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Einleitung

In einem Ol-Wasser-Separator eines norddeutschen Olfeldes hatte eine Bildung

von Schwefelwasserstoff bereits uber mehrere Jahre Probleme durch

Kontamination des Ols, Geruchsbelastigung und Ausfallung von Eisensulfid

verursacht. Der Nachweis von hohen Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien in

der Wasserphase des Ol-Wasser-Separators fUhrte zu dem SchluB, daB eine

biologische Sulfatreduktion die Ursache der Sulfidbildung war (Cord-Ruwisch et

aI., 1986). Da weder biologisch abbaubare Olfeldchemikalien noch molekularer

Sauerstoff, der zu einer bakteriellen Bildung organischer Sauren aus

Kohlenwasserstoffen fuhren kann, in das System gelangt waren, muBten

Bestandteile des Rohols anaerob abgebaut worden sein. Die sulfatreduzierenden

Bakterien wurden zunachst mit Acetat und Benzoat, also polaren Verbindungen,

nachgewiesen. Daruber hinaus wurde jedoch auch eine sulfatreduzierende

Anreicherung mit olhaltigen Asphaltenausfallungen erhalten. Dies fuhrte zu der

Vermutung, daB auch Kohlenwasserstoffe, die Hauptbestandteile des Erdols,

anaerob abgebaut werden konnen. Die Moglichkeit eines anaeroben Abbaus von

gesattigten Kohlenwasserstoffen war zuvor sehr umstritten. Tatsachlich wurde

dann aus der Anreicherung mit olhaltigen Asphaltenpartikeln ein sulfat

reduzierendes Bakterium isoliert, das in Abwesenheit von Sauerstoff auf Alkanen

mit einer Kettenlange von C12 bis C20 wuchs (Aeckersberg, 1989).

1. Alkane

1.1. Eigenschaften und Reaktionen von Alkanen

Von allen organischen Verbindungen zeigen Alkane das geringste

Reaktionsvermogen, wie auch die altere Bezeichnung Paraffine besagt (Iat. parum,

wenig; affinis, geneigt). Dies ist darauf zuruckzufUhren, daB Alkane nur

unpolarisierte (J - Bindungen enthalten, die aufgrund ihres niedrigen

Energieniveaus und der Lokalisation der Bindungselektronen thermodynamisch

und kinetisch sehr stabil sind. Alkane reagieren daher entweder nur unter sehr

extremen Bedingungen, wie sie bei der Verbrennung und Pyrolyse herrschen,

oder mit extrem reaktiven Verbindungen, wie photolytisch hergestellten

Halogenradikalen, molekularem Fluor oder Supersauren. Die meisten dieser
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Reaklionen verlaufen Ober radikalische Zwischenprodukle, da C-H- oder C-C

Bindungen durch ihre ApolariliH eine homolytische Spallung begOnsligen.

Bei chemischen Synlhesen sind radikalische Reaktionen schwer zu

konlrollieren und fOhren in der Regel zu Gemischen von verschiedenen Produkten.

Deshalb wurde verslarkl nach Katalysatoren gesucht, die eine gezielte Umsetzung

von Alkanen zu definierten Produkten unter milden Bedingungen erlauben. Ais

geeignete Katalysatoren erwiesen sich Komplexe von Obergangsmetallen, wie

Rhodium, Rhenium, Osmium oder Iridium. Mit diesen konnten Alkane bei

Temperaluren unterhalb von 100°C gezielt zu Alkenen (Baudry et aI., 1983),

Aldehyden (Sakakura und Tanaka, 1987) oder Alkylhalogeniden (Janowicz und

Bergmann, 1982) umgesetzl werden. Primare C-H-Bindungen wurden mil hbherer

Rate umgeselzl als sekundare und tertiare, was gegen ein Alkylradikal als

Zwischenprodukt spricht. Vielmehr wurde die C-H-Bindung des Alkans durch

Insertion von koordinativ ungesalligten Metallzentren aktiviert. Der Mechanismus

wurde als oxidative Addition beschrieben, wobei formal ein Hydridion und ein

Carbanion den Obergangsmelallkomplex ligandieren (GI. 1; L = Ligand, M =
Metallzentrum).

[ L- ] M+HCR 3 -[ L-] M....
H

n n 'CR
3

(G1. 1)

In weileren Reaktionen wurde der Alkylresl zu Aldehyden, Alkenen oder

Alkylhalogeniden umgesetzt. Obergangsmelallkomplexe sind fOr die Aklivierung

von vbllig unpolarisierten C-H-Bindungen besonders geeignel, weil ihre
Grenzorbitale oft ein ahnliches Energieniveau besitzen wie die bindenden cr- oder

anlibindenden cr· -MolekOlorbilale der C-H-Bindung. AuBerdem handelt es sich bei

den Grenzorbitalen von Obergangsmetallkomplexen um ausgedehnte

Hybridorbitale, die relaliv gut mit den schwer zuganglichen MolekOlorbitalen der C

H-Bindung Oberlappen kbnnen (Saillard, 1990).

Auch Komplexe von Melallen der drillen Nebengruppe katalysieren eine

Umsetzung von Alkanen unter milden Bedingungen. Watson (1983) konnte einen

Melhanaustausch an einem Lanthanidenkomplex zeigen (GI. 2; Cpo =
Penlamelhylcyclopentadienyl).

(GI. 2)
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Periana (1993) konnte kOrzlich zeigen, daB CH4 in konz. H2S04 bei 180°C in

Gegenwart von Hg2+-lonen zu Methylbisulfat umgesetzt wird (GI. 3).

Hg2+- (G1. 3)

Die Aktivierung von CH4 erfolgte vermutlich nicht durch oxidative Addition eines

Metallkomplexes, sondern durch eine elektrophile Verdrangung eines Protons

durch Hg2+. DafOr sprechen Versuche, in denen ein Deuteriumeinbau in Methan

mit deuterierter Schwefelsaure unter Katalyse von Hg2+ gezeigt wurde (GI. 4).

(G1. 4)

So wurde die Reaktionsgeschwindigkeit durch Zusatz von basischen Gegenionen

zu Hg2+ erh6ht. Ahnliche Reaktionen, in denen Methan vermutlich durch

elektrophile Verdrangung eines Protons aktiviert wird, werden durch Pd2+ (Gretz,

1987), C0 3+ (Vargaftik, 1990) und Pt2+ (Shilov, 1984) katalysiert.

Auch in biologischen Systemen werden Reaktionen von unpolarisierten

(J- Bindungen unter Beteiligung von Obergangsmetallkomplexen katalysiert.

Beispiele hierfOr sind B12- und S-Adenosylmethionin-abhiingige Reaktionen sowie

Alkan-Monooxygenase und Methan-Monooxygenase-Reaktionen. In diesen

Reaktionen werden die unpolarisierten C-H-Bindungen, anders als bei der

Methanoxidation unter Hg2+-Katalyse, homolytisch gespalten, d. h. die

biologischen Reaktionen verlaufen radikalisch.

1.2. Vorkommen von Alkanen

Gesattigte Kohlenwasserstoffe sind Hauptbestandteile des Erd6ls; n-Alkane,

verzweigte und cyclische Alkane hatten bei 517 untersuchten Roh61en einen

durchschnittlichen Anteil von 57,2 % (Tissot und Welte S. 381, 1984).

In geringen Mengen sind gesattigte Kohlenwasserstoffe auch in rezenten

Sedimenten enthalten. So wurden z. B. in den Sedimenten des Greifensees

(Schweiz) ca. 200 ~g Alkan pro 9 Sediment gefunden (Giger et aI., 1980). Die in

Meeres- oder SOBwassersedimenten gefundenen Alkane haben Oberwiegend

Ketten mit ungerader Anzahl von C-Atomen, was auf die Herkunft der Alkane

hinweist. Wenn n-C 15 und n-C 17-Alkane Oberwiegen, stammen diese aus
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sedimentiertem Phytoplankton. Aigen enthalten 0,0008 - 0,012 % Alkane (Blumer

et aI., 1971); in Cyanobakterien machen Alkane sogar 0,05 - 0,12 % des

Trockengewichts aus (Winters et aI., 1969). Dagegen stammen Alkane mit

ungerader Anzahl an C-Atomen in einem Ketlenlangenbereich von C25 bis C33

aus den Oberflachenwachsen haherer Landpflanzen. Neben den direkt im

Phytoplankton oder in hOheren Pflanzen gebildeten Alkane werden auch aus

hOheren Pflanzen oder Phytoplankton stammende langkettige Alkohole oder

Fetlsauren kannen im Sediment durch Defunktionalisierungsreaktionen zu

Alkanen umgesetzt. DarOber hinaus gelangen groBe Mengen von Alkanen, die

aber keine Dominanz von ungeradzahligen Ketlenlangen aufweisen, durch

Verschmutzungen mit Rohal in Sedimente oder andere nalOrliche Habitate. Der

jahrliche Oleintrag aus Tankerhavarien, normalem Schiffsverkehr, hiiuslichen

Abwassern, Unfallen auf Olplatlformen oder auch aus unterseeischen natOrlichen

Olquellen betragt ca. 3x106 t (Poremba und Gunkel, 1994). Neben den genannten

Aigen und haheren Pflanzen enthalten auch andere Organismengruppen Alkane.

In Bakterien der Gallung Micrococcus machen Alkane 0,7 bis 35 % der gesamten

Zellipide aus; Pilzsporen enthalten 0,004 - 0,015 % Alkane; in Vertebraten

kommen Alkane in den Myelinscheiden der peripheren Nervenfasern vor

(Cheesebrough und Kolatlukudy, 1988). Pristan wurde in der Leber von Haifischen

gefunden (Hillen, 1992; S. 3618).

Eine Besonderheit bezOglich des Kohlenwasserstoffgehalles stellt die

einzellige GrOnalge Botryococcus braunii dar, deren Trockenmasse zu bis zu

86 % aus Kohlenwasserstoffen bestehen kann. Diese setzen sich hauptsachlich

aus mehrfach ungesalligten verzweigten Kohlenwasserstoffen, die Botryococcene

genannt werden, und geringen Mengen von Alkanen zusammen. Die Aigen bilden

WasserblOten, die aufgrund ihres hohen Kohlenwasserstoffgehaltes auf der

Wasseroberflache schwimmen und daher leicht in KOstenbereichen angespOlt

werden. Weil Kohlenwasserstoffe im Erdal aus russischen und australischen

Lagerstallen Strukturhomologien zu Botryococcenen zeigen, wird eine Beteiligung

von Botryococcus-WasserblOten an der Entstehung dieser Lagerstatlen vermutet

(Birch und Bachofen, 1984; Poremba und Gunkel, 1994).
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1.3. Bildung von Alkanen in biologischen Systemen

Die Synthese von hOheren Alkanen in Organismen verlauft Ober langkettige

Fettsauren als Zwischenprodukte, die zu den entsprechenden Aldehyden reduziert

werden. Diese werden Ober eine Decarbonylierungsreaktion zu einem Alkan

umgesetzt (GI. 5).

(G1. 5)

Diese Reaktionen wurden erstmalig in hoheren Pflanzen (Cheesbrough und

Kolattukudy, 1984) nachgewiesen und danach auch in Vertebra ten (Cheesbrough

und Kolattukudy, 1988) und GrOnalgen (Dennis und Kolattukudy, 1992) gefunden.

Methan wird als ein Endprodukt des dissimilatorischen Stoffwechsels von

methanogenen Bakterien gebildet. Diese disproportionieren dabei ein sehr

begrenztes Spektrum von Substraten mit Methylgruppen, wie Acetat, Methanol

oder Methylamine, zu Methan und C02 oder reduzieren C02 mit H2 oder Formiat

zu Methan (Mah et aI., 1977). In geringen Mengen wird Methan auch von allen

Bakterien gebildet, die eine CO-Dehydrogenase besitzen (Minimethanbildung)

(Schauder et aI., 1986). Vermutlich ist das gebildete Methan ein Nebenprodukt der

CO-Dehydrogenase-Reaktion, in deren Veri auf eine aktivierte Methylgruppe

entsteht und zu einem geringen Teil zu Methan umgesetzt wird .

Ethan entsteht vermutlich als Nebenprodukt der Methanbildung durch

Methanbakterien (Oremland, 1981).

2. Mikrobieller Abbau von Alkanen in Gegenwart von Sauerstoff

Bereits 1895 berichtete Miyochi (Miyochi, 1895) vom Wachstum des Pilzes Botrytis

cinerea auf Paraffin. Seitdem sind viele Arten von Bakterien, Hefen und Pilzen

beschrieben worden, die in Gegenwart von Sauerstoff auf Alkanen wachsen (fOr

eine Ubersicht siehe BOhler und Schindler, 1984; Britton, 1984).
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Sauerstoff erfOlit beim aeroben Abbau von Alkanen eine Doppelfunktion. Er

dient erstens als Reaktionspartner in der initialen Oxidationsreaktion des

Alkanabbaus. Eine mischfunktionelle Monooxygenase katalysiert dabei die

Oxidation eines Alkans mit 02 zum entsprechenden primaren Alkohol (GI. 6).

R-CH3 + 02 + NAD(P)H + H+ - R-CH20H + H20 + NAD(P)+ (GI. 6)

Zweitens ist Sauerstoff terminaler Elektronenakzeptor bei der Oxidation der

organischen Substrate. Dabei erm6glicht sein stark positives Redoxpotential (Eo' =
+0,81 V) eine groBe Energieausbeute. Damit die sehr stabile und unpolare C-H

Bindung der Alkane angegriffen werden kann, muB das kinetisch stabile 02

MoiekOI in eine sehr reaktive Sauerstoffspezies OberfOhrt werden. Durch partielle

Reduktion von 02 an einem Obergangsmetallzentrum oder einem Flavin wird das

MoiekOI unter Bildung von H20 gespalten. Bei metallhaltigen Monooxygenasen

bleibt ein hochreaktives Sauerstoffatom am Metallzentrum gebunden und

radikalisiert unter homolytischer Spaltung einer primaren C-H-Bindung das Alkan;

das entstandene gebundene OH-Radikal verbindet sich dann mit dem Alkylradikal

(Abb. 1). Der so gebildete primare Alkohol wird durch Alkohol- und Aldehyd

Dehydrogenase-Reaktionen zu der entsprechenden Feltsaure umgesetzt, welche

Ober die Reaktionen der p-Oxidation weiter abgebaut wird. Die einleitende

Hydroxylierung von Alkanen wurde in Bakterien (Stewart et aI., 1959), Hefen

(Souw et aI., 1977) und Schimmelpilzen (Hoffmann und Rehm, 1976)

nachgewiesen.

Neben der erwahnten terminalen Oxidation werden Alkane durch

Monooxygenasereaktionen auch subterminal unter Bildung von sekundaren

Alkoholen (Rehm und Reiff, 1982) und diterminal unter Bildung von a,ro-Diolen

oder ro-Hydroxycarbonsauren oxidiert (Kester und Foster, 1963).

Altere Arbeiten enthalten Hinweise auf Alkylperoxide (R-CH200H) als

Intermediate des aeroben Alkanabbaus (Stewart et aI., 1959; Finnerty et aI., 1962).

Die einleitende Oxidationsreaktion wOrde dann nach einem Dioxygenase

Mechanismus verlaufen. Allerdings konnten Alkylperoxide bisher nicht als freie

Intermediate isoliert werden (Britton, 1984).
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Abb 1: Mechanismus der durch Cytochrom P450 katalysierten Hydroxylierung von Alkanen
(rnodifiziert nach Frey, 1990)_

3. Mikrobieller Abbau von Alkanen in Abwesenheit von Sauerstoff

Lange Zeit war umstrillen, ob Verbindungen, die unter aeroben Bedingungen uber

initiale Oxygenase-Reaktionen abgebaut werden, aueh in Abwesenheit von

Sauerstoff oxidiert werden kbnnen_ Zwar sind viele Abbaureaktionen unter

anaeroben Bedingungen in Gegenwart alternativer Elektronenakzeptoren, von

denen N03-' Fe(III), S042- und HC03- die wiehtigsten sind, moglieh_ Doeh blieb

zunaehst unklar, ob alternative Reaktionen in Abwesenheit von Sauerstoff aueh die

initialen Oxygenase-Reaktionen ersetzen kbnnen, Insbesondere aus

bioehemiseher Sieht wurde bezweifelt, ob die ehemiseh relativ inerten

Kohlenwasserstoffe uberhaupt ohne Beteiligung von Sauerstoff abgebaut werden
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k6nnen. Allerdings erschienen Ende der 80er Jahre Berichte uber einen

anaeroben Abbau von aromatischen Kohlenwasserstoffen in

Anreicherungskulturen (Vogel und Grbic-Galic, 1986; Grbic-Galic und Vogel, 1987;

Kuhn et aI., 1988). Schlief3lich wurden Reinkulturen eisenreduzierender (Lovely et

aI., 1989), nitratreduzierender (Dolling et al.. 1990; Schocher et aI., 1991; Evans et

aI., 1991; Altenschmidt und Fuchs, 1992) und sulfatreduzierender (Rabus et aI.,

1993) Bakterien beschrieben, die Toluol in Abwesenheit von Sauerstoff abbauen.

Dagegen war noch bis vor kurzem umstritten, ob gesiHtigte Kohlen

wasserstoffe durch Mikroorganismen in Abwesenheit von Sauerstoff oxidiert

werden (Schink, 1988). Die Ergebnisse alterer Arbeiten (siehe A 3.1.) waren nicht

uberzeugend, da die verwendeten Kulturen wahrscheinlich nicht vollstandig

anoxisch waren oder eine Verwertung von Substratverunreinigungen nicht

ausgeschlossen werden konnte.

Thermodynamisch ist eine vollstandige Oxidation von gesattigten

Kohlenwasserstoffen mit N03- (GI. 7) oder S042- (GI. 8) als Elektronenakzeptor

oder unter methanogenen Bedingungen (GI. 9) m6glich:

ClOH22 + 12,4 N03- + 2,4 H+ - 10 HC03- + 6,2 N2 + 7,2 H20 (G1. 7)

1'1 GO' =-6117,3 kJ/mol Decan

ClOH22 + 7,75 S042- - 10 HC03- + 7,75 HS- + 2,25 H+ + H20 (GI. 8)

1'1G"' =-348,6 kJ/mol Decan

8 ClOH22 + 54 H20 - 62 CH4 + 18 HC03- + 18 H+ (GI. 9)

1'1G"' =-219,8 kJ/mol Decan

Somit liegt die Hauptschwierigkeit beim anaeroben Abbau von Alkanen in der

Oberwindung der hohen kinetischen Stabilitat der Molekule.

3.1. Arbeiten zum anaeroben Abbau von definierten gesattigten

Kohlenwasserstoffen

Anaerober Alkanabbau in Sedimenten

Nach anaerober Inkubation von 1- 14C-Hexadecan mit Seesedimenten landen
Ward und Brock (1978) 5,6 % der eingesetzten Radioaktivitat als 14C02 und 8,1 %
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in der partikularen Fraktion wieder. Allerdings wurde auch in mit Formaldehyd

behandelten Kontrollen ein ahnlich hoher Umsatz der Radioaktivitat beobachtet.

DELaune et al. (1980) fOhrten anaerobe Inkubationsexperimente mit 1_ 14C

Octadecan und anaeroben Sedimenten aus Salzwiesen unter einem kontrollierten

Redoxpotential von -200 mV durch. Nach 25 Tagen Inkubation wurden ca. 10 %

der eingesetzten Radioaktivitat als 14C 02 gefunden. In einem ahnlichen

Experiment setzten Hambrick et al. (1980) 1_ 14C-Octadecan mit Sedimenten aus

Salzwiesen unter einem Redoxpotential von -250 mV ein. 18,8 % der eingesetzten

Radioaktivitat konnten als 14C02 gefunden werden. Die Arbeiten von DELaune et

al. (1980) und Hambrick et al. (1980) lieferten somit gute Belege fOr eine anaerobe

Alkanoxidation in Sedimenten, da eine Umsetzung von 10 bzw. 18 % der

eingesetzten Radioaktivitat wahrscheinlich zu grof3 war, um durch

Verunreinigungen oder Fehlmarkierungen in den Alkanen verursacht worden zu

sein. Allerdings fehlen Angaben Ober die Reinheit der Substrate und den

m6glichen Anteil von Fehlmarkierungen. Auf3erdem wurden keine Sterilkontrollen

erwahnt. Giger (1980) inkubierte n-Heptadecan 80 Wochen lang anaerob mit

Seesedimenten (Greifensee, Schweiz). Eine gaschromatographische Analyse der
Ansatze zeigte, daf3 der Heptadecan-Gehalt von anfanglich 8 bis 9 Ilg/g auf

0,2 Ilg/g gesunken war. In einem Parallelansatz mit Phytan konnte keine

Abnahme des Kohlenwasserstoffes beobachtet werden. Der Nachweis einer

Abnahme des Heptadecans von Ober 90 % des ursprOnglich eingesetzten ist ein

Oberzeugender Beleg fOr einen anaeroben Heptadecanabbau in Sedimenten.

In einer anderen Arbeit mit Sedimenten (Mille et aI., 1988) konnte dagegen

kein Abbau von Kohlenwasserstoffen unter anaeroben Bedingungen gezeigt

werden. Nach Inkubation von Nonadecan, Eicosan, Pristan und Phenanthren mit

Standortproben in kontinuierlicher Kultur unter einem Sauerstoffpartialdruck von

0,2 bis 0,3 ppm verschwanden die zugesetzten Kohlenwasserstoffe nicht (Mille et

aI., 1988). Die Analyse der Kohlenwasserstoffe erfolgte gaschromatographisch.

Ebenso konnten Michaelsen et al. (1992) in mit marinen Sedimenten beimpften

Ansatzen einen Abbau von Hexadecan nur in Gegenwart von Sauerstoff (0,4 

80 % Sattigung) bestimmen. Ohne Sauerstoff erfolgte innerhalb des

Inkubationzeitraumes von 190 h kein Hexadecanabbau.

Sulfatreduzierende Rein- oder Mischkulturen

Sulfatreduzierende Anreicherungen und Reinkulturen von Desulfovibrio bildeten

wahrend der anaeroben Inkubation mit Tetradecan, Eicosan oder Docosan Sulfid
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(Novelli und ZoBell, 1944). Rosenfeld (1947) berichtete von sulfareduzierenden

Anreicherungen, die anaerob mit Hexadecan und anderen Kohlenwasserstoffen

Sulfat reduzierten. Dabei wurde eine vorObergehende Bildung von langkettigen

Fettsauren beobachtet. Allerdings blieben die damals verwendeten Kulturen

sulfatreduzierender Bakterien nicht erhalten. AuBerdem wurden die verwendeten

Anaerobentechniken nur unvollstandig beschrieben. Reduktionsmittel wurden

nicht erwahnt; die InkubationsgefaBe wurden mit Glasstopfen verschlossen. In

einer spateren Arbeit konnten Updegraf und Wren (1954) mit den von ZoBell

verwendeten Kulturen keinen anaeroben Abbau von Hexadecan oder Rohal mehr

zeigen.

In Zellsuspensionen von Desulfovibrio desulfuricans wurde in Gegenwart von

Octadecan Methylenblau schneller entfarbt als in Abwesenheit des Alkans.

AuBerdem wurde eine Sulfidbildung beobachtet (Davis und Yarbrough, 1966). In

einem zweiten Versuch bildeten Zellsupensionen von Desulfovibrio desulfuricans

14C02 aus zugesetztem 1_ 14C-Alkanen. Allerdings wurden nur 0,18 % der

eingesetzten Radioaktivitat in 14C02 OberfOhrt. Aus den quantitativen Angaben der

Autoren berechnet man, daB bei der Reduktion des Methylenblaus weniger als nur

0,1 % des eingesetzten Octadecans oxidiert werden konnten. Somit ware auch

maglich, daB aus dem Octadecan stammende Verunreinigungen zu den

beobachteten Reaktionen gefOhrt hatten. AuBerdem wurde berichtet, daB die

verwendete sulfatreduzierende Kultur mit Glucose wuchs, was auf eine

verunreinigte Kultur schlieBen laBt.

Nitratreduzierende Reinkulturen

Senez und Azoulay (1961) beschrieben eine Reduktion von Pyocyanin oder NAD+

in anaeroben Zellsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa in Gegenwart von

Heptan. In einer nachfolgenden Arbeit wurde 1- Hepten aus solchen

Zellsuspensionen isoliert (Choteau et aI., 1962). Deshalb wurde eine Heptan

Dehydrogenase-Reaktion, die zur Bildung von 1-Hepten fOhrt, postuliert. Aber die

weitere Oxidation von 1-Hepten zu Heptanal war sauerstoffabhangig, wobei eine

Epoxidierung von 1- Hepten vorgeschlagen wurde (Azoulay et aI., 1963).

Anaerobes Wachstum eines nitratreduzierenden Bakteriums, Pseudomonas

aeruginosa Stamm 196 Aa, auf Alkanen wurde erstmalig 1969 von Traxler und

Bernard (1969) berichtet. Ais Kohlenwasserstoffe wurden Octan oder Hexadecan

eingesetzt. Spater wurde die Reinigung einer Alkan-Dehydrogenase und einer

Aiken-Hydroxylase aus Zellen von Pseudomonas aeruginosa Stamm 196 Aa
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beschrieben (Parekh und Traxler, 1977). In anaeroben Enzymtests mit der

gereinigten Alkan-Dehydrogenase, Decan und NAD+ konnte

infrarotspektroskopisch die Bildung von 1- Decen gezeigt werden. AuBerdem

wurden Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenase im Zellextrakt gemessen. Allerdings

wurde von Atlas (1981) berichtet, daB diese Ergebnisse nicht mehr reproduziert

werden konnten. DarOber hinaus konnten Griffin und Traxler (1981) das zuvor

beschriebene anaerobe Wachstum von Pseudomonas aeruginosa auf Octan

(Traxler und Bernard, 1969) nicht reproduzieren. Vielmehr wurde gezeigt, daB der

Stamm anaerob nicht auf Octan, sondern auf Aminosauren wuchs, die in der

Vorkultur ausgeschieden worden waren. Ebenso erhielten Swain und Somerville

(1978) mit Pseudomonas aeruginosa und Bonin et al. (1992) mit Pseudomonas

nautica kein anaerobes Wachstum auf Alkanen. Diese wurden aber unter

erniedrigten SauerstoffpartialdrOcken bei gleichzeitig ablaufender Nitratreduktion

verwertet. Anaerobe Zellsuspensionen von Pseudomonas stutzeri verwerteten

1- Dodecanol und Dodecanal, nicht aber Dodecan und 1-Dodecen (Hansen und

Kallio, 1957). Somit blieb die Moglichkeit einer anaeroben Verwertung von

Alkanen durch nitratreduzierende Bakterien sehr umstritten.

3.2. Arbeiten zum anaeroben Abbau von ungesattigten aliphatischen

Kohlenwasserstoffen

1m Gegensatz zu den widersprOchlichen Ergebnisssen zum anaeroben

Alkanabbau wurde der anaerobe Abbau von ungesaltigten Kohlenwasserstoffen

eindeutig gezeigt.

Mit 1- Hexadecen und Squalen wurden methanogene Anreicherungen

erhalten. Nach 3 bis 4 Monaten Inkubation lieB die gebildete Methanmenge auf

eine Umsetzung von 78 - 91 % des eingesetzten 1- Hexadecens, bzw. von ca.

50 % des eingesetzten Squalens schlieBen (Schink, 1985a). Dagegen wurde mit

Hexadecan oder Heptadecan keine Methanbildung beobachtet. Gilevicz et al.

(1991) beschrieben eine anaerobe Oxidation von 1- Heptadecen durch eine

nitratreduzierende Reinkultur. In einem Wachstumsversuch wurden 22 % des

eingesetzten 1- Heptadecens umgesetzt. Dagegen wurden Alkane nur in

Gegenwart von Sauerstoff verwertet.

Die Ergebnisse von Schink (1985a) und Gilevicz et al. (1991) zeigen, daB

eine endstandige Doppelbindung den Abbau aliphatischer Kohlenwasserstoffe
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erleichtert. Vermutlich wird die Doppelbindung durch Hydratisierung zum primaren

Alkohol angegriffen, wie Schink (1985a) vorgeschlagen hat.

Der anaerobe Abbau des Aikins Acetylen durch das fermentative Bakterium

Pelobacter acetylenicus wurde von Schink (1985b) beschrieben.

4. Bedeutung des anaeroben Alkanabbaus bel der Erdolforderung

Ein anaerober Abbau von gesattigten Kohlenwasserstoffen Mtte fOr die

Erdblfbrderung groBe wirtschaftliche Bedeutung. Um die Rolle eines mbglichen

anaeroben Alkanabbaus dabei genau zu verstehen, ist es notwendig, zunachst auf

die Zusammensetzung des Erdbls und die Reservoirbedingungen einzugehen.

Zusammensetzung von RohOl

Beispiele fOr die wichtigsten im Rohbl vorkommenden Stoffgruppen sind in Abb. 2

dargestellt. Die Hauptbestandteile des Rohbls lassen sich in folgende Gruppen

einteilen:

(a) Gesattigte Kohlenwasserstoffe. Diese umfassen n-Alkane, verzweigte

Alkane und Cycloalkane (Naphthene); der durchschnittliche Anteil in 517

untersuchten Rohblen betragt 57,2 % (Tissot und Welte, 1984; S. 381).

(b) Aromatische Kohlenwasserstoffe. Diese Gruppe setzt sich aus reinen

Aromaten und polycyclischen Kohlenwasserstoffen, die mindestens einen

aromatischen Ring enthalten, zusammen. Der durchschnittliche Anteil betragt

28,6 %. In 87 % der untersuchten Rohble Iiegt der Anteil der Aromaten zwischen

20 und 45 %; in 10 % Iiegt dieser unter 20 %, in 3 % Liber 45 %.

(c) Harze und Asphaltene. Hierbei handelt es sich um hochmolekulare,

polycyclische Verbindungen, die N-, S- und O-Atome enthalten. Der

durchschnittlicher Anteil der Harze und Asphaltene betragt 14,2 %; allerdings kann

dieser in Schwerblen bis zu 60 % betragen. Dieser hohe Anteil ist auf den

selektiven mikrobiellen Abbau von Kohlenwasserstoffen zurOckzufOhren. Rohble,

die keinem mikrobiellen Abbau unterworfen waren, enthalten deutlich weniger

Harze und Asphaltene (0 - 40 %).

Neben den Hauptbestandteilen enthalt Rohbl auch geringe Mengen an

niedermolekularen N-, S- und O-haltigen Verbindungen. Beispiele fOr S-haltige

Verbindungen sind Benzothiophene, die bis zu 23,4 % der aromatischen Fraktion

ausmachen kbnnen (Tissot und Welte, 1984; S. 397). AuBerdem enthalt Rohbl
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n-Alkane und verzweigte Alkane

Heptan

2-Melhyl-3-Elhyl-Heptan

Nonacosan

2-Methylpentacosan

3-Melhylpenlacosan Phytan

Cyclische Alkane

o
Cyclohexan Dekalin Cholestan

Aromatische Kohlenwasserstoffe

o
Benzol 2,3,6-Trimelhylnaphlhalen 1.8-Dimelhylphenanthren 1-Methynluoren

co
Telrahydronaphthalen Alkyllelrahydrophenanlhren Melhylcyclopentanphenathren

Abb. 2a: Beispiele lOr Verbindungen der wichligsten im RaMI vorkommenden Stoffklassen
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Schwefehaltige Verbindungen

2·Bulanthiol

o
Thiacyclohexan

/S"-./

Melhylethylsulfid

~S
Ethyhhiophen Melhylbenzothiophen

Slicksloffhaltige Verbindungen

aCH, co Q-D1
4 -= ~,I

# 4
N N N

Methylpyridin Chinolin Carbazol

Sauersloffhallige Verbindungen

OH

()COOO Q-D ¢~ ~,I
0

CH3

Cyclohexancarbonsaure Dibenzofuran p-Cresol

Abb. 2b: Beispiele fUr Verbindungen der wichtigsten im RoMI vorkommenden Sloffklassen
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geringe Mengen an Thiolen, Thioethern und organischen Dialkylsulfiden. N-haltige

niedermolekulare Verbindungen sind z. B. Pyridine, Chinone und Carbazole, die

aber nur in geringen Mengen vorkommen. Die wichtigsten O-haltigen

Verbindungen im Roh61 sind gesattigte Fettsauren (Cl - C20) und

Cycloalkansauren. In jungen Roh6len kann der Anteil der Fettsauren bis zu 2,5 %

betragen. Daneben finden sich in Roh6len auch O-haltige aromatische

Verbindungen, wie Cresole, Phenol und Furanderivate.

Reservoirbedingungen

Fur mikrobielJe Aktivitaten in Erd6IJagerstatten sind Temperatur, Druck,

Redoxbedingungen und Salzgehalt des Porenwassers in den erd6ltragenden

Formationen von besonderer Bedeutung.

(a) Druck und Temperatur. Die Zunahme des Drucks mit der Tiefe liegt

zwischen dem hydrostatischen (10,5 kPa/m) und dem lithostatischen

Druckgradienten (22,6 kPa/m). In Olleldern, die bereits mit Hille von

Wasserinjektion im Zuge der sekundaren Olf6rderung ausgebeutet werden, folgt

der Druck in der Regel dem hydrostatischen Druckgradienten (Donaldson, 1989).

Ebenso wie der Druck nimmt auch die Temperatur mit der Tiefe zu. Der

geothermale Gradient betragt 18,2°C/km (Donaldson, 1989). In einem Olfeld mit

einer Oberflachentemperatur von 20°C ware also in 2 km Tiefe eine Temperatur

von 56°C und ein Druck von 21 MPa zu erwarten.

(b) Salzgehalt des Porenwassers. Auch der Salzgehalt steigt mit der Tiefe

nach einem Gradienten von ungefahr 50.000 ppm/km bis zur

Sattigungskonzentration, die bei ca. 350.000 ppm liegt (Donaldson, 1989). Die

vorherrschenden lonen sind, nach absteigender durchschnittlicher Konzentration

im Formationswasser geordnet, CI-, Na+, Ca2+, Mg2+, S042- und HC03-. In den

meisten Erd6IJagerstatten liegen die NaCI-Konzentrationen deutlich uber 100.000

mgt!.

(c) Redoxbedingungen. Erd6IJagerstatten sind normalerweise frei von

molekularem Sauerstoff. AlJerdings gelangt durch das Einleiten von

sauerstoffhaltigem Injektionswasser Sauerstoff in begrenztem Umfang in die

Lagerstatten. Somit ist Sulfat der wichtigste Elektronenakzeptor bei der Oxidation

von organischem Material durch Mikroorganismen.

