al., 1986; Ganahl und Kleinitz, 1983; Nazina et al., 1985; Rozanova und
Nazina, 1982) in verschiedenen Olfeldern. Teilweise wurde ausdriicklich ein Zusammenhang
zwischen fortschreitender Wasserinjektion bei der Olférderung und der gemessenen, langsam
steigenden Sulfidkonzentration betont (Cord-Ruwisch et al., 1986).

Ein weiteres Indiz fiir die Aktivitit sulfatreduzierender Bakterien in Erdollagerstitten liefert
die Diskriminierung des schwereren Isotops des Schwefels (34S) gegeniiber dem leichteren Isotop
(32S) durch bakterielle Sulfatreduktion. Bei abiotischen H,S-Bildungsprozessen findet dagegen
keine oder nur eine sehr geringe Isotopenfraktionierung statt (Schidlowski et al., 1983). Daher
deutet man die Schwefelisotopenfraktionierung, d. h. die Anreicherung des leichteren 32S-Isotops,
als Zeichen fiir einen biologischen Ursprung. In vielen verschiedenen Erdollagerstitten wurde eine
starke Fraktionierung von Schwefelisotopen in HpS gegenitber verbliebenem Sulfat gemessen.
Diese Lagerstitten wiesen in situ Temperaturen bis 60°C auf (Nielsen et al., 1991). Damit ist
zumindest in Lagerstitten bis 60°C die Aktivitit von sulfatreduzierenden Bakterien wihrend oder
nach Beendigung der Reifung des Erdols sehr wahrscheinlich.

Bei hoheren Reservoirtemperaturen (ab etwa 80 - 120°C) liegt der Sulfidbildung vermutlich
ein rein chemischer ProzeB zugrunde, wobei Sulfat und Sulfid durch Komproportionierung in
elementaren Schwefel und Polysulfide iiberfiihrt werden (8). Elementarer Schwefel und ebenso die
genannten Polysulfide sind in der Lage, eine Oxidation von vielen organischen Molekiilen zu
bewirken. Selbst gesittigte Kohlenwasserstoffe konnen unterietwas drastischeren Bedingungen
mit Schwefel unter Freisetzung von CO; und H;S reagieren (9).

S042" + 3HoS — 4S° + 2H0 + 20H" (8)

45° + 4(CHp) + 84 HoO — 4 HgS + %4 CO2 9)

Der gesamte ProzeB (8 + 9) verlduft autokatalytisch mit HzS sowohl als Katalysator als auch
als Endprodukt (10)(Orr, 1974).

S04 + ¥ (CH2) + % HoO — HoS + 94 CO2 + 20H (10)

Eine weitere Quelle fiir die H2S-Bildung in Erd'cillégerst'zitten ist die thermische Spaltung
schwefelhaltiger Komponenten des Ols (Orr, 1974).
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A.6.3.2 Nachweis von anaeroben Mikroorganismen in Erdélférderanlagen und
im Forderwasser verschiedener Olfelder

Durch Verdiinnung von Proben aus einem Ol-Wasser-Separator eines norddeutschen Olfeldes in
sog. MPN-Reihen in Mineralmedien mit verschiedenen organischen Substraten (z. B. Acetat,
Lactat, Benzoat oder Butyrat + Capronat) wurde eine hohe Zellzahl von sulfatreduzierenden
Bakterien, die u. a. den Gattungen Desulfobacter und Desulfovibrio shnelten, gezeigt (Cord-
Ruwisch et al., 1986; Cord-Ruwisch et al., 1987a; Cord-Ruwisch et al., 1987b). Aus dem
Forderwasser eines Nordseeolfeldes vor Schottland wurden hyperthermophile sulfat- und
schwefelreduzierende Archaebakterien der Gattungen Archaeoglobus, Thermococcus und
Pyrococcus isoliert (Stetter et al., 1993). Aus moderat thermophilen Anreicherungskulturen mit
Forderwasser eines Nordseedlfeldes des norwegischen Sektors unter sulfatreduzierenden
Bedingungen und organischen Substraten wie Lactat, Propionat, Butyrat oder einem
Fettsduregemisch wurden Arten der Gattung Desulfotomaculum isoliert (Rosnes et al., 1991a;
Rosnes et al., 1991b). Desweiteren wurde aus diesem Erdolfeld das hyperthermophile
sulfatreduzierende Archaebakterium Archaeoglobus fulgidus (Beeder et al., 1994) und das
bislang unbekannte Bakterium Thermodesulforhabdus. norvegicus (Beeder et al., 1995) isoliert.
Thermodesulforhabdus norvegicus ist ein sulfatreduzierendes Eubakterium mit einem
Temperaturoptimum bei 60°C und wichst beispielsweise mit Acetat, Lactat oder Fettsduren. Aus
einem kontinentalen Olfeld bei Paris, in das noch kein externes Forderwasser injiziert worden war,
wurden Isolate von Archaeoglobus fulgidus, Thermodesulfobacterium commune,
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus und Thermococcus litoralis (L'Haridon et al., 1995),
sowie des neuen moderat thermophilen, fermentativen Bakteriums Thermotoga subterranea
(Jeanthon et al., 1995; L'Haridon et al., 1995) gewonnen. Eine andere Art der Gattung
Thermotoga, Thermotoga elfii, wurde von Ravot et al. (1995) aus einem Olfeld in Afrika
gewonnen. Ein thermophiles sulfatreduzierendes Bakterium der neuen Gattung Desulfacinum
wurde aus einem Nordseetlfeld isoliert (Rees et al., 1995). Dieses Bakterium, Desulfacinum
infernum, hat ein Temperaturoptimum bei 60°C und wichst beispielsweise mit Acetat, Lactat,
Propionat oder Fettsauren als alleinigen organischen Substraten.

Mittels molekularbiologischer Methoden wurde das Vorhandensein von Desulfovibrio spp.
in verschiedenen Oltanks und Olpipelines gezeigt (Voordouw et al., 1990; Voordouw et al., 1991;
Voordouw et al., 1992; Voordouw et al., 1993). Eine andere Arbeitsgruppe wies Arten der
Gattung Desulfobacter mit Hilfe spezifischer Gensonden im Forderwasser und Injektionswasser
eines Olfeldes in Alaska nach (Brink et al., 1994).
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A.6.3.3 Erklirungsansitze zur Herkunft und zum Wachstum anaerober
Mikroorganismen in Olfeldern und Anlagen der Erdélindustrie

Mit dem Nachweis von sulfatreduzierenden Bakterien in Erdollagerstitten stellt sich auch die Frage
nach der Herkunft dieser Mikroorganismen. Im Zuge der sekundiren Erdolforderung 148t sich der
Eintrag der Bakterien in Olfelder leicht durch die Injektion von umgebendem Meerwasser erklaren.
Meerwasser kann trotz oxischer Bedingungen lebensfihige sulfatreduzierende Bakterien enthalten.
Auch hyperthermophile Mikroorganismen konnen in kaltem Meerwasser iiberleben und sogar eine
jahrelange Inkubation bei 4°C in Gegenwart von Luf! tsauerstoff iiberstehen (Huber et al., 1990). In
urspriinglichen Erdollagerstitten erlauben vermutlich Verbindungen zum umgebenden Meerwasser
iiber Risse in den umgebenden Gesteinsformationen ein Eindringen sulfatreduzierender Bakterien.
Einige Autoren vertreten jedoch die Ansicht, daB Mikroorganismen seit der Bildung der
Lagerstitten in diesen ilberdauert haben. In einigen Arbeiten wurde die Isolation von
hyperthermophilen Archaebakterien und thermophilen Eubakterien aus Erdolfeldern beschrieben,
in die noch kein Meerwasser im Rahmen der sekundren Erdolforderung eingeleitet wurde (siehe
A.6.3.2). Mit den aus einem solchen Olfeld isolierten sporenbildenden Desulfotomaculum spp.
wurde eine Sulfatreduktion noch bei Temperaturen bis zu 80°C und Driicken bis zu 30 MPa
nachgewiesen. Die Sporen dieser Arten iiberdauerten sehr extreme Bedingungen (20 min bei
130°C), wie man sie auch in Lagerstitten findet (Rosnes et al., 1991a; Rosnes et al., 1991b).

Ein direkter Nachweis eines Zusammenhangs zwischen den beobachteten anaeroben
Bakterien und dem biologischen Abbau des Erdéls fehlte bisher, da keines der Isolate aus den
zuvor angefiihrten Arbeiten wesentliche Bestandteile des Erddls als Substrate zu nutzen vermochte.
Daher nahm man an, daB der primidre Angriff auf Komponenten des Erddls durch aerobe
Mikroorganismen erfolgt, wihrend die aus den verschiedensten Erdolreservoirs und
Erdolforderanlagen isolierten Anaerobier, in der Regel sulfatreduzierende Bakterien, auf
Ausscheidungsprodukten aerober Mikroorganismen (Cord-Ruwisch et al., 1987a; Jobson et al.,
1979; Nazina et al., 1985; Rozanova und Nazina, 1982; Shelton und Hunter, 1975) oder auf der
abgestorbenen Zellmasse der aeroben Bakterien (Cord-Ruwisch et al., 1986) wuchsen. Der
Eintrag von Sauerstoff in urspriinglich anaerobe Reservoirs erfolgte dabei vermutlich erst bei der
sekunddren Erdolférderung durch die Einleitung oxischen Oberfléchenwassers. Weitere
Hypothesen zur Sulfidbildung waren ein Wachstum der Sulfatreduzierer auf polaren Substanzen
der Harz- bzw. Asphaltenfraktion des Erdols (Cord-Ruwisch et al., 1986) oder auf natiirlich
vorkommenden Fettsduren im Erdol und Lagerstittenwasser (Beeder et al., 1995; Rosnes et al.,
1991a; Rosnes et al., 1991b). Auch bei der Roholforderung zugesetzte Chemikalien, wie
beispielsweise das Losungsmittel Methanol, das Polymer Xanthan, die als Chelatbildner
eingesetzte Ascorbin- oder Zitronensdure, oder das Tensid Polyethylenglykol, stehen nach
Umsetzung durch girende Bakterien als Substrate fiir die Sulfatreduktion zur Verfiigung (Cord-
Ruwisch et al., 1986; Pini, 1991).
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A.6.3.4 Rohil als bakterielles Substrat unter anoxischen Bedingungen

Bereits vor etlichen Jahren wurden Arbeiten veroffentlicht, die durchaus ein direktes Wachstum
von sulfatreduzierenden Bakterien auf Erdolbestandteilen in Betracht zogen. In anaeroben
Anreicherungen mit Rohdl oder roholhaltigen Harzen als Substrat wurde eine Bildung von Methan
(Ekzertsev, 1960; Muller, 1957) oder Sulfid (Cord-Ruwisch et al., 1986; ZoBell und Prokop,
1966) beobachtet. In einer neueren Arbeit wurden hyperthermophile, sulfatreduzierende
Anreicherungen bei 85°C und 102°C mit Rohol als Substrat beschrieben (Stetter et al., 1993). Zwei
sulfatreduzierende Isolate, Archaeoglobus fulgidus und Thermodesulfobacterium commune,
wuchsen auf einer sterilen Ol-Wasser-Phase zur vier- bis fiinffachen Zelldichte des Inokulums
heran (L'Haridon et al., 1995). In keiner der erwihnten Arbeiten wurden jedoch die konkreten
Wachstumssubstrate aus dem Erddl nachgewiesen. In Laborkulturen wurde ein Wachstum der
Isolate beispielsweise auf Lactat, Hy/CO5 + Acetat oder komplexen Substraten wie Pepton oder
verschiedenen Zellextrakten erreicht (Stetter et al., 1993; L'Haridon et al., 1995).

In jiingerer Zeit wurde in einigen Arbeiten die Verwertung von Substanzen, die bis dahin als
inert unter anoxischen Bedingungen galten, unter strikt anoxischen, sulfatreduzierenden
Bedingungen gezeigt. Dazu gehorten aromatische Substrate wie p-Cresol, Phenol (Bak und
Widdel, 1986) sowie Toluol (Rabus et al., 1993) und auch gesittigte Kohlenwasserstoffe
(Aeckersberg, 1989; Aeckersberg et al., 1991; Widdel, 1988). Damit erschien es durchaus
moglich, daB strikt anaerobe Bakterien direkt wesentliche Bestandteile von Rohél verwerten
konnen. Diese Moglichkeit wurde daher auch in neueren Publikationen iiber die mikrobielle
Verwertung von Rohol als Substrat stirker beriicksichtigt. Beispielsweise wurden zwei
verschiedene Erdolreservoirs beschrieben, die deutlich einer mikrobiellen Verénderung unterlegen
haben. In dem aus den Reservoirs geférderten Wasser wurden keine aeroben Bakterien gefunden
und die Autoren zogen daher durchaus die Méglichkeit eines anaeroben Abbaus von
Kohlenwasserstoffen aus Rohol in Betracht (Connan et al., 1994). In einer parallel zur
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Dissertation wurde das Wachstum einer Anreicherungskultur
unter anoxischen, sulfatreduzierenden Bedingungen mit Rohdl als einziger Quelle organischer
Substrate gezeigt. Gaschromatographische Untersuchungen des Erdols nach dem Wachstum der
Bakterien ergaben, daB die Alkanfraktion unverindert war, wihrend die Anteile von Toluol und
einigen in ortho- und meta-Position alkylsubstituierten Toluolen aus der Aromatenfraktion
signifikant abgenommen hatten (Rabus, 1995). Zu Beginn der vorliegendén Arbeit war jedoch
weder das Wachstum einer Reinkultur unter anoxischen sulfatreduzierenden Bedingungen auf
Erdol als einziger Quelle organischer Substrate noch die Verwertung von Alkanen aus Rohol unter
strikt anoxischen Bedingungen gezeigt.
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A.6.3.5 Bedeutung der Aktivitiit von sulfatreduzierenden Bakterien in Anlagen
der Erddlindustrie

Das Wachstum von sulfatreduzierenden Bakterien und die damit verbundene
Schwefelwasserstoffbildung in Forderanlagen, Pipelines und Tanks der Erdolindustrie hat aus
mehreren Griinden groBe wirtschaftliche Bedeutung erlangt.

Das Hauptproblem ist die anaerobe Korrosion von Eisen in den Anlagen, die zu groBen
wirtschaftlichen Verlusten fiihrt. Als Hauptverursacher werden sulfatreduzierende Bakterien
betrachtet, die mit Wasserstoff als Elektronendonator wachsen konnen. Der genaue Mechanismus
der anaeroben Korrosion ist noch nicht vollstindig verstanden. Der Beitrag der sulfatreduzierenden
Bakterien liegt in der deutlichen Beschleunigung eines elektrochemischen Prozesses, der
sogenannten kathodischen Depolarisierung (Hamilton, 1985; Widdel, 1990). Die in der
anodischen Reaktion des Eisens freigesetzten Elektronen werden durch Protonen aus dem
umgebenden Wasser aufgefangen. Noch hypothetisch ist die Annahme, daB bereits der
entstehende atomare Wasserstoff und nicht erst Hy durch Sulfatreduzierer verwertet werden kann
und damit zu einer Beschleunigung der vorangegangenen Prozesse und somit zur Auflosung des
Eisens fithrt (Widdel, 1990). Dariiberhinaus wirkt das bei der Sulfatreduktion gebildete Sulfid
durch Bildung von FeS ebenfalls stark korrosiv auf Eisen.

Neben der Korrosion sind auch unlosliche Sulfid-Prizipitate wie FeS in Lagerstitten- und
Forderwasser ein groBes Problem, da sie zu Verstopfungen von Ventilen fiihren oder die Porositit
von erdoltragendem Gestein und damit die Forderleistung herabsetzen (Ganahl und Kleinitz,
1983). Desweiteren wird durch die H,S-Bildung der Schwefelgehalt des geforderten Erdéls erhtht
und damit dessen Wert gemindert (Odom, 1993). SchlieBlich fiihrt auch die Toxizitéit von
Schwefelwasserstoff fiir den menschlichen Organismus zu Gefdhrdungen des.Personals bei der
Erdolforderung.

A.6.4 Mikrobielle Sanierung oOlkontaminierter Standorte

Die Kontamination verschiedenster Umweltbereiche mit Erdol ist ein heutzutage vieldiskutiertes
Problem. Sehr viel Aufmerksamkeit erregen die verschiedenen Tankerungliicke, bei denen
punktuell sehr groBe Mengen Rohdl freiwerden. Dennoch machen diese Verschmutzungen nur
einen Bruchteil (etwa 10 %) der insgesamt pro Jahr freigesetzten Mengen (etwa 33,7 - 108 V/a) aus
(Prince, 1992). Einen sehr groBen Anteil haben neben natiirlichen Austritten hiusliche und
industrielle Abfille, Undichtigkeiten in Pipelines und Oltanks, Unfille auf Olplattformen sowie der
normale Schiffsverkehr.

Durch Tankerungliicke auf See entstehen lokal-relevante Verunreinigungen immensen
AusmaBes, deren Bekdmpfung groBe Summen an Geldern verschlingt. Der Bekdmpfung von
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Olunfillen auf See sind allerdings natiirliche Grenzen gesetzt. Ein groBer Anteil der Kontamination
entzieht sich sehr schnell dem menschlichen Zugriff. So verschwinden etwa 30 - 50 % des Erdols
innerhalb weniger Tage durch die Verdunstung leichtfliichtiger Komponenten. Aromatische
Substanzen l6sen sich zum Teil im Wasser. Ein Teil der Kontamination gerét durch Anheftung an
Partikel und anschlieBendes Absinken auf den Meeresboden (Poremba und Gunkel, 1994). Zur
Bekdmpfung der verbleibenden Olmengen wurden verschiedenste MaBnahmenkataloge
unterschiedlicher Effektivitit entwickelt. Eine der bislang effektivsten MaBnahmen auf See ist das
Abziehen des an der Oberfliche schwimmenden Ols durch Spezialschiffe, wobei allerdings nur ein
Teil der Kontamination entfernt werden kann. Das Ausbringen von chemischen
Bekiampfungsmitteln, sog. Dispergatoren, ist anfgrund der hohen Giftigkeit der ausgebrachten
Substanzen eine sehr umstrittene Manahme. Gleiches gilt fiir mineralische Absinkmittel, da sie
zum verstirkten Absinken toxischer Substanzen auf den Meeresboden und damit zur Vergiftung
der Fauna in diesem Gebiet fithren. Das Beimpfen der Olteppiche mit speziell im Labor
geziichteten, zum Teil gentechnisch verdnderten Mikroorganismen wurde ebenfalls erprobt. Es
zeigte sich jedoch in den meisten Fillen, daB die an dem jeweiligen Standort natiirlich
vorkommenden Mikroorganismen beim Abbau erfolgreicher waren, vermutlich deswegen, weil sie
bereits durch die Standortbedingungen selektiert waren. Beim verheerenden Tankerungliick der
Exxon Valdez 1989 im Prince William Sound, Alaska, wurden mit groSem Erfolg verschiedene
Diingerkombinationen eingesetzt, die die natiirliche Mikrobenpopulation durch gezieltes
Einbringen von limitierenden Nahrstoffen wie beispielsweise Phosphor und Stickstoff forderten
(Prince, 1992).

Olunfille an Land haben fiir den Menschen hiufig groBere direkte Bedeutung, da die
Kontaminationen das Grundwasser erreichen und Trinkwasser verunreinigen konnen.
Andererseits sind derartige Unfille besser zu bekidmpfen als auf hoher See. Heutzutage hat sich
insbesondere die mikrobielle Reinigung von Boden und Wasser durchgesetzt (Schulz-Berendt,
1993; Zeyer, 1993). Das Prinzip der Sanierung ist auch hier in der Regel die Wachstumsforderung
der natiirlicherweise am Standort vorkommenden, kohlenwasserstoffabbauenden
Mikroorganismen durch Bereitstellung der optimalen #uBeren Bedingungen, wie
Nahrstoffversorgung und Regulierung von Temperatur und Feuchtigkeit (Schulz-Berendt, 1993).
Dabei stellt die stéindige Versorgung der zu sanierenden Boden oder Gewisser mit Sauerstoff einen
erheblichen Kostenfaktor dar. Es gibt daher Ansitze, den Abbau von Erdolbestandteilen durch
anaerobe Mikroorganismen durch Einbringen von Nitrat zu fordern (Al-Bashir et al., 1990;
Gersberg et al., 1989; Zeyer, 1993).

Diese Entwicklungen im Sanierungsbereich zeigen die Notwendigkeit, potentiell an den
Abbauprozessen beteiligte Bakterien und deren Physiologie zu kennen. In jiingerer Zeit wurden
verschiedene denitrifizierende Reinkulturen bekannt, die im Erdol in relevanten Mengen
vorkommende Substanzen wie Toluol, m-Xylol oder Ethylbenzol unter anoxischen Bedingungen
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mineralisieren (Altenschmidt und Fuchs, 1991; Dolfing et al., 1990; Evans et al., 1991; Fries et
al., 1994; Rabus und Widdel, 1995; Schocher et al., 1991). Eine neuere Arbeit zeigt, daB} diese
Substrate von verschiedenen Reinkulturen unter denitrifizierenden Bedingungen direkt aus Erdol
verwertet werden konnen (Rabus, 1995). Eine Verwertung von Alkanen unter anoxischen,
denitrifizierenden Bedingungen konnte bislang jedoch nicht gezeigt werden (vgl. A.5.3.4).

A.7 Zielsetzungen der Arbeit

1. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren zwei Reinkulturen sulfatreduzierender Bakterien
bekannt, die anaerob auf n-Alkanen wuchsen. Es handelte sich dabei um die Stimme Hxd3 und
Pnd3 (Aeckersberg, 1994). Da diese Stimme auf Alkanen nur sehr langsam wuchsen
(Verdopplungszeit etwa 4 - 5 Tage), sollten zur Erleichterun g weiterfiihrender Untersuchungen
zum Mechanismus der anaeroben Alkanoxidation weitere Bakterienstimme mit Kkiirzerer
Generationszeit isoliert und charakterisiert werden.

2. Aufgrund theoretischer Uberlegungen ist eine anaerobe Alkanoxidation mit Nitrat als
Elektronenakzeptor moglich und sollte wegen des positiveren Redoxpotentials mehr Energie und
damit vermutlich kiirzere Generationszeiten und einen hoheren Zellertrag liefern als bei der
Verwendung von Sulfat als Elektronenakzeptor. Die Existenz dieses neuen Stoffwechseltyps sollte
durch Anreicherung und Isolierung nitratreduzierender Bakterien mit n-Alkanen in anaeroben
Kulturen gezeigt werden.

3. Die physiologische Charakterisierung der neuen Bakterienisolate sollte auch im Vergleich mit
entsprechenden Versuchen an den Stimmen Hxd3 und Pnd3 erste Hinweise auf den Weg der
anaeroben Alkanoxidation liefern. Schwerpunkte solltén hierbei die Untersuchung der
Substratspektren, Induktionsstudien sowie die Untersuchung der Zellfettsduren bilden.

4. Die Moglichkeit der anaeroben Verwertung von Rohol wurde haufig kontrovers diskutiert. Da
Alkane ein Hauptbestandteil von Rohol sind, sollte mit Hilfe der neuen Isolate mit
mikrobiologischen und analytischen Methoden der Nachweis gefiihrt werden, daB Teile der
aliphatischen Kohlenwasserstofffraktion von Erdol unter anoxischen Bedingungen durch
Reinkulturen sulfatreduzierender und nitratreduzierender Bakterien abgebaut werden.
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B. Material und Methoden

B.1 Chemikalien und Gase

Die verwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad "reinst" bzw. "zur Analyse" und wurden
von den Firmen Aldrich (Steinheim), Bio-Rad (Miinchen), Fluka (Buchs/Schweiz), Merck
(Darmstadt), Riedel de Haén (Seelze), Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen) bezogen.
Dickfliissiges und diinnfliissiges Paraffin hatten DAB9 Qualitit und stammten von der Firma
Henry Lamotte (Bremen). Pristan und 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan stammten von der Firma
Aldrich (Steinheim).

Die nachstehenden Gase wurden von der Firma Messer-Griesheim (Ritterhude) geliefert: CO
(99,97 %), CO2 (99,995 %), Ha (99,999 %), He (99,999%), N2 (99,999 %), N2O (99 %),
synthetische Luft (frei von Kohlenwasserstoffen), Hz/CO3-Gemisch (80/20 viv),
N2/CO2-Gemisch (90/10 v/v), No/CO2-Gemisch (80/20 v/v).

B.2 Mikrobiologische Methoden

.B.2.1 Probenmaterial und Mikroorganismen

Eine Reinkultur des alkanoxidierenden Sulfatreduzierers Stamm Pnd3, sowie eine thermophile
sulfatreduzierende Anreicherungskultur mit Decan und eine daraus teilweise gereinigte Kultur
wurden freundlicherweise von Dr. Frank Aeckersberg zur Verfiigung gestellt. Als Inokulum fiir
die thermophile Anreicherungskultur hatte Sediment aus dem Guaymas Becken (Golf von
Kalifornien/Mexiko) gedient (Aeckersberg, 1994).
Eine nitratreduzierende Anreicherungskultur mit Hexadecan, die mit oxischem Schlamm der
Kléranlage Lintel (bei Osterholz-Scharmbeck) beimpft worden war, stammte von Dr. Jens Harder.
Als Inokulum fiir weitere Anreicherungskulturen nitratreduzierender, alkanverwertender
Bakterien wurde ein homogenisiertes Gemisch aus Schlimmen der Weser und aus verschiedenen
Griben in Bremen eingesetzt.
Eine Kultur des Stammes Pseudomonas aeruginosa Stamm 196Aa wurde uns
freundlicherweise von Prof. B. Traxler (University of Rhode Island, USA) iiberlassen.
Reinkulturen folgender Stimme fiir Vergleichszwecke wurden von der Deutschen Sammlung
fir Mikroorganismen (DSM, Braunschweig) erhalten:
Desulfonema limicola DSM 20761
Desulfomicrobium baculatum (vormals Desulfovibrio baculatus ) DSM 4028
Desulfovibrio desulfuricans DSM 1926
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B.2.2 Kulturmedien

B.2.2.1 Stammlésungen fiir Medien

Spurenelementldsung I (sauer)

HCI (37 %ig) 8,5 ml/l
FeSO4-7TH20 2100,0 mg/l
CoClp-6H20 190,0 mg/l
ZnS0O4 THO 144,0 mg/l
MnCly4H,0 100,0 mg/l
NasMoO4-2H0 36,0 mg/l
H3BO3 30,0 mg/l
NiCly-6H20 24,0 mg/l
CuCl-2H20 2,0 mg/l

Die Komponenten wurden in bidestilliertem Wasser gelost und autoklaviert.

Spurenelementlsung II (komplexiert)

Anstelle von HCl wurden der Spurenelementlosung II zundchst 5,2 g/l
Dinatrium-EDTA zugegeben. Das (konzentrierte) EDTA in kleinem Volumen zu Beginn
bewirkt, daB sich Flocken ausgefallener Fe(III)-Verbindungen aufldsen. AnschlieBend
wurden die Salze wie fiir Spurenelementlosung 1 eingewogen. Der pH-Wert wurde mit
NaOH-Liosung unter Riihren auf 6,5 eingestellt.

Selenit-Wolframat-Losung

NaOH 400,0 mg/l
NasW042HO 8,0 mg/l
NajzSe03-5H20 6,0 mg/l

Die Salze wurden in bidestilliertem Wasser gelost und autoklaviert. Durch Reaktion der
alkalischen Losung mit Glas konnen Ausf illungen entstehen, welche die
Verwendbarkeit der Losung jedoch nicht beeintrichtigen.

Vitamingemisch I (8 Komponenten)

2-Mercaptoethansulfonsiure, Natriumsalz  250,0 mg/l

Pyridoxin-Hydrochlorid . 150,0 mg/l
Nicotinsdure 100,0 mg/l
Calcium-D(+)-Pantothenat 50,0 mg/l
4-Aminobenzoesédure 40,0 mg/l
Folsédure 40,0 mg/l
Liponsiure 15,0 mg/l

D(+)-Biotin 10,0 mg/l
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‘Die Vitamine wurden in 10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,1, gelost und
sterilfiltriert.

Vitamingemisch II (5 Komponenten)

Pyridoxin-Hydrochlorid 150,0 mg/l
Nicotinsgure 100,0 mg/l
Calcium-D(+)-Pantothenat 50,0 mg/l
4-Aminobenzoesdure 40,0 mg/l
D(+)-Biotin 10,0 mg/l
Die Vitamine wurden in 10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,1, gelost und
sterilfiltriert.
Thiaminlosung
Thiaminchlorid-Hydrochlorid 100,0 mg/l
Das Vitamin wurde in 50 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 3,7, gelost und
sterilfiltriert.
Riboflavinlésung
konz. Essigsidure 1,0 mif
Riboflavin 25,0 mg/l

Das Vitamin wurde in bidestilliertem Wasser gelost und sterilfiltriert.

Vitamin-B,-Losung

Cyanocobalamin 50,0 mg/l
‘Das Vitamin wurde in bidestilliertem Wasser gelost und sterilfiltriert.

Alle Vitaminlosungen wurden iiber Membranfilter aus Nitrocellulose (Porengrofie 0,2 yum)
sterilfiltriert und bei 4°C dunkel gelagert.

Natriumbicarbonatlésung (1 M)

NaHCO3 84 g/l
Die Bicarbonatlosung wurde durch Einleiten von CO, gesittigt und in Portionen von
30 ml in 50 ml Flaschen unter CO,-Atmosphére autoklaviert.

Natriumnitratiosung (1 M)

NaNOj3 85 g/l
Die Losung wurde mehrmals mit N2 be- und entgast und unter Na-Atmosphire
autoklaviert.
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Natriumsulfidlosung (1 M; Reduktionsmittel)

Na,S-9H>0 240 g/l

Es wurden moglichst groBe und klare Kristalle von NaS-9H20 verwendet. Diese
wurden mit destilliertem Wasser gespiilt, um Oxidationsprodukte des Sulfids von der
Oberfliche zu entfernen, gewogen und in bidestilliertem Wasser unter N2-Atmosphére
gelost. Danach wurde die Losung in Portionen von 30 ml auf Serumflaschen (50 ml)
wverteilt und sofort unter Np-Begasung mit Butylstopfen verschlossen. Die GefdBe
wurden autoklaviert und im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. Durch Reaktion der
alkalischen Losung mit Glas konnen Ausfillungen entstehen, die aber die
Verwendbarkeit der Lsung nicht beeintréchtigen.

Ascorbatlosung (1 M; Reduktionsmittel)

L(+)-Ascorbinsdure 176 g/l

Die Ascorbinsiure wurde unter N2-Begasung auf Eis in bidestilliertem Wasser
aufgelost und mit NaOH auf einen pH-Wert von 7 eingestellt. AnschlieBend wurde die
Losung sterilfiltriert und in speziellen GeféBen mit Seitenarm (Abb. 9 B) unter Na
aufbewahrt.

Natriumdithionit (5 %ig; Reduktionsmittel)

Natriumdithionit 50 g/l

Da gelostes Dithionit durch Luftoxidation schnell zu Bisulfit oxidiert wird, wurde das
Salz in sterilem, anoxischem HO in einem Spezialgefd (Abb. 9 A) gel6st und unter
Np-Atmosphire bei 4°C im Dunkeln gelagert. Die Losung wurde bis ca. eine Woche
nach der Herstellung verwendet. ‘

Dithionit diente in den meisten Wachstutnsversuchen mit sulfatreduzierenden
Bakterienstimmen als zusitzliches Reduktionsmittel. Kurz vor dem Beimpfen wurden
den Ansitzen pro 1 Medium 0,3 - 0,5 ml der sterilen NaS204-Stammlsung
zZugesetzt.

Suppline

Pepton und Hefeextrakt wurden als 10 %ige (w/v) Stammldsungen angesetzt und
autoklaviert. '



-30-

Resazurin

Resazurin 10 mg/10 ml

Das Resazurin wurde in bidestilliertem Wasser gelost, autoklaviert und dunkel
aufbewahrt. Resazurin wurde in einer Endkonzentration von 1 mg/l als Redoxindikator
zugesetzt.

B.2.2.2 Herstellung von Medien fiir anaerobe Kulturen

Die hitzestabilen Salze der Medien (Tabelle 1, Teil a) wurden in bidestilliertem Wasser gelost
(Destamat, Heraeus) und in einem Spezialkolben mit Begasungsaufsatz autoklaviert (Widdel,
1980). Die Medien wurden nach dem Autoklavieren bei ca. 120°C unter einer Stickstoffatmosphiire
in einem Wasserbad abgekiihlt. AnschlieBend wurden die hitzelabilen Komponenten der Medien
(Tabelle 1, Teil b) aus sterilen Stammlosungen unter Begasung mit Ny/CO; (90/10 v/v)
zugegeben. Der gewiinschte pH-Wert wurde mit 1 M NaOH oder 2 M HCI eingestellt. Mit
schwachem Uberdruck (10 kPa) wurde das Medium anschlieBend mittels einer Abfiillglocke in
Glasflaschen randvoll abgefiillt und anoxisch verschlossen. Kulturgef:iBe mit Gasraum wurden mit
N2/CO; (90/10 v/v) nach der Hungate-Technik (Bryant, 1972) begast und verschlossen. Durch
den Gehalt an CO; wurde der pH-Wert des Mediums aufrechterhalten. Die angegebene
Zusammensetzung der Medien und Stammldsungen wurde in Anlehnung an Widdel (1992) zum
Teil geringfiigig verdndert.

B.2.2.3 Herstellung von Medien fiir aerobe Kulturen

Aerobe Anzuchten in Mineralmedien

Zur Untersuchung des Wachstums der denitrifizierenden Bakterienstimme in oxischen Medien
wurden Mineralmedien in der in Tabelle 1 aufgefiihrten Zusammensetzung, jedoch mit 0,6 g/l
KHPOy4 hergestellt. Den Kulturen wurde kein Nitrat als Elektronenakzeptor zugesetzt. Bei

Inkubation unter Luftatmosphire wurden die Medien nicht mit Bicarbonat gepuffert, da sich
ansonsten der pH-Wert des Mediums durch Entweichen von COj, stark veridndern wiirde. Zur
Inkubation in einer CO,-haltigen Atmosphire wurde den Medien 10 mM bzw. 20 mM NaHCO3
bei 3 -4 % bzw. 6 -8 % (v/v) CO;y zugesetzt. Die Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben
angesetzt, die etwa zu einem Zehntel ihres Volumens mit Medium gefiillt und mit Wattestopfen
bzw. bei CO,-haltiger Atmosphire mit einem Gummistopfen verschlossen waren. Fliissi gkulturen
wurden entweder durch Schiitteln beliiftet oder im Ruhezustand inkubiert. Fiir Agarplatten wurde
dem Medium 12 g/l Agar zugefiigt.
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Aerobe Anzuchten auf Vollmedien
Zur Stammbaltung von Pseudomonas aeruginosa Stamm 196Aa wurden Vollmedium-A garplatten
folgender Zusammensetzung verwendet:
Pepton 5,0¢g/l
Fleischextrakt 3,0g/
Die Komponenten wurden in bidestilliertem Wasser aufgeldst und der pH-Wert wurde
auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend wurden 12 g/l Agar zugefiigt und das Medium
autoklaviert.

B.2.2.4 Elektronendonatoren und Kohlenstoffquellen

Kohlenwasserstoffe
Gasformige Kohlenwasserstoffe:

Gasformige Kohlenwasserstoffe wurden mit einer mehrfach mit dem jeweiligen
Kohlenwasserstoff gespiilten Spritze iiber einen l5sungsmittelresistenten Sterilfilter
(regenerierte Cellulose, PorengroBe 0,1 gm; Schleicher und Schuell, Dassel) in bereits
verschlossene und mit einem N2/CO,-Gemisch (90/10 v/v) begaste KulturgefzBe durch
den Stopfen eingespritzt. Die Gase wurden bis zu einem Partialdruck von 60 kPa
(entspricht etwa 60 ml pro 100 ml Gasraum) zugegeben. Die Ansitze waren zur Hilfte
mit Medium gefiillt und wurden flach liegend inkubiert, um eine méglichst groBe
Fliissigkeitsoberfldche zu gewihrleisten.

Leicht fliichtige Kohlenwasserstoffe:

Leicht fliichtige Kohlenwasserstoffe wurden durch spezielle Membranen, die gegen
Losungsmittel resistent sind (regenerierte Cellulose, Porengrofe 0,1 um; Schleicher
und Schuell, Dassel), sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte in Schraubdeckelrshrchen mit
Teflondichtungen. Diese Kohlenwasserstoffe wurden als verdiinnte Losungen in
inerten Trégerphasen in Fliissigkulturen eingesetzt. Als Trigerphasen dienten
dickfliissiges Paraffin, 2,6,10,14-Tetramethylpentadecan (Pristan) oder
2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan (im folgenden als HMN abgekiirzt).

Schwer fliichtige Kohlenwasserstoffe:
Schwer fliichtige Kohlenwasserstoffe wie Hexadecan wurden in speziellen Gef#Ben mit
Seitenarm, die eine Begasung des GefidBes und gleichzeitige Entnahme ermoglichen
(Abb. 9 A), entgast und unter Np-Atmosphére autoklaviert und aufbewahrt. Diese
Kohlenwasserstoffe wurden den Kulturen unverdiinnt zugesetzt.
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Alkohole

Aldehyde

Bei Raumtemperatur feste Substrate wie Octadecan wurden vor der Zugabe kurz
vorsichtig erwirmt. Diese Substrate wurden den KulturgeféBen vor der Beimpfung
zugegeben, um ein mégliches Absterben der Zellen durch die Temperaturerhohung zu

vermeiden.

