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ABSTRACT

Widdel

Friedrich

Anaerober Abbau von Fettsauren und Benzoesaure durch neu

isolierte Arten Sulfat-reduzierender Bakterien

Aus anaeroben Schlamrnen wurden mit Acetat, Propionat, "Butyrat,

Palmitat, Stearat und Benzoat insgesamt 22 Stamrne Sulfat-redu

zierender Bakterien isoliert. Morphologisch waren stabchenfor

mige, ovale, zitronenformige, vibrioide, coccoide, Sarcinen

bildende und Filament-bildende, gleitend bewegliche Arten ver

treten. Stochiometrische Messungen zeigten, daB die mit Acetat,

Stearat und Benzoat isolierten Stamrne ihre verschiedenen orga

nischen Substrate vollstandig zu CO 2 oxidierten, wahrend die

mit Propionat, Butyrat und Palmitat isolierten Stan~e Acetat

als Endprodukt bildeten. Einige Stamrne wurden aufgrund der Mor

phologie, der Gram-Farbung, des GC-Gehalts der DNS und wichti

ger Pigmente (Cytochrome, Desulfoviridin, P 582) eingehender

charakterisiert. Sechs Sulfatreduzierer wurden als neue Arten

neuer Gattungen beschrieben: Desulfobacter postgatei, Desulfo

bulbus p'ropionicus, Desulfococcus multivorans, Desulfonema

limicola, Desulfonema magnum, Desulfosarcina variabilis. Drei

Sulfatreduzierer wurden als neue Arten bekannten Gattungen zu

geordnet: Desulfotomaculum acetoxidans, Desulfovibrio sapg

vorans, Desulfovibrio baarsii. Einige der zur vollstandigen

Oxidation fahigen Sulfatreduzierer vermochten mit H2 + CO 2
bzw. mit Formiat autotroph zu wachsen; eine CO 2-Fixierung tiber

den Calvin-Cyclus war dabei nicht nachweisbar. FUr den Abbau

von Benzoat und verwandten Verbindungen wurde eine physiolo

gische Rolle der Spurenelemente Selen und Molybdan nachgewie

sen. Den neu isolierten Arten, insbesondere jenen, die orga

nische Verbindungen vollstandig oxidieren, konnte eine groBere

Bedeutung ftir die anaerobe Mineralisierung biologischer Sub

stanzen in SUlfat-haltigen (z. B. marinen) Sedimenten zukomrnen.
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Das Sulfat-reduzierende Bakterium Desulfonema magnum be
steht aus Zellfilamenten, die sich in Sedimenten glei
tend fortbewegen. Bisweilen winden sich die Zellfaden
in regelmaBigen Schraubenwindungen seilartig umeinander.
Die Flocken bestehen aus voluminasem Aluminiumphosphat,
welches dem Medium der Reinkultur als ein synthetisches
Sediment zugesetzt wurde. Desulfonema magnum oxidiert
unter streng anaeroben Bedingungen Acetat, hahere Fett
sauren und sogar Benzoat mit Sulfat als Elektronenakzep
tor vollstandig zu Kohlendioxid. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 0,1 rom
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A. EINLEITUNG

1. Wie es zur Arbeit mit Sulfat-reduzierenden Bakterien kam

Fur die Anreicherung und Isolierung phototropher Purpurbakte

rien wurde nach einer organischen Verbindung gesucht, die auch

an den naturlichen Standorten ein wichtiges Substrat dieser

Bakterien sein konnte. Purpurbakterien synthetisieren ihre

Zellsubstanz mit Hilfe von Lichtenergie und k6nnen dafur nur

einfache, niedermolekulare organische Verbindungen, Kohlendi

oxid und Schwefelwasserstoff oder Wasserstoff verwerten

(PFENNIG, 1967). Als organische Substrate fur Purpurbakterien

kommen daher in der Natur vor allem Garungsprodukte in Frage;

diese werden beim Abbau von Biomasse unter anaeroben Bedinqun

gen, d. h. unter LuftausschluB, durch andere Bakterien gebil

det. Ein wichtiges naturliches Substrat fur Purpurbaktericn

muBte somit auch gleichzeitig ein verbreitetes Garungsprodukt

sein. Welche Garungsprodukte am haufigsten vorkomrnen, wurdc

aus Analysen von Systemen geschlossen, in denen Biomasse in

groBem Umfange durch reichhaltige Bakterienpopulationen anaerob

abgebaut wird: 1m Pansen von Wiederkauern ist Acetat (Essig

saure) das vorherrschende Endprodukt (HUNGATE, 1966, S. 245 

280). Ferner ist Acetat eine bedeutende Zwischenstufe beim

vollstandigen anaeroben Abbau zersetzlicher biologischer Sub

stanzen zu Methan und Kohlendioxid. JERIS und McCARTY (1965)

sowie SMITH und MAH (1966) zeigten, daB in Klarschlammen etwa

70 % des Methans aus Acetat gebildet werden. Somit erschien

Acetat als das Substrat der Wahl fur die geplanten Anreiche

rungen von Purpurbakterien; es wurde einem Mineralmedium zuqe

setzt, das Bicarbonat und einige wichtige Vitamine, jedoch

keine weitere organische Kohlenstoffguelle enthielt. Sauerstoff

wurde entfernt, indem das Medium im Vakuum geruhrt und an

schlie Bend mit einem Gemisch aus Sticksteff und Kohlendioxid

begast wurde. Das Medium wurde mit verschiedenen Schlammproben

beimpft und in vollstandiy gefullten Fla5chen mit Schraubver

schlussen im Licht bei 29 °c bebrutet.



Nach zwei bis drei Wochen hatten phototrophe Purpurbakterien

das Medium tiber den Schlammsedimenten in den meisten Ansatzen

kraftig braunrot gefarbt. Mikroskopisch wurde Rhodopseudomonas

palustris in diesen Flaschen als vorherrschendes Purpurbakte

rium identifiziert. Einige Ansatze zeigten jedoch eine weniger

intensive, mehr hellrote Farbung. An den Glaswandungen, insbe

sondere im Schlammsediment, hatten sich stellenweise rosa ge

farbte, lichtbrechende Belage gebildet. Beim Offnen fielen die

se Flaschen, anders als die kraftig braunrot gefarbten, durch

einen intensiven Geruch nach Schwefelwasserstoff auf. Unter dem

Mikroskop waren Schwefel-Purpurbakterien mit Schwefeleinschltis

sen zu erkennen.

Offensichtlich hatte hier eine bakterielle Reduktion des im

Medium enthaltenen Sulfats zu Schwefelwasserstoff stattgefunden.

Als organisches Substrat daftir hatten entweder die mit dem

Schlamm eingebrachten Verbindungen oder das dem Medium zuge

setzte Acetat gedient. Besonders der Gedanke an eine bakteri

elle anaerobe Oxidation von Acetat mit SUlfat erschien inter

essant, denn keines der bis dahin bekannten Sulfat-reduzieren

den Bakterien konnte Acetat verwerten. Daher wurde der beobach

teten Bildung von Schwefelwasserstoff weiter nachgegangen. Mit

den Anreicherungen, die Schwefelwasserstoff enthielten, wurden

weitere Passagen beimpft und nunmehr im Dunkeln inkubiert. Dazu

diente wiederum das gleiche Medium wie anfangs, allerdings

jetzt mit erhohtem Sulfatgehalt. Auch in weiteren Pas sagen wur

de Schwefelwasserstoff gebildet, obwohl die anf~ngs zugesetzte

Menge Schlamm mehr und mehr ausverdtinnt worden war. In Kontroll

ansatzen ohne Acetat oder ohne Sulfat war dagegen keine Entwick

lung von Schwefelwasserstoff zu beobachten. Es waren hier ein

deutig Mikroorganismen angereichert worden, die Sulfat mit Ace

tat zu Schwefelwasserstoff reduzierten. 1m Mikroskop fielen vor

allem groBe bewegliche, stabchenformige Bakterien mit zugespitz

ten Enden auf. In alternden Kulturen wurden etliche dieser Bak

terien spindelformig und bildeten Einschltisse, die wie Sporen

mit angrenzenden Gasvakuolen aussahen. Sollte es sich bei die

sen Bakterien tatsachlich urn Sulfatreduzierer handeln, die

anaerob mit Acetat als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle

zu wachsen vermochten?

Weshalb gerade ein Sulfat-reduzierendes Bakterium, das Acetat

verwertet, von besonderem wissenschaftlichem Interesse ist,

soll im folgenden anhand alterer und jtingerer Literatur ver

deutlicht werden.

2. Die Entwicklung unseres Wissens und der heutige Kenntnis

stand tiber Sulfat-reduzierende Bakterien und deren Biochemie

In der Geschichte der Naturwissenschaften begann die Entdeckung

eines Vorganges oft damit, daB ein eindrucksvolles Phanomen

das Interesse des Beobachters erweckt hatte. Die Erscheinung,

die einst die Aufmerksamkeit auf die biologische Sulfatreduk

tion gelenkt hat, ist daher wohl weniger im Verschwinden von

Sulfat zu sehen als in der Bildung eines markanten Produkts,

des Schwefelwasserstoffs. Sulfat, SO~-, ist farblos, als Ion

aus waBrigen Losungen nicht fltichtig, also auch geruchlos, und

zeigt keinerlei Giftwirkung; eine der wenigen chemischen Reak

tionen von Sulfat bei Raumtemperatur ist die mit Bariumionen

zu schwer loslichem, weiBem BaS04' Schwefelwasserstoff, H2S, hat

dagegen weit auffallendere physiologische und chemische Eigen

schaften; die am unmittelbarsten wahrnehmbare ist sicherlich

der Geruch. Dieser Geruch ist schwerlich mit dem anderer Sub

stanzen zu verwechseln; er wird bereits bei Konzentrationen von

0,2 ppm H2S wahrgenommen, das sind nur 0,2 cm3 Schwefelwasser

stoffgas pro m3 Luft. Stets wird der Geruch als unangenehm emp

funden. Die Abneigung ist berechtigt, denn H S ist ein schweres2
Atemgift und in seiner Wirkung der von Blausaure vergleichbar.

Die Gefahrlichkeit wird noch dadurch erhoht, daB Schwefelwasser

stoff ebenso wie Blausaure in hoheren Konzentrationen den Ge

ruchssinn betaubt und dann alsbald nicht mehr wahrgenommen wird.

Von den chernischen Reaktionen des Schwefelwasserstoffs ist die

mit zahlreichen Schwerrnetallverbindungen zu tief schwarzen un

los lichen Sulfiden sehr charakteristisch; wegen der weiten Ver

breitung von Eisenverbindungen ist in der Natur die Bildung von



Eisensulfid am haufigsten. Als Reduktionsmittel reagiert H S

bereits bei Raumtemperatur mit etliehen OXidationsmitteln,2wie
zum Beispiel aueh mit Sauerstoff, zu hoher oxidierten Stufen

des Sehwefels. Daher wird in der Lufthlille kein Sehwefelwasser

stoff angereiehert, obwohl dieser dureh natlirliehe Prozesse

haufig freigesetzt wird und aueh bei industriellen Verfahren

entstehen kann. Somit ist aueh die Konzentration von Sehwefel

wasserstoff in der Atmosphare normalerweise bei weitem zu ge

ring, als daB sie mit dem Geruehssinn wahrgenommen werden konn

teo Erst liber langere Zeitraume konnen die Spuren von atmospha

risehem Sehwefelwasserstoff eine ehemisehe Wirkung zeigen und

zum Beispiel Silber oder BleiweiB dureh Bildung von Sulfid
schwarz farben.

2.1. Herkunft des Sehwefelwasserstoffs in der Natur und seine

versehiedenen Bildungsweisen

Wenn Sehwefelwasserstoff in der Natur auftritt, stammt dieser

entweder aus physikaliseh-ehemisehen Vorgangen in tieferen Erd

sehiehten (geoehemisehe Vorgange) oder ist biologiseher Her

kunft. Wahrend nun der Sehwefelwasserstoff geoehemisehen Ur

sprungs nur an wenigen Orten an die Erdoberflaehe gelangt, wie

zum Beispiel in Sehwefelquellen, ist seine biologisehe Bildung

allerorts moglieh. Seit jeher gilt das Auftreten von Sehwefel

wasserstoff in biologisehen Systemen als ein Symptom flir Faul

nis. Wissensehaftlieh versteht man derartige Prozesse langst

als die abbauende Tatigkeit von Mikroorganismen und untersehei

det heute zwei Bildungsweisen von Sehwefelwasserstoff:

Einmal kann Sehwefelwasserstoff aus dem biologisehen Material

direkt stammen. Als Bestandteil der Aminosauren Cystein und

Methionin sowie der Coenzyme Biotin, Coenzym A, Liponsaure und

Thiaminpyrophosphat ist Sehwefel ein unentbehrliehes Element

aller Lebewesen. In der Zelle liegt Sehwefel also in den redu

ziertesten Zustanden vor, namlieh den Oxidationsstufen -2 oder,

wie in Disulfidbrlieken, -1. Die haufigste freie Sehwefelverbin

dung, die Lebewesen zur Verfligung steht, ist jedoeh das Sulfat;
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darin hat Sehwefel den hoehstmogliehen Oxidationszustand, nam

lieh +6. Grline Pflanzen und nahezu aIle Bakterien haben nun

die Fahigkeit, Sulfat zum Aufbau der Zellbestandteile zu redu

zieren. Weil diese Reduktion aussehlieBlieh Synthesezweeken

dient, nennt man den Vorgang assimilatorisehe Sulfatreduktion.

Alle zu dieser Reaktion nieht fahigen Organismen haben dann

illber die Nahrungskette Zugang zum reduzierten Sehwefel. Erst

beim Abbau der biologisehen Substanzen wird das Produkt der

assimilatorisehen Sulfatreduktion, der Sehwefelwasserstoff,

freigesetzt.

Die andere biologisehe Bildungsweise von Sehwefelwasserstoff

ist eine Stoffweehselleistung spezialisierter, unter Luftaus

sehluB lebender Bakterien. Bei anaerober Lebensweise konnen

namlieh die Reduktionsaquivalente, die dureh Dehydrogenierungen

aus den organisehen Substraten freigesetzt werden (Wasserstoff

bzw. H+-Ionen plus Elektronen), nieht auf Sauerstoff libertragen

werden. Es sind daher andere Akzeptoren (sogenannte Elektronen

akzeptoren) notwendig. Die"Art der Stoffumsetzung dureh ein an

aerobes Bakterium wird somit entseheidend dadureh bestimmt,

welehe Verbindung als Elektronenakzeptor dient. Die Mehrzahl

anaerober Organismen verwendet als Elektronenakzeptoren Abbau

produkte, die aus dem Substrat selbst stammen. Als Bilanz der

artiger Umsetzungen ergibt sieh daher nieht selten eine Dispro

portionierung der organisehen Substrate in hoher oxidierte und

starker reduzierte VedJindungen. Han nennt diese Art des

Stoffweehsels Garung. Nun hat eine Gruppe bestimmter anaerober

Bakterien aber aueh die Fahigkeit, im Medium geloste hohere

Oxidationstufen von Sehwefcl als externe Elektronenakzeptoren

zu verwerten und zu Sehwefelwasserstoff zu reduzieren. Die Re

duktion von Sulfat als der verbreitetsten Sehwefelverbindung

spielt dabei zweifellos die groBte Rolle. Diese Art der Bildung

von Sehwefelwasserstoff ist stoehiometriseh mit dem Substratum

satz des Energiestoffweehsels gekoppelt; daher werden dureh

diese Reaktion aueh weit groBere Mengen Sulfat reduziert, als

jemals flir die Synthese bakteLieller Zellbestandteilc benctigt

werden. Man grenzt diese Stoffweehselleistung als dissimilato-
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rische Sulfatreduktion gegen die vorher dargestellte assimi

latorische abo Die zur dissimilatorischen Sulfatreduktion fa

higen Bakterien nennt man der Einfachheit halber fast immer nur

Sulfat-reduzierende Bakterien oder Sulfatreduzierer; diese Be

zeichnungen sind insofern ungenau, als Sui fat flir Synthese

zwecke von einem noch weit groBeren Kreis von Qrganismen redu

ziert wird.

Die Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien, eine anorganische

Verbindung als externen Elektronenakzeptor zu verwerten, hat

seit BEIJERINCKs (1895) Untersuchungen die Mikrobiologen immer

wieder veranlaBt, diese besondere Bakteriengruppe hinsichtlich

ihrer Physiologie, Biochemie und okologie zu studieren. Die Er

gebnisse ernahrungsphysiologischer Untersuchungen bildeten da

bei die Grundlage flir das Verstandnis der Sulfat-reduzierenden

Bakterien. In diesem Zusammenhang wurde haufig die Frage ge

stellt, ob die von Sulfatreduzierern verwerteten organischen

Substrate vollstandig zu Kohlendioxid oxidiert werden konnen.

Dieses Problem hat nicht selten zu kontroversen Auffassungen

geflihrt, ist jedoch bis heute nicht befriedigend geklart worden.

Eine eindeutige Antwort ist deshalb von Interesse, weil eine

vollstandige Oxidation organischer Verbindungen mit Sui fat ein

der Atmung mit Sauerstoff analoger Vorgang im streng anaeroben

Bereich ware.

Bei chemischen Untersuchungen der Wasser warmer Quellen stellte

MEYER (1864) die Bildung auffallender Mengen freien Schwefel

wasserstoffs fest und erkannte bereits, daB es sich dabei urn

eine biologische Reduktion von gelostem Sulfat handelte. Weni

ger klare Vorstellungen herrschten jedoch anfangs liber die Art

der Lebewesen, die diese Reaktion durchflihrten. MEYER sah in

der Sulfatreduktion eine Tatigkeit von Algen unter Luftaus

schluB im Dunkeln; liber deren Substrate stellte er keine Ver

mutungen an. COHN (1867) machte flir die Produktion von H2S

fadige, gleitend bewegliche Mikroorganismen verantwortlich, die

er als "Beggiatoen" bezeichnete; diese wiederum wurden zu der

Gruppe der "Oscillarineen" gezahlt. COHN berich~ete:

nEs ist daher die Entwicklung der Beggiatoen, die bei reichlicherer Gegen
wart organischer Reste sehr rasch vor sich geht, dem ubrigen Leben im
Aquarium hochst verderblich n .

1m Jahre 1886 beobachtete HOPPE-SEYLER, daB Cellulose durch

eine mit Schlamm beimpfte Kultur unter LuftausschluB vollstan

dig zu gleichen Volumina Kohlendioxid und Methan vergoren wurde.

Wenn dagegen der Anreicherung Calciumsulfat ("Gyps") zugesetzt

wurde, entstand mehr Kohlendioxid und kaum noch Methan. Das

Calciumsulfat wurde dabei zu Schwefelwasserstoff reduziert, der

mit Eisenoxid gebunden wurde. Anhand quantitativer Messungen

wurde gezeigt, daB Cellulose mit Sulfat vollstandig zu Kohlen

dioxid oxidiert werden kann. Auch von einer Sulfatreduktion

mit Lactat ("milchsaurer Kalk"), Formiat ("ameisensaurer Kalk")

und Protein ("Eiweissstoffe") berichtete HOPPE-SEYLER.

2.2. Mikrobiologie der Sulfat-reduzierenden Bakterien

Der erste, der die Sulfatreduktion mikrobiologisch genauer un

tersuchte, war BEIJERINCK (1895). In der Einflihrung zu seiner

Arbeit grenzte er die Bildung von Schwefelwasserstoff durch

Sulfatreduktion gegen die durch Zersetzung "schwefelhaltiger

proteinkorper" abo Somit unterschied BEIJERINCK bereits die

dissimilatorische Sulfatreduktion von der Freisetzung des

assimilatorisch reduzierten Schwefels. BEIJERINCK beschrieb

die Isolierung eines streng anaeroben Bakteriums, Spirillum

desulfuricans, das Sulfat mit Malat oder Asparagin zu Schwefel

wasserstoff reduzierte. VAN DELDEN (1903) verwendete zusatzlich

Lactat als Substrat flir Sulfat-reduzierende Bakterien. Anhand

zweier isolierter Stamme wurde ermittelt, wieviel Schwefelwas

serstoff beim Umsatz bestimmter Mengen organischer Verbindungen

gebildet wurde; die Ergebnisse sprachen flir eine vollstandige

Oxidation von Lactat und Malat zu Kohlendioxid. Die Sulfatre

duktion wurde von VAN DELDEN als ein der Denitrifikation (dissi

milatorische Nitratreduktion) analoger ProzeB dargestellt. Die

Denitrifikation galt als eine mikrobielle vollstandige Oxida-
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tion organischer Verbindungen, bei welcher in Abwesenheit von

Sauerstoff an dessen Stelle der im Nitrat gebundene tritt

(VAN ITERSON, 1904; RITTER, 1908; BEIJERINCK und MINKMANN, 1910;

QUASTEL et al., 1925). Auch ELION (1925) beschrieb die Sulfat

reduktion als eine vollstandige Oxidation des organischen Koh

lenstoffs zu Kohlendioxid. RUBENTSCHIK (1928) berichtete von

Sulfatreduzierern, die Acetat und Butyrat verwerteten; dabei

dlirfte man zumindest die Verwertung von Acetat als eine voll

standige Oxidation verstehen. Zwei Jahre spater zeigte BAARS

(1930) anhand verschiedener Kulturen Sulfat-reduzierender Bak

terien, daB die Oxidation organischer Verbindungen nicht immer

vollstandig war. Eines der Isolate, Vibrio desulfuricans (vor

mals als Spirillum desulfuricans bezeichnet) setzte Lactat und·

Athanol nur bis zum Acetat urn; dieses wurde als Endprodukt aus

geschieden und konnte nicht weiterverwertet werden. Ebensowe

nig wurden Propionat und Butyrat von diesem Stamm verwertet.

Auch noch zwei weitere Stamme Sulfat-reduzierender Bakterien

vermochten weder Acetat noch die h6heren Fettsauren zu oxidie

ren. Ein vierter Stamm dagegen konnte Acetat, Propionat und

Butyrat verwerten, ebenso Formiat, Lactat, Athanol und weitere

Verbindungen; all diese Substrate wurden vollstandig zu Kohlen

dioxid oxidiert. Das betreffende Bakterium war zwar morpholo

gisch nicht von Vibrio desulfuricans zu unterscheiden; aufgrund

der Fahigkeit, Fettsauren zu verwerten, wurde es jedoch als

neue Art mit dem Namen Vibrio rubentschikii beschrieben. ZU je

ner zeit konnte jedoch in der Stoffwechselleistung von Vibrio

rubentschikii kaum eine Besonderheit gesehen werden; hatte man

doch bis dahin den Substratumsatz Sulfat-reduzierender Bakte

rien stets als vollstandige Oxidation verstanden. Neu war viel

mehr der Nachweis einer nur unvollstandigen Oxidation bei die

sen Bakterien. Vibrio rubentschikii fand wenig Beachtung.

Ais SENEZ (1954) sowie auch GROSSMA}) und POSTGATE (1955) die

Umsetzung von Lactat, Pyruvat, Succinat, Fumarat und Malat

durch Desulphovibrio desulphuricans untersuchten, wurden diese

Substrate nur unvollstandig zu Acetat als Endprodukt oxidiert

(Desulphovibrio desulphuricans bzw. Desulfovibrio desulfuricans

I
I

I
I
I
i

~
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waren nunmehr die neuen Namen flir den frliher als Spirillum

desulfuricans oder Vibrio desulfuricans bezeichneten SuI fat

reduzierer). Aufgrund solcher MeBergebnisse wurde allmahlich

wieder die Frage nach Sulfat-reduzierenden Bakterien interes

sant, die ihre Substrate vollstandig zu oxidieren vermochten.

So versuchten SELWYN und POSTGATE (1959), Vibrio rubentschikii

mit Acetat zu reisolieren. In den ersten Anreicherungspassagen

wurde Acetat bei gleichzeitiger Reduktion von Sulfat zu Schwe

felwasserstoff verbraucht. Folgepassagen verloren jedoch diese

F~hiykeil. Ein Acetdt-verwertender Sulfatredu~ierer kunnte da

her weder angereichert noch isoliert werden. Auch die Suche

nach einem Butyrat-verwertenden Sulfat-reduzierenden Bakterium

blieb. erfolglos. Ein Sulfatreduzierer, der auBer Formiat auch

propionat oxidierte, war acht Jahre vorher von HVID-HANSEN

(1951) beschrieben worden; doch der Stamm war nicht erhalten ge

blieben. So wurde dann die Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bak

terien zur Verwertung von Acetat, Propionat oder Butyrat als

bald wieder angezweifelt (POSTGATE, 1959 a). 1965 klassifizier

ten CAMPBELL und POSTGATE die Sporen-bildenden Sulfatreduzierer

als Gattung Desulfotomaculum. Die gekrlimmten vibrioiden Sulfat

reduzierenden Bakterien wurden ein Jahr spater in der Gattung

Desulfovibrio zusammengefaBt (POSTGATE und CAMPBELL, 1966).