Erd6IJagerstallen stelJen also aufgrund der genannten Bedingungen einen fUr

mikrobielJes Leben extremen Lebensraum dar.
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Aktivitaten anaerober Bakterien in Erd6/1agerstatten und Olf6rderanlagen

Trotz der genannten extremen Bedingungen in ErdoliagersUilten gibt es mehrere

Arbeiten, die eine Aktivitat von anaeroben Bakterien in Olfeldern beschreiben. In

diesen wurde sowohl eine Methanbildung (Ekzertsev, 1960; Nazina et al.,1985) als

auch eine Sulfidbildung (Rozanova und Nazina, 1982; Cord-Ruwisch et aI., 1986;

Ganahl und Kleinitz, 1983) beobachtel. Durch Ziihlungen in Olfeldproben oder

Anreicherungen aus diesen wurde die Anwesenheit von methanogenen

(Ekzertsev, 1960; Nazina et aI., 1985) und sulfatreduzierenden Bakterien

nachgewiesen (Rozanova und Nazina, 1982; Ganahl und Kleinitz, 1983; Postgate,

1984; Cord-Ruwisch, 1987; Rosnes et al. 1991 a,b; Stetter et aI., 1993). Ebenso

konnte Voordouw mit dem Nachweis von Hydrogenasegenen (Voordouw et aI.,

1990) oder dem 'Reverse Sample Genome Probing" (RSGP) (Voordouw et aI.,

1991; 1992; 1993) sulfatreduzierende Bakterien in Olfeldern nachweisen. Bei dem

RSGP wird, anders als bei Oblichen Methoden, die aus der Probe extrahierte und

denaturierte DNS markierl. Diese wird danach auf Filter gegeben, auf die zuvor

denaturierte, chromosomale DNS bekannter Typen in Form von 'Spots'

aufgetragen wurde. Nach der Hybridisierungsreaktion kann dann in den Proben

vorhandene DNS der bekannten Typen identifiziert werden.

Sulfatreduzierende Bakterien bereiten insbesondere durch die Bildung von

Schwefelwasserstoff bei der Roholforderung groBe Probleme (Ganahl und Kleinitz,

1983; Cord-Ruwisch et aI., 1986). Schwefelwasserstoff beschleunigt die Korrosion

von Eisen und Stahl in den Forderanlagen. AuBerdem gefiihrdet er als flOchtige

Verbindung aufgrund seiner Toxizitiit die Gesundheit des an der Roholforderung

beteiliglen Personals. Die Bildung von unloslichen Sulfiden fOhrt zu einer

Verringerung der Permeabilitat des erdoltragenden Gesteins und damit zu einer

Erniedrigung der Forderausbeute. SchlieBlich lost sich ein Teil des

Schwefelwasserstoffs im Rohol und verursacht dadurch das sogenannte "Souring",

was zu einer Wertminderung des Rohols fOhrl.

Ob sulfatreduzierende Bakterien auch unler den extremen Bedingungen der

Ollagerstatten aktiv sind, wurde von Rosnes (1991a,b) unlersuchl. Aus Olreservoirs

der Nordsee, in denen Temperaluren von 60 bis 120°C und DrOcke von 20 bis 50

MPa herrschen, wurden thermophile sporenbildende Sulfatreduzierer der Gattung

Desulfotomaculum isolierl. Unter simulierten Reservoirbedingungen wurde mit den

isolierten Arten bei Temperaturen bis zu 80°C und bei DrOcken bis zu 30 MPa eine

Sulfalreduktion nachgewiesen. AuBerdem keimten die Sporen noch nach

20minOtiger Inkubation bei 130°C aus (Rosnes, 1991 b). Dies zeigt, daB die
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nachgewiesenen Sulfatreduzierer tatsachlich groBe Temperaturschwankungen

Oberleben k6nnen. Vor kurzem erhielten Stetter et al. (1993) aus Olfeldern in

Alaska und der Nordsee Anreicherungen sulfatreduzierender Bakterien bei 85 und

102°C und konnten im Formationswasser hohe Lebendzellzahlen (104 bis 107

Zellen 1-') hyperthermophiler Sulfatreduzierer bestimmen.

Neben der Temperatur und dem Druck kann auch die ursprOnglich hohe

Salzkonzentration (max. 350.000 ppm; Donaldson, 1989) die Sulfidbildung durch

sulfatreduzierende Bakterien limitieren. So k6nnte die haufig beobachtete

Stimulierung der Sulfidbildung durch das Einleiten von Injektionswasser (Postgate,

1984; Odom, 1993) auch auf die Erniedrigung der Salzkonzentrationen im

Formationswasser zurOckzufOhren sein. 1m Faile der Nordsee61felder hat die

Stimulierung der Sulfidbildung bei der Erd61f6rderung vermutlich eine andere

Ursache. Dort wird die Sulfatkonzentration in dem sonst sulfatarmen Porenwasser

der Formation durch das Einleiten von Meerwasser (28 mM Sulfat) erh6ht (Rosnes

et aI., 1991 a).

Durch diese Ergebnisse wurde belegt, daB sulfatreduzierende Bakterien in

der Lage sind, unter Reservoirbedingungen bei Temperaturen bis zu 102°C Sulfid

zu bilden. Eine Sulfidbildung aus Sulfat in Olreservoirs bei Temperaturen von weit

Ober 100°C (ab ca. 150°C) ist ein abiotischer Prozess. Bei diesen hohen

Temperaturen komproportioniert Sulfat mit Sulfid zu Schwefel. Dieser reagiert

vermutlich mit Kohlenwasserstoffen unter Bildung von C02 und H2S, was einen

autokatalytischen ProzeB bedingt (Orr, 1974).

Noch ungeklart ist die Herkunft der Substrate, die den sulfatreduzierenden

Bakterien als Elektronendonatoren zur Sulfidbildung dienen. Ais m6gliche Quellen

kommen (a) organische Sauren im Porenwasser der Formation, (b) zugesetzte

Olfeldchemikalien. (c) Produkte einer aeroben Erd610xidation und (d) Bestandteile

des Erd61s in Frage.

(a) Organische Sauren. Die von Rosnes et al. (1991a,b) isolierten

Desu/fotomaculum-Arten verwerteten kurzkettige Fettsauren, Alkohole, Lactat und

H2. Weil in dem Porenwasser der Erd61formationen aliphatische Fettsauren von C2

bis C6 und geringe Mengen an Benzoat gefunden wurden (Barth, 1991; Means

and Hubbard, 1987), ist zu verm uten, daB diese den isolierten und anderen Arten

als Substrate dienen.

(b) O/feldchemika lien. Wahrend der RohOlf6rderung werden Chemikalien als

Korrosionsinhibitoren, Biozide, Demulgatoren oder zur Erh6hung der Viskositat

des Injektionswassers eingesetzt. Einige der zugesetzten Substanzen sind

nachweislich biologisch abbaubar. Auch wenn dabei nicht jede der Verbindungen
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direkt durch sulfatreduzierende Bakterien abgebaut werden kann, fOhrt eine

Umsetzung durch garende Bakterien zu Produkten, die sulfatreduzierenden

Bakterien als Substrate dienen. Methanol, das als Lasungsmittel fOr viele

Olfeldchemikalien dient, wird von einigen Sulfatreduzierern direkt abgebaut, aber

auch durch acetogene Bakterien zusammen mit C02 zu Acetat umgesetzt (Bache

und Pfennig, 1981). Acetat wird bevorzugt von Desulfobacter-Arten verwertet. Zur

ErMhung der Viskositat des Injektionswassers wird das Biopolymer Xanthan

zugesetzt, welches durch garende Bakterien anaerob zu Acetat, H2 und C02

abgebaut werden kann (Pini, 1992). Ebenso ist der fermentative Abbau von

Polyethylenglycol, der polaren Seitenkette von nichtionischen Tensiden, zu

Ethanol und Acetat gezeigt worden (Schink und Stieb, 1983).

(c) Produkte eines aeroben Abbaus von O/bestandtei/en. In Ollagerstatten,

die von Natur aus anoxisch sind (Tissot und Welte, 1984), gelangt Sauerstoff nur

durch das Einleiten von sauerstoffhaltigem Injektionswasser. Aerobe

kohlenwasserstoffoxidierende Bakterien wurden hauptsachlich im

Injektionsbereich von Lagerstatten gefunden (Nazina et aI., 1985). Beim aeroben

Abbau von gesattigten Kohlenwasserstoffen werden haufig langkettige Fettsauren,

Ketone, Aldehyde und Alkohole ausgeschieden. Wenn diese unter anaerobe

Bedingungen gelangen, ist eine weitere Verwertung durch sulfatreduzierende

Bakterien maglich (Shelton und Hunter, 1975; Jobson et aI., 1979, Rozanova und

Nazina, 1982; Nazina et aI., 1985, Cord-Ruwisch et aI., 1986). AuBerdem kannte

auch die bei der anaeroben Oxidation von Kohlenwasserstoffen entstandene

Zellmasse durch anaerobe Bakterien abgebaut werden und schlieBlich zu einer

Sulfatreduktion fUhren (Cord-Ruwisch et aI., 1986).

(d) Anaerober Abbau von O/bestandtei/en. In einigen alten Arbeiten finden

sich Hinweise auf eine anaerobe Verwertung von Rohal. In anaeroben Ansatzen

mit 11 Rohalsorten, die mit anaeroben Schlammen inokuliert worden waren, wurde

nach 6 bis 56 Monaten Inkubation Methanbildung beobachtet (Muller, 1957).

Ekzertsev (1960) beobachtete ebenfalls eine Methanbildung in anaeroben

Ansatzen mit Rohal und zerkleinertem alhaltigem Gestein. Auf einen Abbau von

Rohalbestandteilen unter sulfatreduzierenden Bedingungen deutete eine

Sulfidbildung in Ansatzen hin, die Rohal als Substrat enthielten und mit anaeroben

Schlammen beimpft worden waren (ZoBeli und Prokopp, 1966). Cord-Ruwisch et

al. (1986) erhielten mit ausgefallenen alhaltigen Asphaltenen aus einem Erdaltank

sulfatreduzierende Anreicherungen. Auch die von SteUer et al. (1993)

beschriebenen sulfatreduzierenden Anreicherungen aus Olfeldern waren mit

Rohal als Substrat bei 85 und 102°C erhalten worden. Allerdings blieb ungeklart,
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welche Bestandteile des Aohels unter anoxischen Bedingungen als Substrate

verwertet wurden. Aohel enthalt viele Substanzen, die als reine Substanzen unter

anderem durch Aeinkulturen sulfatreduzierender Bakterien verwertet werden.

Solche durch Aeinkulturen sulfatreduzierender Bakterien gut verwertbare

Verbindungen, sind n-Fettsauren (Widdel, 1980), Cyclohexancarbonsaure (Widdel,

1988), p-Cresol, Phenol (Bak und Widdel, 1986) und Toluol (Aabus et aI., 1993).

Deshalb laBt eine anaerobe Verwertung von AoMI noch nicht auf einen

anaeroben Abbau von gesattigten Kohlenwasserstoffen schlieBen.

5. Bedeutung der Verwertung von Erdal unter sulfatreduzierenden
Bedingungen bei der Entstehung von Schwefellagerstiitten

Pro Jahr werden ca. 33 Mio t elementarer Schwefel produziert. Ungefahr die Halite

davon wird durch den Frasch-ProzeB aus bioepigenetischen Schwefellagerstatten

gewonnen. Die Schwefeldeponien sind von Gips (CaS04·2H20) oder Anhydrit

(CaS04), Calcit (CaC03)und Erdel umgeben. Der biogene Ursprung dieser

Lagerstatten ist durch die Anreicherung des leichten 32S-lsotopes im elementaren

Schwefel im Vergleich zu dem im umgebenden Gips oder Anhydrit belegt (Thode

et aI., 1954). Aus den Beobachtungen wurde folgende Hypothese, die hier nach

Ruckmick et al. (1979) vereinfacht dargestellt ist, fOr die Entstehung von

bioepigenetischen Schwefellagerstatten abgeleitet.

Aus Erdel stammendes organisches Material wird durch sulfatreduzierende

Bakterien mit Sulfat als Elektronenakzeptor unter Bildung von Sulfid oxidiert (GI.

10; SAB = sulfatreduzierende Bakterien). Das dabei entstehende Carbonat lagert

sich als Calcit abo Das gebildete Sulfid wird entweder durch Sulfat (GI. 11) oder

durch Sauerstoff (GI. 12) zu elementarem Schwefel oxidiert.

3n
4
+ 1 CaS04 C H+ n 2n+2

(G1. 10)

(GI. 11)

(GI. 12)
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Ais Hinweis auf ein solches Modell wurde gewertet, daB aus Salzst6cken in der

Nahe von Schwefellagerstatten sulfatreduzierende Bakterien angereichert wurden

(Butlin, 1953; Davis und Bray, 1969; Ober Davis und Kirkland, 1979). Allerdings

sind die genauen Reaktionen bei der Oxidation von Sulfid zu elementarem

Schwefel noch ungeklart. Die Oxidation mit Sauerstoff setzt voraus, daB

sauerstoffhaltiges Oberflachenwasser an den Ort der Sulfidbildung gelangte. Eine

chemische Oxidation mit Sulfat sollte erst bei h6heren Temperaturen erfolgen, als

sie in Schwefellagerstatten herrschen (Davis und Kirkland, 1979). Der in diesem

Modell vorgeschlagene anaerobe Abbau von Alkanen unter sulfatreduzierenden

Bedingungen war bislang nicht bewiesen (A 3.1.). Die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit zeigen, daB ein anaerober Abbau von Alkanen durch

sulfatreduzierende Bakterien m6glich ist.

6. Zielsetzung der Arbeit

Nach der Isolierung eines sulfatreduzierenden Bakteriums, das anaerob mit

Hexadecan wachst, ergaben sich folgende liele:

(a) Nachweis des anaeroben Alkanabbaus in Inkubationsexperimenten mit dem

bereits isoHerten Stamm Hxd3;

(b) weitere physiologische Charakterisierung von Stamm Hxd3;

(c) Anreicherung, Isolierung und Charakterisierung von weiteren

alkanverwertenden, sulfatreduzierenden Stammen;

(d) Optimierung der Wachstumsbedingungen auf Alkanen, mit dem liel, die

lellmassegewinnung zu verbessern;

(e) lellsuspensionsversuche und enzymatische Untersuchungen, um Hinweise

auf den Weg des anaeroben Alkanabbaus zu gewinnen.

(f) vergleichende Untersuchungen mit 1-Alkenen als Substrate fOr

sulfatreduzierende Bakterien.
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Material und Methoden

1. Chemikalien und Gase

HandelsObliche Chemikalien mit dem Reinheitsgrad "zur Analyse" bzw. "reinst"

wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz) Aldrich

(Steinheim), Sigma (MOnchen) und Riedel de HaEm (Seelze) bezogen. Zum

Nachweis der Alkanoxidation dienten reinstes Hexadecan (99,5 % fOr die

Gaschromatographie) der Firma Merck und reinstes Octadecan (99,9 % fOr die

Gaschromatographie) der Firma Riedel de Haen. Das verwendete dickflOssige

Paraffinol (Paraffinum subliquidum) hatte DAB9 Qualitat und stammte von der

Firma Henry Lamotte (Bremen). Das fOr Wachstumsversuche mit Alkanen und die
routinemaBige Anzucht mit Hexadecan verwendete a-Cyclodextrin wurde von der

Firma Wacker (MOnchen) freundlicherweise zur VerfOgung gestellt.

Foigende Gase der Firma Messer-Griesheim (MOnchen oder Osterholz

Scharmbeck) wurden verwendet: N2 (99, 999 %), C02 (99,995 %), H2 (99,999 %),

synthetische Lull (Kohlenwasserstoff-frei), N2/C02-Gemisch (90/10).

2. Probenmaterial und Organismen

Ais Inokulum fOr mesophile Anreicherungen sulfatreduzierender alkan

abbauender Bakterien wurde ein Gemisch anaerober Schlamme von den

folgenden marinen Standorten eingesetzt:

Rio de la Pergola (Venedig)

Jadebusen (Nordsee)

Dollart (Nordsee)

Etang de Prevost (Montpellier)

Eel Pond, Woods Hole (Massachusetts)

Ais Inokulum fOr thermophile Anreicherungen sulfatreduzierender

alkanabbauender Bakterien wurde Sediment aus dem Guaymas Basin (Baja

California) verwendet. Die Proben wurden wah rend einer Forschungsfahrt der
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Woods Hole Oceanographic Institution, Woods Hole (Massachusetts), im Marz

1991 mit Hilfe des Tiefseetauchboots Alvin gesammelt.

Fur die Mehrzahl der Versuche zum anaeroben Alkanabbau wurde der

wahrend der vorangegangenen Diplomarbeit (Aeckersberg, 1989) isolierte

Stamm Hxd3 verwendet.

Reinkulturen folgender Bakterien wurden fUr vergleichende Untersuchungen

verwendet:

Desulfotomaculum sapomandens, DSM Nr. 3223

Desulfobacterium autotrophicum, DSM Nr. 3382

Desulfobacterium catecholicum, DSM Nr. 3882

Desulfococcus multivorans, DSM Nr. 2059

Desulfosarcina variabilis, DSM Nr. 2060

Desulfoarculus baarsii, DSM Nr. 2075

Desulfobotulus sapovorans, DSM Nr. 2055

Desulfovibrio desulfuricans, Stamm California, NCIMB Nr. 8326

Fur die Anreicherung von aeroben marinen a-Cyclodextrin-Abbauern diente

aerober Schlamm aus dem Jadebusen (Nordsee).

3. Nahrmedien

3.1. Herstellung von Grundmedien und Stammlosungen

Die hitzestabilen Salze der Grundmedien (Tabelle 1) wurden in bidestilliertem

Wasser gelost und in einem Spezialkolben mit Begasungsaufsatz autoklaviert

(Widdel, 1980). Nach dem Abkuhlen des Mediums unter einer N2/C02

Atmosphare (90/10) wurden die hitzelabilen Komponenten des Mediums aus

sterilen Stamml6sungen zugesetzt. Der pH-Wert des Mediums wurde mit steriler 2

M HCI- oder 1 M Na2C03-L6sung auf pH 7,0 bis 7,2 eingestellt. Mit schwachem

Uberdruck (10 kPa) an N2/C02 (90/10) wurde das Medium uber ein gegen Staub

geschutztes Glasrohr ("AbfUllglocke") in autoklavierte 50 ml Flaschen gefullt

(Widdel und Bak, 1992), die anoxisch verschlossen wurden (B. 3.2.).
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Grundmedien (nach Widdel und Bak, 1992)

(a) Grundmedien fur sulfatreduzierende Bakterien.

Tabelle 1: Konzenlralionen der hilzeslabilen Salze in Grundmedien fur sulfalreduzierende
Bakterien.

Sul3wasser- , Salzwasser- synlhelisches Meer-

medium medium wassermedium

[gil] [gill [gil]

NaZS04 4,0 4,0

KHzP04 0,2 0,2 0,2 2

NH4CI 0,25 0,25 0,25 2

NaCI 1,0 20,0 26,4

MgClz'6HzO 0,4 3,0 5,7

MgS04'7HzO 6,8

KCI 0,5 0,5 0,66

CaClz'2H2O 0,15 0,15 1,47

KBr 0,09

NaHC03 0,19

1 Brackwassermedium wurde hergeslellt, indem aseptisch 1 ml Salzkonzentrat (B 3.1.) zu 50 ml

SuBwassermedium gegeben wurde.

2 Bei dar Herstellung von kunstlichem Meerwassermedium wurden diese Salze in einem Tail des Wassers

(10 ml) separat autoklaviert und erst nach dem Autoklavieren zugeselzl.

Dem autoklavierten und abgekuhlten Medium wurden folgende Zusatze aus

sterilen Stammlosungen (B 3.1.) zugegeben.

• Spurenelement-Losungen I und II

• Selenit-Wolframat-Losung

- Vitamingemisch I oder II

- Thiaminlosung

- Riboflavinlosung

• Vitamin-B12-Losung

• NaHC03-Losung fUr SuB- und Salzwassermedium
fUr synthetisches Meerwassermedium

1 mill

1 mill

1 mill

1 mill

1 mill

1 mill

30 mill
20 mill
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- 2 M HCI oder/und 1 M Na2C03 zum Einstellen eines pH-Wertes

zwischen 7,0 und 7,3

1,5 mill

Soweit bei einzelnen Versuchen vermerkt, wurden auch andere Konzentrationen

bzw. Zusammensetzungen an Spurenelementen, Vitaminen oder Natriumsulfid

verwendet.

(b) Medium fur die Anreicherung und Anzucht von aeroben a-Cyclodextrin

verwertenden Bakterien.

Na2S04
K2HP04
KH2P04
NH4CI
NaCI
MgC12"6H20
KCI
CaC12·2H20

4,0 gil
1,75 gil
0,75 gil
0,25 gil

20,0 gil
3,0 gil
0,5 gil
0,15 gil

Oem autoklavierten und abgekOhlten Medium wurde Spurenelementlosung I (1

mill) zugesetzt. Der pH-Wert wurde mit 2 M HCI oder 2 M NaOH auf pH 7,0 bis 7,2

eingestellt.

Zusammensetzung der Stammlosungen

(a) Spurenelemente.

Spurenelementlosung I (sauer):

HCI (37 %ig)
FeS04·7H20
COC12"6H20
ZnS04·7H20
MnC12·4H20
H3B03
NiC12·6H20
CUC12·2H20
Na2Mo04·2H20
dest. H20

8,5 ml
2100,0 mg

190,0 mg
144,0 mg
100,0 mg

30,0 mg
24,0 mg

2,0 mg
36,0 mg

ad 1000,0 ml
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Spurenelementlbsung II (komplexiert):

Spurenelementlbsung II halle die gleiche Zusammensetzung wie

Spurenelementlbsung I; nur stall HCI wurden 5,2 9 Dinatrium-EDTA

zugegeben und der pH-Wert mit NaOH-Lbsung unter ROhren auf 6,5

eingestell!.

Selenit-Wolframat-Lbsung:

NaOH
Na2Se03·5H20
Na2W04·2H20
des!. H20

400 mg
6 mg
8 mg

ad 1000 ml

Die Spurenelementlbsungen I und II und die Selenit-Wolframat-Lbsung wurden in

SchraubverschluBflaschen mit Luftraum autoklaviert.

(b) Vitamine.

Vitamingemisch 1 (6 Komponenten):

4-Aminobenzoesaure
D(+)-Siotin
Nicotinsaure
Ca-D(+)-Pantothenat
Pyridoxin'2HCI
Thiamin·2HCI
des!. H20

Vitamingemisch II (8 Komponenten):

Na2HP0.vNaH2P04, 25 mM, pH 7,1
4-Am inobenzoesaure
D(+)-Siotin
Nicotinsaure
Ca-D(+)-Pantothenat
Pyridoxin·2HCI
Liponsaure
Foisaure
2-Mercaptoethansulfonsaure, Natriumsalz

4 mg
1 mg

10 mg
5 mg

15 mg
10 mg

ad1000ml

100,0 ml
4,0 mg
1,0 mg

10,0 mg
5,0 mg

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

25,0 mg
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Thiaminlbsung:

NaH2PO,vH3P04, 50 mM, pH 3,7
Thiamin·2HCI

Riboflavinlbsung:

desl. H20
Essigsaure
Riboflavin

Vitamin-B12-Lbsung:

Cyanocobalamin
desl. H20

100,0 ml
10,0 mg

100,0 ml
0,1 ml
2,5 mg

5 mg
ad 100 ml

Aile Vitaminlbsungen wurden Ober Membranfilter aus Cellulosenilrat (PorengrbBe

0,2 ~m) sterilfiltriert und bei 4°C dunkel gelagerl.

(c) Natriumbicarbonat/6sung.

NaHC03 84 g/I

Die Lbsung wurde mit C02 gesatligt und in Portionen von 30 ml in 50 ml Flaschen

unler C02-Atmosphare autoklavierl.

(d) Natriumsulfid/6sung.

240 g/I

Dabei wurden mbglichst graBe und klare Kristalle von Na2S·9H20 verwendel.

Diese wurden vor dem Wiegen mil desl. H20 gespOlt, um Oxidationsprodukte des

Sulfids von der Oberflache zu entfernen. Die gewogenen Kristalle wurden in desl.

H20 unter N2-Almosphare gelbsl. Danach wurde die Lbsung in 30 ml-Portionen

auf Serumflaschen (50 ml) verleilt und sofort unter Begasung mit N2 mil

Butylslopfen verschlossen. Die GefaBe wurden autoklaviert und dunkel bei 4°C

aufbewahrt. Durch Reaktion der alkalischen Lbsung mit Glas kbnnen

Ausfallungen entstehen, die aber die Verwendbarkeit der Lbsung nicht

beeintrachtigen.
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(e) Salzkonzentrat.

NaCI
MgC12·6H20
dest. H20

286,4 9
44,7 9

ad 1000,0 ml

Das autoklavierte Salzkonzentrat wurde zur Herstellung von Brackwassermedium

aus SuBwassermedium verwendet.

3.2. Aufbewahrung des Grundmediums und weitere Zusatze fUr die

Kultivierung

Die Grundmedien wurden entweder in luftblasenfrei gefUliten Schraub

verschluBflaschen (50 ml) oder in Rbhrchen (20 ml) oder Flaschen (50, 100, 250

und 500 ml) mit Gasraum aufbewahrt; um das Aufrechterhalten des pH-Wertes zu

gewahrleisten, enthielt der Gasraum ein N2/C02-Gemisch (90/10). Die Begasung

erfolgte nach der Hungate-Technik (Bryant, 1972).

Organische Substrate und andere fUr das Wachstum benbtigte Substanzen

wurden aus sterilen Stammlbsungen zugesetzt. Danach wurden die GefaBe

entweder wieder vollstandig gefUlit und luftblasenfrei oder unter Begasung mit

dem N2/C02-Gemisch verschlossen.

3.2.1. Elektronendonatoren und Kohlenstoffquellen

Die wasserlbslichen Substrate wurden direkt aus konzentrierten sterilen

Stammlbsungen in die KulturgefaBe gegeben. Wenn die Substanzen thermolabil

waren, wurden die Stammlbsungen uber Nitrocellulosemembranen (PorengrbBe:

0,2 11m) sterilfiltriert, ansonsten wurden die Stammlbsungen in dicht

verschlossenen Flaschen (50, 100 ml) mit Luftraum (ca. 1/3 des Flaschen

volumens) autoklaviert.
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Wasserstoff und Kohlendioxid

Die Ansatze wurden nach der Hungate-Technik mit einem H2/C02-Gemisch

(80/20) steril begast. Ais Kohlenstoffquelle wurde diesen Ansatzen Acetat

(Endkonzentration 2 mM) zugesetz1.

Kohlenwasserstoffe

(a) Gasf6rmige Kohlenwasserstoffe. Die gasformigen Kohlenwasserstoffe

Methan, Ethan, Propan und Butan wurden uber eine Spritze, die vorher mehrfach

mit dem Gas gespult worden war, in bereils verschlossene und mil einem N2/C02

Gemisch begasIe Rohrchen durch den Slopfen eingesprilzt. Die Gase wurden bis

zu einem Parlialdruck von 60 kPa zugegeben. Die Ansalze waren zur Halfte mil

Medium gefullt und wurden flach liegend inkubierl, um eine moglichst groBe

Flussigkeilsoberflache zu gewahrleisten.

(b) Leicht f/Ochtige Kohlenwasserstoffe. Die fluchligen Kohlenwasserstoffe

(Penlan, Hexan, Heplan, Oclan, Decan, 1-Hexen, 1-0cten und 1-Decen) wurden

durch gegen Lbsungsmittel resistente Membranen (regenerierle Cellulose,
PorengroBe 0,1 11m; Schleicher und Schuell) sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgle in

Schraubdeckelr6hrchen mit Teflondichlungen. Bereits beimpfte und mit Dithionil

(B 3.2.2.) versehene Ansalze wurden mit sterilem und entgastem dickflussigem

Paraffin (B 1.) uberschichlet. Die f1uchtigen Alkane und Alkene wurden als

Reinsubstanzen direkt in die Paraffinphase zu Endkonzentrationen zwischen 1

und 10 % (v/v) pipeltier1.

(c) Schwer f/Ochtige Kohlenwasserstoffe. Die schwer fluchtigen

Kohlenwassersloffe (Dodecan, Tetradecan, Pentadecan, Hexadecan,

Hepladecan, Ocladecan, 1- Telradecen, 1- Hexadecen und 1- Hepladecen)

wurden in SpezialgefaBen (Abb. 3) enlgast und unler N2-Atmosphare autoklaviert

und gelager1. Die Kohlenwassersloffe wurden beimpften und mit Dithionit

versetzten Ansalzen mit Hilfe von Glaspipelten als Reinsubslanzen zugeselz1. Da

Ocladecan bei Raumtemperatur fest isl, wurde es vor der Zugabe auf ca. 30°C

erwarmt.
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Abb. 3: Vorratsgefal3e zur anoxischen Lagerung von sauerstofffreien, sterilen Alkanen oder
Alkenen (A). Die mit Watte gestopfte Spritze (Sp) wurde mit einem Stopfen verschlossen, der
mit einem Schraubdeckel (S) mit Offnung gesichert war. So konnte das Gefal3 uber eine Nadel
mit Nz (N) begast werden. Der autoklavierte oder sterilfiltrierte Kohlenwasserstoff wurde steril in
das autoklavierte Gefal3 gegeben und durch mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit Nz
anaerobisiert. Die Offnung war m~ einem Schraubdeckel (S) m~ Teflondichtung verschlossen.
Die Proben wurden durch die Offnung unter einem standigem Strom von Nz entnommen.

Eicosan isl bei der Inkubalionslemperalur von 30°C noch fest. Um dennoch

eine moglichsl groBe Oberflache zu erhallen, wurden 20 mg in einem Rohrchen

auloklavierl und dann durch Zugabe von ca. 2 ml slerilem Pelroleumbenzin

gelost. Das Rohrchen wurde fasl waagerechl unler einem Slrom von slerilem

Slicksloff solange gedrehl bis das Pelroleumbenzin verdampft war. Das Eicosan

bildele dabei einen Belag an der Wand des Rohrchens. Dieses wurde darauf mil

slerilem Slicksloff begasl, mil einem Gummislopfen verschlossen und ca. 12 h

inkubierl; auf diese Weise wurde adsorbierler Sauersloff aus dem Eicosan

enlfernt. Am nachslen Tag wurde das Medium unler Begasung mil Slicksloff

eingefOlll. Die Ansalze wurden beimpft. unler N2/C02 verschlossen und inkubiert.
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Carbonsauren

Zur Herstellung der Stammlosungen wurden die Sauren unter ROhren mit einer

nahezu aquivalenten Menge an 4 M NaOH versetzt. Der pH-Wert der Losung

wurde dann mit 1 M NaOH zwischen 8 und 9 eingestellt. Danach wurde mit dest.

H20 auf das Endvolumen aufgefOIlt.

Die langkettigen, wasserunloslichen Sauren wurden nach der Zugabe einer

aquivalenten Menge an NaOH so lange im siedenden Wasserbad erhitzt und

gerOhrt, bis die L6sung klar und homogen war. Dann wurde das Endvolumen mit

destilliertem Wasser eingestellt. Bevor die langkettigen Carbonsauren dem

Medium zugesetzl werden konnten, muBte die beim AbkOhlen als weiBe Masse

erstarrte Losung wiederum im siedenden Wasserbad verflOssigt werden. Danach

wurde die klare, homogene Losung dem Medium heiB zugesetzt. Urn eine

moglichst feine Verteilung der bei der Zugabe ausfallenden Erdalkalisalze

("Kalkseifen') zu erreichen, wurden die geschmolzenen Nalriumsalze zunachst in

SOBwassermedium (B 3.1.) gegeben. Dieses wurde dann durch Zusatz steriler

Stammlosungen von 5 M NaCI, 2 M MgC12·6H20 und 2 M CaC12·2H20 in

Salzwassermedium (B 3.1.) oder kOnstliches Meerwassermedium (B 3.1.)

OberfOhrt. Weil sich die Flocken der neutralisierten Saure am Boden des

InkubationsgefaBes sammelten, wurde dieses flach liegend inkubiert; so war eine

greBe Oberflache des unloslichen Substrats gewahrleistet.

In Tabelle 2 sind die Konzentrationen der Stammlosungen und die

Endkonzentrationen in den Ansatzen aufgefOhrt:
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Tabelle 2: Konzentrationen der Stammlosungen und Endkonzentrationen der in
Wachstumsversuchen als Kohlenstoff- und Energiequellen verwendeten organischen sauren.

Monocarbonsauren, Na-Salze:
Formiat
Acetat
Propionat
Butyrat
lsobutyrat
Valerianat
2-Methylbutyrat
lsovalerianat
Capronat
Caplylat
Tetradecanat
Pentadecanat
Palmitat
Heptadecanat
Stearal

Dicarbonsauren, Na-Salze:
Succinat
Malat
Fumarat
Glutarat

Sonstige Carbonsauren, Na-Salze:
Lactat
Pyruvat
Citrat
Benzoat

Aminosauren:
Glycin
Alanin
Serin
Aspartat, Mononatriumsalz
Glutamat; Mononatriumsalz

Alkohole

Konzentralion der

Stammlosung [M]

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

1,0
1,0
1,0
1,0

1,0
1,0
0,8
1,0

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

Endkonzen

tration [mM]

10,0 - 20,0
5,0 - 10,0
3,0 - 6,0
2,0 - 4,0
2,0 - 4,0
2,0 - 4,0
2,0 - 4,0
2,0 - 4,0
1,5 - 3,0
1,0- 2,0
0,5 - 1,0
0,5 - 1,0
0,5 - 1,0
0,5- 1,0
0,5 - 1,0

3,0 - 6,0
2,0 - 4,0
2,0 - 4,0
2,0 - 4,0

4,0 - 8,0
4,0 - 8,0
2,0 - 4,0
1,5 - 3,0

10,0 - 20,0
5,0 - 10,0
8,0 - 16,0
5,0 - 10,0
5,0 - 10,0

Die unl6slichen, festen Alkohole 1-Hexadecanol und 2- Hexadecanol wurden so

behandell, wie unler 8 3.2.1. fOr Eicosan beschrieben wurde. Der flOssige und

schlechl wasserl6sliche Alkohol 1-Decanol wurde wie die leichl flOchligen Alkane

in Konzentrationen von 1 und 2 % (v/v) in dickfiOssigem Paraffin (8 1.) eingeselzl.

In Tabelle 3 sind fOr die wasserl6slichen Alkohole die Konzentrationen der

Slamml6sungen und die Endkonzenlralionen im Medium aufgefOhrt .
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Tabelle 3: Konzentrationen der Stammlosungen und Endkonzentrationen der in
Wachstumsversuchen als Kohlenstoff- und Energiequellen verwendeten Alkohole.

Methanol
Ethanol
l-Propanol
1-Butanol

Sonstige Substrate (Tabelle 4)

Konzentration der

Stammlosung [M]

2,0
2,0
2,0
2,0

Endkonzen

tration [mM]

7,0 - 14,0
4,0 - 8,0
3,0- 6,0
2,0- 4,0

Tabelle 4: Konzentrationen der Stammlosungen und Endkonzentrationen der in
Wachstumsversuchen als Kohlenstoff- und Energiequellen verwendeten Zucker.

Aldehyd

Glucose
Fructose

Konzentration der

Stammlosung [M]

1,0
1,0

Endkonzen

tration [mM}

3,0 - 6,0
3,0·6,0

Deeanal wurde, wie fOr die leieht flOehligen Alkane besehrieben, direkl in eine

Paraffinphase pipeltiert. Dabei wurden Konzentrationen von 1 und 2 % (v/v) in

diekflOssigem Paraffin (8 1.) verwendet.

RaMI

Das sauerstofffreie Rohal wurde entweder direkt in beimpfte und mit Dithionit

versetzte Ansatze pipeltiert oder in einer Paraffinphase verdOnnt. Rohal wurde in

SpezialgefaBen (Abb. 3) unler N2-Atmosphiire autoklaviert und aufbewahrt.
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3.2.2. Sonstige Zusatze

Suppline

Suppline wurden als konzenlrierle Slammlbsungen angeselzl und in

verschlossenen 50 ml Schraubverschlul3flaschen aUloklaviert und aufbewahrt.