Carbonsiuren

Salze von Carbonsduren wurden als 1 M Stammldsungen aus den freien Sauren und
NaOH hergestellt, auf einen pH-Wert von 8 eingestellt und anschlieBend autoklaviert
oder sterilfiltriert.

Langkettige, bei Raumtemperatur feste Sauren (ab ca. Cyg) wurden als 0,1 M
Stammlosungen hergestellt, indem die freie Sdure und eine dquivalente Menge an
NaOH so lange im siedenden Wasserbad erhitzt und geriihrt wurde, bis die Losung klar
und homogen war. Dann wurde das Endvolumen mit bidestilliertem Wasser eingestellt
und die Lssungen autoklaviert. Bevor die langkettigen Carbonséuren dem Medium
zugesetzt werden konnten, muBte die beim Abkiihlen als weiBe Masse erstarrte Losung
wiederum im siedenden Wasserbad verfliissigt werden. Danach wurde die klare,
homogene Lssung dem Medium heiB zugesetzt. Um auch bei dem stark salzhaltigen
Medium fiir die Sulfatreduzierer eine moglichst feine Verteilung der bei der Zugabe
ausfallenden Erdalkalisalze ("Kalkseifen") zu erreichen, wurden die geschmolzenen
‘Natriumsalze der Carbonséuren zuniichst in salzirmeres SiiBwassermedium (B.2.2.2/
Tabelle 1) gegeben. Dieses wurde dann durch Zusatz steriler Stammldsungen von 5M
NaCl und 2 M MgCl,-6H0 in das Salzwasser- oder Meerwassermedium iiberfiihrt. Da
sich die Flocken der neutralisierten Sidure am Boden der KulturgeféBe sammelten,
wurden diese zur VergroBerung der Substratoberfliche und zur Verringerung der
Diffusionsstrecken flach liegend inkubiert.

Die kurzkettigen, lbsliéhen Alkohole wurden als 0,5 M bis 1 M Stammldsungen in
bidestilliertem Wasser angesetzt und autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Lingerkettige,
schlecht wasserlosliche aber fliissige Alkohole wurden unverdiinnt sterilfiltriert und den
Kulturen in einer inerten Trigerphase (HMN) verdiinnt zugesetzt. Die unldslichen,
festen Alkohole 1-Hexadecanol und 2-Hexadecanol wurden durch autoklavieren
sterilisiert und den Kulturen in heiBem Zustand zupipettiert, so daB sich Substratflocken
bildeten.

Die verwendeten Aldehyde wurden als Reinsubstanzen sterilfiltriert und den Kulturen
in einer inerten Trigerphase (HMN) verdiinnt zugegeben.
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Rohél
Rohol wurde in speziellen GefdBen mit Seitenarm (Abb. 9 B) entgast und unter einer
N2-Atmosphére autoklaviert und verwahrt.

Sonstige Substrate
Zucker und Aminosduren wurden als 1 M Stammlésungen hergestellt und

sterilfiltriert.

Wasserstoff und Kohlendioxid

Ansitze, die auf Wachstum mit H getestet werden sollten, wurden nach der Hungate-
Technik mit einem Hy/CO>-Gemisch (80/20 v/v) steril begast. Als Kohlenstoffquelle
wurde diesen Ansdtzen Acetat (Endkonzentration 1 mM) zugesetzt.

Abb. 9: SpezialgefaBe zur sterilen Aufbewahrung und Entnahme von (A) Dithionit-Lésung, Alkanen und
Alkenen bzw. (B) der in dieser Arbeit verwendeten Tragersubstrate (Paraffin, Pristan und HMN), Rohél
und Ascorbat unter einer Stickstotfatmosphare. Die Fiissigkeiten (F) wurden in einem GlasgefaB mit
Schraubdeckel (S), der eine Teflondichtung enthielt, aufbewahrt. Uber eine seitliche Otinung ist das
GefaB durch eine Schiauchverbindung (V) mit einer Begasungsvorrichtung (G) verbunden. Die
Begasungsvorrichtung ermdglicht die Begasung des GefaBes mit Na iiber einen sterilen Wattefilter (W).

B.2.3 Kultivierung von Mikroorganismen

B.23.1 Kultivierung von sulfatreduzierenden Bakterien

Die Mikroorganismen wurden in 20 ml Rohrchen (Pyrex) oder flachen Flaschen (Meplats-
Flaschen; 100, 250 und 500 ml), die zu 4/5 mit Medium gefiillt waren, kultiviert. Dem Medium
wurde, sofern nicht anders vermerkt, Natriumdithionit als zusitzliches Reduktionsmittel
zugesetzt (B.2.2.1). AnschlieBend wurde der Elektronendonator in der zuvor (B.2.2.4)
angegebenen Weise zugesetzt und die Kultur beimpft. Das Inokulum betrug in der Regel 5 % des
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Kulturvolumens. Der Gasraum wurde mit No/CO- (90/10 v/v) nach der Hungate-Technik begast
und die Kultur mit Butyl-Stopfen verschlossen. .

Bei Kulturflaschen mit Kohlenwasserstoffen oder anderen Substraten, die in einer
Trigerphase zugegeben wurden, erfolgte die Inkubation schrig liegend mit dem Stopfen unten,
um einerseits eine moglichst groBe Substratoberfliche zu erreichen und andererseits den Kontakt
des Substrats mit dem Stopfen zu vermeiden. Die Ansitze wurden ruhig liegend bei den fiir die
betreffenden Stimme erforderlichen Temperaturen inkubiert und erst nach einer mehrere Tage
dauernden Anwachsphase ein- bis zweimal am Tag kurz (2 s) mit der Hand geschiittelt.

B.2.3.2 Kultivierung von nitratreduzierenden Bakterien

Die Kultivierung nitratreduzierender Bakterien erfolgte ebenfalls in 20 ml Rohrchen oder flachen,
zu 4/5 mit Medium gefiillten Flaschen. Das Medium enthielt in der Regel 10 mM Nitrat als
Elektronenakzeptor und 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel. Der Elektronendonator wurde wie
zuvor angegeben (B.2.2.4) zugesetzt und die Kultur mit etwa 1 % des Kulturvolumens beimpft.
Die Begasung erfolgte mit N2/CO; (90/10 v/v) nach der Hungate-Technik. Die Kulturen wurden
mit Butyl-Stopfen verschlossen und bei 28°C inkubiert.

B.2.4 Isolierung von Bakterien
B.2.4.1 Agarverdiinnungsreihen

Agar zur Herstellung von Agarverdiinnungsreihen wurde vor der Verwendung in destilliertem
Wasser gewaschen, um 18sliche Verunreinigungen zu entferﬁ_en. Dazu wurde 3,3 g Agar (Difco)
in etwa 300 ml destilliertem Wasser fiir 15 min geriihrt und der Uberstand nach anschlieBender
Sedimentation des A gars verworfen. Dieser Vorgang wurde 5 mal wiederholt und der
Agar-Bodensatz nach dem letzten Durchgang in 100 ml bidestilliertem Wasser aufgenommen. Der
Agar wurde in einem siedenden Wasserbad vorsichtig geschmolzen und in 3 ml Portionen auf
Reagenzgliser (160 x 16 mm) verteilt. Die mit Alukappen verschlossenen Reagenzgléser wurden
anschlieBend autoklaviert und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Zur Herstellung von Agarverdiinnungsreihen wurden jeweils 6 dieser vorbereiteten
Agarrohrchen in einem siedenden Wasserbad erhitzt, bis der Agar vollstindig geschmolzen war,
und anschlieBend in einem 60°C Wasserbad fliissig gehalten. In den Agar wurden dann 6 ml von
auf 41°C vorgewirmtem Medium mit Substrat pipettiert und unverziiglich in ein 41°C warmes
Wasserbad gestellt. Die Alukappen der Reagenzgliser wurden durch schwarze Gummistopfen
ersetzt. Das erste Agarrdhrchen wurde mit einem Tropfen aus der zu verdiinnenden
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Anreicherungskultur angeimpft, das Rohrchen mit dem Stopfen verschlossen und einmal kurz
umgeschwenkt. Ein Tropfen aus diesem Ansatz wurde nun in das néchste Agarrdhrchen gegeben
und kurz umgeschwenkt. Daraus wurde wiederum ein Tropfen in das ndchste Rohrchen
iiberfithrt. In dieser Weise wurde verfahren, bis 6 - 7 Verdiinnungsstufen vorlagen. Die
beimpften Agarrdhrchen wurden anschlieBend zum Abkiihlen sofort in ein Eiswasserbad gestellt.
Nach der Begasung der Rohrchen mit No/CO2 (90/10 v/v) wurden sie umgedreht und bei
derselben Temperatur wie die vorangegangene Anreicherung inkubiert.

B.2.4.2 Ausstriche in Gelvite Bottle Plates

Zur Herstellung von anoxischen Ausstrichen nach der Bottle Plate-Technik wurde eine 1,6 %ige
Gelrite-Losung (Scott, Fiskeville/USA) in bidestilliertem Wasser hergestellt und autoklaviert.
Diese Losung wurde anschlieBend bei 60°C fliissig gehalten. Das Medium fiir Gelrite Bottle
Plates wurde in doppelter Konzentration angesetzt. Fiir Ansidtze mit Hexadecan als Substrat
wurde ca. 0,4 ml Hexadecan auf 100 ml Medium gegeben und mittels Ultraschall emulgiert.
Hierzu wurde die mit 70 % Ethanol sterilisierte Mikrospitze des Ultraschall-Gerites (Sonoplus
HD 70, Bandelin, Berlin) auf die Oberfliche der Hexadecan-Phase aufgesetzt und zweimal ein
Impuls iiber 1 s (55 W, 20 kHz) gegeben. Das Medium mit dem emulgierten Substrat wurde
anschlieBend in einem Wasserbad auf ca. 40°C vorgewdrmt. 5 ml der fliissigen Gelrite-Losung
und 5 ml des Mediums mit Substrat wurden in einer vorgewdrmten Bottle Plate (Bellco, USA)
gemischt und anschlieBend liegend auf einem Eisbad abgekiihlt. Die Bottle Plates wurden
moglichst ziigig mit N2/CO2 (90/10 v/v) begast und mit einem Stopfen verschlossen (Abb. 10).
Nach dem volligen Erkalten des Mediums wurde die Probe mit einer am Ende
rundgeschmolzenen, hakenférmig gebogenen, sterilen Pasteurpipette in "Zickzack"-Linien
ausgestrichen, die Bottle Plate wieder begast und liegend bei 28°C inkubiert.

Abb. 10: Botile Plate zur lIsolierung von Stamm HdN1. Die mit Butylstopfen (B) verschlossene
Glasflasche enthielt eine Gasatmosphare (G) aus N2/CO2 (90/10 vi). Das Gelritemedium (M) verlief in
einer flachen Schicht bis zu einer speziellen Aufwdlbung im Glas. Die GefaBe wurden leicht schrag
inkubiert, so daB das Kondenswasser (K) beim Umdrehen und Mikroskopieren hinter der Aufwalbung
blieb.
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B.2.4.3 Reinheitskontrollen

7Zur Reinheitskontrolle wurden die Kulturen nach mehreren Isolierungsschritten zunzchst im
Phasenkoritrastmikroskop auf ein einheitliches Erscheinungsbild der Zellen gepriift. Ein weiterer
Hinweis auf Reinheit einer Kultur ergab sich aus der Einheitlichkeit des Kolonietyps in
Agarverdiinnungsreihen bzw. auf Gelrite Boitle Plates. In Wachstumsversuchen mit Medien,
denen 0,5 g/l Hefeextrakt und zusitzlich 5 mM Pyruvat, 5 mM Glucose oder 5 mM Acetat
zugesetzt wurden, wurde auf das Auftreten von andersartigen Zelltypen gepriift.

B.2.4.4 Erhaltung von Stammkulturen

Stammkulturen aller Stimme wurden in 20 ml Rohrchen gehalten und alle 4 - 6 Wochen
iiberimpft. Alle Stimme konnten iiber mehrere Passagen auf Fettsduren kultiviert werden, ohne die
Fihigkeit des anaeroben Wachstums auf Alkanen zu verlieren. Sicherheitshalber wurden die
Stammkulturen zusitzlich noch auf Alkanen als Substraten gehalten.

B.2.5 Wachstumsversuche zur physiologischen Charakterisierung

Alle Wachstumsversuche wurden, sofern nicht anders vermerkt, unter anoxischen Bedingungen in
20 ml Rohrchen durchgefiihrt.

B.2.5.1 Bestimmung der Temperaturoptima

Zur Bestimmung der Temperaturoptima wurden jeweils mehrere Kulturen eines Bakterienstammes
auf gleiche Weise beimpft. Sofern nicht anders vermerkt, wurden Alkane als organische Substrate
verwendet. Die Inkubation erfolgte in Parallelansitzen in Brutschrinken mit unterschiedlicher
Temperatur. Das Wachstum der Kulturen wurde an aufeinanderfolgenden Tagen beobachtet und

verglichen.

B.2.5.2 Bestimmung der pH-Optima

Zur Bestimmung der pH-Optima wurden unterschiedliche Mengen steriler 1 M NaCO3 oder 1 M
HCl in jeweils 50 ml Medium pipettiert und auf diese Weise unterschiedliche pH-Werte eingestellt.
Das Medium wurde anschlieBend auf drei 20 ml Rohrchen verteilt und auf gleiche Weise mit
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Substrat versetzt und beimpft. Sofern nicht anders vermerkt, wurden Alkane als Substrate
zugesetzt. AnschlieBend wurde der pH-Wert in einem der Rohrchen gemessen. Wihrend der
Inkubation wurde das Wachstum der Kulturen beobachtet und verglichen. Der pH-Wert wurde
nochmals am Ende des Wachstums gemessen.

Bei der Untersuchung des pH-Optimums des thermophilen Stammes TD3 wurde der
pH-Wert des Mediums zunéchst bei Raumtemperatur gemessen und anschlieBend nochmals nach
mehrstiindiger Aquilibrierung von CO, zwischen Fliissi gkeit und Gasphase bei 60°C.

B.2.5.3 Substrattests

Zur Bestimmung eines Substratspektrums wurden pro Substrat mindestens 2 Parallelansitze mit
zumeist unterschiedlicher Substratkonzentration hergestellt. Die Kontrollansitze wurden ohne
Zugabe von Substrat hergestellt.

B.2.5.4 Ermittlung der Vitaminbediirfnisse

Zur Ermittlung der Vitaminbediirfnisse wurden die Bakterienstimme zunichst in mehreren
Passagen auf vitaminfreiem Medium kultiviert. Gegentiber Kontrollen mit Vitaminzusatz wurde
auf eine eventuelle Abnahme in der Wachstumsgeschwindigkeit und verringerte Zelldichte
geachtet. Wurde solch ein schwécheres Wachstum beobachtet, so wurden anschlieBend mit diesen
Kulturen als Inokula parallele Folgekulturen angeimpft, denen jeweils nur ein Vitamin fehlte. Die
Kulturen wurden unter diesen Bedingungen jeweils weiter iiberimpft, bis bei dem Fehlen eines
einzelnen Vitamins kein Wachstum mehr erfolgte. Die dabei als notwendig erkannten Vitamine
wurden dann Kulturen als einzige Vitamine zugegeben. Das Wachstum wurde im Vergleich mit
Kontrollen beobachtet.

B.2.5.5 Wachstumsversuche fiir stochiometrische Analysen

Wachstumsversuche fiir stochiometrische Analysen wurden in speziellen FlachgefidBen (Abb. 11)
durchgefiihrt, die einige Vorziige gegentiber normalen Kulturflaschen besaBen. Die nach unten
gerichtete Offnung der GeféBe war in Bezug auf das Kulturvolumen (110 - 120 ml) sehr klein. Die
Grenzfliche der Alkanphase zum Medium war in diesen GeféBen sehr gro8, was den Zugang der
Bakterien zum Substrat begiinstigte. Das Medium wurde unter Begasung mit N2/CO, (90/10 viv)
in die senkrecht gestellten FlachgefiBe gefiillt. Die GefdBe wurden mit Butylsepten und
SchraubverschluB geschlossen und auf einen flachen Styroporblock gelegt, so daB die Offnung
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nach unten zeigte. Die weitere Handhabung der FlachgefaBe erfolgte stets in dieser Position. Um
einen Kontakt zwischen Alkanphase und Stopfen zu vermeiden, wurde das Substrat mit sterilen,
mit N gespiilten Mikroliterspritzen durch die Septen in die Ansétze injiziert, so daB es nicht mit
dem Septum in Beriihrung kam. Nachdem eventuelle Reste von Sauerstoff nach einer
Vorinkubationszeit mit dem Reduktionsmittel reagiert hatten, wurde das Inokulum ebenfalls tiber
die Septen in die Kultur gegeben.

Abb. 11: Spezialgefa zur Kultivierung von Bakterien fir stochiometrische Analysen. Das verwendete
FlachgefaB besaB eine nach unten gerichtete Offnung, die mit Butylseptum (B) und Schraubdeckel
verschlossen wurde. Die hydrophoben Substrate wurden mit einer Mikroliterspritze (S) durch das Septum
in das Medium (M) eingespritzt, so da8 die Alkanphase (A) keinen Kontakt zum Septum hatte.

B.2.6 Herstellung von Zellsuspensionen

Zellsuspensionen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit zwei denitrifizierenden Neuisolaten
hergestellt. Die Zellen zur Herstellung von Suspensionen wurden iiber mindestens zwei Passagen
in anoxischem, mit Ascorbat reduziertem Medium auf dem entsprechenden Substrat kultiviert.
Die Kulturen wurden jeweils in der exponentiellen Wachstumsphase unter strikt an-oxischen
Bedingungen im Stickstoffzelt geerntet. Auf Kohlenwasserstoffen gewachsene Kulturen wurden
iiber einen Scheidetrichter von der hydrophoben Phase getrennt und in Zentrifugenbecher
iiberfiihrt. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 5000 rpm fiir 30 min bei 4°C (Beckman
J2-MC mit JA-10-Rotor), um die Zellen nicht zu schidigen. Das Zellpellet wurde mit Medium
gewaschen und anschlieBend in mit Ascorbat reduziertem Medium (1/20 des urspriinglichen
Kulturvolumens) resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf mehrere Glasrshrchen (10 ml)
verteilt. AuBerhalb des Stickstoffzeltes wurde die Gasphase der Ansitze gegen eine N2/COs-
Atmosphire (90/10 v/v) durch Begasung nach der Hungate-Technik ausgetauscht und das
jeweilige Substrat zugegeben. Die Rohrchen mit den Suspensionen wurden ruhig liegend bei 28°C
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inkubiert. Die Probenentnahme zur Nitratanalyse erfolgte durch die Butylsepten mit einer mit
N,/CO, (90/10 v/v) gespiilten Spritze.

B.2.7 Nachweis von Enzymaktivitéten
B.2.7.1 Herstellung von Rohextrakten unter anoxischen Bedingungen

In 500 ml Flaschen angezogene, gut gewachsene Kulturen von Stamm TD3 auf Capronat mit
einem Gesamtvolumen von ca. 2 | wurden in der Anaerobenkammer in verschlieBbare
Zentrifugenbecher iiberfiihrt und bei 6.000 rpm (Beckman J2-MC mit JA-10-Rotor) fiir 25 min bei
4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden in der Anaerobenkammer in insgesamt 50 ml Medium
resuspendiert. Danach wurden die Zellen bei 10.000 rpm (Beckman J2-MC mit SS 34-Rotor) fiir
20 min bei 4°C abzentrifugiert und in der Anaerobenkammer in ca. 4 ml reduziertem
AufschluBpuffer resuspendiert.

Ein vorgekiihlter Druckzylinder der French-Presse (American Instruments Co. Inc., Silver
Spring, USA) wurde in der Anaerobenkammer mit der Zellsuspension beschickt und
verschlossen. Der Zellaufschlu8 erfolgte anoxisch bei 900 psi (ca. 6,3 MPa) und wurde einmal
wiederholt. Mikroskopisch wurde iiberpriift, ob der ZellaufschluB erfol greich war. Die
aufgeschlossenen Zellen wurden stdndig im Eiswasser gekiihlt und in der Anaerobenkammer in
Zentrifugenbecher iiberfiihrt. Nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltriimmer wurden bei
20.000 rpm (Beckman J2-MC mit SS 34-Rotor) fiir 20 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand,
im folgenden als Extrakt bezeichnet, wurde in einer 10 ml Serumflasche unter Njy-Atmosphére im
Eiswasser aufbewahrt.

Reduzierter AufschiuBpuffer:

Tris-HCI, pH 7,5 100 mM
MgCly-6HO 5mM
DTE 2 mM

B.2.7.2 Aktivititsbestimmungen von Enzymen unter anoxischen Bedingungen

Rohextrakte fiir enzymatische Tests wurden frisch hergestellt und standig in Eiswasser gekiihlt.
Die verwendeten Puffer und Stammlosungen wurden ebenfalls frisch hergestellt und durch
mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit N2 von Sauerstoff befreit.
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Die Messungen wurden in 1,0 ml Glaskiivetten mit runder Offnung durchgefiihrt, die mit
einem Gummistopfen verschlossen und mit N, gespiilt worden waren. In die anoxischen Kiivetten
wurde 1 ml des jeweiligen anoxischen Reaktionspuffers mit einer mit N gespiilten Spritze
gegeben und der Gasraum anschlieBend, sofern erforderlich, durch mehrmaliges Evakuieren und
Begasen mit dem fiir den jeweiligen Test notwendigen Gas (Hp bzw. CO) gefiillt. Da der
Reaktionspuffer kein Reduktionsmittel enthielt, wurde den Ansitzen jeweils 1 - 4 pl 100 mM
Natriumdithionit-Losung zugesetzt und durch Umschwenken verteilt. Dies wurde wiederholt, bis
der Reaktionspuffer die durch teilweise Reduktion des Methylviologens gebildete hellblaue Farbe
behielt. Alle Enzymaktivititen wurden photometrisch bei 578 nm als Reduktionsrate von
Methylvidlogen (e578 = 9,7 mM-1 + cm-1) in einem UV-1202 UV-VIS-Spektrophotometer
(Shimadzu, Duisburg) bei Raumtemperatur bestimmt. Als Einheit der Enzymaktivitit (U) wurde
der Umsatz von 1 ymol Elektronendonator oder 2 ymol Methylviologen pro min definiert.

Messung von CO-Dehydrogenase-Aktivitit
(CO-Methylviologen-Oxidoreduktase (Daniels et al., 1977))

Testprinzip:  CO+ H0 + 2 MV2+ — CO, +2 Ht+ 2 MV+

Reaktionspuffer:
Tris-HCI, pH 8,1 100 mM
Methylviologen 5 mM

Die Gasphase enthielt CO. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 - 10 pl Rohextrakt gestartet,
nachdem sich die Basislinie auf einen konstanten Absorptionswert eingestellt hatte.

Messung von 2-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Aktivitit
(2-Ketoglutarat-Methylviologen-Oxidoreduktase (Zeikus et al., 1977))

Testprinzip:  2-Ketoglutarat?” + CoA + 2 MV2+ — Succinyl-CoA + 2 MV++ CO2+2 Ht

Reaktionspuffer:
Tris-HCI, pH 8,1 100,0 mM
Methylviologen 50 mM
2-Ketoglutarat 10,0 mM
Coenzym A 0,1 mM

Die Gasphase des Reaktionsansatzes enthielt Nj. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10 - 20 ul Rohextrakt gestartet, nachdem sich die Basislinie auf einen konstanten
Absorptionswert eingestellt hatte.
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Messung von Formiat-Dehydrogenase-AKkitivitit
(Formiat-Methylviologen-Oxidoreduktase (Spormann und Thauer, 1988))

Testprinzip:  Formiat + 2 MV2+ — COz + 2 MV++ 2 H+

Reaktionspuffer:
Tris-HCI, pH 8,1 100 mM
Methylviologen 5mM
Na-Formiat 10 mM

Die Gasphase des Reaktionsansatzes enthielt Nj. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10 - 20 1 Rohextrakt gestartet, nachdem sich die Basislinie auf einen konstanten

Absorptionswert eingestelit hatte.

Messung von Hydrogenase-Aktivitit
(H,-Methylviologen-Oxidoreduktase (Zeikus et al., 1977))

Testprinzip: Hp + 2 MV2+ — 2 MV++2 H*

Reaktionspuffer:
Tris-HCI, pH 8,1 100 mM
Methylviologen 5mM

Die Gasphase des Reaktionsansatzes enthielt Hj. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
15 - 20 ul Rohextrakt gestartet, nachdem sich die Basislinie auf einen konstanten
Absorptionswert eingestellt hatte.

B.2.7.3 Nachweis von Katalase-Aktivitit

Der Nachweis von Katalase-Aktivitit wurde mit einer 3 %igen wiBrigen HoO2-Losung gefiihrt.
Ein Katalase-positiver Organismus war nach Uberschichten einer Kolonie des zu untersuchenden
Bakterienstammes auf einer Agarplatte bzw. in einer Gelrite Bottle Plate mit dieser Losung durch
sofort einsetzende Gasblischenbildung erkennbar.
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B.2.7.4 Nachweis von Desulfoviridin

Desulfoviridin (Bisulfit-Reduktase) ist ein griines Pigment, das hédufig zur taxonomischen
Einordnung von Desulfovibrio -Arten herangezogen wird. Der Nachweis dieses Pigments erfolgte
mittels eines einfachen Fluoreszenz-Tests (Postgate, 1984). Dazu wurden etwa 30 - 50 ml einer
Bakterienkultur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in eine Petrischale
gegeben. Das Pellet wurde leicht mit etwas Medium verdiinnt und anschlieBend ein Tropfen einer
1 M NaOH-Losung auf die Zellen pipettiert. Betrachtete man die Zellen anschlieBend sofort im
langwelligen UV-Licht (302 nm), so wurde beim Vorhandensein von Desulfoviridin eine deutliche
rotliche Fluoreszens des vom Eisen befreiten Sirohims (d. h. des Sirohydrochlorins) sichtbar. Zur
Kontrolle wurden die Desulfoviridin-positiven Arten Desulfovibrio desulfuricans und
Desulfonema limicola, sowie die Desulfoviridin-negative Art Desulfomicrobium baculatum
(Desulfovibrio baculatus) mitgetestet.

B.3 Analytische Methoden
B.3.1 Qualitativer Schnelinachweis von Schwefelwasserstotf

Der qualitative Schnellnachweis von Schwefelwasserstoff wurde mit einer 5 mM CuSOy4-Losung
in 50 mM HCl durchgefiihrt (Cord-Ruwisch, 1985). Dazu wurden 0,25 ml der zu untersuchenden
Probe in 1 ml der CuSOg4-Losung pipettiert. Die Probe wurde direkt in das Reagenz
hineingegeben, um Luftkontakt und dabei mogliches Entweichen von fliichtigem HzS zu
vermeiden. Nach dem Mischen der Probe mit dem Reagenz bildete sich bei Vorhandensein von
Schwefelwasserstoff umgehend braunes, anfangs kolloidales CuS, welches nach wenigen
Minuten in Form brauner Flocken ausfiel. Anhand der Intensitit der Braunfdrbung sofort nach
Zugabe der Probe im Vergleich zu einer Kontrolle war eine grobe Abschétzung der
Sulfidkonzentration in den Kulturen moglich.

B.3.2 Quantitative Bestimmung von Schwefelwasserstoff

Das Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Schwefelwasserstoff (Cline, 1969) iiber die
Bildung von Methylenblau wurde leicht modifiziert. '



Reagenzien

Losung A: Konzentrierte Zinkacetat-1Losung
Zinkacetat-2H,O 20,0 g/l
Essigsdure (100 %) 1,0 ml/

Losung B:

Losung C:

Die Komponenten wurden in destilliertem Wasser gelost und bei Raumtemperatur
aufbewahrt.

0,2 %ige Dimethyl-p-phenylendiamin-Losung

konz. HySO4 _ 200 ml/l
Dimethyl-p-phenylendiammonium-dichlorid 2 g/l

200 ml konzentrierte Schwefelsdure wurden langsam in einem Eisbad in 500 ml
destilliertes Wasser eingeriihrt. Der abgekiihlten verdiinnten Sch“;ef elsdure wurden 2 g
Dimethyl-p-phenylendiammonium-dichlorid zugesetzt. Danach wurde im MeBzylinder
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml Endvolumen aufgefiillt. Die Losung wurde bei

‘4°C im Dunkeln aufbewahrt. Vor Gebrauch wurde die Losung mit destilliertem Wasser

auf das 2,5fache Volumen verdiinnt.

Eisen(111)-ammoniumsulfat- 12H,0 100 g/
konz. HpSO4 20 ml/l

Die Losung wurde bei Raumtemperatur aufbewahrt und vor Gebrauch mit destilliertem
Wasser auf das SOfache Volumen verdiinnt.

Durchfiihrung der Bestimmung

In ein kleines Reagenzglas wurden folgende Komponenten pipettiert:

Die

1 ml Losung A

2 - 20 pl Probe (10 - 100 nmol H3S pro Ansatz)
1 ml dest. H,O

1 ml Losung B, 1: 2,5 verdiinnt

1 ml Losung C, 1 : 50 verdiinnt

Probe wurde dem verschlossenen Kulturgefi iiber den Stopfen mit einer

Mikroliterspritze entnommen und in die Zinkacetatlosung gegeben. Um das Entweichen von

fliichtigem Schwefelwasserstoff zu vermeiden, wurde die Spitze der Spritze dabei direkt in die

Losung getaucht. Die Ansitze wurden jeweils nach der Zugabe der einzelnen Komponenten gut

gemischt. Die Zugabe von Losung C erfolgte moglichst ziigig nach der Zugabe von Losung B.
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AnschlieBend wurden die Ansitze im Dunkeln bei Raumtemperatur ebensolange wie die Proben
der Eichkurve (ca. 20 min) inkubiert. Die Extinktion wurde bei 670 nm gemessen.

Die Eichkurven wurden mit einem NajS-Standard erstellt. Zur Herstellung des Standards
wurde ein NapS-9H,0-Kristall zur Entfernung von Oxidationsprodukten kurz mit destilliertem
Wasser gespiilt. Der Kristall wurde gewogen und sofort in einem MeBkolben in 1 |
sauerstofffreiem, destilliertem Wasser unter einer N2-Atmosphiire gelost. Die NapS-Losung wurde
nach dem Auflosen des Kristalls unter Begasung mit N auf 100 ml Flaschen verteilt, unter
N,-Atmosphire mit einem Stopfen verschlossen und bei 4°C aufbewahrt.

B.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir die Proteinbestimmung in Zellextrakten wurde die Methode nach Bradford (Bradford, 1976)
verwendet. Bei einem Testvolumen von 1 ml wurden zu 0,8 ml einer in destilliertem Wasser
verdiinnten Probe (< 0,5 ug Protein) 0,2 ml der Coomassie-Reagenz-Losung (Bio-Rad,
Miinchen) zugegeben und gut gemischt. Nach 15 miniitiger Inkubationszeit im Dunkeln wurde die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Als Standard diente Rinderserumalbumin.

B.3.4 Photometrische Bestimmung von Ammonium

Der quantitative Nachweis von Ammonium erfolgte nach der Methode von Marr et al. (1988) iiber
die Bildung von Indophenol.

Reagenzien
Losung A:
Phenol 30,0 g/l
Na-Nitroprussid 0,03 g/l
Losung B: ‘
NaOH 20,0 g/l
NaClO (13 %) 20,0 mi

Beide Lssungen wurden vor einer Analyse frisch angesetzt.

Durchfiihrung der Bestimmung

In ein groBes Reagenzglas wurden folgende Komponenten in der angegebenen Reihenfolge
pipettiert:



10 ml H,O

10 - 50 pl Probe (< 100 nM NHg+ pro Ansatz)
1 ml Losung A

1 ml Losung B

Nach der Zugabe von Losung A wurden die Ansitze gut durchmischt. Nach anschlieBender
Zugabe von Losung B und emeutem Mischen wurden die Ansitze fiir 1 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion wurde bei 635 nm gemessen.

B.3.5 Nitrat- und Nitrit-Bestimmung durch lonenchromatographie

Die quantitative Bestimmung von Nitrat und Nitrit erfolgte an einer Sykam (Gilching)
HPLC-Anlage mit einer A09 Anionenaustauschersiule (3 x 125 mm) und eine m UV-Detektor. Die
S#ulentemperatur betrug 65°C. Der Eluent bestand aus einer 70 mM NaCl-Losung mit einer
FluBrate von 1 ml/min. Die quantitative Bestimmung von Nitrat und Nitrit bei 220 nm ist mit
dieser Methode in StiBwasserproben bis zu einer Konzentration von 50 uM moglich. Die

Elutionszeiten betrugen 1,8 min fiir Nitrit und 2,5 min fiir Nitrat.

B.3.6 Nachweis von Phenyl-substituierten Carbonséduren durch lonen-
chromatographie

Die qualitative Bestimmung von Benzoat und weiteren Phenyl-substituierten Carbonsduren
erfolgte mit einer HPLC-Anlage der Firma Sykam (Gilching). Zur Auftrennung dieser
aromatischen Verbindungen wurde eine Sphaerisorb ODS2 Reversed Phase Siule (4,6 x 250 mm)
verwendet. Die Siulentemperatur betrug 25°C bei einem Druck von etwa 9,2 bis 9,4 MPa. Die
Detektion erfolgte mit einem Fast Scanner Durchfluphotometer. Als Elutionsmittel diente eine
Losung von 35 % Acetonitril und 0,75 mM H3PO4 in destilliertem Wasser. Bei einer FluBrate von
1 ml/min eluierte Benzoat mit einer Retentionszeit von ca. 6,6 min, Phenylacetat nach ca. 6,2 min,
Phenylpropionat nach ca. 9,0 min, Phenylbutyrat nach ca. 13,4 min und Phenylcapronat nach ca.
14,3 min.

B.3.7 No- und N2O-Bestimmung durch Gaschromatographie

N3 und NO wurden an einem GC-8A Gaschromatographen (Shimadzu, Duisburg) mit einem
Wiirmeleitfahigkeitsdetektor nachgewiesen. Die Auftrennung erfolgte mittels einer Poraplot Q
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Kapillarsdule (3 mm x 2 m) bei 40°C. Helium diente als Trédgergas mit einer FluBrate von 16
ml/min. N; eluierte nach 0,7 min, N2O nach 2,4 min.

B.3.8 Gaschromatographische Analyse von Kohlenwasserstoffen
B.3.8.1 Decan- und Hexadecan-Bestimmung

Decan und Hexadecan aus Wachstumsansitzen wurden mit Hexan aus den Kulturen extrahiert und
quantitativ mittels eines Autosystem Gaschromatographen (Perkin Elmer, Hannover) bestimmt.
Zur Trennung wurde eine PVMS/54 Permaphase Kapillarsaule verwendet. Tragergas war N2 mit
einer FluBrate von 3 mi/min und einem Split von 10 ml/min. Als Detektor diente ein FID. Das
Brenngas war Hj (50 mi/min) in synthetischer Luft (420 ml/min). Das Probenvolumen betrug 1
ul. HMN bzw. Pristan wurden in den Wachstumsansétzen als interner Standard eingesetzt.

Temperaturprogramm (20 min):
Injektortemperatur 220°C
Ofentemperatur 1 Smin 110°C isotherm
Temperaturerhohung 15°C/ min
Ofentemperatur 2 8 min 215°C isotherm
Detektortemperatur 280°C

n-Decan eluierte nach 6,6 min, HMN nach 11,6 min, n-Hexadecan nach 15,2 min und
Pristan nach 17,2 min.

B.3.8.2 Parallele Analyse von n-Hexadecan, 1-Hexadecen und 1-Hexadecanol
Zur parallelen Bestimmung von n-Hexadecan, 1-Hexadecen und 1-Hexadecanol in Zellextrakten

von Stamm HdN1 wurde #dhnlich verfahren wie bei der Decan- und Hexadecan-Bestimmung
(B.3.8.1). Lediglich das Temperaturprogramm wurde folgendermaBen veréndert:

Temperaturprogramm (25 min):
Injektortemperatur 220°C
Ofentemperatur 1 Smin 110°C isotherm
TemperaturerhShung 10°C/ min
Ofentemperatur 2 9min 220°C isotherm

Detektortemperatur 280°C
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Die Retentionszeiten betrugen fiir HMN 12,8 min, fiir n-Hexadecan 16,9 min, fiir
1-Hexadecen 18,7 min und fiir 1-Hexadecanol 22,3 min.

B.3.8.3 Parallele Analyse von n-Decan, 1-Decen, Decanal, 1-Decanol und
trans-1,4-Dimethylcyclohexan

Zur parallelen Bestimmung dieser Substanzen in HMN aus Wachstumskulturen des Stammes
OcN1 wurde wie zuvor (B.3.8.1) beschrieben verfahren, mit der Ausnahme, daB Hj als
Tragergas fungierte. Der TrigergasfluB war 1,5 ml/min mit einem Split von 30 ml/min. Das
Brenngas war Hp (50 ml/min) in synthetischer Luft (420 ml/min). Das Temperaturprogramm

wurde wie folgt verdndert:

Temperaturprogramm (11 min):

Injektortemperatur 220°C
Ofentemperatur 1 Smin 100°C isotherm
Temperaturerhohung 15°C/ min
.Ofentemperatur 2 2min 160°C isotherm
Detektortemperatur 280°C

Das als interner Standard verwendete trans-1,4-Dimethylcyclohexan eluierte nach 2,3 min,
1-Decen nach 3,8 min, n-Decan nach 3,9 min, Decanal nach 7,8 min, 1-Decanol nach 8,8 min und
HMN nach 9,8 min.