AIle mit diesen zwei Gattungen beschriebenen Arten oxidieren

ihre Substrate unvollstandig zu Acetat, das als ein Endprodukt

nicht verwertet werden kann. Ais ein bevorzugtes und stets ver-'

wertetes Substrat Sulfat-reduzierender Bakterien erwies sich

Lactat; daher wurde flir Anreicherungen auch stets Lactat emp

fohlen (BUTLIN et al., 1949 a; POSTGATE, 1965 a; PANKHURST,

1971) und haufig eingesetzt. Nicht minder beliebt waren das dem

Lactat nahestchcndc pyruvat sowie Xthanol.

Weitere Typen Sulfat-reduzierender Bakterien wurden in den neu

en Arten Desulfovibrio thermophilus (ROZANOVA und KHUDYAKOVA,

1974), Desulfovibrio baculatus (ROZANOVA und NAZINA, 1976) und

der neuen Gattung Desulfomonas mit der Art ~esul~?~onas ~9ra

(MOORE et al., 1976) beschrieben; es handelt sich um kleine,

stabchenf6rmlge Bakterien, die keine Sporen bilden. Auch diese
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neueren Arten Sulfat-reduzierender Bakterien oxidieren organi

sche Substrate nur unvollstandig zu Acetat als Endprodukt.

AuBer Lactat, Pyruvat, ~thanol und Dicarbonsauren wurden aber

auch noch andere Substrate als Elektronendonatoren fUr Suifat

reduzierer gefunden. WIGHT und STARKEY (1945) reicherten Sul

fat-reduzierende Bakterien mit Wasserstoff und Kohlendioxid an.

BUTLIN und ADAMS (1947) sowie SISLER und ZoBELL (1950; 1951)

berichteten dann, daB Reinkulturen von Desulfovibrio auf Wasser

stoff mit Kohlendioxid als einziger Kohlenstoffquelle zu wach

sen vermochten, also autotroph seien. Spater wurde diese Fahig

keit zu autotrophem Wachstum wieder in Frage gestellt: Es konn

te gezeigt werden, daB zum Wachstum Sulfat-reduzierender Bakte

rien mit Wasserstoff (POSTGATE, 1960; MECHALAS und RITTENBERG,

1960; SOROKIN, 1966 a,b,c; BADZIONG et al., 1978) oder auch

Formiat (SOROKIN, 1966 a,b,c) als Elektronendonatoren stets eine

zusatzliche organische Kohlenstoffquelle vorhanden sein muBte.

Auch Propanol, Butanol und iso-Butanol konnten von Desulfo

vibrio-Stammen nur als Elektronendonatoren, nicht aber als Koh

lenstoffquellen verwertet werden; die Alkohole wurden dabei zu

Propionat, Butyrat bzw. iso-Butyrat oxidiert. Eine geeignete

Kohlenstoffquelle war immer Acetat; es diente jedoch in solchen

Fallen ausschlieBlich fUr die Synthese von Zellmaterial und

wurde nicht etwa wie ein Elektronendonator oxidiert. POSTGATE

(1963 a) beschrieb eine Art von Desulfovibrio, die Oxamat wie

auch Formiat verwertete. Oxamat war ebenfalls nur Elektronendo

nator, sodaB zum Wachstum wiederum eine weitere Kohlenstoff

quelle benotigt wurde. Wie Formiat wurde auch Oxa~at ganz zu

Kohlendioxid oxidiert. Nun darf aber diese Stoffwechselleistung

nicht allgemein als Fahigkeit zur vollstandigen Oxidation orga

nischer Substrate verstanden werden; denn Oxamat (das Salz von

Oxalsauremonoamid) und Formiat stellen bereits weitgehend oxi

dierte organische verbindungen dar, und Kohlendioxid ist hier

das einzig mogliche Produkt einer weiteren Oxidation. Eine Um

setzung von Cystein durch Sulfatreduzierer zu CO 2 , NH 3 , H2S

und Acetat wiesen SENEZ und LEROUX-GILLERON (1954) nacho Uber

die Verwertung von Cholin durch Desulfovibrio desulfuricans

!
.1
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berichteten SENEZ und PASCAL (1961) sowie BAKER et al. (1962).

Ein Beispiel fUr die unter Sulfatreduzierern seltene Fahigkeit

zur Verwertung von Kohlenhydraten ist Desulfotomaculum nigri

ficans: Glucose wird zu Acetat, ~thanol und Kohlendioxid un1ge

setzt (AKAGI und JACKSON, 1967). Zu den am kuriosesten anmuten

den physiologischen Fahigkeiten Sulfat-reduzierender Bakterien

zahlen sicherlich Berichte tiber das Wachstum mit Kohlenwasser

stoffen. So beobachteten NOVELLI un ZoBELL (1944) sowie ROSEN

FELD (1947), daB Starnrne von Desulfovibrio langkettige Kohlen

wasserstoffe (Paraffine) oxidierten; leider blieben diese

Stamme nicht erhalten. Erst kUrzlich beschrieben PANGANIBAN

et al. (1979) Sulfatreduzierer, die Methan zu oxidieren ver

mochten. FUr den Mechanismus derartiger Umsetzungen gibt es

noch keinerlei Erklarung, denn bislang galten Kohlenwasserstof

fe als unter anaeroben Bedingungen nicht abbaubar; so war in

Experimenten von SOROKIN (1957), MARTENS und BERNER (1974) und

WINFREY und ZEIKUS (1977) Methan als Substrat fur eine Sulfat

reduktion ausgeschlossen worden. Ergebnisse von GUYNES und

BENNETT (1959), ISENBERG und BENNETT (1959) sowie KUZNETSOVA

und GORLENKO (1965) sind dagegen verstandlich: Hier wurde ge

zeigt, daB Kohlenwasserstoffe zuerst von aeroben Bakterien zu

Verbindungen oxidiert werden konnen, die dann von Sulfatreduzie

rern verwertet werden.

Auch andere Elektronenakzeptoren als Sui fat werden von Sulfat

reduzierenden Bakterien verwertet. So vermag z. B. Desulfo

vibrio desulfuricans Sulfit (SO~-), Thiosulfat (S20~-), Tetra

thionat (S40~-), Dithionit (S20~-) und kolloidalen Schwefel zu

H2S zu reduzieren (POSTGATE, 1951; ISHIMOTO et al., 1954 a).

BIEBL und PFENNIG (1977) wiesen bei mehreren Isolaten Sulfat

reduzierender Bakterien ein Wachstum mit rhombischem Schwefel

(SchwefelblUte) als Elektronenakzeptor nacho Auch zwei organi

sche Verbindungen, namlich Fumarat und Malat, konnen als Elek

tronenakzeptoren fungieren; diese biochemisch miteinander ver

wandten Dicarbonsauren werden dabei zu Succinat reduziert

(MILLER und WAKERLEY, 1966i MILLER et al., 1970).
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Beim Fehlen eines Elektronenakzeptors verm6gen Sulfatreduzie

rer durch Vergarung bestimmter organischer Verbindungen zu

wachsen: Pyruvat wird von Desulfovibrio- oder Desulfotomaculum

Stammen in Sulfat-freiem Medium zu Acetat, Kohlendioxid und

Wasserstoff vergoren (POSTGATE, 1952; ISHIMOTO et al.; 1954 a;

SENEZ, 1954; POSTGATE, 1963 b). MILLER und WAKERLEY (1966)

sowie MILLER et al. (1970) zeigten, daB Stamme von Desulfo

vibrio auch mit Fumarat oder Malat allein zu wachsen vermogen

und diese Verbindungen zu Succinat, Acetat und Kohlendioxid

vergaren. Eine Vergarung von Cholin zu Trimethylamin, Athanol

und Acetat wiesen SENEZ und PASCAL (1961) nacho

Auch nach den ausflihrlichen Experimenten von BAARS (1930) wurde

also durchaus versucht, noch weitere von Sulfatreduzierern ver

wertbare Substrate zu finden; dennoch blieb deren Anzahl ver

haltnismaBig begrenzt. Aufgrund der alteren Arbeiten hatte man

in den Sulfat-reduzierenden Bakterien eine bedeutende physiolo

gische Gruppe sehen k6nnen: Zu der vollstandigen Oxidation von

organischem Material mit Sauerstoff war das Analogon im streng

anaeroben Bereich gefunden worden. Neuere Arbeiten stellten

diese Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien jedoch wieder in

Frage. Ubersichtsartikel jlingeren Datums (POSTGATE, 1965 b;

LeGALL und POSTGATE, 1973; PECK, 1974; SIEGEL, 1975) beschrie

ben die Sulfatreduzierer stets als eine Bakteriengruppe, die

ihre organischen Substrate unvollstandig oxidiert und kein

Acetat verwertet; auch die ebenfalls sehr verbreiteten Garungs

produkte Propionat und Butyrat fehlen unter den Verbindungen,

die von den bekannten Sulfatreduzierern verwertet werden. Der

Widerspruch zwischen den alteren und jlingeren Arbeiten wurde

jedoch nicht geklart. So vermutete man zwar, daB die von VAN

·DELDEN (1903) und BAARS (1930) beschriebenen, aber nicht mehr

existierenden Kulturen verunreinigt waren; von der Stoffwechsel

leistung der m6g1ichen Kontaminanten gab es jedoch keine genau

en Vorstellungen. Die einst beobachtete st6chiometrische voll

standige Oxidation organischer Verbindungen mit Sulfat unter

anaeroben Bedingungen erschien weiterhin ratselhaft. Ebenso
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unverstandlich blieben auch die Beobachtungen von HOPPE-SEYLER

(1886), RUBENTSCHIK (1928) und SE~WYN und POSTGATE (1959) an

anaeroben Anreicherungen, in denen organische Verbindungen bzw.

speziell Acetat mit Sulfat vollstandig oxidiert wurden.

2.3. Biochemie der Sulfat-reduzierenden Bakterien

GroBe Fortschritte wurden im Verstandnis der Biochernie der Sul

fat-reduzierenden Bakterien erzielt. Die Experimente auf diesem

Gebiet wurden vor allem bestimmt durch Fragen zur Energie

urnwandlung und zum Schwefelstoffwechsel dieser besonderen Bak

teriengruppe.

DaB Sulfatreduzierer wie viele andere Anaerobier ihr ATP durch

Substratphosphorylierung gewinnen konnen, hatte das Wachstum

durch Vergarung von Pyruvat oder Fumarat 'gezeigt. Der ATP-lie

fernde Schritt beim Umsatz von Pyruvat ist die phos~horoklasti

sche Spaltung zu Acetat und Kohlendioxid. Das sehr negative

Redoxpotential des Systems Acetat + C02/Pyruvat (E~ = - 0,70 V,

MAHLER und CORDES, 1971) erlaubt eine Freisetzung von moleku

larem Wasserstoff (2 H+/H 2 : E~ = - 0,42 V, DECKER et al.,

1970) .

Mit der Mehrzahl der verwertbaren Verbindungen k6nnen Sulfat

reduzierer jedoch nur dann ATP gewinnen, wenn die beim Sub

stratumsatz abgespaltenen Reduktionsaquivalente auf einen ex

ternen Elektronenakzeptor libertragen werden. Aufgrund des

Wachstums mit Wasserstoff konntc man bcrcits vermuten, daB die

Reduktion von Sulfat auch mit einer Energiekonservierung durch

Elektronentransport verbunden ist. Flir einen Elektronentrans

port sprach dann ferner, daB in Sulfat-reduzierenden Bakterien

Cytochrome nachgewiesen wurden; diese Pigmente waren zuvor nur

in aeroben, also atmenden Organismen gefunden worden. Zuerst

wiesen POST GATE (1954) und ISHIMOTO et a1. (1954 b) in Desulfo

vibrio desulfuricans ein c-Typ-Cytochrom nach; es wULde s~~LeL

als c 3 bekannt (POSTGAT~, 1956) und hat ein ungewohnlich nied-
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riges Redoxpotential (unterhalb - 0,2 V). Das Vorhandensein

von Cytochrom c 3 erwies sich als ein spezifisches Merkmal fUr

Arten der Gattung Desulfovibrio (POSTGATE und CAMPBELL, 1966;

LeGALL und POSTGATE, 1973). Von weiteren c-Typ-Cytochromen be

richteten LeGALL und BRUSCHI-HERIAUD (196B) sowie YAGI (1969).

Cytochrome yom b-Typ wurden zuerst nur in solchen Sulfatredu

zierern gefunden, die spater als Gattung Desulfotomaculum ein

geordnet wurden (ADAMS und POSTGATE, 1959; POSTGATE und

Cfu~PBELL, 1963; CAMPBELL und POSTGATE, 1965; POSTGATE und

CAMPBELL, 1966). HATCHIKIAN et al. (1972 b) fanden dann aber

auch in DeSu~f?vibrio ~igas ein b-Typ-Cytochrom. SchlieBlich

zeigte JONES (1972) in systematischen Untersuchungen, daB b

und c-Typ-Cytochrome zusamrnen sowohl in der Gattung Desulfo

vibrio als auch der Gattung Desulfotomaculum vorkomrnen. Aus

Versuchen zur chemischen Hemrnung erhielt PECK (1960 a) Hinwei

se fUr eine Energiekonservierung durch Elektronentransport

Phosphorylierung. 1966 erbrachte PECK dann einen direkten Be

weis fUr diese Art der Phosphorylierung: In Extrakten von

Desulfovibrio gigas wurde bei der Oxidation 'von Wasserstoff

mit Sulfit oder Thiosulfat ATP gebildet. An der Reaktion war

eine Partikelfraktion beteiligt, die viel Ferredoxin enthielt.

Ein Mitwirken von Ferredoxin bei der Reduktion von Sulfit wur

de auch von AKAGI (1965) an Desulfotomaculum nigrificans und

von LeGALL und DRAGONI (1966) an Desulfovibrio gigas nachgewie

sen. AKAGI und ADAMS (1967) sowie DerVARTANIAN und LeGALL

(1974) schlugen Schemata fUr den Elektronentransport in ~

sulfovibrio vor, an dem Cytochrom c 3 und Ferredoxin beteiligt

sind. Als Komponenten in den Elektronentransport miteinbezogen

sind wahrscheinlich auch Flavodoxin (HATCHIKIAN et al., 1972 a;

IRIE et al., 1973) und das Menachinon MK-6 (~1AROC et al., 1970;

\vEBER et al., 1970; \'?AGNER et al., 1974). Aus Sulfatreduzierern

wurden ferner Rubredoxin (NEWMANN und POSTGATE, 196B; BRUSCHI

und LeGALL, 1971) sowie Desulforedoxin (MOURA et al., 1977)

isoliert; die Funktion dieser Komponenten ist jedoch noch un

klar. Die Bedeutung der Reduktion von Fumarat in Desulfovibrio

gigas fUr die Energiekonservierung durch Elektronentransport

diskutierten BARTON et al. (1970).
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Die sicherlich interessantesten Fragen und Hypothesen zur Ener

giekonservierung in Sulfat-reduzierenden Bakterien erwuchsen

aus der Aufklarung des Mechanismus der Sulfatreduktion. Das

als terminaler Elektronenakzeptor von der Zelle aufgenommene

Sulfat kann mit keinem der physiologischen Elektronendonatoren

direkt reduziert werden, sondern muB vorher in eine reaktions

fahige, energiereichere Verbindung UberfUhrt werden. PECK

(1959; 1962 a) erkannte Adenosin-5'-phosphosulfat (APS) als

die aktivierte Form des Sulfats fUr des sen dissimilatorische

Reduktion:

o-
Il I 5'

-0-5-0- P-O-CH 0

" " IY~o 0 4'C Cl' f3
I,~ ~(I
H C-C H

3'1 12'
OH OH

Adenosin-5'-phosphosulfat (APS)

Sulfat wird durch ATP-Sulfurylase mit ATP in APS UberfUhrt, wo

bei Pyrophosphat freigesetzt wird (a). Das Pyrophosphat wird

durch Pyrophosphatase zu Orthophosphat hydrolysiert (b). Erst

APS wird dann unter Aufnahme von 2 Elektronen durch APS-Reduk

tase zu Sulfit bzw. Bisulfit (Hydrogensulfit) reduziert; dabei

entsteht ferner AMP (c):



(a) S02- ATp 4- 2
+ ATP-Sulfurylase .. APS 2- PP~-+ + H +

4 1

(b) 2 PP~- + H2O pyrophosphatase. 2 P.
1 1

(e) APS 2- 2 2
+ APS-Reduktase+ e + H • HS0 3

+ AMP

Summe:

2- 4- 2 e + 4 H+ H2O HSO; 2SO 4 + ATP + + • + AMP + P.
1

Die ATP-Sulfurylase wurde von AKAGI und CAMPBELL (1962) in

Desulfotomaeulum und Desulfovibrio untersueht. WARE und

POSTGATE (1971) beriehteten liber Eigensehaften der Pyrophos

phatase; eine Hen~ung der Pyrophosphatase verhinderte aueh die

Sulfatreduktion. Der Hydrolysesehritt sehien notwendig zu sein,

urn die Reaktion zugunsten der Produkte zu beeinflussen. PECK

(1960 b), PECK et al. (1965) sowie BOWEN et al. (1966) unter

suehten die APS-Reduktase: dieses Enzym wurde ebenso in dem

aeroben Bakterium Thiobaeillus thioparus naehgewiesen und ver

mag aueh die umgekehrte Reaktion zu katalysieren. Nimmt man nun

an, daB Pyrophosphat tatsaehlieh vollstandig hydrolysiert wird,

so verbraueht die Aktivierung von Sulfat flir die Reduktion zu

Sulfit zwei energiereiehe phosphatbindungen: dieser Sehritt

kostet die Zelle somit letztlieh 2 mol ATP pro mol aktivierten

Sulfats. Bei der assimilatorisehen Sulfatreduktion wird APS mit

ATP in 3'-Stellung noeh weiter zu 3'-Phosphoadenosin-5'-phos

phosulfat, abgeklirzt PAPS, phosphoryliert (ROBBINS und LIPMANN,

1958 a,b: FUJIMOTO und ISHIMOTO, 1961: TSANG und SCHIFF, 1976).

Die weitere Reduktion von Sulfit bedarf keiner Aktivierung

mehr. In Desulfovibrio desulfurieans fungiert das von POSTGATE

(1956) gefundene grline Pigment Desulfoviridin als Sulfit-Reduk

tase. Flir Desulfoviridin gibt es eine einfaehe diagnostisehe

Reaktion: Wird Desulfoviridin mit Alkali behandelt und unmit

telbar darauf ~/-Lieht (365 nm) ausgesetzt, so beobaehtet man

eine leuehtend rote Fluoreszenz (POSTGATE, 1959 b). Zunaehst

wurde Desulfoviridin aueh in allen weiteren Desulfovibrio-Arten

gefunden. MILLER und SALEH (1964) besehrieben dann jedoeh einen

j
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Stamm von Desulfovibrio desulfurieans, dem das grline Pigment

fehlte. Aus diesem Stamm isolierten LEE et al. (1973 a) das

Pigment Desulforubidin und erkannten es ebenfalls als eine

Sulfit-Reduktase. Die Sulfitreduktion in Desulfotomaeulum

nigrifieans wird dureh das Pigment P-582 katalysiert, das ein

charakteristisehes Kohlenmonoxid-Differenzspektrum hat

(TRUDINGER, 1970: AKAGI und ADAMS, 1973). AIle drei Sulfit-Re

duktasen, Desulfoviridin, Desulforubidin und P-582, enthalten

als prosthetisehe Gruppe Siroham, ein hoehgradig earboxyliertes

Tetrahydrophorphyrin mit Eisen als Zentralatom (MURPHY et al.,

1973; MURPHY und SIEGEL, 1973; MURPHY et al., 1974). Aus De

sulfovibrio vulgaris wurden noeh weitere Sulfit-Reduktasen iso

liert (LEE et al., 1973 b: KOBAYASHI et al., 1974; DRAKE und

AKAGI, 1976). Weil die Enzyme haufig pH-Optima haben, bei denen

SuI fit als HSO;-Ion vorliegt, sprieht man anstelle von Sulfit

Reduktasen aueh von Bisulfit-Reduktasen. Uber den Weg der Re

duktion vom SuIfit (bzw. Bisulfit) bis zum Sulfid. (bzw. Hydro

gensulfid oder Schwefelwasserstoff) herrsehen untersehiedliehe

Auffassungen. Ais Produkte einer Sulfitreduktion dureh Zellex

trakte oder gereinigte Enzyme wurden namlieh nieht nur Sulfid,

sondern aueh Trithionat (S30~-) und Thiosulfat gefunden

(KOBAYASHI et al., 1969; FINDLEY und AKAGI, 1969: SUH und AKAGI

AKAGI, 1969; LEE und PECK, 1971: AKAGI und ADAMS, 1973;

KOBAYASHI et al., 1974: DRAKE und AKAGI, 1976). Aus Desulfo

tomaeulum nigrifieans (NAKATSUKASA und AKAGI, 1969), Desulfo

vibrio vulgaris (HASCHKE und CAMPBELL, 1971) und Desulfovibrio

~ (HATCHIKIAN, 1975) konnten ferner Thiosulfat-Reduktasen

isoliert werden. Daher wurde von vielen Autoren angenommen,

daB Sulfit in den Zellen liber Trithionat und Thiosulfat zu

Sulfid reduziert wird. Bei diesem Reaktionsweg, der von

KOBAYASHI et al. (1969) vorgesehlagen wurde, wird bei zwei

Reduktionssehritten aueh die Ausgangssubstanz Sulfit erneut

gebildet:
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2 e-, 6 H+ 3 H2O 2 e 2 e-, H+

\ L ~ ~HS--3 S02- '» 2- 2-
3 S306 S203

l S02- S02-
3 3

/ /

SIEGEL (1975) sowie CHAMBERS und TRUDINGER (1975) jedoch hiel

ten es aufgrund eigener Beobachtungen fUr wahrscheinlicher,

daB Sulfit ohne Zwischenstufen bis zum Sulfid reduziert wird.

2.4. Energiekonservierung bei Sulfat-reduzierenden Bakterien

Die biochemischen Erkenntnisse konnten'leicht zu BegrUndungen

verleiten, weshalb man bei Sulfat-reduzierenden Bakterien we

der eine Verwertung von Acetat noch eine vollstandige Oxidation

anderer Substrate fand. Wo immer in Lebewesen organische Sub

strate vollstandig zu Kohlendioxid oxidiert werden, erfolgt die

Endoxidation Uber aktiviertes Acetat im Tricarbonsaure-Cyclus.

Ein in dieser Weise funktionierender Tricarbonsaure-Cyclus war

jedoch in Anaerobiern noch nie nachgewiesen worden und wurde

auch aus thermodynamischen GrUnden bezweifelt (DECKER et al.,

1970). 1m Falle von Sulfat als Elektronenakzeptor kame noch

hinzu, daB bereits allein fUr dessen Aktivierung 2 ATP ver

braucht werden. FUr ein Wachstum, also eine positive Energie

bilanz, mUssen daher bei der Oxidation eines Substrats mit

1 mol Sulfat mehr als 2 mol ATP gewonnen werden. Von dem be

wahrten Substrat Lactat werden 2 mol benotigt, urn 1 mol Sulfat

stochiometrisch zu Schwefelwasserstoff zu reduzieren. Die Sub

stratphosphorylierung wahrend der Oxidation der aus 2 mol Lac

tat gebildeten 2 mol Pyruvat zu Acetat und CO 2 (phosphorokla

stische Spaltung) liefert aber maximal 2 mol ATP. Aufgrund der

artiger Uberlegungen zeigte PECK (1960 a; 1962 b), daB es beim

Wachstum auf Lactat noch eine zusatzliche Energiekonservierung

durch Elektronentransport geben muB. DaB aber auch der Elektro-

!
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nentransport allein kein Wachstum auf Lactat ermoglicht, geht

aus Untersuchungen von VOSJAHN (1970) hervor: Aus der dort be

stimmten Phosphorylierungsrate in Desulfovibrio desulfuricans

berechnet man, daB der Transport von 8 Elektronen aus 2 Mole

killen Lactat ebenfalls nicht mehr als 2 MolekUle ATP liefern

kann. FUr ein Wachs tum mit Lactat ist demnach eine Energiekon

servierung sowohl durch Substrat- als auch durch Elektronen

transport-Phosphorylierung notwendig. Bei einer angenommenen

Verwertung von Acetat durch Sulfatreduzierer kame fUr die Ener

giekonservierung nur der Elektronentransport in Frage, denn die

Oxidation von Acetat zu Kohlendioxid erlaubt nach biochemischen

Erkenntnissen keinen Nettogewinn von ATP durch Substratphospho

rylierung. Da aus einer Sulfatreduktion mit Acetat aber insge

samt weit weniger Energie zu erhalten ware als aus der mit Lac

tat, muBte ein Wachstum Sulfat-reduzierender Bakterien mit

Acetat als sehr unwahrscheinlich gelten: Wahrend namlich fUr

die Reduktion von 1 mol Sulfat mit 2 mol Lactat eine Anderung

der freien Enthalpie von ~Go'= - 170 kJ (- 40,6 kcal) angegeben

wird (DECKER et al., 1970), berechnet man fUr die Reduktion von

1 mol Sulfat mit 1 mol Acetat nur ~Go'= - 72 kJ. Bei der Ver

wertung von Wasserstoff durch Sulfat-reduzierende Bakterien

kommt fUr die Energiekonservierung ebenfalls nur ein Elektro

nentransport in Frage; dennoch war der Nettogewinn von ATP beim

Wachs tum mit Wasserstoff stets plausibel, denn das Paar 2 H+/H 2
hat ein Redoxpotential von E~ = - 0,42 V (DECKER et al., 1970);

dieses sehr negative Redoxpotential ermoglicht durch Elektro

nentransport einen so hohen ATP-Gewinn, daB auch nach der Ak

tivierung von Sulfat immer noch genligend Energie zum Wachstum

zur VerfUgung steht. Die aus einer Redoxreaktion pro Ubertrage

nes Elektron konservierbare freie Enthalpie ist namlich pro~or

tional zu der Differenz des Redoxpotentials von Elektronendona

tor und Elektronenakzeptor. Die freie Reaktionsenthalpie der

Reduktion von 1 mol Sulfat mit 4 mol H
2

(1 atm) betragt nach

DECKER et al. (1970) ~Go'= - 154 kJ (- 36,8 kcal). Mit Lactat

als Elektronendonator ist der Energiebetrag zwar noch etwas

hoher (s. 0.); die einzelnen Oxidationsschritte bei der Verwer

tung von Lactat tragen jedoch nicht in gleichem MaBe zur Ener-



giekonservierung bei (vgl. VOSJAHN, 1970). Der hauptsachliche,

wenn nicht gar eigentliche ATP-liefernde Schritt muBte in der

Oxidation von Pyruvat gesehen werden, denn flir das Redoxpoten

tial des Systems Acetat + CO 2/pyruvat wird E~ = - 0,70 V ange

geben (MAHLER und CORDES, 1971). Bevor diese Reaktion stattfin

den kann, ist jedoch die Dehydrogenierung von Lactat und die

Ubertragung der dabei anfallenden Reduktionsaquivalente auf

den externen Elektronenakzeptor erforderlich. Das Redoxpoten

tial des Systems Pyruvat/Lactat betragt aber nur E~ = - 0,19 V

(DECKER et al., 1970). Soweit mit den Reduktionsaquivalenten

aus der Dehydrogenierung von Lactat liberhaupt eine Gewinnung

von ATP durch Elektronentransport moglich schien, muBte diese

viel geringer sein als bei einer Verwertung von H2 als Elektro

nendonator.