Tabelle 5: Konzentralionen der Stammlosungen und Endkonzentralionen der
in Wachstumsversuchen verwendeten Suppline.

Pepton
Trypticase
Hefeextrakt

Natriumdithionit

Konzentralion der

Stammlosung [gil]

100,0
50,0

100,0

Endkonzentralion

[gil]

0,1·2,5
0,1 ·2,5
0,1·2,5

Dilhionil dienle in Wachslumsversuchen als zusalzliches oder alleiniges

Reduklionsmillel. Kurz vor dem Beimpfen wurden den Ansalzen pro I Medium 0,6

ml einer 5 %igen Na2S204-Slammlbsung oder ca. 20 mg pulverfbrmiges

Na2S204 aus einem trockenen Vorratsgefal3 aseptisch zugeselz!.

Da gelbsles Dithionil durch Lufloxidalion schnell zu Bisulfil oxidiert wird,

wurde die Stammlbsung in einem Spezialgefal3 (Widdel und Bak, 1992) unler N2

Atmosphare hergeslellt. Unter diesen Bedingungen isl die Slammlbsung im

Dunkeln bei 4°C ca. eine Woche hallbar.

Resazurin

Resazurin dienle in Wachstumsansatzen als Redoxindikator. 20 mg Resazurin

wurden in 20 ml des!. H20 gelbst. Die Lbsung wurde in einer verschlossenen

Schraubdeckelflasche aUloklaviert und dunkel aufbewahrt.
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Antibiotika

Foigende Stammlosungen von transkriptions- oder translationsinhibierenden

Antibiotika wurden hergestellt:

Streptomycin
Tetracyclin
Erythromycin
Rifampicin
Kanamycin

1 mg/ml
1 mg/ml

20 mg/ml
20 mg/ml

2 mg/ml

Erythromycin wurde in 70 %igem Ethanol und Rifampicin in Methanol gelost. Aile

anderen Antibiotika wurden in wassrigen Losungen hergestellt. Die Losungen
wurden Ober Nitrocellulose-Membranen (Porengrol3e 0,2 ~m) sterilfiltriert und

dunkel bei 4°C aufbewahrt.

a-Cyclodexrrin

Das Wachstum der Stamme Hxd3 und Pnd3 auf Alkanen wurde durch
a-Cyclodextrin stimuliert. Wachstumsansatzen mit Alkanen als Substrat wurde

a-Cyclodextrin aus einer wassrigen Stammlosung zugesetzt.

Die Stammlosung mit 100 gil a-Cyclodextrin wurde durch dreimaliges

AusschOtteln unter N2-Atmosphare anaerobisiert und unter N2-Atmosphare

autoklaviert und gelagert.

4. Isolierungen von Bakterien

4.1. Verdunnungsreihe in Agar

Zur Isolierung von alkanabbauenden sulfatreduzierenden Bakterien wurden

AgarverdOnnungsreihen verwendet (Widdel und Bak, 1992).

4.2. Ausstrich auf Agarplatten

Die Isolierung von aeroben a-Cyclodextrin-abbauenden Bakterien erfolgte durch

Ausstreichen auf Agarplatten nach der Dreistrichmethode.
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4.3. Reinheitskontrollen

War nach einem Isolierungsschritl ein einheitlicher Zelltyp im Mikroskop zu

erkennen, wurde die Kultur in verschiedenen Medien auf Reinheit geprOfl. Bei der

Reinheitskontrolle der mesophilen Isolate Hxd3 und Pnd3 wurden dem Medium

folgende Substrate und Suppline zugesetzt:

(i) 4 mM Propionat, 3 mM Butyrat, 2 mM Capronat mit D,S oder 5,0 gil

Pepton

(ii) 15 mM Pyruvat mit 0,5 oder 5,0 gil Hefeextrakt

(iii) 10 mM Glucose mit 0,5 oder 5,0 gil Hefeextrakt

5. Kultivierungsmethoden und Gewinnung von Zellmasse

5.1. Stammkulturen und Wachstumsversuche

Ais GefaBe zur routinemaBigen Anzucht dienten 20 ml Schraubdeckelr6hrchen.

Das Grundmedium wurde aus der AbfOlivorrichtung (Widdel und Bak, 1992) oder

mit einer 50 ml Vollpipetle aus den Vorratsflaschchen (B 3.1.) in die leeren,

autoklavierten R6hrchen bis zu einer Markierung (15 ml) gefOll1. Beim Auslaufen

des Mediums wurde die Pipetlenspitze in das Medium getaucht und knapp unter

der FIOssigkeitsoberflache nachgefOhrt, um den Kontakt mit Luft so gering wie

m6glich zu hallen. Danach wurden die jeweils ben6tigten Elektronendonatoren,

Suppline oder Elektronenakzeptoren aus sterilen Stamml6sungen zugegeben.

Die R6hrchen wurden am SctiluB nach der Hungate-Technik (Bryant, 1972) mit

einem fOr die Aufrechterhaltung des pH-Wertes erforderlichen Gehalt an C02 in

N2 (B 3. 2.) steril begast und mit sterilen Stopfen verschlossen. Waren die

verwendeten Substrate unl6slich, wurden die R6hrchen flach liegend inkubiert,

um eine m6glichst groBe Grenzflache zwischen Substrat und Medium zu

gewahrleisten.

FOr die Kultivierung mit 16slichen Substraten oder langketligen Fetlsauren

wurden auBerdem 50 ml Schraubdeckelflaschen verwendel. Die Schraub

deckelflaschen wurden nach dem Beimpfen gasblasenfrei verschlossen.
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5.2. Massenanzucht

Zur Anzucht von Zellmasse auf Alkanen oder Alkenen fur Umsatzmessungen in

Zellsuspensionsversuchen oder die Bestimmung der Zellfellsauren wurden

500 ml Meplat-Flaschen verwendet. Die Flaschen wurden mit 350 ml Medium bis
zu einem Eichstrich gefUlit. Dann wurden a-Cyclodextrin (Endkonzentration 5 gil)

und Natriumdithionit (Endkonzentration 30 mgll) zugesetzt und mit ca. 20 ml einer

auf Palmitat oder Stearat gewachsenen Vorkultur beimpft. Vor dem Begasen und

VerschlieBen der Flaschen wurden jeweils 2 ml reines anaerobisiertes Alkan oder

Aiken zugegeben.

Die Flaschen wurden mit dem Stopfen nach unten inkubiert (Abb. 4), um

einen Kontakt zwischen Kohlenwasserstoffphase und dem Stopfen zu verhindern

und eine mbglichst groBe Grenzflache zwischen Medium und Kohlenwasserstoff

herzustellen. In der ersten Woche wahrend der Inkubation wurden die Flaschen

ruhig Iiegend inkubiert und einmal am Tag per Hand kurz geschultelt. Danach

wurden die Ansatze auf einem Schuttler mit 65 rpm bis zum Ende des Wachstums

inkubiert.

S

Abb. 4: Anzuchten von Stamm Hxd3 in 500 ml Flachflaschen (Meplat-Flaschen) auf
Kohlenwasserstoffen. Die Flaschen wurden mit dem 6utylstopfen (6) nach unten auf einem
Schuttler (S) gelagert, um zu vermeiden, daB die Kohlenwasserstoffphase (K) die Stopfen
beruhrt.

Die Ernte der Zellen erfolgte in einer Anaerobenkammer. Dabei wurde der

Inhalt der Flaschen in einen Scheidetrichter gefUlIl, um die Kulturflussigkeit von

dem aus Kohlenwasserstoff und a-Cyclodextrin gebildeten Niederschlag und der

Kohlenwassersloffphase zu trennen.

Mit langkelligen Feltsauren als Substrat wurden Zellen der mesophilen

Isolate in 500 ml Meplat-Flaschen oder 1 I Steilbrustflaschen angezogen. Bei der

Inkubation wurden die Flaschen flach liegend gelagerl, um eine mbglichst gute
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Verleilung der als Flocken ausgefallenen Erdalkalisalze der Fetlsauren zu

gewahrleislen.

6. Analytische Methoden

6.1. Qualitativer Schnellnachweis von Schwefelwasserstoff

Mil dem Schnellnachweis fOr H2S (Cord-Ruwisch, 1985) wurde geprOft, ob

sulfalreduzierende Baklerien in Wachslumsversuchen und Subslratlests die

eingeselzlen Subslanzen unler den jeweiligen Bedingungen als Eleklronen

donaloren verwendelen.

Ais Reagenz dienle 5 mM CuS04-L6sung in 50 mM HC!. Von der zu

prOfenden Kullur wurden 0,25 ml in 1 ml Reagenz pipetliert. Dabei muBle die

Pipellenspilze in das Reagenz einlauchen, um Verlusle des flOchligen H2S zu

vermeiden. Sofort nach Zugabe der Probe wurde diese durch SchOtleln

vermischt. Es bildete sich braunes, anfangs kolloidales CuS, das nach 1 - 3 min in

Form brauner Flocken ausfie!. Anhand der Intensilat der Braunfarbung war

eindeutig zu erkennen, ob ein Ansatz im Vergleich zu einer Kontrolle viel, wenig

oder keinen Schwefelwassersloff gebildel halle.

6.2. Quantitative Bestimmung von Schwefelwasserstoff

Zur quantitativen Bestimmung von Schwefelwasserstoff Ober die Bildung von

Methylenblau wurde das von Cline (1969) beschriebene Verfahren modifizier!.

Das Teslvolumen wurde von 50 auf 4 ml reduziert.

Reagenzien

L6sung A: Konzenlrierle Zinkacelal-L6sung

Zn-Acelal·2H20
Essigsaure (100 %)
des!. Wasser

20,0 9
1,0 ml

ad 1000,0 ml

L6sung B: 0,2 %ige Dimelhyl-p-phenylendiamin-L6sung

In 500 ml des!. H20 wurden langsam unler ROhren im Eisbad 200 ml konz. H2S04

gegeben. Der abgekOhllen verdOnnlen Schwefelsaure wurden 2 9 Dimelhyl-p-
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phenylendiammonium-dichlorid zugesetz!. Danach wurde im MeBzylinder mit

des!. Wasser auf 1000 ml Endvolumen aufgefOllt. Die fertige L6sung ist stark

sauer und carcinogen. Daher so lite ein Kontakt der L6sung mit der Haut

vermieden werden. Kurz vor Gebrauch wurde die L6sung 1:2,5 mit des!. H20

verdOnn!.

L6sung C:
Eisen(III)-ammoniumsulfat'12H20 10,0 9
konz. H2S04 2,0 ml
des!. H20 ad 100,0 ml

Kurz vor Gebrauch wurden die L6sung 1:50 mit des!. H20 verdOnn!.

Durchfilhrung der Bestimmung

In ein kleines Reagenzglas (120 x 11 mm) wurden nacheinander pipettiert:

1 ml L6sung A
2 -20 III Probe (10 - 100 nmol H2S pro Ansatz)

1 ml des!. H20

1 ml L6sung B, 1:2,5 verdOnnt

1 ml L6sung C, 1:50 verdOnnt

Die Proben wurden den verschlossenen KUlturgefaBen Ober die Stopfen mit
Mikroliterspritzen (10, 25 Ill) entnommen und in die Zinkacetatl6sung pipettier!.

Dabei wurde die Spitze der Spritze in die L6sung getauch!. Nachdem 1 ml des!.

H20 und dann 1 ml der verdOnnten L6sung B zugegeben worden waren, wurde

das R6hrchen mit einem Stopfen verschlossen und zum Durchmischen einmal

umgeschwenk!. Unmittelbar danach wurde 1 ml der verdOnnten L6sung C

zugesetzt und ein weiteres Mal umgeschwenk!. Die Ansatze wurden im Dunkeln

bei Raumtemperatur ca. 20 min. inkubier!. Danach wurde die Extinktion bei

670 nm gemessen.

Eine Eichkurve wurde mit einem Na2S-Standard erstell!. Ein farbloser klarer

Kristall Na2S·9H20 wurde auf einem Sieb zur Entfernung von Oxidations

produkten kurz mit des!. H20 abgespOlt und durch Abtupfen des Siebes von unten

mit Zellstoff von anhangenden Tropfen befrei!. Der Kristall wurde gewogen und

sofort in einen 1 I MeBkolben, der ca. 900 ml sauerstofffreies deslilliertes Wasser

unter einer N2-Atmosphare enthielt, gegeben. Der MeBkolben wurde mit

destilliertem H20 auf 1000 ml aufgefOllt, mit N2 begast und mit einem Stopfen
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verschlossen. Nachdem das Na2S durch Schwenken gelast und vermischt

worden war, wurde die Na2S-Lasung uber einen Schlauch unter Begasung mit

N2 auf 100 ml Flaschen verteilt. Diese wurden mit N2 begast, mit einem Stopfen

verschlossen und bei 4°C aufbewahrt. Die mit Hilfe des Standards erstellte

Eichkurve war nicht linear. Der Extinktionskoeffizient nahm mit zunehmender

Konzentration von Na2S ab (Abb. 5).
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0 40 80 120
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Abb. 5: Eichgerade zur quantitativen Bestimmung von Sulfid. Als Eichlosung wurde eine
5,4 mM Na2S-Losung verwendet. Die eingesetzten Extinktionswerte wurden durch Mitlelung
von 3 Mel3werten gebildet.

6.3. Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt von Zellextrakt wurde mit Coomassie-Reagenz (Bio-Rad) in

Eppendorf·Reaktionsgefaf3en bestimmt (Bradford, 1976). 0,8 ml einer verdunnten

Probe oder Standardlasung wurden mit 0,2 ml Farbreagenz auf einem Vortex

Mixer gut vermischt und ca. 15 min im Dunkeln inkubiert. Danach wurde die

Extinktion bei 595 nm gemessen. Ais Blindwert dienten ein Ansatz aus 0,8 ml H20

mit 0,2 ml Reagenz. Fur die Eichung wurden Lasungen bekannter

Konzentrationen an Rinderserum-Albumin verwendet.
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6.4. Gravimetrische Sulfatbestimmung

Durch die Kullurlosung wurde solange C02 geleilel bis alles H2S ausgelrieben

war. Dann wurde 20 min bei 10.000 9 zenlrifugierl. Definierte Volumina des

Oberslandes von 2 bis B ml wurden mil HCI zu einer Endkonzenlralion von 0,1 M

angesauert und im Wasserbad auf 100°C erhilzl. Eine 0,5 M BaCl2-Losung wurde

zu einer Endkonzenlration von 0,1 M zugegeben. Der gebildele weiBe

Niederschlag von BaS04 wurde aus der abgekOhlten Probe quantitaliv abfillriert.

Dazu wurden mil HCI (100 mM) gewaschene Membranfiller aus Cellulosenilral
(PorengroBe 0,2 l!m), die bis zur Gewichlskonslanz bei BO°C gelrocknel und

gewogen worden waren, und eine Vakuumflasche mil Absaugfrille verwendet.

Dann wurde mil ca. 5 ml dest. Wasser nachgewaschen. Die Filler wurden bei

BO°C gelrocknel und schlieBlich gewogen.

6.5. Bestimmung reduzierender Zucker

Das von Kidby und Davidson (1973) beschriebene Verfahren zur Beslimmung

reduzierender Zucker wurde in modifizierter Form verwendet.

Reagenz

K3P04·7H20 628 mg
K2HP04 1400 mg
K3Fe(CN)6 132 mg
desl. H20 ad 100 ml

Die Losung wurde in einer dunklen Schraubdeckelflasche bei 4°C aufbewahrt.

Ourchfilhrung der Bestimmung

Zu 1 ml der Probenlosung wurde 0,25 ml Reagenz pipellierl und das Gemisch fOr

5 min im siedenden Wasserbad erhilzl. Nach schneller AbkOhlung der Proben mil

Leilungswasser wurden sie mil je 9,0 ml desl. H20 verdOnnl und ihre Exlinklion

bei 237 nm in QuarzkOvelten bestimml.
Glucose konnte im Konzentralionsbereich von 10 bis 200 l!M reproduzierbar

nachgewiesen werden. Mit einer Glucosestandard-Losung wurde eine

Eichgerade erhalten, anhand derer die Konzentrationen in den Proben bestimmt

wurden.
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6.6. Bestimmung von Hexadecan

Das aus WachstumsansiHzen mit Hexan extrahierte Hexadecan wurde
gaschromatographisch bestimmt. Es wurde jeweils 1 III der Losung von

Hexadecan in Hexan eingespritzt. Zum Eichen dienten Losungen bekannter

Konzentration von Hexadecan in Hexan. Das verwendete Material und die

MeBbedingungen waren wie folgl:

Tragergas
Eingangsdruck
TragergasfluB

Detektor
Brenngas

Eingangsdruck: H2
BrenngasfluB: H2
Eingangsdruck: Luft
BrenngasfluB: Luft

Temperatur: Injektor
Saule
Detektor

Gerat
Saule: Lange

Durchmesser
Material

Carlo Erba 6000
2,Om
2mm
15 % Apiezon L auf
Chromosorb W NAW; 80 
100 mesh
N2
2,5 atU
60 ml/min
FID
H2/Luftgemisch
2,5 atU
40 ml/min
2,5 atu
480 ml/min
290°C
230°C
250°C

6.7. Bestimmung der Zellfettsiiuren

Die Anzucht von Kulturen zur Bestimmung von Zellfeltsauren erfolgte in einem

Volumen von 1 I. Dabei wurde mit einer Vorkultur beimpft, die bereits auf dem

gleichen Substrat gewachsen war. Nach dem Ende des Wachstums wurden die

Zellen geerntet und bis zur weiteren Verwertung bei -20°C gelagert.

Die Zellfeltsauren wurden als Methylester gaschromatographisch bestimmt.

Die Veresterung und Isolierung der Zellfettsauren erfolgte nach Sasser (1990).
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Herste/lung der Methy/ester der Ze/lfettsauren

(a) Reagenzien.

Reagenz 1 (Verseifung):

NaOH
Methanol
des!. H20

Reagenz 2 (Veresterung):

HCI (6 N)
Methanol

Reagenz 3 (Extraktion):

Hexan
Methyl-ter!.-Butylether

Reagenz 4 (Reinigung der Probe):

NaOH
NaCI
des!. H20

45,0 9
150,0 ml
150,0 ml

325,0 ml
275,0 ml

200,0 ml
200,0 ml

10,8 9
240,0 9

ad 900,0 ml

(b) Durch(uhrung der Veresterung.

(i) Verseifung. Ungefahr 40 mg Zellmaterial wurden in ein Rbhrchen

gegeben, das sich mit einem Schraubdeckel mit Teflondichtung verschlieBen laBt.

Dann wurde 1,0 ml Reagenz 1 zugesetzt, die Rbhrchen mit dem Schraubdeckel

verschlossen und 5 min im siedendem Wasserbad erhitzt. Darauf wurden die

Rbhrchen auf einem Vortex-Mixer 5 - 10 s kraftig geschOttelt und weitere 25 min

im siedenden Wasserbad erhitzt.

(ii) Veresterung. Den abgekOhlten Rbhrchen wurden 2 ml Reagenz 2

zugesetzt; die verschlossenen Rbhrchen wurden fOr 10 min bei 80°C im

Wasserbad erhitzt (Zeit und Temperatur sind bei diesem Schrill genau

einzuhalten).

(iii) Extraktion. Nach Zugabe von 1,25 ml Reagenz 3 zu den abgekOhlten

Rbhrchen wurden diese fOr 10 min auf einem SchOttler bei ca. 100 rpm inkubiert.

Danach wurde die wassrige (untere) Phase verworfen.

(iv) Reinigung. Der verbliebenen organischen Phase wurden ungefahr 3 ml

Reagenz 4 zugegeben, worauf die Rbhrchen fOr 5 min bei ca. 100 rpm auf dem

SchOttler inkubiert wurden. Etwa 2/3 der organischen Phase wurden in ein GC

Vial pipettiert, das danach verschlossen wurde. Die Proben waren nun fertig fOr

die gaschromatographische Analyse.
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Gaschromatographische Analyse der Methylester der Ze/lfettsauren

Jeweils 1 III der Probe wurde eingespritzt. Das verwendete Material und die

MeBbedingungen der gaschromatographischen Bestimmungen waren wie folgt:

Gerat
Saule
Tragergas

TragergasfluB
Splitventil

Detektor
Brenngas

BrenngasfluB H2
BrenngasfluB Luft

Injektortemperatur
Detektortemperatur
Saulentemperatur
gradient

Perkin Elmer Autosystem
OV 351 (Perkin Elmer)
N2
3 ml/min (Saule)
10 mVmin
FID
Gemisch aus H2 und synthetischer
Luft
50 ml/min
420 ml/min
250°C
270°C

170°C, 8 min isotherm
170°C bis 210°C, 2°C/min
210°C, 2 min isotherm

Die Identifikation der Fettsauremethylester erfolgte durch Vergleich der

Retentionszeiten mit denen bekannter Standards (Supelco).

Ein Teil der Bestimmungen wurde freundlicherweise von Dr. Kroppenstedt,

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig, Obernommen.

6.8. Bestimmung des GC-Gehaltes der DNS

Das fOr die Gewinnung von DNS benotigte Zellmaterial von Stamm Hxd3 wurde

in einem Kulturvolumen von 4 I auf Stearat angezogen. Die Zellen wurden in

einer KOhlzentrifuge bei 6.000 rpm 25 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden bis

zur Verwendung bei der DNS-Isolierung auf Eis gelagert. Die Isolierung der DNS

erfolgte nach Marmur (1961), wobei aile Schritle der DNS-Isolierung mit sterilen

Losungen durchgefOhrt wurden. Der GC-Gehalt der isolierten DNS wurde durch

thermische Denaturierung (Marmur und Doty, 1962) ermitlelt.

Ais Vergleich diente Escherichia coli K12, Nr. 498, aus der Deutschen

Sammlung von Mikroorganismen; der GC-Gehalt von Stamm K12 betragt 51,7

mol%.
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6.9. Analyse der 16S rRNS

Das ben6tigte Zellmaterial wurde auf Stearat in einem Kulturvolumen von 2 I

angezogen. Die Zellen wurden in einer Kuhlzentrifuge bei 6.000 rpm 25 min

zentrifugiert. Die Zellpellets wurden bis zur Verwendung auf Trockeneis gelagert.

Die Sequenz der 16S rRNS von Stamm Hxd3 wurde freundlicherweise von Herm

Dr. Wolfgang Ludwig, TU Munchen, bestimmt.

Fur die Preparation der chromosomalen DNS, die in vitro Amplifikation der

168 rRNA Gene und die Sequenzierung der amplifizierten DNS wurden die von

Weizenegger et al. (1991) beschriebenen Methoden verwendet. Die 16S rRNS

Gen-Sequenzen wurden mit mehr als 900 homologen Sequenzen fOr

vergleichende Analysen in ein Alignment1 eingesetzt. Mit diesem wurden Distanz

Matrizen unter Verwendung eines neuen Programmes (SEQDIS [Stuckmann und

Ludwig, nicht publiziert]) berechnet. Phylogenelische Slammbaume wurden durch

Verwendung der Dislanz-Matrix2 , Maximum-Parsimony3 und Maximum

Likelihood4 Melhoden mit Hilfe der Programme NEIGHBOR und DNAPARS des

PHYLIP Paketes (Felsenstein, 1982) und faslDNAml erslellt.

1 Alignment: Untereinanderschreiben verschiedener Gensequenzen, so daB homologe

Abschnitte in der gleichen Spalle liegen.

2 Distanz-Matrix Methode: Der phylogenetische Abstand zweier Sequenzen wird aus dem Anteil

der unterschiedlichen Basen bestimmt.

3 Maximum Parsimony: Die Stammbaume werden unter der Annahme der geringsten Anzahl an

Mutationen erstellt

4 Maximum Likelihood: Die Stammbaume werden durch Ermittlung des wahrscheinlichsten

Mutationsweges erstellt.

7. Bestimmung der Bilanz der anaeroben Alkanoxidation

7.1. Wachstumsversuche in zugeschmolzenen Glasampullen

Zur Bilanzierung des anaeroben Alkanabbaus wurden Wachslumsansatze in

zugeschmolzenen Glasampullen hergestellt. Diese wurden verwendel, um eine

Diffusion von Sauerstoff in die Ansalze wahrend der langen Inkubationszeilraume

auszuschlieBen. AuBerdem komml in zugeschmolzenen Glasr6hrchen weder das

Medium noch die Hexadecanphase mit Slopfenmalerial, aus dem sich

Verunreinigungen 16sen k6nnten, in Beruhrung.
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Analyse des hochreinen Hexadecans

In den Waehstumsvrsuchen wurde hoehreines Hexadecan (99,5 %ig) verwendel.

Um auszusehliel3en, daB eine mbgliche Sulfatreduktion dureh die Verwertung von

eventuell vorhandenen Verunreinigungen im hoehreinen Hexadeean verursaeht

wurde, wurde die Reinheit des Hexadeeans geprufl. Stamm Hxd3 verwerlet

neben Alkanen langkellige Fellsauren, Alkohole und 1-Alkene. Deshalb sollte

gepruft werden, ob diese Verbindungen im hoehreinen Hexadeean als

Verunreinigungen enlhalten sind.

(a) Test auf langkettige Alkohole. Dazu wurde die Hexadeeanphase

vorsiehtig mit konz. Sehwefelsaure untersehiehtel. Mil Hexadeean, dem

mindestens 0,25 % 1-Hexadeeanol oder 2-Hexadeeanol zugesetzl worden war,

war die Bildung von gelbliehen Eslern an der Phasengrenze zu beobaehten.

Wenn slerilfiltriertes oder auloklaviertes hoehreines Hexadeean eingeselzt wurde,

wurde keine Bildung von Eslern beobaehlel.

(b) Test auf langkettige Fettsauren. Die Hexadeeanphase wurde mit 0,2 N

NaOH vorsiehtig untersehiehtel. Wenn dem Hexadeean zuvor min. 0,1 %

Palmilinsaure zugeselzl worden war, konnte an der Phasengrenze die Bildung

der weiBen Na-Salze der Palmilinsaure beobaehlet werden. Dagegen waren die

Salze mil hochreinem auloklavierlem oder slerilfillrierlem Hexadeean nicht zu

beobachlen.

(e) Test auf langkettige Alkene. Die Anwesenheit von Alkenen im hochreinen

Hexadeean wurde dureh Aufnahme eines UV-Spektrums von 200 bis 250 nm

geprufl. Das UV-Spektrum von Hexadeean, dem 0,1 % (v/v) 1- Hexadeeen

zugesetzt worden waren, enlhielt bei 202 nm einen Peak mil einer Absorption von

ungefahr 0,3. Mit hoehreinem autoklaviertem oder sterilfiltriertem Hexadeean

wurde im MeBbereieh kein Peak delektierl. Die Eiehung der pholometrischen

Messungen erfolgte gegen Lufl.

Diese Ergebnisse wurden dureh gasehromalographisehe Kontrollen des

hoehreinen Hexadeeans besUitigl. Dazu wurden Lbsungen von hoehreinem

auloklavierlem oder sterilfillriertem Hexadeean in Hexan hergestelll und jeweils

1 ~I eingespritzl. Unter den verwendelen MeBbedingungen (B 6.6.) konnte

1-Hexadecen von Hexadeean getrennl werden und noeh in einer Konzenlralion

von weniger als 0,1 % (v/v) in Hexadeean delekliert werden. Ais einzige

Verunreinigungen in dem hochreinen Hexadeean wurden geringe Mengen

(weniger als 0,05 %) an Pentadeean und Heptadeean gefunden.
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Herstellung der InkubationsgefaBe und Beschickung mit Hexadecan

40 ml Reagenzglaser aus Duranglas (Schott) wurden mit Hilfe eines

Geblasebrenners wenige em unterhalb der Offnung verjOngt (Abb. 6), um das

Zusehmelzen naeh dem Fertigstellen der Ansatze zu erleiehtern. Die verjOngten

Reagenzglaser wurden mit Wattestopfen versehlossen und autoklaviert.

Das als Substrat verwendete Hexadeean war hoehrein (99,5 %ig,

Eiehsubstanz 10r die Gasehromatographie). Es wurde in kleinen Glasrbhrehen mit

Sehraubdeekeln und Teflondiehtung autoklaviert. Bei der Behandlung der

Rbhrehen wurde darauf geaehtet, daB das Hexadeean nur mit Glas in BerOhrung

kam, um Verunreinigungen aus organisehen Kunststoffen auszusehlieBen. FOr die

Zugabe von Hexadeean wurden von den dOnnen Enden von Pasteurpipetten

kurze Kapillarrbhrehen (Lange: 10 mm) abgesehnitten und autoklaviert. In die mit

einer Pinzette gehaltenen Kapillarrbhrehen wurden mit einer sterilen Mieroliter
Spritze (Unimetrix, 25 Ill) jeweils 5 III des hoehreinen Hexadeeans ge1OIIt. Danaeh

wurden die gefOliten Kapillarrbhrehen in die sterilen Reagenzglaser so

fallengelassen, daB kein Hexadeean an die VerjOngung der Reagenzglaser

gelangte. Diese wurden darauf mit einem sterilen Wattestopfen versehlossen und

in die Anaerobenkammer eingesehleust, wobei das Hexadeean dureh das

Evakuieren und Begasen der Sehleusenkammer mit N2 anaerobisiert wurde.

Herstellung des Mediums

FOr das Waehstum in zugesehmolzenen Reagenzglasern wurde ein modifiziertes

Salzwassermedium mit 3 ml Spurenelementlbsung I (B 3.1.) pro I verwendet.

Einem Teil des Mediums wurde 0,2 g/I Pepton zugesetzt. Kurz vor dem
Einsehleusen in die Anaerobenkammer wurden 30 III einer 5 %igen Na

Dithionitlbsung (B 3.2.2.) zu jeweils 50 ml Medium gegeben. FOr einen sulfatfreien

Kontrollansatz wurde ein Medium ohne Na2S04 mit zusatzlieh 60 mM NaCI

hergestellt. Die Medien wurden in versehlossenen 50 ml Sehraubdeekelflasehen

in die Anaerobenkammer eingesehleust.

EinfOllen des Mediums und Beimpfen

Zum EinfOllen des Mediums in die verengten Reagenzglaser wurden sterile

Plastikspritzen verwendet, die statt einer KanOle ein ca. 20 em langes
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Glasr6hrchen trugen. Dieses wurde uber ein kurzes Stuck Schlauch mit der

Spritze verbunden. Die Glasr6hrchen mit dem Schlauch und die Spritzen wurden

in separaten, mit Walte verschlossenen Behaltern autoklaviert und in die

Anaerobenkammer eingeschleust. Das Material wurde einen Tag in der

Anaerobenkammer inkubiert, um adsorbierten Sauerstoff zu entfernen. Danach

wurden die Glasstabe mit dem StUck Schlauch auf die Spritzen gesetzt. Damit

wurden jeweils 12 ml Medium in die verjungten Reagenzglaser uberfUhrt. Dabei

wurde darauf geachtet, daf3 das Medium nicht mit dem verengten Teil des

Reagenzglases in Beruhrung kam und dadurch spater das Zuschmelzen

erschwerte. Anschlief3end wurden die Ansatze mit ca. 0,6 ml einer auf Palmitat

gewachsenen Kultur beimpfl. Die Ansatze wurden mit sterilen Stopfen

verschlossen, welche zusatzlich mit Klebeband befestigt wurden.

Zuschmelzen der Reagenzglaser

Nach dem Ausschleusen aus der Anaerobenkammer wurden die Ansatze zum

Austausch der Gasphase uber eine sterile, mit Walle gefullte Spritze dreimal

evakuiert und mit N2/C02-Gemisch (90/10) begast. Da das geschmolzene Glas

schon bei sehr geringem Oberdruck Blasen bildete, die leicht aufplatzten, durfte

das zum Begasen verwendete System wah rend des Zuschmelzens keinen

Oberdruck aufbauen. Dennoch durfle keine Luft eindringen. Deshalb wurde das

N2/C02-Gemisch (90/10) beim Zuschmelzen der R6hrchen uber eine

Verzweigung standig nach auf3en geleitet. Die verwendete Anlage ist in

Abbildung 6 dargestellt. Die Ansatze wurden an der verengten Stelle mit Hilfe

eines Geblasebrenners zugeschmolzen und nach dem Abkuhlen waagerecht

inkubiert.

Herstel/en einer Kontrol/e mit Zellen von Desulfovibrio salexigens

Eine auf Lactat gewachsene Kultur von Desulfovibrio salexigens wurde anaerob

bei 10.000 rpm 30 min zentrifugiert (SS 34 Rotor; Sorvall-Kuhlzentrifuge).

Anschlief3end wurde der Oberstand in einer Anaerobenkammer entfernt und das

Pellet in etwa 1 ml anaerobem Salzwassermedium (B 3.1.) resuspendiert. Davon

wurden 0,6 ml in ein Reagenzglas mit Medium und Hexadecan uberfUhrt. Dieser

Ansatz wurde ebenso wie die ubrigen zugeschmolzen.
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Abb. 6: Anoxisches Zuschmelzen einer Glasampulle (A). die beimpftes Medium (M) und
Hexadecan (nicht gezeigt) enthiilt. das mit einem Kapillarrohrchen (K) zugesetzt worden ist. Die
Glassampulle war in einer Anaerobenkammer verschlossen worden. Die Gasphase wurde nach
dem Ausschleusen durch wiederholtes Evakuieren und Begasen mit NzlC02'Gemisch (90/10)
uber eine autoklavierte mit Waite gefOllte Spritze (Sp) ausgetauscht. Wiihrend des
Zuschmelzens wurde die Schlauchklemme (KI) geoffnet. um dem permanenten Gasstrom ein
Entweichen uber den AuslaB (Au) zu erlauben. Die zugeschmolzene Ampulle wurde
waagerecht inkubiert. (G) Gebliisebrenner; (N) Zuleitung von N2 /C0 2 ,Gemisch mit
Zweiwegehahn; (S) Schlauch; (V) VakuumanschluB mit Zweiwegehahn; (Ma) Manometer.
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Prilfung der Glasampullen auf Dichtigkeit

Zur Prufung der Gasdurchlassigkeit der Glasampullen wurde Natriumphosphat

Puffer (pH 7,0; 30 mM) mit 2 flM Resazurin als Redoxindikator durch Ausschutteln

unter einer N2-Gasphase anaerobisiert. Durch Zugabe von Na-Dithionit (18 flM

Endkonzentration) wurde die blau gefarbte L6sung reduziert und entfarbt. Die

reduzierte L6sung wurde, wie fur die Wachstumsansatze oben beschrieben,

anaerob in 12 ml-Portionen auf R6hrchen mit verjungtem Hals verteill. Diese

wurden wie die Wachstumsansatze zugeschmolzen und bei 300 e inkubierl.