B.3.9 Analyse der Zellfettsduren

Kulturen zur Bestimmung von Zellfettsiuren wurden in 500 ml Ansdtzen gezogen, die fiir
mindestens zwei Passagen auf dem gleichen Substrat gewachsen waren. Die Zellen wurden nach
Beendigung des Wachstums durch Zentrifugation (8000 rpm, 30 min; Beckman J2-MC mit
JA-10-Rotor) geerntet und sofort weiterbehandelt oder bei -20°C gelagert. Die Zellfettsiuren
wurden als Methylester gaschromatographisch bestimmt.

Veresterung und Extraktion der Zellfettsduren (Sasser, 1990)

Verseifung: Ungefdhr 40 mg Zellmaterial wurden in ein 7 ml Rohrchen mit
Teflon-Schraubdeckel gegeben. Dann wurden 1,0 ml Reagenz 1 zugesetzt, die Rohrchen mit dem
Schraubdeckel verschlossen und 5 min im siedenden Wasserbad erhitzt. Anschliefend wurden die
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Rohrchen auf einem Vortex-Mixer 5 - 10 s kriftig geschiittelt und weitere 25 min im siedenden
Wasserbad erhitzt. Die Rohrchen wurden in einem Wasserbad bei Raumtemperatur abgekiihlt.

Veresterung: Den abgekiihlten Rohrchen wurden 2 ml Reagenz 2 zugesetzt. Die
verschlossenen Rohrchen wurden fiir 10 min bei 80°C im Wasserbad erhitzt und anschlieBend in
einem Eiswasserbad schnell abgekiihlt. Zeit und Temperatur miissen bei diesem Schritt genau
eingehalten werden.

Extraktion: Nach Zugabe von 1,25 ml Reagenz 3 zu den abgekiihlten Rdhrchen wurden
diese fiir 10 min permanent griindlich durchmischt. Danach wurde die wiBrige (untere) Phase
verworfen.

Reinigung: Der verbliebenen organischen Phase wurden ungefdhr 3 ml Reagenz 4
zugegeben, worauf die Rohrchen fiir 5 min griindlich durchmischt wurden. Nach anschlieBender
Phasentrennung wurden etwa 2/3 der organischen Phase in ein verschraubbares Flaschchen
(GC-Vial) pipettiert und mit Teflon-Deckel verschlossen.

Losungen
Reagenz 1 (Verseifung):

NaOH 45g

Methanol 150 mi

dest. H,O 150 mi
Reagenz 2 (Veresterung):

HCl (6 N) 325ml

Methanol : 275 ml
Reagenz 3 (Extraktion):

Hexan 200 ml

Methyl-tert.-Butylether 200 ml
Reagenz 4 (Reinigung der Probe):

NaOH 108 ¢g

NaCl 240g

dest. H,O ad 900 mi

Analyse der Methylester der Zellfettsiuren mittels Gaschromatographie
Die Methylfettsiuren wurden qualitativ mittels eines Autosystem Gaschromatographen (Perkin

Elmer, Hannover) bestimmt. Zur Trennung wurde eine OV351-Kapillarsaule (0,32 mm x 25 m)
verwendet. Das Trigergas war Nj mit einem GasfluB von 3 ml/min und einem Split von 10
ml/min. Als Detektor diente ein FID. Das Brenngas war ein Gemisch aus H; (50 ml/min) und
synthetischer Luft (420 ml/min). Das Probenvolumen betrug jeweils 1 pl.




Temperaturprogramm (20 min):
Injektortemperatur 250°C
Ofentemperatur 1 8min 170°C isotherm
Temperaturerhohung 2°C/ min
Ofentemperatur 2 2min 210°C isotherm
Detektortemperatur 270°C

Die Identifikation der Fettsduremethylester erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten mit
denen bekannter Standards (Sigma, Miinchen).

B.3.10 Analyse von Erddlproben

Die Fraktionierung von Erdol und anschlieBende chromatographische Auftrennung der
aliphatischen und aromatischen Kohlenwasserstofffraktion wurde freundlicherweise von Dr. H.
Wilkes, Jiilich, durchgefiihrt. Dazu wurden die Fraktionen durch Medium Pressure
Fliissigkeitschromatographie aufgetrennt (Radke et al., 1980) und anschlieBend an einem HP 5890
Gaschromatographen (Hewlett Packard, Waldbronn) mit einer Ultra 1 Fused Silica Kapillarsiule
(0,21 mm x S0 m) analysiert. Die Ofentemperatur startete bei 90°C fiir 3 min und stieg dann mit
3°C pro min auf 310°C an.

B.3.11 Analyse von Polyhydroxyalkanoaten

Die Analyse von Polyhydroxyalkanoaten wurde freundlicherweise von Dr. A. Steinbiichel,
Gottingen, durchgefiihrt. Dazu wurden gefriergetrocknete Zellen zur Uberfiihrung der
Hydroxyfettsduren und Fettsduren in Methylester einer schwefelsauren Methanolyse unterzogen.
Die Methylester wurden anschlieBend iiber einen Gaschromatographen mittels einer Kapillarsdule
getrennt und per FID detektiert. Als Standards dienten Methylester aller 3-Hydroxyfettsduren von
Cj bis Cypa.
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B.4 Molekularbiologische Methoden
B.4.1 Praparation genomischer DNA

Zur Priparation von DNA fiir anschlieBende PCR wurden 15 ml einer Kultur abzentrifugiert
(8.000 rpm, 15 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 1 ml 10 mM
Tris-HCI, pH 8, resuspendiert. Die Suspension wurde in ein Eppendorf-Cup iiberfiihrt, mit der
Eppendorfzentrifuge zentrifugiert (10.000 rpm, 5 min) und der Uberstand verworfen. Dieser
Vorgang wurde einmal wiederholt. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 pl sterilem Wasser
aufgenommen. Zur Lyse der Zellen wurde die Suspension fiir 1 min in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und dann 1 min bei 40°C inkubiert. Dieser Vorgang wurde 5-mal wiederholt.
AnschlieBend wurden die Zelltrimmer in der Eppendorfzentrifuge (10.000 rpm, 10 min)
abzentrifugiert. Der Uberstand enthielt die DNA und konnte bei -20°C gelagert werden.

B.4.2 PCR-Amplifikation von rRNA-Genen fiir DGGE-Analysen

Fiir eine DGGE-Analyse wurde ein 550 bp Fragment des 16S rRNA-Gens mittels PCR aus der
Priparation der genomischen DNA amplifiziert. Die verwendeten Primer (Primer A:
GMS5F-GC-clamp; Primer B: DS907-reverse) wurden fiir einen hochkonservierten Bereich der
16S rRNA synthetisiert (Muyzer et al., 1995a; Muyzer et al., 1995b). Das PCR-Produkt besal3
einschlieBlich der sogenannten GC-Klammer des Primers A eine GroBe von 590 bp. Die
PCR-Reaktion wurde in einem 50 yl Ansatz in einem PHC-3 Thermocycler (Techne Inc., USA)
durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz in einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféf bestand aus folgenden
Komponenten: :

PCR-Puffer, 10fach konzentriert 50 pl

dNTP-Mix 4,0 ul
Primer A 0,5 pl
Primer B 0,5 ul
DNA-Préparation (siche B.4.1) 1,0 pl
steriles Wasser 38,0 ul

Dieser Ansatz wurde gut gemischt, kurz abzentrifugiert und mit einem Tropfen Mineralol
(Sigma, Miinchen) iiberschichtet. Der PCR-Ansatz wurde in den Thermocycler gestellt und das
Programm mit Zyklus 1 gestartet:

5 min 95°C (Denaturierung)
1 min 80°C (Hot Starf)

1 min 65°C (Annealing)

3 min 72°C (Elongation)
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Wihrend des Hot Start-Schrittes wurde 1 ul Super Taq DNA-Polymerase (0,5 Units)
zugegeben. In den folgenden Zyklen fiel der Hot Start-Schritt aus, der Denaturierungsschritt
wurde auf 1 min verkiirzt und in jedem zweiten Zyklus wurde die Annealing-Temperatur um 1°C
gesenkt, bis 55°C erreicht waren. Es folgten 9 Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 55°C,
wobei im letzten Zyklus der Elongationsschritt 10 min betrug. AnschlieBend wurden die Proben
auf 15°C abgekiihit.

Stammlosungen (in sterilem, destilliertem Wasser)
PCR-Puffer, 10fach konzentriert:

KCl 500 mM
Tris-HCI, pH 9 100 mM
MgClp 15mM
Gelatine 0,1%
Triton X-100 1,0 %
dNTP-Losung:
dATP 2,5mM
dTTP 2,5mM
dCTP 2,5mM
dGTP 2,5mM

B.4.3 Agarosegelelektrophorese

Die in der PCR amplifizierte DNA wurde per A garosegelelektrophorese analytisch aufgetrennt. Da
die Fragmente eine Groe von etwa 600 bp besaen, wurde ein 1,5 %iges Gel in TBE-Puffer mit
0,5 pg/ml Ethidiumbromid in dest. HyO verwendet, welches in eine A garoseflachgel-A pparatur
(Bio-Rad, Miinchen) gegossen wurde. 5 ul der PCR-Probe wurden mit 2 yl GLB-Ladepuffer
(Sigma, Miinchen; enthielt Bromphenolblau und Ficoll in Puffer) gemischt und auf das Gel
aufgetragen. Das Gel wurde bei 50 - 100 V fiir 30 min mit TBE-Laufpuffer gefahren.

TBE-Puffer:
Tris-HCI, pH 8 8,9 mM
Borsiure 8.9 mM

EDTA, Dinatriumsalz 0,2 mM
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B.4.4 Analyse von PCR-Produkten durch DGGE

Die Analyse von PCR-Produkten durch DGGE (Muyzer et al., 1993) erfolgte mit einem
Protean II-System (Bio-Rad, Miinchen). Es wurde ein 6 %iges Polyacrylamidgel in 0,5 x TAE
angefertigt, das einen Harnstoff-Formamid-Gradienten von 30 % den. bis 70 % den. trug; 100 %
den. entspriiche 7 M Harnstoff sowie 40 % Formamid. Formamid wurde mit Mixed Bed Resin
(Sigma, Miinchen) deionisiert. Das Gradientengel wurde nach Zugabe von 64 ul 10 %
Ammoniumpersulfat (Bio-Rad, Miinchen) und 15 1 TEMED (Bio-Rad, Miinchen) zu jeweils 16
ml der beiden Polyacrylamid-Lisungen (30 % den.-Losung bzw. 70 % den.-Losung) mit Hilfe
eines Gradientenmischers (Bio-Rad, Miinchen) gegossen. Als sog. Stacking-Gel wurden 10 ml
einer 0 % den.-Losung mit 64 ul 10 % Ammoniumpersulfat und 15 yl TEMED versetzt und iiber
das Gradientengel gegossen. In diesem Stacking-Gel befanden sich die Geltaschen fiir die
Auftragung der Proben. Nach der Polymerisation wurde das Gel in eine Gelkammer mit
TAE-Puffer gegeben. Nach Auftragung der Proben wurde die Elektrophorese bei 60°C fiir 4 h mit
200 V durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fiir 15 min in 200 ml
Milli-Q-Wasser mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) gefdrbt und anschlieBend 10 min in 250 ml
Milli-Q-Wasser gewaschen. Das Gel wurde anschlieBend unter UV-Licht (302 nm) mit einem Gel-
Dokumentationssystem (Cybertech CS1) fotografiert.

Stamml&sungen
Alle Stammlosungen wurden mit ultrafiltriertem Wasser (Milli-Q, Millipore, Eschborn) hergestellt.

TAE-Puffer, 20fach konzentriert:

Tris-Acetat pH 7,4 800 mM

EDTA, Dinatriumsalz 20 mM

Natrium-Acetat 400 mM
38 % Polyacrylamid-Losung:

Acrylamid 370¢g1 |

Bisacrylamid 10 g/

0 % den.-Losung:

38 % Polyacrylamid-Losung 157,9 ml/l
TAE-Puffer, 20fach konzentriert 25,0 mi1

30 % den.-Losung:

38 % Polyacrylamid-Losung 157,9 mil
TAE-Puffer, 20fach konzentriert 25,0 ml/l
Formamid (deionisiert) 18,0 ml/l

Hammnstoff 18,9 g/l



70 % den.-Losung:

38 % Polyacrylamid-Losung 157,9 ml/l
TAE-Puffer, 20fach konzentriert 25,0 min
Formamid (deionisiert) 42,0 mil
Hamstoff 44,1 g/l

B.4.5 Bestimmung des G+C-Gehaltes der DNA

Der G+C-Gehalt der DNA wurde von Dr. F. Rainey, DSM Braunschweig bestimmt. Die DNA
wurde chromatographisch nach der Methode von Cashion et al. (1977) isoliert und der
G+C-Gehalt per HPL.C nach Mesbah et al. (1989) ermittelt.

B.4.6 Sequenzierung der 16S rDNA

Die Emnittlung der Sequenzen der 16S rRNA wurde freundlicherweise von Dr. Fred Rainey, DSM
Braunschweig, durchgefiihrt. Die Extraktion genomischer DNA und anschlieBende PCR der 16S
rRNA wurde nach Rainey et al. (1992) und Rainey und Stackebrandt (1993) vorgenommen. Die
PCR-Produkte wurden mit dem Taq DyeDeoxy!MTeminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) nach Angaben des Herstellers in einer Applied Biosystems 373A DNA
Sequenzierapparatur sequenziert. Die nahezu vollstindige Sequenz der 16S rRNA (> 1400 bp)
wurde mit publizierten 16S rRNA-Sequenzen verglichen. Das Alignment wurde manuell
vorgenommen und auf der Basis von Sekundérstrukturen optimiert. Es wurden paarweise
evolutionire Distanzen berechnet und die Sequenzen nach der Least Squares Distance Methode zu
einem phylogenetischen Stammbaum angeordnet (DeSoete, 1983; Jukes und Cantor, 1969).
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C. Ergebnisse

C.1 Anreicherung und Isolierung von alkanverwertenden
Bakterien unter anoxischen Bedingungen

C.1.1 Anreicherung und Isolierung mit Sulfat als Elektronenakzeptor
unter thermophilen Bedingungen

Anreicherungskulturen zur Isolierung von thermophilen, sulfatreduzierenden Bakterien mit
Alkanen wurden in 100 ml Flaschen in synthetischem Meerwassermedium (B.2.2.2; Tabelle 1) bei
60°C durchgefiihrt. Als Substrat wurde n-Decan verwendet, welches zu 4 % bzw. 8 % (v/v) in
dickfliissigem Paraffin (2 ml) verdiinnt zugesetzt wurde. Die Anreicherungen wurden mit
anoxischem, sulfidhaltigem Sedimentgemisch aus dem Guaymas Becken (Golf von
Kalifornien/Mexiko) beimpft. Die Schlammproben stammten von einer Forschungsfahrt der
Woods Hole Oceanographic Institution (Woods Hole, Massachusetts, USA) im Mérz 1991 mit
dem Tiefseetauchboot ALVIN. Das Guaymas Becken ist ein hydrothermales Tiefseegebiet, in dem
in 2000 m Tiefe aus abgesunkenem organischen Material bei hohem Druck (200 bar) und hoher
Temperatur (bis 250°C) rezente Erdolbildungsprozesse ablaufen. Die erste Anreicherungskultur
sowie drei Folgepassagen und ein erster Reinigungsschritt wurden von Dr. F. Aeckersberg
durchgefiihrt (Aeckersberg, 1994).

Die von mir weiterverwendete Kultur enhielt beim Wachstum auf Decan drei mikroskopisch
unterscheidbare Zellformen. Der vorherrschende Zelltyp bestand aus leicht gekriimmten, langsam
beweglichen Stibchen, die zum groBten Teil an der Kohlenwasserstoffphase beobachtet wurden.
Desweiteren befanden sich deutlich gekriimmte Stiibchen mit sehr hoher Beweglichkeit sowie
kleine coccoide Zellen im Kulturmedium. Aus der Kultur wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit Folgepassagen mit 5 % (v/v) n-Decan in dickfliissigem Paraffin in mit Dithionit
reduziertem, synthetischem Meerwassermedium angelegt. Etwa eine Woche nach der Beimpfung
(10 % v/v) war bereits deutlich eine Emulgation der Alkanphase zu erkennen. Eine mikroskopische
Untersuchung zeigte, daB sehr viele stiabchenformige, leicht gekriimmte Zellen an der Alkanphase
klebten. Die Sulfidkonzentration in den Kulturen betrug nach einer Woche etwa 4 - 5 mM, nach
14 Tagen etwa 10 - 15 mM. In Kontrollen, die unter den gleichen Bedingungen, jedoch ohne
Decan, inkubiert wurden, zeigte sich nur eine geringfiigige Sulfidbildung von etwa 1 - 2 mM
nach zwei Wochen Inkubation.

Zur Isolierung wurden Agarverdiinnungsreihen mit Capronat (3 mM) in reduziertem,
synthetischem Meerwassermedium angefertigt. Als Inokulum diente dabei jeweils ein Tropfen der
Alkanphase aus der sechsten Passage der Anreicherung. Die Ansitze wurden bei 60°C inkubiert.
Bereits nach einer Woche waren in den Ansétzen unter dem Stereomikroskop kleine Kolonien
erkennbar, die nach etwa 10 - 12 Tagen eine GroBe erreicht hatten, die zZum Animpfen von

-
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Folgekulturen geeignet schien. Es waren drei Kolonieformen zu unterscheiden, die jeweils einen
der in den Anreicherungskulturen beobachteten Zelltypen enthielten.

Die héufigsten Kolonien waren klein, rund, durchscheinend und weiBlich und enthielten die
zuvor erwihnten kleinen coccoiden Zellen. Fliissigkulturen mit Decan, die mit diesen Kolonien
beimpft wurden, zeigten kein Wachstum und keine HS-Bildung.

Der zweite, ebenfalls hdufige Typ war relativ groB und linsenféormig bei intensiv
dunkelbrauner Farbung. Die einzelnen Zellen waren deutlich gebogene Stibchen, die sehr
beweglich waren. Diese Bakterien wuchsen ebenfalls nicht auf Decan, zeigten jedoch sehr gutes
Wachstum mit Monocarbonsauren. Daher wurde eine Reinkultur dieses Bakteriums, im folgenden
als Stamm A4/8 bezeichnet, iiber eine Agarverdiinnungsreihe mit Capronat fiir Vergleichsanalysen
isoliert.

Der dritte unterscheidbare Kolonietyp war klein, rund und hellbréunlich. In der ersten
Verdiinnungsreihe aus der Anreicherung war dieser Kolonietyp zahlenmiBig deutlich weniger
vertreten als die beiden vorher beschriebenen. Kolonien dieser Morphologie bestanden aus
stibchenformigen, leicht gebogenen Zellen, die langsam beweglich waren. Diese Zellen
entsprachen morphologisch den an der Alkanphase in der Anreicherung beobachteten Zellen.
Kolonien dieses Typs zeigten als einzige ein Wachstum nach Ubertragung in Fliissigkulturen mit
Decan. Bei der Isolierung mit einer fein ausgezogenen Pasteurpipette zeigte sich, daB die Kolonien
nur in ihrer Gesamtheit aufzunehmen waren, da die Zellen sehr stark aneinander klebten. Daher
wurden die Kolonien zur mikroskopischen Untersuchung und zur Ubertragung in weitere
Verdiinnungsreihen in sterilen, aus abgeschnittenen Pasteurpipetten gefertigten
Miniatur-Homogenisatoren zerteilt. Auf diese Weise isolierte Einzelkolonien wurden in jeweils
zwei weiteren, direkt aufeinanderfolgenden Verdiinnungsreihen in der beschriebenen Weise weiter
gereinigt. In den letzten Verdiinnungsreihen konnte man auBer den kleinen braunlichen Kolonien
keine Kolonien der beiden anderen beschriebenen Typen mehr finden. Aus der jeweils dritten
Verdiinnungsreihe wurden einzelne Kolonien mit fein ausgezogenen Pasteurpipetten abgeimpft
und in mit Dithionit reduziertes, synthetisches Meerwassermedium mit Capronat iibertragen. Nach
einer langen lag-Phase waren die Zellen nach knapp drei Wochen angewachsen und wurden in
Fliissigkultur mit Decan iibertragen. Bereits nach einer Woche wurde eine deutliche HS-Bildung
gemessen. Auf die beschriebene Weise wurden mehrere unter anoxischen Bedingungen auf Decan
wachsende, sulfatreduzierende Reinkulturen gewonnen. Das Isolat mit dem schnellsten
Wachstum, Stamm TD3, wurde im Verlauf dieser Arbeit eingehender untersucht.
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C.1.2 Anreicherung und Isolierung mit Nitrat als Elektronenakzeptor
unter mesophilen Bedingungen

C.1.2.1 Anreicherung und Isolierung eines Hexadecan verwertenden

Denitrifizierers

Eine Anreicherungskultur, die zur Isolierung eines denitrifizierenden, alkanverwertenden
Bakteriums fithrte, wurde von Dr. J. Harder mit der Absicht begonnen, eine Anreicherung von
Denitrifizierern auf Monoterpenen unter anoxischen Bedingungen zu erhalten. Die Monoterpene
wurden in diinnfliissigem Paraffin gel6st, um mogliche toxische Effekte zu vermeiden. Verwendet
wurde ein phosphatgepuffertes SiiBwassermedium mit 5 mM NaHCO3 und 10 mM Nitrat. Ansétze
mit jeweils 150 ml Medium in einer 250 ml Glasflasche wurden mit 1 mM verschiedener
Monoterpene (bezogen auf die wiBrige Phase) versetzt und mit je 5 ml oxischem Schlamm aus
einer Kliranlage (Lintel bei Osterholz-Scharmbeck) beimpft. Die InkubationsgefdBe wurden nach
der Begasung mit N2/CO3 (90/10 v/v) mit Butylstopfen verschlossen. Das Wachstum wurde
anhand der Triibung und Gasbildung verfolgt. Es zeigte sich, daB in Kontrollen ohne Terpene das
gleiche Wachstum wie in Ansitzen mit Monoterpenen als Substrat stattfand. Dieses war auch in
Folgekulturen zu beobachten. Das Wachstum war allerdings generell eindeutig von der Zugabe
von Nitrat und Paraffin zu der Anreicherungskultur abhiingig. In weiteren Passagen wurde
Paraffin durch Hexadecan ersetzt, ohne daB es dadurch zu einer Verlangsamung des Wachstums
kam.

Die weitere Kultivierung der mir iiberlassenen Anreicherungskultur erfolgte in dem
beschriebenen carbonatgepufferten Mineralmedium fiir nitratreduzierende Bakterien (B.2.2.2;
Tabelle 1). Mit Hexadecan als einzigem Substrat und Nitrat als Elektronenakzeptor zeigte sich
relativ schnelles Wachstum. In ungeféhr einer Woche wurden 10 mM Nitrat verbraucht. Es war
dann eine deutliche Triibung des gesamten Mediums zu béobachten, wobei sich die Zellen
hauptsichlich an der Oberfléiche des wiBrigen Mediums direkt unter der Alkanphase ansammelten.
Bei leichtem Schiitteln der Kulturen waren makroskopisch sichtbare Zellflocken erkennbar, die
nach Beendigung des Schiittelns zur Kulturoberfldche aufstiegen.

Das mikroskopische Bild dieser Anreicherungskultur war sehr uneinheitlich. Die
beschriebenen Zellflocken bestanden aus einem Klumpen vieler Zellen mit einer ungewdhnlichen
Morphologie. Die einzelne Zelle erschien im Phasenkontrast sehr stark lichtbrechend mit einer
unregelmiBigen Zellgrenze. Die Form war rundlich von mehreren ym Durchmesser. Die Zellen
waren unbeweglich. Am Rand der Zellaggregate konnte man kleinere, bewegliche,
stibchenformige Zellen beobachten, die auch zum Teil stark lichtbrechend erschienen. In der
wiBrigen Phase der Kultur bestand der dominierende Zelltyp aus stibchenformigen Zellen, die
zum groBten Teil beweglich waren. Die GroBenverteilung dieser Zellen war recht uneinheitlich.
Man konnte auch vereinzelt Vibrionen oder coccoide Zellen beobachten, bei denen es sich wegen
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der geringen Zelldichten wahrscheinlich nicht um die gesuchten, Hexadecan verwertenden
Bakterien handelte.

Die Isolien;ng wurde zuniichst in anoxischen Agarverdiinnungsreihen mit Capronat oder
Valerianat versucht. Bereits nach wenigen Tagen zeigten sich Kolonien verschiedenster
Morphologie; im Agar war eine Blasenbildung, vermutlich N>-Bildung, zu erkennen. Sehr viele
dieser Kolonien wurden abgeimpft und auf anaerobes Wachstum mit Hexadecan gepriift, jedoch
ohne Erfolg. Weitere Isolierungsversuche mit Acetat und Propionat in A garverdiinnungsreihen
miBlangen ebenfalls. In den Agarverdiinnungsreihen wuchsen offensichtlich nur Kommensalen,
nicht jedoch die Alkan verwertenden Bakterien aus der Anreicherung.

Als letztendlich erfolgreiche Methode zur Isolierung einer Hexadecan verwertenden
Reinkultur erwiesen sich anoxische Bottle Plates mit Gelrite (B.2.4.2). Eine Probe aus der
anaeroben Hexadecan-Anreicherung wurde mit einer sterilen, rundgeschmolzenen Pasteurpipette in
einer Bottle Plate mit Hexadecan éusg&etn’chen, der Ansatz mit N»/CO, (90/10 v/v) begast und bei
28°C inkubiert. Bereits nach 4 Tagen Inkubation waren deutlich einzelne Kolonien erkennbar. Die
Kolonien waren weiBlich, leicht durchscheinend und hatten eine glatte Oberfliche. Nach einer
Woche waren die einzelnen Kolonien groB genug, um sie mit einer zugeschmolzenen, spitz
zulaufenden Pasteurpipette abzuimpfen. Das mikroskopische Bild zeigte die beschriebenen groBen,
unfdrmigen, unbeweglichen und stark lichtbrechenden Zellen sowie viele Ubergangsformen bis
hin zu kleineren stibchenformigen, schnell beweglichen Zellen ohne stark lichtbrechende
Einschliisse. Einzelne, isoliert liegende Kolonien wurden von den Bottle Plates abgeimpft und
wiederum in Hexadecan-Bottle Plates ausgestrichen. Dieses Verfahren wurde viermal wiederholt.
Das mikroskopische Bild der Zellen in den Kolonien hatte sich jedoch nach der ersten Bottle Plate
iiber die gesamte Reinigungsprozedur nicht getindert und erschien weiterhin uneinbeitlich.

Im Anschlu an die Reinigungsschritte mit Hexadecan wurden zwei weitere
Reinigungsschritte in Bottle Plates mit Valerianat angeschlossen. Das mikroskopische Bild der
Zellen einer Kolonie von den Valerianat-Bottle Plates war sehr viel einheitlicher. Die Zellen
bestanden sidmtlich aus beweglichen Stibchen ohne sichtbare Einschliisse. Einzelkolonien von
einer Bottle Plate mit Valerianat wurden in anoxische Fliissigkulturen mit Valerianat iiberimpft.
Nach 3 Tagen waren die Kulturen deutlich triib. AnschlieBend wurden die Kulturen in anoxische
Fliissigkulturen mit Hexadecan iiberimpft. Bereits nach 1 Woche war eine deutliche Triibung des
Mediums und Gasbildung zu beobachten. Eine dieser Fliissigkulturen, Stamm HdN1, wurde
ausgewihlt und im weiteren Verlauf der Arbeit genauer charakterisiert.

Reinbeitstests mit verschiedenen loslichen Substraten (B.2.4.3) bestitigten, daB es sich bei
dem Isolat um eine Reinkultur handelte. Das mikroskopische Bild einer auf Hexadecan
gewachsenen Fliissigkultur dieses Isolats zeigte jedoch wiederum die zuvor beschriebene
uneinheitliche Morphologie (siche Abb. 15 B). Daher wurde zur weiteren Bestitigung der Reinheit
des Isolats eine DGGE-Analyse mit amplifizierter DNA aus einem Abschnitt der 16S rRNA
durchgefiihrt. Bei der DGGE wird eine Auftrennung von DNA-Molekiilen nicht nur nach der
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GroBe der Fragmente, sondern zusétzlich nach dem G+C-Gehalt ermoglicht. Dies wird durch ein
Acrylamidgel erreicht, welches einen Gradienten von denaturierenden Reagenzien enthiilt.
Amplifizierte 16S rDNA aus mehreren verschiedenen Bakterienstimmen in einer Probe ergibe in
der DGGE-Analyse mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Muster mit mehreren DNA-Banden in
verschiedener Laufhéhe. Zur Durchfiihrung der DGGE wurde genomische DNA von Stamm
HdN1 prépariert (B.4.1) und ein ca. 600 bp groBes Fragment der 16S rRNA mittels universeller
Primer durch PCR amplifiziert (B.4.2). Nach Kontrolle der PCR-Reaktion (B.4.3) wurden die
PCR-Produkte durch DGGE aufgetrennt (B.4.4). Wie bei einer Reinkultur erwartet, wurde nach
erfolgter DGGE nur eine einzige DNA-Bande beobachtet (Abb. 12). Alle Befunde sprechen also
dafiir, daB es sich bei Stamm HdN1 um eine Reinkultur mit pleiomorphem Zelltyp handelte, die
bei Wachstum auf bestimmten Substraten Speichersubstanzen bildete.

Abb. 12: Foto der DGGE-Analyse der amplifizierten 16S rDNA des Stammes HdN1.

C.1.2.2 Anreicherung und Isolierung eines Octan verwertenden Denitrifizierers

Weitere Anreicherungen zur Isolierung von denitrifizierenden Bakterien, die zur Verwertung von
Alkanen unter Ausschlufl von Sauerstoff fihig waren, wurden in flachen 500 ml Glasflaschen mit
400 ml anoxischem Medium fiir nitratreduzierende Bakterien (B.2.2.2; Tabelle 1) und 200 ml
Schlammgemisch aus Griben in Bremen durchgefiihrt (B'1-2.1). Als Substrat wurde 5 % (v/v)
n-Octan in einer Paraffin-Triigerphase verwendet. Die Inkubation erfolgte ohne Schiitteln bei 28°C.
Die Kulturen wurden ein- bis zweimal tédglich von Hand geschiittelt. Die Gasbildung in den
einzelnen Ansitzen wurde regelmifig kontrolliert und das gebildete Gas aus den Kulturflaschen
abgelassen. Die Nitratreduktion wurde durch Nitratanalyse an der HPLC verfolgt. Nach Verbrauch
des Nitrats wurde den Ansitzen emneut 10 mM Nitrat zugegeben. Anfinglich wurde in Kontrollen
ohne zugegebenes Substrat die gleiche Nitratabnahme gemessen wie in den eigentlichen
Anreicherungen mit dem Alkan. Dies ist mit der Oxidation der im Schlammgemisch vorhandenen
organischen Substrate zu erkldren. Nach ca. 3 - 4 Monaten wurde jedoch in den Ansitzen mit
Octan eine deutlich schnellere Nitratabnahme als in Kontrollen ohne Substrat festgestellt. Aus
diesen Anreicherungskulturen wurden Folgepassagen in 50 ml Flaschen mit 5 % (v/v) Octan in
HMN angelegt. In diesen Kulturen zeigte sich ein Wachstum mit einhergebender Emulgierung der
Alkanphase. Nach weniger als einer Woche waren 10 mM Nitrat verbraucht.
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Aus der 2. Passage wurden A garverdiinnungsreihen mit Acetat, Valerianat, Capronat und
Caprylat angefertigt. Die Agarkulturen mit Capronat entwickelten sich am schnellsten. Bereits nach
etwa 4 Tagen waren grofe Kolonien zu erkennen. Nach etwa 10 Tagen waren desweiteren viele
kleinere, etwas durchsichtige Kolonien gewachsen, die eine leicht briunliche Farbung hatten. Die
kleineren Kolonien waren deutlich in der Mehrzahl.

Aus diesen Verdiinnungsreihen wurden Kolonien unterschiedlicher Morphologie mit spitz
ausgezogenen Pasteurpipetten abgeimpft. Von den grofien Kolonien wurden insgesamt 14 Isolate
gewonnen, die jedoch nicht auf Octan wuchsen. Dagegen zeigten Kulturen aus den kleineren,
zahlenmiBig vorherrschenden Kolonien das erwartele Wachstum auf Octan. Eine einzelne Kolonie
wurde in anoxisches, mit Ascorbat reduziertes Fliissigmedium mit 5 % (v/v) Octan in HMN
eingebracht. Um die Anwachsphase zu erleichtern, wurde noch 0,1 mM Capronat zugesetzt. Nach
etwa einer Woche zeigte eine deutliche Triibung des Mediums und der Oberfliche der Alkanphase
das erfolgte Wachstum an. Dieses Isolat wurde im folgenden als Stamm OcN1 bezeichnet.
Reinheitstests (B.2.4.3) bestitigten die Reinheit des Isolats.

C.2 Physiologische Charakterisierung der neuen
Bakterienstamme

C.2.1 Charakterisierung des thermophilen Sulfatreduzierers TD3
C.2.1.1 Morphologie

Zellen des Isolats TD3 waren relativ groBe, 2 - 3,5 ym lange und 0,8 - 1 um breite, leicht
gekriimmte Stibchen, die langsam beweglich waren (Abb. 13 A). In Alkankulturen hefteten sich
viele Zellen an die Alkanphase (Abb. 13 B). Das Wachstum einer Kultur von Stamm TD3 auf
Alkanen wurde daher nicht durch Triibung des Mediums, sondemn in erster Linie durch eine
Emulgation und deutliche Triibung der Oberfliche der Alkanphase beobachtet (Abb. 14). Somit
war auch keine Messung der optischen Dichte von Kulturen dieses Stammes als Ma# fiir erfolgtes
Wachstum moglich. Auch gegen Beendigung des Wachstums in solchen Kulturen aufgrund von
hohen Sulfidkonzentrationen (ungefihr 20 mM) war nur eine geringe Triibung des Mediums zu
erkennen. Die Produktion von Zellmasse war sehr gering; viele Zellen befanden sich weiterhin an
der Alkanphase. Die Mikroskopie der wiiBrigen Phase zeigte vereinzelte Zellen sowie kleinere
7ellflocken. Nach sehr langer Lagerung von gewachsenen Kulturen begannen die Zellen, sich von .
der Alkanphase zu 16sen.
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Abb. 13: Phasenkontrastaufnahmen der Reinkultur von Stamm TD3, die auf Capronat (A) bzw. Decan
(B) gewachsen war. Der Phaseniibergang zwischen dem Alkantropfen und dem wéBrigen Medium in (B)
ist an der breiten hellen Zone erkennbar. Die Zellen halten sich vorwiegend direkt am Alkantropfen auf.
Die eingezeichneten Balken entsprechen jeweils 10 um.

Abb. 14: Alkanphase (10% (v/v) Decan in HMN) einer nicht beimpften Kultur (A) bzw. einer mit Stamm
TD3 beimpften Kultur (B) nach 3wdchiger Inkubation bei 60°C.
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C.2.1.2 Optimierung des Mediums

Die Anreicherung sowie die Isolierung von Stamm TD3 waren in synthetischem
Meerwassermedium durchgefithrt worden. Da dieses Medium wegen der hohen
Salzkonzentrationen Ausfallungen bildete, wurde die Anzucht von Stamm TD3 auf
Salzwassermedium mit niedrigeren Salzkonzentrationen (B.2.2.2; Tabelle 1) versucht. Um ein
Wachstum von Stamm TD3 zu erreichen, muBte dieses Medium allerdings mindestens 25 mM
Mg2+-Ionen enthalten. Das Wachstum war optimal ab einer Konzentration von etwa 45 mM Mg2+.
Eine Erhohung der Ca2+-Konzentration bei niedriger Mg2+-Konzentration (15 mM) ermoglichte
ebenfalls ein Wachstum von Stamm TD3. Allerdings wurde auch bei starker Erhthung der
Ca2+-Konzentration (auf 50 mM) kein optimales Wachstum erreicht, da Ca2+ in diesen
Konzentrationen mit anderen Mediumsbestandteilen ausfiel. Das Medium muBte mind. 15 g/l NaCl
enthalten, gutes Wachstum des Stammes TD3 erfolgte ab ca. 20 g NaCl pro 1.

Stamm TD3 wurde im weiteren Verlauf der Arbeit daher in dem speziellen "Medium fiir
Stamm TD3" (B.2.2.2; Tabelle 1) angezogen, auf dem auch die anderen in dieser Arbeit
verwendeten Sulfatreduzierer gut wuchsen. Die Medien wurden vor der Beimpfung stets mit
Dithionit reduziert, um ein besseres Anwachsen zu gewihrleisten, obwohl Stamm TD3 auch in
dem nur mit Sulfid reduzierten Medium ohne zusétzliche Dithionit-Reduktion anwuchs.

C.2.1.3 Temperatur- und pH-Optimum

Das Temperaturoptimum fiir den moderat thermophilen Stamm TD3 lag bei 60 - 65°C. Ab 70°C
fand kein Wachstum mehr statt. Bei 50°C war das Wachstum deutlich verlangsamt. Alle weiteren
Inkubationen wurden bei 60°C Vorgenommen, um moglichen Stref bei htheren Temperaturen zu
vermeiden. Stammkulturen auf Capronat oder Decan konnten bei 4°C mehrere Wochen aufbewahrt
werden.

Das pH-Optimum des Stammes TD3 befand sich im leicht sauren Bereich zwischen pH 6,5
und pH 6,8. Die pH-Werte wurden jeweils bei 60°C nach Aquilibrierung von COp zwischen
Medium und Gasphase gemessen. Das Wachstum im sauren Bereich wurde bis pH 6,1 getestet; es
war im Vergleich zum optimalen Wachstum nur etwas langsamer. Bei hoheren pH-Werten als pH
7,1 war das Wachstum jedoch deutlich verlangsamt.