WAKE et al. (1977) versuchten, aufgrund thermodynamischer Be

rechnungen ein Kriterium daflir zu finden, wann die Verwertung

einer Verbindung als Elektronendonator flir die Reduktion von

Sulfat prinzipiell moglich ist und wann nicht. Weil die einzel

nen Reaktionsschritte bei der Oxidation eines Substrats in

unterschiedlichem MaBe zur Energiekonservierung beitragen kon

nen (5. 0.), wurde in den untersuchungen eine mittlere (durch

schnittliche) freie Enthalpie pro Elektronenpaar eingeflihrt:

Die berechnete gesamte freie Reaktionsenthalpie wurde durch

die Anzahl der dabei libertragenen Elektronenpaare dividiert.

WAKE et al. gelangten zu dem SchluB, daB ein Wachstum Sulfat

reduzierender Bakterien grundsatzlich nur auf solchen Verb in

dungen moglich ist, die mindestens 35 kJ pro Elektronenpaar

bereitstellen. Mit dieser Bedingung steht im Einklang, daB

Lactat, Pyruvat, Athanol, Fumarat, Malat und Glucose durch

Sulfatreduzierer unvollstandig zu Acetat oxidiert werden. Da

gegen wlirde eine vollstandige Oxidation der genannten Verbin

dungen weniger als 35 kJ pro Elektronenpaar liefern und daher

auch kein Wachstum der Bakterien erlauben; aus dem gleichen

Grunde konnen Sulfatreduzierer nach Ansicht der Autoren auch

kein Acetat verwerten:
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using our method of assessment, where a certain minimum free energy
release must be attained before any oxidoreduction is considered able to
suppor.t growth, the acetate-sulphate combination is excluded since it
fails to meet this criterion."

In der Arbeit wurden ferner Energiebilanzen flir eine angenom

mene Oxidation von Propionat und Butyrat mit Sulfat berechnet.

Schon zuvor hatten DECKER et al. (1970) gezeigt, daB unter

anaeroben Bedingungen eine Energiekonservierung mit gesattigten

Carbonsauren als Elektronendonatoren kaum moglich ist. Zu einem

ganz ahnlichen Ergebnis gelangten nun auch WAKE et al, bezlig

lich der Verwertbarkeit von Propionat und Butyrat durch Sulfat

reduzierer:

"Neither total nor partial oxidation of butyrate or propionate will yield
sufficient energy to meet the criterion for ATP production."

Erst unlangst brachten Untersuchungen von THAUER und seinen

Mitarbeitern neue Aspekte flir das Verstandnis der Energieum

wandlung in Sulfat-reduzierenden Bakterien. THAUER et al,

(1977) sowie BADZIONG und THAUER (1978) halten es flir moglich,

daB ein Teil des bei der Sulfataktivierung gebildeten Pyrophos

phats energetisch wieder genutzt werden kann. Ferner wird ge

zeigt, daB bereits die Reduktion von 1 mol APS zu Sulfit und

.~P (s. 2.3., Gleichung c) mit verschiedenen Elektronendonato

,en prinzipiell eine Bildung von 1 mol ATP erlaubt. Ein Nach

weis dieser Energie-liefernden Reaktionen in Sulfatreduzierern

steht zur Zeit noch aus. BADZIONG und THAUER (1978) untersuch

ten dann das wachs tum eines Stammes von Desulfovibrio vulgaris

mit Wasser stoff als Elektronendonator und Sulfat und Thiosulfat

als Elektronenakzeptoren. Aus den erhaltenen Zellertragen wurde

berechnet, daB bei der Reduktion von 1 mol Sulfit zu Sulfid

3 mol ATP synthetisiert wurden. Bei der Reduktion von 1 mol

Sulfat zu Sulfid ergab sich nur ein Nettogewinn von mol ATP;

zwei von den wahrend der Sulfitreduktion gebildeten energie

reichen Phosphate wurden demnach flir die Sulfataktivierung be

notigt. Weil in diesen Versuchen jedoch stets Wasserstoff der

Elektronendonator war, erlauben die Ergebnisse nicht ohne wei

teres Aussagen liber eine evcntuellc Sulfatreduktion mit Acetat.
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2.5. Die dissimilatorische Sulfatreduktion an natlirlichen

Standorten

Die Frage nach der Existenz Acetat-oxidierender Sulfatreduzie

rer stellte sich erneut aus okologischer Sicht, unabhangig von

den physiologischen und biochemischen Erfahrungen mit Reinkul

turen. Denn etliche der in natlirlichen Systemen beobachteten

Umsetzungen durch Sulfat-reduzierende Bakterien bleiben auf

grund der Stoffwechselleistung der bekannten Arten unverstand

lich.

Das bisweilen groBe AusmaB einer dissimilatorischen Reduktion

von Sulfat in Gewassern konnte schwer erklart werden, wenn da

bei nur die wenigen als verwertbar bekannten Verbindungen als

Substrate dienten. So werden hin und wieder sogenannte eutro

phierte Gewasser von einer starken Produktion von Schwefelwas

serstoff betroffen. In solchen Gewassern bewirken ein hohes

Nahrstoffangebot sowie mangelnde Verdlinnung mit Frischwasser

zunachst einen starken Pflanzenbewuchs und eine demzufolge oft

lippige Fauna von Wassertieren. Abgestorbene Biomasse und die

hohen Populationsdichten konnen dann eine so starke Sauerstoff

zehrung hervorrufen, daB sich der anaerobe Abbau organischen

Materials ausweitet. 1st Su1fat zugegen, wie vor al1em an mari

nen Standorten, geht mit dem anaeroben Abbau eine intensive

Produktion von Schwefe1wasserstoff einher. Durch die Anaero

biose und vor allem die Giftigkeit des Schwefelwasserstoffs

werden hohere Lebensformen getotet, wie zum Beispiel auch

Fische. Dadurch erhalt aber der anaerobe Abbau weitere Nahrung,

sodaB sich der mit Schwefelwasserstoff vergiftete Bereich

sch1ieBlich im gesamten Wasser ausbreitet. Der vormals reich

liche Bestand an hoheren Lebewesen wird zu einem Massengrab.

Nicht selten ruft dann der gebildete Schwefelwasserstoff auch

eine starkere Entwicklung farbloser Schwefelbakterien und

phototropher Schwefel-Purpurbakterien hervor, die das Wasser

milchig trliben bzw. rot farben (CAUMETTE, 1978). DaB katastro

phenartige Entwicklungen dieser Art auch in erdgeschicht1icher

Zeit stattgefunden haben, darf man aufgrund des Reichtums

bestimmter Fundorte an Fossilien vermuten.

Ebenfalls recht stark muB die Produktivitat der Sulfat-redu

zierenden Bakterien gewesen sein, die einst zur Bi1dung sedi

mentarer Lagerstatten von Schwefel und sulfidischen Erzen ge

flihrt haben solI (KUZNETSOV et al., 1963; TEMPLE, 1964;

LYALIKOVA und SOKOLOVA, 1965; IVANOV, 1968; ZAJIC, 1969;

TRUDINGER, 1976; ORR, 1978). AULT und KULP (1959) hatten ge

zeigt, daB die Fraktionierung der Schwefelisotope 32 s und 34 S

in der Natur vor al1em durch bakterielle Sulfatreduktion zu

stande kommt. Sulfatreduzierer bevorzugen namlich das leichte

re Isotop; dadurch kommt es zu einer Verschiebung der Isotopen

zusammensetzung zwischen unverbrauchtem Sulfat und gebildetem

Schwefelwasserstoff. Aufgrund eines ermittelten 32S/34s_ver_

haltnisses kann dann vermutet werden, inwieweit ein Schwefel

vorkommen auf mikrobielle Prozesse zurlickzuflihren ist. Eine

Oxidation von Schwefe1wasserstoff zu Schwefel ist einerseits

mit Sauerstoff moglich, entweder rein chemisch oder durch farb

lose Schwefelbakterien; andererseits kann Schwefelwasserstoff

anaerob durch grline oder rote Schwefelbakterien im Licht zu

Schwefel oxidiert werden. Sulfat-reduzierende Bakterien konnten

somit entscheidend zur Bildung von sedimentarem Schwefe1 beige

tragen haben. Sedimentar, also nicht vulkanogen, sind immerhin

etwa 90 % der heute erschlossenen Schwefelvorkommen. Die Bil

dung von Ablagerungen sulfidischer Erze wird so erklart, daB

biologisch gebildeter Schwefelwasserstoff mit leichter 10s1i

chen Verbindungen von Schwermetallen (Fe, Cu, Zn, Pb) der da

ma1igen Ozeane zu den sehr schwer los lichen Sulfiden reagiert

hat.

1m Normalfalle haufen sich jedoch in Gewassern keine groBeren

Mengen freien Schwefelwasserstoffs an. Ausreichende Sauerstoff

zufuhr und ein begrenztes Nahrstoffangebot schranken den anae

roben Abbau ein. Die Grenzschicht zwischen anaerober und aero

ber Zone, die sogenannte Chemokline, liegt haufiger unterhalb

der Sedimentoberflache als oberhalb. Gebildeter Schwefelwasser

stoff wird an der Chemokline mit Sauerstoff bio10gisch oder



chemisch oxidiert; wenn Tageslicht in den Bereich unterhalb

der Chemokline gelangen kann, oxidieren auch rote und grune

Schwefelbakterien den Schwefelwasserstoff. Die oxidierten

Schwefelverbindungen, wie Thiosulfat oder Sulfat, werden dann

we iter unterhalb wieder mit organischen Verbindungen reduziert.

Es resultiert ein Kreislauf der verschiedenen Oxidationszu

stande des Schwefels. An Standorten, die reich an Sulfat sind,

kann dieser Schwefelkreislauf erheblich an der Oxidation des

abgesunkenen organischen Materials (Detritus) beteiligt sein:

J¢RGENSEN und FENCHEL (1974) sowie J¢RGENSEN (1977 a) bestimm

ten Umsatzraten im Schwefelkreislauf eines marinen Sediments.

Dabei zeigte sich, daB liber die Halfte der anfallenden Biomasse

durch die dissimilatorische Sulfatreduktion mineralisiert, also

zu Kohlendioxid oxidiert wurde; mit dem Substratumsatz der be

kannten Sulfatreduzierer kannte jedoch maximal ein Drittel der

Biomasse mineralisiert werden (FENCHEL und J~RGENSEN, 1977).

CAHET (1975) konnte zeigen, daB als Substrate flir eine Sulfat

reduktion in Sedimenten dennoch solche Verbindungen in Frage

kommen, die von den bekannten Reinkulturen Sulfat-reduzierender

Bakterien nicht verwertet werden: In natlirlichen anaeroben Bak

terienpopulationen wurden biologisch so bedeutende Abbauproduk

te wie Acetat und hahere Fettsauren unter Bildung von Schwefel

wasserstoff schnell verbraucht. In der Arbeit wurde jedoch ver

sucht, die Umsetzung mit den bekannten Sulfatreduzierern zu er

klaren; so postulierte CAHET eine Bakterienflora, die Acetat

und andere Fettsauren zunachst zu Lactat und H2 umsetzt.

Zu neuen Vermutungen liber den Substratumsatz Sulfat-reduzieren

der Bakterien gelangte man auch aufgrund eines Phanomens, das

erst durch die neueren Untersuchungen an Methanbakterien wieder

an Bedeutung gewonnen hat: Gemeint ist die bereits von

HOPPE-SEYLER (1886) beschriebene Hemmung der Methanbildung in

Schlammen durch Sulfat. BUTLIN et al. (1956) flihrten die Hem

mung der Methanbildung durch Sulfat auf die Giftigkeit des ge

bildeten Schwefelwasserstoffs zurlick. In Untersuchungen an

Schlammsedimenten eines SliBwassersees beobachteten

i
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CAPPENBERG (1974 a,b) sowie CAPPENBERG und PRINS (1974) eben

falls, daB bei Gegenwart von Sulfat kein Methan entstand. Als

wichtigstes Substrat fur die Methanbildung wurde Acetat nach

gewiesen. Auch schon fruhere Untersuchungen anderer Autoren

hatten gezeigt, daB bis zu 73 % des in Schlammen gebildeten.

Methans aus Acetat als Zwischenstufe ~ntstehen konnen (JERIS

und McCARTY, 1965; SMITH und MAH, 1966). Urn das Ausbleiben der

Methanproduktion in Gegenwart von Sulfat zu erklaren, disku

tierten CAPPENBERG und PRINS eine Verwertung von Methan durch

Sulfatreduzierer sowie die Giftwirkung des gebildeten Schwefel

wasserstoffs auf Methanbakterien. Dagegen wurden keinerlei

Hinweise fUr die naheliegende vermutung gegeben, daB die Sul

fatreduzierer das sonst von den Methanbakterien verwertete

Acetat ebenfalls umsetzen kannten. Nach Ansicht der Autoren

ist namlich Lactat das hauptsachliche Substrat fUr die in dem

See lebenden Sulfat-reduzierenden Bakterien. 1m selben Jahre

wiesen MARTENS und BERNER (1974) nach, daB auch in marinen Se

dimenten erst dann Methan gebildet wurde, als der Vorrat an

Sulfat infolge einer dissimilatorischen Sulfatreduktion nahe

zu erschopft war. Hier wurde vermutet, daB Methanbakterien

und Sulfatreduzierer urn ein gemeinsames Substrat konkurrieren:

In Gegenwart von Sulfat ist die Reduktion zu Schwefelwasser

stoff die begUnstigte Rcaktion. Eine Oxidation von Methan

durch Sulfatreduzierer konnte in den Experimenten nicht nach

gewiesen werden. WINFREY und ZEIKUS (1977) zeigte~, daB bereits

bei Zusatz geringer Mengen Sulfat zu Sediment en eines SUBwas

sersees die Methanbildung ausblieb. Eine Hemmung durch die

Giftigkeit von gebildetcm Schwefelwasserstoff und auch eine

Oxidation von Nethan durch Sulfatreduzierer konnten ausge

schlossen werden. Auch hier wurden die Ergebnisse durch Kon

kurrenz zwischen Methanbakterien und Sulfatreduzierern urn ge

meinsame Substrate erklart. Als ein wichtiges Substrat fUr die

Methanbakterien in dem See war auBer Wasserstoff auch Acetat

nachgewiesen worden. Die Autoren zeigten, welche Bedeutung

moglicherweise existiercnde Acetat-oxidierende Sulfatreduzie

rcr fUr dc~n Endabbau org~lnischcr Substanzen unter anaeroben

Bedingunyen haLten.
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Den ersten Beweis fur eine vollstandige Oxidation organischer

Verbindungen durch ein anaerobes Bakterium erbrachten PFENNIG

und BIEBL (1976) mit der Isolation von Desulfuromonas acet

oxidans. Dieses Bakterium oxidiert Acetat oder ~thanol zu

Kohlendioxid, wobei elementarer Schwefel als Elektronenakzep

tor dient und zu Schwefelwasserstoff reduziert wird. Sulfat,

Sulfit oder Thiosulfat werden jedoch nicht verwertet. Eine

vollstandige Oxidation organischer Verbindungen mit Sulfat

unter anaeroben Bedingungen kann daher mit der Stoffwechsel

leistung von Desulfuromonas acetoxidans nicht erklart werden.

3. Ziel der vorliegenden Untersuchungen

Die Literaturubersicht hat gezeigt, daB der Nachweis eines

Acetat-verwertenden Sulfat-reduzierenden Bakteriums in mehr

facher Hinsicht von wissenschaftlicher Bedeutung sein k6nnte:

Die Sulfat-reduzierenden Bakterien waren fortan als eine phy

siologische Gruppe zu betrachten, in der auch die Fahigkeit

zur Endoxidation organischer Verbindungen vertreten ist. Bio

chemisch waren der Mechanismus der anaeroben Oxidation von

Acetat sowie die Energiebilanzen der damit verbundenen Reak

tionsschritte von Interesse; die alteren Hypothesen galte es

neu zu prufen. SchlieBlich ware auch fur die aufgezeigten 6ko

logischen Aktivitaten Sulfat-reduzierender Bakterien im an aero

ben Abbaugeschehen eine plausible Erklarung aus mikrobiologi

scher Sicht gefunden.

Daher galt es zunachst, den endgultigen Nachweis fur die Exi

stenz eines Acetat-verwertenden Sulfatreduzierers zu erbringen:

Aus der anfangs beschriebenen Anreicherung (s. 1.), in der Sul

fat mit Acetat zu Schwefelwasserstoff reduziert wurde, sollte

das fur diese Reaktion verantwortliche Bakterium isoliert wer

den. Daruberhinaus sollte auch an anderen Standorten nach

Acetat-verwertenden Sulfatreduzierern gesucht werden; wegen des

hohen Sulfat-Gehalts erschienen besonders Versuche mit marinen

Schlammen erfolgversprechend. Weil nach Acetat die nachst

haufigeren Garungsprodukte naturlicher anaerober Hischpopula

tionen Propionat und Butyrat sind (HUNGATE, 1966, S. 245 - 280;

TOERIEN und HATTINGH, 1969), sollten auch diese Fettsauren fUr

Anreicherungen eingesetzt werden. Ferner war von Interesse, ob

von Sulfatreduzierern auch langkettige Fettsauren verwertet

werden k6nnen. Diese Verbindungen werden in Schlammen beim Ab

bau der weit verbreiteten Lipide frei. CHYNOWETH und MAH (1971)

zeigten, daB langkettige Fettsauren wesentlich zur Methanbil

dung im Klarschlamm beitragen. CAHET (1975) wies eine Verwer

tung langkettiger Fettsauren auch in Sulfat-reduzierenden Bak

terienpopulationen nacho Daher bestanden hier ebenfalls Aus

sichten, mit derartigen Substanzen zumindest Anreicherungen zu

erhalten. Als Vertreter fur die Vielzahl der biologischen Fett

sauren h6heren Molekulargewichts wurden zwei wichtige gesattig

te gewahlt, namlich Palmitat und Stearat. SchlieBlich sollte

auch noch eine aromatische Verbindung auf Verwertbarkeit durch

Sulfatreduzierer gepruft werden. Als eine einfache und verhalt

nismaBig ungiftige Substanz dieser Art bot sich Benzoesaure

(Benzoat) an, die in der Natur im Benzoeharz, in Beeren und in

Grasern verbreitet ist. Die mit der Nahrung aufgenommene Ben

zoesaure wird zum Beispiel von pferden als Hippursaure

(Benzoylglycin) gebunden ausgeschieden. Benzoat wurde bereits

mit Erfolg als Substrat fUr Methan-bildende Hischpopulationen

eingesetzt (TARVIN und BUSWELL, 1934; FINA und FISKIN, 1960;

NOTTINGHAM und HUNGATE, 1969; FERRY und WOLFE, 1976; FINA et

al., 1978; HEALY und YOUNG, 1979). Dagegen fehlen bisher Be

richte Uber eine Sulfatreduktion mit Benzoat.

Durch Anreicherungsversuche sollte schlieBlich noch auf die

Frage eingegangen werden, ob Methan und auch h6here Alkane

von Sulfat-reduzierenden Bakterien verwertet werden konnen.

In Reinkultur isolierte Sulfatreduzierer galt es dann aufgrund

morphologischer, wachstumsphysiologischer und auch einiger bio

chemischer Merkmale zu charakterisieren und taxonomisch einzu

ordnen. DafUr waren Zellform, BegeiBelung, pH- und Temperatur-
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Optima, verwertbare und nicht verwertbare Substrate, benotigte

Wachstumsfaktoren, Pigmentgehalt sowie das Basenverhaltnis der

DNS die wichtigsten Eigenschaften. Die Stochiometrie von Sub

stratumsetzungen sollte in Wachstumsexperimenten ermittelt wer

den. Die dabei bestimmten Zellertrage konnten energetischen

Betrachtungen dienen und Grundlage fur spatere biochemische

Untersuchungen werden. Die physiologischen Beobachtungen soll

ten schlieBlich auch dazu beitragen, die okologische Bedeutung

Sulfat-reduzierender Bakterien innerhalb des naturlichen Stoff

kreislaufs zu verstehen.

- L~ -

B. MATERIAL UND METHODEN

1. Herkunft des Probenmaterials

Anaerobe Schlamme fUr die Anreicherung Sulfat-reduzierender

Bakterien wurden den folgenden Standorten entnommen:

1) Faulschlamm aus der Klaranlage Gottingen. Schlammproben

aus dem Haupt- und Nachfaulbehalter wurden zu gleichen

Teilen miteinander vermischt.

2) Gulle aus einer Schweinehaltung, Gottingen.

3) Schlamm aus einem Dorfgraben, Lindhorst, Kreis Schaumburg.

4) Schlamm aus einem Waldteich bei Sachsenhagen, Kreis

Schaumburg.

5) Schlamm aus einem Moorteich bei Rehburg Stadt, Kreis

Nienburg.

6) Anreicherungskultur fur Schwefel-Purpurbakterien (Prof. Dr.

N. Pfennig). Das verwendete Ausgangsmaterial war dunklcs

Sediment aus einem Waldteich mit ZufluB aus einer Quellp,

der Ducksteinquelle bei Mohringen, Solling. Der Schlamm war

mit Cellulose-Pulver und Calciumsulfat versetzt und in

einem Standzylinder an einem Nordfenster aufbewahrt worden.

7) Panseninhalt einer Kuh, Institut fur Tierphysiologie der

Universitat Gottingen. Der flieBbare Anteil wurde aus dem

ventralen Bereich des Pansens durch eine Fistel mit einem

Schlauch abgesaugt und uber ein Sieb von groben Bestand

teilen befreit.

8) Schlamm aus einem Bewasserungsgraben, Jork, Kreis Stade.
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9) Schlarrun ClUS dem Graben einer Viehweide in der Nahe des

Deiches bei Dangast, Jadebusen.

10) Schlarrun (Schlick) aus dem Watt des Jadebusen bei Dangast.

Nur die schwarze Schicht unterhalb der helleren aeroben

wurde verwendet.

11) Anreicherungskultur fUr Schwefel-Purpurbakterien mit Acetat

und Sulfid in marinem Medium (Prof. Dr. N. Pfennig). Das

Ausgangsmaterial war einer faulenden Anschwemmung von Algen

auf Helgoland entnommen worden.

12) Sedimentsaule aus dem Limfjord, Danemark, entnommen an

einer MeBstation des Meereslaboratoriums der Universitat

Arhus in R¢nbjerg (Dr. B. B. J¢rgensen). Nur Schlamm aus

dem schwarzen Bereich der Sedimentsaule wurde verwendet.

13) Schlarrun aus einer Lagune am Mittelmeer, Etang du Prevost,

bei Montpellier, Frankreich. Zwei Tage nach Beginn der

massiven Entwicklung von Schwefelwasserstoff im Juli 1977

wurden an mehreren Stellen Sedimentproben entnommen und

vereinigt.

Das Probenmaterial wurde in dicht verschlossenen GefaBen unter

einer Stickstoffatmosphare (5. 2.1.) im Dunkeln aufbewahrt.