Analyse der Ansatze nach der Inkubation

Zur Bestimmung der Hexadecan-Menge und Sulfatkonzentration wurden die

zugeschmolzenen R6hrchen am Ende der Inkubation aufgebrochen. Dazu

wurden sie am verjungten Ende mit einer kleinen Feile angeritzt und durch

Aufdrucken eines rotgluhenden Glastropfens an die angeritzte Stelle

aufgesprengt. Die Kulturflussigkeit wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein

Zentrifugenr6hrchen aus Glas mit kleiner Offnung ubertragen. Das leere

aufgesprengte Kulturr6hrchen und die abgesprengte Kappe wurden jeweils

dreimal mit Hexan gespult. Das Hexan wurde in dem Glaszentrifugenr6hrchen

gesammelt, in dem sich die entsprechende Kulturflussigkeit befand. Dann wurde

das Zentrifugenr6hrchen mit einem Vitonstopfen verschlossen und ca. 1 min

geschuttelt, um mit dem zugesetzten Hexan das emulgierte Hexadecan zu

eX1rahieren. Zur Trennung der Hexanphase von der Kulturflussigkeit wurde das

R6hrchen bei 3.000 rpm (SS 34-Rotor) 5 min zentrifugierl. Die Hexanphase

wurde abgehoben und in ein gewogenes 50 ml Glasflaschchen gegeben, das mit

einem Stopfen verschlossen wurde. Die Kulturflussigkeit in dem

Zentrifugenr6hrchen wurde noch zweimal mit Hexan extrahiert. Die Hexanphasen

wurden in dem 50 ml Glasflaschchen gesammelt. Dieses wurde mit den

gesammelten Hexanphasen gewogen; aus der Gewichtsdifferenz und der Dichte

von Hexan (0,66 g/ml) wurde das Volumen der Hexanphase bestimmt. Die so

gewonnene Hexanphase wurde zur gaschromatographischen Bestimmung von

Hexadecan verwendet. Die verbliebene Kulturflussigkeit wurde zur

Sulfatbestimmung verwendet.
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7.2. Wachstumsversuche in FlachgefiiBen

Weil die genaue Bestimmung von gebildetem Sulfid in den Ansatzen in

zugeschmolzenen Glasampullen wegen der FIOchtigkeit von H2S nicht moglich

war, wurden Wachstumsansatze mit Hexadecan zur Bilanzierung des anaeroben

Alkanabbaus in speziell angefertigten FlachgefaBen hergestellt (Abb. 7). Aus

diesen konnten Proben zur Sulfidbestimmung durch den Stopfen entnommen

werden, ohne die GefaBe zu offnen. GegenOber GefaBen fOr Routineanzuchten

hatten die FlachgefaBe eine im Verhciltnis zum Kulturvolumen (115 ml) sehr kleine

M

Abb. 7: Zugabe von Hexadecan (H) zu einem speziell angefertigten Flachgefal3 (Ourchmesser: 84
mm; H6he: 33 mm), das beimpftes Medium (M) unter einer kleinen Gasphase enthalt. Hexadecan
steigt zur Oberflache des Mediums ohne den Stopfen zu berOhren. (S) Mikroliterspritze; (B)
Butylseptum durch Schraubdeckel mit Gffnung gesichert.

Septumoberflache (Durchmesser der Septen, 9 mm). AuBerdem ermoglichten

diese GefaBe eine sehr groBe Grenzflache des Hexadecans zum Medium, was

die Substratdiffusion begOnstigte.

Das verwendete Salzwassermedium (B 3.1.) wurde nicht mit Na2S sondern

nur mit Natriumdithionit reduziert (60 III einer 5 %igen Losung pro 100 ml Medium;

B 3.2.2.). Dieses wurde dem Medium vor dem AbfOlien in die GefaBe zugesetzt.

Jeweils 109 ml des reduzierten Mediums wurden Ober einen Schlauch aseptisch

unter Begasung mit N2 in die senkrecht gestellten FlachgefaBe bis zu einer

Markierung gefOlit. Die Ansatze wurden mit jeweils 6 ml einer auf Fettsauren

gewachsenen Kultur von Stamm Hxd3 oder Pnd3 beimpft, mit N2/C02-Gemisch

(90/10) begast und mit einem Butylseptum und einem durchbohrten

SchraubverschluB verschlossen. AnschlieBend wurden jeweils 40 III hochreines

Hexadecan (99,5 %ig) mit einer sterilen Microiiterspritze (Unimetrix, 50 Ill) in die

mit den Septen nach unten gehaltenen Ansatze gegeben. Das Hexadecan wurde
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40 III hochreines Hexadecan (99,S %ig) mit einer sterilen Microliterspritze

(Unimetrix, 50 Ill) in die mit den Septen nach unten gehaltenen Ansatze gegeben.

Das Hexadecan wurde so zugegeben, daB es dabei nicht das Septum berOhrte,

sondern sogleich zur Oberflache des Mediums aufstieg (Abb. 7). Die Ansatze

wurden waagerecht mit dem Septum nach unten inkubiert. Ein Kontrollansatz

wurde mit 5 ml einer Zellsuspension von Oesulfovibrio salexigens beimpft, die aus

einer 100 ml Lactatkultur gewonnen worden war (B 7.1.).

8. Bestimmung von Aktivitaten in Zellsuspensionen

Zellsuspensionsversuche fOr Aktivitatsbestimmungen wurden unter strikt

anoxischen Bedingungen durchgefOhrt. Die KulturflOssigkeit wurde in einer

Anaerobenkammer Ober einen Scheidetrichter von der Kohlenwasserstoffphase
und den aus a-Gyclodextrin und Hexadecan bestehenden Ausfallungen getrennt.

Danach wurde die KulturflOssigkeit in gasdicht verschlieBbare Zentrifugenbecher

(500, Nalgene) OberfOhrt und bei 5.000 rpm (GS3 Rotor, Sorvall) in einer

KOhlzentrifuge (RG-5B, Sorvall) 25 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1/20 des

Ausgangsvolumens an Salzwassermedium (B 3.1.) resuspendiert. Das

verwendete Salzwassermedium enthielt statt der Oblichen 1 mM nur 0,2 mM

Na2S, um den Anfangswert der Schwefelwasserstoffkonzentration im Experiment

niedrig zu halten. Die nun 20-fach konzentrierte Kultur wurde anoxisch in

Portionen von 10 ml auf Reagenzglaser (15 ml) verteilt, die mit Butylsepten und

Schraubdeckel gasdicht verschlossen wurden. Die verwendeten Butylsepten und

Zentrifugenbecher waren mindestens einen Tag lang in einer Anaerobenkammer

inkubiert worden, um Reste von Sauerstoff zu entfernen. Die Zellsuspensionen

wurden entweder in der Anaerobenkammer oder unter Begasung nach der

Hungate-Technik (Bryant, 1972) mit weiteren Zusatzen versehen (pro 10 ml

Zellsuspension):

Natriumdithionitl6sung, 50 mg/ml

Tetracyclin-L6sung, 1 mg/ml

Substrate (alternativ):

(i) Alkane, Alkene; sauerstofffrei (B 3.2.1.)

a-Gyclodextrin-L6sung, 100 gil
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(ii) Palmitat-L6sung, 100 mM 200 ~I

Das aus der heiBen Stamml6sung (B 3.2.1.) entnommene Volumen

wurde zunachst in 0,5 ml SuBwassermedium gegeben. Die dabei

gebildeten Flocken der Erdalkalisalze wurden mit einer Pasteurpipelle

aufgenommen und in einen Ansatz pipeltiert.

(iii) 1-Hexadecanol 40 mg

Die Menge an unl6slichem Alkohol wurde zunachst in 0,5 ml Isopropanol

gel6st. Dazu wurden 2,5 ml dest. H20 gegeben. Die gebildeten Flocken

von 1-Hexadecanol wurden mit einer Pasteurpipelle abgehoben und

zum Entfernen von Isopropanol in 3 ml dest. H20 uberfUhrt. Der

Waschvorgang in dest. H20 wurde funfmal wiederholt. Danach wurden

die Flocken einem Ansatz zugesetzt.

Die Ansatze wurden flach liegend auf einem Schuttler bei 70 rpm inkubiert,

um die Grenzflache zwischen den unl6slichen Substraten und dem Medium zu

vergr6Bern. Die Probenentnahme zur quantitativen Sulfidbestimmung erfolgte
durch die Butylsepten mit einer Mikroliterspritze (Unimetrix, 10 oder 25 ~I). die

vorher durch mehrmaliges Spulen mit N2 anaerobisiert worden war.

9. Bestimmung von Enzymaktivitiiten

9.1. Herstellung von Rohextrakten unter anoxischen Bedingungen

In 0,5 I Meplats-Flaschen angezogene, gut gewachsene Kulturen von Stamm

Hxd3 mit einem Gesamtvolumen von ca. 2 I wurden in der Anaerobenkammer in

gasdicht verschlieBbare Zentrifugenbecher Oberfuhrt und bei 5.000 rpm (GS3

Rotor) fur 25 min in der KOhlzentrifuge zentrifugiert. Die Pellets wurden in der

Anaerobenkammer in insgesamt 50 ml Salzwassermedium (B 3.1.) resuspendiert.

Darauf wurden die Zellen bei 10.000 rpm (SS 34-Rotor) fOr 20 min abzentrifugiert

und in der Anaerobenkammer in ca. 3 ml reduziertem AufschluBpuffer

resuspendiert.



Aufschluf3puffer:

Tris/HCI, pH 7,5
MgC12·6H20
DTE
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100,0 mM
5,OmM
2,5mM

Nachdem der Druckzylinder der French-Presse (American Instruments Co. Inc.,

Silver Spring, USA) in der Anaerobenkammer mit der Zellsuspension beschickt

und verschlossen worden war, erfolgte der Zellaufschluf3 anaerob bei 900 psi. Die

aufgeschlossenen Zellen wurden Ober eine KanOle in eine verschlossene mit N2

begaste Serumflasche OberfOhrt. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt. Danach

wurden die aufgeschlossenen Zellen in der Anaerobenkammer in

Zentrifugenbecher mit gasdichtem Verschluf3 OberfOhrt und 30 min bei 10.000 rpm

(SS 34-Rotor) zentrifugiert. Der Uberstand, im folgenden als Rohextrakt

bezeichnet, wurde in einer 8 ml Serumflasche unter N2-Atmosphare im Eisbad

aufbewahrt.

9.2. DurchfUhrung optischer Tests unter anaeroben Bedingungen

Es wurden ausschlief3lich frisch hergestellte und auf Eis aufbewahrte anaerobe

Rohextrakte in den Enzymtests eingesetzt. Aile Enzymaktivitaten wurden

photometrisch in einem U-1100 Spectrophotometer (Hitachi) bei 23°C bestimmt.

Die verwendeten Puffer und Stamml6sungen wurden durch mehrmaliges

Evakuieren und Begasen mit N2 anaerobisiert und in verschlossenen

Serumflaschen bei 4°C unter N2-Atmosphare aufbewahrt.

Die Messungen wurden in 1,5 ml GlaskOvetten mit Schliff durchgefOhrl.

Nachdem diese mit einem Gummistopfen verschlossen worden waren, wurde der

Gasraum fOr ca. 1 min mit N2 durchspOIt. In den nun anaeroben KOvettenraum

wurden ca. 1 ml anoxischer Puffer mit einer anaerobisierten Spritze gegeben.

L6sliche Substrate und andere Zusatze wurden mit ebenfalls anaerobisierten

Mikroliterspritzen zugesetzt.
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Malal-Dehydrogenase (nach Stams und Hansen, 1984)

ITestprinzip: Oxalacetat2- + NADH + H+ - Malat2- + NAD+

Testansatz (1 ml):

Tris/HCl, pH 7,2
NADH, Dinatriumsalz
Oxalacetat, Dinatriumsalz
Gasphase: N2 (100 %; 131 kPa)

50,0 mM
0,2mM
3,3mM

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 25 ~I Rohextrakt oder Oxalacetat gestartet

und bei 365 nm photometrisch verfolgt.

Melhylmalonyl-CoA:Pyruval- Transcarboxylase (nach Stams und Hansen, 1984)

Testprinzip: (1) Pyruvat- + (R,S)-Methylmalonyl-CoA-

- Propionyl-CoA + Oxalacetat2-

(2) Oxalacetat2- + NADH + H+ - Malat2- + NAD+

Testansatz (1 ml):

KH2PO,JK2HP04, pH 7,0
Gluthation
NADH, Dinatriumsalz
Pyruvat, Natriumsalz
(R,S)-Methylmalonyl-CoA, Lithiumsalz
Gasphase: N2 (100 %; 131 kPa)

50,0 mM
2,5mM
0,2mM

10,0 mM
0,2mM

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 40 ~I Rohextrakt, Pyruvat oder (R,S)

Methylmalonyl-CoA gestartet und bei 365 nm photometrisch verfolgt.
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Alkohol-Oehydrogenase

ITestprinzip: 1-Decanol + NAD+ - Decanal + NADH + H+

Testansatz (1 ml):

Tris/HCI, pH 9,0
NAD+, freie Saure
1-Decanol-Emulsion

100 mM
2mM

10 III

Da 1-Decanol in Wasser schlecht 16slich ist, wurde eine Emulsion

von 1-Decanol in dest. H20 hergestellt. DafOr wurden 100 III

1-Decanol in 20 ml dest. H20 gegeben und dann mit Ultraschall

emulgiert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 40 III Rohextrakt oder 50 III einer

1- Decanol Emulsion in dest. H20 gestartet. Bei 365 nm wurde die Reaktion

photometrisch verfolgt.

Aldehyd-Oehydrogenase

ITestprinzip: Decanal + NAD+ + H20 - Decanat- + NADH + 2 H+

Zusammensetzung von 1 ml Testansatz:

Tris/HCI, pH 7,5
NADH, Dinatriumsalz
Decanal-Emulsion

100,0 mM
0,2 mM

10,0 III

Mit Decanal wurde so, wie oben fOr 1-Decanol beschrieben,

eine Emulsion in dest. H20 hergestellt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 40 III Rohextrakt oder 50 III einer Emulsion

von Decanal in dest. H20 gestartet und photometrisch bei 365 nm verfolgt.
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Stamml6sungen und Puffer

Zur Optimierung der Bedingungen des Alkohol-Dehydrogenase-Tests wurden

folgende Stamml6sungen und Puffer hergestellt:

(a) Puffer

(i) Tris/HCI, pH 9,0 30,0 mM
Na2S04 28,2 mM
KH2P04 1,5 mM
NH4CI 4,7mM
NaCI 340,0 mM
MgCI2,6H20 14,8 mM
KCI 6,7mM
CaCI2,2H20 1,OmM

(ii) Glycin, pH 9,5 100,0 mM

(iii) Glycin, pH 9,5 100,0 mM

weilere Salze wie unler (i) beschrieben

(b) Salze

KCI
NaCI
NH4C1
MgCI2,6H20
CaCI2,2H20
ZnS04

(c) Elektronenakzeptoren und -donatoren

NAD+, freie Saure
NADP+, Tetra-Na-Salz
NADH, Di-Na-Salz
PMSb
Ferricyanid
Methylenblau

0,5 M
1,0 M
0,4 M
0,4 M
0,4 M

100,0 mM
100,0 mM
100,0 mM

4,OmM
100,0 mM

5,OmM



(d) Substrate
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1-Dodecanol
1-Decanol
1-0clanol
1-Hexanol
1-Bulanol
1-Propanol
Ethanol
Isoamylalkohol
2-Bulanol

Emulsiona
Emulsiona

Emulsiona

Emulsiona

0,5 M
1,0 M
1,0 M
0,2 M
0,8 M

a von diesen Subslralen wurden mil Ullraschall Emulsionen mil 100 III Substanz

in 20 ml des!. H20 hergeslell!.

b N-Melhylphenazoniummelhylsulfal
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Ergebnisse

1. Anreicherung und Isolierung von alkanabbauenden sulfat

reduzierenden Bakterien unter anoxischen Bedingungen

1.1. Anreicherung und Isolierung unter mesophilen Bedingungen

Anreicherung und Isolierung aus einem Ol-Wasser-Separator

In einem Ol-Wasser-Separator eines norddeutschen Olfeldes wurde H2S-Bildung

beobachtet. Der Nachweis hoher Zellzahlen sulfatreduzierender Bakterien (8 bis

9x106 koloniebildende Einheiten) in der Wasserphase des Ol-Wasser-Separators

fOhrte zu dem SchluB, daB die beobachtete Sulfidbildung durch biologische

Sulfatreduktion verursacht worden war (Cord-Ruwisch, 1987). Mit asphalten- und

blhaltigen Ausfallungen aus der Wasserphase des Ol-Wasser-Separators wurden

sulfatreduzierende Anreicherungen gewonnen. Aus dieser Kultur wurde mit

Hexadecan als Substrat eine sulfatreduzierende Kultur angereichert und Ober

AgarverdOnnungsreihen mit Caprylat (1,5 mM) als Substrat isoliert. Das Isolat, im

folgenden Stamm Hxd3 genannt, wuchs anaerob auf Alkanen von C12 bis C20.

Die Einzelheiten der Anreicherung und Isolierung wurden bereits beschrieben

(Aeckersberg, 1989).

Anreicherung und Isolierung aus marinen Sedimenten

Anreicherung. Zur Anreicherung eines weiteren mesophilen,

alkanabbauenden Sulfatreduzierers wurde synthetisches Meerwassermedium mit

0,2 mM Na2S als Reduktionsmittel (B 3.1.) verwendet. Die Ansatze, die ein

Kulturvolumen von 75 ml in 100 ml Flaschen hatten, wurden mit einem anaeroben

marinen Schlammgemisch (B 2.) beimpft. Anoxisches Pentadecan und

Hexadecan (B 3.2.1.) wurden als Elektrondonator und Kohlenstoffquelle (20 mill

Medium) zugesetzt. Die Ansatze wurden bei 30°C inkubiert. 1m Abstand von ein

bis zwei Wochen wurde die Sulfidkonzentration bestimmt. Nach drei Monaten

Inkubation wurde eine deutlich erhbhte Sulfidkonzentration (ca. 15 mM)

gegenOber einer Kontrolle ohne Alkan gemessen. Folgekulturen mit jeweils 10 %

Inokulum wurden etwa zwei Monate bis zu einer deutlichen Sulfidbildung

inkubiert. Trotz der sich nur wenig unterscheidenden MolekOlketten der zwei
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Substrate (C15 gegenOber C16) entwickelten sich die Anreicherungen mit

Pentadecan schneller als die mit Hexadecan. Nach der dritten Obertragung

wurden stabchenf6rmige Zellen beobachtet, die an der Oberflache der

Alkanphase Mikrokolonien bildeten. Da Zellen von Stamm Hxd3 beim Wachstum

auf Alkanen das gleiche Verhalten zeigten, wurde vermutet, daf3 auch hier die an

der Alkanphase haftenden Zellen an der Oxidation von Pentadecan beteiligt

waren.

Isolie rung. Ein Aliquot der vierten Folgekultur der Anreicherung mit

Pentadecan wurde in eine AgarverdOnnungsreihe (B 4.1.) mit Capronat als

Substrat OberfOhrt. Dabei wurde auch ein Teil der Alkanphase mit den daran

haftenden ZeJlen als Inokulum verwendet. Ais Substrat fUr die

AgarverdOnnungsreihe wurde Capronat (3 mM) gewahlt, da das Wachstum einer

einzelnen Zelle bis zu einer Kolonie mit in Agar emulgiertem Pentadecan

wahrscheinlich sehr lange gedauert halte. Nach drei Wochen wurden in der

vierten und fOnften VerdOnnungsslufe rolbraune und weif3e Kolonien beobachlet.

Die weif3en Kolonien waren deutlich kleiner und elwa doppelt so haufig wie die

rotbraunen. Die Zellen der rotbraunen Kolonien enlsprachen morphologisch den

Zellen, die in der Anreicherung an der Alkanphase haftelen. Daher wurden

mehrere freiliegende rolbraune Kolonien aus der fOnften VerdOnnungsstufe

isoliert und in FIOssigmedium mil Capronat (3 mM) als Subslral Obertragen. Aile

so erhaltenen Kulluren wuchsen auch nach Oberlragung auf Pentadecan als

Subslrat. Nachdem den penladecanabbauenden Bakterien nunmehr ein

erkennbarer Zeillyp zugeordnet werden konnte, wurde dieser Ober zwei

aufeinanderfolgende AgarverdOnnungsreihen mit Capronal (3 mM) von eventuell

noch vorhandenen Begleitern gereinigt. In beiden AgarverdOnnungsreihen

wurden nur noch einheitlich aussehende rOlbraune Kolonien beobachtet. Die aus

der dritten AgarverdOnnungsreihe isolierten Kulluren wuchsen aile auf

Pentadecan und unterschieden sich morphologisch nicht. Ein Isolat mit der

Bezeichnung Pnd3 wuchs am schnellsten auf Penladecan und wurde deshalb fOr

aile weiteren Versuche verwendel.

1.2. Anreicherung und Isolierung unter thermophilen Bedingungen

Anreicherung. Zur Anreicherung von thermophilen sulfatreduzierenden

Baklerien mit gesattigten Kohlenwassersloffen wurden Ansatze mit synlhetischem

Meerwassermedium (B 3.1.) mil anoxischem, sulfidhaltigem Schlamm aus dem
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Guaymas-Becken (B 2.) beimpft. Sedimente dieses Standorts sind reich an

Kohlenwasserstoffen. Diese werden dort aus dem reichlich vorhandenen

abgesunkenem Detritus unter Druck (2,03·104 kPa) infolge hydrothermaler

Erhitzung gebildet, d. h. dort finden rezente Erd61bildungsprozesse statt. In

diesem Sediment ist eine naturliche Anreicherung thermophiler alkanabbauender

Bakterien zu erwarten. Ais Substrate wurden folgende Kohlenwasserstoffe

zugesetzt (Prozentangaben beziehen sich auf Paraffin61 als inerte Tragerphase):

Methan (60 kPa), Ethan (60 kPa), Propan (60 kPa), Butan (60 kPa), Hexan (2 und

4 % [v/v)), Heptan (2 und 4 % [v/v)), Decan (4 und 8 % [v/v)) , Dodecan (20 % lv/v]

und unverdunnt), Pentadecan (unverdOnnt), Hexadecan (unverdOnnt),

2-Methyloctan (2 und 4 % [v/v)) , 3-Methyloctan (2 und 4 % [v/v]) , Cyclohexan (2

und 4% [v/v)) , 1-Hexen (1 und 2 % [v/v)), 1-0cten (1 und 2 % [v/v]) , 1- Decen (1

und 2 % lv/v]) und 1- Hexadecen (unverdOnnt). Die Ansatze hatten ein Volumen

von 75 ml in 100 ml Flaschen. Das zugesetzte Volumen reiner

Kohlenwasserstoffe betrug 1,2 ml, das verdunnter Kohlenwasserstoffe 2 ml. In

Ansatzen mit gasf6rmigen Kohlenwasserstoffen wurden die Flaschen mit 50 ml

Medium gefUlit. Flussige Kohlenwasserstoffe mit merklichem Dampfdruck (C6 bis

C12) wurden deshalb in einer Paraffin phase verdOnnt, weil sich diese in reiner

Form in Wachstumsversuchen mit Stamm Hxd3 als giftig erwiesen hatten (C 2.1.).

Die Ansatze wurden unter N2/C02 (80/20) bei 60°C inkubiert.

Mit Hexan, Heptan, Decan, 3-Methyloctan, Cyclohexan und 1-Decen wurde

im Vergleich zu einer Kontrolle ohne Kohlenwasserstoff auch in der dritten

Folgekultur deutlich Sulfid (10 - 15 mM) gebildet. Mit den ubrigen verwendeten

Kohlenwasserstoffen fand keine deutliche Sulfidbildung statt.

Demnach fOhrten unter maBig thermophilen Bedingungen bevorzugt Alkane

in einem Kettenlangenbereich von C6 bis C12 zu Anreicherungen mit

sulfatreduzierenden Bakterien. Dabei wurden auch verzweigtkettige

(3-Methyloctan) und cyclische (Cyclohexan) Kohlenwasserstoffe verwertet. Von

den verwendeten 1-Alkenen fuhrte nur 1- Decen zu einer Sulfidbildung. Mit

1 - Hexen und 1- Octen wurde sogar weniger Sulfid gebildet als in

Kontrollansatzen ohne Kohlenwasserstoffzusatz. Demnach waren diese Alkene in

den eingesetzten Konzentrationen toxisch.

In der dritten Folgekultur hatten Anreicherungen mit Decan nach zwei

Wochen Inkubation eine Sulfidkonzentration von 10 - 15 mM gebildet;

Anreicherungen auf Hexan, Heptan, Dodecan, 3- Methyloctan und 1- Decen

erreichten diese Konzentration nach drei Wochen. Mit Cyclohexan wurde erst

nach zweieinhalb Monaten Inkubation deutliche Sulfidbildung beobachtet.
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Mikroskopisch waren in den Anreicherungen mit Decan und Dodecan kurze

stabchenformige Zellen zu erkennen, die an der Kohlenwasserstoffphase

hafteten. Frei im Medium fielen kleine kokkoide und leicht gekrummte, aktiv

bewegliche Stabchen auf. Mil Hexan wurden Kurzslabchen, mit Cyclohexan

lange Slabchen ("Zigarrenform") angereicherl. Diese haflelen nichl an der

Kohlenwasserstoffphase. Wahrscheinllich ist die Loslichkeil dieser Alkane bei

60°C genOgend hoch, um ein Wachslum ohne direklen Konlakt mit der

Kohlenwassersloffphase zu ermoglichen.

Isolierung. Weil die Anreicherung mil Decan am schnellsten wuchs, wurde

diese fOr Versuche zur Isolierung eines Ihermophilen alkanoxidierenden

Sulfalreduzierers verwendel. Ais organische Subslrale in den

AgarverdOnnungsreihen (B 4.1.) dienlen Capronal (3 mM) und Caprylal (2 mM).

Nach zwei Wochen Inkubalion bei 60°C waren in der zweilen, dritten und vierten

VerdOnnung folgende Typen von Kolonien zu sehen:

(i) kleine hellbraune elwas unregelmaBig geformle Kolonien mil

slabchenfOrmigen und zum Teil akliv beweglichen Zellen; diese glichen

morphologisch den Zellen, die an der Kohlenwassersloffphase der Anreicherung

beobachlet worden waren;

(ii) groBe dunkelbraune Kolonien, die sellen vorkamen, mit leichl

gekrOmmlen, akliv beweglichen Slabchen;

(iii) kleine weiBe Kolonien mil kleinen kokkoiden Zellen.

Die kleinen weiBen Kolonien waren ungefahr hunderlmal haufiger als die kleinen

hellbraunen und dunkelbraunen Kolonien, was deren Isolierung erschwerte.

Von jedem Typ wurden einige Kolonien isoliert und in Flussigmedium mil

Capronat (3 mM) und Caprylal (2 mM) Obertragen. Danach wurde das Wachslum

auf Decan geprOft. Nur Isolale aus den kleinen hellbraunen Kolonien wuchsen auf

Decan. Diese Isolate enlhiellen slabchenformige zum Teil bewegliche Zellen, die,

wie in der Anreicherung, an der Kohlenwassersloffphase haflelen. Allerdings

waren nach dem erslen Isolierungsschritt in der Kultur noch kleine kokkoide

Begleiter zu sehen.

In einer sich anschlieBenden Arbeit wurden aus dieser vorgereiniglen Kullur

Ober zwei aufeinanderfolgende AgarverdOnnungsreihen mit Capronat (3 mM)

mehrere decanverwerlende Reinkulturen gewonnen (P. Rueter, personliche

Mitteilung). Das Isolat mit dem schnellslen Wachslum (Stamm TD3) wird

eingehender untersuchl.
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2. Charakterisierung der isolierten sulfatreduzierenden Bakterien

2.1. Charakterisierung von Stamm Hxd3

Der aus einem Ol-Wasser-Separator isolierte Stamm Hxd3 war morphologisch

und physiologisch schon zum Teil charaklerisiert worden (Aeckersberg, 1989). 1m

folgenden sind die Ergebnisse einer eingehenden Charaklerisierung

zuzsammengefaBI.

Morphologische Eigenschaften

Slamm Hxd3 halle kleine slabchenformige Zellen (Abb. 8). In alleren KuJluren

lralen daneben auch leichl gekrummle Formen auf. Akliv bewegliche Zellen

wurden nichl beobachlel.

Wahrend des Wachslums auf Alkanen haftelen die meislen Zellen an der

Alkanphase (Abb. 8). Mil zunehmendem Aller der Kullur Joslen sich immer mehr

Zellen von der Alkanphase und lrublen das Medium. Frei im Medium suspendierte

Zellen Iysierlen nach einigen Wochen. wahrscheinlich infolge von

Subslralmangel. Die Zellen neiglen dazu, sich an Glasoberflachen wie die von

Objekllragern und Deckglasern zu hellen. So waren mikroskopische Aufnahmen

von vielen Zellen in einer Ebene auch ohne Verwendung von agarbeschichlelen

Objekllragern moglich.

NaWrliche Verwandtschaft

Die 16S rRNS wurde von Herrn Dr. Wolfgang Ludwig, Munchen, sequenzierl.

Slamm Hxd3 gehorl in die 8-Gruppe der Proleobaklerien, isl aber mil keiner der

bekannlen Gallungen nahe verwandl (Abb. 9).
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Abb. 8: Phasenkontrastaufnahmen der Reinkultur von Stamm Hxd3, anaerob gewachsen mit
Hexadecan. (A) Zellen haften an einem Hexadecantropfen, der durch seine Iichtbrechenden Grenzen
sichtbar ist. (B) Stiirkere Vergrof3erung von Zellen. die am Deckglas haften. Die eingetragenen
Strecken entsprechen 10 11m.

Substratverwertung

Alkane. Kurzkettige Alkane mit merklichem Dampfdruck kennen als reine

Phase (100 "!o) wachstumshemmend wirken. Durch VerdOnnung der Alkane in

einer inerten hydrophoben Tragerphase kann die Wachstumshemmung

vermieden werden (Gill und Ratledge, 1972). Der Dampfdruck und damit die

Aktivitat der kurzkettigen Alkane wird durch die VerdOnnung herabgesetzt; die

Gleichgewichtskonzentration der Alkane im" Medium bleibt so unterhalb der

Sattigungskonzentration. Dennoch bleibt die Gesamtmenge an Alkanen bei

genOgend grof3er Tragerphase ausreichend, um ein Wachstum zu gewahrleisten.
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Abb. 9: Nach dem Distanz-Matrix-Verfahren berechneter phylogenetischer Stammbaum. der die
taxonomischen Beziehungen von Stamm Hxd3 darstellt. Die eingetragene Strecke entspricht 5 %
evolutionarer Distanz der 16S rRNA Sequenzen.

Ais mogliche Tragerphasen fOr die folgenden Versuche wurden Pristan und

dickflOssiges Paraffin (B 1.) geprOfl. Dabei wurde das Wachstum von Stamm Hxd3

auf Stearat in Gegenwart von Pristan oder dickflOssigem Paraffin nicht

beeintrachtigl. In Ansatzen mit Pristan und Stamm Hxd3 wurde auch nach 3

Monaten Inkubation kein Sulfid gebildet: mit dickflOssigem Paraffin aber wurden

nach 3 Monaten Inkubation ca. 3 mM Sulfid gefunden. Deshalb wurde Pristan als

inertes Tragermaterial fUr die folgenden Untersuchungen verwendel.

Die gas form igen Alkane Methan, Ethan, Propan und Butan (B 3.2.1.)

hemmten das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Stearat nicht, wurden aber auch

nicht als Elektronendonatoren verwertet.

In Ansatzen mit Pentan, Hexan, Heptan, Octan oder Decan als reiner Phase

(100 %) wurde das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Stearat vollstandig gehemmt.

VerdOnnungen von Pentan, Hexan, Heptan und Octan in Konzentrationen von 5

und 10 % (v/v) verlangsamten das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Stearat noch
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deutlich; dagegen waren Konzentrationen dieser Alkane in Pristan von 2 % (v/v)

ohne Hemmwirkung.

Decan erwies sich als weniger gillig. Konzentrationen von 10 und 20 % (v/v)

in Pristan verlangsamten das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Stearat, wahrend

eine Konzentration von 5 % (v/v) nicht hemmte.

SchlieBlich sollte gepruft werden, ob diese Alkane in nicht wachstums

hemmenden Konzentrationen von Stamm Hxd3 verwertet wurden. Dazu wurden

Ansatze mit Stamm Hxd3 und folgenden Verdunnungen der Alkane in Pristan

hergestellt: Pentan, Hexan, Heptan und Octan mit 1 und 2 % (v/v); Decan mit 2

und 4 % (v/v). Wahrend der 4 monatigen Inkubation bei 30°C wurde in keinem der

Ansatze Wachstum oder Sulfidbildung beobachtet. Dagegen wurden in Ansatzen

mit Stamm Hxd3 und Hexadecan (2 und 5 % (v/v) in Pristan) nach 4 Monaten

Inkubation ca. 5 mM Sulfid gefunden.

Alkane mit Kettenlangen von C1 bis ClO werden demnach von Stamm Hxd3

auch dann nicht als Elektronendonatoren verwertet, wenn sie in nicht

wachstumshemmenden Konzentrationen vorliegen (Tabelle 6).

Stamm Hxd3 verwertete Alkane mit einer Kettenlange von 12 bis 20 C

Atomen (Tabelle 6). Dabei ermbglichten Hexadecan und Octadecan das
schnellste Wachstum; in Gegenwart von a-Cyclodextrin wurden 10 mM Sulfid

nach ca. 4 Wochen gebildet. Dieselbe H2S-Konzentration wurde dagegen mit

Palmitat oder Stearat bereits nach einer Woche erreicht.

Andere Substrate. Die langkettigen Monocarbonsauren Palmitat,

Heptadecanat und Stearat ermbglichten von allen Substraten das schnellste

Wachstum. Mit 5 % Impfvolumen wurden nach 7 Tagen Inkubation bei 30°C etwa

10 mM Sulfid gebildet. Die kurzkettigen Sauren wie 8utyrat oder Capronat

wurden dagegen nur langsam verwertet. Mit Acetat wuchs Stamm Hxd3 trotz der

Fahigkeit zur vollstandigen Oxidation nicht.

Vitaminbedurfnis

Das Vitaminbedurfnis wurde mit Stearat als Substrat gepruft. In Ansatzen ohne

Vitamin 812 wurde bereits in der zweiten Folgekultur kein Wachstum mehr

beobachtet. Wenn jeweils eines der anderen Vitamine fehlte, wuchs Stamm Hxd3

auch nach der vierten Obertragung mit je 5 % Inokulum problem los. In

Folgekulturen war das Wachstum mil Vitamin 812 als einzigem Wachstumsfaktor

ebenso gut, wie mit dem Gemisch aller Vitamine (83.1.).
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Sonstige Eigenschaften

Ein Zusatz von Dithionit (6 III 5 %ige Losung auf 10 ml Medium) stimulierte das

Wachstum von Stamm Hxd3 deutlich. Mit dem weniger konzentrierten

Salzwasser-Medium (8 3.1.) war das Wachstum genauso gut wie mit

synthetischem Meerwasser-Medium (8 3.1.), das fOr die Anreicherungen

verwendet worden war. FOr aile weiteren Versuche wurde Salzwasser-Medium

verwendet, insbesondere weil dieses geringere Konzentrationen an den zu
Ausfallungen neigenden Mg2+- und Ca2+-lonen enthalt.

2.2. Charakterisierung von Stamm Pnd3

Morphologie

Ahnlich wie Stamm Hxd3 hatte auch Stamm Pnd3 stabchenformige unbewegliche

Zellen, die sich an die Alkanphase hefteten.

Substratverwertung

Alkane. GegenOber Alkanen zeigte Stamm Pnd3 eine noch hohere Spezifitat

als Stamm Hxd3. Es wurden nur Alkane mit 14 bis 17 C-Atomen verwertet

(Tabelle 6), wobei Pentadecan und Hexadecan das schnellste Wachstum
ermoglichten. In Gegenwart von a-Cyclodextrin (6 g/I) (C 4.1.) wurden nach 4

Wochen Inkubation bei 30°C ca. 15 mM Sulfid gebildet.