C.2.1.4 Elektronenakzeptoren

Der thermophile Sulfatreduzierer TD3 verwertete neben Sulfat auch Thiosulfat als terminalen
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Elektronenakzeptor. Dagegen erfolgte kein Wachstum mit Nitrat als terminalem Elektronenakzeptor
! (F. Aeckersberg, pers. Mitteilung).

C.2.1.5 Beeinflussung des Wachstums durch Schiitteln

Kulturen wurden in der Regel im 60°C Brutschrank ohne Schiitteln inkubiert. Licht hatte keinen
negativen EinfluB auf das Wachstum dieses Stammes. Versuche einer Wachstumsstimulierung
durch Inkubation in einem Schiittelinkubator schlugen fehl. Kulturen, die ruhig liegend inkubiert
wurden, zeigten stets ein schnelleres Wachstum als stéindig bewegte Kulturen. Auch Kulturen, die
nach einer mehrtigigen Anwachsphase ohne Schiitteln anschlieBend im Schiittelinkubator langsam
geschtittelt wurden, wuchsen nicht schneller als nicht geschiittelte Kulturen. Daher wurden die
Kulturen im weiteren Verlauf stets ohne stindige Bewegung inkubiert und nur etwa einmal pro

Tag per Hand einige Sekunden lang geschiittelt, um die Substrate und die Produkte neu zu
verteilen.

C.2.1.6 Ermittlung vertriiglicher Alkankonzentrationen

e it — .

In einer vorangegangenen Arbeit wurde gezeigt, daB Alkane mit einer Kettenldnge bis zu Cyg fiir
den mesophilen sulfatreduzierenden Stamm Hxd3 toxisch waren (Aeckersberg, 1994). Die
Verdiinnung in einer hydrophoben Trédgerphase setzt den Dampfdruck und damit die
Gleichgewichtskonzentration von Alkanen im Medium herab. Auf diese Weise kann eine
Wachstumshemmung vermieden werden (Gill und Ratledge, 1972). Decan besitzt als relativ
kurzkettiges Alkan einen merklichen Dampfdruck bei der Inkubationstemperatur von 60°C und war
als reine Substanz fiir Stamm TD3 toxisch. Daher wurde untersucht, in welchen Konzentrationen
Decan als Substrat fitr ein Wachstum des Stammes TD3 eingesetzt werden konnte. Es zeigte sich,
daB Decankonzentrationen bis zu 60 % (v/v) in dickfliissigem Paraffin zu keiner signifikanten
Beeintrichtigung des Wachstums fiihrten. Bei einer Konzentration von 80 % (v/v) in
dickfliissigem Paraffin war das Wachstum bereits deutlich verlangsamt.

C.2.1.7 Versuche zur Stimulierung des Wachstums mit a-Cyclodextrin

In einer vorangegangenen Arbeit war eine deutliche Stimulierung des Wachstums von Stamm
Hxd3 auf Hexadecan durch Zusatz von a-Cyclodextrin, das nicht als Substrat verwertet wurde,

gezeigt worden (Aeckersberg, 1994). Cyclodextrin wirkte wahrscheinlich durch die Aufnahme
von Hexadecan in die hydrophobe Pore des ringférmigen Oligosaccharids als Losungsvermittler
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fiir das unidsliche Alkan. Daher wurde versucht, auch bei dem thermophilen Isolat TD3 durch
Zusatz von o-Cyclodextrin eine Verbesserung der Wachstumsgeschwindigkeit zu erreichen. Dazu
wurde dem Medium eine Konzentration von 5 g/l a-Cyclodextrin zugesetzt. Als Substrat diente
Decan in verschiedenen Konzentrationen von S % bis 80 % (v/v) in dickfliissigem Paraffin. In
keinem der Wachstumsansitze wurde jedoch eine Stimulierung des Wachstums beobachtet.

C.2.1.8 Enzymatische Aktivitiiten

Zur Untersuchung, ob in Stamm TD3 die vollstindige Oxidation der organischen Substrate iiber
den bei Sulfatreduzierern verbreiteten CO-Dehydrogenase-Weg erfolgt, wurden verschiedene
Enzymaktivitiiten in anaeroben Zellextrakten von auf Capronat gewachsenen Zellen bei
Raumtemperatur gemessen (B.2.7.2). Es wurden eine hohe CO-Dehydrogenase-Aktivitit und eine
deutliche Formiat-Dehydrogenase-Aktivitit festgestellt (Tabelle 2). Zusammen mit den
Bilanzmessungen (vgl. C.5.1) zeigt dies, daB Stamm TD3 zur Endoxidation mittels
CO-Dehydrogenase fihig ist. Eine Aktivitit von a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, einem
Schliisselenzym des Citratzyklus, konnte bei Raumtemperatur nicht gemessen werden. Ebenso
war bei Raumtemperatur keine Hydrogenase-Aktivitit vorhanden.

Tabelle 2: Spezifische Aktivitat wichtiger kataboler Enzyme bei dem thermophilen Stamm TD3. Die
Zellen waren auf Capronat angezogen worden. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur
durchgefihrt. Die angegebenen Aktivititen verstehen sich nach Abzug der Hintergrund-Aktivitat von
0,09 pmol * min! - (mg Protein)1.

Enzym Spezifische Aktivitat
[umol  min"1 - (mg Protein)™1]
CO-Dehydrogenase 1,72
Formiat-Dehydrogenase 0,33
a-Ketoglutarat-Dehydrogenase 0,0

Hydrogenase 0,0
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C.2.2 Charakterisierung der neuen nitratreduzierenden
Bakterienisolate

C.2.2. 1 Morphologie

Stamm HdN1

Stamm HdN1 bestand aus stibchenformigen, beweglichen Zellen von 1,5 - 2,5 ym Linge und
einem Durchmesser von etwa 0,5 ym (Abb. 15 A). Wie zuvor bereits erwihnt, bildete dieser
Stamm auf bestimmten Substraten wie beispielsweise Alkanen, Alkenen oder Aldehyden
Einschliisse, die die Zellen sehr groB, unférmig und im Phasenkontrast stark lichtbrechend
erscheinen lieBen (Abb. 15 B).

Abb. 15: Phasenkontrastaufnahmen von Zellen des Bakterienisolats HdN1 nach Wachstum auf

Valerianat (A) bzw. Hexadecan (B). Die eingezeichneten Balken entsprechen jeweils 10 pm.

In Alkankulturen fand man alle Ubergangsformen von stibchenformigen, beweglichen
Zellen ohne sichtbare Einschliisse iiber Zellen mit wenig Einschliissen bis hin zu den sehr groBen,
prall gefiillten Zellen, die sich im Medium nicht aktiv bewegten. Diese wahrscheinlich mit
Speicherstoffen gefiiliten, sehr dicken Zellen bildeten héufig Zellklumpen, die in Kulturen
makroskopisch zu erkennen waren. Solche Zellklumpen schienen leichter zu sein als die wiBrige
Phase, da sie an der Oberfliiche der Kulturen direkt unter der Alkanphase trieben.

Lyophilisierte Zellen von Stamm HdN1, die unter anoxischen bzw. oxischen Bedingungen
auf Hexadecan bzw. Pentadecan gewachsen waren, wurden durch Dr. A. Steinbtichel '(Gt')ttingen)
auf ihren Gehalt an Polyhydroxyalkanoaten (PHAs) untersucht (B.3.11). Dabei fand sich kein
Hinweis auf eine Akkumulation von PHAs. Allerdings wurden ungewothnlich hohe
Konzentrationen an dem jeweils als Wachstumssubstrat zugegebenen Alkan nachgewiesen. Dies
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konnte ein Hinweis darauf sein, daB die Zellen das Alkan selbst akkumulierten (A. Steinbiichel,
pers. Mitteilung). Moglicherweise ist dies die Erkldrung fiir die Tendenz der beobachteten
Zellklumpen, an der Oberflidche der Kulturen zu treiben.

Die direkte Anheftung der Zellen von Stamm HdN1 an Alkantropfen war nicht so ausgeprigt
wie bei den Stimmen TD3 und OcN1. Beim Mikroskopieren der Kulturen konnte man eine
Vielzahl kleiner Alkantropfen (Durchmesser mehrere ym) in der wiBrigen Phase erkennen, Die
wiéBrige Phase war bei diesem Isolat deutlich trilber als bei den Stimmen TD3 und OcN1, jedoch
war auch bei Stamm HdN1 die Verfolgung des Wachstums durch Messung der optischen Dichte
wegen der Flockenbildung nicht sinnvoll.

Stamm OcN1

Zellen des Stammes OcN1 waren stibchenférmig, zum Teil leicht gebogen und sehr beweglich.
Sie hatten eine Lidnge von 1 - 2 ¥m und einen Durchmesser von etwa 0,5 ym (Abb. 16). Das
Wachstum dieser Zellen in Alkankulturen war, wie fiir Stamm TD3 beschrieben und im Gegensatz
zu Stamm HdN1, zunédchst nur anhand der Emulgation der Alkanphase erkennbar. Anders als
Stamm TD3 bildete Stamm OcN1 jedoch deutlich mehr Zellmasse, weshalb mit fortschreitendem
Wachstum eine deutliche Triibung des Mediums zu erkennen war. Eine kontinuierliche Verfolgung
des Wachstums durch Messung der optischen Dichte war jedoch aufgrund der Anheftung vieler
Zellen an die Alkanphase nicht moglich.

Abb. 16: Phasenkonlraslaufnahme von Zellen des Stammes OcN1 nach Wachstum auf Vaseriaﬁat. Der
eingezeichnete Balken entspricht 10 um.




-67-

C.2.2.2 Temperatur- und pH-Optimum

Stamm HdN1

Stamm HdN1 ist ein mesophiles Isolat mit einem Temperaturoptimum zwischen 28 und 30°C.
Bereits bei 35°C war nur noch ein geringes anfingliches Wachstum zu beobachten, bei 40°C
erfolgte kein Wachstum mehr;, die Zellen in diesen Kulturen lysierten schnell. Bei 25°C war das
Wachstum deutlich verlangsamt. Dieser Stamm wurde fiir alle weiteren Untersuchungen bei 28°C
inkubiert.

Stamm HdN1 zeigte das schnellste Wachstum bei pH 6,8 - 7,2. In dem gesamten
untersuchten pH-Bereich von pH 6,5 - 8,5 erfolgte gutes Wachstum, das gegenilber dem
optimalen Wachstum nur leicht verlangsamt war. Der pH-Wert des Mediums stieg in einer
Hexadecan-Kultur mit 10 mM Nitrat wihrend des Wachstums um etwa 0,3 - 0,4 an.

Die Kultivierung dieses Stammes fiir alle weiteren Versuche erfolgte in Medien mit pH 7.2,
da so fiir die Kultivierung der beiden denitrifizierenden Stimme HdN1 und OcN1 das gleiche
Medium verwendet werden konnte.

Stamm OcN1

Das Temperaturoptimum des mesophilen Stammes OcN1 lag bei 30 - 32°C. Dieser Stamm erwies
sich als nicht so temperaturempfindlich wie Stamm HdN1, da auch bei 35°C das Wachstum
gegenilber Ansitzen bei 30°C nur wenig verlangsamt war. Bei 40°C erfolgte kein Wachstum. Bei
25°C war das Wachstum stark verlangsamt. In allen weiteren Versuchen wurde dieser Stamm aus
praktischen Griinden mit Stamm HdN1 zusammen bei 28°C inkubiert.

Das pH-Optimum von Stamm OcN1 befand sich zwischen 7,2 und 7,8. Bei pH-Werten
unter 7,0 war das Wachstum deutlich verlangsamt. Der pH-Wert stieg in Octan-Kulturen mit
10 mM Nitrat, wie auch bei Stamm HdN1 beobachtet wurde, um etwa 0,3 - 0,4 an. Um mit
einem einheitlichen Medium fiir die denitrifizierenden Alkanvé\rwerter zu arbeiten, erfolgte die
weitere Kultivierung bei pH 7,2.

C.2.2.3 Elektronenakzeptoren
Beziiglich der Elektronenakzeptoren unterschieden sich die beiden nitratreduzierenden Neuisolate

HdN1 und OcN1 nicht signifikant voneinander. In anaeroben Kulturen zur Anreicherung,
Isolierung und Charakterisierung wurde in der Regel Nitrat als Elektronenakzeptor eingesetzt. Die

Quantifizierung des gebildeten Gasvolumens in fertig gewachsenen Kulturen lieB auf eine
vollstindige Reduktion des Nitrats zu gasformigem Stickstoff schlieSen (Tabelle 3). In Kulturen,
die zu Beginn des Wachstums eine Gasphase aus He/CO2 (90/10 v/v) enthielten, wurde
gaschromatographisch (B.3.7) gezeigt, daB es sich bei dem gebildeten Gas um Stickstoff handelte.
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Tabelle 3: Quantifizierung des gebildeten Gasvolumens in anaeroben Anséatzen der Isolate HAN1 und
OcN1 nach Wachstum auf Hexadecan bzw. Octan. Die Gasphase in den Ansétzen bestand aus He/CO»
(90/10 viv). Die Kulturvolumina betrugen 97 mi fir Stamm HdN1 bzw. 96 mi for Stamm OcN1.

Ansatz Nitrat Gasvolumen®
eingesetzt [nM]  verbraucht [mM)] gebildet [mi] erwartet [mlj¢

ohne Inokulum 10,0

0,0 0
HdN1 0,22 0,2 0.3
- 5,2 52 6.7
10,2 10,2 12,5 1
0,4 0,4
5.4 6,5
0,3 1,2

cwm o=awn

OcN1 0,42
' . 54
10,3 1

MO MDOO O

2 |n der Negativkontrolle waren durch das Inokulum geringe Mengen Nitrat enthalten.

b Das Gasvolumen wurde bei 23°C quantifiziert.

¢ Der angegebene Wert bezieht sich allein auf die erwartete N2-Bildung bei volisténdiger Reduktion des
eingesetzten Nitrats ohne Beriicksichtigung der CO2-Bildung. Zur Berechnung wurde ein Molvolumen
bei 23°C von 24,3 | - mol-! angenommen.

Wihrend des Wachstums wurde Nitrat vollstindig verbraucht, ohne daB signifikante
Mengen Nitrit gebildet wurden. Lediglich in Einzelfillen wurden in der exponentiellen
Wachstumsphase geringe Nitritkonzentrationen von weniger als 100 #M nachgewiesen, die jedoch
nach Beendigung des Wachstums verschwunden waren. In Kulturen, in denen Nitrat vollstindig

reduziert worden war, konnte weder Distickstoffoxid noch eine Bildung von Ammonium

nachgewiesen werden. Nach diesen Befunden handelte sich bei den Isolaten HAN1 und OcN1 um
denitrifizierende Bakterien, die Nitrat vollstindig zu Nz reduzierten.

Die Verwertung verschiedener moglicher Elektronenakzeptoren wurde mit beiden
denitrifizierenden Neuisolaten mit Alkanen als Elektronendonatoren untersucht (Tabelle 4).
Obwohl beide Isolate Nitrit als terminalen Elektronenakzeptor verwerteten, verlangsamte dieses
das Wachstum stark. Bereits mit 1 mM Nitrit verlidngerte sich die anféngliche lag-Phase der
Kulturen. In Ansitzen, denen Nitrat und Nitrit gleichzeitig zugegeben wurden, verschwand nach
einer deutlich verldngerten lag-Phase zunichst das Nitrit und anschlieBend das Nitrat (Abb. 17).
Dieses Verhalten zeigte sich sowohl beim Wachstum auf Alkanen als auch beim Wachstum auf
Fettsduren. Stamm OcN1 reagierte im Vergleich zu Stamm HdN1 noch empfindlicher auf Nitrit.

Beide neu isolierten Denitrifizierer wuchsen auch mit Sauerstoff als Elektronenakzeptor. Mit
Stamm HdAN1 wurde gezeigt, daB aerobe Kulturen mit Alkanen bei einer Inkubation ohne
Bewegung schneller wuchsen, als beim Inkubieren auf dem Schiittler. Da sowohl Stamm HdN1

‘als auch Stamm OcN1 Katalase-Aktivitit besitzen, hat dieses Verhalten seine Ursache

wabhrscheinlich nicht in einer Empfindlichkeit gegeniiber hohen Sauerstoffpartialdriicken, sondern
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in der verminderten Verfiigbarkeit des Substrates beim stéindigen Ablosen der Zellen von der
Alkanoberfliche durch die Bewegung. Auch mit anaeroben Alkankulturen dieses Stammes
wurde bei ruhender Inkubation ein schnelleres Wachstum als bei einer stindigen Bewegung der
Kulturen auf einem Schiittler gezeigt (vgl. C.2.2.4).

Bei einer oxischen Inkubation beider Stimme auf Aga.rplatten wurde eine deutliche
Abhingigkeit des Wachstums von CO; gezeigt. Kulturen beider Stimme wuchsen auf
Agarplatten mit 4 mM Valerianat deutlich besser, wenn das Medium 10 oder 20 mM NaHCO3
und die Luftatmosphiire 3 bzw. 6 % CO; enthielt. Bei einer Inkubation auf Medium ohne
Bicarbonat und ohne CO5-Zusatz wuchsen auf den Platten nur vereinzelte Kolonien.

Nitrat und Nitrit [mM]
Nitrat und Nitrit (mM]

Zeit [d] Zeit [d]

Abb. 17: Verbrauch von Nitrat (@) und Nitrit (l) bei gleichzeitigem Zusatz beider Elektronenakzeptoren
zu Kulturen der Stamme HdN1 auf Hexadecan (A) und OcN1 auf Octan (B). Den Medien wurden 5 mM
Nitrat und 5 mM Nitrit zugesetzt. Eine parallele Kultur als Kontrolle (O) enhieit jeweils nur 5 mM Nitrat.

Tabelle 4: Prifung verschiedener Elektronenakzeptoren in Kulturen der Isolate HdN1 und OcN1 auf
Hexadecan bzw. Octan. Symbole: + gutes Wachstum, o Wachstum, - kein Wachstum

Stamm HdN1 OcN1
Nitrat (10 mM) + +
Nitrit (5 mM) 0 0
Distickstoffoxid (10 / 20 mM) o 0
Sauerstoff (Luftatmosphare) + +
Sulfat (15 mM) - -
Thiosulfat (5 mM) - -
Schwefel - -

Fumarat (10 mM) - -
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C.2.2.4 Beeinflussung des Wachstums durch Schiitteln

Stamm HdN1

Fliissigkulturen des Stammes HdN1 wurden ohne Schiitteln bei 28°C inkubiert. Versuche zur
Verbesserung der Wachstumsgeschwindigkeit durch stetiges, langsames Schiitteln auf einem
Schiittelinkubator hatten keinen stimulierenden Effekt gezeigt. Die Kulturen wurden im
allgemeinen tiglich einmal per Hand einige Sekunden lang geschiittelt, um die Substrate und die
Produkte gleichmiiBig zu verteilen.

Stamm OcN1
Die Inkubation von Stamm OcN1 erfolgte ebenfalls ohne Schiitteln bei 28°C. Die Kulturen wurden
pro Tag einmal per Hand fiir wenige Sekunden geschiittelt.

C.2.2.5 Ermittlung vertriiglicher Alkankonzentrationen

Stamm OcN1

Octan war das Anreicherungssubstrat von Stamm OcN1 und wurde auch spiter fiir viele
‘Wachstumsversuche eingesetzt, da es sich unter den Alkanen als ein schnell verwertbares Substrat
fiir diesen Stamm erwies. Analog zur Emittlung geeigneter Decankonzentrationen fiir Stamm TD3
(vgl. C.2.1.6) wurde die fiir Stamm OcN1 vertrigliche Octankonzentration ermittelt. Bis etwa
35 % (v/v) Octan in HMN war keine Beeintrichtigung des Wachstums erkennbar. Bei 50 % (v/v)
war das Wachstum leicht verlangsamt. Auch auf reinem Octan erfolgte sehr langsames Wachstum,
jedoch verhielten sich die Zellen anders als bei einer Verdiinnung des Alkans. Die beschriebene
Emulgation der Alkanphase durch Anheften der Zellen erfolgte nicht. Stattdessen bildeten sich
Zellverbénde aus, die frei im Medium schwebten. Derartige Zellverbénde waren auch bei sehr alten
Kulturen zu beobachten, nachdem sich die Zellen von der Alkanphase geldst hatten. Die
Morphologie der einzelnen Zelle war nicht deutlich verindert.

C.2.2.6 Vitaminabhiingigkeit

Stamm HdN1

Das Vitaminbediirfnis wurde wie bei den anderen Wachstumstests mit Hexadecan als Substrat
gepriift. Es zeigte sich, daB Stamm HdN1 ohne Zusatz von Vitaminen iiber 10 Folgepassagen auf
Hexadecan ohne erkennbare Verschlechterung des Wachstums gegeniiber Kontrollen mit
Vitaminzusidtzen kultiviert werden konnte. Stamm HdN1 besaB demnach keine
Vitaminauxotrophie.
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Stamm OcN1
Das Vitaminbediirfnis von Stamm OcN1 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht gepriift.

C.3 Substratspektren der neuen Bakterienisolate

Die Substfatverwertung der Neuisolate wurde eingehend untersucht, um einerseits eine genaue
taxonomische Beschreibung der Mikroorganismen zu ermoglichen und andererseits Hinweise auf
die Verwertung moglicher Intermediate des anaeroben Alkanabbaus zu erhalten. Kurzkettige
Alkane und andere Substrate, die in reiner Form vermutlich toxisch sind, wurden in inerten
Triigerphasen zugesetzt. Bei Stamm TD3 wurde anfangs das fiir den Sulfatreduzierer Hxd3
etablierte Verfahren verwendet, Paraffindl als inerte Tréigerphase einzusetzen. Spéter wurde dann
die chemisch definierte Reinsubstanz Pristan verwendet. Den Denitrifizierern wurden die
jeweiligen Substrate in 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan (HMN) verdiinnt zugefiihrt, da Stamm
HdN1 auf diinnfliissigem und sogar dickfliissigem Paraffin sehr gutes Wachstum zeigte und auch
auf reinem Pristan leichtes Wachstum erfolgte. Die im folgenden beschriebene Substratspezifitit
der einzelnen Stimme bezieht sich grundsétzlich auf strikt anaerobes Wachstum, andernfalls wird
im Text ausdriicklich auf oxische Bedingungen hingewiesen.

C.3.1 Substratspektrum des sulfatreduzierenden Stammes TD3

Untersuchungen zum Substratspektrum der bereits bekannten anaeroben Alkanverwerter (Stimme
Hxd3 und Pnd3) hatten gezeigt, daB die Isolate jeweils einen spezifischen Kettenldngenbereich an
Alkanen zu verwerten vermogen. Dies zeigte sich auch bei den in dieser Arbeit beschriebenen
Neuisolaten. Stamm TD3 verwertete Alkane von Cg bis C6, éyobei die Verwertung der Alkane im
Randbereich dieses Spektrums wie Hexan, Heptan und auch Dodecan bis Hexadecan bereits
deutlich langsamer als auf Octan und Decan war. Der bevorzugte Bereich waren Alkane von Cg bis
C11. Ein Test auf Wachstum mit den im Handel erhiiltlichen Methylalkanen ergab, da8 Stamm TD3
einzig auf 3-Methyloctan wuchs, und zwar mit einer nur leicht verlangsamten Geschwindigkeit
gegeniiber dem Wachstum auf n-Octan. Phenylalkane und zyklische Alkane wurden von diesem
Isolat nicht verwertet. Durch die Verwertung von gleichzeitig zugegébenem Decan (5 % v/v in
Pristan) wurde eine Toxizitit der getesteten Isoalkane, Cycloalkane sowie Phenylalkane in den

eingesetzten Konzentrationsbereichen ausgeschlossen.

Uberraschenderweise erfolgte kein Wachstum von Stamm TD3 auf 1-Alkenen, priméren
Alkoholen oder Aldehyden, also auf Verbindungen, die als mogliche Intermediate des anaeroben
Alkanabbaus diskutiert wurden. Da diese Substanzen toxisch fiir das Wachstum von
Mikroorganismen sein konnen, wurden sehr kleine Konzentrationen (zwischen 0,3 und 1 % v/v)
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in einer Pristanphase eingesetzt. Durch gleichzeitige Zugabe von Capronat ins Medium wurde
aufgrund des nun erfolgten Wachstums gezeigt, daB die 1-Alkene, primdren Alkohole und
Aldehyde in den verwendeten Konzentrationen keinen generell hemmenden EinfluB auf Stamm
TD3 hatten. Bei Versuchen mit gleichzeitiger Zugabe von Decan (0,5 % v/v in Pristan) zu
Ansitzen mit 1-Decen (0,3 % v/v in Pristan), 1-Decanol (0,3 % v/v in Pristan) oder Decanal
(0,3 % vlv in Pristan) erfolgte jedoch kein Wachstum. Desweiteren wurde gezeigt, daB 1-Hepten
(0,5 % v/v in Pristan), Caprylaldehyd (0,5 % v/v in Pristan) sowie Oenanthaldehyd (0,5 % v/v in
Pristan) ebenfalls die Verwertung von Decan (3 % v/v in Pristan) durch Stamm TD3 hemmten.
1-Undecen (0,5 % v/v in Pristan) und 1-Dodecen (0,5 % v/v in Pristan) hemmten die Verwertung
von Undecan bzw. Dodecan, nicht jedoch die Verwertung von Capronat. Diese Ergebnisse
deuteten auf eine spezifische Hemmung des Alkanstoffwechsels durch die erwihnten
Verbindungen hin.

- Stamm TD3 wuchs sehr gut auf Monocarbonsiuren in einem Bereich von C4 bis Cjg, also
einem breiteren Kettenlidngenbereich als bei der Verwertung von Alkanen. Auf Decanat erfolgte nur
sehr wenig Wachstum. Es wurde bereits hidufiger beobachtet, daB Fettsduren in diesem
Kettenldngenbereich toxisch sind (vgl. auch Stamm HdN1, Tabelle 6).

Hiufige Substrate fiir sulfatreduzierende Bakterien wie etwa Wasserstoff, Pyruvat, Lactat,
Ethanol oder Acetat wurden von Stamm TD3 nicht verwertet. Ebensowenig wurde ein Wachstum
auf Zuckern, Aminosduren, Dicarbonsduren, aromatischen Verbindungen oder auf komplexen
Substraten wie Hefeextrakt oder Pepton beobachtet.

. Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB sich das Substratspektrum des
thermophilen sulfatreduzierenden Stammes TD3 auf Alkane und Monocarbonsiuren beschrénkt.




Tabelle 5: Substratverwertung durch das thermophile sulfatreduzierende Neuisolat TD3 sowie durch
die bereits beschriebenen alkanoxidierenden Sulfatreduzierer Hxd3 und Pnd3 (Aeckersberg, 1994)
unter strikt anoxischen Bedingungen. Hinter jeder gepriiften Verbindung sind die eingesetzten
Konzentrationen in Klammermn angegeben. Zahlen ohne Zusatz beziehen sich auf Lédsungen im Medium
in mM, Prozentzahlen weisen auf die jeweilige Verdlinnung (in % v/v) in einer Tragerphase aus Pristan
bzw. dickflissigem Paraffin hin. Sofern keine Angaben vorhanden sind, wurden die Substrate
unverdinnt zugesetzt.

Symbole: + gutes Wachstum, o langsames Wachstum, - kein Wachstum, nb nicht bestimmt

Stamm
Verbindung?® TD3 Hxd3 Pnd3
Alkane
Methan - - -
Butan - - -
Pentan (2 %) - - -
Hexan (2 %) o - .
Heptan (3 %) o . -
Octan (3 %) + - -
Nonan (4 %) + nb nb
Decan (5 % / 10 %) + - -
Undecan (10 % / 20 %) + nb nb
Dodecan (10 % / 20 %) o + -
Tridecan (10 % / 20 %) o + -
Tetradecan (10 % / 20 %) o} + +
Pentadecan (10 % / 20 %) o + +
Hexadecan (10 % / 20 %) o + +
Octadecan (10 % / 20 %) - + -
2-Methytheptan (2 % / 4 %) - nb nb
3-Methylheptan (2 % / 4 %) - nb nb
4-Methylheptan (2 % / 4 %) - nb nb
2-Methyloctan (2 % / 4 %) - nb nb
3-Methyloctan (2 % / 4 %) + nb nb
4-Methyioctan (2 % / 4 %) - nb nb
2-Methylnonan (2 % / 4 %) - nb nb
3-Methylnonan (2 % / 4 %) - nb nb
dinnfl. Paraffin - - -
dickfl. Paraffin - - -
Cyclohexan (2 %) - nb nb
Ethylcyclohexan (2 %) - nb nb
Phenylalkane
1-Phenylhexan (1 % /2 %) - nb nb
1-Phenylheptan (1 % / 2 %) - nb nb
1-Phenyldecan (1 % /2 %) - nb nb
1-Phenyldodecan (1 % / 2 %) - nb -
1-Phenyltridecan (1 %/ 2 %) - nb . -
1-Alkene
1-Hepten (0,5 % / 1 %) - nb nb
1-Decen (0,3 % / 1 %) - nb nb
1-Undecen (0,5 % / 1 %) - nb nb
1-Dodecen (0,5 % / 1 %) - nb nb
1-Tetradecen (0,5 % / 1 %) - + +
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Stamm
Verbindung® TD3 Hxd3 Pnd3
Alkohole
Methanol (10) - - .
Ethanal (10) . - -
1-Propanol (10) - nb nb
1-Butanal (5) - nb nb
1-Heptanol (0,5 % / 1 %) - nb nb
1-Octanal (0,5 % / 1 %) - nb nb
1-Decancal (0,3 % / 1 %) - nb nb
1-Hexadscanol - + +
Aldehyde
Heptanal (0,5 % / 1 %) - nb nb
Octanal (0,5 % / 1 %) - nb nb
Decanal (0,3 % /0,5 %) - nb nb
Monocarbonsauren
FormiatP (10) - - +
Acstat (10) - - .
Propionat (5) - - +
Butyrat (5) + o +
Valerianat (4) + - +
Capronat (3/ 6) + 0 +
Capryiat (2) + o +
Decanat (0,3) o] + nb
Myristinat (1) + + +
Palmitat (1) + + +
Stearat (1) o + +
Aromatische Verbindungen
Benzoat (1) - - -
Benzylalkohol (0,5) - C . nb
Toluol (1 %) - - nb
Weitere Verbindungen
HgP - . -
Glucose (10) - - -
Tartrat (5) - nb nb
Lactat (10) - nb nb
Pyruvat (10) - - -
Succinat (5) - - -
Fumarat (10) - - -
Malat (10) - . .
Citrat (5) - . -
Glutamat (5) - - -
Hefeextrakt (5 gA) - nb nb
Pepton (5 gN) - nb nb

2 Die Konzentrationsangaben beziehen sich ausschlieBlich auf die Untersuchungen an Stamm TD3
far die beiden anderen lsolate sei aut die Arbeit von (Aeckersberg, 1994) verwiesen.
b Die Inkubation erfolgte unter Zusatz von 1 mM Acetat als C-Quelle.
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C.3.2 Substratspektrum des denitrifizierenden Stammes HdN1

Wie schon fiir Stamm TD3 beschrieben, beschriinkte sich auch die Verwertung von Alkanen durch
Stamm HdN1 auf einen bestimmten Kettenlingenbereich. Stamm HdN1 verwertete Alkane unter
anoxischen Bedingungen im lingerkettigen Bereich von Cy4 bis C2o, wobei Tetradecan bereits
langsamer als die iibrigen Alkane verwertet wurde. Stamm HdN1 war der einzige der bisher
bekannten anaeroben Alkanverwerter, der mit einem Phenylalkan, nédmlich 1-Phenyltridecan,
relativ gutes anaerobes Wachstum zeigte (vgl. C.6.2).

Im Gegensatz zu Stamm TD3 wuchs Stamm HdN1 auf 1-Alkenen, priméren Alkoholen und
Aldehyden. Dabei wurden diese Verbindungen in einem weiteren Kettenlingenbereich als Alkane
verwertet. Es wurde beispielsweise Wachstum auf 1-Decen, Decanal und 1-Octanol beobachtet.

Sehr gutes Wachstum zeigte sich auch auf Monocarbonséuren in einem sehr weiten
Kettenlingenbereich von Acetat (C3) bis Stearat (Cyg). Von weiteren getesteten Substanzen wie
Zuckern, Aminosduren, Dicarbonsiuren und aromatischen Verbindungen wurde nur Pyruvat
langsam verwertet.

Stamm HdN1 wuchs auch aerob auf Alkanen und Monocarbonssuren. Aerob wurden
Alkane in einem weiteren Kettenléingenbereich als anaerob verwertet. So fand beispielsweise auf
Dodecan und Tridecan ein gutes acrobes Wachstum statt, wéhrend diese Alkane unter anaeroben
Bedingungen nicht verwertet wurden.

C.3.3 Substratspektrum des denitrifizierenden Stammes OcN1

Das Isolat OcN1 zeigte bei der anaeroben Verwertung von Alkanen eine Spezialisierung auf den
Kettenlingenbereich von Cg bis Cj2. Es erfolgte sehr gutes W'achstum auf Octan, wihrend Heptan
nicht als Wachstumssubstrat diente. Eine Giftigkeit von Hepthn in der eingesetzten Konzentration
(2 und 4 % in HMN) wurde ausgeschlossen, da bei gleichzeitiger Zugabe von Valerianat oder
Octan zu Ansitzen mit Heptan ein Wachstum stattfand. Die Verwertung von Undecan war etwas
langsamer, die von Dodecan deutlich langsamer als die Verwertung von Octan. Die verfiigbaren
Isoalkane, Cycloalkane und Phenylalkane dienten nicht als Kohlenstoff- und Energiequelle fiir
anaerobes Wachstum.

Stamm OcN1 verwertete primére Alkohole und Aldehyde, jedoch keine 1-Alkene. Da die
Unféhigkeit zur Verwertung von 1-Alkenen ein wichtiger Hinweis darauf sein konnte, daB die
anaerobe Alkanoxidation moglicherweise nicht iber 1-Alkene verlauft, wurde dieses Phiinomen
genauer untersucht. Die Ergebnisse sind in C.3.3.1 dargestelit.

Monocarbonsduren in einem breiten Kettenlingenbereich (C3 - C16) ermoglichten ein
schnelles Wachstumn dieses Stammes. .

Das Isolat OcN1 zeigte ein im Vergleich mit den anderen Stimmen relativ breites Spektrum
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verwertbarer Substrate. Anaerobes Wachstum wurde auf Lactat, Pyruvat, Fumarat, Malat und
ebenso auf komplexen Substraten wie Hefeextrakt und Pepton beobachtet. Die untersuchten
Zucker und aromatischen Verbindungen wurden nicht verwertet.

Aerobes Wachstum fand wie bei Stamm HdN1 auf Alkanen und Monocarbonséuren statt.
Jedoch entsprach auch hier der Kettenldngenbereich der aerob verwerteten Alkane nicht dem der
anaerob verwerteten. So wurde acrob sowohl die Verwertung lingerkettiger Alkane wie Dodecan
und Tridecan als auch die Verwertung von Hexan und Heptan beobachtet.

Tabelle 6: Substratverwertung durch die denitrifizierenden Neuisolate HAN1 und OcN1 unter strikt
anoxischen Bedingungen. Hinter jeder gepriiften Verbindung sind die eingesetzten Konzentrationen in
Klammern angegeben. Zahlen ohne Zusatz beziehen sich auf Ldsungen im Medium in mM,
Prozentzahlen weisen auf die jewsilige Verdiinnung (in % v/) in einer Tragerphase aus HMN hin. Sofern
keine Angaben vorhanden sind, wurden die Substrate unverdinnt zugesetzt.