Proben, die innerhalb einer Woche nicht fUr Anreicherungen ver

wendet werden konnten, wurden bei 4 °c gelagert.

2. Haufig angewandte Verfahrensweisen beim anaeroben Arbeiten

2.1. Aufbewahrung von Kulturen und L6sungen unter einer

anaeroben Gasatmosphare

In den verwendeten Kultur- und VorratsgefaBen war haufig ein

Gasraum Uber der FIUssigkeit vorhanden oder erforderlich. Urn

die streng anaeroben Bakterien ebenso wie Sauerstoff-empfind-

liche Losungen vor dem Zutritt von Luft zu schUtzen, wurde der

freie Raum Uber den FIUssigkeiten nach der von BRYANT (lg72)

beschriebenen sogenannten Hungate-Technik begast.

Zunachst wurde eine Glasspritze mit einer spitzwinklig geboge

nen KanUle mit Watte gestopft, autoklaviert und anschlieBend

Uber einen Schlauch und Glashahn mit einer Begasungsapparatur

verbunden. Mit Hilfe dieser Apparatur konnten Gase aus Stahl

flaschen (MESSER GRIESHEIM, DUsseldorf) liber St6mungsmeBrohre

mit Regulierventilen (FISCHER & PORTER, Gr. Ellershausen/G6t

tingen) in beliebigen Verhaltnissen miteinander vermischt wer

den. Der Gasdruck in der Apparatur betrug 0,5 atm. Zur Entfer

nung letzter Reste von Sauerstoff wurden die Gase durch eine

Glassaule geleitet, die einen Kupfer-Katalysator, Actimet 13

(DODUCO, DURRWACHTER, Sinsheim/Els.), enthielt. Die Glassaule

wurde Uber eine Heizspirale auf etwa 200 °c erhitzt. War der.

Kupfer-Katalysator dunkelbraun, so war er oxidiert und muBte

mit Wasserstoff zu der reduzierten braunroten Form regeneriert

werden. AIle Schlauchverbindungen der Begasungsapparatur waren

aus Isoversinic (VERNERT, Freimersdorf/K6In), das eine sehr ge

ringe Durchlassigkeit fUr 02 und H2 besitzt. Zur sterilen Be

gasung von GefaBen wurde die gebogene KanUle in der Bunsen

Flamme kurzzeitig auf schwache Rotglut erhitzt, ohne die Sprit

ze dabei zu erwarmen. Nach dem Dffnen des Glashahns wurde dann

die weitgehend abgekUhlte KanUle in die GefaB6ffnung einge

fUhrt. Gleichzeitig wurde ein steriler Stopfen so in die Ge

faB6ffnung gesteckt, daB das ausstr6mende Gas seitlich entwei

chen konnte. Der Stopfen wurde nur am oberen Rande, der nicht

mit dem KulturgefaB in BerUhrung kam, gehalten. Nach einer Be

gasungsdauer zwischen etwa 5 und 30 s wurde die KanUle - bei

noch str6mendem Gas - herausgezogen und der Stopfen gleich

zeitig so stark hineingedrlickt, daB er so fort hinter der KanUle

abschloB. AnschlieBend wurde der Stopfen noch etwas tie fer hin

eingedreht. Der Begasungsvorgang ist in Abb. 1 dargestellt. Es

wurden hauptsachlich Stopfen aus Butyl-Gummi (THOMAS, Phila-

d81:;:hic:, 2""" UE:.i.,' CIder ''liton (TJERNERT) veniende'c, denn diese

M2~e=ialie'l ~ate~ ebenfalls aine nur sahr geringe Durchl§ssig-



Abb. 1: Begasen eines GefaBes naeh der Hungate-Technik

keit fur 02 und H
2

. Nur fur Massenanzuehten in groBeren Kultur

gef~Ben waren auch gangige (blaue) Gummistopfen ausreichend.

Die versehlossenen Halse der GefaBe wurden dann zur Herabset

zung der Kontaminationsgefahr mit einer vorher in der Flamme

erhitzten Metallkappe bedeckt.

Beim Begasen von KulturgefaBen, insbesondere bei einem verhalt

nismaBig groBen Gasraum uber dem Medium, muBte dem einzuleiten

den Gas ein bestimmter Anteil an CO 2 beigemiseht werden. Die

Nahrmedien enthielten namlieh stets Biearbonat (5. 3.) als

Puffer und anorganisehe Kohlenstoffquelle, sodaB CO 2 aus der

Fllissigkeit in die Gasphase diffundierte. Ein Verlust des Me

diums an CO
2

hatte aber einen Anstieg des pH-Wertes zur Folge.

Daher wurde dem einzuleitenden Gas soviel CO 2 beigemiseht, daB

ein Diffusionsgleiehgewicht zwischen gelostem und gasformigern

CO
2

bestand. Der fur ein Gleiehgewicht erforderliche Partial

druek von CO
2

ist von der Konzentration an Bicarbonat im Me

dium, dem gewunschten pH-Wert und der Temperatur abhangig. Als

Temperatur der Medien kann man annaherungsweise 30 °c annehrnen.

Die Konzentration an Bicarbonat wurde bei der Herstellung der
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Medien vorgegeben (5. Tab. 2). Der erforderliche Partialdruek

von CO 2 in der Gasphase wurde nach der im Anhang gegebenen

Formel bereehnet. 1st der Gesamtdruek der Gasatmosph~re im Kul

turgef~B gleieh dem AuBendruek, also 1 atm, so ist der einzu

stellende prozentuale Anteil von CO 2 im Gasgemiseh gleieh dem

Zahlenwert des Partialdrueks, multipliziert mit dem Paktor 100.

In Tab. 1 sind einige Werte flir den CO 2-Gehalt im Casgcmiseh

~ngegeben, urn bei einem Gesamtdruek von 1 atm einen bestimmten

pH-Wert in den Medien aufreehtzuerhalten.

Tab. 1: Erforderlieher C02-Gehalt in der Gasphase liber den
verwendeten Kulturmedien, urn einen gegebenen pH-Wert
aufrechtzuerhalten

Gesamtdruek: "I atm; Temperatur: 30°C; [NaHC0 3] = 30 mmol/l

pH-Wert des Kulturmediums CO 2 -Gehalt
der Gasphase

[%}

6.6 37

6.8 26

7.0 "18

7.2 12

7.4 8,2

7.6 5,3

7.8 3, .j

Ferner war beim Begasen von KulturqefaBen zu beaehten, daB das

Medium noeh eine weitere flUchtige Verbindunq enthielt, njrnlich

das als Reduktionsrnittel stets benutzte Sulfid; dieses licgt

Ul:.i. ue" VeLWl:'llueten pH-WeL It!lI uereitti zu einelll erheblicben TL'.i.l

als freies H 2S vor und tritt daber aus de~ Medien merklich in

die Casphase Uber. Beim Bcgascn rnuRtc daher vermicden werden.



- 34 -

das Nahrmedium stark zu bewegen oder unnotig lange dem Gas

strome auszusetzen.

2.2. Druckentlastung von KulturgefaBen

Wenn in Nahrmedien geloste Substrate zu Methan umgesetzt wurden,

konnte infolge eines zu hohen Gasdrucks der Stopfen herausflie

gen oder das GefaB zerplatzen. Urn einen derartigen Druckanstieg

zu vermeiden, wurden die Stopfen der betreffenden KulturgefaBe

von Zeit zu Zeit soweit herausgedreht, daB das liberschlissige

Gas entweichen, aber keine Luft eindringen konnte. Die gelok

kerten Stopfen in den GefaBoffnungen wurden dann abgeflammt und

wieder tiefer hineingedreht.

KulturgefaBe, in denen eine starke Bildung von Methan erwartet

wurde, konnten auch schon von vornherein mit einem Aufsatz fur

einen kontinuierlichen Druckausgleich verschlossen werden. Zur

Herstellung eines solchen Aufsatzes wurde ein durchbohrter

Stopfen mit einem Garrohrchen versehen. Urn eine Konvektion in

diesem Garrohrchen zu vermeiden, hatte das Verbindungsstlick

zwischen den kugelformigen Erweiterungen, welche die Sperrflus

sigkeit aufnehmen, einen moglichst geringen Innendurchmesser.

Das Garrohrchen wurde nahe dem unteren Ende mit Watte gestopft.

Vor dem Autoklavieren wurde der Stopfen am Garrohrchen mit Alu

miniumfolie umwickelt. Nach dem Abklihlen wurde mit einer Sprit

ze Glycerin aufgenommen und liber einen dunnen Schlauch in das

Garrohrchen gegeben. Das Glycerin verhinderte als viskose

Sperrfllissigkeit ein Eindringen von Sauerstoff durch Konvek

tionsstromungen. Dieser Aufsatz wurde nach Entfernung der Alu

miniumfolie bei der Begasung eines GefaBes nach der beschriebe

nen Hungate-Technik als VerschluB verwendet; wahrend das Gasge

misch eingeleitet wurde, entwich ein Teil auch durch das Gar

rohrchen. Der Rand des so verschlossenen GefaBes wurde zur Her

absetzung der Kontaminationsgefahr mit erhitzter Aluminiumfolie

umwickelt.

2.3. Anaerobes Autoklavieren von Losungen

Hitzebestandige Losungen wurden ohne Luftzutritt in verschlos

senen GefaBen unter einer Gasatmosphare autoklaviert. Flaschen

oder Rohrchen wurden bis zu 80 % ihres Volumens mit den bet ref

fenden Losungen geftillt und nach der Hungate-Technik begast.

Die mit den Stopfen verschlossenen GefaBoffnungen wurden mit

Metallkappen bedeckt. Dann wurden die Flaschen senkrecht zwi

schen zwei rechteckige parallele Metallplatten eingespannt, die

an den jeweils entsprechenden vier Ecken tiber vier lange

Schrauben mit Fltigelmuttern verbunden waren; Rohrchen wurden

dabei in einem Stander gehalten. Die Fltigelmuttern wurden dann

so stark angezogen, daB der durch die Platten ausgetibte Druck

ein Herausfliegen der Stopfen im Autoklaven verhinderte. Erst

nach dem Erkalten wurden die Klemmplatten wieder entfernt.

2.4. Anaerobe Aufbewahrung von Losungen flir den standigen

Gebrauch

Zur Aufb~wahrung Sauerstoff-empfindlicher Stammlosungen, aus

denen haufig etwas entnommen wurde, dienten spezielle GefaBe

mit zwei offnungen lAbb. 2). Durch die eine der offnungen

wurde Stickstoff liber einen Wattefilter steril eingeleitet.

tiber die zweite Offnung, die mit einem Schraubdeckel zu ver

schlieBen war, konnte vom Inhalt entnommen werden, ohne an

schlie Bend nach der Hungate-Technik begasen zu mUssen. Vor der

Benutzung wurde das GefaB zusammen mit dem Wattefilter auto

klaviert. Danach wurde liber den Wattefilter Stickstoff von

0,5 atm Druck angelegt. Nach dem Aufdrehen des Schraubver

schlusses stromte der Stickstoff durch das GefaB. Sterile

Stammlosungen konnten dann eingeflillt und mit einer Pipette bei

Bedarf wieder entnommen werden. Die Losungen konnten in der

artigen GefaBen auch liber langere Zeit aufbewahrt werden; bevor

das GefaB von der Gasleitung getrennt wurde, muBte der Hahn ge

schlossen werden.
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Abb. 2: Anaerobe Aufbewahrung einer Vorratslosung (Stammlosung)
bei haufiger Entnahme

2.5. Aufbewahrung Kleiner Kulturvolumina in verschraubbaren

Flaschen und Rohrchen

FUr Kulturen bis zu 100 ml, die weder aus der Gasphase zu er

nahren waren noch Gas produzierten, bot sich eine einfache Me

thode fur die anaerobe Aufbewahrung an: Flaschen und Rohrchen

mit Schraubdeckeln und Gummidichtung wurden vollstandig mit dem

betreffenden Medium gefullt und fest verschlossen. Die Schraub

deckel waren aus Aluminium und konnten deshalb vor jedem 5ffnen

wirksam abgeflammt werden. Bei einer Erwarmung vollstandig ge

fUllter Flaschen und Rohrchen in einem Wasserbade oder Inkuba

tionsraum muBte die Warmeausdehnung der FIUssigkeit berUcksich

tigt werden; die GefaBe wurden dann mit den Schraubdeckeln bis

zum Erreichen der Temperatur zunachst weniger fest verschlos-

sen.

.: I -

3. Nahrmedien

FUr die Kultur Sulfat-reduzierender Bakterien wurden nach Mog

liehkeit ehemisch definierte Medien verwendet, die als organi

sehe Verbindungen nur das jeweilige Substrat und eventuell be

notigte vitamine enthielten.

Urn bei der Verwendung hoher Konzentrationen von Magnesium- und

Calcium-lonen in Medien fUr marine Bakterien Ausfallungen von

schwerlosliehen Phosphaten zu vermeiden, wurde Phosphat stets

in niedriger Konzentration verwendet. Da somit nur noch eine

geringe puffernde Wirkung yom Phosphat ausging, wurde den Medi

en reichlich Bicarbonat zugesetzt. Dadurch stand den Bakterien

gleichzeitig genUgend CO 2 fUr Synthesereaktionen zur VerfUgung.

Bei 30 °c betragt der pKa-Wert des Systems HCO;/Co 2 (gelast)

etwa 6.3. Da der pH-Wert der Medien fast immer etwas haher als

7.0 lag, waren die Kulturen somit gegen cine Ansauerung starker

gepuffert als gegen eine Alkalisierung.

Eine weitere Voraussetzung zur Anzucht Sulfat-reduzierender

Bakterien sind streng anaerobe Verhaltnisse. Das Fehlen von

Sauerstoff ist jedoch allein noch keine hinreichende Bedingung

fUr das Wachstum vieler streng anaerober Bakterien; darUberhin

aus ist ein bestimmtes negatives Redoxpotential erforderlich,

das alleln durch physikalisches Austreiben von Sauerstoff aus

der Lasung nicht erreicht werden Kanno Daher wurde den Kultur

medien ferner ein Reduktionsmittel zugesetzt; dieses sollte

aber nieht nur fur ein genUgend negatives Redoxpotential sor

gen, sondern auch Kleine Mengen von unvermeidbar eindringendem

Sauerstoff binden. Das Reduktionsmittel muBte deshalb bezUglich

dieser Reaktion eine gewisse Kapazitat haben und damit eine

nieht zu geringe Konzentration im Medium. Ascorbat (Vitamin C)

sowie Cystein erschienen weniger geeignet, da diese als bio

logische organische Verbindungen in Anreicherungen Substrate

fUr Bakterien sind. Bei der Verwendung von Thioglycolat muBte

elne Giftwlrkung auf empfindliche BakteL.LeJldrLen befUrchtet

werden. Da nun in Kulturen von Sulfat-reduzierenden Bakterien
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ohnehin Schwefelwasserstoff gebildet wird, wurde den NKhrmedien

von vornherein eine bestimrnte Menge an Natriumsulfid zugesetzt.

Somit enthielten diese ein naturliches und unter den anaeroben

Bedingungen nicht weiter abbaubares Reduktionsmittel.

FUr die geplanten Versuche wurde eine groBe Zahl von Nahrmedien

sehr unterschiedlicher Zusammensetzung benotigt. Diese wurden

jedoch nicht fUr jeden Fall einzeln zubereitet; vielmehr wurden

wenige bestimmte Grundmedien hergestellt, denen dann die fUr

den speziellen Zweck noch erforderlichen Komponenten aus sepa

raten Stamrnlosungen zugesetzt wurden.

3.1. Technik de~ anaeroben Zubereitung von Grundmedien

Bereits die Grundmedien muBten unter AusschluB von Luftsauer

stoff hergestellt werden. Welches Verfahren dabei angewandt

wurde, hing davon ab, ob das Medium in einer groBeren Zahl

kleinerer oder in wenigen graBen GefaBen verwendet wurde.

Einige Bestandteile des Grundmediums konnten nicht mit diesem

zusamrnen autoklaviert werden. Bicarbonat und Sulfid entweichen

aus heiBen Losungen schnell als CO 2 bzw. HZS; Sulfid wird

auBerdem in der Hitze besonders schnell oxidiert. Schwermetalle

aus Spurenelement-Losungen (hauptsKchlich Fe) werden in heiSen

Medien oft in Form flockiger, schwerloslicher Verbindungen aus

gefallt. Daher wurde zunachst ein Medium ohne die betreffenden

Komponenten hergestellt, das sogenannte Teilmedium, und auto

klaviert. Die noch fehlenden Bestandteile wurden erst nach dem

Erkalten des Teilmediums aus separat sterilisierten Losungen

zugesetzt.

3.1.1. Zubereitung von Grundmedien fUr kleine Kulturvolumina

FUr Stamrnkulturen, die Optimierung von Wachstumsbedingungen

und fUr Substrattests wurde Grundmedium in einer groBeren

Anzahl verschraubbarer Flaschen und Rohrchen vorratig gehalten

(s. 2.5.). Das fur einen solchen Zweck bestimmte ~Iedium wurde

in dem in Abb. 3 dargestellten trichterformigen Kolben zuberei

tet. Kolben dieser Art standen mit Volumina von 2 oder 5 1 zur

Verfugung. Das hitzebestKndige Teilmedium wurde in dem Kolben

direkt zubereitet, der dann mit dem abgebildeten Aufsatz mit

Wattefilter und Abflillvorrichtung autoklaviert wurde; dabei

blieben die Schraubverschllisse halb geoffnet. Nach dem Autokla

vieren wurde liber den Hahn und den Wattefilter ein Gemisch aus

90 % N2 und 10 % CO 2 von 0,07 atm Druck durch den Kolben gelei

tet, das durch die halboffenen Schraubverschlusse wieder ent

wich; diese wurden nach etwa 1 min verschlossen. Der Kolben

wurde dann unter Ruhrung in einem DurchfluB-Wasserbad abge

klihlt. Der Schlauch (Silicon) am unteren Ende des Steigrohres

endete wenige mm uber dem Boden des GefKBes; somit konnte der

Rlihrmagnet den Schlauch erfassen und in kreisende Bewegung ver

setzen, sodaB ein verstKrkter RUhreffekt zustande kam. Nach dem

Erkalten konnten die noch fehlenden Komponenten durch die links

in der Abbildung dargestellte ~ffnung steril zugesetzt werden;

dabei verhinderte das beim offnen des Schraubverschlusses stets

ausstromende Gasgemisch ein Eindringen von Luft. Zum Einstellen

des pH-Werts wurde durch die linke Offnung sterile SalzsKure

(bzw. Natriumcarbonat-Losung) zugegeben und unter RUhrung mit

dem Medium vermischt. tiber die rechte ~ffnung wurden mit einer

sterilen Pipette kleine Proben entnommen und mit einem pH-Meter

geprUft. War der gewUnschte pH-Wert eingestellt, so wurde die

RUhrung endgUltig ausgeschaltet. Mit Hilfe der glasernen Ab

fUllglocke wurde das Medium unter Betatigung des Quetschhahns

in sterile verschraubbare Flaschen (50 - 100 ml) oder Rohrchen

(20 ml) gefUllt. Die AbfUllglocke schUtzte die Austrittsoff

nung gegen Luftkontaminationen. Die ersten 100 ml des entnom

menen Mediums wurden in den Kolben zurUckgegeben. WKhrend der

Gasdruck das Medium aus dem Kolben trieb, verhinderte die be

sondere Form dieses GefaBes eine zu starke Abgabe von H2S in

den Gasraum: 1nfolge der Trichterform wurde die Oberflache des

standig abnehmenden Flussigkeitsvolumens ebenfalls imrner klei

ner, sodaB der Gasaustausch in Grenzen gehalten wurde. Bei
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3.1.2. Zubereitung von Grundmedien fUr gr6Bere Kulturvolumina

;·ledium fUr Ku1turvo1umina von 0,25 bis 10 1 wllrde in den jelv,.'i

ligen Anzuchtgef5Ben direkt zubereitet. G1asflaschen mit

Schraubversch1Ussen bzw. Stei1brustflaschen wurden bis zu 70 ~

ihres Volumens mit dem autok1avierbaren Teilmedium qefUllt und

mit RUhrmagneten versehen. Neben den Anzuchtgef~Ben wurden noch

zus~tz1ich k1einere Gef~Be mit Teilmedillm gefli1lt. 7.um Autokla

vieren wurden die Schraubverscll1Usse nur !ocker zuqedreht;

Stei1brustf1aschen wurden mit Wattestopfen verschlossen und ~it

urngestU1pten Becherg1!sern bedeckt. Nach dem Autoklavieren wur

den die noch heiBen AnzuchtqefaBe aus den kleineren ~laschen

auf 90 bis 95 % ihres Volumens aufgefUllt, nach 2.1. mit einc~

Gemisch aus 90 % N2 und 10 % CO 2 begast und mit sterilen Cum~i

stopfen verschlossen. Nach clem AbkUhlen unter RUhrung in e i n,'II'

DurchfluB-Wasserbad wurden die fUr das Grundmedium noch crf~Jr

derlichen Komponenten zugesetzt sowie der pH-Wert eingestellt

(5. 3.1.1.). Nach jedem Arbeitsschritt wurden die Flaschen wir

der nach der Hungate-Technik versch1ossen.

3.2. Einzel16sungen fUr die Herste11ung von Grundmedien

Abb. 3: Zubereitung von Grundmedium flir k1eine F1aschen und
Rohrchen

der Entnahme von Proben und beim Abfti11en wurden das Entweichen

von CO 2 und H2S sowie der Kontakt des aus1aufenden Mediums mit

der Luft soweit wie m6g1ich eingeschrankt: Die Austritts6ffnung

der Pipette bzw. die unter der Abfli11g1ocke wurde stets in das

bereits ausge1aufene Medium eingetaucht (Abb. 3).

a) Spurene1ement-Gemisch I

Stamm1osung: HCl SO mmo1/l

H
3

B0 3 1,0 mmo1/1

t-lnC1 2 D,S mmo1/1

FeC1 2 7,5 mmo1/1

COC1
2 0,5 mmo1/1

NiC1
2 0,1 romo1/1

CUC1 2 0,1 mmo1/l

znC1 2 0,5 mmo1/1



Zunachst wurde FeC1 2 in der benatigten Menge halbkonzentrierter

Salzsaure, 5 mol/l, gelast; dann wurden die librigen Verbindun

gen zugesetzt. Nach dem Aufflillen mit destilliertem Wasser wur

den Flaschen (50 bzw. 100 ml Inhalt) bis zu 80 % ihres Volumens

gefUllt, mit Schraubdeckeln dicht verschlossen und autoklaviert

(s. auch 3.4.).

Mengen auf Flaschen vcrteilt, die jeweils fUr die Herstellung

eines bestimmten Volumens an Medium benatigt wurdcn. Die Pla

sehen wurden bis zu 80 % ihres Volumens geflillt, naeh 2.1.

mit CO 2 begast und nach 2.3. unter VersehluB autoklaviert.

Anwendung: 1,0 ml Spurenelement-Gemisch I pro 1 Kultur

medium (Verdlinnung 1/1000)

d) Sulfid

Stammlasung: 0,50 mol/l

b) Molybdat

Stamrnlasung: NaOH 10 mmol/l

Anwendung: 3,0 ml Sulfid-Lasung pro 1 Kulturmedium;

das entspricht einer Endkonzentration von

1,5 mmol/l. Flir spezielle Medien wurden

hahere Konzentrationen verwendet.

Anwendung:

0,1 mmol/l

1,0 ml Molybdat-Lasung pro 1 Kulturmedium

(Verdlinnung 1/1000)

Die Sulfid-Lasung wurde nach 2.3. unter einer Stickstoffatmos

phare autoklaviert. ~urde eine Sulfid-Lasung haufiger benatigt,

so wurde der Inhalt der autoklavierten, abgeklihlten Flaschen in

das in Abb. 2 dargestellte GefaB gegeben.

Die Molybdat-Lasung wurde wie das Spurenelement-Gemisch I

autoklaviert. e) Salzsaure, Natriumcarbonat

c) Bicarbonat

Stammlasung: 1,0 mol/l

bis zur Sattigung

Zum Einstellen des jeweils benatigten pH-Werts dienten Lasun

gen von HC1, 2,0 mol/l, bzw. Na
2

C0 3 , 1,0 mol/i. Kleine Flaschen

(50 bzw. 100 ml Inhalt) wurden bis zu 60 % ihres Volumens ge

fUllt, mit Schraubdeckeln mit Gummidichtung fest verschlossen

und autoklaviert (s. auch 3.4.).

Anwendung: 30 ml Bicarbonat-Lasung pro 1 Nahrmedium;

das entspricht einer Endkonzentration von

mindestens 30 mmol/l.