Andere Substrate. Monocarbonsauren dagegen verwertete Stamm Pnd3 in

einem Kettenlangenbereich von C4 bis C'8 (Tabelle 6). Auf3erdem wurde auch

Formiat in Gegenwart von Acetat (2 mM) als C-Quelle verwertet (Tabelle 6). Das

schnellste Wachstum ermoglichte Capronat. Mit einem Implvolumen von 5 %

wurden ca. 10 mM H2S in vier Tagen gebildet, wah rend mit langkettigen

Fettsauren die gleiche H2S-Konzentration in ungelahr 7 Tagen erreicht wurde.
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Tabelle 6: Eigenschaften neu isolierter alkanverwertender Sulfatreduzierer (Symbole: + =Wachstum bzw.
Eigenschaft vorhanden; (+) = Wachslum langsamer undloder mit geringerer Zelldichte als auf dem
Anreicherungssubstrat; - = kein Wachstum bzw. Eigenschaft nicht vorhanden; nb, nicht bestimmt).

Eigenschaft

Herkunft

Anreicherungs
substrat
Isolierungssubstat
Zellform
Zellbreite !lJm]

Zellange [flm]
Beweglichkeit
OptimaIe Wachstums

temperatur IOC]
G+C-Geha~ der DNS [mel "/oj

Ais Elel<tronendonatoren geprOf!:
Formiat (10; 20 mM)
Acetat (5; 10 mM)
Propionat (3; 6 mM)
Butyrat (2; 4 mM)
Valerat (2; 3 mM)
Capronat (2; 3 mM)
Caprylat (1; 2 mM)
Dacanat (0; 5 mM)
Myristinat (O,5; 1 mM)
Pentadecanat ;0,5; 1 mM)
Palm~at {O,5; 1 mM}
Heptadecanat (0,5; 1 mM)
Stearat (0,5; 1 mM)
Hexan (2; 4 Vol."/o)'
Heptan (2; 4 Vol."/o)'
Octan (2; 4 Vol."/o)'
Nonan (4 Vol.%)'
Decan (4; 8 Vol.%)'
Dodacan (20; 100 Vol.%)'
Tridecanb

Tetradecanb

Pentadecanb

Hexadecanb

Heptadecanb

Octadecanb

Eicosanc
1-Tetradecenb

l-Hexadecenb

1-Heptadecen
1-Hexadecanolc

2-Hexadecanolc

Hxd3

Ol-Wasser
Separator

Hexadecan
Caprylat

Stabchen
0,4 - 0,5

0,8 - 2,0

30
62,5

(+)

(+)
(+)
+
+
+
+
+
+

nb

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Stamm

Pnd3

anoxischer mariner
Schlamm

Pentadecan
Capronat
Stabchen

30
nb

+

+
+
+
+
+
nb
+
+
+
+
+

nb

+
+
+
+

+
+
+
+

iilhaltiges Tiefseesedi
ment (Guaymas-Becken)

Decan
Capronat
Stabchen
0,8 -1,0

2,0 - 3,5
-/+

60
nb

+
+
+
+

+
nb
+
nb
+
+
+
+
+
+
+
+
+

(+)
(+)
nb

nb
nb
nb
nb
nb
nb

Von keinem der Stamme verwertet:
Alkane: Methan, Ethan, Propan, Bulan, Pentan
Alkohole: Methanol (4; 8 mM), Ethanol (3; 6 mM)
Monocarbonsauren: Isovalerat (2; 3 mM)
Oicarbonsauren: Malat (3; 6 mM), Succinat (3; 6 mM), Fumarat (3; 6 mM), Glutarat (3; 6 mM)
Sonslige Sauren: Pyruvat (4; 8 mM), Citrat (3; 6 mM), Benzoat (1,5; 3 mM), Glycin (5; 10 mM), Alanin (4; 8 mM),
Serin (4; 8 mM), Aspartat (4; 8 mM), Glutamat (4; 8 mM)
Kohlenhydrale: Glucose (3; 6 mM), Fructose (3; 6 mM)

• Die kurzkettigen Alkane wurden in Pristan oder Paraffin verdOnnt
b Die langketligen Alkane wurden als Reinsubstanzen zugesetzt
C Die unter Normalbedingungen festen, unliislichen Substanzen wurden wie unter (B 3.1.) beschrieben zugesetzt
d aile Angaben zu Stamm TD3 von P. Rueter (pers. Mitteilung)
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Sonstige Eigenschaften

FOr die Anreicherung von Stamm Pnd3 war synthetisches Meerwasser-Medium (B

3.1.) verwendet worden. In Wachstumsversuchen auf Capronat wuchs Stamm

Pnd3 auf dem weniger konzentrierten Salzwasser-Medium genauso gut, wie auf

synthetischem Meerwasser-Medium. FOr aile weiteren Versuche wurde

Salzwasser-Medium verwendet. Eine Zugabe von Dithionit als zusiHzliches

Reduktionsmittel stimulierte das Wachstum weder auf Capronat noch auf

Pentadecan.

Pepton (0,2 gil) stimulierte das Wachstum auf Pentadecan leicht, wahrend

Hefeextrakt (0,2 gil) nicht stimulierte.

Die Charkterisierung von Stamm Pnd3 ist noch nicht abgeschlossen, weil

dieser erst gegen Ende der experimentellen Arbeit isoliert wurde.

3. Quantitative Messungen zum anaeroben Alkanabbau

Der Beweis einer strikt anaeroben Alkanoxidation durch die neuisolierten

Bakterien konnte nur durch eine genaue Bilanzierung der Substratumsetzung

erbracht werden. Dabei muBten folgende mogliche Fehlerquellen

ausgeschlossen werden:

(i) Eine Diffusion von Spuren von Sauerstoff in die Kulturen, z. B. durch den

Stopfen, und somit eine eventuelle 02-abhangige Initialreaktion.

(ii) Ein Wachstum und eine Sulfatreduktion durch Verwertung m6glicher

Begleitsubstanzen, z. B. aus dem kauflichen Hexadecan oder dem Stopfen

material.

Zunachst wurde die Reinheit des in den folgenden Versuchen verwendeten

Hexadecans (99,5 %ig, B 1.) geprOft. Langkettige Alkene, primare Alkohole oder

langkettige Fettsauren waren nicht nachweisbar (Nachweisgrenze in Hexadecan:

< 0,1%). Auch nach dem Autoklavieren des Hexadecans in verschlossenen

GefaBen unter N2 waren diese Verbindungen nicht nachweisbar (B 7.1.). In

Wachstumsversuchen mit den isolierten Stammen wurde hochreines Hexadecan

(99,5%) eingesetzt; von diesem wurden moglichst geringe Mengen verwendet,

um einen deutlichen Verbrauch nachzuweisen. Bisher war Hexadecan immer in

groBem OberschuB zugesetzt worden, um die Wachstumsgeschwindigkeit nicht

zu begrenzen. Die Wachstumsversuche wurden in zugeschmolzenen
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Glasampullen (B 7.1.; Abb. 6) und in FlachgefiWen (B 7.2.; Abb. 7) mit einer im

Verhaltnis zum Kulturvolumen moglichst kleinen Stopfenoberflache durchgefOhrt.

3.1. Bilanzlerung des Alkanabbaus in zugeschmolzenen
Glasampullen

Durch Verwendung von zugeschmolzenen Glasampullen (B 7.1.; Abb. 6) als

WachstumsgefaBe wurden ein Kontakt mit Stopfenmaterial und eine Diffusion von

02 vollstandig vermieden. FOr die Bilanzierung wurde sterilfiltriertes Hexadecan in
nur geringen Mengen (5~1/12ml Kulturvolumen) zugesetzl. Die Wachstums- und

Kontrollansatze sind in Tabelle 7 aufgefOhrt.

In frOheren Veroffentlichungen war eine anaerobe Verwertung von Alkanen

durch Stamme der Gallung Desulfovibrio beschrieben worden (Davis und

Yarbrough, 1966; Novelli und ZoBell, 1944). Deshalb wurde zur Kontrolle ein

Ansatz mit Desulfovibrio salexigens als marinem Vertreter der Gallung

Desulfovibrio beimpft.

Die zugeschmolzenen Ansatze wurden bei 30°C flach Iiegend inkubiert und

ein- bis zweimal pro Woche kurz umgeschwenkt. Nach zwei bis drei Monaten

Inkubation deuteten eine starke Emulgierung des Hexadecans und eine leichte

TrObung des Mediums in den Rohrchen auf Wachsum hin. Offensichtlich war das

Wachstum von Stamm Hxd3 mit den hier zugesetzten geringen Mengen an

Hexadecan (1,36 mmol/I) deutlich langsamer als mit dem in routinemaBigen

Anzuchten verwendetem groBen OberschuB (40 mmol/I). Nach weiteren drei

Monaten machten sich allmahlich Lyseerscheinungen bemerkbar. Die

zugeschmolzenen Ampullen wurden nach insgesamt 11 Monaten an der

VerjOngung aufgebrochen. Das verbliebene Hexadecan wurde mit Hexan

sorgfaltig extrahiert und gaschromatographisch bestimmt (B 6.6.). Sulfat wurde

gravimetrisch als BaS04 gemessen (B 6.4.). Die Ergebnisse sind in Tabelle 7

dargesteill.

In den Ansatzen mit lebenden Zellen von Stamm Hxd3 und einer

ausreichenden Sulfatkonzentration wurden ca. 90 % des eingesetzten

Hexadecans und 12 bis 14 mmol/I Sulfat verbraucht. Dagegen wurde in den

Kontrollansatzen mit niedriger Sulfatkonzentration, ohne Zusatz von Bakterien

oder mit pasteurisierten Zellen die ursprOnglich zugesetzte Hexadecanmenge fast



Tabelle 7: Bestimmung des Hexadecan- und Sulfatverbrauchs nach anaerobem Wachstum von Stamm Hxd3 auf hochreinem Hexadecan (99,5%) im
Vergleich zu Kontrollansatzen. Die Ansatze waren 11 Monate in anoxisch zugeschmolzenen Glasampullen (B 7.1.; Abb. 6) inkubiert worden. Dabei waren einem
Kulturvolurnen von 12,5 ml 5~1 Hexadecana zugesetzt worden.

Versuch

zugesetzta

[mmoVI]

Hexadecan

gefunden verbraucht
[mmoVII [mmoVII [%J

zugesetzt
[mmoVII

Sulfat

gefunden
Immol/II

verbraucht
[mmoVI]

molares Verhannis
des Verbrauchs
SulfaVHexadecan

Wachstumsansatze mil
Stamm Hxd3:

Ansalz 1 1,37 0,14 1,23 89,8 30,1 18,0 12,1 9,8

Ansalz 2 1,37 0,13 1,24 90,5 30,1 18,5 11,6 9,4

Ansatz 3, mit Peptonb 1,37 0,07 1,30 94,9 30,1 17,1 13,0 10,0

Ansatz 4, mit Peptonb 1,37 0,07 1,30 94,9 30,1 15,8 14,3 11,0 '-l
0

Kontrollansatze:

Stamm Hxd3, wenig Sulfa!" 1,37 1,28 0,09 6,6 1,1 1,1

Stamm Hxd3, ohne Hexadecan 30,1 30,6

Stamm Hxd3,
ohne Hexadecan mit Peptonb 30,1 29,8 0,3

Stamm Hxd3, pasteurisiert 1,37 1,29 0,08 6,2 30,1 30,0 0,1

Stamm Hxd3, unbeimpft 1,37 1,35 0,02 1,4 30,1 30,1 0,0

Desulfovibrio salexigens 1,37 1,35 0,02 1,4 30,1 29,9 0,2

---
a Dichte bei 20°C, 0,775 g·cm·3 ; Mr = 226,45
b Die Konzentration betrug 0,2 gil
t Das verwendete Medium war ohne Sulfat hergestellt worden. Die niedrige Sulfatkonzentration wurde durch die Vorkunur eingebracht, die auf Stearat mit
einem OberschuB an Sulfat gewachsen war.
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volisUindig wiedergefunden. Auch in dem mit Desulfovibrio salexigens beimpften

Ansatz blieb die eingesetzte Hexadecanmenge wah rend der Inkubation

weitgehend unverandert (Tabelle 7). In dem Kontrollansatz ohne Hexadecan

verschwand nur wenig Sulfat. Die Zugabe von Pepton hatte keinen EinfluB auf

das Ergebnis.

In parallelen Ansatzen mit Hexadecan, das unter N2 autoklaviert worden

war, wurden die gleichen Ergebnisse erzielt, wie mit sterilfiltriertem Hexadecan.

3.2. Bilanzlerung des Alkanabbaus In FlachgefaBen

Wachstumsversuche mit Stamm Hxd3

Zusatzliche Wachstumsexperimente wurden in speziell angefertigten

FlachgefaBen (B 7.2.; Abb. 7) mit kleinen Butylsepten durchgefOhrt, um auch das

wahrend des Wachstums gebildete Sulfid zu bestimmen. Eine genaue

Sulfidbestimmung war in den Glasampullen nicht moglich, da diese am Ende der

Inkubation aufgebrochen werden muBten. Dabei konnte ein groBer Teil des

gebildeten Sulfids aus der verhaltnismaBig groBen Gasphase als

Schwefelwasserstoff entweichen. Aus den FlachgefaBen konnten hingegen mit

einer Mikroliterspritze Proben zur Sulfidbestimmung Ober das Septum

entnommen werden, ohne das GefaB zu offnen. Durch die Form der GefaBe ergab

sich eine groBe Grenzflache zwischen Alkan und Medium, was das Wachstum

von Stamm Hxd3 auf Alkanen begOnstigen sollte. Die FlachgefaBe wurden so

weit mit Medium gefOllt, daB die Gasphase gerade noch die gewOnschte

Ausbreitung von Hexadecan auf der Wasseroberflache erlaubte. Auf diese Weise

wurde das Entweichen von Schwefelwasserstoff in die Gasphase begrenzt. Das

Verhaltnis von Septumoberflache zu Kulturvolumen war kleiner als bei den

Oblichen AnzuchtgefaBen. Dadurch wurde die Diffusion von Sauerstoff in das

GefaB und von Schwefelwasserstoff aus dem GefaB eingeschrankt.
Ais Substrat wurden wiederum geringe Mengen (40 111/115 ml

Kul~urvolumen; 1,19 mmol/I) an sterilfiltriertem Hexadecan (99,5 %) zugesetzt.

Die Ansatze wurden mit 6 ml einer auf Palmitat gewachsenen Vorkultur beimpft.

Nach 9 Monaten Inkubation bei 300 e wurden die Hexadecan-Menge, die Sulfat

und die Sulfidkonzentration bestimmt (Tabelle 8). In Ansatzen mit Stamm Hxd3

wurden 72 % des zugesetzten Hexadecans verbraucht. Die dabei gebildete

Sulfidkonzentration von 9,6 mM entsprach 91 % des verbrauchten Sulfats. In den
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Kontrollansatzen ohne Hexadecan wurde kein Sulfid gebildet oder Sulfat

verbrauchl. In dem Kontrollansatz mit Desulfovibrio salexigens wurde weder ein

Verbrauch von Hexadecan oder Sulfat noch eine Bildung von Sulfid beobachtet

(Tabelle B).

Die Ergebnisse der Wachstumsexperimente in zugeschmolzenen R6hrchen

und FlachgefaBen (Tabellen 7 und 8) stehen im Einklang mit einer vollstandigen

Oxidation von Hexadecan gemaB der folgenden Gleichung:

C16H34 + 12,25 S042- + B,5 H+

- 16 HC03- + 12,25 H2S + H20

Wachstumsversuche mit Stamm Pnd3

(GI. 13)

Auch mit Stamm Pnd3 wurde die Fahigkeit zum anaeroben Wachstum auf

Alkanen gezeigl. Dazu wurden FlachgefaBen mit Salzwassermedium (B 3.1.)
geringe Mengen (40 1ll/115ml Kulturvolumen; 1,19 mmol/l) an sterilfiltriertem

hochreinem Hexadecan (99,5 %ig), a-Cyclodextrin (5 gil) und Stamm Pnd3

zugesetzl. Ais Kontrollen dienten folgende Ansatze: (a) ohne Hexadecan (b) mit

Hexadecan ohne Sulfat (c) ein Ansatz wurde pasteurisiert. Aile Kontrollansatze
enthielten, wie die Wachstumsansatze, a-Cyclodextrin (5 gil).

Nach 3 Monaten Inkubation wurde die Sulfidkonzentration in den

FlachgefaBen bestimml. In den Wachstumsansatzen mit Stamm Pnd3 und

Hexadecan wurde 11,30 bzw 12,14 mM Sulfid gefunden. In den Kontrollansatzen

wurden folgende Sulfidkonzentrationen bestimmt: (a) 1,11 mM (b) 0,95 mM (c)

0,66 mM. Nach Abzug der in der Kontrolle ohne Hexadecan (a) gebildeten

Sulfidkonzentration ergaben sich 10,19 bzw. 11,13 mM Sulfid, die in den

Wachstumsansatzen durch die Oxidation von Hexadecan gebildet worden sind.

Diese Sulfidkonzentrationen entsprechen einer Oxidation von 70 bzw. 76 % des

eingesetzten Hexadecans (berechnet nach GI. 13). Demnach wachst auch Stamm

Pnd3 unter anoxischen Bedingungen mit Hexadecan.



Tebelle 8: Bestimmung des Hexadecan- und Sulfatverbrauchs und der Su"idbildung nach anaerobem Wachstum von Stamm Hxd3 auf hochreinem Hexadecan (99,5 %ig) im
Vergleich zu Kontrollen. Die Ansatze waren 9 Monate in FlachgefiiBen (B 7.2.; Abb. 7) inkubiert worden. Die Menge an zugesetztem Hexadecan" betrug 40 ~I. das
Ku~urvolumen 115 ml.

Versuch Hexadecan Sulfat Su"id

zugesetzt" gefunden verbrauchtb zugesetzt gefunden verbrauchtb gemessen gebildetC

[mmoVI] [mmoVI) [mmoVI] [%) [mM) [mM] [mM) [mM) [mM)

Wachstumsansatze mit
Stamm Hxd3:

Ansatz 1 1,19 0,33 0,86 72,3 30,1 19,5 10.6 10,1 9.6 (;j

Ansatz 2, mit
Pepton" 1,19 0,30 0,89 74,8 30,1 19,6 10,5 9,0 8,7

Kontrollansatze:

Stamm Hxd3,
ohne Hexadecan 30,1 29,2 0,9 0,5

Stamm Hxd3, ohne
Hexadecan mit Pepton" 30,1 28,9 1,2 0,3

Desulfovibrio
sa/ex/gens 1,19 1,12 0,07 5,9 30,1 30,8 0,1

" Dichte bei 20'C, 0,775 g·cm·3; Mr =226,45
b Die Werte wurden durch Abzug der gefundenen Mengen an Hexadecan bzw. Su"at von den zugesetzten Mengen berechnet
C Die Werte wurden durch Bildung der Differenz zwischen den in den Ansatzen gemessenen Su~idkonzentrationen und denen in den entsprechenden Kontrollansiitzen

berechnet.
d Die Konzentration betrug 0,2 !i1
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4. Versuche zur Stimulierung des Wachstums der Stamme Hxd3 und
Pnd3 auf Alkanen

4.1. Stimulierung des Wachstums auf Alkanen durch eine erhohte
Verteilung der Alkanphase

ErhOhung der ViskosiUit des Mediums

Weil Hexadecan in Wasser unl6slich ist, wird das Wachstum von Stamm Hxd3

vermutlich durch die Diffusion der Alkanmolekule von der Grenzflache in die

Zellen limitiert. Eine Vergr613erung der Grenzflache durch Emulsionsbildung sollte

daher das Wachstum beschleunigen.

Durch Zusatz von Agar (2 gIl), Methylcellulose (20 gIl), Starke (15 gIl),

Gummi arabicum (40 gIl) oder Gelatine (50 gil) wurde die Viskositat des Mediums

erh6ht und dadurch eine durch Schulteln des Ansatzes gebildete Emulsion von

Hexadecan in wassriger Phase stabilisiert.

Nur mit Agar wurde eine schwache Stimulierung des Wachstums von Stamm

Hxd3 auf Hexadecan festgestellt (Abb. 10). Aile anderen Zusatze zur Erh6hung

der Viskositat hemmten das Wachstum in den verwendeten Konzentrationen

deutlich.

Versuche mit Teflonband

Ferner wurde versucht die Substratoberflache durch Tranken von Teflonband mit

Hexadecan zu vergr6l3ern. Dies halte eine nur schwache Stimulierung des

Wachstums mit Hexadecan zur Foige.

Wachstumsversuche mit a-Cyclodextrin

Cyciodextrine k6nnen mit niedermolekularen hydrophoben Verbindungen wie

Kohlenwasserstoffen wasserl6sliche Einschlul3verbindungen bilden. Daher wurde

gepruft, ob durch Zusatz von Cyclodextrinen die Verfugbarkeit der

wasserunl6slichen Alkane fur Stamm Hxd3 erh6ht und dessen Wachstum

beschleunigt werden konnte.

Tatsachlich stimulierte a - Cyclodextrin in der zunachst eingesetzten

Konzentration von 10 gil das Wachstum stark (Abb. 10). In einem Kontrollansatz mit
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Abb. 10: Stimulierung des Wachstums von Stamm Hxd3 auf Hexadecan durch Agar und
a-Cyclodextrin. • = ohne Zusatz; • = Agar, 2 gIl; 0 = a-Cyclodextrin, 5 gIl; 0 = 5 gil
a-Cyclodextrin ohne Hexadecan.

mit a - Cyclodextrin (10 g/I) ohne Hexadecan wurde kein Sulfid gebildet.

a - Cyclodextrin diente Stamm Hxd3 demnach nicht als Substrat. Mit

~-Cyciodextrin (5,0 und 10 g/I) und y-Cyclodextrin (5,0 und 10 g/I) wurde keine

Stimulierung des Wachstums auf Hexadecan beobachtet.

Zur Ermitllung einer fUr die Routinekultivierung auf Hexadecan geeigneten
a-Cyclodextrin-Konzentration wurden Ansatze mit Zusatzen zwischen 1 bis 10 g/I

hergestellt. Das schnellste Wachstum wurde mit 5 gil a-Cyciodextrin beobachtet.

Mit 2,5 g/I war das Wachstum deutlich langsamer, wenn auch immer noch etwas
schneller als ohne a-Cyciodextrin (Abb. 11).
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Abb. 11: Einflull verschiedener Konzentrationen von n - Cyclodextrin auf die
Wachstumsgeschwindigkeit von Stamm Hxd3 auf Hexadecan. Ais Mall fur das Wachstum wurde die
Sulfidbildung bestimmt. 0 = ohne n - Cyclodextrin; • = 1 gil n - Cyclodextrin; 0 = 2,5 gil
n-Cyclodextrin;. =5 gil n-Cyclodextrin; & = 10 gil n-Cyclodextrin
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Abb. 12: Einflull verschiedener Konzentrationen von n - Cyclodextrin auf das Wachstum von
Stamm Pnd3 auf Hexadecan. Ais Mall fUr das Wachstum wurde die Sulfidbildung bestimmt. 0 =ohne
a-Cyclodextrin; • =3 gil a-Cyclodextrin; • =6 gil n-Cyclodextrin; 0 =10 gil a-Cyclodextrin; + =6
gil a - Cyclodextrin ohne Hexadecan; & = n - Cyclodextrin mit komplexierten Spurenelementen (8
3.1.).
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Auch das Wachstum von Stamm Pnd3 auf Hexadecan wurde durch Zusatz
von Cl-Cyclodextrin stimulierl. Bei der Bestimmung der fOr die Routinekultivierung

geeigneten Konzentrationen an Cl-Cyclodextrin war das Wachstum mit 10 g/I am

schnellsten (Abb. 12).
Ohne Cl-Cyclodextrin betrugen die lag-Phasen beim Wachstum von Stamm

Hxd3 oder Stamm Pnd3 auf Alkanen 1 bis 4 Wochen. Bisweilen blieb das

Wachstum sogar ganz aus, ohne daB ein Grund dafur zu erkennen war. In
Gegenwart von Cl-Cyclodextrin wurde hingegen stets ein gutes Wachstum mit lag

Phasen von nur zwei bis vier Tagen erziell.
Hexadecan bildete mit Cl-Cyclodextrin in Konzentrationen von 5 und 10 g/I

nach einigen Stunden einen weiBen Niederschlag, der in den Ansatzen mit 2,5

und 1,0 g/I nicht auftrat.

Wachstumsversuche unter Schutteln

FOr die bisherigen Versuche zur Optimierung des Wachstums dienten 20 ml

Rohrchen, die liegend inkubiert wurden und so kurze Diffusionsstrecken

gewahrleisteten. Bei Massenanzuchten in groBeren liegenden GefaBen war mit

einer Verlangsamung der Substratversorgung durch Diffusion zu rechnen. Daher

wurde geprOft, ob ein Schulteln solcher GefaBe das Wachstum beschleunigte.

Wachstumsansatze mit Hexadecan in 0,5 I Meplats-Flaschen wurden in
Gegenwart von 5,0 gil Cl-Cyclodextrin auf einem SchOttier bei 65 rpm inkubiert.

Kontrollansatze wurden entweder einmal am Tag per Hand kurz geschOttelt und

sonst ruhig Iiegend inkubiert, oder sie wurden Oberhaupt nicht geschOttel1.

Ansatze, die Oberhaupt nicht geschultelt wurden, zeigten stets das

langsamste Wachstum. In kontinuierlich geschOttelten Ansatzen war das

Wachstum in der ersten Woche langsamer als in denen, die einmal kurz

geschOttelt wurden. Nach der ersten Woche war dann das Wachstum in den

kontinuierlich geschOttelten Ansatzen am schnellsten (Abb. 13).

Bei allen folgenden Anzuchten groBerer Zellmengen wurden die 0,5 I

Flaschen in der ersten Woche ruhig liegend inkubiert und danach bei 65 rpm

kontinuierlich geschOttelt.
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Abb. 13: EinfluB des Schultelns auf das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Hexadecan in
Kulturvolumina von 0,5 I. Das Medium enthielt 5 gil a-Cyclodextrin. Ais MaB fOr das Wachstum wurde
die Sulfidbildung bestimmt. 0 =ohne Schulteln inkubiert; 0 = aile zwei Tage von Hand geschultelt; •
=bei 65 rpm auf einem SChultler inkubiert.

4.2. Stimulierung des Wachstums von Stamm Hxd3 auf Alkanen durch
Erhohung der Spurenelementkonzentrationen

Bereits in Versuchen vor der Verwendung von (l-Cyclodextrin hatte eine

dreifache Konzentrationserh6hung von Fe2+ (von 7,5 auf 22,S ~M) und von 2n2+

(von 0,5 auf 1,5 ~M) das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Hexadecan leicht

stimuliert.
Auch in Gegenwart von (l-Cyclodextrin bewirkte eine Verdreifachung der

Konzentration aller Spurenelemente, aber auch der Konzentration von Fe2+ und

2n2+ allein eine schwache zusatzliche Stimulation (Abb. 14). Mit fOnffach

erh6hten Konzentrationen von Fe2+, 2n2+ oder von Spurenelementl6sung I wurde

keine weitere Stimulierung des Wachstums beobachtet.

Das Wachstum von Stamm Pnd3 auf Hexadecan wurde durch Verwendung

von komplexierten Spurenelementen (B 3.1.) stimuliert (Abb. 12). Dagegen hatte

eine Verdreifachung der Konzentrationen an Fe2 +, 2n2 + oder aller in
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Spurenelementosung I vorhandenen Spurenelemente keinen EinfluB auf das

Wachstum von Stamm Pnd3 auf Hexadecan.
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Abb. 14: EinfluB von erhbhten Konzentrationen an Spurenelementen auf das Wachstum von
Stamm Hxd3 auf Hexactecan in Gegenwart von a-Cyclodextrin (5 g/I). Ais MaB fOr das Wachstum
wurde die Suffidbildung bestimmt. 0 = ohne erhbhte Spurenelementkonzentrationen; • =
Spurenelemente der Spurenelementibsung I dreifach konzentriert; 0 = Zn2+-Konzentrationen
dreifach; '" = Fe2+-Konzentrationen dreifach.

5. Prufung bekannter Arten sulfatreduzierender Bakterien auf die

Fahigkeit zur Verwertung von Kohlenwasserstoffen

In ihrer Fahigkeit zur Verwertung langkettiger Fettsauren glichen die neu isolierten

Stamme Hxd3, Pnd3 und TD3 mehreren bereits beschriebenen Arten

sulfatreduzierender Bakterien (Widdel und Bak, 1992). Daher lag es nahe, auch

einige solcher Arten auf die Fahigkeit zur Oxidation von Alkanen und Alkenen zu

prOfEJn. Es wurden acht Spezies verschiedener Gattungen ausgewahlt (Tabelle 9).

In frOheren Veroffentlichungen wird ferner von einem Wachstum von Desulfovibrio

mit Alkanen berichtet (Novelli und ZoBell, 1944; Rosenfeld, 1947; Davis und

Yarbrough, 1966). Von diesen Kulturen ist allerdings nur noch ein von Davis und

Yarbrough (1966) verwendetes Isolat, Desulfovibrio desulfuricans Stamm

California, erhalten. Dieser Stamm wurde in die Substrattests miteinbezogen.



Tabelle 9: PrOfung verschiedener Arten und Stamme sulfatreduzierender Bakterien auf ein Wachslum mit langkel1igen Kohlenwasserstoffen, Alkoholen
und Fensauren. Die Inkubationsdauer betrug mindestens drei Monate. In Abstanden von einigen Wochen wurde als MaG fOr das Wachstum die Sulfidbildung
kontrolliert (-, kein Wachstum; +, Wachstum; nb, nicht bestimmt).

Art oder Stamm Substrat Wachstum auf
der

Vorkuhur Alkane l·Alkene prim. Alkohole sek. Alkohole n-Fel1sauren
(C-Kettenlange) (C-Kettenlange) (C-Kettenlange) (C-Kettenlange) (C-Kettenlange) .

Desu/fococcus multivorans Palm~at - (16) - (16) - (16) - (16) + (3 - 16)a

Desu/fosarcina variabilis Myristinat - (14) - (14) • (14) -(14) + (3 -14)a

Desuffotomaculum sapomandens Palm~at - (16) -(16) • (16) - (16) +(4-18)a

Desuffoarculus baarsii Palm~at • (16) -(16) + (16) + (16) + (3 - 18)a

Desulfobotulus sapovorans Palm~at - (16) • (16) + (16) • (16) +(4· 16)a
00

Desulfobacterium autotrophicum Palm~at - (16) · (16) + (16) - (16) +(3-16)a 0

Desuffobacter catecholicum Palm~at ·(16) - (16) - (16) . (16) + (3 - 20)a

Desu/fovibrio desulfuricans

California Lactat - (16) - (16) • (16) '(16) .a

Hxd3 Palm~at +(12-20) + (16) +(16) + (16) + (4 ·18)

Pnd3 Capronat +(14 - 17) +(16) + (16) - (16) + (1 ·18)

TD3 Capronat +(6' 14)b • (10)b - (lO)b nb + (4 -18)b

a (Widdel und Bak, 1992)
b (P. Rueter, pers. Mitteilung)
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Neben Alkanen wurden auch langkellige 1-Alkene, sowie primare und sekundare

Alkohole geprOft.

Keine der bekannten Arten wuchs auf Alkanen oder Alkenen (Tabelle 9).

Dagegen wurde 1-Hexadecanol von mehreren Stammen verwertet. Desulfovibrio

baarsii und Stamm Hxd3 wuchsen auf 2-Hexadecanol.

6. Wachstum alkanverwertender sulfatreduzierender Bakterien mit
Rohol

Wachstumsversuche mit Stamm Hxd3

Stamm Hxd3 war aus einem Ol-Wasser-Separator isoliert worden, in dem

intensive Sulfidbildung statlfand (Cord-Ruwisch et aI., 1986). Daher wurde

untersucht, ob Stamm Hxd3 aus Erdal Elektronendonatoren fOr die

Sulfatreduktion bezieht. Dies ware ein Hinweis darauf, daB die bei der

Rohalfarderung haufig auftretende Bildung von Schwefelwasserstoff durch

Verwertung von Alkanen aus dem Rohal durch Sulfatreduzierer zustandekommt.
Anaerobe Rahrchen (20 ml) mit 15 ml Medium und 200 III Rohal wurden mit

Stamm Hxd3 beimpft. Dabei wurde in Parallelansatzen Rohal aus Eddesse und
aus Sinstorf eingesetzt. Es wurde jeweils ein Ansatz mit und ohne a-Cyclodextrin

(5 g/I) hergestellt. Ais Kontrollen dienten Ansatze ohne zugesetztes Rohal. In

weiteren Kontrollen, die mit Desulfoarculus baarsii beimpft worden waren, solite

gezeigt werden, ob durch Verwertung von Fellsauren aus Rohel Sulfid gebildet

wurde. Desulfoarculus baarsii wachst auf Monocarbonsauren von Formiat bis

Stearat, jedoch nicht auf Kohlenwasserstoffen (Tabelle 9). In Vorversuchen mit

Palmitat und Rohal war gezeigt worden, daB dieses weder fOr Stamm Hxd 3 noch

fOr Desulfoarculus baarsii toxisch war.

Nach drei Monaten Inkubation bei 30°C wurde die Sulfid-Konzentration

bestimmt (Tabelle 10 ). Nur Ansatze mit Rohal und Stamm Hxd3 hallen deutlich
Sulfid gebildet. Die Zugabe von a-Cyclodextrin stimulierte die Sulfidbildung.

Wachstumsversuche mit der vorgereinigten thermophilen Kultur

Die vorgereinigte thermophile Kultur wurde aus Sedimenten des Guaymas

Becken gewonnen. In diesen Sedimenten finden mit dem reichlich vorhandenem

Detrius unter hohem Druck (2,03.10 4 kPa) infolge hydrothermaler Erhitzung
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rezente Erdalbildungsprozesse statt (Simoneit und Lonsdale, 1982; Kawka und

Simoneit, 1987). AuBerdem wurde in den Sedimenten des Guaymas-Becken eine

intensive Sulfatreduktion gemessen (Jr<Hgensen et aI., 1990, 1992). Deshalb

wurde untersucht, ob die vorgereinigte thermophile Kultur aus Rohal

Elektronendonatoren fOr die Sulfatreduktion erMI!.
In Rahrchen (20 ml) mit 15 ml Medium. der vorgereinigten Kultur und 200 III

RohOl wurde die Sulfidbildung gemessen (B 6.2.). Ais Kontrollen dienten Ansatze

ohne Rohal.

Nach 25 Tagen Inkubation bei 60°C hatten die Ansatze mit Rohal ca. 10 mM

Sulfid gebildet; die Ansatze ohne Rohal dagegen hatten ca. 1 mM Sulfid gebilde!.

Dieser Befund wurde mit einer aus der vorgereinigten thermophilen Kultur

isolierten alkanverwertenden Reinkultur bestatigt (P. Rueter, pers. Mitteilung).

Tabelle 10: Beslimmung der Sulfidbildung in anaeroben Ansalzen von Stamm Hxd3 und
Desulfoarculus baarsii mil Rohel als einziger Energie- und Kohlenstoflquelle. Ansatzen mit einem
Kullurvolumen von 16 ml wurden jeweils 200 ~I Rohel (unter Nz autoklaviert) zugesetzt. In
Vorversuchen wurde gezeigt. dal3 das verwendete Rohel fOr Stamm Hxd3 und Desulfoarculus baarsii
nicht toxisch ist.