Symbole: + gutes Wachstum, o langsames Wachstum, - kein Wachstum, nb nicht bestimmt

Stamm

Verbindung HdN1 OcN1

Alkane

Butan
Hexan (2 %/ 4 %)
Heptan (2 % / 4 %)
Octan (2% /5 %)
Nonan (2 % / 5 %)
Decan (5 %)
Undecan (5 % / 20 %)
Dodecan (5 % / 20 %)
Tridecan

. Tetradecan
Pentadecan
Hexadecan
Heptadecan
Octadecan
Eicosan
2-Methylheptan (2 % / 4 %)
3-Methyiheptan (2% / 4 %)
4-Methylheptan (2 % / 4 %)
2-Methyloctan (2 % / 4 %)
3-Methyloctan (2 % / 4 %)
4-Methyloctan (2 % / 4 %)
2-Methyinonan (2 % / 4 %)
3-Methyinonan (2 % / 4 %)
dinnfl. Paraffin
dickfl. Paraffin
Cyclohexan (1 % / 2 %)
Ethylcyclohexan (1 % / 2 %)

5,33,
(=2 ooT
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Stamm

Verbindung HdN1 OcN1

Phenylalkane

1-Phenylhexan (1 % /2 %) nb
1-Phenylheptan (1 % / 2 %) nb
1-Phenyloctan (1 % /2 %) nb
1-Phenylnonan (1 % / 2 %) nb
1-Phenyldecan (1 % /2 %) -

1-Phenyldodecan (1 % / 2 %) -

1-Phenyltridecan (1 %/ 2 %) o

1-Alkene

Hepten (0,5 % / 1 %)
Octen (0,5 % /1 %)
Decen (0,3 % / 1 %)
Hexadecen
Heptadecen

nb
nb

33
++0 5o
'

Alkohole

Methanol (10)

Ethanol (10) :
Isopropanol (5 / 10)
1-Propanot (5 / 10)
2-Propanol (57 10)
1-Butanol (5 / 10)
2-Butanol (5/10)
1-Heptanol (0,5 % / 1 %)
1-Octanol (0,5 % / 1 %)
1-Decanol (0,5 % / 1 %)
1-Hexadecanol
2-Hexadecanol

°+l+g_llllg_ll
g.g.OOIOIlIIlI

Aldehyde

Heptanal (0,5 % / 1 %) nb -
Octanal (0,5 % / 1 %) nb s

Decanal (0,5 %/ 1 %) +

+ +

Monocarbonséauren

Formiat? (10)

Acetat (10)

Propionat (5)
2-Methyl-Propionat (5)
Butyrat (5)
2-Methyl-Butyrat (4)
3-Methyl-Butyrat (2 / 4)
Valerianat (4)
Capronat (3)
Oenanthat (2)
Caprylat (2)

Decanat (0,5/1)
Laurinat (1)

Myristinat (1)
Pentadecanat (1)
Palmitat (1)
Heptadecanat (1)
Stearat (1)

++++++00+++++0 10+
13000+ +++++ v+ ++ 4
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Stamm

Verbindung HdN1 OcN1

Aromatische Verbindungen

Benzoat (1) - .
Benzylalkohol (0,5) - -
Toluol (1% /2 %) - -

Waeitere Verbindungen ;
H2a ;
Tartrat (5/10)
Lactat (5/10)
Pyruvat (5 / 10)
Succinat (5 / 10)
Fumarat (5/10)
Malat (5/10)
Citrat (5/10)
Glutarat (5 / 10)
Mannose (5 / 10)
Fructose (5 / 10)
Glucose (57 10)
Ascorbat (4 /8)
Glucanat (5/10)
Glycin (5)

Alanin (5)

Serin (5)

Aspartat (5)
Hefeexirakt (5 gA)
Pepton (5 g/)

A L

3
o
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2 Dig Inkubation erfolgte unter Zusatz von 1 mM Acetat als C-Quelle. |

C.3.3.1 Untersuchung der Wirkung von 1-Decen auf die Verwertung von
Decan, Decanol und Decanal durch Stamm OcN1

Eine genauere Untersuchung der Unfahigkeit von Stamm OcN1 zur Verwertung von 1-Alkenen
zeigte, daB, dhnlich wie bei Stamm TD3 (vgl. C.3.1), eine generelle Toxizitdt der Alkene in den }
verwendeten Konzentrationen ausgeschlossen werden konnte. Bei gleichzeitiger Zugabe von |
Monocarbonsiuren und 1-Alkenen erfolgte namlich gutes Wachstum. Bei gleichzeitiger Zugabe '
von Alkan und Alken unterblieb jedoch die Verwertung des Alkans. Hier konnte, wie bei Stamm
TD3, eine spezifische Hemmung der Alkanverwertung durch Alkene erfolgen. Es muBte jedoch !
auch die Moglichkeit bedacht werden, daB bei der geringen Loslichkeit des Alkens in der wiBrigen
- Phase eine Toxizitit erst dann sichtbar wird, wenn die Zellen auf die Verwertung eines Substrats |
aus der hydrophoben Phase angewiesen sind. Diese Toxizitit wiirde sich nicht bemerkbar machen,
wenn die Zellen, wie im Fall der Monocarbonsiuren, 16sliche Verbindungen aus der wifrigen I:
Phase aufnehmen. t
Daher wurde ein weiterer Versuch mit einem in Wasser wenig l6slichen Alkohol und :r
l
|
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Aldehyd als Substrat durchgefiihrt. Kulturen in 215 ml Medium mit 17 mM Nitrat wurden mit
20 ml Inokulum aus einer exponentiell wachsenden Decan-Vorkultur beimpft. Es wurden Ansitze
mit n-Decan, 1-Decen, 1-Decanol und Decanal in unterschiedlichen Kombinationen hergestellt
(Tabelle 7). Trans-1,4-Dimethylcyclohexan (im folgenden mit DMCH abgekiirzt) wurde dabei als
interner Standard fiir die gaschromatographische Analyse der Alkanphase vor und.-nach der
Inkubation verwendet. Vorversuche hatten gezeigt, daB auf DMCH kein Wachstum erfolgte. Die
anaeroben Ansitze wurden bei 28°C inkubiert. Vor Beginn der Inkubation sowie nach 40 Tagen
wurden mit sterilen, mit N, gespiilten Spritzen Proben fiir die Analyse von Nitrat und der
Alkanphase gezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestelit. Die Versuchsergebnisse
bestitigten, daB keine Verwertung von 1-Decen erfolgte. Desweiteren lieB sich eindeutig zeigen,
daB die Wirkung von 1-Decen in einer spezifischen Hemmung der Verwertung von n-Decan
bestand. Die Verwertung von 1-Decanol und Decanal wurde durch 1-Decen nicht beeintréchtigt
(Ansatz E; Tabelle 7). Da Decanol und Decanal in der wiBrigen Phase dhnlich unl6slich sind wie
Decan, ist es unwahrscheinlich, daB die Hemmwirkung nur dann auftritt, wenn die Zellen auf ein
Substrat aus der Alkanphase angewiesen sind. In den Kulturen, in denen Wachstum erfolgt war
(Ansdtze B, D und E; Tabelle 7), wurde ferner eine deutliche Triibung und Emulgation der
Alkanphase beobachtet. Im mikroskopischen Bild sah man eindeutig, da die Alkantropfen sehr
dicht mit Bakterienzellen besiedelt waren. Dies zeigt, da auch in Ansatz E die Verwertung von
Decanol und Decanal aus der unloslichen Phase erfolgte, und daB das 1-Decen diese Verwertung
nicht storte.

Tabelle 7: Untersuchung der Wirkung von 1-Decen auf das Wachstum von Stamm OcN1 auf Decan,
1-Decanol und Decanal. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Analysen von Nitrat und unidslicher Phase
zu Beginn und am Ende des Wachstums.

Ansatz Zusatz? Nitrat
eingesetzt [mM]P wiedergefunden [%] verbraucht [mM]
A ohne Zusatz - - 0
B n-Decan 0,37 9 2,6
C n-Decan 0,37 99 0
1-Decen 0,38 98
D n-Decan 0,37 10 6.4
1-Decanol 0,37 0
Decanal 0,38 2
E n-Decan 0,37 98 4,3
1-Decen 0,38 97
1-Decanol 0,37 0
Decanal 0,38 1

a Alle Substanzen wurden in 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan als Tragerphase zugesetzt. Die
Tragerphase enthielt ferner Trans-1,4-Dimethylcyclohexan (DMCH) als internen Standard fir die

gaschromatographische Analyse.
b Bei der Konzentrationsangabe wurden die zugesetzten Substanzmengen formal auf die waBrige

Phase bezogen.
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C.4 Systematische Einordnung der neuen Bakterienisolate

Da die bislang ermittelten phénotypischen Merkmale fiir eine systematische Einordnung der
Neuisolate nicht ausreichten, wurden die 16S rRNA-Sequenzen als weiteres, genotypisches
Merkmal ermittelt. Die Amplifikation und Sequenzierung der 16S rDNA sowie der anschlieBende
Vergleich mit bereits bekannten Sequenzen anderer Bakterienisolate erfolgte durch Dr. F. Rainey.
Die Ermittlung des G+C-Gehaltes wurde ebenfalls von Dr. F. Rainey durchgefiihrt.

C.4.1 Taxonomische Einordnung des Stammes TD3

Die Ermittlung der Sequenz der 16S rRNA durch Dr. F. Rainey ergab eine Zugehorigkeit des
Stammes TD3 zur 8-Gruppe der Proteobakterien. Dieser Stamm ist mit keiner bekannten Gattung

niher verwandt und zweigt tief im Stammbaum der sulfatreduzierenden Bakterien ab. Die beiden

weiteren bekannten sulfatreduzierenden Alkanverwerter, Stamm Hxd3 und Stamm Pnd3
(Aeckersberg, 1994), gehoren zwar ebenfalls zu der 8-Gruppe, zeigen aber beziiglich der

16S rRNA keinerlei ndhere Verwandtschaft zu Stamm TD3 (Abb. 18). Der G+C-Gehalt dieses
Isolats betrug 37,4 mol%.

B R e e
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Desulfovibrio vulgaris

Desulfovibrio desulfuricans

Desulfovibrio salexigens

| R Desulfovibrio africanus

Desulfovibrio gigas

Desulfomicrobium baculatus

D3

Desulfohalobium retbaense

Pnd3

Hxd3

Desulfococcus multivorans

Desulfosarcina variabilis

Desulfonema sp. strain Tokyo

*Desulfobotulus sapovorans"

Desulfobacterium autotrophicum

Desulfobacter postgatei

Syntrophobacter w:qlim'i

Desulfomonile tiedjei

Desulfobulbus propionicus

Pelobacter acetylenicus

Desulfuromonas acetoxidans

*Geobacter metallireducens"”

Myxococcus xanthus

Abb. 18: Phylogenetische Einordnung von Stamm TD3 in die 8-Gruppe der Proteobakterien anhand
der 16S rRNA-Sequenz. Die eingetragene Strecke entspricht 5 % evolutionarer Distanz der 16S
rRNA-Sequenzen.
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C.4.2 Taxonomische Einordnung des Stammes HdN1

= AT T T

Das Neuisolat HAN1 gehort aufgrund seiner 16S rRNA-Sequenz zur y-Gruppe der
Proteobakterien, ist aber mit keinem bekannten Organismus aus dieser Gruppe, dessen 16S rRNA-
Sequenz fiir Vergleiche zur Verfiigung stand, néher verwandt (Abb. 19). Der G+C-Gehalt dieses

Stammes betrug 53,8 mol%.
—————— Ectothiorhodospira shaposhnikovii
Arhodomonas aquaeoli
HdN1
5:, Chromatium vinosum
; Coxiella burnetii
ii Legionella pneumophila
ig r— Pseudomonas aeruginosa
E Pseudomonas oleovorans
% — : Aeromonas hydrophila
% Escherichia coli
% Shewanella putrefaciens

fSer s

Abb. 19: Phylogenstische Verwandtschaft des Stammes HdN1 in der y-Gruppe der Proteobakterien,
wie sie anhand von Vergleichen der 16S rRNA-Sequenzen ermittelt wurde. Die eingetragene Strecke
entspricht 5 % evolutionarer Distanz der 16S rRNA-Sequenzen.
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C.4.3 Taxonomische Einordnung des Stammes OcN1

Die 16S rRNA-Sequenz des Stammes OcN1 ergab eine Zugehorigkeit des Neuisolats zur
B-Gruppe der Proteobakterien. Dabei zeigte sich eine relativ enge Verwandtschaft zu bekannten
Stimmen der Gattungen Thauera und Azoarcus (Abb. 20). Der G+C-Gehalt des Stammes OcN1
betrug 63,1 mol% und lag damit etwas niedriger als bei anderen Arten der Gattungen Thauera und
Azoarcus (ca. 65 - 67 mol%; Anders et al., 1995; Rabus und Widdel, 1995).

Azoarcus sp. BH72

Azoarcus indigens

EbN1

Azoarcus evansii

~———— Thauera aromatica

Thauera selenatis

Azoarcus sp. S5b2

OcN1

Zoogloea ramigera

Rubrivivax gelatinosus

C,"omamonas testosteroni
A

Abb. 20: Phylogenstische Einordnung von Stamm OcN1 in die p-Gruppe der Proteobakterien anhand
der 16S rANA-Sequenz. Die eingetragene Strecke entspricht 5 % evolutionérer Distanz der 16S
rRNA-Sequenzen.
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C.5 Bilanzierung des anaeroben Alkanabbaus

7um direkten Nachweis, daB das Wachstum der neu isolierten Bakterien unter anoxischen
Bedingungen tatszichlich auf einer Verwertung von Alkanen beruhte, wurde die Substratumsetzung

bilanziert.

C.5.1 Bilanzierung der anaeroben Alkanoxidation in Stamm TD3

Kulturen von Stamm TD3 fiir stchiometrische Analysen wurden in FlachgeféBen (B.2.5.5) mit

" 92 ml Medium, welches mit Sulfid und Dithionit reduziert worden war, angesetzt. Es wurden

350 ul Alkanphase eingespritzt. Diese Alkanphase setzte sich aus 88 % (v/v) Pristan als
Trigerphase und internem Standard fiir die spétere gaschromatographische Analyse und 12 %
(v/v) sterilfiltriertem Decan als Substrat zusammen. In einem Ansatz wurde die Decanmenge auf
9 % (vIv) verringert (Ansatz 1, Tabelle 8). Die Ansdtze wurden mit 10 ml aus einer
Capronat-Kultur, die mit einer limitierenden Menge Sulfat (15 mM) angezogen worden war,
beimpft. Die GefiBe wurden 40 Tage bei 60°C inkubiert und dabei etwa einmal téglich geschiittelt.
Der Sulfidgehalt der Kulturen wurde vor und nach der Inkubation gemessenen. Die wéhrend
des Wachstums auf Decan gebildete Zellmasse wurde in diesem Versuch vernachlissigt. Die
Vernachldssigung der assimilierten Substratmenge war moglich, weil sulfatreduzierende Bakterien
generell einen niedrigen Ertragskoeffizienten haben. Zudem hafteten die Zellen fast ausschiieBlich
an der Alkanphase, so daB das Emten der Zellen und die gleichzeitige quantitative Besimmung des

" verwerteten Alkans problematisch gewesen wire. Die Alkanphase wurde durch Hexanextraktion

aus den Kulturen gewonnen und gaschromatographisch analysiert. Die Alkankonzentration wurde
aus dem Verhiltnis der integrierten Peakflachen des Decans und des internen Standards Pristan im
Gaschromatogramm nach Vergleich mit Standards ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8
dargestelit.

In den Wachstumsansitzen wurde ein Verbrauch von 99 % (1,49 mM) bzw. 82 %
(1,73 mM) des eingesetzten Decans unter Bildung von 11,3 bzw. 12,7 mM Sulfid gemessen. In
einem Kontrollansatz ohne den Elektronenakzeptor Sulfat wurde keine Decan-Abnahme gemessen.
Ebensowenig verschwand Decan in einem Ansatz mit durch Hitze (75°C, 3 h) abgetoteten Zellen.
Somit konnte eine Abnahme von Decan durch Adsorption an die Zellen oder an den Butylstopfen
ausgeschlossen werden. Die fehlende Sulfidbildung im Kontrollansatz ohne Decan zeigte, daB
Pristan nicht als Elektronendonator genutzt wurde.

— e ; pemen T St i o o i o S AL A e
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Tabelle 8: Decanabnahme sowie Sulfidbildung beim anaeroben Wachstum von Stamm TD3 nach
40tagiger Inkubation bei 60°C.

Ansatz Decan Sulfidbildung Molares
zugesetzt® gefunden® _ verbraucht ~gemessen netto? Verhaltnis
[mM] [mM] [mM]  [%] {mM] [mM] Sulfid/Decan

Wachstumsansatze mit Stamm TD3
Ansatz 1 1,50 0,01 1,49 99 11.6 11,3 7,58

Ansatz 2 2,10 0,37 1,73 82 13,0 12,7 7,34

Kontrollansatze

Stamm TD3;
ohne Sulfat 2,10 2,10 < 0,01 0 0,2 -

Stamm TD3;
abgetotete Z 2,10 2,10 < 0,01 ¢] - -
(75°C, 3 h)

Stamm TDS;
ohne Decan - - - - 0,3 -

Ansatz
ohne Zellen 2,10 2,10 < 0,01 0 - -

2 Dje Substanzmengen wurden formal auf die waBrige Phase bezogen.
b Sulfidbildung nach Abzug des Wertes im Kontrollansatz ohne Decan.

C.5.2 Bilanzierung der anaeroben Alkanoxidation in Stamm HdN1

i

Da der denitrifizierende Stamm HdN1 nicht empfindlich gegeniiber Sauerstoff war und diesen als
Elektronenakzeptor verwendete, war es fiir den Nachweis der anaeroben Alkanoxidation wichtig,
vollstiindig anoxische Bedingungen zu gewdhrleisten. Daher wurden alle GefiBe bereits vor der
Befiilllung mit Medium mit No/CO; (90/10 v/v) begast und auch wihrend der weiteren
Handhabung moglichst keinem Luftsauerstoff ausgesetzt. Alle zugesetzten Substanzen wurden
bereits vor der Zugabe durch mehrmaliges Begasen mit N2 und anschlieBendes Evakuieren von
Sauerstoff befreit. Die Bilanzierung wurde mit Kulturen in den bereits beschriebenen FlachgeftBen
(B.2.5.5) mit 100 m! Medium, das 16 mM Nitrat und 4 mM Ascorbat als Reduktionsmittel
enthielt, durchgefiihrt. Es wurden 100 ul Alkanphase injiziert, die aus HMN (60 % v/v) und
Hexadecan (40 % v/v) bestand. HMN diente in der gaschromatographischen Analyse als interner
Standard. Die noch nicht beimpften Ansitze wurden iiber Nacht bei Raumtemperatur
stehengelassen, damit eventuell noch vorhandener Sauerstoff mit dem Reduktionsmittel Ascorbat
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reagieren konnte. Eine Kontrolle mit 1 mg/l Resazurin als Redoxindikator entfarbte sich iiber
Nacht.

Die Wachstumsansitze wurden am folgenden Tag mit 1 ml Inokulum aus einer Vorkultur auf
Valerianat beimpft. Der Kontrollansatz mit Resazurin blieb steril. Die pasteurisierte Kontrolle
wurde mit 10 ml einer pasteurisierten Zellsuspension des Stammes HdN1 (10fach konzentriert)
aus der Vorkultur auf Valerianat in entsprechend weniger Volumen (91 ml) beimpft.

Alle Ansitze wurden 14 Tage bei 28°C inkubiert. Wihrend der gesamten Inkubationszeit
wurde keine Rosafirbung des Kontrollansatzes mit Resazurin beobachtet.

Die MeBergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt. Die Nitratkonzentration wurde zu Beginn
und nach Beendigung der Inkubation bestimmt. Die sehr kleine Alkanphase wurde nach
Beendigung der Inkubation mittels Hexan aus den KulturgefiBen extrahiert. AnschlieBend wurden
die Kulturen zur Bestimmung der Zelltrockenmasse durch vorher gewogene Nitrocellulosefilter
(PorengroBe 0,2 ym) filtriert. Eine Ernte der Zellen durch Zentrifugation war nicht mﬁgiich, da auf
Hexadecan gewachsene Zellen die beschriebenen Einschliisse bildeten und daher nicht quantitativ
abzentrifugiert werden konnten (vgl. C.2.2.1). Die Filter wurden anschlieBend bei 60°C bis zu
konstantem Gewicht getrocknet und die Zellmasse durch Wiegen der Filter bestimmt. Zur
Kontrolle, ob die vorangehende Hexanextraktion durch Zellyse die auf dem Filter erfaBbare
Zellmasse vermindert, wurde ein Ansatz ohne vorherige Hexanextraktion filtriert. Die
anschlieBende Zellmassenbestimmung ergab einen Zellertrag in einem dhnlichen Bereich wie bei
den anderen Kulturen (siehe Ansatz Trockenmasse, Tabelle 9).

Einer der Ansitze (Ansatz B, Tabelle 9) wurde ohne Ascorbat als Reduktionsmitte] inkubiert.
Die damit erzielten Werte fiir gebildete Trockenmasse und verbrauchtes Hexadecan und
verbrauchtes Nitrat stimmten mit den Werten aus anderen Ansitzen im wesentlichen iiberein.
Demnach hatte Ascorbat keinen EinfluB auf die anaerobe Alkanoxidation. In der Kontrolle ohne
Nitrat wurde nur eine geringfiigige Abnahme der Hexadecankonzentration gemessen, die in einem
dhnlichen Bereich lag wie in der pasteurisierten Kontrolle. Die Kontrolle mit reinem HMN ohne
Zusatz zeigte, daB das Wachstum von der Zugabe von Hexadecan abhing und HMN nicht als
Substrat verwertet wurde (Ansatz ohne Hexadecan, Tabelle 9).

Der aerobe Alkanoxidierer Pseudomonas aeruginosa Stamm 196Aa (Griffin und Traxler,
1981; Traxler und Bernard, 1969) wurde als Kontrollstamm in diesem Versuch eingesetzt. Unter
den genannten Versuchsbedingungen wurde nur eine geringfiigige Abnahme der
Hexadecankonzentration gemessen, die im Bereich der pasteurisierten Kontrolle lag. Eine
Nitratreduktion fand nicht statt. In einem parallelen Ansatz unter oxischen Bedingungen wurde
gezeigt, daB Stamm 196Aa prinzipiell zum Wachstum auf Hexadecan in dem hier verwendeten
Mineralmedium in der Lage war.

In den Wachstumsansitzen mit Stamm HdN1 verschwand das eingesetzte Hexadecan bei
limitierender Konzentration zu 98 %, bei einem Hexadecan-UberschuB waren 87 % bzw. 91 % am
Ende des Wachstums verbraucht. Auffillig war, daB Kulturen mit einem UberschuB an Hexadecan
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sehr viel mehr Hexadecan im Verhdltnis zum reduzierten Nitrat verbrauchten, als Kulturen mit
einer limitierenden Menge Alkan. Die mikroskopische Untersuchung dieser Kulturen zeigte, da
bei einem UberschuB an Alkan ein sehr viel groBerer Anteil der Zellen Einschliisse aufwies (vgl.
C.2.2.1) als bei limitierender Substratmenge. Das deutet darauf hin, daB eine gewisse Menge an
Hexadecan nicht dissimilatorisch zur Energiegewinnung genutzt, sondern zum Aufbau von

Speichersubstanzen verwendet wurde.
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C.6 Wachstumsversuche
C.6.1 Wachstum mit Alkanen
C.6.1.1 Wachstum von Stamm TD3 auf Decan

Ein groBer Nachteil der in einer vorangegangenen Arbeit (Aeckersberg, 1994) beschriebenen
: alkanoxidierenden Sulfatreduzierer war die geringe Wachstumsgeschwindigkeit auf Alkanen. Das
: erste Isolat Hxd3 benotigte auf Hexadecan in Mineralmedium ungeféhr sechs Wochen bis zur
Bildung von 10 mM Sulfid. Die Wachstumsgeschwindigkeit wurde nach verschiedener
Optimierungsversuchen durch die Zugabe von a-Cyclodextrin auf eine Bildung von 10 mM Sulfid
innerhalb von vier Wochen gesteigert. Der zweite Stamm Pnd3, benttigte etwa vier Wochen zur
Bildung von 15 mM Sulfid mit Pentadecan bei gleichzeitiger Zugabe von a-Cyclodextrin
(Aeckersberg, 1994).

Das neue thermophile Isolat TD3 hatte demgegeniiber eine deutlich hdhere
Wachstumsgeschwindigkeit auf Alkanen. Abbildung 21 zeigt das Wachstum des Stammes TD2
auf n-Decan (10 % v/v in Pristan) und zum Vergleich mit Capronat (5 mM). Als Kontrolle ohne
Substrat diente eine Kultur mit reinem Pristan. Das Inokulum (9 % v/v) fiir dexn

! Wachstumsversuch stammte aus einer frischen Kultur mit Capronat (5 mM), da Alkankulturen

| aufgrund der hauptsichlich an der Alkanphase klebenden Zellen schlecht als Inokulum zu
verwenden waren. Das Wachstum wurde anhand der Sulfidbildung in den Kulturen verfolgt, da

Messungen zur optischen Dichte aufgrund der Inhomogenitit der Kulturen nicht moglich warer.

Die mehrere Tage dauernde lag-Phase zu Beginn der Kulturen war vermutlich mit der

: Induktionszeit fiir den Alkanstoffwechsel und auch mit dem nur allm#hlich erfolgenden Anheften

’ | der Zellen an die Alkanphase zu erkldren. Die Dauer der lag-Phase korrelierte deutlich mit dem
Alter des Inokulums. Je frischer das Inokulum war, destokiirzer war die lag-Phase der Kulturen.
Stamm TD3 bildete auf Decan innerhalb von zwei Wochen etwa 10 mM Sulfid. Die

Verdopplungszeit auf Decan betrug zwei bis drei Tage in der kurzen exponentiellen
Wachstumsphase. Das Wachstum auf Capronat war mit der Bildung von fast 25 mM Sulfid
innerhalb von zwei Wochen deutlich schneller als auf Alkanen.
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Abb. 21: Sulfidbildung beim Wachstum von Stamm TD3 auf Decan (10 % viv in Pristan) (@) bzw. 5 mM
Capronat (W). In der Kontrolie ohne Substrat (O) war keine Sulfidbildung festzustellen.

C.6.1.2 Anaerobes Wachstum von Stamm HdN1 auf Hexadecan

Das Wachstum der Denitrifizierer auf Alkanen war deutlich schneller als das der Sulfatreduzierer.
Ein weiterer Vorteil war eine im Vergleich zu den Sulfatreduzierern hohere Bildung von
Zellmasse, was fiir zukiinftige Untersuchungen an Zellextrakten, Enzymreinigungen efc.
vorteilhaft ist. Das Wachstum der Kulturen wurde anhand der Nitratreduktion verfolgt, da die
Bildung von Zellflocken im Fall des Stammes HdN1 sowie die Anheftung der Zellen an die
Alkanphase im Falle des Stammes OcN1 die Verfolgung des Wachstums anhand von
Triibungsmessungen verhinderten.

Die in Abbildung 22 dargestellten Wuchskurven von Stamm HdN1 wurden in anaeroben
Kulturen ermittelt, die mit 1 % (v/v) einer auf Valerianat gewachsenen Kultur beimpft worden
waren. Mit 0,5 ml Hexadecan in einer 100 ml Kultur war eine sehr lange lag-Phase von ca. 5
. Tagen zu beobachten. AnschlieBend wurden innerhalb von 3 Tagen die eingesetzten 8,5 mM Nitrat
| verbraucht. Mittels halblogarithmischer Auftragung der Nitratreduktion mit Hexadecan wurde eine
: Verdopplungszeit in der exponentiellen Wachstumsphase von etwa 15 bis 20 Stunden ermittelt. In
der Kontrolle ohne Hexadecan zeigte sich keine nennenswerte Nitratabnahme. Zum Vergleich ist
das Wachstum einer parallelen Kultur auf Valerianat (4 mM) dargestellt. Hier wurden die
eingesetzten 9 mM Nitrat innerhalb von ca. 3,5 Tagen reduziert. Die anfingliche lag-Phase der

— vy s
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Kulturen unterlag sehr starken Schwankungen mit einer deutlichen Abbéingigkeit vom Alter des
Inokulums.

Nitrat [mM]

Zeit [d]

Abb. 22: Nitratreduktion bel Wachstum von Stamm HdN1 mit Hexadecan (®) bzw. 4 mM Valerianat ()
als Substrat. In einer Kontrolle ohne Substrat (O) erfolgte im Beobachtungszeitraum nur eine sehr geringe
Abnahme der Nitratkonzentration.

Eine Verdiinnung von Hexadecan in HMN als Trigerphase setzte die
Wachstumsgeschwindigkeit von Stamm HdN1 deutlich herab. Wie Abbildung 23 zeigt, war die
Nitratabnahme in einer Kultur, die Hexadecan (2 % v/v) in HMN verdiinnt enthielt, viel
langsamer als bei der Zugabe von reinem Hexadecan. Im V"g:rgleich war das zugegebene Nitrat
(17 mM) in einer parallelen Kultur auf reinem Hexadecarf bereits nach 8 Tagen vollstindig
verbraucht. Die geringfiigige Nitratabnahme in der Kontrolle ohne Substrat ist damit zu erkldren,
daB das Inokulum aus einer Hexadecan-Kultur stammte und diese Zellen vermutlich mit

Speicherstoffen gefiillt waren (vgl. C.2.2.1).




3

-92-

T T T ST e K VA LT A 1 s R B A et s et

] YA i

TR

18
16
14
12
10

Nitrat [mM]

o N A OO @

o 2 4 6 8 10 12 14
Zeit [d]

Abb. 23: Vergleich der Nitratabnahme in anaeroben Kulturen des Stammes HdN1 mit reinem Hexadecan
(@), mitin HMN verdiinntem Hexadecan (2 % v/v) (l) und mit HVIN allein ohne Substrat (O).

C.6.1.3 Anaerobes Wachstum von Stamm Oc¢N1 auf Octan

Das Isolat OcN1 wuchs mit einer mit Stamm HdN1 vergleichbaren Geschwindigkeit (Abb. 24).
Mit 10 % (v/v) Octan in HMN als Trigerphase wurden nach einer mehrere Tage wihrenden lag-
Phase 8 mM Nitrat innerhalb von ca. 3 Tagen verbraucht. Mittels halblogarithmischer
Auftragung der Nitratreduktion mit Hexadecan wurde wie bei Stamm HdN1 eine
Verdopplungszeit in der exponentiellen Wachstumsphase von etwa 15 bis 20 Stunden ermittelt.
In der Kontrolle mit reinem HMN zeigte sich keine signifikante Nitratabnahme. Ein
Parallelansatz mit 2 mM Caprylat zeigte deutlich schnelleres Wachstum mit einer Reduktion der
eingesetzten 8,5 mM Nitrat innerhalb von ca. 1,5 Tagen im AnschluB an eine lag-Phase von ca. 1
Tag.
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Abb. 24: Anaerobes Wachstum von Stamm OcN1 mit Octan (10 % v/v) (®) bzw. 2 mM Caprylat (H). Das
Wachstum wurde anhand der Nitratreduktion verfolgt. In einer paralielen Kontrolle ohne Substrat (O) fand
keine signifikante Nitratreduktion statt.

C.6.2 Wachstum mit 1-Phenylalkanen

Neben verschiedenen n-Alkanen, verzweigten Alkanen und Cycloalkanen wurden auch 1-
Phenylalkane als Substrate fiir ein anaerobes Wachstum der neuen Isolate getestet. Diese
Substanzklasse war insofern interessant, als die in dieser Arbeit beschriebenen Bakterienstimme
keine aromatischen Substanzen verwerten konnten (vgl. Tabellen 5 und 6) und 1-Phenylalkane
im Gegensatz zu n-Alkanen daher bei einer Oxidation theoretisch nur von einer Seite angegriffen
werden konnten. Desweiteren sind diese Substrate aufgrund des aromatischen Ringes durch UV-
Absorption sehr gut meBbar.

1-Phenylalkane waren jedoch nur mit Seitenketten bis zu einer Linge von 13 C-Atomen im
Handel erhaltlich. Nur diese wurden daher als Substrate fiir die drei neu beschriebenen Stimme
TD3, HdN1 und OcN1 sowie fiir den Sulfatreduzierer Pnd3 getestet (vgl. Tabellen 5 und 6). Es
stellte sich heraus, daB mit einer Ausnahme auf keinem der Phenylalkane ein meBbares
Wachstum der getesteten Stimme erfolgte. Die einzige Ausnahme bildete 1-Phenyltridecan,
welches ein relativ gutes Substrat fiir Stamm HdN1 darstellte.

In Abbildung 25 ist die Nitratabnahme wihrend des anaeroben Wachstums von Stamm
HdN1 auf 1-Phenyltridecan dargestellt. Bei einer Zugabe von reinem 1-Phenyltridecan wurden




die zugesetzten 17 mM Nitrat innerhalb von 48 Tagen verbraucht, wobei kein Nitrit gebildet
wurde. Im Vergleich zu einer parallelen Kontrolle auf Hexadecan, die 17 mM Nitrat innerhalb
von 8 Tagen verbrauchte, war das Wachstum also deutlich langsamer. Wie Hexadecan (vgl.
C.6.1.2) wurde auch 1-Phenyltridecan in der unverdiinnten Form besser verwertet als bei einer
Verdiinnung in HMN (10 % v/v) als Tragerphase. In einer parallelen Kultur wurde nochmals
bestiitigt, daB Stamm HdN1 n-Tridecan unter anoxischen Bedingungen nicht verwerten konnte.
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Abb. 25: Nitratreduktion bei Wachstum des Stammes HdN1 auf 1-Phenyitridecan (W) im Vergleich zum
Wachstum auf Hexadecan (®). Die Kontrolle mit n-Tridecan (A) verhielt sich wie eine Kontrolie, der kein
Substrat zugesetzt worden war (O). Samtliche Substrate wurden unverdinnt zugesetzt.

Fertig gewachsene Kulturen von Stamm HdN1 auf 1-Phenyltridecan wurden anschlieBend
auf Phenyl-substitujerte Carbonséuren im Kulturiiberstand untersucht. Dazu wurden wenige
Milliliter aus der jeweiligen Kultur entnommen, sofort iiber einen 16sungsmittelresistenten
Membranfilter filtriert und an der HPLC untersucht (B.3.6). Kulturen von Stamm HdN1 auf 1-
Phenyltridecan ergaben im Chromatogramm einen sehr deutlichen Peak (Abb. 26), der weder
beim Wachstum von Stamm HdN1 auf Hexadecan noch in nicht beimpften Parallelansitzen mit
1-Phenyltridecan nachgewiesen wurde. Die Substanz wurde anhand der Retentionszeit und des
Absorptionsspektrums sowie nach einer Standardaddition als Benzoat identifiziert. Weitere
Phenyl-substituierte Carbonsiuren wurden nicht nachgewiesen.
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Abb. 26: HPLC-Chromatogramm der waBrigen Phase einer anaeroben Kuitur von Stamm HdN1 auf
1-Phenyitridecan. Die Probe aus der stationaren Wachstumsphase der Kultur wurde Tber einen
Membranfilter filtriert und 1:10 verdiinnt. Der Metabolit (Pfeil) wurde aufgrund seiner Retentionszeit
(6,6 min), seines Absorptionsspektrums und einer Standardaddition als Benzoat identifiziert.

C.6.3 Wachstum mit Rohdl -\
\

[}
1

Neben der anaeroben Verwertung von reinen Alkanen wurde auch untersucht, ob Rohol, welches
zu einem groBen Anteil aus Alkanen besteht, den Neuisolaten ebenfalls als Elektronendonator
dienen konnte. Der in einer vorangegangenen Arbeit beschriebene Sulfatreduzierer Stamm Hxd3
verwertete Rohol nur duerst larigsam unter Bildung von 7 mM Sulfid innerhalb von 3 Monaten
(Aéckersberg, 1994). Im Rahmen dieser Arbeit sollten die anderen Isolate anaerober
Alkanoxidierer auf die anaerobe Verwertung von Rohol getestet werden. Das in dieser Arbeit
verwendete Rohol stammte, sofern nicht anders vermerkt, aus einem norddeutschen Erdolfeld bei
Sinstorf in der Nihe von Hamburg. In diesem Erdolfeld wurde bereits seit mehr als 20 Jahren eine
sogenannte sekundére Erdolfrderung durch Einleitung von Injektionswasser angewandt. Dem
geforderten Gemisch aus Ol und Wasser wurden nur geringe Mengen an Olfeldchemikalien,
nimlich ca. 50 ppm eines nichtionischen Tensids, als Slloslicher Demulgator in Kombination mit
einem Korrosionsinhibitor zugesetzt. .
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C.6.3.1 Wachstum der sulfatreduzierenden Isolate mit Rohél

In Kulturen von Stamm Pnd3 auf Rohdl erfolgte innerhalb von 10 Wochen keine gegeniiber
Kontrollen ohne Substrat gesteigerte Sulfidbildung. Auch durch Zusatz von a-Cyclodextrin (5 g/l)
zu Kulturen mit Erdol wurde kein Wachstum erreicht. Bei Zusatz von Capronat als verwertbarem
Substrat zu Kulturen in Gegenwart von Ol wurde ein relativ schnelles Wachstum beobachtet. Das
eingesetzte Erdol war demzufolge nicht giftig fiir die Zellen. Nach Zusatz von Hexadecan (0,1 ml
zu 0,2 ml Erddl) und a-Cyclodextrin (5 g/l) zu Erdolkulturen wurde nach 3 1/2 Wochen nur eine
geringfiigige Sulfidbildung gemessen. Wurden die gleichen Mengen Hexadecan und
a-Cyclodextrin zu parallelen Kulturen ohne Erddl gegeben, hatten die Kulturen zu diesem
Zeitpunkt bereits ca. 15 mM Sulfid gebildet.

Das thermophile Isolat TD3 wurde wie beschrieben (vgl. C.1.1) aus Schidmmen des
hydrothermalen Tiefseegebietes des Guaymas Becken isoliert, wo rezente Erdolbildungsprozesse
stattfinden (Bazylinski et al., 1988; Kawka und Simoneit, 1987; Simoneit und Lonsdale, 1982).
Es erschien also moglich, daB Stamm TD3 an ein Wachstum mit Erdol angepafit war. Die
vorgereinigte Kultur reduzierte Sulfat in Gegenwart von Erdol (Aeckersberg, 1994).

Stamm TD3 wurde daher mit sterilem, anoxischem Rohdl als einziger Quelle orgamscher
Substrate bei 60°C inkubiert. Bereits nach einer Woche Inkubation setzte eine deutliche
Sulfidbildung ein. Das Roh¢l verénderte wihrend des Wachstums deutlich seine Konsistenz. Aus
der anfangs zusammenhingenden Olphase auf den Kulturen bildeten sich teilweise kleine
Erdoltropfen (Abb. 27). Mit zwei weiteren Roholen aus norddeutschen Olfeldern (Eddesse,
Knesebeck) wurde ebenfalls gutes Wachstum gezeigt.

Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs, in dem unterschiedliche Rohtlmengen
(Sinstorf) von 0,2 bis 3 ml in ein definiertes Kulturvolumen von 115 ml eingesetzt wurden. An
den Sulfidbildungskurven ist zu erkennen, daB Rohdimengen von 1 ml und weniger in diesen
Ansitzen das Wachstum limitierten. Es wurde eine grobe Abschétzung des verbrauchten
Roholanteils aufgrund der Sulfidproduktion mit der geringsten eingesetzien Roholmenge (7,5 mM
Sulfid mit 0,2 ml Rohol) durchgefiihrt. Die Berechnung beruht auf der Annahme, da8 das
C/H-Verhiltnis des verwerteten Teils des Rohols durch die Formel von Decan (CjoHz22)
angenzhert werden kann (11). Die Bildung von 7,5 mM H3S wiire demnach auf eine Oxidation
von 1,58 * 10-2 g Decan in einem 115 ml Ansatz zurlickzufithren. Bei einer eingesetzten Olmenge
von 0,2 ml, entsprechend 0,177 g bei einer Dichte des verwendeten Ols von 0,884 kg/l, bedeutet
dies eine Oxidation von etwa 9 % (w/w).

CioHoz + 7,75 8042 + 55HY — 10HCO3™ + 7,75 H2S + H20 (11)

e L b R
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Stamm A4/8 ist ein thermophiler (60°C) Sulfatreduzierer, der aus derselben Anreicherung
wie Stamm TD3 isoliert wurde (vgl. C.1.1). Dieser Stamm verwertete unter den fiir Stamm TD3
beschriebenen, strikt anoxischen Bedingungen Butyrat (5 mM), Capronat (3 mM), Myristinat,
Palmitat oder Stearat (jeweils 1 mM), jedoch keine n-Alkane. Dieses Isolat zeigte keinerlei
Wachstum auf dem verwendeten Rohol, was ein Hinweis darauf ist, daB das Ol keine Fettsiuren
! enthielt, die fiir diesen Stamm verfiigbar waren. Eine Giftigkeit des Roh6ls wurde auch in diesem
Fall durch den Nachweis des Wachstums nach Zusatz von 3 mM Capronat ausgeschlossen.

f.om)

/ Abb. 27: Flache KulturgefaBe, die jeweils 115 mi Kulturmedium und 1 mi Erdél enthlelten Der linke
'- Ansatz wurde mit Stamm TD3 beimpft; die Kontrolle zeigt einen nicht beimpften Ansatz. Die Aufnahme
wurde nach etwa 10wdchiger Inkubation bei 60°C gemacht.
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Abb. 28: Sulfidbildung in Kulturen von Stamm TD3 mit unterschiedlichen Mengen Rohdl. Symbole: A, 0,2
mi; ¢,0,5 ml; @, 1,0 ml; M, 3,0 ml Ol als einzige Quelle organischer Substrate; O, Kontrolle ohne Ol.

Basierend auf diesen Versuchen wurden groBere Kulturvolumina (420 ml) des Stammes
TD3 auf limitierenden Mengen Rohdl (1,2 ml) angezogen. Die Ansitze wurden vor dem
Beimpfen mit Dithionit reduziert. Als Inokulum diente eine auf Capronat gewachsene Vorkultur.
Nach 30 Tagen Inkubation der Erdolansétze bei 60°C wurde die Sulfidbildung gemessen. Sie
entsprach mit 10 mM der aufgrund des Vorversuchs erwarteten Konzentration nach Beendigung
des Wachstums. Parallel wurden Kontrollen ohne Inokulum und ohne Sulfat inkubiert. Das Ol
wurde anschlieBend mittels Pasteurpipetten aus den Kulturen und Kontrollen herauspipettiert und
moglichst ohne wiBrige Phase in kleine Glasgefide mit Teflondeckel iiberfiihrt. Alle Gefie
wurden fiir 3 Stunden bei 70°C inkubiert, um mdogliches aerobes Wachstum durch
Kontaminanten, die wihrend der Préparation in die GefiBe gelangt sein konnten, zu verhindern.

Die Olproben wurden anschlieBend durch MPLC fraktioniert und die gewonnenen
Fraktionen gaschromatographisch analysiert (B.3.10). Die Chromatogramme der
Alkanfraktionen des Ols aus einer gewachsenen Kultur von Stamm TD3 sowie aus der Kontrolle
ohne Sulfat sind in Abbildung 29 dargestellt. Im Wachstumsansatz waren im Vergleich zur
Kontrolle n-Alkane in einem Kettenldngenbereich von Cg bis C1; aus dem Ol vollkommen
verschwunden. Die kiirzerkettigen Alkane Hexan und Heptan waren fast vollkommen
verschwunden, und die lidngerkettigen Alkane bis zu Cjg waren teilweise verschwunden. Diese
Daten spiegeln exakt den Kettenldngenbereich der n-Alkane wider, den Stamm TD3 auch bei der
Priifung der Reinsubstanzen bevorzugte (vgl. Tabelle 5). Die Aromatenfraktion des Ansatzes mit
Stamm TD3 zeigte keine signifikante Anderung gegeniiber den Kontrollen (Abb. 30).
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Abb. 29: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der Alkanfraktion des eingesetzten Rohdls in Kulturen
von Stamm TDa3. (A) zeigt die Analyse eines Kontrollansatzes o't\me Sulfat, (B) zeigt die Analyse des Ols
nach Wachstum von Stamm TD3. Die Zahlen iber einzelnen Peaks verweisen auf die Kettenlange der n-
Alkane; M, Methylcyclohexan; Pr, Pristan; Ph, Phytan.
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Abb. 30: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der Aromatenfraktion des eingesetzten .Hohbls in
Kulturen von Stamm TD3. (A) zeigt die Analyse eines Kontrollansatzes ohne Sulfat, (B) zeigt die Analysp
des Ols nach Wachstum von Stamm TD3. Einzelne Peaks wurden anhand der Retentionszeiten sowie
des erhaltenen Massenspektrums folgendermaBen identifiziert: 1, Toluol; 2, Ethylbenzol; 3, p-Xylol; 4,
m-Xylol; 5, o-Xylol; 6, FPropylbenzol; 7, Propylbenzol; 8, m-Ethyltoluol; 9, p-Ethyltoluol; 10,
1,3,5-Trimethylbenzol; 11, o-Ethyltoluol; 12, 1,2,4-Trimethylbenzol; 13, m-Cymol (m-isopropyltoluol); 14,
1,2,3-Trimethylbenzol; 15, m-Propyltolual; 16, Naphthalin.
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C.6.3.2 Untersuchung des Wachstums der denitrifizierenden Isolate mit Rohol

Die denitrifizierenden Neuisolate wurden ebenfalls auf ein Wachstum mit anoxischem, sterilem
Rohél untersucht. In Kulturen von Stamm HdN1 auf Rohol erfolgte tliber einen Zeitraum von 4
Wochen keine Nitratreduktion. Kontrollen mit Rohol und Valerianat als verwertbarem Substrat
zeigten gutes Wachstum, woraus man schlieBen kann, daB das Rohdl nicht toxisch fiir Stamm
HdN1 ist.

Das zweite Isolat Stamm OcN1 zeigte demgegeniiber jedoch gutes Wachstum unter
anoxischen Bedingungen mit Rohél (Sinstorf) als einziger Quelle organischer Substrate. Bei einem
Wachstumsversuch mit unterschiedlichen Rohlmengen von 0,2 bis 0,8 ml in einem definierten
Kulturvolumen von 88 ml wurde mit steigender Olmenge eine zunehmende Nitratreduktion
gemessen (Abb. 31). Ein Vergleich mit den aus Sulfat gebildeten Konzentrationen an Sulfid in
Versuchen mit Stamm TD3 (vgl. C.6.3.1) deutete an, daB durch Stamm OcN1 weniger Substrate
aus dem Erdol verwertet wurden als durch Stamm TD3. Abschitzungen der oxidierten
Rohdlmenge erfolgten unter Annahme einer vollstindigen Oxidation der verwerteten Substanzen
zu CO, und einem durch die Formel von Decan (C1oH32) abgeschitzten C/H-Verhéltnis der
oxidierten Substanzen (12). So ergébe sich unter Beriicksichtigung der gemessenen Reduktion von
4.4 mM Nitrat in 88 ml Kulturvolumen in einem Ansatz, in dem die eingesetzte Roholmenge von
0,2 ml limitierend war, eine Oxidation von 4,44 * 103 g Decan. Bei einer eingesetzten Olmenge
von 0,2 ml, entsprechend 0,177 g bei einer Dichte des verwendeten Ols von 0,884 kg/l, bedeutet
dies eine Oxidation von etwa 2,5 % (W/w).

CioHpz + 12,4NOg” + 24H* — 10HCOg + 62Nz + 72H0 (12)
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Abb. 31: Nitratreduktion beim anaeroben Wachstum von Stamm OcN1 auf unterschiedlichen Mengen an
Rohdl. Symbole: A, 0,2 mil; ¢,0,4 ml; ®,0,6 ml; &, 0,8 ml Ol als einzige Quelle organischer Substrate; O,
Kontrolle ohne Ol.

Auch in diesem Fall war es von Interesse zu zeigen, ob wiederum wie erwartet die Alkane
selektiv aus dem Rohol verwertet worden waren. Dazu wurden je 212 ml anoxisches Medium
mit 20 mM Nitrat, 1,5 ml Rohol (Sinstorf) und 4 mM Ascorbat versetzt und iiber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Ansdtze mit 5 ml einer auf Octan
gewachsenen Vorkultur des Stammes OcN1 beimpft. Gleichzeitig wurden Kontrollansitze ohne
Nitrat sowie ohne Inokulum hergestellt. Nach 4 Wochen Inkubation bei 28°C entsprach die
verbliebene Nitratkonzentration in den Ansitzen mit Stamm OcN1 der aufgrund des
Vorversuchs erwarteten Konzentration nach weitestgehender Beendigung des Wachstums. Die
Ansitze wurden anschlieBend fiir 3 Stunden bei 70°C inkubiert, um die Zellen abzutéten und so
das mogliche aerobe Wachstum bei der Entnahme des Ols zu vermeiden. AnschlieBend wurde
das Ol in analoger Weise wie fiir Stamm TD3 beschrieben (vgl. C.6.3.1) aus den Ansitzen
herauspipettiert.

Die Ergebnisse der Olanalyse sind in Abbildung 32 und Abbildung 33 gezeigt. Bei dem o)|
aus Kulturen von Stamm OcN1 war im Vergleich zu der Kontrolle ohne Nitrat die Alkanfraktion
im Kettenlingenbereich von Cg bis C12 verindert. Eine Verwertung von Alkanen dieser Ketten-
langen durch Stamm OcN1 wurde bereits in Tests mit den Reinsubstanzen ermittelt (vgl. Tabelle
6). Alkane von Cg bis Cyg waren aus dem Ol fast vollstindig verbraucht, wihrend Undecan und
Dodecan zu einem geringen Anteil verschwunden waren (Abb. 32). In der Aromatenfraktion
traten keine signifikanten Anderungen gegeniiber den Kontrollen auf (Abb. 33).
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Abb. 32: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der Alkanfraktion des Erddls aus anaeroben Kulturen
von Stamm OcN1. (A) zeigt die Analysen aus einer Kontrolle ohne Nitrat, (B) zeigt die Analysen aus einem
Wachstumsansatz mit Stamm OcN1. Die Zahlen {iber einzelnen Peaks verweisen auf die Kettenlange der
n-Alkane.
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Abb. 33: Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der Aromatenfraktion des Erddls aus anaeroben
Kulturen von Stamm OcN1. (A) zeigt die Analysen aus einer Kontrolle ohne Nitrat, (B) zeigt die Analysen
aus einem Wachstumsansatz mit Stamm OcN1. Einzelne Peaks wurden anhand der Retentionszeiten
und der zugehdrigen Massenspektren identifiziert: 1, Toluol; 2, Ethylbenzol; 3, p-Xylol; 4, m-Xylol; 5,
o-Xylol; 6, Propylbenzol; 7, Propylbenzol; 8, m-Ethyitoluol; 9, p-Ethyitoluol; 10, 1,3,5-Trimethylbenzol;
11, o-Ethyltoluol; 12, 1,2,4-Trimethylbenzol; 13, mCymol (m+Isopropyltoluol); 14, 1,2,3-Trimethylbenzol;
15, m-Propyitoluol; 16, Naphthalin.
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C.7 Induktionsversuche

In Induktionsversuchen mit dichten Zellsuspensionen der Stimme HdN1 und OcNI1 sollte
festgestellt werden, ob die Enzymsysteme zur anaeroben Verwertung von Alkanen auch beim
Wachstum auf Fettsiuren, also konstitutiv exprimiert wurden, oder ob das Enzymsystem induziert
werden mufite.

C.7.1 Induktionsversuche mit Stamm HdN1

Zellsuspensionen wurden aus exponentiell wachsenden Kulturen von Stamm HdN1 auf Palmitat
(1 mM) hergestellt (B.2.6). Diesen Suspensionen wurde Palmitat (1 mM), Hexadecan (0,1 ml auf
10 m1 Suspension; mit Ultraschall emulgiert), 1-Hexadecanol oder 1-Hexadecen (0,1 ml auf 10 ml
Suspension; mit Ultraschall emulgiert) als Substrat angeboten. Das Wachstum wurde anhand der
Nitratabnahme verfolgt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 34 dargestellt. Das Wachstum auf
Palmitat wurde in den Suspensionen unverziiglich fortgesetzt, wihrend das Wachstum auf
Hexadecan erst nach etwa 20 h schneller als in der Kontrolle ohne Substrat war (Abb. 34 A).
Diese lag-Phase kann mit der Induktionszeit fir die Bildung des zur Alkanverwertung
notwendigen Systems erklirt werden. Eine andere Erkldrungsmoglichkeit wire allerdings auch die
schlechtere Angreifbarkeit aufgrund der Unloslichkeit von Hexadecan. In diesem Versuch wurde
jedoch die Oberfliiche des Hexadecans durch Emulgation mittels Ultraschall stark vergroBert, so
daB es fiir die Zellen leichter zugénglich war. In der Kontrolle ohne Substrat fand vermutlich
aufgrund eingeschlossener Speicherstoffe ebenfalls anfinglich eine leichte Nitratreduktion statt.

Die Verwertung von Hexadecanol begann nach einer kurzen lag-Phase von etwa 5-6 h
deutlich eher als auf Hexadecan. Die anfingliche Nitratreduktion verlief parallel zur
Negativkontrolle ohne Substrat. Im Falle des Hexadecanols léann die lag-Phase als Induktionszeit
bezeichnet werden, da Hexadecanol wie Palmitat Substratflocken im Medium bildete und damit
dhnlich gut angreifbar gewesen sein sollte. Die Nitratreduktionsrate mit Hexadecen entsprach der
mit Hexadecan. Hier konnte neben der Induktionszeit wie beim Hexadecan die Hydrophobizitit
des Hexadecens eine Erklirung fiir die lange lag-Phase sein. Es wurde jedoch auch hier durch die
OberflsichenvergroBerung mittels Ultraschall versucht, diesen Faktor moglichst gering zu halten
(Abb. 34 B).

In weiteren Experimenten wurde versucht, entsprechende Suspensionsversuche mit auf
Hexadecan angezogenen Zellen des Stammes HAN1 durchzuftihren. Diese Versiche erwiesen sich
jedoch als problematisch, da die Negativkontrollen dieser Suspensionen ohne Substrat bereits eine
derart hohe Nitratreduktionsrate aufwiesen, daB keine klaren Unterschiede mit und ohne
Substratzusatz erkennbar waren. Die hohe Aktivitit dieser Zellen ist vermutlich auf die Verwertung
der bereits beschriebenen, in auf Alkanen gewachsenen Zellen deutlich erkennbaren Einschliisse,
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Abb. 34: Untersuchung der Fahigkeit zur Verwertung von (A) Palmitat (8) und n-Hexadecan (®) und
(B) Palmitat (m), 1-Hexadecen (¢) und 1-Hexadecanol (A) in anaeroben Suspensionen von Zellen des
Stammes HdN1, die auf Palmitat gewachsen waren. Die Verwertung der Substrate wurde anhand der
Nitratabnahme in den Ansétzen verfolgt. Eine weitere Kurve (O) zeigt die Kontrolle ohne Substrat.
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i

die vermutlich aus Speicherstoffen bestehen (vgl. C.2.2.1), zuriickzufiihren. Mehrere
Versuche, die Zellen vor Zugabe von Substrat solange ohne Substrat wachsen zu lassen, bis die
Speicherstoffe verbraucht waren, scheiterten, da anschlieBend auch noch nach 2 Tagen keine
Nitratreduktion mit Hexadecan beobachtet wurde.

C.7.2 Induktionsversuche mit Stamm OcN1

Zellsuspensionen von Stamm OcN1 aus Anzuchten mit Octan (5 % v/v in HMN) oder Caprylat
(2,5 mM) wurde Octan (5 % v/v in HMN) bzw. Caprylat (2,5 mM) als Substrat zugesetzt.
Desweiteren wurde je eine Kontrolle ohne Substrat angesetzt. Die Nitratkonzentration in den
einzelnen Ansitzen tiber den Versuchszeitraum wurde als MaB fiir das Wachstum verfolgt.

In Suspensionen von Zellen, die auf Octan gewachsen waren, begann die Nitratabnahme
sowohl auf Caprylat als auch auf Octan sofort nach Substratzusatz (Abb. 35 A). Die
Nitratreduktion mit Caprylat war deutlich schneller als mit Octan. Fiir die Reduktion von etwa
9,5 mM Nitrat benétigte die Suspension mit Octan ca. 34 h, wihrend das Nitrat in der Suspension
mit Caprylat bereits nach 11 h verbraucht war. Da die Nitratreduktion auf Caprylat in den
Suspensionen aus Zellen, die auf Octan gewachsen waren, unmittelbar nach Herstellung der
Suspensionen begann, muBte die Fihigkeit zur Verwertung von Monocarbonsduren in diesen
Zellen konstitutiv vorhanden gewesen sein.

Zellsuspensionen von auf Caprylat angezogenen Zellen zeigten eine sehr schnelle
Verwertung von Caprylat (Abb. 35 B). Die anfinglichen 8,5 mM Nitrat waren innerhalb von 4 h
verbraucht. Demgegeniiber verlief die Nitratabnahme in dem Ansatz mit Octan {iber mehr als 10 h
parallel zur Kontrolle ohne Substrat. Erst nach ca. 15 h war eine deutlich gesteigerte
Nitratabnahme im Vergleich zur Kontrolle erkennbar. In dexp Octan-Ansatz war das eingesetzte
Nitrat nach ungefihr S5 h vollstindig verwertet. Die Fihi gl&\eit zur anaeroben Verwertung von
Octan war demzufolge eine induzierbare Fahigkeit, die beim Wachstum auf Caprylat nicht
vorhanden war. Die in der hier dargestellten Suspension erkennbare Induktionszeit vonca. 15 h
variierte in verschiedenen Suspensionen betrichtlich. Es wurden auch Induktionszeiten von mehr
als einem Tag beobachtet.

Vergleicht man den Nitratverbrauch mit Caprylat in den hier beschriebenen
Suspensionsversuchen, so fillt auf, daB das Wachstum in der Suspension von auf Caprylat
angezogenen Zellen (Abb. 35 B) deutlich schneller war als in der Suspension, deren Zellen auf
Octan angezogen worden waren (Abb. 35 A). Die Geschwindigkeit der Nitratabnahme ist jedoch
zwischen diesen Suspensionen nicht genau vergleichbar, da die Werte nicht fiir eine einheitliche
Proteinkonzentration berechnet wurden. Zwar wurden beide Vorkulturen zu einem Zeitpunkt
geemtet als ungefihr gleich viel Nitrat verbraucht worden war; dennoch war die Zelldichte in den
Suspensionen der auf Octan gewachsenen Zellen geringer, da bei der Emte durch Zentrifugation
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die an der Alkanphase klebenden Zellen nicht pelletierten.
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Abb. 35: Untersuchung der Fahigkeit zur Verwertung von Caprylat (W) und Octan (@) in anaeroben
Zellsuspensionen von Stamm OcN1. (A) zeigt die Ergebnisse mit Suspensionen aus Zellen, die auf Octan
angezogen wurden, (B) zeigt die Ergebnisse mit Suspensionen von Zellen, die auf Caprylat angezogen
wurden. Die Verwertung der Substrate wurde anhand der Nitratabnahme in den Anséatzen verfolgt. In
Kontrollen ohne Substrat (O) wurde nur eine sehr geringe Nitratabnahme festgestelit.
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C.8 Fettsdureanalysen

Die anaerobe Oxidation von n-Alkanen fiihrt vermutlich iiber bislang unbekannte Zwischenschritte
zur Bildung der korrespondierenden Siuren und mtindet somit in den Fettsdurestoffwechsel der
Zellen ein. Daher konnten Zellen, die auf langkettigen Alkanen wachsen_, anstelle einer de novo
Synthese der Zellfettsiuren die aus dem Substrat entstehenden langkettigen Fettsduren als
Vorlaufer der Zelifettsiuren verwenden. Unter diesen Voraussetzungen konnte eine Analyse der
aus langkettigen Alkanen unter anoxischen Bedingungen zundchst entstehenden Fettsduren
Hinweise auf die Aktivierungsreaktion der Alkansubstrate in dem jeweiligen Bakterienstamm
geben. Allerdings muB dabei berticksichtigt werden, daB die Fettsdurezusammensetzung der
Membran bei Mikroorganismen starken Schwankungen aufgrund der Um gebungs- und
Wachstumsbedingungen unterliegt (Schweizer, 1989).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Zellfettsduren von Zellen zweier Isolate,
Stamm HdN1 und Stamm Pnd3, nach Wachstum auf n-Alkanen, 1-Alkenen, Monocarbonsiduren
und priméren Alkoholen unterschiedlicher Kettenldnge analysiert. Eine Analyse der Zellfettsduren
von den beiden weiteren Isolaten TD3 und OcN1 erschien nicht angebracht, da diese Stimme
lediglich auf Alkanen mittlerer Kettenldnge gutes Wachstum zeigten. Beim Wachstum auf Alkanen
mittlerer Kettenlénge ist die Wahrscheinlichkeit hoher, daB die Zellfetisduren de novo synthetisiert

werden.

C.8.1 Analyse der Zellfettsduren von Stamm HdN1

Zur Analyse der Zellfettsiuren des Stammes HdN1 wurden anaerobe Fliissigkulturen in groBen
Volumina (500 ml) mit 1 % (v/v) einer auf dem entsprechenden Substrat gewachsenen Vorkultur
beimpft. Die langkettigen Fettsduren wurden in einer Konzentration von 1 mM zugesetzt;
n-Alkane, 1-Alkene sowie 1-Hexadecanol wurden in reiner Form im UberschuB zugesetzt. Die
Zellernte erfolgte nach Beendigung des Wachstums, indem die Kulturen im Stickstoffzelt in
Zentrifugenbecher iiberfiihrt und anschlieBend zentrifugiert wurden (B.3.9). Bei Kulturen, die auf
Alkanen oder Alkenen gewachsen waren, erfolgte die Abtrennung der Alkanphase von der
wiBrigen Phase durch einen Scheidetrichter. Das weitere Vorgehen erfolgte wie unter B.3.9
beschrieben unter oxischen Bedingungen.

Bei der Auswertung der gaschromatographischen Analysen der Zellfettséuren von Stamm
HdN1 fiel in vielen Chromatogrammen ein besonders dominanter Peak auf, der mit den
verfiigbaren Standards der verschiedensten Fettsduren nicht identifiziert werden konnte. Es stellte
sich bei weiteren Untersuchungen heraus, daB es sich um langkettige Alkohole handelte, die bei
dem Verfahren zur Zellgewinnung und Veresterung ebenfalls extrahiert wurden. Bei aerob oder
anaerob auf Hexadecan gewachsenen Kulturen wurde der Peak aufgrund seiner Retentionszeit und
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nach Standardadditionen mit zwei verschiedenen gaschromatographischen Methoden (B.3.8.2 und
B.3.9) als 1-Hexadecanol identifiziert. 2-Hexadecanol oder 1-Pentadecanol wurden nicht
gefunden. Abbildung 36 zeigt den 1-Hexadecanol-Peak innerhalb eines Gaschromatogramms der
Zellfettsiuren von auf Hexadecan gewachsenen Zellen. Bei Kulturen, die aerob oder anaerob auf
Pentadecan gewachsen waren, wurde eindeutig 1-Pentadecanol identifiziert; bei auf Palmitat
gewachsenen Kulturen wurden ebenfalls groBe Mengen 1-Hexadecanol angehduft. Zur genaueren
Untersuchung des Auftretens der langkettigen Alkohole wurden wiederum Zellen, die anaerob auf
Hexadecan gewachsen waren, gemidB dem unter B.3.9 beschriebenen Protokoll aufgearbeitet,
wobei jedoch bis einschlieBlich dem ersten Schritt der Veresterung anaerob gearbeitet wurde. Die
Verseifung wurde in mit Butylstopfen verschlossenen Rohrchen mit einer Stickstoffatmosphire
durchgefiihrt. In mehreren derartigen Versuchen wurde beobachtet, daB der 1-Hexadecanol-Peak
fast verschwunden war. Demnach muB die Bildung der groBen Mengen des zum jeweiligen
Wachstumssubstrat korrespondierenden priméren Alkohols durch die Anwesenheit von Sauerstoff
bei der Prozedur der Zellernte und Veresterung der Zellfettsiuren erkldrt werden. Die iibrigen
Peaks verinderten sich auch bei strikt anaerober Aufarbeitung nicht.
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Abb. 36: Gaschromatographische Analyse der Zellfettsauren von anaeroben Anzuchten des Stammes

HdN1 auf Hexadecan. Der eingezeichnete Pleil zeigt auf den Peak, der als 1-Hexadecanol identifiziert
wurde. 1-Hexadecanol bildete sich bei der Aufarbeitung der Zsllen in Gegenwart von Sauerstoft.
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Die Analyse der Zellfettstiuren ergab, daB tatsichlich ein Zusammenhang zwischen dem
Wachstumssubstrat und der Kettenlinge der Zellfettsiuren bestand. In Kulturen, die auf Palmitat
gewachsen waren, hatten 85 % der analysierten Zellfettsiuren eine gerade Anzahl an C-Atomen,
wobei Palmitat, Myristat und Hexadecenoat dominierten (Abb. 37 A). Die deutliche Dominanz von
Palmitat kann zum Teil sicherlich mit Substratresten aus den Wachstumskulturen erklért werden,
die mit Palmitat gezogen worden waren. Octadecenoat wurde in allen Kulturen dieses Stammes
unabhingig vom Wachstumssubstrat nachgewiesen. Die Untersuchung von auf Heptadecanat
gewachsenen Kulturen ergab, daB hier hauptséchlich Heptadecanat und Pentadecanat vorhanden
waren (Abb. 37 B). Myristat und Palmitat waren nur in sehr geringen Mengen vorhanden. Diese
Ergebnisse zeigen, daB ein Wachstum auf Monocarbonséuren mit einer geraden bzw. ungeraden
Anzahl an C-Atomen zu einer deutlichen Dominanz von Zellfettsduren mit einer geraden bzw.
ungeraden Anzahl an C-Atomen fiihrte.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach dem Wachstum von Stamm HdN1 auf Alkanen
erhalten. Nach Wachstum der Zellen auf Hexadecan wurden hauptsichlich Zellfettsiuren mit einer
geraden Anzahl an C-Atomen gefunden. Beziiglich der identifizierten Zellfettsduren wurde ferner
kein signifikanter Unterschied zwischen Zellen, die aerob oder anaerob auf Hexadecan gewachsen
waren, festgestellt (Abb. 37 C, E). In den aeroben Kulturen traten bei der gaschromatographischen
Analyse zusitzliche Peaks auf, die jedoch nicht identifiziert wurden.

Mit Pentadecan als Wachstumssubstrat bestanden die Zellfettsduren hauptséchlich aus
Pentadecanat und Tridecanat (Abb. 37 D, F). Wiederum wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen aerob und anaerob gewachsenen Zellen festgestellt, wobei auch hier in den aerob
gewachsenen Zellen einige zusétzliche Peaks im Gaschromatogramm erschienen.

Die nachgewiesenen Zellfettsduren von Zellen, die auf 1-Hexadecanol, 1-Hexadecen oder
1-Heptadecen gewachsen waren, sind in Abbildung 38 dargestelit. Erstaunlicherweise lieferten die
Gaschromatogramme der auf den beiden Alkenen (C 16 und Cy7) gewachsenen Zellen
untereinander fast identische Ergebnisse mit einer eindeuljg_en Dominanz der geradzahligen
Kettenliingen (> 90 %) (Abb. 38 A, B). Anhand des Substratpeaks in den Chromatogrammen
wurde eindeutig gezeigt, daB die Kulturen auf unterschiedlichen Alkenen gewachsen waren.
Auffillig war der hohe Anteil von Octadecenoat, welches in geringeren Anteilen in allen Kulturen
unabhingig vom Wachstumssubstrat vorhanden war und somit vermutlich charakteristisch fiir die
Zellfettsiuren dieses Stammes war. In auf Alkenen gewachsenen Kulturen wurde die Kettenlidnge
der Zellfettsiuren also augenscheinlich nicht durch die Kettenldnge des Wachstumssubstrats
beeinfluft.

Nach dem Wachstum auf 1-Hexadecanol bestanden die identifizierten Zellfettséuren zu mehr
als 99 % aus geradzahligen C-Geriisten (Abb. 38 C).
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Abb. 37: Prozentuale Verteilung der analysierten Zellfetisauren von Stamm HdN1 in anaeroben Anzuchten
auf Palmitat (A), Heptadecanat (B), n-Hexadecan (C) und n-Pentadecan (D) bzw. aeroben Anzuchten auf
n-Hexadecan (E) und n-Pentadecan (F). Schwarze Balken () symbolisieren Fettsauren mit einer ungeraden
Anzahl an C-Atomen, weiBe Balken (0) symbolisieren Fettsauren mit einer geraden Anzahl an C-Atomen in
der Hauptkette.
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Abb. 38: Prozentuale Verteilung der analysierten Zellfettsauren von Stamm HdN1 in anaeroben Anzuchten
auf 1-Hexadecen (A), 1-Heptadecen (B) bzw. 1-Hexadecanol (C). Schwarze Balken (H) symbolisieren
Fettsauren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen, weiBe Balken (00) symbolisieren Fettsauren mit einer
geraden Anzahl an C-Atomen in der Hauptkette.
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C.8.2 Analyse der Zellfettsduren von Stamm Pnd3

Zur Analyse der Zellfettsiuren wurde der sulfatreduzierende Stamm Pnd3 in mit Dithionit
reduziertem Medium in 500 ml Ansitzen auf dem jeweiligen Substrat angezogen. Die langkettigen
Monocarbonsiduren wurden in einer Konzentration von 1 mM, Alkane in einem deutlichen
UberschuB bei gleichzeitiger Zugabe von a-Cyclodextrin (5 g/l) zugesetzt. Das Inokulum (5 %
viv) fiir die Kulturen stammte jeweils aus einer kleineren Vorkultur, die auf dem gleichen Substrat
gewachsen war. Nachdem das Wachstum aufgrund der hohen Sulfidproduktion beendet war,
erfolgte die Ernte der Zellen unter zunichst anoxischen Bedingungen im Stickstoffzelt. Die auf
Alkanen gewachsenen Kulturen wurden tiber einen Scheidetrichter von unloslichen Komplexen
aus a-Cyclodextrin und Alkanen befreit, welche sich schnell absetzten. AnschlieBend wurde die
wiiBrige Phase in einen Zentrifugenbecher géf iillt, verschlossen und zentrifugiert. Der Uberstand
wurde wiederum im Stickstoffzelt abgegossen, die restliche Prozedur wurde wie beschrieben
(B.3.9) unter oxischen Bedingungen durchgefiihrt.

Die gaschromatographische Auftrennung der extrahierten Zellfettsduren ergab eine Vielzahl
an Substanzen, von denen etliche mit den verfiigbaren Standards nicht identifiziert werden
konnten. Es zeigte sich jedoch eindeutig, daB auch bei diesem Stamm die Zusammensetzung der
Zellfettsiuren von dem Wachstumssubstrat abhiingig war. Nach dem Wachstum auf Palmitat
wurden fast ausschlieBlich Fettsduren mit einer geradzahligen C-Kette identifiziert, wahrend nach
dem Wachstum auf Pentadecanat vorwiegend Fettsduren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen
in der Kette gefunden wurden (Abb. 39 A, B).

Die Analyse der Zellfettsduren nach dem Wachstum auf Alkanen ergab die gleiche Tendenz,
wenngleich die Ergebnisse nicht ganz so deutlich waren wie nach dem Wachstum auf
Monocarbonsiuren. Auf Pentadecan gewachsene Zellen zeigten eine deutliche Dominanz von
Pentadecanat und Tridecanat im Zellfettsiuremuster (Abb. 39 C). Es wurden jedoch ebenfalls
signifikante Mengen an Fettsduren mit einer geradzahligen C-Kette identifiziert (ca. 40 % der
identifizierten Zellfettsduren).

Auf Hexadecan gewachsene Zellen enthielten hauptséchlich Cy4- und Cjg-Fettsduren; die
ungeradzahligen Fettsduren machten nur einen kleinen Anteil aus. Auffallend war jedoch, da@ der
groBie Peak aus 14-Methylpentadecanat (16:0 iso) bestand (Abb. 39 D). Diese Fettsdure wurde bei
der Auswertung der Analysen zu den Fettséiuren mit ungerader Anzahl an C-Atomen in der Kette
gezihlt. Die Synthese von Fettsduren mit Isoverzweigungen geht meistens von verzweigten
Carboxylsiuren oder verzweigten a-Ketosiuren aus. Haufig dienen beispielsweise Isobutyryl-
CoA oder das aktivierte Transaminierungsprodukt von Leucin, Isovaleroyl-CoA, als Primer.
Daher muB man davon ausgehen, daB 14-Methylpentadecanat in dem beschriebenen Versuch nicht
aus Hexadecan gebildet, sondern de novo synthetisiert wurde.

ZusammengefaBt zeigen diese Versuchsergebnisse die gleiche Tendenz, die bereits beim
denitrifizierenden Isolat HAN1 beschrieben wurde (vgl. C.8.1). Sowohl auf Monocarbonséiuren
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als auch auf Alkanen gewachsene Zellen enthielten vorwiegend solche Zellfettséuren, die wie das
jeweilige Substrat eine gerade oder ungerade Anzahl an C-Atomen in der Kette hatten.
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Abb. 39: Prozentuale Verteilung der analysierten Zellfettsauren in anaeroben Anzuchten von Stamm Pnd3
auf Pentadecanat (A), Palmitat (B), n-Pentadecan (C) und n-Hexadecan (D). Schwarze Balken ()
symbolisieren Fettsauren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen, weifle Balken (O0) symbolisieren
Fettsauren mit einer geraden Anzahl an C-Atomen in der Hauptkette.
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D. Diskussion

Die Moglichkeit einer anaeroben Oxidation von Alkanen durch Mikroorganismen wurde lange Zeit
kontrovers diskutiert. Publikationen iiber Mikroorganismen, die Alkane unter anoxischen
Bedingungen anzugreifen vermogen, tauchten in der Literatur iiber mehrere Jahrzehnte wiederholt
auf. Ein schliissiger Beweis gelang dabei jedoch nie (vgl. A.5.3.3 und A.5.3.4). Die von anderen
Autoren geziuBerten Zweifel betrafen beispielsweise die bei den damaligen Versuchen verwendeten
anoxischen Versuchsbedingungen (Davis und Yarbrough, 1966; Novelli und ZoBell, 1944;
Rosenfeld, 1947), da die heutigen Anaerobentechniken (Bryant, 1972; Hungate, 1969) erst spiter
entwickelt wurden und sich verbreiteten. Desweiteren fehlten in den meisten Arbeiten Angaben zur
Reinheit der verwendeten Kohlenwasserstoffe. Da hiufig die Umsetzung eines sehr geringen
Anteils an Alkan gemessen wurde (Davis und Yarbrough, 1966), konnte das festgestellte
Wachstum durchaus auf die Verwertung von Verunreinigungen im zugesetzten Substrat
zuriickzufiihren sein. Bei publizierten Versuchen mit radioaktiv markiertem Alkan fehite der
Nachweis, daB sich die Markierung tatséchlich ausschlieBlich im Alkan befand (Davis und
Yarbrough, 1966; DeLaune et al., 1980; Hambrick et al., 1980; Ward und Brock, 1978). Die
beschriebenen, zur anaeroben Alkanoxidation fahigen Bakterienisolate blieben entweder nicht in
Kultur erhalten, so daB eine spitere Uberpriifung der Daten nicht moglich war, oder erwiesen sich
im nachherein als nicht zur anaeroben Alkanoxidation fihig (Griffin und Traxler, 1981; Updegraff
und Wren, 1954). Erst Versuche Ende der 80er bis Anfang der 90er Jahre fiihrten zur
Anreicherung und Isolierung der ersten sulfatreduzierenden Reinkultur, die nachweislich zur
vollstzindigen Mineralisierung von langkettigen Alkanen unter strikt anoxischen Bedingungen in
der Lage war. Das Isolat Hxd3 war aus einem Ol-Wasser-Separator eines norddeutschen Olfeldes
isoliert worden (Aeckersberg, 1989; Aeckersberg et al., 1991; Widdel, 1988).
Wachstumsversuche wurden in anoxischen Medien durchgefiihrt, die sowohl mit Sulfid als auch
mit Dithionit reduziert worden waren. Fiir stochiometrische Analysen wurden die anaeroben
Kulturen in zugeschmolzenen Glasampullen inkubiert. Dabei wurde eine Verwertung von 90 %
des zugesetzten, hochreinen Hexadecans (99,5 %) gaschromatographisch gezeigt (Aeckersberg,
1994).