3.3. Zusammensetzung verschiedener Grundmedien

3.3.1. Normale synthetische Grundmedien

Die Lasung von Natriumbicarbonat in destilliertem Wasser wurde

in einem Kolben mit Kohlendioxid liberschichtet und unter Ver

schluB"kraftig geschlittelt. Der Vorgang wurde so oft wieder

holt, bis beim Offnen des Kolbens kein Unterdruck mehr bemerkt

wurde. Die mit CO 2 gesattigte Lasung wurde bereits genau in den

Tab. 2 gibt die Zusammensetzung flinf verschiedener syntheti

scher Grundmedien an, die sich in den Konzentrationen der wich-
" + + 2+ 2+ -tlgsten Ionen (Na , K , Mg , Ca , Cl ) unterscheiden. Die
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3.3.2. Synthetisches Grundmedium fUr Kulturen mit langkettigen

Fetts~uren

Die langkettigen Fetts~uren wurden den N~hrmedien vor dem Be

impfen aus geschmolzenen Lasungen ihrer Natriumsa1ze zugesetzt

(5. 3.4.1.). Enth~lt nun ein Medium hahere Kunzentrationen an

NaCl, MgC1
2

und CaC1
2

, so werden die langkettigen Fettsauren

an der Zugabestelle so fort in Form dicker Flocken der Erdalka

lisalze ("Kalkseifen") ausgef~llt; derartige Flocken bleiben

zum Teil unter der FIUssigkeitsoberfl~chehangen. In dieser

Form jedoch w~ren die Fetts~uren den Bakterien schwer zug~ng

1ich. Daher wurden alle Grundmedien fUr Kulturen mit haheren

Fetts~uren zunachst ohne Zusatz von NaCl, MgC1 2 und CaC1 2 her

gestellt. Von den fehlenden Mineralsalzen wurden einzelne kon

zentrierte Lasungcn hergestellt:

1, (' molll

2,0 molll

5,0 mol/la) NaCl

c) CaC1 2

Stammlosungen:

ersten sieben Komponeten (NaCl, MgC1 2 , Kel, CaC1 2 , NH 4Cl,

KH
2

P0
4

, Na
2

S0
4

) wurden nacheinander unter RUhren in destil

liertem Wasser gelast und als sogenanntes Teilmedium (s. 3.1.)

autoklaviert. Sollte das Medium fUr die PrUfung auf alterna

tive Elektronenakzeptoren, fUr stochiometrische Versuche mit

begrenztem Sulfat-Gehalt oder zur Anzucht von Methanbakterien

verwendet werden, so wurde kein Sulfat zugesctzt. Dic vier

letztgenannten Komponenten (Spurenelemente I, Molybdat, NaHC0 3 ,

Na
2

S) wurden dem abgekUhlten Teilmedium aus sterilen Stamm

losungen (s. 3.2.) zugesetzt, so wie es unter 3.1. beschrieben

ist; ebenso wurd~ U~L ~ewUnschte pH-Wert eingeste1lt. FUr Ver

suche zur Wirkung von Spurenelementen wurde kein l~olybdat zu

gesetzt. Die Medien waren in verschraubbaren Flaschen (50 bzw.

100 ml) etwa vier Monate lang, in Rahrchen (20 ml) etwa zwei

Monate lang haltbar. FUr eine l~ngere Aufbewahrung wurde der

Gehalt an Na
2

S bei der Herstellung auf 3 mmol/l erhaht.
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Diese Stammlosungen wurden separat in Flaschen unter VerschluB

autoklaviert und erst nach Zusatz der hoheren Fettsauren vor

dem Beimpfen dem betreffenden Kulturmedium in der benatigten

Konzentration (s. Tab. 2) zugesetzt. Beim Vorgehen in dieser

Reihenfolge bildeten die ausfallenden Erdalkalisalze der lang

kettigen Fettsauren sehr viel feinere Flocken, die gut verwer

tet wurden.

3.3.3. Agarmedium

Rur Reinkulturen fadiger, gleitend beweglicher Bakterien wurde

haufig ein Medium mit Agar als einer gelartigen, inerten GerUst

substanz verwendet. Es wurde soviel Agar zugesetzt, daB das

Medium noch gut in Flaschen gefullt und pipettiert werden konn

teo Eine Konzentration von 2 9 Agar pro 1 Medium hatte sich als

optimal erwiesen. Die fUr das Volumen des herzustellenden Medi

ums benotigte Menge Agar wurde gewaschen, indem sie in destil

liertem Wasser, etwa 100 ml pro 9 Agar, susp~ndiert wurde. Nach

dem Absetzen des Agars wurde der Uberstand vorsichtig abgegos

sen und durch neues Wasser ersetzt. Dieser Waschvorgang wurde

funfmal wiederholt. Nach dem AbgieBen des letzten Waschwassers

wurde soweit mit destilliertem Wasser aufgefUllt, daB eine Sus

pension von 50 ml Flussigkeitsvolumen pro 9 Agar (20 9 Agar/I)

erhalten wurde. Die Wassermenge zum Losen der Salze des Teil

mediums (5. 3.3.1.) wurde so bemessen, daB das endgUltige Volu

men erst beim Zusatz der Agarlosung nach dem Autoklavieren er

reicht wurde. Die Agarsuspension und das Teilmedium wurden ge

trennt autoklaviert. Nachdem das in dem Kolben (Abb. 3) en thal

tene Teilmedium auf etwa 80 °c abgekUhlt war, wurde die eben

falls bei 80 DC flussig gehaltene Agarlosung zugegeben. Der

Kolbeninhalt wurde unter RUhren weiter abgekUhlt und dann eben

so zubereitet, wie es unter 3.1.1. beschrieben ist.

3.3.4. Naturliches Meerwassermedium

Vorrate von Meerwasser aus der Nordsee wurden unter VerschluB

im Dunkeln aufbewahrt. Die molaren Konzentrationen der haufig

sten Bestandteile des naturlichen Meerwassers sind im Anhang

aufgefuhrt. In den abgebildeten Kolben (Abb. 3) wurden pro I

Endvolumen herzustellenden Meerwassermediums 900 ml Nordseewas

ser gefullt und autoklaviert. Weil Meerwassermedium wenig

Ammonium und noch weniger Phosphat enthalt, wurde eine Lasung

mit 70 mmol NH 4CI und 21 mmol KH
2

Po
4

pro I getrennt autokla

viert. Nach dem Abkuhlen des Meerwassers wurden pro 1 Endvolu

men 70 ml dieser sterilen Ammonium-Phosphat-Losung zugesetzt.

Dann wurden Spurenelemente, NaHC0 3 und Na
2

S zugesetzt (s. 3.2);

der pH-Wert wurde auf 6.9 eingestellt.

3.3.5. Grundmedien fUr Agar-SchUttelkulturen

FUr Agar-SchUttelkulturen mit Agar in der Ublichen Endkonzen

tration von 10 gil (5. 4.1.1.) wurde der Gehalt an NaCl, MgC1
2

,

Spurenelementen, NaHC0
3

und Na 2S in dem jeweils benotigten

Grundmedium (Tab. 2) auf das l,5fache erhaht. FUr die Versuche

mit Weichagar (5. 3.5.5.; 4.1.1.) wurde der Gehalt an den ge

nannten Bestandteilen auf das l,3fache erhoht.

3.3.6. Medien zum Suspendieren isolierter Bakterien

Zum Suspendieren abgeimpfter Kolonien aus Agar-Schuttelkulturen

sowie zum Reinigen einzelner Zellfilamente groBer fadiger Bak

terien wurden sehr geringe Volumina, 0,5 bzw. 1 ml, in kleine

Glasrohrchen gefUllt. Weil so geringe Mengen verhaltnismaBig

schnell durch Luftsauerstoff oxidiert werden kannen, wurde der

Gehalt an Na 2s auf 10 mmol/l erhoht: Einer Flasche mit 50 ml

Inhalt, die das betreffende Grundmedium enthielt, wurden 0,9 ml

sterile Na 2S-Losung, 0,50 mol/l, und zum Wiedereinstellen des

ursprunglichen pH-Werts noch 0,3 ml sterile Salzsaure,

2,0 mol/I, zugesetzt (s. 3.2.).



3.3.7. Grundmedium fUr Versuche mit Methanbakterien

Zur Anreicherung von Methanbakterien und fUr Mischkulturen von

Methanbakterien mit Sulfatreduzierern wurde SUBwassermedium

(Tab. 2) ohne Sulfat verwendet. FUr die Reinkulturen der in

dieser Arbeit isolierten Methanbakterien wurde der Gehalt an

Na 2S des SUBwassermediums auf 2,5 mmol/l erhoht.

3.3.8. Grundmedien fUr Rollrahrchen

FUr die Isolation der in dieser Arbeit benotigten Methanbakte

rien mit Hilfe von Rollrohrchen wurde ein spezielles, Sulfat

freies SUBwassermedium mit einem auf 10 mmol/l erhohten Gehalt

an Na 2S verwendet. Der Gehalt dieses Mediums an NaCl, MgCl 2 ,

Spurenelementen und NaHC0 3 war doppelt so hoch, der an den

Ubrigen Bestandteilen genauso hoch wie in dem SUBwassermedium

(s. Tab. 2). Der pH-Wert wurde auf 7.0 eingestellt.
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triert; die Membranfilter waren vorher zusammen mit dem Fil

triergerat autoklaviert worden.

1m folgenden ist die Herstellung und Anwendung all de= ~usatze

beschrieben, die fUr die verschiedenen Versuche in den Nahrme

dien benatigt wurden.

3.4.1. Elektronendonatoren

ill Wasserstoff

Wasserstoff wurde im Gemisch mit einem bestimmten Anteil an CO
2

als Gasphase Uber der betreffenden Kultur einqesetzt, so wie es

unter 2.1. und 3.5.3. eingehender beschrieben ist.

b) Alkohole

Die wasserfreien Aikohole wurden in etwas dcstilliertes Wasser

eingewogen; nach dem AuffUllen iluf das betreffende Volumen und

grlindlichem Umschwenken wurden die Lasungell bei 120 °c in ver

schlossenen Flaschen autoklaviert.

3.4. Die im Einzelfall benotigten Zusatze flir Grundmedien

Die im einzelnen Falle benotigten Substrate, Wachstumsfaktoren

und besonderen Spurenelemente wurden den Grundmedien erst un

mittelbar vor dem Beimpfen aus konzentrierten sterilen Stamm

losungen zugesetzt.

Hitzebestandig.) Stammltisungen wurden autoklaviert; dazu wurden

Flaschen mit 50 bzw. 100 ml Inhalt bis zu 80 % ihres Volumens

mit der betreffenden Lasung gefUllt und mit Schraubdeckeln

dicht verschlossen. Gewichtskontrolle der Flaschen vor und nach

dem Autoklavieren hatte bewiesen, daB dabei keine Fllissigkeit

bzw. kein Dampf entweichen konnte.

Gegen Hitze empfindliche Stammlasungen wurden mit Stickstoff

von 1 atm Druck Uber Membranfilter aus Celluloseacetat

(SARTORIUS, Gottingen), Porendurchmesser 0,20 ~m, sterilfil-

Nethanol

I\.thanol

Propanol- (1)

n-Butanol-(l)

Stammlasung Anwendunq Endkonzentriltion

[molll] [mIll] [mmol/l ]

5,0 5, a 25,0

1,0 10,0 10,0

1,0 5,0 5,0

0,5 10, 0 5,0
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c) Alkansauren, Cl~9

Stammlasung Anwendung Endkonzentration

[moll 1] [mIll] [mmolll]

Formiat (C 1 ) 1, a 5,0 - 12, a 5,0 - 12, U

Acetat (C 2 ) 2,0 5,0 - 10, a 10,0 - 20,0

Propionat (C
3

) 2,0 4,0 - 8,0 8,0 - 16,0

n-Butyrat (C
4 ) 1,0 5,0 - 10,0 5,0 - 10,0

iso-Butyrat (C
4 ) 1,0 5,0 5,0

n-Valerianat (C 5 ) 1, a 5,0 5,0

2-Methyl- (C 5 ) 1, a 5,0 5,0
butyrat

3-Methyl- 1 )

butyrat
(C

5 ) 1,0 5,0 5,0

n-Capronat (C
6 ) 1,0 3,0 3,0

n-Heptanat 2) (C
7 ) 1, a 1,5 1,5

n-Caprylat (C
8 ) 1,0 0,8 0,8

n-Pelargonat (C g ) 0,5 1, a 0,5

Die Stammlasungen von Formiat und Acetat wurden jeweils aus den

kauflichen, verhaltnismaBig reinen Natriumsalzen angesetzt. Zur

Herstellung der Lasungen von Propionat und haheren Alkansauren

dienten die freien Sauren; diese wurden in etwas destilliertes

Wasser eingewogen und unter Rlihrung und Ktihlung langsam mit

etwas weniger als der aquimolaren Menge konzentrierter Natron

lauge, 4,0 mol/l, versetzt. Mit verdlinnterer Natronlauge,

1,0 mol/l, wurde dann der pH-Wert auf 9.0 eingestellt. In den

nunmehr schwach alkalischen Lasungen machte sich bisweilen ein

fruchtartiger Geruch hemerkbar, der durch Ester verursacht

wurde, die in den kauflichen Sauren als Verunreinigungen vor-

1) 3-Methylbutyrat wird in der Mikrobiologie haufig iso-Valerianat genannt

2) Die Bezeichnung von Heptanat mit dem Trivialnamen "Onanthat" ist wenig
gebrauchlich

"
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kommen. In solchen Fallen wurdcn die Lasungen solange gekocht,

his sich der Geruch verfllichtigt hatte. Eventuell vorhandene

Trlibungen wurden tiber ein Membranfilter aus Celluloseacetat

entfernt. Nach dem Aufftillen aufs Endvolumen wurdcn die Lasun

gen in verschlossenen Flaschen bei 120°C autoklaviert.

Ameisensaure-Formiat-Gemisch:

AuBer einer Lasung von reinem Natriumformiat wurde noch pine

weitere hergestellt, die ein Gemisch aus Ameisensaure,

0,50 mol/l, und Natriumformiat, 0,50 mol/l, enthielt. Die La

sung wurde wiederum in verschlossenen Flaschen autoklaviert.

Das Ameisensaure-Formiat-Gemisch wurde verwendet, wenn bestimm

ten Kulturen noch wahrend des Wachs turns wciteres Formiat zuge

setzt werden sollte.

d) Alkansauren, C
l0

his C
18

Stammlasung Anwendung Endkonzentration

[mol/l] [mIll] [mmol/l]

n-Caprinat (e l 0) 0,50 1 , a u,:.u

n-Laurinat (C 12 ) 0,20 2,5 0,50

n-Myristinat (C 14 ) 0,20 5,0 1,0

n-Palmitat (C 16) 0, 10 15, a 1,5

n-Stearat (C
18

) 0,10 15,0 1,5

Die langerkettigen Alkansauren, die Fettsauren im engeren Sin

ne, sind hei Raumtemperatur fest. Zur Herstellung der Na-Salze

wurden diese Fettsauren daher in Wasser mit der aquimolaren

Menge an NaOH in einem siedenden Wasserbad erhitzt; die Sauren

schmolzen dabei und lasten sich beim Rlihren langsam. Nach dem

Aufftillen mit heiBem destillierten Wasser auf das jeweilige

Volumen wurden die Lasungen nochmals vermischt, im heiBen Zu

stande auf Flaschen verteilt und unter VerschluB hei 120 °c
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autoklaviert. Beim Erkalten erstarrten die Losungen der lang

kettigen Fettsauren zu halbfesten, seifigen Massen. Vor der

Verwendung als Substrat wurden daher die Stammlosungen in einem

siedenden Wasserbad wieder geschmolzen und im flussigen Zu

stande den Medien zugesetzt. Pipetten fur die Entnahme wurden

vorher in der Bunsen-Flamme erwarmt. Die besondere Zubereitung

der Kulturmedien mit langkettigen Fettsauren als Substraten

wurde unter 3.3.2. beschrieben.

e) Lactat, Pyruvat

f) Dicarbonsauren

Stammlosung Anwendung Endkonzentration

[mol/l] [ml/l] [mmol/l]

Succinat 1,0 5, U 5,0

Fumarat 1,0 5,0 5,0

DL-Malat 1,0 5,0 5,0

Adipat 1,0 3,0 3,0

Pimelat 1,0 2,0 2,0

Die Pyruvat-Losung wurde aus dem Natriumsalz hergestellt und

sterilfiltriert. Die Losung wurde im Dunkeln bei 4 °c aufbe

wahrt und jeweils nach flinf Monaten erneuert.

g) Carbonsauren mit cyclischen Substituenten

Die festen, freien Dicarbonsauren wurden in wenig destillier

tes Wasser eingewogen und unter Rlihrung langsam mit etwas we

niger als der zweifachen aquimolaren Menge konzentrierter

Natronlauge, 4,0 mol/l, versetzt. Mit vcrdunntercr Natronlauge

wurde dann ein pH-Wert von etwa 8 eingestellt. Die Losungen

wurden mit destilliertem Wasser aufgefullt und unter VerschluR

autoklaviert

Stammlosung Anwendung Endkonzentration

[mol/l] [ml/l ] [mmoll 1]

Cyclohexan- 1 , 0 2,0 - 4,0 2,0 - 4,0carboxylat

Benzoat 1,0 2,0 - 5,0 2,0 - 5,0

Hippurat 1,0 2,0 2,0

Phenylacetat 1, ° 1,5 - 3, ° 1,5 - 3,0

3-Phenylpropionat 0,5 3, ° - 6,0 1,5 - 3,0

2-Hydroxybenzoat 1,0 1,0 - 2,0 1,0 - 2, °
3-Hydroxybenzoat 1,0 1, ° 1, °
4-Hydroxybenzoat 1,0 ·1,0 1,0

Nicotinat 0,5 3,0 1, 5

Stammlosung Anwendung Endkonzentration

[mol/l] [ml/l] [mmol/l]

1,0 10,0 10,0

1,0 10,0 10,0

Lactat-Losung wurde Milchsaure, 85 %, in

pyruvat

Lactat

Zur Herstellung der

etwas destilliertem Wasser gelost und mit Natronlauge genau

bekannter Konzentration bis zu einem pH-Wert von 8.5 titriert.

Aus der verbrauchten Menge an Natronlauge wurde die genau vor

handene Menge an Milchsaure berechnet. Dementsprechend wurde

dann die Lactat-Losung mit destilliertem Wasser auf die Endkon

zentration aufgefullt und sterilfiltriert.
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Die Losung von 2-Hydroxybenzoat (Salieylat) wurde aus dem

Natriumsalz hergestellt, das in hoher Reinheit erhaltlieh ist.

Die Stammlosungen der Ubrigen Carbonsauren mit eyelisehen

Substituenten wurden aus den freien Sauren hergestellt. Diese

wurden dazu in etwas destilliertem Wasser suspendiert und unter

RUhrung langsam mit etwas weniger als der aquimolaren Menge an

konzentrierti~r Natronlauge, 4,0 mol/l, versetzt. Der pH-Wert

wurde dann mit verdUnnter Natronlauge, 1,0 mol/l, auf 8 bis 9

eingestellt. Die Sauren gingen bei der Neutralisation in Lo

sung. Mit destilliertem Wasser wurde auf das gewUnsehte Volu

men aufgefUllt. Alle Losungen der hier genannten Carbonsauren

mit eyelisehen Substituenten wurden in versehlossenen Flasehen

bei 120 °c autoklaviert. Die Hydroxybenzoate wurden ansehlies

send im Dunkeln aufbewahrt.

h) Harnsaure

Das Natriumsalz der Harnsaure ist zwar etwasleiehter loslieh

als die freie Saure; dennoch ist die Konzentration selbst einer

gesattigten Losung des Natriumsalzes fUr eine Stamm~osung bei

weitem zu niedrig. Daher wurde eine konzentrierte Suspension

hergestellt: Harnsaure wurde in destilliertem Wasser mit der

aquimolaren Menge an NaOH versetzt und im siedenden Wasserbad

10 min lang unter RUhren erhitzt. Dann wurde soviel destillier

tes Wasser hinzugegeben, daB eine Suspension von 0,20 mol/l er

halten wurde. Diese wurde naeh gutem Durehmisehen in Flasehen

unter VersehluB bei 120 °c autoklaviert. Vor der Zugabe zum

Medium wurde die breiige Suspension gesehUttelt. Zur Entnahme

diente eine Pipette mit einer nieht zu engen Offnung. Pro 1

Kulturmedium wurden 25 ml der Suspension zugesetzt; das ent

~praeh einem Gehalt an Harnsaure im Medium von 5 mmol/l. Aueh

im Medium lag die Harnsaure groBtenteils als unloslieher Boden-

satz vor.

i) Kohlenhydrate

Stammlosung Anwendung Endkonzentration

[mol/l] [ml/l] [mmol/l]

D(+)-Glueose 0,50 10,0 5,0

D(-)-Fruetose 0,50 10,0 5,0

Maltose 0,25 10,0 2,5

Cellobiose 0,25 10,0 2,5

Die jeweiligen Losungen der Kohlenhydrate in destilliertem

Wasser wurden sterilfiltriert und ansehlieBend bei 4 °c auf

bewahrt.

k) Alkane

Methan

n-Hexan

n-Heptan

n-Octan

n-Tetradecan

n-Hexadeean

HeLhan mit einem bestimmten Gehalt an CO 2 wurde als Gasphase

Uber dem jeweiligen Kulturmedium eingesetzt, so wie es unter

2.1. und 3.5.3. beschrieben ist.

Die flUssigen Kohlenwasserstoffe wurden durch SehUtteln in An

wesenheit von Sedimentpartikeln im Medium emulgiert; die

Methode ist unter 3.5.4. beschrieben. Eine Sterilisation der

Alkane war fUr die anaeroben Versuehe im Rahmen dieser Arbeit

nieht erforderlich.



3.4.2. Elektronenakzeptoren

a) Losliche anorganische Elektronenakzeptoren

Stammlosung Anwendung Endkonzentration

[mol/I] [mIll] [mmol/l]

Sulfit 1,0 2,0 2,0

Thiosulfat 1,0 5,0 - 12,0 5,0 - 12,0

Nitrat 1,0 4,0 - 15,0 4,0 - 15,0

Die Lasungen von Na 2S0 3 und Na 2S20 3 wurden liber Membranfilter

aus Celluloseacetat sterilfiltriert. Die Suifit-Losung wurde

anschlieBend in Flaschen unter Stickstoffatmosphare oder - bei

haufigerem Gebrauch - in dem in Abb. 2 dargestellten GefaB auf

bewahrt. Die NaN0 3-Lasung wurde in verschlossenen Flaschen bei

120 °c autoklaviert.

bl Schwefel

SchwefeIbllite wurde in einem Marser fein zerrieben und zusammen

mit einem Rlihrmagneten in einen evakuierbaren Koiben gegeben.

Nach Zusatz von destilliertem Wasser wurde unter standiger mag

netischer Rlihrung abwechseind evakuiert und begast. Auf diese

Weise wurde der zunachst auf der Wasseroberflache schwimmende

Schwefel befeuchtet, sodaB er schlieBlich absank. Das liberste

hende Wasser wurde dann abgegossen. Der waBrige Schwefelbrei

wurde in verschlossenen Flaschen bei nur 104 °c autoklaviert.

0) Fumarat, Malat

Zur Prlifung von Fumarat und Malat auf Verwertbarkeit als Elek

tronenakzeptoren dienten die unter 3.4.1. beschriebenen Lasun

gen, von denen nunmehr dem Medium jeweils die doppeite Menge

zugesetzt wurde (Endkonzentration: 10 mmol/l).
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d) Sauerstoff

Zur Prlifung des Wachstums unter mikroaeroben Bedingungen

diente eine Gasphase mit 10 % Sauerstoff liber Kulturen in

Weichagar. Die Methode wird unter 3.5.5. beschrieben.

3.4.3. Kohlenstoffquellen

a) Elektronendonatoren als gleichzeitige Kohlenstoffquellen

Bei der Verwendung aller organischen Verbindungen auBer Formiat

als Elektronendonatoren in Minimalmedien wurden keine weiteren

Kohlenstoffquellen zugesetzt. Lediglich solche Medien, denen

die unter 3.4.7. aufgeflihrten Suppline zugesetzt wurden, er

hielten dadurch weitere mogliche Kohlenstoffquellen.

bl Acetat

Sofern nicht auf autotrophes Wachstum zu prlifen war, wurde bei

der Verwendung von Wasserstoff, C1-verbindungen oder hoheren

Alkoholen als Elektronendonatoren Acetat in geringer Konzentra

tion als organische Kohlenstoffquelle zugesetzt. Aus einer ste

rilen Stammlosung mit 0,70 mol Acetat pro 1 wurde 1,0 ml pro 1

Kulturmedium zugesetzt, was einer Endkonzentration von

0,70 mmol/l entspricht. Als Elektronendonator flir die Sulfatre

duktion wlirde diese Menge Acetat maximal nur 0,70 mmol H2S

pro 1 Medlum liefern.

c) Kohlendioxid

Allen Medien wurde bei der Herstellung eine mit Kohlendioxid

gesattigte Losung von NaHCo 3 zugesetzt (s. 3.2.). Daher stan

den den Bakterien mindestens 30 mmol CO 2 pro 1 als anorganische

Kohlenstoffquelle zur VerfLigulIy.