Versuch

1) Rohel (Sinstorf)

2) Rohel (Sinstorf)

3) Rohel (Eddesse)

4) Rohel (Eddesse)

Kontrollen:

Rohel (Sinstorf)

Rohel (Eddesse)

ohne RoMI

ohne RoMI

ohne RoMI

Zusatz von

u-Cyclodextrin

[5 gil]

+

+

+

Inokulum

Hxd3

Hxd3

Hxd3

Hxd3

Desulfoarculus baarsii

Desulfoarculus baarsii

Hxd3

Hxd3

Desulfoarculus baarsii

Sulfidkonzentration

[mM]

3,38

7,62

5,10

8,67

1,45

1.12

0,69

0,97

1,18
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7. Prufung der Wirkung kurzkettiger Alkane auf die Verwertung von
Hexadecan durch Stamm Hxd3

In Kapitel C 2.1. wurde gezeigt, dal3 Alkane mit einer C-Kettenlange von C, bis

ClO von Stamm Hxd3 nicht verwertet wurden. Dieses Ergebnis spricht dafOr, dal3

die an der Alkanverwertung beteiligten Enzyme eine hohe Spezifitat fOr die

Kettenlange ihrer Substrate besitzen. Dies ist auch von aeroben

alkanverwertenden Bakterien bekannt. (BOhler und Schindler, 1984). Nunmehr

solite geprOft werden, ob kOrzerkettige Alkane als megliche Substratanaloga die

Verwertung von Hexadecan spezifisch hemmten.

Die gasfermigen Alkane Methan, Ethan, Propan und Butan beeintrachtigten

das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Hexadecan nicht. Die Zugabe von Pentan,

Hexan, Heptan, Octan oder Decan zur Hexadecanphase zeiglen keine starkere

Hemmwirkung als im Versuch mit Stearat als Subslral und Prislan als

Tragerphase (C 2.1.). Die kOrzerkelligen Alkane sind demnach keine

Antagonisten zu verwertbaren Alkanen.

8. Verwertung moglicher Intermediate in Zellsuspensionen von
Stamm Hxd3

Neben Alkanen verwertele Stamm Hxd3 auch 1-Hexadecen, 1-Hexadecanol

und langkellige Fellsauren (B 2.1.). In frOheren Arbeilen war die Hypothese

aufgestellt worden, dal3 ein vermuteter anaerober Abbau von Alkanen in

Denitrifizierern Ober Dehydrogenierung zum 1-Alken und Wasseranlagerung zum

1 - Alkanol erfolgt (Parekh el aI., 1977). Es sollte daher in

Zellsuspensionsversuchen mit Stamm Hxd3 geprOft werden, ob die auGer

Alkanen verwerteten Substrate megliche Zwischenprodukte des anaeroben

Alkanabbaus sind oder als solche ausgeschlossen werden kennen.

In Zellsuspensionen Iiegen sloffwechselaklive Zellen in hoher Dichte vor;

dementsprechend sind auch Umsetzungen aufgrund hoher Raten gut erkennbar

und mel3bar. Anhand der Sulfidbildung in Gegenwart verschiedener Substrate

lal3t sich daher erkennen, ob die in einem sulfatreduzierenden Bakterium zur

Verwertung notwendige Aklivital bereits von Anfang an vorliegl oder erst induziert

werden mul3. Ein Zwischenprodukt des anaeroben Alkanabbaus solite durch

Zellen aus Alkananzuchten ohne Induklionsperiode oxidiert werden, sofern das

Intermediat durch Diffusion oder Transportprozesse in die Zelle gelangen kann. In
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parallelen Versuchen wurde eine Neusynthese von Enzymen durch Zusalz eines

Anlibiolikums unterdruckl.

8.1 Ermittlung geeigneter Antibiotika

In Vorversuchen wurde unlersuchl, welche Anlibiolika das Wachslum von Slamm

Hxd3 auf Slearal am wirkungsvollslen hemmlen (Tabelle 11). Erythromycin und

Rifampicin waren nichl geeignel, weil Slammlosungen dieser Antibiotika nur in

Elhanol (70 "!o) bzw. Melhanol hergeslelll werden konnlen; ein Zusalz dieser

Alkohole zum Medium hemmle das Wachslum von Stamm Hxd3. Von einer

Verwendung von Chloramphenicol wurde abgesehen, weil eine Reaktion der

Nitrogruppe unter den reduzierenden Bedingungen nicht ausgeschlossen werden

konnte. Somit war Tetracyclin das wirksamste und am beslen geeignete

Anlibiolikum fur die folgenden Versuche.

Tabelle 11: Hemmung des Wachstums von Stamm Hxd3 auf Stearat (1 mM) durch verschiedene
Antibiolika. (++: gules Wachstum; +: gehemmles Wachstum; -: kein Wachstum)

Antibiolikum

Streptomycin

Tetracyclin

Kanamycin

Kontrolle:
ohne Anlibiolikum

Konzentration
[Ilglml]

0,2
1,0
5,0

40,0

0,2
1,0
5,0

20,0

2,0
10,0
50,0

200,0

Wachslum

++
++
+

++
+

++
++
++

++
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8.2. Induktionsversuche

Zellsuspens;onen aus Hexadecan-Anzuchten

Frischen Zellsuspensionen aus Hexadecan-Anzuchten wurden Hexadecan,

l-Hexadecen, 1- Hexadecanol oder Stearat zugesetzt. Aul3erdem wurde ein

Kontrollansatz ohne Substrat hergestellt. Die Sulfidbildung wurde Ober einen

Zeitraum von 120 h quantitativ (B 6.2.) verfolgt (Abb. 15).

Mit Stearat und Hexadecan begann die Sulfidbildung ohne Verzogerung. In

den Parallelansatzen in Gegenwart von Tetracyclin wurde ebenfalls deutlich mehr

Sulfid gebildet als in der Kontrolle ohne Substratzusatz. Demnach ist die Fahigkeit

zur Verwertung von langkettigen Fettsauren auch beim Wachstum auf Hexadecan

vorhanden. In dem Ansatz mit l-Hexadecen begannen die Zellen erst nach ca.

20

A

15

~
E 10
'0
~
::J

(f)

5

o

20 ...-------------....,

B

15

10

5

o

o 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

Zeidh]

Abb. 15: Prufung der Fiihigkeit zur Verwertung von l-Hexadecen, l-Hexadecanol und Stearat in
Zellsuspensionen aus Hexadecan-Anzuchten von Stamm Hxd3. (A) ohne Anlibiotikum (8) mit
Tetracyclin (100 Ilglml). <> = ohne Substrat; • = mit Stearal; • = mit l-Hexadecanol; 0 = mit
l-Hexadecen; 0 = mit Hexadecan.
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48 h deutlich mehr Sulfid zu bilden als in der Kontrolle ohne Substrat; in dem

Parallelansatz mit Tetracyclin wurde wahrend des gesamten MeBzeitraums nicht

mehr Sulfid gebildet als in der Kontrolle. Diese Befunde deuten darauf hin, daB

die Fahigkeit zum Abbau von 1-Hexadecen in Zellen aus Hexadecan-Anzuchten

erst induziert wurde. Mit 1- Hexadecanol wurde wahrend des gesamten

MeBzeitraumes nicht mehr Sulfid gebildet als in der Kontrolle ohne Substrat. Die

Sulfidbildung in der Kontrolle ohne Substrat wurde vermutlich durch an den

Zellen haftendes Hexadecan aus der Zellanzucht verursacht.

Ze/lsuspensionen aus Stearat-Anzuchten

Zum Vergleich wurden auch Zellen aus Stearat-Anzuchten auf vorhandene und

induzierbare Abbauaktivitaten geprOft.

Mit Stearat und 1-Hexadecanol setzte die Sulfidbildung auch in Gegenwart

von Tetracyclin sofort ein. Die Fahigkeit zum anaeroben Abbau von

1- Hexadecanol wird demnach beim Wachstum auf Stearat exprimiert. Die

Sulfidbildung mit 1- Hexadecen begann erst nach einer Induktionszeit von ca.

30 h. In Gegenwart von Tetracyclin wurde mit 1- Hexadecen Ober den gesamten

MeBzeitraum nicht mehr Sulfid gebildet als in der Kontrolle ohne Substrat. Mit

Hexadecan wurde weder mit noch ohne Tetracyclin mehr Sulfid gebildet als in

den Kontrollansatzen ohne Substrat. Die Fahigkeit zum Hexadecanabbau wurde

wahrend des Inkubationszeitraums von 100 h nicht induziert. Somit eignen sich

Zellen aus Stearat-Anzuchten nicht zur Untersuchung des Alkan-oxidierenden

Systems.
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Abb. 16: Prufung der Fiihigkeit zur Verwertung von Hexadecan, 1 - Hexadecen und
1-Hexadecanol in Zellsuspensionen aus Stearat·Anzuchten von Stamm Hxd3. (A) ohne Antibiotikum
(B) mil Telracyclin (100 ~g1ml). <> =ohne Substral; • =mil Stearal; • =mill-Hexadecanol; 0 =mn
1-Hexadecen; 0 = mn Hexadecan.

9. EinfluB der Substrate auf die Synthese von Zellfetts8uren

Die zur Verwertung von Alkanen fahigen sulfatreduzierenden Bakterien oxidierten

ihre Elektronendonatoren vollstandig zu C02. Somit standen keine organischen

Ausscheidungsprodukte aus dem Katabolismus zur VerfUgung, die Hinweise auf

Abbaureaktionen geben konnten. Weil jedoch der Stoffwechsel der Alkane sehr

wahrscheinlich in den der Fetlsauren einmOndet, war eine Beeinflussung der

Zusammensetzung der Zellfettsauren durch die Art des verwendeten Alkans zu

erwarten. Daher wurden die Zellfettsauren nach dem Wachstum auf

verschiedenen Alkanen, 1-Aikenen und Fetlsauren analysiert.
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Dazu wurden Zellen von Stamm Hxd3 auf den jeweiligen Substraten

(Hexadecan, Heptadecan, 1- Hexadecen, 1- Heptadecen, Heptadecanat und

Stearat) in Kulturvolumina von je 1 I angezogen. Die Vorkulturen waren auf den

jeweils gleichen Substraten gewachsen. Die Zellfettsauren der geernteten Zellen

wurden nach dem unter B 6.7. beschriebenen Verfahren analysiert.

Analyse der Zellfettsauren von Anzuchten auf langkettigen Fettsauren

In der Anzucht auf Heptadecanat hatten 98 % der Zellfettsauren, ahnlich wie das

Substrat, eine ungerade C-Atomanzahl in der Kette (Methylverzweigungen nicht

berOcksichtigt), wobei Heptadecanat und 10- Methylheptadecanat Oberwogen

(Abb. 17 A). Hingegen hatten in der Anzucht auf Octadecanat 97 % der Fellsauren

Kellen mit gerader C-Atomzahl; am haufigsten waren Hexadecanat und

10-Methylhexadecanat (Abb. 17 B). Dies deutet darauf hin, daB die als Substrat

zugesetzten Fellsauren direkt als Vorstufen fOr die Bildung der Zellfellsauren

dienten.
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Abb. 17: Prozentuale Verteilung der Zellfettsauren in Anzuchten von Stamm Hxd3 auf
Heptadecanat (A) und Octadecanat (B).• =Fellsauren mit ungerader Anzahl von C-Atomen; 0 =
Fetlsauren mit gerader Anzahl von C-Atomen. Die 1O-Methylverzweigung wird nicht berOcksichtigt, da
diese nach der Synthese der Ketle durch Methylierung eines C·Atoms mit Doppelbindung gebildet
wird.
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Analyse der Zellfettsauren von Anzuchten auf Alkanen

Die Zellfettsauren der Anzucht auf Hexadecan enthielten etwa 94 % Fettsauren

mit ungerader Anzahl an C-Atomen in der Kette. Pentadecanat und

10-Methylpentadecanat waren die haufigsten Fettsauren (Abb. 18 A). In Zellen,

die mit Heptadecan angezogen worden waren, hatten 95 % der Fettsauren eine

gerade C - Atomanzahl in der Ketle, wobei Hexadecanat und

10-Methylhexadecanat am haufigsten waren (Abb. 18 B). Offensichtlich blieb mit

Alkanen als Substraten, im Gegensatz zum Wachstum auf Fettsauren, die Gerad

oder Ungeradzahligkeit der Kettenlange bei der Bildung der Zellfettsauren nicht

erhalten.
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Abb. 18: Prozentuale Verteilung der Zellfellsauren in Anzuchten von Stamm Hxd3 auf Hexadecan
(A) und Heptadecan (8).• = Fellsauren mit ungerader Anzahl von C-Atomen; 0 = Fellsauren mit
gerader Anzahl von C-Atomen. Die 10-Methylverzweigung wird nicht berucksichtigt, da diese nach
der Synthese der Kelle durch Methylierung eines C-Atoms mit Doppelbindung gebildet wird.

Analyse der Zellfettsauren von Anzuchten auf 1-Alkenen

1-Alkene sind als mbgliche Intermediate des anaeroben Alkanabbaus diskutiert

worden (Parekh et aI., 1977). Deshalb sollte untersucht werden, ob die
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Zellfettsauremuster durch 1-Alkene mit gerader und ungerader Anzahl an

C-Atomen in derselben Weise beeinfluf3t werden, wie durch Alkane.

In Zellen aus der Anzucht mit 1- Hexadecen hatten Ober 90 % der

Zellfettsauren eine gerade C-Atomanzahl in der Kette. Hexadecanat und

10-Methylhexadecanat waren dabei die haufigsten Zellfettsauren (Abb. 19 A). Die

Analyse der Anzuchten auf 1-Heptadecen ergab, daf3 ca. 85 % der Zellfettsauren

eine ungerade Anzahl an C-Atomen besaf3en, wobei die hiiufigsten Zellfettsauren

Heptadecanat. 10-Methylheptadecanat und Pentadecanat waren (Abb. 19 B). Die

Gerad- oder Ungeradzahligkeit der C-Atomanzahl der 1-Alkene blieb. anders als

bei Alkanen, auch in den Ketten der Zellfettsauren erhalten.
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Abb. 19: Prozentuale Verteilung der Zellfettsiiuren in Anzuchten von Stamm Hxd3 auf
l-Hexadecen (A) und l-Heptadecen (8).• ; Fettsiiuren mit ungerader Anzahl von C-Atomen; 0;
Fettsauren mit gerader Anzahl von C-Atomen. Die 10-Methylverzweigung wird nicht berGcksichtigt, da
diese nach der Synthese der Kette durch Methylierung eines C-Atoms mit Doppelbindung gebildet
wird.
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10. Verwertung von Hexadecan durch Zellsuspensionen von Stamm

Hxd3 In Gegenwart von CO

Aufgrund der Analyse der Zellfettsauren von Slamm Hxd3 (C 9.) wurde vermulel,

daB die anaerobe Aklivierung von Alkanen eine Verlangerung der C-Kette um

eine C1-Einheil einschlieBt. Deshalb wurde eine Carbonylierung des Alkans

durch Reaklion mit CO als einleilende Aklivierungsreaklion erwogen. Diese

Reaklion ware die Umkehrreaklion der Alkansynlhese aus Aldehyden bei

GrOnalgen (Dennis und Kolattukudy, 1992), hOheren Pflanzen (Cheesbrough und

Kolattukudy, 1984) und Verlebralen (Cheesbrough und Kolattukudy, 1988). In

Zellsuspensionsversuchen sollIe daher geprOft werden, ob der Alkanabbau durch

Zugabe von CO slimuliert wurde.

Jeweils 4 Ansalze wurden mil frischen Zellsuspensionen aus Hexadecan

Anzuchten enlweder mil Hexadecan, Palmilal oder ohne Subslral hergeslellt. Den

jeweiligen 4 Parallelansalzen wurden enlweder 0, 3, 6 oder 20 kPa CO in die

Gasphase gegeben. Darauf wurde die Sulfidbildung in den Ansalzen quanlitaliv

verfolgl (B 6.2.). In keinem der Ansalze wurde die Sulfidbildung durch die Zugabe

von CO deutlich slimuliert. In Gegenwarl von 3 und 6 kPa CO wurde in allen

Ansalzen unabhangig yom zugeselzlen Subslral elwas mehr Sulfid gebildel als in

den Ansalzen ohne CO (Abb. 20). Dies kennle bedeulen, daB CO Slamm Hxd3

als Eleklronendonator dient. In Ansalzen mil 20 kPa CO war die Sulfidbildung

deutlich gehemmt.

11. Enzymaktivitaten im Rohextrakt von Stamm Hxd3

11.1. Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenase

Slamm Hxd3 vermochle auf langkelligen Alkoholen zu wachsen (Tabelle 6) und

muBle daher Ober die Fahigkeit zur Bildung von Alkohol-Dehydrogenase

verfOgen. Falls dieses Enzym nur bei Bedarf gebildel wird, sollIe eine PrOfung auf

dessen Aktivilal in Zellen aus Alkan-Anzuchlen einen Abbau Ober den Alkohol

nahelegen oder ausschlieBen kennen. Dazu wurden Rohexlrakle aus Anzuchlen

auf Hexadecan und aus Anzuchlen auf Slearal hergeslellt.

In den Enzymlesls wurde dann allerdings sowohl im Rohexlrakl aus Slearal

Anzuchlen als auch im Rohexlrakt aus Hexadecan-Anzuchlen mil 1-Decanol

Alkohol-Dehydrogenase in kaum unlerschiedlichen Aklivilalen gemessen
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Abb. 20: Bildung von Sulfid mit Hexadecan oder Palmitat in Gegenwart von CO (3 kPa) in
Zellsuspensionen aus Hexadecan-Anzuchten von Stamm Hxd3. 0 = ohne CO, ohne Subslrat; •
= mit CO, ohne Substrat; 0 = ohne CO, mil Palmilal; • = mit CO, mil Palmitat; 0 = ohne CO, mit
Hexadecan; • = mil CO, mit Hexadecan.

(Tabelle 12). Ebenso wie Alkohol-Dehydrogenase war auch Aldehyd

Dehydrogenase offensichtlich konstitutiv vorhanden (Tabelle 12). Angesichts

dieser Befunde ist zur Zeit nicht zu verstehen, weshalb Zellen aus Alkan

Anzuchten in Suspensionsversuchen keinen langkettigen Alkohol verwerteten (C

8.2.).

Einige weitere Messungen an Alkohol-Dehydrogenase wurden mit

Rohextrakt aus Stearat-Anzuchten durchgefUhrt, da Stamm Hxd3 auf Stearat

leichter zu kultivieren ist, als auf Hexadecan.
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Tabelle 12: Aktivitalen von Alkohol- und Aldehyd-Dehydrogenase in Rohextrakten von Stamm
Hxd3 aus Stearat- und Hexadecan-Anzuchten. Der Test wurde mit Emulsionen von 1-Decanol bzw.
Decanal bei 23°C durchgefQhrt.

Enzym Spezifische Aktivilal im Rohextrakt aus

Alkohol
Dehydrogenase

Aldehyd
Dehydrogenase

a Auf Protein bezogen

Stearal-Anzuchten
[nmol'min' l 'mg' l la

4,80

4,60

Hexadecan-Anzuchlen
[nmol·min·1·mg'1Ja

3,40

4,35

Durch Zusatz von Salzen konnte die Aktivitat der Alkohol-Dehydrogenase

nicht oder nur minimal gesteigert werden. NH4CI und ZnCI2 hemmten sogar

(Tabelle 13). Dagegen konnte eine Steigerung der Alkohol-Dehydrogenase

Aktivitat um das 1,7lache erreicht werden, wenn Glycin-Puller pH 9,5 statt

Tris/HCI, pH 9,0 verwendet wurde.

Bei der Prufung von Alkoholen unterschiedlicher Kettenlange (Tabelle 14)

wurde mit 1-Hexanol die hOchste Aktivitat gemessen, wahrend mit Ethanol und

1-Propanol keine Reaktion stattfand. Demnach ist die Alkohol-Dehydrogenase

spezilisch lur langerkettige Alkohole. Mit sekundaren (2- Butanol) und

verzweigtkettigen Alkoholen (Isoamylalkohol) wurden ebenlalls keine Aktivitaten

gemessen.

Mit NADP+, Kaliumhexacyanoferrat, Phenazinmethosullat und Methylenblau

konnten keine Alkohol-Dehydrogenase Aktivitaten im Rohextrakt aus Stearat

Anzuchten nachgewiesen werden.

Der Rohextrakt verlor nach 2 Tagen Lagerung aul Eis ca. 50 % seiner

Alkohol-Dehydrogenase Aktivitat mit 1- Decanol. Ein Einlrieren und eine

Lagerung des Extraktes uber 4 Tage bei -20°C hatten keinen Aktivitatsverlust zur

Foige.

Rohextrakt, der fUr 2,5 Stunden unter Lull inkubiert worden war, hatte die

gleiche Alkohol-Dehydrogenase Aktivitat wie Rohextrakt, der anaerob unter

Stickstoff inkubiert worden war.
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Tabelle 13: Einflufl von Salzen auf die Aktivitiit der Alkohol-Dehydrogenase im Rohextrakt von
Stamm Hxd3. Die Zellen waren auf Stearat gewachsen. Der Test wurde mil einer Emulsion von
1- Decanol durchgefOhrt.

Salz

ohne

NaCI

NH4CI

MgCI2

ZnC~

Konzenlration Aktiviliil

imTest[mMJ [%J

100

20 110

20 37

2 120

0,05 29

Tabelle 14: Aktivitiiten von Alkohol-Dehydrogenase mil verschiedenen Alkoholen im Rohextrakt
von Stamm Hxd3 aus Stearat-Anzuchten.

Alkohol

l-Butanol

l-Hexanol

1-0ctanol

l-Decanol

1 -Dodecanol

Aktivitiit
[nmol'min-"mg-'j

4,60

10,45

7,95

4,60

2,93
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11.2. Enzyme der Oxidation von Propionyl-CoA

Beim Wachstum von Stamm Hxd3 auf verschiedenen Fettsauren und Alkanen

wurde bisher nie eine Ausscheidung von Propionat beobachtel. Weil jedoch bei
der p-Oxidation von Fetlsauren mit einer ungeraden Zahl an G-Atomen Propionyl

GoA entsteht, muB Stamm Hxd3 Ober einen entsprechenden Abbauweg verfOgen.

Wiederum wurde untersucht, ob charakteristische Enzyme dieses Weges nur bei

Bedarf exprimiert werden. So lieBe sich der bei den Fetlsaureanalysen (G 9.)

erhaltene Hinweis erharten, daB Alkane mit einer geraden Anzahl an G-Atomen

beim Abbau Fetlsauren mit einer ungeraden Anzahl an G-Atomen Iiefem und

umgekehrl.

Dazu wurden Rohextrakte aus Anzuchten mit Heptadecanat und Anzuchten

mit Stearat hergestellt und auf Malat-Dehydrogenase und Methylmalonyl

GoA:Pyruvat-Transcarboxylase untersucht (Tabelle 15). Die Transcarboxylase ist

ein fOr die Oxidation von Propionyl-GoA charakteristisches Enzym. Die Malat

Dehydrogenase dagegen ist auch im Anabolismus an der Bildung von Succinyl

GoA aus Acetyl-GoA beteiligl. Der Test ergab allerdings, daB die Enzyme in

beiden Anzuchten vorhanden waren. Angesichts der relativ geringen

Aktivitatsunterschiede der Transcarboxylase in beiden Anzuchten erschien es

nicht aussichtsreich, durch entsprechende Messungen an Zellen aus

Alkananzuchten eindeutige Hinweise auf die Art der Umwandlung von Alkanen in

Fellsauren zu erhalten.

Tabelle 15: Aktivitaten von Malat-Dehydrogenase und Methylmalonyl-CoA: Pyruvat
Transcarboxylase in Rohextrakt aus Heptadecanat- und Stearat-Anzuchten von Stamm Hxd3.

Aktivitaten im Rohextrakt aus

Enzym

Malat-Dehydrogenase

Methylmalonyl-CoA:

Pyruvat-Transcarboxylase

Heptadecanat-Anzuchten
[llmol·min·1.mg-'j

0,220

0,044

Stearat-Anzuchten
[Ilmol·min-'·mg-l J

0,210

0,023
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12. Versuche zum enzymatischen Abbau von a-Cyclodextrin im

Kulturmedium mit Hexadecan

Die Anzucht von Stamm Hxd3 auf Hexadecan erfolgte in Gegenwart von

a-Cyclodextrin, um die Verfugbarkeit des wasserunloslichen Kohlenwasserstoffs

zu verbessern. Wahrend der Inkubation bildete sich aus Hexadecan und
a-Cyclodextrin ein Niederschlag, mit dem viele Zellen assoziiert waren. Um diese

Zellen bei der Ernte nicht zu verlieren, sollte der Niederschlag vorher aufgelost

werden, ohne die Zellen zu schadigen. Daher lag die Entwicklung eines

spezifischen enzymatischen Hydrolyseschrilts nahe. Weil eine Cyclodextrin

Glykosidase nicht kauflich zu erwerben war, wurde ein aerobes Bakterium
angereichert und isoliert, das mit a-Cyclodextrin in Gegenwart von Hexadecan

wuchs. Aus diesem Stamm wurde Rohextrakt mit Glykosidase-Aktivitat gewonnen.

Anreicherung und Isolierung

Salzwassermedium (B 3.1.) mit 4 gil a-Cyclodextrin und Hexadecan wurden mit

einer aeroben Schlammprobe aus Meeressediment beimpft. Die Ansatze wurden

aerob auf einem Schulller bei 30°C inkubiert. Nach drei Tagen war trotz des

Vorhandenseins von Schlamm eine durch Bakterien bedingte Trubung zu

erkennen. 1m mikroskopischen Bild herrschten kurze bewegliche Stabchen vor.

Die Anreicherung wurde dreimal in Flussigmedium ubertragen.

Zur Isolierung wurde die vierte Folgekultur auf Agarplalten mit
a-Cyclodextrin als Substrat ausgestrichen. Nach zwei Tagen Inkubation bei 30°C

wurden weiBe Einzelkolonien beobachtet. welche erneut auf Agarplalten mit
a-Cyclodextrin (4 g/I) ausgestrichen wurden. Letztlich wurde eine weiBe. glalte

Kolonie isoliert.

Kurze Charakterisierung des Isolats

Das Isolat wuchs mit a-Cyclodextrin (4 g/I), Starke (4 g/I) und Maltose (4 g/I).

Es halte die gleichen stabchenformigen Zellen. die in der Anreicherung

beobachtet worden waren. Beim Wachstum sank der pH-Wert des Mediums von

7,0 auf 5,0 abo Die Saurebildung sprach fOr einen moglicherweise fakultativ

anaeroben Stoffwechsel und unzureichende Sauerstoffversorgung oder eine

Hemmung der Endoxidalion durch Zucker.
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Messungen von a-Cyclodextrin-Glycosidase im Rohextrakt

Urn auf a-Cyclodextrin-Glykosidase zu testen, wurde ein Rohextrakt aus

Anzuchten auf a-Cyclodextrin hergestellt. Ais MaB fUr die Hydrolyse-Aktivitat

diente die Zeit, in der ein mit 5 g/I a-Cyclodextrin und Hexadecan gebildeter

Niederschlag aufgelast wurde. Wenn einem Testansatz mit 2 ml Volumen 50 III

Rohextrakt zugesetzt wurde, laste sich der Niederschlag bei 30°C innerhalb von

30 min auf. Der zellfreie KulturOberstand wurde ebenfalls auf hydrolytische
Aktivitat geprOft. Dazu wurden Hexadecan und a - Cyclodextrin aus einer

Stamrnlasung direkt in den Oberstand gegeben. Auch nach 15 h Inkubation bei

30°C laste sich der entstandene weiBe Niederschlag nicht auf. Die
a-Cyclodextrin-Glykosidase wurde also nicht in das Medium ausgeschieden,

sondern blieb in oder an den Zellen. 1m zellfreien KulturOberstand wurden

reduzierende Zucker (B 6.5.) in einer Konzentration von 7,2 mM bestimrnt. Dies
weist darauf hin, daB die a-CyclodextrinmolekOle auBerhalb der Zellen bzw. an

den Zellen hydrolysiert werden.

Die hydrolytische Aktivitat im Rohextrakt war auch nach sieben Tagen

Aufbewahrung bei O°C (Eisbad) unverandert. Auch ein Einfrieren bei -20°C und

Auftauen im Eisbad lieB die Aktivitat unverandert.
Da a-Cyclodextrin als Substrat fOr Massenanzuchten relativ teuer ist, wurde

geprOft, ob Rohextrakte aus Anzuchten auf Maltose und Starke ebenfalls
a-Cyclodextrin hydrolisieren. Mit Rohextrakt aus Anzuchten auf Maltose oder

Starke wurde der aus Hexadecan und a-Cyclodextrin gebildete Niederschlag

auch nach 15 h Inkubation bei 30°C nicht aufgelas!. In einem Kontrollansatz mit
Rohextrakt aus einer Anzucht auf a-Cyclodextrin wurde der Niederschlag wie

zuvor aufgelast. Daraufhin wurden Zellen des Isolates bis zu einer optischen

Dichte von 1,5 mit 1 g/I Maltose angezogen. Nachdem die optische Dichte Ober
einen Zeitraum von 1 h konstant blieb, wurde a-Cyclodextrin aus einer sterilen

Stammlasung zu einer Endkonzentration von 1 g/I zugesetzt. Bei einer optischen

Dichte von 2,8 wurden die Zellen geerntet. Mit dem daraus hergestellten
Rohextrakt wurde ein Niederschlag aus Hexadecan und a-Cyclodextrin genauso

schnell aufgelast wie mit Rohextrakt aus einer Anzucht, die nur auf a-Cyclodextrin

gewachsen war.
SchlieBlich wurde untersucht, ob die a-Cyclodextrin-Glykosidase auch in

Gegenwart hoher Sulfidkonzentrationen in gewachsenen Kulturen von Stamm

Hxd3 aktiv ist. Dazu wurde Rohextrakt aus Zellen, die auf a-Cyclodextrin

gewachsen waren, sterilfiltriert. 1 ml des Filtrats wurde einer gewachsenen 0,5 I
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Kultur von Stamm Hxd3 zugesetzt. Die Sulfidkonzentration der Kultur betrug

18,5 mM. Tatsachlich loste sich der Niederschlag innerhalb von 12 h auf.
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Disku8sion

1. Nachweis des anaeroben Alkanabbaus durch Stamm Hxd3

Die groBe stoffwechselphysiologische Vielseitigkeit der sulfatreduzierenden

Bakterien ist erst in den letzten zwei Jahrzehnten bekannt geworden. Lange Zeit

waren nur sulfatreduzierende Bakterien der Galtungen Desulfovibrio und

Desulfotomaculum bekannt, die organische Substrate mit mindestens einer C-C

Bindung nur unvollstandig zu Acetat oxidieren. Diese unvollstandig oxidierenden

Sulfatreduzierer verwerten nur eine sehr begrenzte Anzahl von organischen

Verbindungen, wie Formiat, Lactat, Pyruvat, einige Dicarbonsauren wie Malat und

Fumarat, sowie Ethanol, Glycerin, Cholin und Alanin. Mit der Isolierung von

Desulfotomaculum acetoxidans im Jahre 1977 (Widdel und Pfennig, 1977) war das

erste sulfatreduzierende Bakterium gefunden worden, das auf Acetat wachst und

dieses vollstandig zu C02 oxidiert. In der Folgezeit wurden mehrere Arten und

Galtungen vollstandig oxidierender sulfatreduzierender Bakterien beschrieben, die

stoffwechselphysiologisch sehr vielseitig sind, wie Desulfococcus, Desulfosarcina,

Desulfobacterium oder Desulfonema (Widdel, 1980; Widdel el aI., 1983). Vertreter

dieser Gallungen verwerten aliphatische Feltsauren und Aromalen, deren Abbau

unler sulfalreduzierenden Bedingungen zuvor nichl bekannl war. Von besonderem

Interesse sind dabei solche Verbindungen, deren Abbau in aeroben Baklerien

durch Oxygenase-Reaklionen eingeleilel wird. Lange Zeil war namlich bezweifell

worden, ob solche Verbindungen in Abwesenheil von Sauersloff Oberhaupl

abgebaul werden konnen. Beispiele fOr solche Verbindungen sind Aceton (Plalen

el aI., 1990), Aromalen mil funklionellen Gruppen wie Benzoal oder Phenol (Bak

und Widdel, 1986) und auch ein aromalischer Kohlenwassersloff, das Toluol

(Rabus el aI., 1993).

In der vorliegenden Arbeil wurde gezeigl, daB auch Alkane, die lange Zeil als

anaerob nichl abbaubar gallen, durch sulfalreduzierende Baklerien vollslandig zu

C02 oxidierl werden. Damil sind die neu isolierlen sulfalreduzierenden Slamme

Hxd3, Pnd3 und TD3 die erslen beschriebenen Kulluren, die nachweislich mil

Alkanen als alleinigen Subslralen in Abwesenheil von Sauersloff wachsen.

FrOhere Berichle Ober einen anaeroben Alkanabbau wurden bereits unler A 3.

eingehend dargesleili. Hier sollen die wichligslen Krilikpunkle an den alleren

Arbeilen aus heuliger Siehl zusammengefaBt werden.



100

(a) Methoden zur Kultuvierung anaerober Bakterien. Die heute verwendeten

Methoden zur Kultivierung anaerober Bakterien wurden erst Ende der 60er und

Anfang der 70er Jahre entwickelt (Hungate, 1969; Bryant, 1972). Deshalb ist die

Abwesenheit von Sauerstoff wahrend der Abbauversuche insbesondere in den

alteren Arbeiten zweifelhaft, zumal diese zu diesem Punkt kaum Informationen

enthalten (Novelli und ZoBell, 1944; Rosenfeld, 1947; Davis und Yarbrough, 1966).

(b) Reinheit der Kulturen. Von Versuchen zur PrOfung auf Reinheit durch

Verwendung unterschiedlicher Substrate wurde nicht berichtet.

(c) Reinheit der SUbstrate. Angaben Ober die Reinheit der verwendeten

Alkane fehlten meistens. In den Arbeiten von Rosenfeld (1947) und Novelli und

ZoBell (1944) wird auBerdem nicht angegeben, welcher Anteil der eingesetzten

Alkane oxidiert wurde. In anderen Arbeiten wurde nur ein geringer Anteil der

zugesetzten Alkane oxidiert (Davis und Yarbrough, 1966). Somit kann nicht

ausgeschlossen werden, daB Verunreinigungen aus den Substraten verwertet

wurden und nicht die Alkane selbst.