In derselben Arbeit (Aeckersberg, 1994) wurde auBerdem eine zweite Reinkultur eines
sulfatreduzierenden Bakteriums gewonnen, die zur anaeroben Oxidation von Alkanen in der Lage
war. Beide Bakterienisolate wuchsen jedoch relativ langsam und bildeten geringe Zellertrége. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ein weiteres sulfatreduzierendes Bakterium und auBerdem
denitrifizierende Bakterienstimme isoliert, die ebenfalls zur anaeroben Alkanoxidation befahigt
waren und schneller wuchsen als die vormals isolierten Stdimme.
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D.1 Nachweis der anaeroben Alkanoxidation durch neue
Bakterienisolate

D.1.1 Anaerobe Alkanoxidation durch das sulfatreduzierende Isolat TD3

Stamm TD3 ist ein moderat thermophiler Sulfatreduzierer, der Alkane in einem
Kettenldngenbereich von Cg - C16 verwertet. Stamm TD3 wuchs deutlich schneller als die Stimme
Hxd3 und Pnd3. Die Verdopplungszeit von Stamm TD3 betrug auf Decan etwa zwei bis drei Tage,
wihrend Stamm Hxd3 auf Hexadecan mit einer Verdopplungszeit von 4 bis 5 Tagen wuchs
(Aeckersberg, 1994).

Mit Stamm TD3 wurde die Verwertung des eingesetzten Decans unter strikt anoxischen
Bedingungen eindeutig gezeigt. In zwei unabhingigen Ansitzen wurden 99 % bzw. 82 % des
eingesetzten Decans oxidiert. Das in den zwei Ansitzen gemessene molare Verhiltnis von
gebildetem Sulfid zu verbrauchtem Decan von 7,58 bzw. 7,34 lieB auf eine vollstindige Oxidation
des Alkans zu CO, schlieBen. GemiB der stochiometrischen Gleichung (13) betréigt das theoretisch
erwartete molare Verhiltnis 7,75.

CioHzo + 7,75 8042 — 10HCO3™ + 7,75 HS + 2,25 H* + Ho0 (13)
AG® = - 349 kJ/mol

Die allgemeine Gleichung lautet:
CnH(2n+2) + (0,75n + 0,25) SO42- = nHCOgz" +(0,75n + 0,25) HS" + (0,25n - 0,25) H* + HOO  (14)

Diese Gleichung beruht auf der Annahme einer vollstindigen Mineralisierung des Substrats
zu CO;. Messungen von CO-Dehydrogenase-Aktivitit und Formiat-Dehydrogenase-Aktivitit in
Zellextrakten von Stamm TD3 (vgl. C.2.1.8) deuteten darauf hin, daB Acetyl-CoA tiber den
CO-Dehydrogenase-Weg verwertet wurde (Schauder et al.\‘; 1986; Thauer et al., 1989). Das
Substratspektrum (vgl. Tabelle 5) zeigte allerdings, daB Stamm TD3 nicht zur Verwertung von
Acetat befiihigt war. Diese Eigenschaft wurde auch bei Stamm Hxd3 oder Archaeoglobus fulgidus
(Thauer et al., 1989) beobachtet. Vermutlich fehlen in diesen Stimmen die Acetat-Kinase oder die
Phosphotransacetylase zur Aktivierung von Acetat.
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D.1.2 Anaerobe Alkanoxidation durch die denitrifizierenden Isolate HdN1 und
OcN1

Die anaerobe Alkanoxidation mit Sulfat als Elektronenakzeptor ermoglicht aufgrund des relativ
negativen Redoxpotentials von Sulfat nur eine geringe Energieausbeute fiir die Bakterien. Um
eine Bildung von hdheren Zellertrigen zu erreichen, wurde die Isolierung von weiteren
Bakterienisolaten mit Nitrat als Elektronenakzeptor begonnen. Nitrat besitzt ein sehr positives
Redoxpotential und ermoglicht als Elektronenakzeptor daher eine hohe Energieausbeute (Abb.
40). Experimente zum schliissigen Nachweis des anaeroben Wachstums auf Alkanen mit Nitrat

fehlen in fritheren Arbeiten (vgl. A.5.3.4).
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Abb. 40: Redoxpotentiale einiger biologisch relevanter Redoxpaare. Bei unigslichen Komponenten wurde
die Konzentration der zugehérigen Idslichen Komponente in Klammern angegeben. Bei gasformigen
Komponenten wurde der Druck in Klammern angegeben. Bei Reaktionen mit mehr als zwei beteiligten
Elekironen sind Durchschnittspotentiale gewahit.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue Bakterienstimme isoliert, die zur anaeroben
Alkanoxidation mit Nitrat als Elektronenakzeptor fahig sind. Es sind die ersten und bislang
einzigen Beispiele fiir diesen neuen anaeroben Stoffwechseltyp. Die Wachstumsgeschwindigkeit
der neuen Isolate HAN1 und OcN1 auf Alkanen war mit einer Verdopplungszeit von 15 bis 20
Stunden auf Hexadecan bzw. Octan deutlich schneller im Vergleich zu den sulfatreduzierenden
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Reinkulturen. Zudem zeichneten sich Kulturen der Denitrifizierer dadurch aus, daB eine deutliche
Triibung des Mediums beim Wachstum auf Alkanen erfolgte und somit signifikante Zellertriige
gebildet wurden.

Beide denitrifizierenden Isolate, die Stimme HdN1 und OcN1, oxidierten Alkane auch unter
oxischen Bedingungen. Es fiel auf, daB der Kettenkingenbereich der verwerteten Alkane bei diesen
Isolaten unter oxischen Bedingungen anders war als unter anoxischen Bedingungen. Das Isolat
HdN1 wuchs unter oxischen Bedingungen auf Dodecan und Tridecan, welche diesem Stamm
unter anoxischen Bedingungen nicht als Substrate dienten (vgl. C.3.2). Stamm OcN1 verwertete
Hexan, Heptan, Dodecan und Tridecan unter oxischen, aber nicht unter anoxischen Bedingungen
(vgl. C.3.3). Diese Befunde sprechen sehr dafiir, daBl die Aktivierungsreaktion unter anoxischen
und oxischen Bedingungen bei den denitrifizierenden Isolaten durch unterschiedliche Enzyme
bewerkstelligt wird, so wie es auch vom biochemischen Standpunkt zu erwarten ist.

D.1.2.1 Bilanzierung der anaeroben Alkanoxidation mit Nitrat als Elektronen-
akzeptor

In Ansitzen zur Bestimmung der Wachstumsbilanz mit Stamm HdAN1 wurde gezeigt, da8 die
Oxidation von Hexadecan in anaeroben Kulturen von der Zugabe von Nitrat als
Elektronenakzeptor abhidngig war (vgl. C.5.2). Ebenfalls wurde gezeigt, da die Oxidation der
gemessenen Hexadecan-Menge keinesfalls auf Reste von Sauerstoff in den Kulturen zuriickgefiihrt
werden kann. Bei der Herstellung der Medien und Kulturen wurden die bewihrten
Anaerobentechniken verwendet, die sich auch zur Handhabung sauerstoffempfindlicher
Mikroorganismen eignen. Als Reduktionsmittel diente Ascorbat, welches iiber Nacht in den
Kulturen mit eventuellen Resten von Sauerstoff reagieren konnte. Die Redoxaktivitit des
eingesetzten Ascorbats wurde durch die Entfarbung von Resazurin in einem Kontrollansatz
demonstriert.

Die im Wasser im Gleichgewicht bei 20°C unter Normaldruck geloste Menge Sauerstoff
betrdgt 8,9 mg oder 0,278 mmol O2 pro | H2O (Schwoerbel, 1984). Selbst bei einer 100 %igen
Sittigung des Mediums mit Sauerstoff aus der Luft und unter der Annahme, daB dieser Sauerstoff
ausschlieBlich fiir die Monooxygenase-Reaktion verwendet wird, konnten nur also nur 0,278
mmol 1-Hexadecanol pro | gebildet werden. Dies entspriche 15 % bzw. 28 % der in diesem
Versuch oxidierten Hexadecan-Menge von 1,82 mmol - 1-1 bzw. 0,98 mmol - I-1 (vgl. Tabelle 9).
Diese Uberlegungen bestitigten, daB Stamm HdN1 tatsichlich zur Oxidation von Alkanen ohne
elementaren Sauerstoff fihi g war.

Zur Bilanzierung der Hexadecan-Oxidation wurde in anaeroben Kulturen sowohl die
Hexadecan-Abnahme als auch die Nitratabnahme gemessen. Die gemessene Wachstumsbilanz
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ergab ein molares Verhltnis von reduziertem Nitrat zu oxidiertem Hexadecan von 15,8 (vgl.
Tabelle 9). Wie bereits zuvor dargelegt, bildete dieser Stamm Einschliisse unbekannter Art. Auch
Zellen, die mit einer limitierenden Substratmenge angezogen wurden, zeigten, wenn auch in
geringerem AusmaB, solche Einschliisse. Daher ist zu vermuten, daB der durch die in Tabelle 9
angegebene Gleichung geschitzte Anteil des assimilierten Hexadecans die tatséchliche Menge
deutlich unterschitzt. Wie in Abschnitt C.2.2.3 gezeigt wurde, reduzierte das Isolat HIN1 Nitrat
als Elektronenakzeptor vollstindig zu Np. Die Kulturen schieden intermediér kein Nitrit aus. In
fertig gewachsenen Kulturen wurde weder NoO noch neu gebildetes NHy* nachgewiesen.
Ascorbat, welches den Kulturen als Reduktionsmittel zugesetzt wurde, wurde nicht als Substrat
verwertet (vgl. Tabelle 6). In einer Kultur ohne Ascorbat wurden vergleichbare MeBwerte wie in
den anderen Wachstumsansitzen mit Ascorbat gemessen, was einen EinfluB von Ascorbat auf die
Bilanz ausschloB. Stamm HdN1 verwendete Acetat als einzi gen Elektronendonator, was bedeutet,
daB dieses Isolat zur Endoxidation befihigt ist. All diese Ergebnisse sprechen fiir eine vollstindige
Mineralisierung des Hexadecans mit gleichzeitiger Reduktion des Nitrats zu N3 nach folgender
Gleichung (15):

CigHzs + 19,6 NO3" + 36 HY — 16 HCO3™ + 9,8 N2 + 10,8 H20 (15)
AG*®' = - 9709 kJ/mol Hexadecan
Die allgemeine Gleichung lautet:

CnH(2n + 2) + (1,2n + 0,4) NO3" + (0,2n + 0,4) H* — n HCO3™ + (0,6n + 0,2) N2 + (0,6n + 1,2) H2O (16)
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D.2 Taxonomische Einordnung der neuen Bakterienisolate

Zur taxonomischen Einordnung der neuen Bakterienisolate wurde die Sequenz der 16S rRNA
ermittelt. Die neuen Isolate wurden in den auf Sequenzvergleichen beruhenden phylogenetischen
Stammbaum der Prokaryonten eingeordnet. Die bislang bekannten Isolate Hxd3 und Pnd3
gehoren zur 8-Klasse der Proteobakterien und liegen im Stammbaum relativ nah beieinander (Abb.
18). Daher stellte sich die Frage, ob die Fahigkeit zur anacroben Alkanoxidation ausschlieBlich auf
eine Gruppe eng verwandter Mikroorganismen beschrénkt ist.

Taxonomische Einordnung von Stamm TD3
Der sulfatreduzierende Stamm TD3 gehort wie die bereits bekannten Isolate Hxd3 und Pnd3 zur

3-Gruppe der Proteobakterien. Stamm TD3 hat allerdings einen relativ tiefen Verzweigungspunkt
und ist mit keinem der bekannten Stimme dieser Gruppe verwandt (Abb. 18). Die griBte
Sequenzhomologie besteht mit 89,4 % zu Desulfohalobium retbaense, einem mesophilen
sulfatreduzierenden Bakterium, das aus einem hypersalinen Sediment isoliert wurde und mit Acetat
oder Lactat wichst. Der Stamm TD3 war das erste thermophile Bakterium, das in die 8-Gruppe der
Proteobakterien eingruppiert wurde (Rueter et al., 1994). Thermophile Sulfatreduzierer gibt es
bislang in sechs verschiedenen Bakteriengattungen. Die meisten bekannten moderat thermophilen
Sulfatreduzierer, ndmlich 6 Arten, gehoren der Gattung Desulfotomaculum an (Fardeau et al.,
1995). Die Gattung Desulfotomaculum umfaBt alle sporenbildenden Gram-positiven
sulfatreduzierenden Bakterien. Sie oxidieren ein breites Spektrum an Elektronendonatoren wie
beispielsweise Ha, Alkohole, Fettsiduren, Dicarbonsduren und Hexosen unter moderat
thermophilen Bedingungen (Widdel, 1992a). In der Gattung Thermodesulfobacterium, die
Gram-negative, nicht-sporenbildende sulfatreduzierende Bakterien enthilt, sind bislang die Arten
T. mobile und T. commune beschrieben worden. Beide :Arten sind moderat thermophile,
unvollstéindige Oxidierer, die Hz, Formiat, Pyruvat ode}\ Lactat als Elektronendonatoren
verwenden (Widdel, 1992b). Ahnliche physiologische Ei genscﬁaften, aber Unterschiede beziiglich
des G+C-Gehalts und der 16S rRNA, weist Thermodesulfovibrio yellowstonii auf (Henry et al.,
1994). Die Gattungen Thermodesulfobacterium und Thermodesulfovibrio zweigen tief im
Stammbaum der Eubakterien ab. Eine weitere Gattung thermophiler Sulfatreduzierer,
Archaeoglobus, umfaBt Vertreter hyperthermophiler Archaebakterien. Die beiden beschriebenen
Arten A. fulgidus und A. profundus haben coccoide Zellen und ein Temperaturoptimum tiber
80°C. A. fulgidus wichst chemolithoautotroph mit Hz oder chemoorganotroph mit Formiat,
Lactat, Pyruvat oder Glucose. A. profundus wichst obligat chemolithoheterotroph beispielsweise
mit Hp + Acetat oder Lactat oder Pyruvat (Stetter, 1992). Kiirzlich wurden zwei neue Gattungen
moderat thermophiler sulfatreduzierender Bakterien beschrieben, Thermodesulforhabdus und
Desulfacinum, die ebenfalls in die 8-Gruppe der Proteobakterien eingeordnet wurden. Die

beschriebenen Stimme Thermodesulforhabdus norvegicus (Beeder et al., 1995) und Desulfacinum




-122 -

infernum (Rees et al., 1995), haben ein Temperaturoptimum bei 60°C und wachsen beispielsweise
mit Acetat, Lactat oder Fettsduren als alleiniger Quelle organischer Substrate.

Das neue Isolat TD3 li4Bt sich aufgrund der 16S rRNA-Sequenz in keine der genannten
Gattungen einordnen. Es unterscheidet sich auch physiologisch deutlich von den Vertretern der
Gattungen Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium, Thermodesulfovibrio, Archaeoglobus,
Thermodesulforhabdus und Desulfacinum. Daher wird in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagen,
dieses Isolat in die neue Gattung Desulfothermus gen. nov. einzuordnen und als Desulfothermus
naphthae gen. nov., sp. nov. zu bezeichnen.

Taxonomische Einordnung von Stamm HdN1
Das denitrifizierende Neuisolat HAN1 gehort aufgrund der 16S rRNA-Sequenz zur y-Gruppe der

Proteobakterien. Es konnten keinerlei signifikante Sequenzihnlichkeiten zu bekannten
Bakteriengattungen festgestellt werden. Physiologisch stellt dieser Stamm aufgrund seines
anaeroben Wachstums auf gesittigten Kohlenwasserstoffen mit Nitrat als Elektronenakzeptor
einen bislang unbekannten Stoffwechseltyp dar. Aufgrunddessen und der ungewdhnlichen
Morphologie wird in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagen, diesen Stamm in die neue Gattung
Oleomonas gen. nov. einzuordnen und als Oleomonas alkani gen. nov., sp. nov. zu bezeichnen.

Taxonomische Einordnung von Stamm OcN1
Stamm OcN1 muB aufgrund der 16S rRNA-Sequenz in die B-Gruppe der Proteobakterien

eingeordnet werden. Innerhalb dieser Gruppe bildet dieser Stamm mit der neuen Familie der
Comamonadaceae ein Cluster, dessen Mitglieder genotypisch untereinander groBe Ahnlichkeit
besitzen, phénotypisch allerdings recht unterschiedlich sind. Die ndchsten Verwandten zum Stamm
OcN1 in dieser Familie sind die Gattungen Thauera und Azoarcus (Macy und Kirsch, 1989;
Reinhold-Hurek et al., 1993). Diesen Gattungen wurde eine Vielzahl neuer denitrifizierender
Bakterienisolate zugeordnet, die zum Abbau aromatischer Substanzen unter anoxischen
Bedingungen fihig sind (Anders et al., 1995; Fries et al., 1994; Rabus, 1995). Die grofite
Sequenzhomologie des Neuisolats OcN1 besteht zu Azoarcus sp. S5b2 mit 93,9 %
Sequenzidentitit (Abb. 20). Entgegen fritheren Verdffentlichungen sind bereits klassifizierte
Azoarcus-Stimme durchaus zur Denitrifikation fahig (Anders et al., 1995). Fiir keinen dieser
Stimme wurde bislang ein anaerobes Wachstum auf Alkanen beschrieben.

Nach neuerer Konvention ist bei weniger als 95 % Sequenzidentitit der 16S rRNA eine neue
Art zu definieren (Amann et al., 1995). Daher wird in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagen,
Stamm OcN1 als Azoarcus petrolei sp. nov. zu bezeichnen.

Die fiinf verschiedenen Isolate anaerober Alkanoxidierer bilden demnach fiinf neue Arten in vier
verschiedenen Gattungen der f§-, y- und 8-Gruppe der Proteobakterien. Zusammenfassend kann

man also feststellen, daB die Fahigkeit zur Oxidation von Alkanen unter anoxischen Bedingungen
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nicht eine spezifische Eigenschaft einer kleinen Gruppe von Bakterien ist, sondern im Stammbaum
der Proteobakterien gestreut vorkommt.

D.3 Betrachtungen zu moéglichen Mechanismen der Alkanauf-
nahme der neuen lIsolate und zu Versuchen zur Wachstums-
stimulierung

Wie bereits in der Einleitung dargelegt wurde, erfordert die Verwertung von Alkanen durch
Mikroorganismen aufgrund der Unloslichkeit dieser Verbindungen in Wasser besondere
Mechanismen bei der Substratversorgung. Der Kontakt der Zellen zum Alkan konnte in Analogie
zu aeroben Alkanverwertern (vgl. A.5.1) entweder durch eine direkte Anheftung der Zellen mittels
hydrophober Zelloberflichen oder durch eine Pseudosolubilisierung der Alkane in der wiBrigen
Phase mittels spezifischer Emulgatoren erreicht werden. Bei Stamm Hxd3 erfolgte der Kontakt
durch direkte Anheftung der Zellen an die Alkanphase (Aeckersberg, 1994). Gleiches gilt auch fiir
die in dieser Arbeit beschriebenen Isolate TD3 und OcN1. Mikroskopische Untersuchungen
zeigten, daB groBere Alkantropfen mit Bakterienzellen iiberzogen waren (Abb. 13 B). Beim
Wachstum dieser Isolate war zunichst eine fortschreitende Emulgation und Triibung der
Alkanphase aufgrund anheftender Bakterienzellen zu beobachten, wiihrend eine Triibung des
Mediums erst spiter auftrat. Die beobachteten Zellflocken entstanden wahrscheinlich durch
Zusammenlagemn der Zellen aufgrund der hydrophoben Zelloberfléchen.

Stamm HdN1 hatte vermutlich auf etwas andere Weise Zugang zum Alkan als die anderen
Isolate. Alkantropfen mit anheftenden Zellen wurden bei Stamm HdN1 seltener als bei den anderen
Isolaten beobachtet. Eine auffiillige Eigenschaft dieses Isolats war die Bildung makroskopisch
sichtbarer Zellflocken, die h4ufig an der Oberfléche der Kulturen zu finden waren, beim Wachstum
auf Alkanen und anderen unléslichen Substraten. Bei Hefen findet man beim Wachstum auf
Alkanen hiufig dhnliche Aggregate, die aus Zellen, Kohlenwasserstoff und Luf! tbldschen bestehen.
Die einzelnen Zellen des Stammes HdN1 erschienen beim Wachstum auf Alkanen und anderen
unldslichen Substraten hiufig sehr stark vergroBert und unformig. Dies deutete darauf hin, daB
groBe Mengen an Speicherstoffen eingelagert wurden. Die Zusammensetzung dieser Stoffe ist
noch nicht geklirt, es besteht jedoch die Moglichkeit, daB es sich bei auf Alkan gewachsenen
Zellen um eine Einlagerung der Alkane selbst handelte (vgl. C.2.2.1). Bei verschiedenen aeroben
Alkanverwertern wie Flavobacterium sp., Brevibacterium sp. und Acinetobacter sp. HO1-N
wurden Lipideinschlitsse gefunden. Diese Einschliisse sind von einer einfachen Membran
umgeben und bestehen aus Phospholipiden, Polypeptiden und neutralen Lipiden einschlieBlich des
nicht umgesetzten Alkans (Britton, 1984). Man konnte sich vorstellen, daB Stamm HdN1 durch
Ausscheidung spezifischer Substanzen eine Pseudosolubilisierung des Alkans erreicht. Die
beobachteten Zellaggregate konnten analog zu den beobachteten Aggregaten bei Hefezellen
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Konglomerate aus Zellen und Alkantropfchen darstellen. Desweiteren konnte man sich vorstellen,
daB die Zellen die emulgierten Alkane schneller aufnehmen als sie sie verwerten konnen, wodurch
die beobachteten prall gefiillten Zellen entstanden sein konnten. Diese gespeicherten Substrate
konnten dann bei Substratmangel verwertet werden. Tatsichlich reduzierten anaerobe
Suspensionen von Zellen dieses Stammes aus Anzuchten mit Alkan ohne nochmals zugegebenes
Substrat groBe Mengen an Nitrat (vgl. C.7.1). Dieses wurde bei keinem der anderen Isolate
beobachtet.

Geschiittelte Kulturen der Stimme TD3 und HdN1 wuchsen deutlich langsamer als ruhende
Kulturen. Bei Stamm HdN1 wurde dies sowohl bei anaeroben als auch bei aeroben Kulturen mit
Alkanen beobachtet. Alle Isolate wurden daher beim Wachstum auf Alkanen in Fliissigkulturen nur
etwa einmal tiglich per Hand geschiittelt. Fir Stamm Hxd3 wurden #@hnliche Beobachtungen
beschrieben. Das schnellste Wachstum mit diesem Stamm wurde erreicht, wenn die Kulturen
zunichst eine Woche ruhend inkubiert wurden und anschlieBend bei 65 rpm kontinuierlich
geschiittelt wurden (Aeckersberg, 1994). Vermutlich wird durch stindige Bewegung der Kulturen
die Anheftung und damit die Aufnahme der Alkane behindert. Bei P. aeruginosa Stamm 196Aa
wurde das Zellwachstum auf Glucose durch Schiitteln gesteigert, wihrend Alkankulturen ruhend
schneller wuchsen (Traxler und Bernard, 1969). Die Autoren fiihrten dies auf eine gewissé
Sauerstoffempfindlichkeit der Zellen beim Wachstum auf Alkanen zuriick und deuteten dies als
Hinweis auf eine anaerobe Alkanverwertung. Spiter wurde jedoch bekannt, daB der Stamm nicht
zur anaeroben Verwertung von Alkanen in der Lage ist (Griffin und Traxler, 1981). Das bessere
Wachstum auf Alkanen bei ruhender Inkubation kdnnte also auch bei Stamm 196Aa mit der
besseren Anheftung der Zellen an das Substrat als im Falle stindigen Schiittelns zusammenhéngen.

Fiir die Stimme Hxd3 und Pnd3 wurde eine Stimulierung des Wachstums auf Alkanen
durch Zugabe von 5 g/l a-Cyclodextrin zum Medium beschrieben (Aeckersberg, 1994).
a-Cyclodextrin ist ein ringférmiges Molekiil, bestehend aus sechs a-1,4-glycosidisch verkniipften
Glucosemolekiilen. Cyclodextrine bilden hydrophobe Kanile und konnen so als Carrier fiir
hydrophobe Molekiile wie beispielsweise Alkane fungieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Wirkung von a-Cyclodextrin auf das Wachstum von Stamm TD3 untersucht. Es zeigte sich
jedoch, daB die eingesetzte Konzentration von 5 g a-Cyclodextrin pro 1 auch bei Variation der
Konzentration von Decan in Heptamethylnonan keinen stimulierenden Einflul auf das Wachstum
dieses Stammes hatte.
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D.4 Biochemische Aspekte der anaeroben Alkanoxidation

Bisher war in biologischen Systemen eine Aktivierung der inerten Alkanmolekiile lediglich
durch hochreaktive Sauerstoffspezies bekannt, wobei C-H-Bindungen homolytisch gespalten
werden. Homolytische Spaltungen ohne Beteiligung von Sauerstoff werden haufig durch
Coenzym Bj1z- oder S-Adenosylmethionin-abhdngige Enzyme katalysiert. Bei der Abstraktion
eines H-Atoms (H-Radikals) durch die bislang bekannten Coenzym Bjz- oder S-
Adenosylmethionin-abhéngigen Reaktionen sind allerdings funktionelle Gruppen am oder in
Nachbarschaft zu dem betroffenen Kohlenstoffatom erforderlich (Dowd, 1990; Frey, 1990; Groh
und Nelson, 1990). In Alkanen gibt es keine funktionellen Gruppen. Dennoch besteht die initiale
Aktivierungsreaktion der anaeroben Alkanoxidation vermutlich in der Spaltung einer C-H-
Bindung. Im folgenden werden weitere Befunde aus lebenden Organismen beschrieben, die eine
anaerobe Aktivierung von isolierten C-H-Bindungen erfordern.

Die Synthese der Tetraetherlipide (Abb. 41) in dem strikt anaeroben Archaebakterium
Methanobacterium thermoautotrophicum erfordert die ungewohnliche Reaktion der Kopf an
Kopf-Kopplung isoprenoider Biphytanyl-Vorldufer.

CH20H

CH20H

Abb. 41: Struktur des Dibiphytanyl-Diglycerol-Tetraethers aus Methanobacterium thermoautotrophicum.
Die bei der Synthese dieser Substanz geknipfte C-C-Bindung, die vermutlich durch das Einschieben in
eine nicht aktivierte C-H-Bindung entstanden ist, ist gestrichelt dargestellt.

Lange Zeit war eine Reaktion noch auf der ungeséit\t‘igten Stufe der Isoprenoide gefordert
worden. Galliker (1990) konnte jedoch zeigen, da8 die Kopplung an gesittigten Strukturen
stattfindet. Bei bestimmten Wachstumsbedingungen der Kulturen wurde zudem eine
Methylgruppe am C-13-Atom in die Biphytanylkette eingebaut. Auch fiir diesen Einbau wurde
gezeigt, daB die Methylgruppe in einem lokal gesittigten Bereich der Kohlenwasserstoffkette an
die Stelle einer nicht aktivierten C-H-Bindung eingeschoben wird. Bei beiden Prozessen handelt
es sich also um die Kniipfung einer neuen C-C-Bindung an der Stelle einer nicht aktivierten C-
H-Bindung. Mogliche Mechanismen wiren Reaktionen, die iiber Radikale oder Carbenium-
Ionen verlaufen, wobei letztere durch Markierungsexperimente ausgeschlossen wurden. Galliker
schligt daher einen radikalischen Mechanismus unter Beteiligung eines Corrinoids vor (Galliker,
1990).

Einen dhnlichen Mechanismus konnte die Synthese von Diabolinsduren (Dicarbonséauren

mit zwei vicinalen Methylgruppen; Abb. 42) in dem anaeroben, aus dem Pansen von
Wiederkiuem isolierten Bakterium Butyrivibrio fibrisolvens bedingen.
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Abb. 42: Struktur der Diabolins&uren aus Butyrivibrio fibrisolvens. Die bel der Synthese dieser Substanz
geknilpfte C-C-Bindung, die vermutlich durch das Einschieben in eine nicht aktivierte C-H-Bindung
entstanden ist, ist gestrichelt dargestelit.

Diabolinsduren sind Bestandteil der Lipide dieses Organismus. Das Wachstum von
Butyrivibrio fibrisolvens erforderte den Zusatz von langkettigen Fettsduren. Die isolierte
Diabolinsdure entsprach der dimeren Form der jeweils zugesetzten Fettsdure. Durch
Markierungsexperimente wurde ein Reaktionsverlauf uber ungesittigte Teilstrukturen
ausgeschlossen (Fitz und Arigoni, 1992), woraus sich folgern lieB, daB zwei gesittigte Fettsdure-
Molekiile iiber die terminale Methylengruppe miteinander verkniipft wurden. Eine Diabolinsdure
sowie eine Verbindung mit einer dhnlichen Struktur wurden auch aus dem strikt anaeroben
Eubakterium Thermotoga maritima isoliert (De Rosa et al., 1988). Dies ldBt eine weitere
Verbreitung derartiger Substanzen und moglicherweise der zuvor skizzierten, bislang
unbekannten Synthesemechanismen vermuten.

Die genannten Beispiele belegen, daB in biologischen Systemen die Spaltung einer nicht
aktivierten C-H-Bindung an gesittigten Teilstrukturen auch unter anoxischen Bedingungen
moglich sein muB, so wie es auch fiir die anaerobe Alkanoxidation gefordert wird. In der
Literatur werden heute zwei mogliche Mechanismen einer Alkanaktivierung ohne Beteiligung
von molekularem Sauerstoff diskutiert. Eine Moglichkeit wire die initiale Dehydrogenierung,
die zur Einfihrung einer Doppelbindung in das Alkan fiihren wiirde (Abbott und Casida jr.,
1968 Biihler und Schindler, 1984; lizuka et al., 1969; lizuka et al., 1968; Wagner et al., 1967).
Die andere Moglichkeit wiire die Aktivierung der Alkanmolekiile iber die Kniipfung einer neuen
C-C-Bindung (Aeckersberg, 1994). Beide Moglichkeiten sollen in den folgenden Abschnitten im
Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit eingehender diskutiert werden.

D.4.1 Betrachtungen zu Alkenen als maglichen Intermediaten der anaeroben
Alkanoxidation

Die initiale Dehydrogenierung eines Alkans zum korrespondierenden 1-Alken wurde in fritheren
Publikationen als eine allgemeine Moglichkeit zur Alkanaktivierung, d. h. auch als
Aktivierungsmechanismus in Gegenwart von Sauerstoff, in Betracht gezogen. Eine derartige
Reaktion wire auch unter anoxischen Bedingungen vorstellbar, da kein molekularer Sauerstoff
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involviert ist. Man findet in der fritheren Literatur mehrere Arbeiten, die eine Umsetzung von
Alkanen zu Alkenen in biologischen Systemen beschreiben. Die ersten Arbeiten zu diesem Thema
wurden von einer franzosischen Arbeitsgruppe an Pseudomonas aeruginosa Stamm Sol 20
durchgefiihrt. In anaeroben Zellsuspensionen wurde die Umsetzung von Heptan zu 1-Hepten mit
dem artifiziellen Elektronenakzeptor Pyocyanin gezeigt (Chouteaﬁ et al., 1962; Senez und
Azoulay, 1961). Die weitere Oxidation erforderte allerdings molekularen Sauerstoff (Azoulay et
al., 1963). In einer anderen Arbeit mit P. aeruginosa Stamm 196Aa wurden anaerobe Enzymtests
mit einem gereinigten Enzym durchgefiihrt. Die Autoren berichten in der Arbeit von einer
Umsetzung von Decan zu Decen mit NAD* als Elektronenakzeptor (Parekh et al., 1977). Entgegen
fritheren Behauptungen (T raxler und Bernard, 1969) ist der in dieser Arbeit untersuchte Stamm
allerdings nicht in der Lage, anaerob auf Alkanen zu wachsen (Griffin und Traxler, 1981). Die
publizierten Ergebnisse des Enzymtests sind desweiteren anzuzweifeln, da die Reaktion von
Alkanen zu Alkenen mit NAD* (17) eine endergone Reaktion ist (Aeckersberg, 1994; McKenna
und Kallio, 1965) und in dem beschriebenen Testsystem mit gereinigten Komponenten die
zusitzlich notwendige energieliefernde Reaktion kaum moglich erscheint.

R-CHo-CH3z + NAD* — R-CH=CHg + NADH + H* (17)
AG® = + 68,5 kJ/mol

Wagner et al. (1967) konnten nach Wachstum der aeroben Mikroorganismen Micrococcus
cerificans, Mycobacterium phlei, Nocardia sp., Pseudomonas sp. und Rhodotorula sp. auf
olefinfreiem Hexadecan in Mineralmedium die Bildung von 1-Hexadecen nachweisen. Abbott und
Casida jr. (1968) berichteten von der Umsetzung von Hexadecan zu Monoalkenen (hauptsichlich
7-Hexadecen) in einem sauerstoffabhéngigen ProzeB durch stationire Zellen von Nocardia
salmonicolor PSU-N-18. In der aerob angezogenen Hefe Candida rugosa wurde in anaeroben
Zellextrakten und Zellsuspensionen eine Anhdufung von Dec\‘:\en nach Zugabe von Decan gezeigt
(lizuka et al., 1969; lizuka et al., 1968). Die Bildung \;on Alkenen aus Alkanen durch
Mikroorganismen wurde jedoch in keiner neueren Arbeit mehr demonstriert. Keine der erwihnten
Kulturen zeigte anaerobes Wachstum auf Alkanen. Im Gegenteil, in einigen Arbeiten wurde
ausdriicklich auf die Notwendigkeit von Sauerstoff selbst bei der Bildung des Alkens
hingewiesen. Eine in der Biochemie bekannte Reaktion, bei der eine Doppelbindung in gesittigte
Teilstrukturen eingefiihrt wird, ist die Fettsiuredesaturase-Reaktion. Auch diese Reaktion ist
sauerstoffabhingig (Fulco, 1974).

Der hypothetische Aktivierungsmechanismus von Alkanen iiber 1-Alkene bei den anaeroben
Alkanoxidierern wurde zunichst in Wachstumstests auf 1-Alkenen untersucht. Die Stimme Hxd3
und Pnd3 wuchsen auf langkettigen 1-Alkenen. Induktionsversuche mit Stamm Hxd3 lieBen
vermuten, daB die zur Alkenverwertung notwendigen Enzyme bei Zellen, die auf Alkan gewachsen
waren, zunéchst induziert werden muBten. Zudem unterschied sich das Zellfettsduremuster von
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Zellen, die auf Alkanen gewachsen waren, von solchen, die auf den korrespondierenden Alkenen
gewachsen waren. Diese Befunde wurden dahingehend interpretiert, daB in Stamm Hxd3 zwei
unabhingige Systeme fiir die Aktivierung von Alkanen bzw. Alkenen existieren (Aeckersberg,
1994).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Neuisolate verhielten sich unterschiedlich in
Wachstumstests auf 1-Alkenen. Stamm HdN1 wuchs sehr gut auf Alkenen, wihrend die Stimme
TD3 und OcN1 Alkene nicht verwerteten. Um festzustellen, ob die Unféahigkeit zum Wachstum
mit diesen Alkenen auf einer Giftigkeit dieser Substanzen beruhte, wurde das Wachstum auf
Fettsduren getestet, wenn gleichzeitig Alkene zugesetzt wurden. Beide Stimme, TD3 und OcN1,
verwerteten Fettsduren auch in Anwesenheit von Alkenen. Hingegen wuchs keiner der zwei
" Stimme, wenn Ansitzen mit Alkenen die ansonsten verwertbaren Alkane zugegeben wurden. Dies
deutete eine spezifische Hemmung der Alkanverwertung durch 1-Alkene an. Fiir Stamm TD3
wurde auch das Wachstum auf lingerkettigen Alkenen (1-Undecen, 1-Dodecen, 1-Tetradecen), die
wahrscheinlich eine geringere Giftigkeit als die kurzkettigen haben, untersucht. Auch hier erfolgte
auf dem Alken allein kein Wachstum, wihrend bei gleichzeitiger Zugabe von Fettsiuren Wachstum
beobachtet wurde, bei gleichzeitiger Zugabe der ansonsten verwertbaren Alkane jedoch nicht.

Es konnte argumentiert werden, daB die Hemmung der Alkanoxidation durch Alkene
unspezifischer Natur ist und nur deshalb auftritt, weil die Zellen bei der Verwertung von Alkanen
auf die Anheftung an die Trégerphase, in der sich auch das Alken befindet, angewiesen sind, bei
der Verwertung der Fettsiure jedoch nicht. Dies wurde in einem Experiment mit Stamm OcN1
untersucht, in dem gleichzeitig ein Alkan, ein Alken, ein Alkohol und ein Aldehyd angeboten
wurden (siehe C.3.3.1). Dabei zeigte sich, daB das Alkan und das Alken nicht oxidiert wurden,
wihrend eine Verwertung des Alkohols und des Aldehyds stattfand. Die Loslichkeit des
eingesetzten Alkohols und des Aldehyds in der wirigen Phase ist sehr gering. Die Zellen waren
bei der Verwertung dieser Substrate also ebenfalls auf die Anheftung an die Trédgerphase
angewiesen. Dies wurde in den Kulturen auch deutlich durch die Triibung der Trédgerphase
beobachtet. Die toxische Wirkung des Alkens schien also tatsichlich eine spezifische Hemmung
der Alkanoxidation in Stamm OcN1 zu sein.