3.4.4. Vitamine und Vitamin-~hnliche Stoffe

Die Wahl der Vitamin-Konzentrationen fur die Medien erfolgte in

Anlehnung an PFENNIG (1965), KOSER (1968) sowie BOK und CASIOA

(1977). Bei der Herstellung der Stammlasungen wurde die Emp

findlichkeit einiger Vitamine gegenliber bestimmten pH-Bereichen

und haheren Temperaturen berUcksichtigt (MERCK Index, 1960;

KOSER, 1968); im Zweifelsfalle wurden die Lasungen stets in

reinem destillierten Wasser angesetzt und Uber Membranfilter

sterilfiltriert.

j-

Kurz
bezeichnung:

Liponat

Menadion

Nicotinat

Stammlsg. :
[mmol/l]

0,048

0,36

0,81

Herstellung:

1 mg OL-" -Lipons~ure

100 ml Na-phosphat-Puffer,
50 mmol/l, pH = 7.0

10 mg Menadion-Na-bisulfit

100 ml dest. Wasser

10 mg Nicotins~ure

100 ml dest. Wasser

Sterili
sation:

Autokl.

Filtr.

Autokl.

Einzellasungen verwendeter Vitamine

Kurz
bezeichnung:

4-Amino
benzoat

Biotin

Cholin

Folat

Hamin

Stammlsg. :
[mmol/l]

0,29

0,041

0,037

14,3

0,068

1,53

Herstellung:

4 mg 4-Aminobenzoes~ure

100 ml dest. Wasser

1 mg O(+)-Biotin

100 ml dest. Wasser, heiB

5 mg Cyanocobalamin

100 ml dest. Wasser

200 mg Cholinchlorid

100 ml dest. Wasser

3 mg Fols~ure

100 ml dest. Wasser

100 mg H~min

100 ml Natronlauge,
50 mmol/!

Sterili
sation:

Autokl.

Autokl.

Autokl.

Filtr.

Filtr.

Filtr.

Pantothenat

Pyridoxal

Pyridoxamin

Pyridoxol

Riboflavin

Thiamin

0,21

0, 15

0,58

0,24

0 / 13

0,30

5 mg Ca-D(+)-pantothenat

100 ml dest. Wasser

3 mg Pyridoxal
hydrochlorid

100 ml dest. Wasser

15 mg Pyridoxamin
dihydrochlorid

100 ml dest. Wasser

5 mg pyridoxol
hydrochlorid

100 ml dest. Wasser

5 mg Riboflavin

100 ml Essigs~ure-Lsg.,

20 mmol/l

10 mg Thiaminiumdichlorid

100 ml Na-phosphat-Puffer,
200 mmol/l, pH = 3.4

Filtr.

Filtr.

Filtr.

Filtr.

Autokl.

Autokl.

Inosit 8,3 150 mg myo-Inosit

100 ml dest. Wasser

Filtr.

Anwendung: 1,0 ml einer Vitamin-Lasung pro 1 Medium; fUr

die jeweilige Endkonzentration gilt dann der

fUr die Stamm16sung angegeben Wert in umol/l.
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AIle Vitamin-Lasungen wurden bei 4 °c im Dunkeln aufbewahrt.

Die Losungen von B12 , Folat, Hamin, Pyridoxal, Pyridoxamin,

Pyridoxol und Riboflavin wurden zusatzlich durch Umwickeln mit

schwarzem Papier vor Licht geschUtzt.

Vitamin-Gemische

3.4.5. Dithionit

In vie len Fallen war zur Initiation des Wachs turns der Sulfat

reduzierenden Bakterien ein noch negativeres Redoxpotential er

forderlich als das durch Zusatz von Natriumsulfid gegebene. In

diesen Fallen wurde zusatzlich Dithionit als ein starkes Reduk

tionsmittel verwendet.

AuBer den Einzellosungen wurde noch ein Gemisch der sechs wich

tigsten Vitamine (PFENNIG, 1965) hergestellt, in welchem diese

in der 5fachen VerdUnnung der Einzellosungen vorlagen:

FUr Versuche zur Ermittlung des VitaminbedUrfnisses isolierter

Bakterien wurden Vitamin-Gemische hergestellt, in denen jeweils

eines der sechs genannten Vitamine fehlte.

Zur Herstellung des Vitamin-Gemisches wurde zunaehst das Biotin

in etwas heiBem destillierten Wasser gelost. Der abgeklihlten

Lasung wurden die Ubrigen Vitamine zugesetzt. Naeh dem AuffUl

len mit destilliertem Wasser wurde das Vitamin-Gemisch Uber

ein Membranfilter in Flasehen sterilfiltriert. Die Flaschen

wurden mit schwarzem Papier umwickelt und bei 4 °c aufbewahrt.

Nach sechs Monaten wurde das Gemisch erneuert.

0,30 mol/l

0,5 ml Stammlosung pro I Kulturmedium; das

entspricht einer Endkonzentration von

0,15 mmoi/i. FUr bestimmte Kulturen wurden

etwas hohere oder auch geringere Konzentra

tionen eingesetzt.

Anwendung:

Stammlosung:

Die Lasung wurde unter Stickstoffatmosphare (s. 2.1.) in vorher

ausgekochtem und abgekUhltem Wasser zubereitet. In waBriger

Lasung wird Dithionit durch Sauerstoff augenblicklich zu Bi

sulfit oxidiert. Die Losung wurde mit einer Spritze aufgenom

men, deren Hubraum mit Stickstoff begast worden war; mit der

Spritze wurde dann die Dithionit-Lasung liber einen autoklavier

ten Vorsatz mit einem Membranfilter aus Celluloseacetat in das

in Abb. 2 dargestellte GefaB gegeben. Aus diesem GefaB wurde

die Dithionit-Losung bei Bedarf mit einer Pipette entnommen und

den Medien immer erst nach dem Beimpfen vor dem VerschlieBen

der KulturgefaBe zugesetzt; die Pipettenspitze wurde dabei in

das Nahrmedium eingetaucht. In der Pipette war die Dithionit

Lasung vor dem Zutritt von Luft weitgehend geschUtzt.

Dithionit wurde aueh ferner in Form des festen kristallinen

Salzes zugesetzt. Vorversuche hatten gezeigt, daB das feste

kaufliche Natriumdithionit steril ist: Wurde namlich sterilen

komplexen Nahrmedien, die Glucose, PeptoIl und Hefeextrakt ent

hielten, pulverfarmiges Dithionit zugesetzt, so kam es nie zu

einer Entwicklung von Bakterien. Natriumdithionit wurde in

trocken sterilisierten Rohrchen mit dieht schlieBenden Schraub-

gleichen wie bei Verwendung der Einzellosung

gen.

4-Aminobenzoesaure 8 mg/l

D (+) -Biotin 2 mg/l

Nicotinsaure 20 mg/l

Ca-D(+}-pantothenat 10 mg/1

Pyridoxamindihydrochlorid 30 mg/1

Thiaminiumdichlorid 20 mg/l

set zten Vi tc1lh.i.n" in, i·i",0.iul,·, ware., somi t die

5,0 ml Vitamin-Gemisch pro I Kulturmedium;

die Konzentrationen der mit dem Gemisch zuge-

Anwendung:

Stammlasung:
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verschllissen aufbewahrt. Bei Bedarf wurde mit einem kleinen,

vorher ausgeyllihten Platinspatel etwas Dithionit entnomrnen und

direkt in die beimpfte Kultur gegeben. Urn die benotigte Menge

von etwa 20 Dis 30 mg pro I Medium bemessen zu konnen, waren

zuvor mit Hilfe einer Analysenwaage Erfahrungswerte darliber ge

samrnelt worden, wieviel Dithionit mit der Spatelflache erfaBt

werden konnte.

3.4.6. Zusatzliche Spurenelemente

AuBer den unter 3.2. aufgefUhrten imrner verwendeten Spurenele

menten (B, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn und normalerweise auch Mo)

wurden fUr spezielle Versuche noch weitere eingesetzt.

Einzellosungen weiterer Spurenelemente

FUr Experimente zur Forderung und auch zur Hemrnung des Wachs

turns durch Spurenelemente wurden Stammlosungen verschiedener

Konzentrationen hergestellt. Losungen von Spurenelementen, in

denen eine Ausfallung von unloslichen Verbindungen in der Hitze

zu erwarten war, wurden Uber Membranfilter aus Celluloseacetat

sterilfiltriert.

Symbol:

v

Cr (III)

Cr(VI)

Stammlsg. :
[mol/l]

2) 1.10-5

2) 1'10-5

3) 1.10-7

Herstellung:

1 ml von 1)

99 ml Natronlauge,
10 mmol/l

1 ml von 2)

99 ml Natronlauge,
10 rnrnol/l

27 mg CrCI 3 · 6 H20

100 ml Citronensaure-Lsg.,
20 mmol/l

1 ml von 1)

99 ml Citronensaure-Lsg.,
20 mmol/l

1 ml von 2)

99 ml Citronensaure-Lsg.,
20 mrnol/l

15 mg K2Cr 20 7
100 ml Natronlauge,

10 mrnol/l

Sterili
sation:

Autokl.

Autokl.

Filtr.

Filtr.

Filtr.

Autokl.

Symbol:

F

Ti

v

Stammlsg.:
[mol/l]

Herstellung:

2 mg NaF

100 ml dest. Wasser

20 ILl TiCI 3-Lsg., 15 %

100 ml Citronensaure-Lsg.,
50 mrnol/l

8 mg V20 5
100 ml Natronlauge,

100 mrnol/l

Sterili
sation:

Autokl.

Filtr.

Autokl.

Se

2) 1'10-5

3) 1'10-7

2) 1.10-5

1 ml von 1)

99 ml 'Natronlauge,
10 mmol/l

ml von 2)

99 ml Natronlauge,
10 mrnol/l

26 mg Na 2Se0
3

• 5 H
2

0

100 ml Natronlauge,
10 rnrnol/l

ml von 1)

99 ml Natronlauge,
10 mrnol/l

Autokl.

Autokl.

Autokl.

Autokl.
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Symbol: Stamrnlsg. : Herstellung: Sterili-
Symbol: Stamrnlsg. : Herstellung: Sterili-

[mol/l] sation
[mol/l] sat ion

Se 3 ) 1 '10- 7
ml von 2) Autokl. J 2'10- 4 3 mg KJ Autokl.

99 ml Natronlauge, 100 ml Natronlauge,
10 mrnol/l 10 mmol/l

Mo 1 ) 1.10-2 24 mg Na 2l-100 4 ' 2 H2O Autokl. W l) 1.10- 2 33 mg Na 2v10 4 ' 2 H2O Autokl.

10 ml Natronlauge, 10 ml Natronlauge,
10 mmol/l 10 mrnol/l

2) 1.10-4
ml von 1 ) Autokl. 2) 1.10- 4 ml von 1 ) Autokl.

99 ml Natronlauge, 99 ml Natronlauge,
10 mrnol/l 10 mrnol/l

3) 1 '10- 6
ml von 2) Autokl. 3) 1.10-6 1 ml von 2 ) Autokl.

99 ml Natronlauge, 99 ml Natronlauge,
10 mrnol/l 10 mmol/l

4 ) 1 .10-8 1 ml von 3 ) Autokl. 4 ) 1 .10- 8 ml von 3 ) Autokl.

99 ml Natronlauge, 99 ml Natronlauge,
10 mmol/l 10 mmol/l

Sn 1 ) 1.10-3 30 mg Na 2Sn0 3 ' 3 H2O Filtr. Re 1 ) 1.10-3 24 mg Re 20 7
Autokl.

100 ml Natronlauge, 100 ml Natronlauge,
100 mrnol/l 10 mrnol/l

2 ) 1 '10- 5 1 ml von 1 ) Filtr. 2) 1 '10- 5 1 ml von 1 ) Autokl.

99 ml Natronlauge, 99 ml Natronlauge,
100 mrnol/l 10 mmol/l

1'10-3 Autokl. 3 ) 1'10-7 1 ml von 2 ) Autokl.
Te 1) 25 mg K2Te0 3

100 ml Natronlauge,
99 ml Natronlauge,

100 mrnol/l
10 mmol/l

2 ) 1 '10- 5 1 ml von 1 ) Autokl. U 1 ) 1.10- 3 42 mg U0 2 (CH 3COO) 2' 2 H2O Autokl.

99 ml Natronlauge, 100 ml Na-carbonat-Lsg.
10 mrnol/l 100 mmol/l

3 ) 1 '10- 7 ml von 2 ) Autokl.

99 ml Natronlauge,
10 mrnol/l
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Spurenelement-Gemisch II

Starrunlosung: NaOH 100 mmol/l

NaF 0,50 mmol/l

1
0,01 rrunol/1NaOH'"2 V20 S

Na 2Seo 3 0, 01 rnmol/l

Na 2Sn0 3 0,01 mmol/l

KJ 0,20 mmol/l

Na 2wo 4 0, 01 mmol/l

1 ml Spurenelement-Gemisch II pro 1 Kultur

medium (Verdlinnung 1/1000)

Von den Starrunlosungen der Elemente

F, Ti, Sn Nr. 2) und J wurde 1 ml pro 1

Kulturmedium zugesetzt (Verdlinnung 1/1000);

von den Starrunlosungen der librigen Elemen

te wurden, je nach Ansatz, 1 bzw. 10 ml

pro 1 Kulturmedium zugesetzt (Verdlinnung

1/1000 bzw. 1/100).

Die hier nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorhandenen

Elemente V, Se, Sn und W wurden den konzentrierteren Einzel

losungen entnorrunen. Das Spurenelement-Gemisch II wurde steril

filtriert.

3.4.7. Suppline

Fur Versuche, das Bakterienwachstum durch Suppline zu stimulie

ren, wurden sowohl definierte organische Verbindungen als auch

komplexe Extrakte aus natlirlichem biologischen Material ver

wendet.

Die Suppline durften jedoch nur in solchen Konzentrationen zu

gesetzt werden, daB bei einer moglichen Verwertung als Elektro

nendonatoren die reduzierte Menge SuI fat gering blieb gegenliber

der, die mit dem eigentlichen Elektronendonator reduziert wer

den sollte. 1m FaIle definierter organischer Verbindungen wurde

berechnet, wieviel H2S bei vollstandiger Oxidation maximal ge

bildet werden kann. Wieviel SuI fat durch die natlirlichen Ex

trakte reduziert werden konnte, wurde experimentell bestirnmt.

Eine bekannte Menge des jeweiligen komplexen Extraktes wurde

als Substrat in begrenzter Menge natlirlichem Meerwassermedium

zugesetzt. Dieses Kulturmedium und auch ein Kontrollansatz ohne

Extrakt wurden mit gleichen Mengen mariner Schlarrunproben be

impft; anaerobe Schlamme aus ~eeressedimenten haben namlich be

zuglich der Sulfatreduktion eine besonders hohe Aktivitat. Nach

drei Wochen Inkubation bei 29 °c wurden die Differenzen zwi

schen den gebildeten H2S-Konzentrationen der Ansatze mit Ex

trakt und dem Kontrollansatz nach 12.1. bestimmt. Diese werte

wurden dann auf die vorher jeweils eingesetzten Volumina der

Extrakte bezogen.

Autokl.

Sterili
sation:

Autokl.

1 ml von 1 )

99 ml Na-carbonat-Lsg.,
10 rrunol/l

ml von 2)

99 ml Na-carbonat-Lsg.,
10 rrunol/1

Herstellung:Starrunlsg. :
[mol/1]

u

Symbol:

Anwendung:

Ahwendung:



a) Succinat

Aus einer sterilen Stammlosunge von Succinat, 0,40 mol/l, wurde

dem Medium 1,0 ml zugesetzt (Verdunnung 1/1000). Als Elektro

nendonator fur die Sulfatreduktion vermochte diese Menge Succi

nat maximal 0,70 mmol H2S pro I Kulturmedium zu liefern.

Das Carbonsaure-Gemisch I wurde aus den unter 3.4.1. beschrie

benen neutralisierten Losungen der betreffenden Alkansauren

hergestellt und ebenso wie diese autoklaviert.

c) Carbonsaure-Gemisch II

d) Hefeextrakt

Ein weiteres Gemisch organischer Sauren enthielt drei Carbon

sauren mit cyclischen Substituenten; die Konzentrationen die

ser Verbindungen wurden denen in Carbonsaure-Gemisch I ange

glichen.

Zur Herstellung von Carbonsaure-Gemisch II wurden die freien

Sauren verwendet; diese wurden in etwas destilliertem Wasser

suspendiert und langsam unter Ruhren mit soviel verdUnnter

Natronlauge, 1,0 mol/I, versetzt, bis ein pH-Wert von 8 bis 9

erreicht war. Nach dem AuffUllen mit destilliertem Wasser wurde

das Gemisch sterilfiltriert und im Dunkeln bei 4 °c aufbewahrt.

1,0 ml Stammlosung pro 1 Kulturmedium

(Verdlinnung 1/1000)

50 mmol/l

50 mmol/l

50 mmol/l

3-Indolylacetat

4-Hydroxyphenylacetat

Phenylacetat

Anwendung:

Stammlosung:

b) Carbonsaure-Gemisch I

den konnte.

Stammlosung: iso-Butyrat 50 mmol/l

n-Valerianat 50 mmol/l

2-Methylbutyrat 50 mmol/l

3-Methylbutyrat 50 mmol/l

n-Capronat 20 mmol/l

n-Heptanat 20 mmol/l

n-Caprylat 20 rnrnol/l

Ein von BRYANT (1973) angegebenes Gemisch von Fettsauren, die

von bestimmten Pansenbakterien als Wuchsstoffe benotigt werden,

wurde modifiziert und urn einige Bestandteile erweitert. Die in

den Kulturmedien dieser Arbeit fur die Sulfatreduzierer verwen

dete Menge des Gemisches wurde so gewahlt, daB bei einer voll

standigen Oxidation der mit dem Gemisch eingebrachten Fettsau

ren nicht mehr als 1 mmol H2S pro I Kulturmedium gebildet wer-

Anwendung: 1,0 ml Stammlosung pro I Kulturmedium

(Verdlinnung 1/1000); in der angewandten

Konzentration werden bei einer theoreti

schen vollstandigen Oxidation von Carbon

saure-Gemisch I 0,90 rnrnol H2S pro 1 Medium

gebildet.

Bei Zusatz von Hefeextrakt zu Medien von Sulfatreduzierern

wurde die Konzentration etwas niedriger gewahlt als in alteren

vorschriften zur Anzucht von Sulfatreduzierern (BUTLIN et al.,

1949 a; POSTGATE, 1965 a; PANKHURST, 1971) angegeben wird.



e) Faulwasser

Die Hefeextrakt-Losung wurde in dicht verschlossenen Flaschen

autoklaviert.

10 ml Stammlosung pro 1 Kulturmedium;

das entspricht einer Endkonzentration

von 0,5 gil.

Stammlosung:

Anwendung:
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Hefeextrakt 50 gil Diese Nahrlosung wurde mit einigen Tropfen Gulle, Panseninhalt

und Faulschlamm (5. 1.) beimpft und in einer Flasche, die mit

einem Garrohrchen verschlossen wurde, bei 35 °c inkubiert. Be

reits kurze Zeit nach dem Beimpfen kam es zu einer kraftigen

Entwicklung von Bakterien; diese lysierten nach einigen Tagen

und lieferten auf diese Weise weitere komplexe Verbindungen.

Von Zeit zu Zeit wurde der pH-Wert wieder auf 7.2 eingestp.llt.

Nach drei Wochen wurde das vergorene Nahrmedium 30 min lang

bei 4 • 105 m.s- 2 zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach 2.3.

unter Stickstoff autoklaviert. Sulfat-reduzierende Mischpopu

lationen bildeten mit 1 ml dieses Garextraktes 0,15 mmol H
2
S.

Aus SuBwassermedium mit wenig Sulfat wurde die folgende, an

komplexen organischen Substraten reiche Nahrlosung hergestellt:

Faulschlamm (5. 1., Probe Nr. 1) wurde 30 min lang bei

4 10 5 -2 'f' (2 ) Ub d. m's zentrl uglert RC -B, SORVALL . Der erstan

wurde unter Stickstoffatmosphare nach 2.3. autoklaviert.

Schweinegulle (5. 1., Probe Nr. 2) mit einem Feststoffgehalt

von etwa 100 gil wurde in einer Flasche, die mit einem Gar

rohrchen verschlossen wurde, bei 35 °c anaerob inkubiert. Der

pH-Wert wurde auf 7.2 gehalten. Nach 20 Tagen wurde die Gulle

uber ein Sieb von groben Bestandteilen befreit und 30 min lang

bei 4· 105 m.s- 2 zentrifugiert. Der Uberstand wurde unter

Stickstoffatmosphare autoklaviert. In Sulfat-reduzierenden

Mischpopulationen wurden mit 1 ml dieses Gulleextraktes

0,4 mmol H2S gebildet.

Anwendung:

f) Garextrakt

Von dem somit erhaltenen Faulwasser wurden

25 ml pro 1 Kulturmedium zugesetzt. Durch

Zusatz von Faulwasser zu Sulfat-reduzieren

den Mischpopulationen war gezeigt worden,

daB die hier verwendete Menge fur eine meB

bare Bildung von H2S keine Elektronendona

toren mehr enthielt.

SuBwassermedium mit 1,0 11,0 mmol Sulfat/l

Hefeextrakt 7,5 9

Glucose 5,0 9

Pepton 2,5 9

Anwendung:

g) Gulleextrakt

Anwendung:

15 ml Garextrakt pro 1 Kulturmedium; als

Elektronendonator fur die Sulfatreduktion

vermag diese Menge somit bis zu 2,3 mmol

H2S pro 1 Kulturmedium zu liefern.

7 ml Gulleextrakt pro 1 Kulturmedium; als

Elektronendonator fur die Sulfatreduktion

kann diese Menge somit bis zu 2,8 mmol H2S

pro 1 Kulturmedium liefern.



h) Extrakt-Gemisch

Aus drei verschiedenen Extrakten wurde ein Gemisch hergestellt:
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ein wasserun16s1iches Sediment ausf!llt. Da Aluminiumsalze

stark sauer reagieren, sank der pH-Wert und muBte daher wieder

auf den ursprUnglichen Wert eingestellt werden.

Faulwasser

G!rextrakt

(e)

(f)

55 ml

30 ml

Stamm16sungen: a) Ale1 3 ' 6 H20

b) Na 2C0 3

4 8 , 3 9 /l (= 0, 20 mo 1 /l )

1 0 6 9 /l (= 1 , 0 0 mo 1/l )

Von dem hier erhaltenen Extrakt-Gemisch

wurden 20 ml pro 1 KUlturmedium zugesetzt.

Als Elektronendonator fur die Sulfatreduk

tion vermag diese Menge bis zu 2,1 mmol

H
2

S pro 1 Kulturmedium zu liefern.

Beide Stammlosungen konnten in verschlossenen Flaschen autokla

viert werden.

Anwendung:

GUlleextrakt (g) 15 ml
Anwendung: 5,0 ml AIC1 3-L6sung und 0,80 ml Na 2C03 -L6

sung pro 1 Kulturmedium

i) Pansenflussigkeit

3.5. Fertigstellung von N!hrmedien fur die verschiedenen

Kulturverfahren

Panseninhalt (s. 1., Probe Nr. 7) wurde unter Stickstoffatmos

sph!re autoklaviert und anschlieBend bei 4.10
5

m.s-
2

zentrifu

giert. Der Uberstand wurde nochmals unter einer Stickstoffat

mosph!re autoklaviert. Bei der Verwendung als Substrat fUr die

natlirlichen Sulfat-reduzierenden Mischpopulationen wurden mit

1 ml Pansenflussigkeit 0,18 mmol H2S gebildet.

Anwendung: 15 ml pro 1 Kulturmediumj als Elektronen

donator fUr die Sulfatreduktion vermag die

se Menge bis zu 2,7 mmol H2S pro 1 Kultur

medium zu liefern.

Zur Herstellung der fertigen N!hrmedien wurden den Grundmedien

vor dem Beimpfen die fUr den Einzelfall noch erforderlichen

Komponenten aus den Stammlosungen zugesetzt. Das Impfvolumen,

welches dann in die N!hrlosung gegeben wurde, betrug, je nach

Bakteriendichte, 2 bis 5 % yom Volumen der anzuziehenden Kul

tur. Nach dem Beimpfen wurde gegebenenfalls nur noch Dithionit

(s. 3.4.5.) zugesetzt, bevor dann die Kulturgef!Be verschlos

sen wurden.

3.5.1. Kleine Kulturvolumina ohne Verbrauch oder Bildung von

Gasen

3.4.8. Synthetisches Sediment

Den Kulturen f!diger, gleitend beweglicher Bakterien wurde an

stelle von Agar (s. 3.3.3.) auch h!ufig eine unlosliche Phase

anorganischer Natur zugesetzt. Als geeignet erwies sich das

voluminose und amorphe basische Aluminiumphosphat, das beim

Zusatz von Aluminiumsalzen zu den gepufferten N!hrmedien als

Kulturen bis zu 100 ml, die weder Gas produzierten noch aus

der Gasphase zu ern!hren waren, konnten auf eine einfache

Weise ohne Anwendung einer Begasungstechnik anaerob angezogen

werden. Den Grundmedien in den verschraubbaren Rohrchen und

Flaschen (s. 2.5. und 3.1.1.) wurde mit sterilen Pipetten so

viel entnommen, dal3 die GeU'i13e nach Zusatz der jeweiligen

Stammlosungen und des Impfvolumens wieder vollstandig geflillt
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waren. Wegen der Warmeausdehnung der F1Ussigkeit wurden zu be

brUtende GefaBe zunachst weniger fest verschraubt. Die Gummi

dichtung wirkte dann wie ein Ventil, durch das sich die F1Us

sigkeit hindurchzuzwangen vermochtei diese Fltissigkeitsmenge

war jedoch so gering, daB sie unter dem Schraubdeckel alsbald

verdunstete. Nach dem Erreichen der Inkubationstemperatur wur

den dann die Schraubdeckel kraftiger zugedreht. Die Schraubdek

kel waren aus Metall (All und konnten deshalb immer vor dem

offnen der Flaschen wirksam abgeflammt werden.