(d) Reinheit markierter Substrate. Bei Versuchen mit radioaktiv markierten

Alkanen wurde nicht gezeigt, ob die eingesetzte Radioaktivitat tatsachlich

vollstandig im Alkan und nicht teilweise in Begleitsubstanzen vorlag. Somit kann in

diesen Arbeiten nicht ausgeschlossen werden, daB der Abbau von markierten

Verunreinigungen zu den beobachteten Ergebnissen gefOhrt hat (Davis und

Yarbrough, 1966; Ward und Brock, 1978; Hambrick et aI., 1980; DELaune et aI.,

1980).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daB Stamm Hxd3 ca. 90 % des

eingesetzten hochreinen Hexadecans (99,5 %ig) abgebaut halte (C 3.1.). Dabei

wurde die Hexadecan-Abnahme gaschromatographisch bestimmt und nicht, wie in

einigen Arbeiten zuvor, durch Markierungsexperimente. Die Inkubationsversuche

zum Nachweis des Hexadecanabbaus in Abwesenheit von Sauerstoff wurden in

anaerob zugeschmolzenen Glasampullen durchgefOhrt. Dadurch wurde

ausgeschlossen, daB wah rend des langen Inkubationszeitraumes Sauerstoff in die

Ansatze diffundierte oder eventuell vorhandene organische Verbindungen aus

dem Stopfenmaterial verwertet wurden. In einem zusatzlichen Kontrollversuch

wurde gezeigt, daB wahrend eines Zeitraumes von mehr als einem Jahr kein

Sauerstoff durch eventuell vorhandene Haarrisse in die zugeschmolzenen

Glasampullen gelangte (B 7.1.; C 3.1.). AuBerdem wurde in einem weiteren

Kontrollversuch die Abwesenheit von aeroben alkanabbauenden Kontaminanten

gezeigt. Parallel zu der Hexadecan-Abnahme wurde auch der Sulfatverbrauch in

den zugeschmolzenen Ampullen bestimmt. In zusatzlichen
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Wachstumsexperimenten, die in Spezialgefal3en (Abb. 7) durchgefOhrt wurden,

wurde auch die Sulfidbildung mit Hexadecan als Substrat bestimmt. Die so

ermittelten Werte sprechen fOr eine vollstandige Oxidation von Hexadecan nach

Gleichung (13). Der gemessene Sulfatverbrauch und auch die bestimmte

Sulfidbildung pro mol verbrauchten Hexadecans liegen unter den mit Gleichung

(13) berechneten Werten. Dies ist auf den Einbau eines Teils des verbrauchten

Hexadecans in Zellmaterial und auf m6glicherweise gebildete Nebenprodukte

zurOckzufOhren.

Auch mit Stamm Pnd3 wurden Wachstumsversuche mit hochreinem

Hexadecan in Flachgefal3en (Abb. 7) durchgefOhrt. Die dabei bestimmte

Sulfidbildung spricht nach Gleichung (14) fOr eine vollstandige Oxidation von ca.

70 % des eingesetzten Hexadecans. Ebenso wurde mit der thermophilen

Reinkultur, Stamm TD3, eine anaerobe Verwertung von Decan nachgewiesen.

Dabei wurde gaschromatographisch ein Verbrauch von 83 % des eingesetzten

Decans ermiltelt (P. Rueter, pers. Milteilung). Mit der parallel dazu gemessenen

Sulfidbildung sprechen diese Werte fOr eine vollstandige Oxidation des

eingesetzten Decans nach folgender Gleichung:

C10H22+ 7,75 S042- + 5,5 H+ - 10 HC03- + 7,75 H2S + H20
6G" =-348,6 kJ/mol Decan (GI. 14)

1m Zellextrakt von Stamm Hxd3 wurden CO-Dehydrogenase- und Formiat

Dehydrogenase-Aktivitaten bestimmt (Aeckersberg, 1989), was darauf hinweist,

dal3 Acetyl-CoA Ober den CO-Dehydrogenase-Weg abgebaut wird (Schauder et
aI., 1986; Thauer et aI., 1989). u- Ketoglutarat-Dehydrogenase, die fOr eine

Oxidation von Acetyl-CoA Ober den Citratcyclus gesprochen halten (Schauder et

aI., 1987), konnte nicht gefunden werden (Aeckersberg, 1989).

2. Taxonomische Einordnung der mesophilen Bakterienisolate

Taxonomie von Stamm Hxd3

Die Sequenzierung der 16S rRNA von Stamm Hxd3 lal3t eine Verwandtschaft zu
Sulfatreduzierern der 8-Gruppe der Proteobakterien erkennen. Der Stamm liagt in

der Gruppe der vollstandig oxidierenden Sulfatreduzierer, ist jedoch keiner

bekannten Gattung eindeutig zuzuordnen. Die am nachsten verwandten Gattungen
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sind Desulfococcus und Desulfosarcina. Diese Zuordnung stehl in

Ubereinstimmung mit den physiologischen Merkmalen von Stamm Hxd3. Er

oxidiert organische Substrate vollstandig zu C02, wobei die Oxidation von Acetyl

CoA Ober den CO-Dehydrogenase-Weg verlauft. Auch die Fahigkeit zur

Verwertung von aliphatischen Fetlsauren Ober einen groBen Kellenlangenbereich

teilt Stamm Hxd3 mit Vertretern der Gallungen Desulfococcus und Desulfosarcina.

Dagegen unterscheidet sich Stamm Hxd3 von diesen Gatlungen durch die

Unfahigkeit, auf Lactat, Ethanol und H2 zu wachsen. Das Wachstum auf Alkanen

und 1-Alkenen ist eine Eigenschaft, die Stamm Hxd3 mit keiner der bekannten

Arlen oder Gallungen der sulfatreduzierenden Bakterien teil!. Keine der im Rahmen

dieser Arbeit untersuchten Arten (Desulfosarcina variabilis, Desulfococcus

multivorans. Desulfovibrio desulfuricans, Desulfobacterium autotrophicum,

Desulfobacterium catecholicum, Desulfobotulus sapovorans, Desulfoarculus

baarsii, Desulfotomaculum sapomandens) wuchs auf Alkanen oder 1-Alkenen.

AuBerdem wurde dies bislang von keinem sulfatreduzierenden Bakterium berichte!.

Taxonomie von Stamm Pnd3

Die Sequenzierung der 16S rRNA von Stamm Pnd3 steht noch aus. Das Fehlen

einer Sporenbildung legt eine Verwandtschaft mit den mesophilen, Gram

negativen Sulfatreduzierern nahe, die in der Ii-Gruppe der Proteobakterien

zusammengefaBt werden. Aufgrund der groBen physiologischen Ahnlichkeit zu

Stamm Hxd3 (Tabelle 6) gehbrt Stamm Pnd3 vermutlich ebenfalls zur Gruppe der

vollstandig oxidierenden Sulfatreduzierer.

3. Stimulierung des Wachstums der Stamme Hxd3 und Pnd3 auf

Alkanen

Das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Hexadecan war mit einer Verdopplungszeit

von 4 bis 5 Tagen extrem langsam. Mit Palmitat dagegen halle Stamm Hxd3 eine

Verdopplungszeit von ca. 25 h. Auch aerobe Alkanabbauer wachsen mit polaren

Verbindungen deutlich schneller als mit Alkanen. So betragt die Verdopplungszeit

von Candida tropicalis beim Wachstum auf Glucose ca. 1 h, auf Hexadecan

dagegen 2,5 h (Einsele, 1983). Die Ursache fOr diese Unterschiede in der

Wachstumsgeschwindigkeit liegt in der extrem geringen Loslichkeit von Alkanen in

Wasser (Loslichkeit von Hexadecan in Wasser: 5,2 x 10-5 mgtl; Morgan und
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Watkinson, 1994). Diese macht einen direkten Kontakt der wachsenden Zellen mit

der Alkanphase notwendig. Bislang sind zwei Mechanismen bekannt, mit deren

Hi/fe Mikroorganismen Kontakt zu einer Kohlenwasserstoffphase herslellen und so

die Aufnahme von Kohlenwasserstoffen erleichtern: (a) Anheftung der Zellen an die

Kohlenwasserstoffphase (b) Pseudosolubilisierung der Kohlenwasserstoffphase.

(a) Anheftung der Zellen an die Kohlenwasserstoffphase. Diese erfolgt mit

Hilfe von hydrophoben Bestandteilen der Zelloberflache. Zellen von Candida

tropicalis bilden beim Wachstum auf Alkanen Polysaccharid-Fellsaure-Komplexe,

die die Anheftung der Zellen an die Alkanphase erleichtern. (Kappeli und Fiechter,

1976). Acinetobacter calcoaceticus dienen hydrophobe Fimbrien zur Bindung an

die Kohlenwasserstoffphase (Rosenberg et aI., 1982). Die Anheftung von

Mikroorganismen an die Kohlenwassersloffphase fOhrl zur Erniedrigung der

Grenzflachenspannung und damit zur Bildung von Emulsionen. Dadurch wird die

Grenzflache der Alkanphase zum Medium vergr6Bert.

(b) Pseudosolubilisierung der Kohlenwasserstoffphase. Die Ausscheidung

von oberflachenakliven Substanzen kann zur Bildung von Mikroemulsionen der

Kohlenwasserstoffe fOhren (Pseudosolubilisierung). Die dabei gebildeten
Kohlenwasserstofftropfen haben Durchmesser von 0,01 - 0,5 ~m (Einsele, 1983)

und sind damit deutlich kleiner als Zellen. Diese Mikrotropfen k6nnen dann von

den Zellen aufgenommen werden oder an der Zelloberflache haften. Beispiele fOr

oberflachenaktive Substanzen sind das Emulsan von Acinetobacter calcoaceticus

(Rosenberg und Rosenberg, 1981) und das Rhamnolipid von Pseudomonas

aeruginosa (Koch et aI., 1991). Die Bedeutung dieser oberflachenaktiven

Substanzen fOr das Wachstum auf Alkanen belegen Versuche mit MUlanten von

Pseudomonas aeruginosa, die die Fahigkeit zur Bildung von Rhamnolipiden

verloren hallen. Diese Mutanten konnten nur auf Hexadecan wachsen, wenn

Rhamnolipide dem Medium zugeselzl wurden (Koch el aI., 1991).

Bei Stamm Hxd3 erfolgle der Konlakl durch direkle Anheflung der Zellen an

die Alkanphase, was fOr hydrophobe Beslandleile in der auBeren Membran spricht.

Dies fOhrte zu einer forlschreitenden Emulgierung der Alkanphase, wenn die

Kulluren wah rend des Wachslums von Zeil zu Zeil kurz geschOllel1 wurden. Die

durch die Anheflung bedingle Konzenlrierung und leilweise Abschirmung der

Zellen vom Medium kann allerdings zu Versorgungsschwierigkeilen mil

Spurenelementen fOhren. Die beobachlele leichle Wachslumsslimulierung auf

Hexadecan durch Erh6hung der Fe2+- und Zn2+·Konzenlralionen k6nnte so erklart

werden.
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Sehr viel starker wurde das Wachstum von Stamm Hxd3 und Pnd3 auf

Hexadecan durch Zugabe von a-Cyclodextrin stimuliert. a-Cyclodextrin setzt sich

aus sechs Glucosemolekulen zusammen, die a-1 ,4-glycosidisch verknupft und zu

einem Ring geschlossen sind (Abb. 21). Dieser kann eine Konformation

einnehmen, bei der aile OH-Gruppen nach auBen weisen, wodurch in der Mitte des

MolekOls eine hydrophobe Pore entsteht. In diese konnen sich kleine hydrophobe

Verbindungen, wie Edelgase, N2 oder 02, einlagern und dadurch wasserlosliche
EinschluBverbindungen bilden. Neben a-Cyclodextrinen gibt es auch 13- und

y-Cyclodextrine (Ring aus 7 bzw. 8 Glucosemolekulen), die entsprechend groBere

Poren bilden und somit auch groBere MolekOle einlagern konnen. Cyclodextrine

konnen als cyclische Detergentien aufgefaBt werden, welche im Gegensatz zu

linearen Detergentien nicht mit Membranen interagieren konnen. Deshalb ist ihre

Toxizitat fur Zellen sehr gering. Durch geldrolienartiges Aufeinanderschichten

mehrerer a -CyclodextrinmolekOle entstehen hydrophobe Kanale, in die auch

langkettige Alkane, wie das Hexadecan, eingelagert werden konnen. Die so

entstandenen wasserloslichen EinschluBverbindungen erhohen die VerfOgbarkeit

von Hexadecan fi.ir Stamm Hxd3 und stimulieren so das Wachstum. Es ist zu

vermuten, daB die EinschluBverbindungen "offene Enden" besitzen, von denen die

Zellen von Stamm Hxd3 mit ihrer hydrophoben Zelloberflache die

Hexadecanmolekule aufnehmen konnen. Moglicherweise sind aber auch Zelien

von Stamm Hxd3 und Pnd3 in der Lage geloste EinschluBverbindungen, ahnlich

wie aerobe Alkanabbauer Mikrotropfen bei der Pseudosolubilisierung,

aufzunehmen. Der bei a-Cyclodextrin-Konzentrationen von mehr als 4 g/I in

Gegenwart von Hexadecan beobachtete weiBe Niederschlag bildet sich vermutlich

aus solchen EinschluBverbindungen. Da eine weitere Erhohung der

a-Cyclodextrinkonzentration von 4 auf 5 g/I auch das Wachstum we iter stimuliert,

ist zu vermuten, daB nicht nur die gelosten, sondern auch die ausgefallenen

EinschluBverbindungen die Verfugbarkeit von Hexadecan erhohen.

Die Wachstumsgeschwindigkeit von Stamm Hxd3 ist auch im Vergleich zu

aeroben Alkanabbauern extrem langsam. Zum Beispiel erreicht Micrococcus

cerificans auf Hexadecan Verdopplungszeiten von ca. 40 min (Einsele, 1983)
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Abb. 21: Strukturformel von a-Cyclodextrin.

und ist damit 150 mal schneller als Stamm Hxd3 ohne Zusatz von a-Cyclodextrin.

Genaue Vergleiche sind nicht mbglich, weil Stamm Hxd3 nur wahrend einer kurzen

Zeit des gesamten Wachstums mit konstanter Rate, d. h. exponentiell wachs!. Unter

aeroben Bedingungen werden Alkane, wie z.B. Decan, nach folgender Gleichung

zu C02 oxidiert:

C10H22 + 15,502 - 10 HC03- + H20 + 10 H+
6G" = -6522 kJ/mol Decan (GI. 15)

Beim Abbau von Decan unter sulfatreduzierenden Bedingungen betragt der 6Go'

Wert ca. -348 kJ/mol (GI. 15), was 5,3 % des Wertes mit Sauerstoff als

Elektronenakzeptor entspricht. Diese deutJich hbhere Energieausbeute ermbglicht

aeroben alkanabbauenden Mikroorganismen vermutlich die Bildung von

elfektiveren Aufnahmesystemen. AuBerdem stellt wahrscheinlich die einleitende

Aktivierungsreaktion unter anaeroben Bedingungen eine besondere Schwierigkeit

dar und ist vermutlich der langsamste und damit geschwindigkeitsbestimmende

Schrill beim Abbau von Alkanen mit Sulfat als Elektronenakzeptor.
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4. Betrachtungen zum Mechanismus der anaeroben Aktivierung

aliphatischer Kohlenwasserstoffe

In der Aktivierungsreaktion wah rend der anaeroben Alkanoxidation wird

wahrscheinlich zuerst eine C-H-Bindung gespalten. Deshalb soli zunachst auf

gangige Mechanismen der C-H-Bindungsspaltung in der Biochemie eingegangen

werden, um die besondere Problematik bei der Spaltung einer v611ig isolierten C

H-Bindung zu verdeutlichen.

(a) Abstraktion von H+. Die Abspaltung eines Protons ist in C-H-Bindungen mit

benachbarter Garbonylgruppe erleichtert, da das entstehende Carbanion

mesomeriestabilisiert ist (Abb. 21). Derartige Reaktionen finden an Ketonen wie

Dihydroxyacetonphosphat oder Thioestern wie Acetyl-GoA statt.

(b) Abstraktion von H-. Von Kohlenstoffatomen, die funktionelle Gruppen, wie

Alkohol oder Aminogruppen tragen, k6nnen Hydridionen abgespalten und z. B. auf

NAD(P)+ Obertragen werden. Dabei wird gleichzeitig ein Proton von der Alkohol

oder Aminogruppe abgespalten (Abb. 23).

(c) Abstraktion von J-f. Wenn Kohlenstoffatome weder OH- oder NH2-Gruppen

tragen noch zu Carbonylgruppen benachbart sind, erfolgt meistens eine

homolytische Spaltung der Bindung. Diese wird durch Goenzym B12- oder S

Adenosylmethionin-abhangige Enzyme katalysiert. In diesen Reaktionen wird

durch Abstraktion eines H-Atoms intermediar ein Substratradikal erzeugt, das sich

unler Beteiligung benachbarter funktioneller Gruppen, wie Alkohol-, Amino- oder

Garboxylgruppen, intramolekular in ein Produktradikal umlagert. Dieses wird durch

Wiederaufnahme des abstrahierten H-Atoms zu dem Produkt umgesetzt (Abb. 24).

Allerdings sind bislang keine Goenzym B12- oder S-Adenosylmethionin

abhangigen homolytischen Spaltungen von C-H-Bindungen bekannt, die durch

eine oder mehrere Methylengruppen von einem funktionalisierten Kohlenstoffatom

getrennt sind (Halpern, 1985; Stupperich, 1993). Die benachbarten funktionellen

Gruppen erleichtern vermutlich die homolytische Spaltung der C-H-Bindung. In der

2,3-Lysin-Mutase-Reaktion bildet wahrscheinlich die Aminogruppe des Substrates

mit der Aldehydgruppe von Pyridoxalphosphat eine Schiffsche Base, die das
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Abb. 22: Abstraktion eines Protons von Acetyl-CoA als Beispiel lur eine heterolytische Spaltung
einer aktivierten C-H-Bindung.
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Abb. 23: Abstraktion eines Hydridions durch NAD+ wiihrend der Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion
als Beispiel lur eine heterolytische Spaltung einer C-H-Bindung.

Substratradikal mesomeriestabilisiert (Frey, 1990; Abb. 25). Eine derartige

Stabilisierung eines intermediaren Substratradikals ware bei der Aktivierung einer

C-H-Bindung in Alkanen nicht moglich, da funktionelle Gruppen fehlen. So war

bislang die homolytische Spaltung der vollig unpolarisierten C-H-Bindungen in

Alkanen nur durch Reaktion mit hochreaktiven Sauerstoffspezies ( Abb. 1) bekannt.

Vor kurzem wurden jedoch bei der Untersuchung der Tetraether

Iipidsynthese in Methanobacterium autotrophicum Reaktionen beschrieben, die

eine anaerobe Aktivierung einer vollig isolierten C-H-Bindung erfordern. Diese ist

durch mindestens drei Methylengruppen von Doppelbindungen oder funktionellen

Gruppen getrennt. Einbauversuche mit [1, 1.6-2H3)-6.7-Dihydrogeraniol (Abb. 26)

legten nahe, daB die Kopf-Kopf-Kopplung der C2o-VorlaufermolekOle an

gesattigten Teilstrukturen stattfindet (Galliker. 1990). Ferner wurde ein modifizierter
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Abb. 24: Allgemeine Darstellung des Mechanismus einer Coenzym-B'2-kalalysierten
Isomerisierungs-Reaktion als Beispiel fur die Abstraktion eines H-Atoms bei der homolylischen
Spaltung einer C-H-Bindung.

Tetraether mit einer Methylgruppe am C13-Atom an einer der beiden

Biphytanylketten gefunden. Durch Einbauversuche mit [5-13C,5,5-2H2]-Mevalonat

konnte gezeigt werden, daB das methylierte C-Atom im Verlauf der Reaktion keinen

Verlust von Protonen erfahrt, da die Deuterierung wahrend der gesamten Synthese

der Biphytanylketten erhalten bleibt (Abb. 27). Somit muB die Methylierung an einer

gesattigten Teilstruktur erfolgen (Galliker, 1990).

Ein weiteres Molekiil, dessen Synthese eine Aktivierung unpolarer C-H

Bindungen erfordert, ist die Diabolinsaure in Butyrivibrio fibrisolvens, einem obligat

anaeroben Bakterium. Fitz und Arigoni (1992) konnten zeigen, daB bei der Bildung

von Diabolinsaure in Butyrivibrio fibrisolvens aus [16-2H2]-Palmitinsaure oder [14

2H2]-Palmitinsaure kein Verlust der Deuterierung erfolgt (Abb. 28). Dies spricht

datur, daB die Kopplungsreaktion ohne Beteiligung von Doppelbindungen

stattfindet. Die genauen Mechanismen der Kopf-Kopf-Kopplung in der

Telraethersynlhese, der Methylierung einer Biphytanylkette und der

Diabolinsauresynthese sind noch unbekannt. Da aber vbllig unpolarisierte C-H

Bindungen aktiviert werden miissen, wird vermutet, daB diese Reaktionen iiber

radikalische Zwischenprodukte verlaufen.
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Abb. 25: Hypothetischer Mechanismus der 2.3-Lysin-Aminomutase Reaktion (nach Frey. 1990).
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Abb. 26: Einbauversuch mit [1, 1.6·2H3]-6.7-Dihydrogeraniol bei der Synthese der Biphytanylketten
eines TetraetherlipidmolekOis in Methanobacterium autotrophicum (nach Galliker, 1990).
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Abb. 27: Einbauversuch mit [5-13C-5,5-2H2]·Mevalonat bei der Synthese der Biphylanylketten von
TetraetherlipidmolekOlen in Methanobacterium autotrophicum (nach Galliker. 1990).



111

2 DaC
COfi

I
DaC

C02H

C02H

DaC

o

o

o 0 I
CO~

CO~

Abb. 28: Synthese von deuteriummarkierter Diabolinsaure aus [16..2HaJ-Palmitinsaure oder [14-2H21
Palmitinsaure in Butyrivibrio fibrisolvens (nach Fitz und Arigoni. 1992).

Eine in der Biogeochemie haufig diskutierte Reaktion, die eine Spaltung

einer apolaren C-H-Bindung erfordert, ist die anaerobe Oxidation von Methan

(Zehnder und Brock, 1979; Iversen und J0rgensen, 1985). In anaeroben

Zellsuspensionen von aktiv methanbildenden Bakterien wurden max. 0,3 % der als

14CH4 zugesetzten Radioaktivitat zu 14C02 umgesetzt (Zehnder und Brock, 1979).

M6glicherweise liegt eine an der Methanbildung beteiligte Komponente wahrend

der Reaktion in einem besonders aktiven Zusand vor, der eine Aktivierung von

Methan erm6glicht.
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4.1. Hypothesen zum anaeroben Aktivierungsmechanismus von
Alkanen

Dehydrogenierung von Alkanen zu 1-Alkenen

Eine initiale Oxidationsreaktion von Alkanen durch eine NAD+-abhangige Alkan

Dehydrogenase unter Bildung eines 1-Alkens (GI. 16) wurde erstmalig von

Chouteau et al. (1962) vorgeschlagen.

R-CH2-CH3 + NAD+ - R-CH=CH2 + NADH + H+

6&"= + 68,5 kJ/mol (GI. 16)

In dieser Arbeit wurde 1- Hepten aus anaeroben Zellsuspensionen von

Pseudomonas aeruginosa, die NAD+ und Heptan enthielten, isoliert und

infrarotspektroskopisch identifiziert. In einer anderen Arbeit beschrieben Parekh et

al. (1977) die Reinigung einer Alkan-Dehydrogenase und einer Aiken-Hydroxylase

aus Zellen von Pseudomonas aeruginosa. In anaeroben Enzymtests mit der

gereinigten Alkan-Dehydrogenase wurde die Bildung von 1-Decen in Gegenwart

von Decan und NAD+ berichte!. DarOber hinaus wurde die Bildung von Alkenen bei

der Verwertung von Alkanen durch wachsende Zellen oder Zellsuspensionen in

mehreren anderen Arbeiten gezeigt (Tabelle 16).

Diese Befunde sind allerdings sehr umstritten. So konnten die Ergebnisse

von Parekh et al. (1977) in spateren Versuchen nicht reproduziert werden (Atlas,

1981; Griffin und Traxler, 1981). DarOberhinaus gibt es weitere Argumente, die

gegen die M6glichkeit einer Dehydrogenierung von Alkanen als initiale

Oxidationsreaktion sprechen. (i) Die Oxidation eines Alkanes zu einem 1-Alken mit

NAD+ als Elektronenakzeptar beinhaltet ein thermodynamisches Problem. Das

Redoxpotential Eo'von 1-Decen/Decan liegt bei + 0,037 V, wohingegen das von

NAD+/NADH -0,318 V betragt (Dawson et aI., 1986). Somit ware die Reaktion in

weiten Konzentrationsbereichen stark endergon, wie auch Gleichung 16 zeigt. Die

Oxidation eines Alkans mit NAD+ als Elektronenakzeptor mOBte also durch eine

zusatzliche energieliefernde Reaktion getrieben werden. Wie eine salche Reaktion

in einem Systen mit gereinigter Alkan-Dehydrogenase, Decan und NAD+ ablaufen

soli, ist schwer vorstellbar. (ii) AuBerdem sprechen unterschiedliche

Oxidationsprodukte, die bei der Verwertung von Alkanen oder den entsprechenden

1-Alkenen gefunden wurden, gegen Alkene als Zwischenprodukte des Alkan-



Tabelle 11: Identifizierung von Alkenen als moglichen Intermediaten des aeroben und vermuteten anaeroben Alkanabbaus in verschiedenen
Mikroorganismen (Mod~iziert nach Buhler und Schindler, 1984)

Mikroorganismus Versuchsbedingungen identifiziertes e-Akzeptoren Referenz
n-Alken

Bakterien:

Pseudomonas aeruginosa anaerobe Zellsuspension Pyocyanin Senez und Azoulay (1961)
Zellexlrakt Pyocyanin Senez und Azoulay (1961)

Pseudomonas aeruginosa anaerobe Zellsuspension 1-C] Pyocyanin Chouteau et al. (1962)

Pseudomonas aeruginosa anaerobe Enzymtests mit 1-ClO NAD+ Parekh et al. (1977)
gereinigtem Enzym

Microccus cer/ficans aerob gewachsene Zellen 1-C'6 Wagner et al. (1967) ..........
VJ

Mycobacter phlei aerob gewachsene Zellen 1-C16 Wagner et al. (1967)

Nocardia sp. aerob gewachsene Zellen 1-C16 Wagner et al. (1967)
Zellextrakt 1-C16

Nocardia salmonicolor aerobe Zellsuspensionen 7-C'6 Abbott und Casida (1968)

Hefen:

Candida rugosa anaerober Zellexlrakt 1-C10 DCPIP Iizuka et al. (1968)

Candida rugosa Zellsuspensionen und 1-C10 DCPIP lizuka et al. (1969)
wachsende Zellen

Rhodotorula sp. aerob gewachsene Zellen 1-C16 Wagner et al. (1967)
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abbaus. So bildelen Zellsuspensionen von Pseudomonas aeruginosa, die zuvor

mit 1-Hepten gewachsen waren, 6-Heptensaure aus 1-Hepten in Gegenwart von

Chloramphenicol (Thijsse und van der Linden, 1963). In einer anderen Arbeit war

gezeigt worden, daB der gleiche Organism us beim Wachstum auf Heptan

Heptansaure als Zwischenprodukt bildet (Heringa et aI., 1961). Die Doppelbindung

stellt demnach keine Angriffsstelle fUr den enzymatischen Abbau dar und sollte

daher auch nicht in einem Intermediarprodukt des Alkanabbaus vorliegen.

Die EinfUhrung einer isolierten Doppelbindung in gesattigte Teilstrukturen von

organischen Verbindungen findet wahrend der Fettsauredesaturase-Reaktion statt.

Diese ist allerdings, wie eine Monooxygenase-Reaktion, 02- und NAD(P)H

abhangig (Fulco, 1974).

Die RQckreaklion jedoch, eine Hydrogenierung einer isolierten

Doppelbindung in ansonsten gesattigten Strukturen unter anaeroben

Bedingungen, isl bekannt. Eine vollstandige Hydrogenierung von Linolsaure zu

Stearinsaure durch Mischkulturen von Pansenbakterien wurde von Poland et al.

(1964) beschrieben (Abb. 29). Dabei wurde eine Anhaufung von trans-11

Octadecensaure beobachtet. Deshalb wurde vorgeschlagen, daB im Pansen zwei

verschiedene Populationen von hydrogenierenden Bakterien leben; eine

hydrogeniert Diensauren zu Monoensauren, wahrend die andere Monoensauren

zu Stearinsaure hydrogeniert. Entsprechend wurde eine Umsetzung von

Linolsaure zu trans-11-0ctadecensaure aber nicht zu Stearinsaure durch

Reinkulturen von Butyrivibrio fibrisolvens (Hughes et aI., 1982) oder Eubacterium

lentum (Eyssen und Verhulst, 1984) beschrieben. Dagegen sind zwei Fusocillus

Stamme isoliert worden, die Olsaure oder Linolsaure vollstandig zu Stearinsaure

hydrogenieren (Harfoot, 1978). DarQber hinaus gibt es Hinweise auf eine

Reduktion von Olsaure zu Stearinsaure in anaeroben Sedimenten (Rhead et aI.,

1971).

Die chemische Dehydrogenierung von Alkanen zu Alkenen und H2 lauft bei

Temperaturen von Qber 500°C mit Oxiden von Chrom, Vanadium, Molybdan und

Zink und bei 300 bis 350°C mit Platin als Katalysatoren abo In Anwesenheit von

elementarem Schwefel oder elementarem Selen als Elektronenakzeptoren werden

alicyclische Verbindungen bereits bei 200 bis 250°C aromatisiert. Aber auch unter

milden Bedingungen sind chemische Dehydrogenierungen von gesattigten

Teilstrukturen oder Alkanen bekannt. Cycloalkane wurden bei 30 bis 80°C durch

Kalalyse eines Rheniumkomplexes (Ar3P)2ReH7 (Ar = p-F-C6H4 oder C6HS oder
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CH3(CH21~ /C~, ,lCH217COOH

"C=C.... /C=C, Linolsiiure
H H H H

!
cis-9, trans-11-Octadecadiensiiure

trans-11-0ctadecensiiure

Stearinsiiure

Abb. 29: Hydrogenierung von Linolsiiure Ober cis-9, trans-11-0ctadecadiensiiure und trans-11
Ocladecensiiure zu Stearinsiiure durch Mischku~uren von Darmbak1erien (nach Polan et aI., 1964).

P-CH3-C6H4) mit 3,3-Dimethylbut-1-en als Elektronenakzeptor zu Cycloalkenen

umgesetzt. Dehydrogenierungen von Methylcyclohexan lassen den SchluB zu, daB

keine radikalischen Intermediate an der durch den Rheniumkomplex katalysierten

Reaktion beteiligt sind, da das tertiare C·Atom mit geringerer Haufigkeit umgesetzt

wurde als die sekundaren C-Atome (Baudry et aI., 1983). Die EinfUhrung einer
isolierten Doppelbindung in 3a - Cholestanol unter Bildung von

C hoi e st - 14 - e n - 3 a - 01 erfolgt durch eine radikalische Reaktion bei

Raumtemperatur im Licht. Zunachst wird ein Ester aus 3a-Cholestanol und p

Benzoyl-~-phenylpropionsauregebildet. Darauf abstrahiert der durch Licht

angeregte Benzophenonteil des Esters ein H- Atom in Position 14 des

Cholestanols. Nach einer weiteren Abstraktion eines H- Radikals in Position 15

entsteht eine 14(15) Doppelbindung (Breslow und Baldwin, 1970; March S. 1165,

1992).

Stamm Hxd3 verwertet neben Alkanen auch 1-Alkene und primare und

sekundare langkettige Alkohole. Daher wurde zunachst untersucht, ob die initiale

Oxidationsreaktion des Alkans eine Dehydrogenierung zu einem 1-Alken ist, so



116

wie es in einigen frOheren Arbeiten mit Pseudomonas aeruginosa (Chouteau et aI.,

1962; Parekh et aI., 1977) behauptet wurde. Anaerobe Suspensionen von auf

Hexadecan gewachsenen Zellen von Stamm Hxd3 verwerteten 1- Hexadecen erst

nach einer lag-Phase von ca. 2 Tagen. In Anwesenheit von Tetracyclin, das die

Proteinbiosynthese inhibiert, wurde 1- Hexadecen in Suspensionen von mit

Hexadecan gewachsenen Zellen wahrend der Inkubationsdauer von 120 h nicht

verwertet. Diese Befunde sprechen gegen eine Dehydrogenierung als initiale

Oxidationsreaktion des anaeroben Alkanabbaus durch Stamm Hxd3. Ebenso

sprechen unterschiedliche Fettsauremuster von Zellen, die auf Alkanen bzw.

1-Alkenen gleicher Kettenlange gewachsen waren, gegen eine einleitende

Dehydrogenierung von Alkanen (C 9.). Allerdings bleibt unklar, warum

1-Hexadecen in den Suspensionen nicht am gesattigten Ende angegriffen wurde,

wie dies bei aeroben Alkanabbauern beobachtet wurde. Thijsse und van der

Linden (1963) isolierten 6-Heptensaure aus Suspensionen von Pseudomonas

aeruginosa, die mit 1- Hepten als Substrat inkubiert wurden; die Zellen waren

zuvor auf Heptan gewachsen. Die Suspensionen enthielten zusatzlich

Chloramphenicol, um die Neubildung von Proteinen zu inhibieren.

1-Hexadecanol wurde in Suspensionen von auf Hexadecan gewachsenen

Zellen Oberhaupt nicht verwertet. Dagegen wurde im Rohextrakt aus Anzuchten auf

Hexadecan Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitat mit langkettigen Alkoholen (C4 bis

C12) gefunden (mit 1-Hexadecanol konnten keine Aktivitaten bestimmt werden, da

bei der Zugabe von 1-Hexadecanol zu wassrigen Losungen (B 8.) weiBe Flocken

von 1-Hexadecanol entstehen, die eine photometrische Bestimmung von

Aktivitaten unmoglich machten). Moglicherweise hat in den Suspensionsversuchen

noch an den 1-Hexadecanolflocken haftendes Isopropanol (B 8.) die Zellen von

Stamm Hxd3 geschadigt. Allerdings wurde in Suspensionen von Stearat

Anzuchten 1- Hexadecanol sofort verwertet, obwohl es auf die gleiche Weise

zugegeben worden war.

Carboxylierungen und Carbonylierungen als m6gliche Eingangsreaktionen des

anaeroben Alkanabbaus

Erste Hinweise auf den Mechanismus der anaeroben Alkanaktivierung in

sulfatreduzierenden Bakterien wurden aus der Analyse der Zellfettsauren

gewonnen. Diesen Experimenten lag die Annahme zugrunde, daB bei der

Verwertung von Alkanen und 1- Alkenen intermediar gebildete langkettige

Fettsauren als Vorlaufer der Zellfettsaure-Synthese dienen. In diesem Fall wOrden
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die Zellfettsauren nichl aus Acelyl- bzw. Malonyl-CoA-Molekulen de novo

synlhetisierl. Die Kellenlange dieser inlermediar gebildelen Fettsauren wird durch
Elongalions-Reaktionen und Reaklionen der ~-Oxidalion nur um C2-Einheiten

verandert. Bei Aklivierungen durch eine Einfuhrung einer endslandigen OH

Gruppe sollten aus einem Alkan oder 1-Alken mit gerader Anzahl an C-Atomen

auch Zellfettsauren mit gerader Anzahl an C-Alomen gebildel werden;

enlsprechend wurden aus Alkanen oder 1-Alkenen mil ungerader C-Atomanzahl

auch Fettsauren mil ungerader C-Alomanzahl enlslehen. Dies isl bei aeroben

alkanabbauenden Mikroorganismen latsachlich der Fall. So uberwogen in Zellen

von Candida-Arlen, die auf Telradecan gewachsen waren, deutiich Zellfellsauren

mil gerader Anzahl an C-Alomen. Die dominierenden Fellsauren waren Palmilal

und Slearal (Souw, et aI., 1976). Dagegen wurden in Zellen, die auf Penladecan

gewachsen waren, hauplsachlich Zellfettsauren mil ungerader Anzahl an C

Alomen gefunden. Dabei waren die haufigslen Fettsauren Penladecanat und

Hepladecanal (Souw, et aI., 1977). Ein solcher Zusammenhang zwischen der

Kellenlange der verwerlelen Alkane und der der analysierlen Zellfellsauren wurde

daruber hinaus bei verschiedenen Arlen von Baklerien und Pilzen und bei einer

Grunalge beschrieben (Rehm und Reiff, 1981). Diese Resullale slanden im

Einklang mit dem bekannlen Mechanismus der aeroben Alkanoxidalion durch eine

initiale Monooxygenase-Reaklion.