Diese Ergebnisse sprechen sowohl bei Stamm OcN1 als auch bei Stamm TD3 gegen ein
Alken als freies Intermediat bei der anaeroben Alkanoxidation. Die bei den zwei Stimmen
beobachtete spezifische Hemmung der anaeroben Alkanverwertung durch 1-Alkene konnte damit
erklirt werden, daB sich das Alken als Strukturanalogon in die Enzymtasche einlagert, aber nicht
umgesetzt werden kann und daher das aktivierende Enzym blockiert.
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D.4.2 Die Kniipfung einer neuen C-C-Bindung als mégliche Eingangs-
reaktion der anaeroben Alkanoxidation

Vorstellbare Reaktionen, die zur Kniipfung einer neuen C-C-Bindung fiihren wiirden, wiren die
Carboxylierung und die Carbonylierung. Carboxylierungen werden als Aktivierungsreaktionen
beispielsweise beim anaeroben Abbau von Hydroxyaromaten, Anilin und Aceton postuliert
(Bissaillon et al., 1991; Janssen und Schink, 1995; Platen et al., 1990; Ramanand und Suflita,
1991; Roberts et al., 1990; Rudolphi et al., 1991; Schnell et al., 1989; Schnell und Schink, 1991;
Tschech und Fuchs, 1989). Bei allen diesen Substraten ist jedoch die Bildung der vermutlich
intermediir gebildeten Carbanionen infolge einer Mesomeriestabilisierung durch das
n-Elektronensystem des aromatischen Ringes oder durch das Enolation im Falle von Aceton
begiinstigt. Bei Alkanen wire eine derartige Mesomeriestabilisierung nicht moglich, weshalb die
Abspaltung eines Protons aus einer vollig unpolarisierten C-H-Bindung zur Bildung eines
Carbanions sehr unwahrscheinlich ist. Daher erscheint die Aktivierung iiber eine Carbonylierung
der wahrscheinlichere Weg.

D.4.2.1 Beispiele bekannter Carbonylierungs- und Decarbonylierungsreaktionen

Die Carbonylierungsreaktion in Form einer reversiblen Bildung von Acetyl-CoA aus einer
gebundenen Methylgruppe, CO und CoA spielt im Stoffwechsel von vielen anaeroben Bakterien
eine wichtige Rolle. Diese Reaktion stellt einen entscheidenden Schritt bei der autotrophen
CO,-Fixierung in den meisten methanogenen, vielen sulfatreduzierenden und homoacetogenen
Bakterien dar. Bei homoacetogenen Bakterien entsteht Acetyl-CoA aus CO; als Elektronenakzeptor
im Energiestoffwechsel, wobei ebenfalls eine Carbonylierungsreaktion stattfindet. Diese hiiufig als
Acetyl-CdA-Weg bezeichnete Reaktionsfolge sich dadurch\aus, daB wichtige Intermediate
ausschlieBlich enzymgebunden vorkommen und einige organometallische Komplexe an der
Katalyse beteiligt sind. Die typischen Enzyme sind eine Methyltransferase, ein
Corrinoid/Eisen-Schwefel-Protein und die Kohlenmonoxid-Dehydrogenase (CO-Dehydrogenase).
Die eigentliche Carbonylierung findet wahrscheinlich am Nickel der CO-Dehydrogenase
(Ragsdale, 1991) oder am Kobalt des Corrinoid-Proteins (Thauer, 1989) statt. Die Reaktion der
CO-Dehydrogenase ist reversibel und stellt in der umgekehrten Richtung einen wichtigen Schritt
bei der Oxidation von Acetyl-CoA in sulfatreduzierenden Bakterien sowie bei der
Disproportionierung von Acetat zu CO; und Methan in methanogenen Bakterien dar (Thauer et al.,
1989).

Auch chemische Prozesse zur selektiven Carbonylierung von Alkanen unter milden
Bedingungen mit Hilfe von Ubergangsmetallkomplexen wurden beschrieben. Beispielsweise
gelang die Carbonylierung von n-Pentan zu Hexanal an einem Rhodium-Komplex
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[RhCI(CO)(PMe3)3] unter Bestrahlung mit einer Quecksilberlampe (Sakakura und Tanaka, 1987)
(Abb. 43).
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Abb. 43: Mechanismus der chemischen Carbonylierung von n-Pentan zu Hexanal an einem Rhodium-
Komplex unter milden Bedingungen

Decarbonylierungsreaktionen werden beispielsweise bei der Synthese von Alkanen in
biologischen Systemen postuliert. Hierbei wird durch Abspaltung von CO aus einem Aldehyd das
um eine Cj-Einheit verkirzte n-Alkan synthetisiert (vgl. A.3.2). Das erste Enzym dieses
Reaktionsweges, die Aldehyd-Decarbonylase, wurde aus der Griinalge Botryococcus braunii
gereinigt. Das Enzym enthilt vermutlich ein Kobalt-Porphyrin oder eine Corrinstruktur als
prosthetische Gruppe (Dennis und Kolattukudy, 1992). Die mogliche Reversibilitit der Reaktion,
d. h. die Carbonylierung eines Alkans zu dem um eine Cj-Einheit lingeren Aldehyd, wurde in
einer Arbeit an der Aldehyd-Decarbonylase des Schwarzhalstauchers Podiceps nigricollis
- angedeutet (Cheesbrough und Kolattukudy, 1988).

Auch chemische Verfahren zur Decarbonylierung von Aldehyden sind bekannt. Domazetis et
al. (1980) beschrieben beispielsweise eine Decarbonylierung von Heptanal zu n-Hexan bei
Umgebungstemperatur. Dabei diente ein Ruthenium(II)-Porphyrin-Komplex als Katalysator.

D.4.2.2 Uberpriifung der Hypothese der Veriinderung der C-Kette bei der
anaeroben Alkanoxidation

Erste Hinweise auf eine mogliche Veridnderung der Kettenlénge bei der anaeroben Aktivierung der
Alkanmolekiile sollte die Untersuchung der Zellfettsiuren geben. In einigen fritheren Arbeiten war
gezeigt worden, daB die de novo Fettsduresynthese in Mikroorganismen, die auf langkettigen




-131-

aliphatischen Kohlenwasserstoffen gewachsen waren, deutlich gehemmt war. Beispielsweise
hemmten Alkane die Aktivitit der Acetyl-CoA-Carboxylase in Candida sp. Stattdessen wurden die
sum Wachstum verwendeten Kohlenwasserstoffe eindeutig als Vorldufer der Zellfettsduren
identifiziert. Entweder erfolgte ein direkter Einbau der durch Oxidation entstandenen Fettsduren,
oder die Kettenltinge wurde durch Verlingerung oder Verkiirzung um Cy-Einheiten veréndert.
Beim Wachstum auf Kohlenwasserstoffen mit einer geraden Anzahl an C-Atomen wurden bei
aeroben Mikroorganismen, die das Alkan durch Einfiihrung einer endstindigen OH-Gruppe
aktivieren (Monooxygenase-Reaktion), daher vorwiegend Fettsduren mit einer geraden Anzahl an
C-Atomen nachgewiesen. Beim Wachstum auf Alkanen mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen
tiberwogen Fettsiuren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen (Rehm und Reiff, 1981).

Aufgrund der Erfahrungen mit aeroben Alkanabbauern wurden auch mit dem
sulfatreduzierenden Isolat Hxd3 Fettsdureanalysen durchgefithrt. Hier zeigte sich jedoch im
Gegensatz zu den aeroben Alkanverwertern, daB beim Wachstum auf Hexadecan 94 % der
analysierten Zellfettsiuren eine ungerade Anzahl an C-Atomen hatten, wihrend bei Wachstum auf
Heéptadecan 95 % der Zellfetisturen eine gerade Anzahl an C-Atomen hatten. Bei der Anzucht der
Zellen auf langkettigen Fettsiuren oder 1-Alkenen hingegen hatten die Zellfettsiuren bei Substraten
mit gerader bzw. ungerader Anzahl an C-Atomen auch hauptsichlich eine gerade bzw. ungerade
Anzahl an C-Atomen. Dies wurde als Hinweis darauf gedeutet, daB die Aktivierung von Alkanen
in diesem Bakterienstamm anders als bei aeroben Mikroorganismen tiber eine Verldngerung oder
Verkiirzung der Kettenlinge um eine C;-Einheit verlauft. Eine Carbonylierung als initiale
Aktivierungsreaktion ist also durchaus vorstellbar, wenngleich sie stark endergon (18) wire
(Aeckersberg, 1994).

Cy4Ho4 + CO — Cq4H23CHO AG®' = + 56 kJ/mol (18)

In der vorliegenden Arbeit wurden den Fetts%iureanalyégn mit Stamm Hxd3 entsprechende
Versuche mit den neuen Isolaten durchgefiihrt. Dafiir wurden die Stimme HdN1 und Pnd3
ausgewihlt, da bei diesen beiden Stimmen die verwertbaren Alkane im Kettenliingenbereich um
Ci¢ lagen, dem bevorzugten Bereich der eingebauten Zellfettsduren. Die anderen Isolate TD3 und
OcN1 bevorzugten den kiirzerkettigen Bereich der Alkane. Beim Wachstum auf kiirzerkettigen
Alkanen ist die Wahrscheinlichkeit hoher, daB die Zellfettsiuren de novo synthetisiert werden.
Dies wurde bei Candida lipolytica gezeigt. Beim Wachstum dieser Hefe auf Undecan bzw.
Dodecan dominierte die de novo Synthese der Fettsiuren, wihrend beim Wachstum auf Alkanen
von Cj4 - C1g die Zellfeitsduren aus den Oxidationsprodukten dieser Alkane stammten (Britton,
1984).

Sowohl in Stamm HdN1 als auch in Stamm Pnd3 wurde nach dem Wachstum der Zellen auf
Fettsiuren oder Alkanen eine Abhiingigkeit der Zellfetisiurezusammensetzung von dem jeweiligen
Wachstumssubstrat festgestellt. Im Gegensatz dazu wuide in Stamm HdN1 nach dem Wachstum
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auf langkettigen Alkenen keine Abhidngigkeit der Zellfettsdurezusammensetzung vom
Wachstumssubstrat festgestellt. In beiden Stimmen zeigte sich desweiteren, daB, im Gegensatz zu
den mit Stamm Hxd3 erzielten Ergebnissen, sowohl auf Monocarbonséuren als auch auf Alkanen
gewachsene Zellen vorwiegend solche Zellfettsduren enthielten, die wie das jeweilige Substrat eine
gerade oder ungerade Anzahl an C-Atomen in der Kette hatten. Fiir Stamm HdN1 galt dies sowohl
fiir aerob als auch fiir anaerob auf Alkanen gewachsene Zellen. Stamm HdN1 zeigte als erstes
Bakterienisolat anaerobes Wachstum auf einem langkettigen Phenylalkan mit ausschlieBlicher
Verwertung der aliphatischen Seitenkette. In den Kulturen wurde nach Wachstum auf
1-Phenyltridecan Benzoat nachgewiesen. Bei einer hypothetischen Aktivierungsreaktion iiber die
Verldngerung der aliphatischen Seitenkette um eine C;-Einheit und anschlieBendem Abbau iiber die
B-Oxidation wire Phenylacetat als Endprodukt zu erwarten gewesen. Der Nachweis von Benzoat
als Endprodukt ist ein weiterer Hinweis, daB die fiir Stamm Hxd3 postulierte terminale
Verlidngerung eines Alkans um eine Cj-Einheit bei der Aktivierung fiir Stamm HdN1 nicht zutrifft.

Die genannten Befunde konnten bedeuten, daB die Aktivierungsreaktion in den Stimmen
HdN1 und Pnd3 verschieden von der in Stamm Hxd3 ist. Allerdings ist Stamm Pnd3 wie Stamm
Hxd3 ein sulfatreduzierendes Bakterium und beide sind phylogenetisch relativ eng miteinander
verwandt (vgl. C.4.1). Es wire daher erstaunlich, wenn zwei derart eng verwandte
Mikroorganismen mit einem so auBergewohnlichen Stoffwechseltyp wie der anaeroben
Alkanoxidation zwei vollkommen verschiedene Aktivierungsmechanismen fiir ihre Substrate
entwickelt hétten. Wollte man auch bei den Stimmen HdN1 und Pnd3 eine Aktivierung der Alkane
durch Kniipfung einer neuen C-C-Bindung annehmen und dies mit den Ergebnissen der
Fettsdureanalysen in Einklang bringen, so diirfte man keine terminale Addition postulieren,
sondern beispielsweise eine Addition der C;-Einheit am C-2-Atom des Alkans, so da8 zunéchst
a-Methylfettsduren entstehen wiirden (Abb. 44).

Der hypothetische Weg der Carbonylierung von Alkanen erfordert, wenn er nach &hnlichen
Mechanismen wie die zuvor dargelegten bekannten Carbonylierungsreaktionen (vgl. D.4.2.1) oder
als Umkehr der Decarbonylierungsreaktion in biologischen Systemen verlaufen wiirde,
wahrscheinlich ungewshnliche Enzyme mit besonderen prosthetischen Gruppen oder Coenzymen,
wie beispielsweise Coenzym Byz. In Zellextrakten der Isolate Hxd3 und TD3 wurde
CO-Dehydrogenase-Aktivitit gemessen. Da der CO-Dehydrogenase-Weg in diesen Stimmen
vermutlich zur vollstindigen Oxidation der Substrate verwendet wird, ist der Nachweis von
CO-Dehydrogenase-Aktivitit nicht ungewohnlich, zeigt aber, da CO bereitgestellt werden kinnte.
Die Untersuchung der denitrifizierenden Neuisolate auf CO-Dehydrogenase-Aktivitit oder die
Existenz von Corrinoid-Proteinen in alkanverwertenden Zellen dieser Isolate konnte im zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden. Da denitrifizierende Bakterien, soweit
bekannt, den Citratzyklus fiir die vollstindige Oxidation ihrer Substrate verwenden (Thauer et al.,
1989), wire der Nachweis von CO-Dehydrogenase oder Corrinoid-Proteinen ein erster Hinweis
auf die Moglichkeit einer Carbonylierung als Aktivierungsreaktion der anaeroben Alkanoxidation.
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Abb. 44: Hypothetischer Aktivierungsmechanismus durch Addition einer C1-Einheit am C-2-Atom des
Alkans
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D.5 Bedeutung des Wachstums von Stamm TD3 sowie von
Stamm OcN1 auf Erdol

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig ein Wachstum einer sulfatreduzierenden Reinkultur mit
Erdol als einziger Quelle organischer Substrate gezeigt (Rueter et al., 1994). Stamm TD3 wuchs
unter strikt anoxischen Bedingungen mit verschiedenen Rohtlen unter Bildung von bis zu 15 mM
Sulfid innerhalb von 3 Wochen. Analysen des Rohols zeigten, daB wihrend des Wachstums
selektiv n-Alkane im Kettenlingenbereich der von diesem Stamm verwerteten Reinsubstrate aus
dem Ol verwertet wurden. Die aromatische Fraktion des Ols blieb dagegen wihrend des
Wachstums unverindert. Dies war der erste Nachweis, da Kohlenwasserstoffe von einer
sulfatreduzierenden Reinkultur direkt aus Rohél verwertet werden konnen. Parallele Arbeiten in
unserem Labor mit einer mesophilen anaeroben Anreicherungskultur unter sulfatreduzierenden
Bedingungen hatten gezeigt, daB bei deren Wachstum auf Erdol ausschlieBlich Ci- bis
C4-Alkylbenzole aus dem Ol verbraucht wurden (Rabus, 1995; Rueter et al., 1994). Aus dieser
mesophilen Anreicherungskultur wurde eine Reinkultur eines sulfatreduzierenden Bakteriums,
Stamm 0XyS1, gewonnen, die ortho-Xylol verwertete (F. Aeckersberg, pers. Mitteilung). Dieser
Stamm wuchs anaerob mit Erdol als einzigem Substrat, wobei selektiv Toluol, o-Xylol und
o-Ethyltoluol verwertet wurden (Zengler, 1996). Diese Ergebnisse bestitigten die schon zuvor
geduBerte Hypothese, daB anaerobe Bakterien direkt auf wesentlichen Bestandteilen von Erdol
wachsen konnen. Mangels experimenteller Daten war die in Erdolfeldern und Anlagen der
Erdolindustrie auftretende Sulfidbildung bislang mit der Verwertung der 16slichen Fettsiuren im
Lagerstittenwasser oder der bei der Forderung zugesetzten Chemikalien durch sulfatreduzierende
Bakterien erklirt oder auf indirekte Prozesse aufgrund aerober mikrobieller Abbauprozesse
zuriickgefiihrt worden (vgl. A.6.3.3). Der Nachweis des anaeroben Wachstums von
sulfatreduzierenden Bakterien auf Erdol unter Verwertung von n-Alkanen und aromatischen
Kohlenwasserstoffen bietet eine gute Erkldrungsmoglichkeit fiir die Sulfidbildung in solchen
Erdolfeldem, in die weder Sauerstoff eingetragen noch Chemikalien eingeleitet wurden.

D.5.1 Betrachtungen zur Bedeutung von sulfatreduzierenden Bakterien,
die zur Verwertung von Kohlenwasserstoffen aus Erdél fihig sind

Die Beurteilung der Bedeutung der anaeroben Verwertung von Kohlenwasserstoffen aus Erdol
durch sulfatreduzierende Bakterien beispielsweise in Erdollagerstitten bedarf noch eingehender
Untersuchungen und divergiert wahrscheinlich je nach untersuchtem Standort. Aufgrund der
Hemmung anaerober Prozesse durch Sauerstoff werden aerobe Abbauprozesse beim Zutritt von
Luft iiber das Injektionswasser sicherlich iiberwiegen. Aus solchen Erdolfeldern wurden bereits
zahlreiche Sulfatreduzierer isoliert, die nicht auf Kohlenwasserstoffen, sondern wahrscheinlich auf
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unvollstindigen Oxidationsprodukten der Aerobier oder der abgestorbenen Zellmasse nach deren
Abbau durch girende Bakterien wachsen. Hingegen sind in urspriinglichen Erdollagerstitten nur
anaerobe Prozesse denkbar, so wie sie von Stamm TD3 und der mesophilen Anreicherung
katalysiert werden (Rueter et al., 1994). Das thermophile Isolat TD3 hat sein Wachstumsoptimum
bei Temperaturen um 60°C. Durch Vergleich von Olanalysen wurde gezeigt, daB die festgestellte,
wahrscheinlich mikrobielle Verinderung bis zu einer Temperatur in den Lagerstitten von etwa
60°C stattgefunden hat (Connan et al., 1994). Sulfatreduzierende Bakterien wie Desulfotomaculum
sp. konnten unter simulierten Reservoirbedingungen bei Temperaturen bis zu 80°C und Driicken
bis 300 bar weiterhin Sulfatreduktion betreiben. Sporen dieser Bakterien keimten noch nach 20
miniitiger Inkubation bei 130°C aus (Rosnes et al., 1991a; Rosnes et al., 1991b). Ferner wurden
auch hyperthermophile Archaebakterien aus dem Formationswasser mehrerer Olfelder isoliert
(Beeder et al., 1994; Stetter et al., 1993). Mit einer Kultur von Archaeoglobus fulgidus TF2 aus
einem Olfeld wurde bei Temperaturen von 82°C und 90°C und sehr hohen Driicken von etwa 300
bar und 420 bar eine Zunahme der Zellmasse beobachtet (Stetter et al., 1993). Die
sulfatreduzierenden Bakterienisolate Archaeoglobus fulgidus und Thermodesulfobacterium
commune aus einem kontinentalen Erdolfeld zeigten bei in situ Temperaturen von 70°C sowohl bei
1 bar als auch bei hohen Driicken von 50 bar und 160 bar gutes ‘Wachstum (L'Haridon et al.,
1995). Dies zeigt, daB sulfatreduzierende Bakterien prinzipiell in der Lage sind, unter den
extremen Bedingungen in Erdéllagerstitten zu tiberleben. Organismen wie Stamm TD3 konnten
daher durchaus fiir die beobachtete, wahrscheinlich durch Mikroorganismen verursachte
Veriinderung von verschiedenen Roholen in Erdollagerstitten verantwortlich sein (Connan et al.,
1994).

Die Untersuchung unterschiedlicher Standorte mit ihren diversen Bedingungen auf das
Vorkommen und die Aktivitit von sulfatreduzierenden kohlenwasserstoffverwertenden Bakterien
wiire sicherlich eine interessante Arbeit, deren Ergebnisse gerade auch im Hinblick auf die mit der
H,S-Bildung verbundenen Probleme der Erdolindustrie (vgl. \"\A.6.3.5) angewandte Bedeutung
hitten. Modellorganismen wie Stamm TD3 konnten dabei fiir die Entwicklung von artspezifischen
Oligonukleotidsonden dienen, mit deren Hilfe in situ-Hybridisierungen beispielsweise in
Biofilmen in Erdolforderanlagen moglich wiiren. Auf diese Weise konnte die Bedeutung derartiger
Organismen an diesen Standorten iiberpriift werden.

Wie bereits in Abschnitt A.6.3.1 dargelegt wurde, kann man die Aktivitidt von
sulfatreduzierenden Bakterien daran erkennen, daB der gebildete Schwefelwasserstoff relativ zu
Sulfat hohere Anteile des leichteren 32S-Isotops enthilt als durch abiotische Prozesse gebildeter
Schwefelwasserstoff. Untersuchungen der Verteilung der Schwefelisotopen in H)S in
verschiedenen Erdollagerstitten ergaben einen deutlichen Hinweis auf einen biogenen Ursprung
des Sulfids hauptsichlich in Lagerstitten mit Temperaturen bis 60°C. Erdollagerstitten sind héufig
eng mit Schwefellagerstitten verkniipft, welche eine wichtige Quelle fiir die Gewinnung
elementaren Schwefels darstellen. Etwa die Hlfte der weltweiten Produktion von etwa 32 Mio.t
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pro Jahr stammen aus bioepigenetischen Schwefellagerstitten. Diese entstanden typischerweise an
Orten, wo Gips (CaSO4-2H,0) oder Anhydrit (CaSOy) tiber Erdolformationen vorkamen, und an
Spalten, in denen Wasser Zutritt zu beidem hatte. Modelle zur Entstehung dieser
Schwefellagerstitten gehen von einer mikrobiellen Oxidation von Substanzen aus dem Erddl aus,
gekoppelt mit der Reduktion von Sulfat zu Schwefelwasserstoff. Gips wurde durch den Verbrauch
von Sulfat und das entstehende Carbonat zu Calcit (CaCO3) umgesetzt und der entstehende
Schwefelwasserstoff moglicherweise durch Sulfat oder durch Sauerstoff zu elementarem Schwefel
oxidiert (Ruckmick et al., 1979). Durch Messung der Schwefelisotopen wurde eine deutliche
Anreicherung des leichteren Isotops 32S in diesen bioepigenetischen Schwefellagerstitten, also ein
biogener Ursprung des Schwefels, gezeigt. Uber die an diesem ProzeB moglicherweise beteiligten
Mikroorganismen herrschten bislang allerdings nur sehr vage Vorstellungen. Der in dieser Arbeit
isolierte Sulfatreduzierer, Stamm TD3, steht jetzt als ein Modellorganismus zur Verfiigung, mit
dem das Modell zur Entstehung der bioepigenetischen Schwef ellagerstéitt'en mit
Kohlenwasserstoffen als organischen Substraten unterstiitzt werden kann.

Im Zusammenhang mit der anaeroben Verwertung von Rohél stellt sich die Frage, warum
Alkane und aromatische Kohlenwasserstoffe in den meisten Rohdlen nach der Lagerung iiber
geologische Zeitriume noch immer in signifikanten Mengen vorhanden sind. Dies liegt
wahrscheinlich an den ungiinstigen Wachstumsbedingungen in den Lagerstitten. Bakterielles
Wachstum erfolgt nur in einer ausreichenden Wasserphase im Kontakt zum Rohol. Desweiteren
muB eine ausreichende Versorgung mit Sulfat als Elektronenakzeptor gegeben sein. Die
gemessenen Sulfatkonzentrationen im Formationswasser sind haufig sehr niedrig und liegen unter
1 mM (Barth, 1991; Belyaev et al., 1991). Die Diffusion von Substanzen im Rohdl ist héufig
durch die Adsorption an porises Gestein eingeschrinkt und sie sind daher fiir einen bakteriellen
Angriff weniger gut zugénglich. AuBerdem ist zu vermuten, daB viele der seit der Bildung in den
Lagerstitten lebenden Mikroorganismen aufgrund mangelnder Substrate (Elektronenakzeptoren)
und der sich i#indernden Temperaturen iiber geologische Zeitriume abgestorben sind (Rabus et al.,
1996).

D.5.2 Hypothese der unterschiedlichen Zugéinglichkeit verschiedener
n-Alkane im Erdol

Die Priifung der weiteren anaeroben, alkanverwertenden Bakterienisolate auf ein Wachstum mit
Rohol ergab, dal Stamm Hxd3 nur sehr langsam unter Bildung von etwa 7 mM Sulfid innerhalb
von 3 Monaten wuchs. Bei den Stimmen Pnd3 und HdN1 wurde kein Wachstum festgestellt,
obwohl die verwendeten Rohéle nicht toxisch fiir diese Stimme waren (vgl. C.6.3.1 und C.6.3.2)
und ausreichende Mengen an ldngerkettigen #-Alkanen vorhanden waren (siehe Abb. 29 und Abb.
32). Diese drei Bakterienstimme haben gemeinsam, daB sie nur auf langerkettigen n-Alkanen
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wachsen. Stamm Hxd3 verwertet Alkane mit einer Kettenlinge von Cy3 - C30, die Stimme Pnd3
und HdN1 bendtigen Alkane mit einer Kettenldnge von mindestens Cj4. Eine Erklirung dafiir, daB
diese Stimme nicht auf Erdol wachsen konnen, wire, daB die ldingerkettigen Alkane in einem
Substratgemisch wie Erdal fiir die Bakterien schwerer zugtinglich sind als die kurzketti gen. Mit
Stamm Pnd3 wurde beobachtet, daB Hexadecan fiir die Bakterien in Kulturen mit Erd6lzusatz
schwerer zuginglich war als ohne Zusatz von Erdsl (vgl. C.6.3.1). Dies konnte neben der
postulierten verminderten Zugénglichkeit zum Substrat allerdings auch mit einer toxischen
Wirkung des Erdols auf das Zellwachstum erklirt werden, da die Zellen bei der Verwertung von
unldslichen Substraten auf die direkte Anheftung an das Rohtl angewiesen sind. Bei den Stimmen
TD3 und OcN1 konnte allerdings keine derartige Giftigkeit des Rohols festgestellt werden.

Ein weiteres Indiz fiir die schlechtere Zugiinglichkeit von langkettigen Substanzen in

unloslichen Trigerphasen ergab sich aus Versuchen mit Stamm HdN1. Durch Verdiinnung der

‘langkettigen Substrate Hexadecan und 1-Phenyltridecan in HMN war das Wachstum von Stamm
HdN1 stark verlangsamt im Vergleich zum Wachstum auf den Reinsubstanzen (vgl. C.6.1.2,
C.6.2). Das Wachstum auf den kiirzerkettigen unlslichen Substraten Decanal oder 1-Octanol, die
ebenfalls in HMN verdiinnt wurden, war demgegentiber relativ schnell.

Die Vermutung, daB Alkane mit kiirzeren Kettenlingen als etwa Cj3 generell fiir
Mikroorganismen in Erdol leichter zuginglich sind als lingerkettige, wird auch durch Experimente
mit dem denitrifizierenden Stamm OcN1 unterstiitzt, der anaerob n-Alkane im Bereich von
Cg- Cy2 verwertet. Dieser Stamm zeigte, wie Stamm TD3, ebenfalls recht gutes Wachstum auf
Erdol. Gaschromatographische Untersuchungen des Erdols nach Wachstum von Stamm OcN1
ergaben, daB n-Alkane von Csg - Cyg fast vollstindig verbraucht waren, wihrend Undecan und
Dodecan teilweise verschwunden waren. Stamm OcN1 ist das erste denitrifizierende Bakterium,
das nachweislich n-Alkane unter anoxischen Bedingungen aus Roh&l verwerten kann.

\
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E. Zusammenfassung

1. Aus einer Anreicherung mit Sediment aus dem Guaymas Becken (Golf von Kalifornien) als
Inoculum und mit n-Decan als Substrat wurde eine Reinkultur eines bislang unbekannten
thermophilen sulfatreduzierenden Bakteriums, Stamm TD3, gewonnen. Dieser Stamm war zur
vollstéindigen Oxidation von n-Alkanen der Kettenléingen Cg - Cj¢ unter strikt anoxischen, moderat
thermophilen Bedingungen (60 °C) mit Sulfat als Elektronenakzeptor fhig.

2. Die phylogenetische Einordnung von Stamm TD3 aufgrund der 16S rRNA-Sequenz ergab eine
Zugehorigkeit zur 8-Gruppe der Proteobakterien. Es wird vorgeschlagen, dieses neue

Bakterienisolat als Desulfothermus naphthae gen. nov., sp. nov. zu bezeichnen.

3. Ein neuer Stoffwechseltyp wurde durch zwei Neuisolate denitrifizierender Bakterien, die
Stimme HdN1 und OcN1, beschﬁeben, die durch die anaerobe Oxidation von n-Alkanen mit
Nitrat als terminalem Elektronenakzeptor wuchsen. Unter anoxischen Bedingungen mit Nitrat
verwertete Stamm HdN1 Alkane mit einer Kettenlidnge von C14 - Czp. Stamm OcN1 wuchs unter
anoxischen Bedingungen auf Alkanen mit einer Kettenléinge von Cg - Cj2. Eine Bilanzierung der
Hexadecanverwertung von Stamm HdAN1 unter strikt anoxischen, reduzierenden Bedingungen mit
Nitrat als Elektronenakzeptor ergab, dal nach der Inkubation 98 % des in limitierender Menge
zugesetzten Hexadecans vollstindig oxidiert worden waren; gleichzeitig wurde Nitrat reduziert.

4. Die Sequenzierung der 16S rRNA von Stamm HdN1 ergab eine Einordnung dieses Stammes in
die y-Gruppe der Proteobakterien. Zur Benennung dieses Stammes wird vorgeschlagen, es als
Oleomonas alkani gen. nov., sp. nov zu bezeichnen. Der Stamm OcN1 wurde aufgrund seiner
16S rRNA-Sequenz in die B-Gruppe der Proteobakterien eingeordnet. Es wird vorgeschlagen,
diesen Stamm als Azoarcus petrolei sp. nov. zu bezeichnen.

5. Alle in dieser Arbeit beschriebenen alkanabbauenden Neuisolate zeigten neben der anaeroben
Oxidation von Alkanen ebenfalls gutes Wachstum auf Monocarbonsiduren. Stamm HdN1 wuchs
desweiteren auf 1-Alkenen, priméren und sekundiren Alkoholen und Aldehyden. Stamm OcN1
wuchs auf primiren Alkoholen und Aldehyden, jedoch nicht auf 1-Alkenen. Stamm TD3
verwertete weder 1-Alkene noch primire Alkohole oder Aldehyde. 1-Alkene bewirkten in den
Stimmen OcN1 und TD3 eine spezifische Hemmung der anacroben Alkanverwertung.

6. Beide denitrifizierenden Isolate, die Stimme HdN1 und OcN1, konnten Alkane ebenfalls unter
oxischen Bedingungen ohne Nitrat angreifen. Die Kettenldngenspezifitit der verwertbaren Alkane
unterschied sich bei beiden Isolaten unter oxischen und anoxischen Bedingungen.
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7. Induktionsstudien ergaben, daB die Fihigkeit zur anaeroben Alkanoxidation in Stamm OcN1
und vermutlich auch in Stamm HdN1 beim Wachstum auf Monocarbonszuren nicht exprimiert

wurde. Es handelt sich demnach um ein induzierbares Enzymsystem.

8. Die Analyse der Zellfettsduren von den Stimmen HdN1 und Pnd3 ergab, daB sowohl auf
Monocarbonsiuren als auch auf Alkanen gewachsene Zellen vorwiegend solche Zellfettsiuren
enthielten, die wie das jeweilige Substrat eine gerade oder ungerade Anzahl an C-Atomen in der
Kette hatten. Die bei Stamm Hxd3 gefundenen Hinweise, daB spezifisch nach dem Wachstum auf
Alkanen die C-Kette der Zellfettsiuren bezogen auf die Kettenléinge des Wachstumssubstrats
terminal um eine C;-Einheit verindert war, trafen fiir die Stimme HdN1 und Pnd3 nicht zu.

9. Stamm HdN1 zeigte als erstes Bakterienisolat anaerobes Wachstum auf einem langkettigen
Phenylalkan mit ausschlieBlicher Verwertung der aliphatischen Seitenkette. Der Nachweis von
Benzoat als Endprodukt ist ein weiterer Hinweis, daB die fiir Stamm Hxd3 postulierte terminale
Verlingerung eines Alkans um eine Cy-Einheit bei der Aktivierung fiir Stamm HdN1 nicht zutrifft.

10. Erstmalig wurde mit der Reinkultur eines sulfatreduzierenden Bakteriums, Stamm TD3, ein
strikt anaerobes Wachstum durch eine Oxidation von n-Alkanen aus Erdol gezeigt.
Gaschromatographische Analysen des Rohols nach Wachstum von Stamm TD3 ergaben, daB
ausschlieBlich solche n-Alkane aus dem Ol abgebaut wurden, die von diesem Bakterienisolat auch

als Reinsubstanzen in Substrattests verwertet wurden.

11. Der neu isolierte Denitrifizierer, Stamm OcN]1, ist das erste SiiBwasserisolat, welches
n-Alkane aus Erdol unter anoxischen Bedingungen mit Nitrat als Elektronenakzeptor oxidiert. Die
gaschromatographische Analyse des Rohols nach Wachstum von Stamm OcN1 zeigte wiederum,
daB spezifisch jene Alkane oxidiert wurden, die auch alé Reinsubstanzen unter anoxischen

Bedingungen verwertet wurden.
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G. Anhang: Vorschlag zur Beschreibung der Neuisolate

G.1 Description of Desulfothermus naphthae gen. nov., sp. nov.
(suggested)

Description of Desulfothermus gen. nov.

De.sul.fo.thermus. L. pref. de from; L. n. sulfur sulfur; Gr. adj. thermus hot; M.L. masc. n.
Desulfothermus sulfate reducer living in hot places.

Cells forming slightly curved rods that are slowly motile. Strictly anaerobic, sulfate reducing

bacteria growing at moderately thermophilic conditions.

Desulfothermus belongs to the delta subgroup of Proteobacteria.

Description of Desulfothermus naphthae sp. nov.

naph'thae Gr. fem. naftha naphtha, crude oil; M.L. n. naphthae meant to indicate the ability to

oxidize crude oil

Cells are slightly curved, slowly motile rods, about 2 - 3.5 pm in length and 0.8 - 1 pm in width.
Multiplication occurs by binary fission. May grow as individual cells or as compact clumps. Cells
tend to stick at hydrophobic surfaces.

Obligately chemotrophic and strictly anaerobic. Grows chemoheterotrophically by using n-alkanes
from Cg to Cyg or monocarboxylic acids from Cy to Cjg. Sulfate and thiosulfate are used as

electron acceptors.

Optimum pH, 6.5 - 6.8. Optimum growth temperature, 60 - 65 °C. The G+C content of the DNA
is 37.4 mol%.

Habitat: Type strain was isolated from sediment of Guaymas Basin / Gulf of California.
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G.2 Description of Oleomonas alkani gen. nov., sp. nov.
(suggested)

Description of Oleomonas gen. nov.

O.le.o'mo.nas L. n. oleum oil; Gr. fem. n. monas unit, monad, cell; M.L. fem. n. oleomonas oil

utilizing cell.

Rod-shaped motile cells. Facultatively anaerobic bacteria; nitrate can be used as electron acceptor.
Catalase positive. Accumulate storage compounds, probably long chain carbon compounds. Cells

do not contain poly-8-hydroxyalkanoates.

Oleomonas belongs to the gamma subdivision of Proteobacteria.

Description of Oleomonas alkani sp. nov.

al.ka.ni L. n. alkanum alkane; M.L. n. alkani because the organism was isolated with n-alkanes as

sole electron donors and carbon sources.

Cells are rod-shaped, about 1.5 - 2.5 pm in length and 0.5 pm in width. Cells are motile. May

grow as individual cells or as compact clumps.

Obligately chemotrophic and facultatively anaerobic. No vitamins are required. Molecular oxygen,
nitrate, nitrite and dinitrogen oxide are used as electron acceptors. Cells are catalase positive.
Anaerobic growth with nitrate as electron acceptor was observed on n-alkanes from Cy4 to Cyg,
1-alkenes, 1-phenyl-tridecane, primary and secondary alcohols, aldehydes, monocarboxylic acids
and pyruvate.

Optimum pH, 6.8 - 7.2. Optimum growth temperature, 28 - 30°C. The G+C content of the DNA is
53.8 mol%.

Habitat: Type strain was isolated from a municipal sewage plant (Lintel / region of Bremen).
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G.3 Description of Azoarcus petrolei sp. nov. (suggested)

pe'tro.le.i Gr. n. petreleo petroleum, crude oil; M.L. n. petrolei indicating that the organism is able
to grow on crude oil

Cells are curved, highly motile rods, about 1 - 2 pm in length and 0.5 pm in width. Wy grow as
individual cells or as compact clumps. Cells tend to stick at hydrophobic surfaces.

Obligately chemotrophic and facultatively anaerobic. Molecular oxygen, nitrate, nitrite and
dinitrogen oxide are used as electron acceptors. Cells are catalase positive. Anaerobic growth with
nitrate as electron acceptor was observed on n-alkanes from Cg to Cy, primary alcohols,
aldehydes and monocarboxylic acids. In addition, growth occurs with lactate, pyruvate, fumarate
and malate under anoxic conditions in the presence of nitrate.

Optimum pH, 7.2 - 7.8. Optimum growth temperature, 30 - 32°C. The G+C content of the DNA is
63.1 mol%.

Habitat: Type strain was isolated from ditch mud collected in Bremen.
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