3.5.2. GroBere Kulturvolumina ohne Verbrauch oder Bildung von

Gasen

GroBere Kulturen als 100 ml, die kein Gas bildeten und auch

nicht aus der Gasphase ernahrt werden sollten, benotigten we

gen der Warmeausdehnung zu Beginn der Inkubation dennoch einen

gewissen Gasraum tiber dem Medium. Dieser Gasraum hatte jedoch

nicht mehr als 5 % des Kulturvolumens. Die Menge der Grundme

dien in den groBen KulturgefaBen war bereits bei der Herstel

lung so bemessen worden (5. 3.1.2.), daB nach Zusatz aller

Stammlosungen und des Impfvolumens der noch notwendige Gasraurn

erhalten blieb. Wenn die KulturgefaBe bereits vor dem endgUl

tigen VerschlieBen in einem Wasserbad auf die Inkubationstempe

ratur gebracht wurden, konnte der Gasraum sehr klein gehalten

werden. Die KulturgefaBe wurden dann nach 2.1. steril begast

und anaerob verschlossen. Ftir groBere Kulturvolumina waren

gangige (blaue) Gummistopfen ausreichend.

3.5.3. Kulturen mit Verbrauch oder Bildung von Gasen

Kulturen, die mit Wasserstoff oder Methan inkubiert werden

sollten oder die Methan produzierten, benotigten eine verhalt

nismaBig groBe Gasphase tiber dem Medium. Das Grundmedium ftir

diese Zwecke wurde in verschraubbaren Rohrchen (20 mil sowie

Flaschen bis zu 500 ml Inhalt nach 3.1.1. bzw. 3.1.2. aufbe

wahrt. FUr groBere Kulturvolumina, die aus der Gasphase er-

nahrt werden sollten, wurden flache Flaschen (Meplats-Flaschen)

mit jeweils einem RUhrmagneten verwendet. Zunachst wurde den

Grundmedien in den Rohrchen oder Flaschen soviel yom Inhalt

entnommen, daB die fUr das jeweilige Nahrmedium noch erforder

lichen Stammlosungen zugesetzt werden konnten. Die GefaBe wur

den dann wieder verschlossen und umgeschwenkt. Nunmehr wurde

mit sterilen, moglichst groBen Pipetten soviel Medium entnom

men, daB der gewUnschte Gasraum entstand. Die entnommenen vo

lumina wurden ebenfalls verwendet und in leer autoklavierte

Rohrchen bzw. Flaschen gegebeni dabei wurde die Pipettenspitze

stets in das bereits ausgelaufene Medium gehalten. Das Verhalt

nis yom F1Ussigkeitsvolumen zum Gasraum sollte nach dem Beimp

fen 1:2 bis 1:1 betragen. Die KulturgefaBe wurden moglichst

schnell beimpft, mit dem betreffenden Gasgemisch begast und mit

Slopfen aus Butyl-Gummi oder Viton verschlossen (5. 2.1.). Weil

bei diesen Ansatzen der Gasraum verhaltnismaBig groB war, muBte

der CO 2-Gehalt des eingeleiteten Gasgemischs genau berUcksich

tigt werden. All diejenigen GefaBe, in denen ein gasformiges

Substrat verwertet werden sollte, wurden wahrend der Inkubation

flach gelegt, sodaB eine groBe F1Ussigkeitsoberflache vorhanden

war: der Inhalt dieser flach liegenden GefaBe wurde bei kleine

ren Volumina gelegentlich geschUttelt, bei groBeren Volumina

auch in einigen Fallen kontinuierlich gerUhrt.

Bei Kulturen, in denen Methan aus gelosten Substraten gebildet

wurde, muBte ein zu starker Druckanstieg vermieden werden. Die

betreffenden GefaBe wurden von Zeit zu Zeit durch vorsichtiges

Lockern der Stopfen entgast oder von vornherein mit Stopfen

mit Garrohrchen versehen (5. 2.2.).

3.5.4. Kulturen mit flUssigen Alkanen

F1Ussige Alkane sind mit Wasser und somit auch mit Kulturmedium

so gut wie nicht mischbar. Enthielten die Kulturmedien jedoch

ein natUrliches Schlammsediment, so vermochte dieses bei lange

rem SchUtteln mit den Kohlenwasserstoffen eine Emulsion zu

bilden. FUr Anreicherungsversuche mit Alkanen wurde daher



genligend Schlamm zugesetzt. Flir die Inkubation von Reinkulturen

mit Alkanen wurde anaerob autoklaviertes (5. 2.3.) Schlammsedi

ment yom betreffenden Standort verwendet. Alle Ansatze wurden

in flachen Flaschen (Meplats-Flaschen, 100 ml Inhalt) zuberei

tet; Sediment, Medium und Kohlenwasserstoffe durften zusammen

nicht mehr als 90 % yom Flaschenvolumen einnehmen, sodaB die

Ansatze noch wirksam geschlittelt werden konnten. Die Flaschen

wurden nach del' Hungate-Technik begast und in waagerechter Lage

einen Tag lang auf einem Rotationsschlittler bei 150 bis 200

Umdrehungen pro min inkubiert. Danach wurden die Flaschen, wie

derum waagerecht, ruhig gelagert und nul' noch einmal taglich

kurz und kraftig geschUttelt. Val' del' Bestimmung des eventuell

gebildeten Schwefelwasserstoffs wurden die Flaschen senkrecht

gestellt. Dabei stieg eine an emulgierten Alkanen reiche,

leichtere Phase nach oben, wHhrend d.i.e ocliwereren Schlammstoffe

nach unten sanken. 1m mittleren Bereich des Kulturvolumens ent

stand somit eine Zone, die verhaltnismaBig wenige Partikel ent

hielt; in diese Zone wurde die Pipette zur Entnahme del' Probe

gefUhrt. VOl' del' Zugabe del' Probe zum MeBansatz wurde die aus

sen an del' Pipette anhaftende Schlammschicht mit Zellstoff ent

fernt.

3.5.5. PrUfung auf ein Wachstum unter mikroaeroben Bedingungen
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0,1 bis 1,0 ml mit Hilfe einer Pipette mit dem noch fllissigen

Inhalt del' Reagenzglaser vermischt. Die Reagenzglaser wurden

wieder mit Watte verschlossen, in kaltem Wasser abgekUhlt und

nach dem Erstarren des Agars in einen groBen evakuierbaren

Glastopf gestellt; diesel' wurde dann bis zu 50 % (0,5 atm)

evakuiert, mit einer bestimmten Menge CO 2 (5. Tab. 1) und N2
wiederaufgefUllt und inkubiert. Die Gasphase enthielt somit

10 % 02' Kontrollansatze wurden ohne Sauerstoff inkubiert; da

zu wurde del' betreffende Glastopf fUnfmal hintereinander mog

lichst weitgehend evakuiert und wieder mit einem Gemisch aus

N2 und CO 2 begast.

4. Verfahren zur Isolierung anaerober Bakterien

4.1. Agar-SchUttelkulturen

FUr die Isolation Sulfat-reduzierender Bakterien stellen Agar

SchUttelkulturen ein sehr geeignetes Verfahren dar. Ein durch

Agar als kompakte Saule verfestigtes Nahrmedium, das alle fUr

ein Wachstum erforderlichen Bestandteile enthalt und gegen

Luftzutritt abgeschlossen ist, gewahrleistet optimale Bedin

gungen fUr die Entwicklung diesel' streng anaeroben Bakterien.

4.1.1. Herstellung del' VerdUnnungsreihenReagenzglaser mit jeweils 3 ml gewaschenem, sterilem Agar,

30 g/l, die mit Wattestopfen verschlossen waren, wurden in

ein siedendes Wasserbad gestellt; die Zubereitung des Agars

ist unter 4.1.1. beschrieben. Del' geschmolzene Agar wurde dann

bei etwa 55 °c flUssig gehalten. Ein Sulfat-freies Medium fUr

Weichagar (5. 3.3.5.) mit dem betreffenden organischen Sub

strat und moglichen weiteren Zusatzen wurde in einem anderen

Wasserbad auf etwa 42 °c erwarmt. Mit einer Pipette wurden je

weils 9 ml VOn diesem Medium in die Reagenzglaser mit Agar ge

geben, die dann bei 42 °c gehalten wurden. Zum Beimpfen wurde

eine Kultur verwendet, deren Wachstum infolge einer begrenzten

Menge an Sulfat gerade zum Stillstand gekommen war. Von einer

solchen Kultur wurden, entsprechend del' Zelldichte, jeweils

Zusatze: a) Agar, gewaschen, 30 - 33 g/l

b) Medium, speziell fUr Agar-SchUttelkulturen
(5. 3.3.5.), mit Substraten, Vitaminen und
eventuell mit Supplinen und zusatzlichen
Spurenelementen; die Konzentrationen del'
Zusatze waren etwas hoher als in F1Ussig
keitskulturen

c) Dithionit-Losung (s. 3.4.5.), 0,30 mol/l

d) Thiosulfat-Losung (5. 3.4.2.), 1,0 mol/l
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e) Gemisch aus 1 Teil Paraffin und 3 Teilen
Paraffinol (Gewichtsverhaltnis)

f) Pyrogallol, pulverisiert

g) Na 2C0 3-Losung, 210 gil (2 mOl/I)

Der Agar wurde nach dem bereits unter 3.3.3. beschriebenen Ver

fahren gewaschen. Die Agar-Suspension wurde auf einen Gehalt

von 30 bis 33 gil eingestellt und in einem siedenden Wasserbad

unter RUhren solange erhitzt, bis eine vOllig durchsichtige,

homogene Losung vorlag. Diese wurde dann in Portionen von

3,0 ml auf Reagenzglaser, Innendurchmesser 14 bis 15 mm,

Lange 150 bis 160 mm, verteilt. Die mit Agar beschickten Rea

genzglaser wurden mit Wattestopfen verschlossen, 10 min lang

bei 120 °c autoklaviert und zur Vermeidung der Austrocknung

in dicht verschlossenen Behaltern klihl aufbewahrt. Das Gemisch

aus Paraffin und Paraffinol wurde ebenfalls autoklaviert. Die

Dithionit-Losung wurde in dem in Abb. 2 dargestellten GefaB

unter Stickstoffatmosphare frisch zubereitet.

FUr die Herstellung einer VerdUnnungsreihe wurden 6 bis 7 der

mit Agar beschickten Reagenzglaser benotigt; diese wurden dann

solange in ein siedendes Wasserbad gestellt, bis der erstarrte

Agar wieder zu einer klaren Fllissigkeit geschmolzen war. Dann

wurden die Reagenzglaser in einem zweiten Wasserbad bei 55 °c
bereitgehalten. Auch das sterile Gemisch aus Paraffin und Par

affinel wurde flUssig gehalten. Das Nahrmedium wurde in Fla

schen mit 50 ml Inhalt zubereitet. Sofern keine langkettigen

Fettsauren als Substrate eingesetzt werden sollten (s. folgen

den Abschnitt), wurden dem speziellen Grundmedium aIle flir ein

komplettes Nahrmedium erforderlichen Komponenten aus sterilen

Stammlosungen zugesetzt; auch die Konzentrationen dieser Zu

satze wurden auf das 1,5fache erhoht, sodaB nach dem Vermischen

mit dem Agar wieder ein Gehalt wie in den betreffenden Anrei

cherungskulturen vorlag. Die Flaschen wurden bis auf eine klei

ne Luftblase gefUllt. Nach dem Umschwenken wurde das Nahrmedium

in einem weiteren Wasserbad auf 42 °c erwarmt; die Schraub

deckel wurden dabei nicht ganz fest verschlossen. Mit einer

sterilen Pipette wurden dann von dem erwarmten Medium jeweils

6,0 ml den Reagenzglasern mit dem verfllissigten Agar zugegeben;

dabei wurde die Austrittsoffnung der Pipette in die Fllissigkeit

gehalten. Das Medium wurde auf diese Weise mit dem Agar ver

mischt und auf die Konzentration der Anreicherungskultur ver

dlinnt. Die Reagenzglaser wurden sofort nach dem Zusatz des Me

diums in das auf 42 °c gehaltene Wasserbad gestellt. Dem ersten

Reagenzglas wurden dann etwa 0,1 bis 0,5 ml der betreffenden

Anreicherungskultur zugesetzt. Das mit dem Wattestopfen wieder

verschlossene Rohrchen wurde einmal vorsichtig umgedreht, wo

durch der Inhalt vermischt wurde. Aus diesem ersten Rohrchen

wurde dann maximal etwa 1 ml aseptisch in das zweite gegossen

und mit dessen Inhalt wiederum durchmischt. Durch Fortsetzung

dieses Verfahrens wurden etwa 6 bis 7 Verdlinnungsstufen herge

stellt, die stets sofort in das Wasserbad zurlickgestellt wur

den. In die immer noch fllissigen Verdlinnungsstufen wurden mit

einer sehr fein graduierten sterilen Pipette jeweils 4 bis 7 ~l

Dithionit-Losung gegeben, wobei diese gleichzeitig durch kur

zes RUhren mit der Pipette verteilt wurde. Urn nur eine Pipette

pro Reihe verwenden zu kennen, wurde mit dem Zusatz von Dithio

nit in der hochsten VerdUnnungsstufe begonnen. Sofort nach der

Zugabe der Dithionit-Losung wurden die Rohrchen in ein kaltes

Wasserbad gestellt. Nach dem Erstarren wurde der Agar mit einer

1 bis 1,5 cm hohen Schicht aus dem geschmolzenen sterilen

Paraffingemisch tiberschichtet. Nachdem auch dieses erstarrt

war, wurde aus dem Wattestopfen ein Wright-Burry-VerschluB her

gestellt; dabei wurdenauf die obere Halfte des durchgeschnit

tenen Wattestopfens eine Spatelspitze (ca. 0,3 g) Pyrogallol

und 1 ml der kon~entrierten Na 2C0 3-Losung gegeben. Das Reagenz

glas wurde sofort mit einem Gummistopfen verschlossen. Die so

mit fertiggestellten Schtittelkulturen wurden bei der fUr die

betreffende Anreicherung optimalen Temperatur im Dunkeln inku

biert. Gelegentlich wurden die Reagenzglaser in Hohe der Paraf

finschicht tiber einer kleinen Flamme vorsichtig erwarmt, sodaB

nur das Paraffin am Rande wieder etwas schmolz. Dadurch konnten

sich aufgetretene Hohlraume zwischen Paraffin und Glaswandung

wieder verschlieBen.
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4.1.2. Isolierung von Kolonien

Die inkubierten Agar-SchUttelkulturen wurden von Zeit zu Zeit

unter einer Stereolupe auf das Vorhandensein von Bakterienkolo

nien durchrnustert. Die Lage von Kolonien, die fUr eine Isola

tion geeignet erschienen, wurde an der Glaswandung rnarkiert;

dabei wurden nach Moglichkeit solche Kolonien ausgewHhlt, die

einzeln, also von anderen weiter entfernt lagen.

Sollten Agar-SchUttelkulturen mit langkettigen Fettsauren

(Palmitat bz\~. Stearat) hergestellt werden, so muBte jegliche

Bildung von Flocken, auch die sehr feiner, verhindert werden.

Daher wurden die geschmolzenen Losungen der Natriumsalze dieser

Fettsauren (5. 3.4.1.) nicht dem Medium zugesetzt, sondern dem

geschmolzenen Agar, und durch eine kurze, kraftige SchUttelbe

wegung mit diesem vermischt. Die zugesetzte Menge an langket

tiger Fettsaure wurde so bemessen, daB die gewUnschte Endkon

zentration bei Zugabe des Mediums erreicht wurde; dieses ent

hielt aIle weiteren notwendigen Bestandteile (Sulfat, Vitamine,

Suppline). Bei der hier beschriebenen Verfahrensweise blieben

die Erdalkalisalze der langkettigen Fettsauren als milchige

Suspension im Agar verteilt, dessen Viskositat eine Flockenbil

dung verhinderte. Der weitere Arbeitsgang entsprach dann dem

oben beschriebenen mit loslichen Substraten.

Zusatze: a) Medium zum Suspendieren von Bakterien
(s. 3.3.6.)

b) Komplettes Nahrmedium fUr die betreffen
den Sulfatreduzierer

c) Brom

Urn fadigen, gleitenden Bakterien in Schuttelkulturen eine Ver

mehrung und Ausbreitung zu Kolonien zu errnoglichen, wurde die

Konzentration an Agar herabgesetzt. Wie im folgenden Kapitel

beschrieben wird, war fUr die Isolation fadiger Bakterien aus

Weichagar eine chemische Sterilisation der Agaroberflache

durch ein reaktives Oxidationsmittel (Brorn) erforderlich; als

Schutzmittel gegenUber einer tiefergreifenden Oxidation wurden

daher 6 mmol Thiosulfat pro 1 des hier verwendeten Mediums aus

einer sterilen Stammlosung zugesetzt. Ferner enthielt das Me

dium wichtige Mineralsalze und Substrate in etwas erhohten

Konzentrationen (s. 3.3.5.), welche dann beim Zusatz zurn Agar

wieder die Werte wie in den Anreicherungskulturen erreichten.

Das Verfahren unterschied sich nun von dem vorher beschriebe

nen darin, daB anstelle von 6,0 rnl nunmehr 9,0 rnl kornplettes

Medium mit 3,0 ml geschrnolzenem Agar pro Reagenzglas vereinigt

wurden. Mit den so vorbereiteten ROhrchen wurde dann weiter

genauso verfahren, wie es fUr die Schuttelkulturen mit Ubli

chern Agar-Gehalt beschrieben wurde.

Das spezielle Medium zum Suspendieren von Kolonien, welches

einen erhohten Gehalt an Sulfid aufwies, wurde in Portionen von

0,5 ml auf Kleine sterile Rohrchen, Innendurchmesser 6 mm,

Lange 50 mm, verteilt. Wenn diese Rohrchen sofort weiterverwen

det wurden, so genugte es, die Offnungen mit passenden sterilen

Kappen zu bedecken. Fur eine etwas langere Aufbewahrung wurden

die Rohrchen mit kleinen sterilen Stopfen nach 2.1. anaerob

verschlossen.

Zur Isolation von Kolonien aus Agar-Schuttelkulturen wurde der

Wright-Burry-VerschluB entfernt und das Glas in Hohe der Par

affinschicht Uber einer kleinen Flamme vorsichtig erwarmt;

dabei schmalz das Para£fingemisch zum Teil, sodaB es beim Um

drehen des Reagenzglases als StUck herausfiel. Der freie Ab

schnitt des Reagenzglases wurde nochmals in der Bunsen-Flamme

sterilisiert, ohne dabei die Agarsaule zu erwarrnen.

Kolonien, die nicht weit von der Oberflache entfernt lagen,

konnten direkt aus dem Reagenzglas isoliert werden. Eine mit

Watte gestopfte, trocken sterilisierte Pasteur-Pipette wurde an

ihrem unteren Ende mit Hilfe einer erhitzten Pinzette in der

Flamme zu einer feinen Spitze ausgezogen und durch Abbrechen



sichtslos erschien. Daher wurde hier ein anderes Verfahren ent

wickelt, das in Abb. 4 dargestellt ist. Eine Verdunnungsstufe

einer Schlittelkultur-Reihe mit Kolonien, die fur eine Isolation

geeignet erschienen (1), wurde vom Wright-Burry-VerschluB und

dem Paraffingemisch befreit (5. 0.). Mit einer Pasteur-Pipette,

die mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden war, wurde der Weich

agar unter Beobachtung mit einer Stereolupe vorsichtig stuck

urn Stuck abgesaugt (2). Die Agarsaule wurde soweit abgetragen,

bis die zu isolierende Kolonie von oben her mit einer Pasteur

Pipette erreicht werden konnte, ohne andere Kolonien zu strei

fen. Die betreffende Kolonie muBte dennoch mindestens 6 mm von

der Oberflache entfernt bleiben. Die Agaroberflache war jedoch

nun stark mit Bakterien kontaminiert, die aus den zerstorten

Kolonien der Begleiter stammten. Urn die Kontaminanten abzuto

ten, wurde eine Flasche mit Brom in der Weise uber die offnung

des Reagenzglases gehalten, daB nur die schweren rotbraunen

Bromdampfe hineinfielen (3) Das Reagenzglas wurde 1 min lang
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der Kapillare auf eine geeignete Lange gebracht. Die Pasteur

Pipette wurde mit einem Schlauch zum Ansaugen verbunden und

mit etwas sterilem Medium geflillt. Mit der Spitze wurde dann

unter Beobachtung mit der Stereolupe eine Kolonie angestochen

und langsam aufgesaugt, ohne daB Luft mi taufgenomrnen wurde.

Die isolierte Kolonie wurde in einem der vorbereiteten kleinen

Rohrchen mit Medium suspendiert. Ein mit der Pasteur-Pipette

wiederaufgenomrnener Teil der Suspension diente zur mikroskopi

schen Kontrolle.

Kolonien, die in der Agarsaule im Reagenzglas weit von der

Oberflache entfernt lagen, konnten mit der Pasteur-Pipette

haufig nicht erreicht werden, ohne andere, zum Beispiel auch

fremdartige Kolonien zu streifen. Handelte es sich urn Schlit

telkulturen mit Agar liblicher Konzentration (10 gil), so konn

te die Agarsaule als Ganzes aus dem Reagenzglas ausgetrieben

werden. Dazu wurde wieder eine sterile Pasteur-Pipette in der

Flamrne lang ausgezogen und so abgebrochen, daB eine lange Ka

pillare blieb. Die Pasteur-Pipette wurde mit einem Schlauch

verbunden, durch den ein Gas von 0,7 atm Druck geleitet wurde.

Die Kapillare wurde zwischen Glaswandung und Agar bis an das

untere Ende des Reagenzglases geflihrt, sodaB der Gasdruck die

Agarsaule herausschob. Das Reagenzglas wurde dabei waagerecht

mit der Offnung liber eine sterile Petrischale gehalten, in der

die ausgetriebene Agarsaule aufgefangen wurde. Nunmehr waren

die Kolonien von der Seite her zuganglich und wurden moglichst

bald isoliert, so wie es oben beschrieben ist.

Lagen Kolonien jedoch in Schuttelkulturen mit Weichagar weit

von der Oberflache entfernt, so konnte die Agarsaule infolge

der geringen Festigkeit nicht auf die beschriebene Art ausge

°trieben werden. Hinzu kam noch, daB Weichagar in dieser Arbeit

nur fur die Isolation fadiger, gleitender Bakterien verwendet

wurde. Nun war aber die Anzahl dieser relativ groBen Zellfaden

pro Kolonie sehr niedrig. Daher bedeutete eine neue Kontamina

tion mit nur wenigen anderen Bakterien bereits wieder eine

starke Verunreinigung, sodaB eine endgliltige Isolation aus-

Abb. 4:

t
I

I

Pyrogallol
+ Na 2C 03

Isolierung fadiger, gleitender Bakterien aus W~ic~

agar, in welchem Kolonien von Kontaminanten we~t ~n

Uberzahl waren. (Erlauterungen s. Text)



verschlossen. Wahrend dieser Zeit drang das Brom als gut

sichtbare, braungelbe Zone nur wenig tief in den Agar ein.

Das bei der Herstellung des Weichagars zugesetzte Thiosulfat

sowie auch das stets vorhandene Sulfid wirkten hier als Reduk

tionsmittel und schutz ten dadurch tieferliegende Bereiche vor

dem Angriff des Broms. AnschlieBend wurden die Bromdampfe mit

sterilem Stickstoff ausgetrieben. Nach dieser chemischen Ste

rilisation der oberen Agarschicht wurde die Kolonie in der be

schriebenen Weise mit einer ausgezogenen Pasteur-Pipette mit

etwas Medium aufgenommen (4) und in ein Kulturrohrchen mit

flussigem Nahrmedium gegeben.

Suspendierte Kolonien aus ersten Schlittelkulturen wurden di

rekt in zweite uberflihrt, sofern es sich nicht urn die fadigen

Bakterien handelte. Mit den zweiten Schlittelkulturen wurde

ebenso verfahren, wie es unter 4.1.1. beschrieben ist. Fadige

Bakterien wurden vor den zweiten Schlittelkulturen zunachst

wieder in Fllissigkeitskultur liberimpft und nach der Vermehrung

darin noch nach einem anderen Verfahren weiter gereinigt

(5.4.3.1.).