1m Gegensalz dazu enlhiellen Zellen von Slamm Hxd3, die auf einem Alkan

mil geradzahliger C-Alomanzahl gewachsen waren, uberwiegend Zellfellsauren

mil ungerader Anzahl an C-Alomen. Wenn hingegen ein Alkan mil ungerader

Anzahl an C-Alomen als Subslral dienle, enlhiellen die Zellen uberwiegend

Zellfettsauren mil einer geraden Anzahl von C-Alomen. Mil Fettsauren oder

1-Alkenen als Subslral anderle sich die Gerad- oder Ungeradzahligkeil der

Kettenlange der Zellfettsauren gegenuber den Subslralen nicht. Dies spricht dafur,

daB die anaerobe Aktivierung von Alkanen in dem sulfatreduzierenden Bakterium

eine neuartige Reaktion einschlieBl, in der die Kellenlange der Alkane um eine Cl

Einheit veranderl wird. 1-Alkene werden dagegen wahrscheinlich durch eine

andere Reaktion aktivierl, die unler Teilnahme der endstandigen Doppelbindung

ablaufen k6nnte. Die Ergebnisse der Fettsaureanalysen stehen damil auch im

Einklang mit den Ergebnissen der Induktionsversuche mit den auf Alkan

gewachsenen Zellen von Stamm Hxd3. Diese verwerteten 1-Alkene erst nach

einer lag-Phase von ca. 2 Tagen.

Aufgrund der Ergebnisse der Fettsaureanalyse kann die anaerobe

Alkanaktivierung sowohl eine Verkurzung als auch eine Verlangerung der C-Kelle
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des Alkans einschlieBen. Allerdings ist es vom mechanistischen Standpunkt aus

schwierig, sich einen anaeroben Aktivierungsmechanismus vorzustellen, bei dem

die Kette um eine Cl-Einheit verkurzt wird. Dagegen kann eine Verlangerung der

C-Kette eines Alkans um eine Cl-Einheit durch Carboxylierungen oder

Carbonylierungen eines primaren C-Atoms erklart werden. Daher sollen im

folgenden Carboxylierungen und Carbonylierungen als mogliche initiale

Oxidationsreaktionen des anaeroben Alkanabbaus diskutiert werden.

(a) Carboxylierungen. Beispiele fur einen Abbau von unter anoxischen

Bedingungen reaktionstragen Molekulen sind Reaktionen an Hydroxyaromaten,

Anilinen und Aceton. Phenol (Tschech und Fuchs, 1989; Lack und Fuchs, 1994), 0

und m-Cresol (Roberts et aI., 1990; Bisaillon et aI., 1991; Ramanand und Suflita,

1991; Rudolphi et aI., 1991) und Anilin (Schnell und Schink, 1991) werden in para

oder ortho-Stellung zur Hydroxylgruppe carboxyliert. Die Reaktion von Phenol hat

Ahnlichkeit mit der Kolbe-Schmidt-Carboxylierung von Phenolat-Anionen (Abb.

30). In diesen ist die negative Ladung durch das 1t-Elektronensystem des

aromatischen Ringes mesomeriestabilisier!. Dabei greift C02 als Elektrophil die in

den mesomeren Grenzstrukturen negativ geladenen C-Atome des Rings an. Auch

der anaerobe Abbau von Aceton wird durch eine Carboxylierung eingeleitet

(Platen und Schink, 1990). Ebenso wie bei der Carboxylierung von

Phenolderivaten ist auch hier ein elektrophiler Angriff von C020der Carboxybiotin

auf ein intermediar gebildetes Carbanion denkbar. Die C-H-Bindungen im Aceton

sind relativ azid, da das entsprechende Carbanion, das Enolation,

mesomeriestabilisiert is!.

Ein solcher Mechanismus ist bei einer hypothetischen Carboxylierung von

Alkanen (GI. 17) schwer vorstellbar, weil die vollig unpolarisierten C-H-Bindungen

in Alkanen nur sehr schwer Protonen abgeben. Der pKa-Wert von Ethan betragt 50

(5. March, S. 252).

Cll H24 + HC03- - Cll H23-COO- + H20
t.G'" =+ 42 kJ/mol Undecan (GI. 17)

Auch die Ruckreaktion, die Decarboxylierung von n-Fettsauren, durch eine

heterolytische Bindungsspaltung ist schwer vorstellbar, da funktionelle Gruppen in
(1- oder p-Stellung fehlen. Bekannt sind jedoch chemische Decarboxylierungen

von aliphatischen Fettsauren, die unter stark oxidierenden Bedingungen uber

radikalische Zwischenprodukte verlaufen (5. Vollhardt S.765). So gibt ein

Carboxylation wahrend der Kolbe-Elektrolyse ein Elektron an die Anode abo Das
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entstehende sehr instabile Carboxyradikal zerfallt spontan in C02 und ein

Alkylradikal (Abb. 31). Die gebildeten Alkylradikale dimerisieren zu Alkanen.

Analog zu dieser Reaktion verlauft die Hunsdiecker-Reaktion. Dabei reagiert das

Silbersalz einer aliphatischen Fettsaure mit Bromradikalen zu Silberbromid, das

sofort ausfallt, und zu einem Carboxyradikal, das in C02 und ein Alkylradikal

zerfallt. Dieses reagiert mit einem weileren Bromradikal zu einem Alkylbromid.

..

Abb. 30: Mechanismus der Carboxylierung eines Phenolations wahrend der Kolbe-Schmitt
Synthese von Salicylat (nach Sykes, 1988).

1 e

) .. Ro 1/2 R-R

Abb. 31: Mechanismus der Decarboxylierung von aliphatischen Fettsauren durch Abstraktion eines
Elektrons vom Carboxylation (nach Vollhardt, 1987).

(b) Carbonylierungen. Die besondere Schwierigkeil, Fettsauren zu Alkanen

zu decarboxylieren oder Alkane zu Fettsauren zu carboxylieren, zeigt sich auch bei

der Synthese von Alkanen in biologischen Systemen (A 1.3.; GI. 5). FOr die Bildung

von Alkanen werden zwar zunachst CoA-Esler aliphatischer Fettsauren

synthetisiert. Diese werden aber nicht in freie Fettsauren verwandell und

decarboxyliert, sondern zu den korrespondierenden Aldehyden reduzierl, welche

dann unter Bildung eines Alkans decarbonyliert werden. Die aus der GrOnalge

Botryococcus braunii gereinigte Aldehyd-Decarbonylase enthalt vermutlich ein

Porphyrin und Cobalt, was auf Co-Porphyrin als prosthetische Gruppe hinweist.

DaWr spricht auch, daB mit Co-Protoporphyrin IX bei 60°C eine chemische

Decarbonylierung von Octadecanal nachgewiesen wurde (Dennis und

Kolattukudy, 1992). Die mikrosomale Fraktion aus der UropygialdrOse des

Schwarzhalstauchers (Podiceps nigrico/lis) , die ebenfalls Aldehyd-Decarbonylase-
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Aktivitat enthalt, katalysierte eine Austauschreaktion zwischen '4CO und der

Carbonylgruppe von Octadecanal (Cheesbrough und Kolaltukudy, 1988). Dies

spricht dafOr, daB die Decarbonylierung von Aldehyden zu Alkanen, sofern Energie

zu VerfOgung steht, grundsatzlich reversibel ist. Somit ware also die ROckreaktion,

die Carbonylierung von Alkanen zu Aldehyden (GI. 18), eine hypothetische

Aktivierungsreaktion von Alkanen.

C" H24 + CO - C" H23-CHO
f1G" = + 56 kJ/mol (GI. 18)

In homoacetogenen, methanogenen und sulfatreduzierenden Bakterien ist

eine Carbonylierung der entscheidende Schrilt bei der Synthese von Acetyl-CoA

Ober den CO-Dehydrogenase Weg. Die CO-Dehydrogenase katalysiert dabei die

Reduktion von C02 zu CO, das vermutlich an ein Ni/Fe-Zentrum gebunden wird.

Nach Obertragung einer Methylgruppe auf die CO-Dehydrogenase kommt es

wahrscheinlich durch eine Migration der Methylgruppe zur Bildung einer am

Metallzentrum gebundenen Acetylgruppe. Die Kohlenstoff-Metallbindung wird

dann wahrscheinlich durch HS-CoA unter Bildung von Acetyl-CoA gespalten.

Chemische Carbonylierungen von Alkoholen und Alkenen sind wichtige

Reaktionen zur industriellen Herstellung von Carbonsauren und Aldehyden. DaB in

diesen Reaktionen Obergangsmetallkomplexe als Katalysatoren dienen, zeigt die

groBe Neigung von CO, bestimmte Obergangsmetalle zu Iigandieren.

Die Monsanto-Reaktion dient in Analogie zur CO-Dehydrogenase-Reaktion

zur Herstellung von Essigsaure aus Methanol und CO. Ais Katalysatoren werden
HJ und ein Rhodiumkomplex [RhI(CO)2J21- verwendet (GI. 19).

[Rh I(COlzJ;l'; HJ .. (G1. 19)

Der Mechanismus der Essigsaurebildung in der Monsanto-Reaktion ist in Abb. 32

dargestellt. Das nach Reaktion von HJ mit Methanol gebildete Methyljodid addiert
oxidaliv an den Rhodiumkomplex [RhI( C 0 l2J 21" unter Bildung von

[Rhlli(C0l2J3CH3]-. Durch eine 1,2-Migration der Methylgruppe entsteht ein Acetyl

Rhodium-Intermediat. Der nun koordinativ ungesalligte Komplex addiert ein

weiteres CO. In einer reduktiven Elimination entsteht aus einem ligandiertem J und

der Acetylgruppe Acetyl-Jodid und der reduzierte Rhodiumkomplex. Das

entstandene Acetyl-Jodid wird hydrolytisch zu HJ und Essigsaure gespalten.

Neben Rhodium-Komplexen sind auch Cobalt- (Reppe-Reaktion), Nickel- und
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Abb. 32: Mechanismus der durch einen Rhodiumkomplex katalysierten Bildung von Essigsaure aus
Methanol und CO bei der Monsanto-Reaktion (nach Forster, 1979).
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Abb. 33: Mechanismus einer Insertion von CO in eine Kohlenstoff-Metall-Bindung an einem
Mangankomplex. a) Markierungsexperiment mit 14CO b) Hypothetisches Modell der CO-Insertion
(nach March, 1992).
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Iridium-Komplexe als Katalysatoren der Essigsauresynthese aus CO und Methanol

beschrieben worden (Thauer, 1989; Forster, 1979). Der Mechanismus der 'CO

Insertion' in Metall-Alkyl-Bindungen ist an Mangan-Komplexen ausfOhrlich studiert

worden. Durch Zugabe von 14CO zu dem Komplex CH3Mn(CO)s konnte gezeigt

werden, daB die Carbonylgruppe aus bereits ligandiertem CO stammt und nicht

aus dem zugesetzten (Abb. 33a). Das von auBen kommende CO ligandiert in cis

Stellung zur Acylgruppe. Diese Befunde wurden mit einer 1,2-Migration der

Alkylgruppe zu dem in cis koordinierten CO-Liganden erklart. Die Migration verlauft

vermutlich Ober einen Drei-Zentren-Ubergangs-Zustand (Abb. 33b).

Die reduktive Carbonylierung von Alkenen ist als Hydroformylierung bekannt

und wird industriell zur Herstellung von Aldehyden und Alkoholen genutzt (GI. 20).

(GI. 20)

Dabei dienen Komplexe von Cobalt [CO(CO)4Hj oder Rhodium [Rh(CO)(Ph3PhHj

als Katalysatoren (Pruett, 1979).

Vor kurzem wurde auch eine Carbonylierung von Alkanen mit CO unter

milden Bedingungen beschrieben (Sakakura und Tanaka, 1987). Bei

Raumtemperatur katalysiert ein Rhodium-Komplex [RhCI(CO)(PMe3)2] die

Umsetzung von Pentan zu Hexanal; dabei wurden die Versuchsansatze mit dem

Licht einer Quecksilberlampe bestrahlt. Der genaue Mechanismus der Reaktion ist

unbekannt. Die Autoren schlagen als initiale Reaktion eine oxidative Addition des

Pentans unter Spaltung einer primaren C-H-Bindung an einem koordinativ

ungesattigten Rhodium-Komplex vor. Dabei wird moglicherweise die vollig

unpolarisierte und sehr stabile C-H-Bindung durch Besetzung des antibindenden

MolekOlorbitals mit Elektronen eines Hybridorbitals aus dem

Ubergangsmetallkomplex geschwacht (Abb. 34). Diese Orbitale sind aufgrund

ihres Energieniveaus und der diffusen Ladungsverteilung besonders gut dafOr

geeignet (Saillard, 1990). Moglicherweise verlauft auch die Acylbildung am

Komplex durch eine 1,2-Migration der Alkylgruppe. Der Aldehyd wOrde sich dann

nach einer reduktiven Eliminierung der Acylgruppe und des ligandierten

Wasserstoffatoms bilden. KOrzlich wurde auBerdem eine Carbonylierung von

Methan mit CO bei 100°C unter Bildung von Essigsaure beschrieben (Lin und Sen,

1994). Allerdings ist Sauerstoff an dieser Reaktion beteiligt (GI. 21).

CH4 + CO + 1/202 (GI. 21)
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Abb. 34: Allgemeine Formulierung des Mechanismus der oxidativen Addition in unpolaren
Losungsmitteln (L =Ligand; Me =Melallzenlrum) (nach Cotton et aI., 1987).

Demnach ist also eine Carbonylierung von Alkanen durch eine chemische

Reaktion unter milden Bedingungen moglich. AuBerdem ist in biologischen

Systemen eine Decarbonylierung von Aldehyden zu Alkanen beschrieben worden,

die moglicherweise reversibel ist. Entsprechende Reaktionen mit C02 als

Reaktionspartner sind nicht bekannt. Die Ergebnisse der Fettsaure-Analysen

deuten auf eine Verlangerung der Alkankette um eine C1-Einheit wahrend der

anaeroben Alkanoxidation hin. DarOber hinaus sprechen die Ergebnisse der

Induktionsversuche gegen einen Abbau von Alkanen in sulfatreduzierenden

Bakterien Ober ein 1-Alken. Diese Befunde lassen eine Carbonylierung von

Alkanen als einleitende Abbaureaktion unter anaeroben Bedingungen als die

vorlaufig wahrscheinlichste Hypothese erscheinen. Deshalb soil im folgenden ein

Mechanismus der anaeroben Carbonylierung von Alkanen erortert werden, der auf

einem Vorschlag von D. Arigoni (pers. Mitteilung) beruht.

M6glicher Mechanismus einer initialen Carbonylierung beim anaeroben

Alkanabbau

Der vorgeschlagene hypothetische Mechanismus der Alkan-Carbonylierung ist in

Abb. 35 dargestellt. Dabei bildet ein nicht naher bezeichnetes Corrinoid durch

homolytische Spaltung der Co(III)-X-Bindung ein X-Radikal. Dieses abstrahiert von

einer primaren C-H-Bindung des Alkans ein H-Atom. Das entstandene Alkyl

Radikal bindet an das Cobalt-Zentrum unter Bildung eines Alkylcorrinoides. Darauf

inseriert ein CO-MolekOI in die Co-C-Bindung unter Bildung eines Acyl-Corrinoids.

Die anschlieBende Eliminierung der Acylgruppe ware auf zweierlei Weisen

denkbar. Durch eine homolytische Spaltung der Acyl-Cobalt-Bindung konnte ein

Carbonyl-Radikal (Acyl-Radikal) entstehen, das einem weiteren AlkanmolekOI ein

H-Radikal entzieht und so zum Aldehyd wird. Das entstandene X-Radikal bindet an

das freigewordene Cobaltatom, wodurch der Ausgangszustand des Corrinoids'
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wiederhergestellt wird. Die zweite M6glichkeit besteht in der Spaltung der Cobalt

Acyl-Bindung durch CoAS-, analog zur CO-Dehydrogenase-Reaktion. Dabei

entstehen der CoA-Ester der Fettsaure und ein Co(I). Hierbei bliebe offen, wie das

Corrinoid in den Ausgangszustand zurOckkehrt. Mechanistisch schwer verstandlich

bliebe bei der vorgeschlagenen Alkanaktivierung vor allem noch die Insertion von

CO in die Co-C-Bindung. Wie zuver beschrieben (0 4.1.), erfolgt die chemische

Acylbildung an Mangan-Komplexen durch eine 1,2-Migration der Alkylgruppe an

ein bereits in cis-Position ligandiertes CO-MolekOI. In einem Corrinoid sind aber

aile cis-Positionen durch die N-Atome des Corrinoid-Ringes ligandierl. Wahrend

der CO-Dehydrogenase-Reaktion findet die C-C-VerknOpfung der Acetylgruppe

vermutlich an einem Ni/Fe-Zentrum statl. Ein Corrinoid-Protein ist dabei als

Methylgruppen-Ubertrager beteiligt (Ragsdale, 1991). Entsprechend k6nnte man

fOr die Alkanaktivierung ein verfeinertes Modell mit einem weiteren

Reaktionszentrum zur KnOpfung der C-C-Bindung entwickeln.

4.2. Hypothesen zur Aktivierungsreaktion des anaeroben

1-Alkenabbaus durch Stamm Hxd3

1m Fettsauremuster von auf 1-Alkenen gewachsenen Zellen von Stamm Hxd3

blieb die Gerad- oder Ungeradzahligkeit der C-Atomzahl in der Kette der

verwerteten Substrate erhalten. 1- Alkene werden demnach in dem

Sulfatreduzierer durch eine v611ig andere Reaktion aktiviert als Alkane, wobei

vermutlich die endstandige Doppelbindung mit einbezogen wird. Schink (1985) hat

als initiale Abbaureaktion von 1- Hexadecen durch eine methanogene

Anreicherungskultur eine Hydratisierung der Doppelbindung vorgeschlagen.

Thermodynamisch lage diese Reaktion nahe am Gleichgewicht (GI. 22).

CBH1rCH=CH2 + H20 - CBH17-CH2-CH20H
I'.G'" = - 0,6 kJ/mol (GI. 22)

Eine Hydratisierung von isolierten Doppelbindungen in biologischen

Systemen ist bekannl. So wurde von mehreren Mikroorganismen, wie z. B.

Rhodococcus rhodochrous, Norcadia restrictus oder Saccharomyces cerevisiae

berichtet, daB sie Olsaure zu 10-Hydroxystearat hydratisieren (Niehaus et aI., 1970;

Yang et aI., 1993).
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Bei der Hydratisierung einer endstandigen Doppelbindung kann ein primarer

oder ein sekundarer Alkohol entstehen. Stamm Hxd3 verwertet sowohl

1-Hexadecanol als auch 2-Hexadecanol. Mechanistisch ist die Entstehung eines

sekundaren Alkohols aus der Hydratisierung eines 1-Alkens leichter zu verstehen.

Durch einen elektrophilen Angriff eines Protons entsteht bevorzugt ein sekundares

Carbokation, da dieses stabiler ist als das entsprechende primare. Nach Addition

eines OH-·lons wOrde dann der sekundare Alkohol entstehen, entsprechend der

Regel von Markownikow. Der weitere Abbau konnte Ober ein Keton verlaufen.
Allerdings wOrde eine Carboxylierung des Ketons zur 13-Ketosaure, wie beim

anaeroben Abbau von Aceton (Platen, 1990), eine Verlangerung der C-Kelte um

eine C1-Einheit bedeuten. Diese Verlangerung widerspricht aber den Analysen

des Zellfettsauremusters von Zellen, die auf 1-Alkenen gewachsen sind. Die

Hydratisierung eines 1-Alkens zu einem primaren Alkohol ware eine anti

Markownikow-Addition. Eine solche erfolgt bei der Addition von HBr an Propen.

Dabei greift ein durch Licht oder Peroxide gebildetes Bromradikal das C1-Atom an.

Das entstandene sekundare Radikal abstrahiert ein H-Atom aus HBr unter Bildung

von n-Propylbromid und einem Bromradikal. Eine Addition von H20 nach einem

radikalischen Mechanismus wOrde aber die Bildung eines Hydroxyradikals

einschliel3en, was unter anaeroben Bedingungen sehr unwahrscheinlich is!.

Alternativ dazu konnte moglicherweise nach einer Addition eines Protons an die

Doppelbindung ein Hydroxidion durch enzymatische Steuerung an das primare C

Atom addieren. Der entstehende primare Alkohol konnte dann Ober ein Aldehyd

zur korrespondierenden Fettsaure bzw. deren CoA-Ester oxidiert werden.

5. Bedeutung der Ergebnisse fUr die Roholforderung

Stamm Hxd3 bildete in Wachsumsversuchen mit RohOl als einziger Kohlenstoff

und Energiequelle ca. 7 mM Sulfid. die thermophile Anreicherung. aus der Stamm

TD3 isoliert wurde, sogar ca. 10 mM (C 6.). Da in parallelen Kontrollansatzen mit

Desulfoarculus baarsii, der aliphatische Fettsauren von C3 bis C18 verwertet, keine

signifikante Sulfidkonzentration gebildet wurde, wurden durch Stamm Hxd3 und

die thermophile Anreicherung wahrscheinlich Alkane aus dem Rohol oxidiert. Das

bedeutet, daB auch gesattigte Kohlenwasserstoffe, die Hauptbestandteile des

Rohols, als Substrate fOr die in Ollagerstatten und Olforderanlagen beobachtete

Sulfatreduktion in Frage kommen. Neben gesattigten Kohlenwasserstoffen konnten

aber auch Alkylbenzole und Bestandteile der polaren Roholfraktion, wie
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Naphthensauren (cyclische Carbonsauren) und aliphatische Carbonsauren durch

besonders angepaBte sulfatreduzierende Bakterien verwertet. Allerdings stellen

Sauren nur einen relativ geringen Anteil des Erd6ls. AuBerdem weisen viele im

Erd61 vorkommende Sauren biologisch ungew6hnliche Verzweigungen der C

Kette auf, so daB vermutlich nur ein Teil dieser Verbindungen von

sulfatreduzierenden Bakterien verwertet werden kann. Mit Alkanen und

Alkylbenzolen als Elektronendonatoren fUr die Sulfatreduktion wOrde die vielfach

beobachtete Sulfidbildung in Ollagerstatten und 0lf6rderanlagen nicht allein durch

einen Abbau von zugesetzten Chemikalien oder Produkten eines aeroben

Vorabbaus von Roh61bestandteilen verursacht. Vor allem eine Sulfidbildung in

F6rderanlagen, in denen keine oder nur minimale Mengen an Chemikalien

eingesetzt wurden und kein Sauerstoff an das Roh61 gelangt, kann somit durch den

anaeroben Abbau von Roh61bestandteilen erklart werden. Dabei k6nnten

mesophile sulfatreduzierende Alkanabbauer, wie die Stamme Hxd3 und Pnd3,

eine Sulfidbildung in den Teilen einer 0lf6rderanlage verursachen, in denen das

Roh61 bereits abgekOhlt ist. Stamm Hxd3 wurde aus Olschlammen eines 01

Wasser-Separators angereichert und isoliert. 1m Faile von Ollagerstatten mit

Temperaturen um 60°C ist denkbar, daB thermophile sulfatreduzierende

Alkanabbauer wie Stamm TD3 die beobachtete Sulfidbildung mit verursachen. Von

den bislang aus Ollagerstatten isolierten sulfatreduzierenden Bakterien wurde

allerdings keine Verwertung von Alkanen berichtet (Rosnes et aI., 1991 a,b; Stetter

et aI., 1993).

Die Herkunft der in Ollagerstatten gefundenen sulfatreduzierenden Bakterien

ist unbekannt. Dabei sind folgende M6glichkeiten denkbar.

(i) Isolierte mikrobielle Gemeinschaflen haben seit der Bildung der

Ollagerstatten Oberdauert. Dagegen spricht, daB die von Stetter et al. (1993) aus

Ollagerstatten isolierten Stamme identisch sind mit solchen, die vorher in marinen

heiBen Quellen gefunden wurden.

(ii) Sulfatreduzierende Bakterien wurden mit Oberflachenwasser durch

entstandene BrOche in Gesteinsformationen in die Ollagerstatten eingetragen.

(iii) Die Ollagerstatten wurden durch das Einleiten von Injektionswasser im

Zuge der sekundaren 0lf6rderung mit sulfatreduzierenden Bakterien kontaminiert.

FOr diese M6gichkeit spricht, daB in die von Stetter et al. (1993) untersuchten

Lagerstatten bereits zum Zeitpunkt der Probenentnahmen Injektionswasser

eingeleitet worden war. AuBerdem ist bekannt, daB hyperthermophile Bakterien in

kaltem Meerwasser Oberleben k6nnen (Huber et aI., 1990) und dort auch in·

geringen Populationsdichten vorkommen (Stetter et aI., 1993). Allerdings isolierten
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Rosnes et al. (1991 a) thermophile sporenbildende Sulfatreduzierer aus

Ollagerstatten, die vorher nicht mit Injektionswasser geflutet worden waren.

Stamm Pnd3 wurde aus oberflachennahem marinem Sediment und Stamm

TD3 aus Sediment des Guaymas-Basin isoliert. AuBerdem wurde in Ansatzen mit

Dodecan und Hexadecan, die mit marinen Sedimenten beimpft worden waren,

eine deutliche Sulfidbildung beobachtet (Aeckersberg, 1989). Demnach sind

alkanverwertende Sulfatreduzierer in Oberflachensedimenten vorhanden und

kennen von dort in Olferderanlagen und Ollagerstatten gelangen. Dieses kennte

auf natorlichem Wege durch tektonische BrOche in Gesteinsformationen in die

Ollagerstatten gelangen oder als Ferderwasser in die Lagerstatten eingeleitet

werden. Dabei wurde oft beobachtet, daB die Bildung von Schwefelwasserstoff und

das dadurch verursachte "Souring" des Rohels durch die Einleitung von

Injektionswasser stimuliert wurde (Odom, 1993; Postgate, 1984). Neben dem

meg lichen Eintrag von alkanabbauenden Sulfatreduzierern gibt es noch mehrere

alternative Erklarungen fOr die Stimulierung der Sulfidbildung durch

Injektionswasser (s. A 4.).
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Zusammenfassung

1. Mit Pentadecan als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle und anoxischen

marinen Schlammen als Impfmaterial wurde eine sulfatreduzierende

Anreicherung gewonnen. Aus dieser wurde Stamm Pnd3, ein

alkanverwertender mesophiler Sulfatreduzierer, isoliert. Thermophile

sulfatreduzierende Anreicherungen wurden mit Sedimenten des Guaymas

Becken und verschiedenen kurzkettigen linearen Alkanen von C6 bis C12,

3 - Methyloctan oder Cyclohexan erhalten. Aus einer schnell wachsenden

Anreicherung auf Decan wurde eine vorgereinigte thermophile Kultur

gewonnen.

2. Zum Nachweis des anaeroben Alkanabbaus wurden Wachstumsversuche mit

der in einer frOheren Arbeit gewonnenen Reinkultur, Stamm Hxd3, durchgefOhrt.

In anoxisch zugeschmolzenen Glasampullen wurden Ansatze mit Stamm Hxd3

und geringen Mengen (1,37 mmol/I) hochreinen Hexadecans (99,5 %)

hergestellt. Nach der Inkubation waren ca. 90 % des zugesetzten Hexadecans

abgebaut; gleichzeitig wurde Sulfat reduziert. In Kontrollversuchen wurde

sichergestellt, daB weder Verunreinigungen im Hexadecan noch Spuren von

Sauerstoff das Wachstum von Stamm Hxd3 auf Hexadecan verursachten.

3. Stamm Hxd3 verwertete neben Alkanen mit einer Kettenlange von C12 bis C20

1-Alkene, langkettige primare und sekundare Alkohole und Fettsauren mit einer

Kettenlange von C4 bis C18. Kurzkettige Alkane von C6 bis C12 waren fOr

Stamm Hxd3 toxisch. Aber auch wenn kurzkettige Alkane in einer inerten

Tragerphase bis auf nicht toxische Konzentrationen verdOnnt wurden, wurden

diese Alkane von Stamm Hxd3 nicht verwertet. Dieses spricht fOr eine hohe

Substratspezifitat der an der Alkanoxidation beteiligten Enzyme. Stamm Pnd3

wuchs auf Alkanen von C14 bis Cn. AuBerdem wurden 1-Hexadecen,

1-Hexadecanol und Fettsauren von Cl bis C18 (mit Ausnahme von Acetat)

verwertet. Die vorgereinigte thermophile Kultur dagegen verwertete auch

kurzkettige Alkane von C6 bis C16 und mit 3-Methyloctan ein verzweigtes Alkan.

4. Die Sequenzierung des 16S rRNA Gens von Stamm Hxd3 zeigte eine
ZugehOrigkeit zur o-Gruppe der Proteobakterien. Allerdings laBt sich Stamm

Hxd3 keiner bekannten Gattung zuordnen.
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5. Das langsame Wachstum von Stamm Hxd3 auf Hexadecan wurde durch die
Zugabe von a - Cyclodextrin deutlich stimuliert. Vermutlich diente

a-Cyclodextrin als Vermittler zwischen der unlaslichen Alkanphase und den

Zellen von Stamm Hxd3.

6. Die Wachstumsstimulierung durch a-Cyclodextrin ermaglichte die Gewinnung

von ausreichenden Mengen an Zellmaterial fur erste Untersuchungen zum

Aktivierungsmechanismus des anaeroben Alkanabbaus. In anaeroben

Zellsuspensionen aus Hexadecananzuchten von Stamm Hxd3 wurde

1-Hexadecen erst nach einer lag-Phase von ca. 2 Tagen verwertet. Dieses

Ergebnis spricht dafur, daB der anaerobe Alkanabbau nicht uber ein 1-Alken

als Zwischenprodukt verlauft. Weitere Hinweise auf den Mechanismus des

anaeroben Alkanabbaus wurden durch die Analyse der Zellfettsauren von

Stamm Hxd3 gewonnen. Dabei enthielten Zellen, die auf Hexadecan

gewachsen waren, zu mehr als 90 % Zellfettsauren mit ungerader Anzahl an

C-Atomen in der C-Kette. In Zellen aus Heptadecan-Anzuchten wurden zu uber

90 % Zellfettsauren mit einer geraden Anzahl an C-Atomen gefunden.

Dagegen blieb die Gerad- oder Ungeradzahligkeit der Anzahl der C-Atome mit

1-Alkenen als Substraten auch in den Zellfettsauren erhalten. Dies kannte

bedeuten, daB die anaerobe Alkanaktivierung eine Kettenverlangerung um eine

C1-Einheit einschlieBt. Dagegen werden 1-Alkene vermutlich uber einen

anderen Mechanismus aktiviert.

7. Sowohl Stamm Hxd3 als auch die vorgereinigte thermophile Kultur bildeten mit

Rohal als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle Sulfid. Dagegen wurden in

Ansatzen mit dem fettsaureverwertenden Sulfatreduzierer Desulfoarculus

baarsii und Rohal keine haheren Sulfidkonzentrationen gefunden als in

Kontrollansatzen ohne Rohal. Dies weist auf eine magliche Beteiligung von

alkanabbauenden Sulfatreduzierern bei der Sulfidbildung in Erdallagerstatten

und Erdalfarderanlagen, sowie bei der Entstehung von Schwefellagerstatten in

unmittelbarer Nahe von Erdalvorkommen, hin.
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Anhang

Die Gaschromatogramme der Zellfeltsaure-Analysen von Stamm Hxd3 nach

Wachstum auf 1-Alkenen sind dargestellt. Die Analysen wurden nach der unter

B 6.7. beschriebenen Methode vorgenommen. Die Zellfeltsaure-Analysen von

Stamm Hxd3 nach Wachstum auf Alkanen und Feltsauren wurden

freundlicherweise von Dr. R. Kroppenstedt, Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen. Braunschweig, durchgefOhrl.
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In Erdollagerstiitten und Erdoltbrderanlagen wird haufig die Bildung von H2S
beobachtet. Diese fUhrt aufgrund der Toxizitiit des Gases, der Bildung von
unloslichen Sulfiden und der Beschleunigung der anaeroben Korrosion zu
groBen Problemen. Der Nachweis von sulfatreduzierenden Bakterien in Erd
ollagerstiitten und Erdolforderanlagen legte nahe, daB diese Bakterien die H2S
Bildung verursachen. Allerdings blieb unklar, welche Verbindungen mit
Sulfat als Elektronenakzeptor oxidiert wurden, da die bislang aus diesen
Standorten isolierten Sulfatreduzierer kurzkettige Fettsauren, Lactat, Benzoat
oder H2 verwerten. Diese Verbindungen aber kommen nur in sehr geringen
Mengen im Erdol VOL Es ist also von besonderer Bedeutung zu untersuchen,
ob auch KohlenwasserstofTe, die Hauptbestandteile des Erdols, durch sulfat
reduzierende Bakterien abgebaut werden.

In einer vorhergehenden Arbeit wurde aus einem Ol-Wasser-Separator eines
norddeutschen Olfeldes ein mesophiles, sulfatreduzierendes Bakterium,
Stamm Hxd3, isoliert, das Alkane von C I2 bis C20 verwertet.

1m Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde aus Meeressedimenten ein wei teres
sulfatreduzierendes Bakterium, Stamm Pnd3, isoliert, das auf Alkanen von C I4

bis Cl7 wlichst. Aufierdem' wurde unter moderat thennophilen Bedingungen
eine sulfatreduzierende Anreicherung mit Decan erhalten. WeiI die Moglich
keit eines Alkanabbaues in Abwesenheit von SauerstofT bislang sehr umstrit
ten war, wurde der anaerobe Alkanabbau in strikt anoxischen Wachstumsex
perimenten mit Stamm Hxd3 und hochreinem Hexadecan (99,5%ig) bilan
ziert. Nach Beendigung der Inkubation wurde ein Abbau von ca. 90 % des
zugesetzten Hexadecans bei gleichzeitiger Reduktion von Sui fat gezeigt.
Ferner bildeten Stamm Hxd3 und die thermophile Anreicherung mit Rohol
H2S. Dieses spricht dafUr, daB alkanabbauende sulfatreduzierende Bakterien
die H2S-Bildung in Erdollagerstiitten und Erdolforderanlagen mit verursa
chen.

Erste Untersuchungen zum Mechanismus des anaeroben A1kanabbaus wurden
mit Stamm Hxd3 durchgefLihrt. In Suspensionen von Hexadecananzuchten
wurde I-Hexadecen, ein mogliches Intermediat des anaeroben Alkanabbaus,
erst nach einer lag-Phase von 2 Tagen verwertet. Dieses Ergebnis spricht gegen
einen anaeroben Hexadecanabbau mit I-Hexadecen als Interrne4.iat. AuBer
dem wurden die Fettsauren von Alkan-, I-Alken- und Fettsaureanzuchten von
Stamm Hxd3 analysiert. Das Ergebnis deutet darauf hin, daB die anaerobe
A1kanaktivierung durch Stamm Hxd3 eine Verlangerung der IC-Kette urn eine
C1-Einheit einschlieBt, wah rend I-Alkene vennutlich durch einen anderen
Mechanismus aktiviert werden.
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