Aus zweiten Agar-Schuttelkulturen konnten die Bakterien bereits

haufig als Reinkulturen isoliert werden. Fur die Anzucht iso

lierter Kolonien in Flussigkeitskultur dienten zunachst Rea

genzglaser, die nach der Hungate-Technik (5. 2.1.) anaerob ver

schlossen wurden; das untere Ende der hier verwendeten Reagenz

glaser lief spitz zu, ahnlich wie bei manchen Zentrifugenrohr

chen. Die anfangs noch geringe Zellmasse aus der Kolonie sam

melte sich zunachst in der Spitze an. Der dort recht begrenzte

Raum erlaubte es den Bakterien, eine gunstige Umgebung fur den

Wachstumsbeginn zu schaffen. Hatte ein sichtbares Wachs tum be

gonnen, so wurden die Rohrchen von Zeit zu Zeit umgeschwenkt.

Mit dem Inhalt konnten dann groBere Kulturvolumina (Flaschen)

beimpft werden.
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4.2. Pasteurisation

Sporen-bildende Bakterien wurden zunachst ebenso wie andere in

Agar-Schlittelkulturen nach 4.1.1. gereinigt. Die Rohrchen wur

den so lange inkubiert, bis keine merkliche GroBenzunahme der

Kolonien mehr zu beobachten war. Aus einer moglichst hohen Ver

dlinnungsstufe wurde die Agarsaule nach 4.1.2. ausgetrieben; aus

dieser wurde eine einzelne Kolonie als Ganzes mit einem feinen

ausgegllihten Platinspatel zusammen mit etwas Agar als kleiner

Block herausgeschnitten und in ein steriles Reagenzglas mit

1 ml Medium gegeben. Das Reagenzglas wurde mit einem sterilen

Wattestopfen verschlossen und 10 min lang in einem Wasserbad

auf 80 °c erhitzt. AnschlieBend wurde der obere, nicht mit dem

Wasserbad erwarmte Abschnitt des Reagenzglases in der Flamme

erhitzt. Dann wurde die ·Kolonie mit einer sterilen Pasteur

pipette zerquetscht, aufgenommen und in Nahrmedium libertragen.

Als KulturgefaB diente wieder ein Reagenzglas mit spitz zulau

fend em Ende, das nach der Hungate-Technik verschlossen wurde

(5.4.1.2.).

4.3. Reinigung durch anaerobes Waschen

Filament-bildende Bakterien konnten mit Hilfe von Agar-Schlit

telkulturen allein nicht in Reinkultur isoliert werden, wenn

auch die Zellfaden oft erheblich zur Gesamtmasse der Bakte

rien in einer Anreicherung beitragen konnten. Die Filamente

waren namlich im Vergleich zu den librigen Bakterien recht groB

und daher stets bei weitem in der Minderzahl. Weil somit ein

Zellfaden in Anreicherungen immer von einer groBen Zahl wesent

lich kleinerer, anderer Bakterien umgeben war, konnte eine

Isolierung allein aufgrund der statistischen Verteilung in

einer Agar-Schlittelkultur ausgeschlossen werden. Daher wurden

zwei Verfahren entwickelt, die eine Reinigung der Filamente von

ihren Begleitern aufgrund des GroBenunterschiedes ermoglichten.



- 86 - - 87 -

4.3.1. Anaerobes Waschen auf einem Grid

Zusatze: a) Grundmedium

b) Athanol, 70 Vol.% (70 ml Athanol, mit
Wasser auf 100 ml aufgeftillt)

steriles
Medium

Abb. 5: Reinigung Filament-bildender Bakterien durch anaerobes
Waschen auf einem elektronenmikroskopischen Grid.
(Erltiuterungen s. Text)
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betreffenden sterilen Grundmedium geftillt war. Das Medium wan

derte dabei vom Uberlauf Qurch den Schlauch bis tiber das Grid

hinaus, ohne daB eine Luftblase in der Apparatur blieb. Aus

der zu reinigenden Kultur wurden nun, je nach Gehalt an Zell

faden, 0,5 bis 2 ml mit Hilfe einer Pasteur-Pipette in das Me

dium oberhalb vom Grid gegeben. Auf die gleiche Weise wurden

anschlieBend 10 bis 20 ml steriles Medium in die Apparatur ge

geben (s. Abb. 5). Die fadigen Bakterien blieben dabei groBten

teils in dem Grid hangen, wtihrend die Mehrzahl der Begleiter

mit der Waschfltissigkeit durch die Maschen mitgerissen wurde.

Da die Austrittsoffnung des Uberlaufs oberhalb vom Grid lag,

war tiber diesem stets eine hohere Schicht des reduzierenden

Zunachst wurde die in Abb. 5 gezeigte Apparatur hergestellt,

deren wichtigster Bestandteil ein zu einem Sieb umfunktionier

tes Kupfer-Grid war, welches normalerweise ftir die Elektronen

mikroskopie verwandt wird. Ein Glasrohrchen von 4 mm Innen

durchmesser wurde in der Flamme etwas ausgezogen und an der

Verjtingung abgeschnitten. In dieses Glasrohrchen wurde nun ein

Kupfer-Grid (VECO, Solingen), Durchmesser 3 mm, mit 256 Haschen

pro mm2 gegeben, welches an einer bestimmten Stelle der Verjlin

gung hangenblieb; diese Stelle wurde auBen markiert. Das Grid

wurde dann zunachst wieder herausgenommen. In eine Pasteur

Pipette wurde etwas Zweikomponenten-Klebstoff (UHU plus) aufge

saugt und in dem Glasrohrchen in Hohe der markierten Stelle

entlang der Wandung verteilt. Eine weitere Pasteur-Pipette

wurde tiber einen Schlauch mit einer Wasserstrahlpumpe verbun

den. Mit dem Ende der Pipette wurde das Grid aufgenommen, soda3

es infolge des Sogs quer vor der Pipettenoffnung gehalten wur

de. Das Grid konnte nunmehr in das Glasrohrchen langsam bis an

die klebende Stelle geflihrt werden. Durch Abdrticken des

Schlauchs wurde der Sog unterbrochen, und das Grid wurde nun

mehr an seinem AuBenrand durch den Klebstoff festgehalten. Nach

dem Erharten des Klebstoffs wurde das verjtingte Ende des Rohr

chens tiber einen dtinnwandigen Siliconschlauch mit einem Uber

lauf verbunden, der aus einem gebogenen Glasrohr bestand.

Vor dem Waschen der fadigen Bakterien wurde die hergestellte

Apparatur zur Sterilisation mit 70%igem Athanol durchsptilt und

anschlieBend mit einem sterilen Luftstrom wieder vollstandig

getrocknet. Dann wurde das Rohrchen mit dem Grid und dem ange

schlossenen Uberlauf so installiert, daB die Austrittsoffnung

des Uberlaufs hoher lag als das Grid. Das Ende des Uberlaufs

wurde in ein Rohrchen getaucht, das bis zum Rande mit dem

L



zum
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Mediums vorhanden. Nach Beendigung des Waschvorgangs wurde der

Verbindungsschlauch etwa in der Mitte mit einer Klemme ver

schlossen. Der mit dem verjlingten R6hrchen in Verbindung ste

hende Abschnitt des Schlauchs wurde dann mit einer ruckarti

gen Bewegung zusammengedrlickt, sodaB ein FllissigkeitsstoB Uber

das Grid zurlickdrang und die darin hangenden Zellfaden groBten

teils wieder herausloste. Das Medium mit den Filamenten ober

halb vom Grid wurde mit einer sterilen Pasteur-Pipette aufge

nommen. Durch dieses Waschverfahren konnten zwar die fadigen

Bakterien nicht vollstandig von den anderen befreit werden; die

Zahl der Begleiter war jedoch im Vergleich zur Anreicherung

stark vermindert worden. Die gewaschene Suspension der Zell

filamente konnte nunmehr in Agar-Schlittelkulturen mit Weich

agar (s. 4.1.1.) we iter gereinigt werden. Waren die Filamente

sehr lang, so wurde die Suspension vor den Agar-Schlittelkultu

ren noch in einen kleinen, vorher sterilisierten Kolbenhomoge

nisator mit 4,5 mm Innendurchmesser gegeben. Der Kolben wurde

langsam auf- und abbewegt, ,wobei eine Bildung von Blasen ver

mieden wurde. Durch diese Behandlung zerbrachen langere Fila

mente in klirzere, sodaB deren Anzahl flir die Agar-Schlittelkul

tur noch erh6ht wurde.

Handelte es sich urn sehr groBe fadige Bakterien, so war die

endgliltige Isolierung in Reinkultur auch nach der im folgenden

Kapitel erlauterten Methode moglich.
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werden. Das betreffende Grundmedium mit hohem Sulfid-Gehalt

Suspendieren von Bakterien wurde in Portionen von 1 ml auf

kleine sterile R6hrchen von 6 mm Innendurchmesser und 50 mm

Lange verteilt, die mit passenden sterilen Kappen bedeckt wur

den. FUr einen Waschgang wurden etwa 5 bis 6 dieser Rohrchen

benotigt. Aus einer bereits auf einem Grid gewaschenen Suspen

sion fadiger Bakterien (s. 4.3.1.) wurde mit einer sterilen

Pasteur-Pipette ein einzelnes Filament mit etwas Medium aufge

nommen und in das erste der vorbereiteten Rohrchen gegeben. Der

Zellfaden wurde in der Waschfllissigkeit mit einer weiteren ste

rilen Pasteur-Pipette umhergewirbelt, aufgenommen und in das

nachste R6hrchen liberflihrt. Nachdem das Filament alle Rohrchen

passiert hatte, wurde es in Nahrmedium gegeben und inkubiert.

Das Nahrmedium befand sich wiederum in einem Reagenzglas mit

spitz zulaufendem Ende (s. 4.1.2.), das nach der Hungate-Tech

nik verschlossen wurde.

4.4. Rollrohrchen

Methanbakterien wurden nach der von HUNGATE (1969) beschriebe

nen Methode mit Hilfe von Rollr6hrchen isoliert. Das Verfahren

wurde ein wenig modifiziert, sodaB die Losungen und GefaBe flir

den Umgang mit Sulfat-reduzierenden Bakterien auch hier verwen

det werden konnten.

4.4.1. Herstellung der Verdlinnungsreihen

4.3.2. Anaerobes Waschen in kleinen R6hrchen

Einzelne Filamente groBer fadiger Bakterien waren mit bloBem

Auge zu erkennen, wenn die KulturgefaBe gegen eine Lichtquelle

betrachtet wurden. Daher konnten solche Filamente in sterilem

Medium unter direkter Beobachtung gewaschen und isoliert

Zusatze: a) Medium zum Suspendieren von Bakterien
(s. 3.3.6.)

b) Komplettes Nahrmedium

Zusatze: a) Agar, gewaschen, 30 - 33 gil

b) Medium, speziell flir Rollr6hrchen
(s. 3.3.8.), mit 10 mmol Formiat und
2 mmol Acetat pro 1, ferner mit Vitaminen,
den Spurenelementen Se, Mo und W sowie
Faulwasser und Glilleextrakt (s. 3.4.4.,
3.4.6.; 3.4.7.); Sulfat-frei

c) Grundmedium fUr Methanbakterien (SliBwas
sermedium, s. Tab. 2), Sulfat-frei
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d) Dithionit-L6sung (s. 3.4.5.), 0,30 mol/l

e) Gase: H2 , CO 2

nungsstufen hergestellt. Von dem erwarmten Medium fur Rollrohr

chen wurden nunmehr jeweils 3 ml in die Reagenzglaser mit dem

verflussigten Agar gegeben, wobei die dffnung der pipette stets

in die Fllissigkeit gehalten wurde. In diese Rohrchen wurde mit

einer sterilen Pipette jeweils 1 ml aus jeder Stufe der herge-

Oer Agar wurde ebenso wie auch der fur Schuttelkulturen

(s. 4.1.1.) gewaschen, geschmolzen und in Portionen von 3 ml

in Reagenzglasern mit Wattestopfen autoklaviert; allerdings

wurden hier Reagenzglaser mit dicken Wandungen (ca. 1,5 mm)

verwendet. Die Oithionit-Losung wurde wiederum frisch zuberei

tet und unter Stickstoff aufbewahrt (s. Abb. 2).

b) Medium fur Methanbakterien (s. 3.3.7.)
zur Anzucht mit Wasserstoff; dieses ent
hielt 1 mmol Acetat pro 1, Vitamine und
die Spurenelemente Se, Mo und W

a) Medium zum Suspendieren von Bakterien
(s. 3.3.6.)

c) Gase: H2 , CO 2

4.4.2. Isolierung von Kolonien

Zusatze:

Beim Durchmustern von Rollr6hrchen auf Kolonien durfte das

Schwitzwasser, das sich im unteren Teil angesammelt hatte,

nicht die ubrige Agaroberflache benetzten. Daher wurde die zum

Betrachten der Rollrohrchen verwendete Stereolupe auf einer ge

neigten Ebene installiert; somit lagen auch die Rollrohrchen

auf dem Objekttisch stets schrag, und das Schwitzwasser blieb

im unteren Teil des Reagenzglases.

gestellten Verdunnungsreihe gegeben, beginnend bei der h6chsten

Verdunnung. Mit einer sehr fein graduierten Pipette wurden dann

jedem R6hrchen 1 bis 2 ~l Dithionit-Losung zugesetzt, wobei

wiederum mit der hochsten Verdunnungsstufe begonnen wurde; die

Konzentration an Dithionit war hier etwas niedriger als in

Schuttelkulturen fur Sulfatreduzierer. AnschlieBend wurden die

Rohrchen mit einem Gasgemisch aus 80 % H2 und 20 % CO 2 steril

begast, so wie es in Abb. 1 dargestellt ist, und mit Stopfen

aus Butyl-Gummi oder Viton gut verschlossen. Wahrend des Bega

sens durfte kein zu kraftiger Gasstrom auf das Agar-haltige

Medium gerichtet werden, da dessen Oberflache sonst vorzeitig

erstarrte. Immer sofort nach der Begasung eines Reagenzglases

wurde dieses einmal umgeschwenkt und in waagerechter Lage unter

kaltem, flieBendem Wasser gleichmaBig schnell und stets in

einer Richtung gedreht, ohne daB Bl~sen auftraten. Dabei er

starrte der Agar als ein gleichdicker Belag an der gasamten

Innenwandung. Die somit fertigen Rollrohrchen wurden in senk

rechter Stellung inkubiert.

11 2 fertiggestellte Nahrmedium

betreffenden Anreicherung wurde dann mit einfachem sterilen

Grundmedium fur Methanbakterien (SuBwassermedium) ohne Sulfat

eine Verdunnungsreihe hergestellt. Dazu wurde das Grundmedium

in Portionen von 9 ml auf sterile Reagenzglaser verteilt, die

mit Wattestopfen verschlossen wurden. Die Ansatze wurden so

fort verwendet. In das erste Rohrchen wurde etwa 1 ml der An

reicherungskultur gegeben und unter schwachem Ruhren mit der

Pipette vermischt. Aus diesem Rohrchen wurde dann mit einer

sterilen Pipette etwa 1 ml entnommen und mit dem Inhalt des

zweiten Rohrchens vermischt. Auf diese Weise wurden 6 Verdlin-

Zur Herstellung einer Schlittelkultur-Reihe wurden 6 der mit

Agar beschickten Reagenzglaser in ein siedendes Wasserbad ge

stellt; nachdem der Agar geschmolzen war, wurde dieser in

einem weiteren Wasserbad bei 55 °c flussig gehalten. Verwen

det wurde das spezielle, Sulfat-freie Medium fur Rollrohrchen,

das 10 mmol Sulfid pro lund wichtige Mineralsalze in der zwei

fachen Konzentration des SuBwassermediums enthielt; auch For

miat als eine mogliche Energiequelle, Vitamine, Spurenelemente

sowie Faulwasser und Glilleextrakt waren in diesem Medium eben

falls in der zweifachen Konzentration gegenuber Flussigkeits

kulturen vorhanden. Das somit bis auf die weitere. Energiequelle

wurde auf 42 °c erwarmt. Von der



Das Medium zum Suspendieren von Bakterien wurde ebenso auf

kleine sterile Rohrchen verteilt, wie es bereits unter 4.1.2.

beschrieben wurde. Zur Isolierung wurde das untere Ende einer

sterilen Pasteur-Pipette mit einer erhitzten Pinzette in der

Flamme zu einer Spitze ausgezogen und hakenformig im nahezu

rechten Winkel umgebogen; die Glaskapillare wurde so abge

brochen, daB der Haken 3 bis 4 mm lang war. Ein Rollrohrchen,

in welchem isoliert liegende Kolonien sichtbar waren, wurde am

oberen Rande abgeflammt und durch sehr langsames Herausdrehen

des Stopfens geoffnet. Der im oberen Teil des Rohrchens sitzen

de Agarpfropf wurde mit einem ausgegllihten Platinspatel ent

fernt. Die hakenformig umgebogene Pasteur-Pipette wurde mit

einem Schlauch zum Ansaugen verbunden und mit etwas Medium ge

fUllt. Dann wurde die Pasteur-Pipette in das Rollrohrchen ge

fUhrt, ohne dabei die Agarschicht zu streifen. Mit der spitze

wurde unter Beobachtung durch die Stereolupe eine Kolonie lang

sam aufgesaugt, ohne daB Luft mitaufgenommen wurde. Die Bak

terien wurden dann in einem der vorbereiteten kleinen Rohrchen

mit Medium suspendiert. Kolonien aus ersten Rollrohrchen wurden

nochmals in zweite liberfUhrt, aus denen dann die Methanbakteri

en in Reagenzglaser mit fllissigem Medium isoliert wurden; diese

wurden unter einer Atmosphare aus 80 % H2 und 20 % CO 2 in

wadgerechter Lage inkubiert.

5. Reinheitskontrolle

Isolierte Bakterienstamme wurden wahrend der Versuche standig

mikroskopisch auf Reinheit geprUft. Mikroskopiert wurden vor

allem Kulturen aus solchen Versuchen, in denen pyruvat und

Kohlenhydrate als Elektronendonatoren oder zusatzlich Hefe

extrakt eingesetzt worden waren; diese Substanzen konnen nam

lich von einer Vielzahl anderer, garender Bakterien verwertet

werden, sodaS auch eventuell vorhandene Kontaminanten durch

eine mikroskopisch sichtbare Entwicklung auffallen dlirften.
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6. Wachstumsparameter

6.1. TrUbungsmessungen

FUr vergleichende Wachstumsmessungen an freischwebenden Bak

terien war die Trtibung ein leicht zu bestimmendes relatives MaB

fUr die Bakteriendichte. Die TrUbung einer Bakterienkultur wur

de bei einer Wellenlange von 500 nm gegen das jeweilige unbe

impfte Medium als Leerwert gemessen.

Zur Bestimmung der BakterientrUbung in Flaschen wurde nach dem

Umschwenken ein Teil entnommen und in cine KUvette mit einer

Schichtdicke von 1 cm gegeben. Zur Messung diente das Photo

meter PM 4 (ZEISS). Urn aus einer gemessenen TrUbung die wirk

liche zu ermitteln, die zur Bakteriendichte genau proportional

war, wurden von der jeweiligen Bakteriensuspension mit unbc

impftem Medium definierte VerdUnnungsstufen hergestellt. Die

unterschiedlichen TrUbungen dieser VerdUnnungsstufen wurden ge

messen. Im Bereich hoherer VerdUnnung waren die gemessenen

Werte proportional zur VerdUnnung. Wurden MeBwcrte aus diesem

Bereich durch die jeweilige VerdUnnung dividiert, so wurden

Werte fUr die wahre TrUbung der unverdUnnten Suspension erhal

ten, aus denen dann das arithmetische Mi~tel gebildet wurde.

Durch Multiplikation des Mittelwertes mit den jeweils vorgenom

menen VcrdUnnunqen wurden die wahren TrUbungen aller VerdUn

nungsstufen berechnet und graphisch qegen die entsprechenden

gemessenen TrUbungen aufyetragen. Auf diese Weise wurde cine

Eichkurve erstellt, mit deren Hilfe aus einer beliebigen qemes

senen TrUbung der Kultur des betreffenden Bakterienstammes die

wahre TrUbung ermittelt werden konnte.

Die TrUbung von Bakterienpopulationen in verschlossenen Kultur

rohrchcn (20 ml Inhalt) konnte ohne Probeentnahme direkt be

stimmt werden. Die Rbhrchen wurden kr~ftiq umqeschwenkt und in

das Photometer Spectronic tJ8 (BAUSCH ~ LOMB) gesteckt. riir Ex

perimente mit TrUbungsmessung~n dicscr Art wurden nur solche

Rohrchen verwendet, die mit Wasser w(·n].9 voneinandcr abweicheT1-
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nach dieser Zeit eben falls wieder den Wert wie in der Vorkultur

erreicht haben sollte. Das Volumen der neu beimpften Kultur

sei V; beimpft wurde mit dem Volumen v aus einer gut gewachse

nen, ganz frischen Vorkultur. Nach der seit de~ Beimpfen ver

strichenen Zeit t haben die Bakterien wieder die Populations

dichte wie in der Vorkultur erreicht. Zur Berechnung der Ver

dopplungszeit t ct wird nach der Zahl der Verdopplungen, x, ge

fragt, welche das Impfvolumen v durchfUhren muBte, urn das Kul

turvolumen V auszufUllen, das lautet formal:

de Leerwerte geliefert hatten. Jedes Rohrchen war so markiert

worden, daB es stets in derselben Stellung ins Photometer ge

steckt werden konnte. Aus gemessenen Trubungen oberhalb etwa

D.3 wurden die wirklichen wiederum mit Hilfe einer Korrektur

kurve ermittelt.

Zur Bestimmung der Verdopplungszeit wurde die Trubung der Bak

terienkulturen in regelmaBigen Zeitabstanden gemessen. Die er

haltenen Werte wurden, wenn notig, korrigiert und auf halbloga

rithmischem Papier gegen die Zeit aufgetragen. Aus der Auftra

ung wllrrJF' rJip.jenige Zeit abgelesen, nach welcher fur eine ge

~ignete, auf der Ausgleichsgeraden angenommene beliebige Trli

bung der zahlenmaBig doppelt so hohe Wert erreicht war. x

v

log ~
v

log 2

6.2. Abschatzung der Verdopplungszeit inhomogener Bakterien-
Dividiert man die flir das Wachstum benotigte Zeit durch die

Zahl der Verdopplungen, x, so erhHlt man die Verdopplungszeit

t ct :

6.3. Bestimmung der Trockenmasse

In Versuchen zur Ermittlung der Stochiometrie von Substratum

set.zungen wurde die Bakterienmasse als Trockenmasse direkt

durch Wagung ermittelt.

Weil innerhalb der beobachteten Wachstumszeit auch haufig eine

Anlaufphase liegt, wird die wahre Verdopplungszeit t
d

wahrend

der exponentiellen Wachstumsphase in vie len Fallen kurzer sein

als t
ct

.

D3D1·_t-, V
log v

t'
d

a) HCI-Losung, 2,0 molllZusatze:

Die Dichte von Bakterien, die mit unloslichen Fettsauren wuch

sen, konnte nicht durch Trlibungsmessung bestimmt werden; das

gleiche galt fur solche Bakterien, die in Form groBer Zellpake

te wuchsen oder lange Filamente bildeten. Daher muBte das

Wachstum in diesen Fallen aufgrund qualitativer Beobachtungen

bewertet werden. Auf die Wachstumsgeschwindigkeit in Medien mit

unloslichen Fettsauren konnte daraus geschlossen werden, wie

schnell die als Flocken ausgefallenen weiSen Erdalkalisalze

verbraucht wurden. Eine Bewertung des Wachstums von Zellpaketen

oder Filamenten war am besten moglich, wenn die KulturgefaBe

gegen eine moglichst punktformige Lichtquelle in einem abgedun

kelten rrQum unter leichtem Umschwenkcn betrachtet wurden.

Die Verdopplungszeit von Kulturen mit unloslichen Fettsauren

bzw. die verdopplungszeit von Zellpaketen oder Filamenten konn

te aus den Beobachtungen nur ungefahr berechnet werden: Es

wurde die Zeit bestimmt, in welcher eine beimpfte Kultur wieder

den Wachstumszustand der Vorkultur erreicht hatte; als zusatz

liche Kontrolle diente die H2S-Konzentration (5. 12.1.), die
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1,0 1 der betreffenden Kultur wurde mit verdlinnter Salzsaure

auf einen pn-Wert von 6.4 gebracht und gelegentlich umge

schwenkt. Ausfallungen von Erdalkaliverbindungen, die sich

durch eine Erhahung des pH-Wertes wahrend des Wachs turns gebil

det haben konnten, wurden dadurch wieder ge16st. Urn eine Aus

fallung von Schwefel durch Oxidation des Schwefelwasserstoffs

mit Luftsauerstoff zu vermeiden, wurde das angesauerte Medium

unter CO 2 aufbewahrt. Nach etwa 30 min wurde die Kultur in ver

schraubbare Zentrifugenbecher gegeben, mit Kohlendioxid liber

schichtet und 15 min lang bei 1 . 10 5 m.s- 2 unter Klihlung zen

trifugiert (RC2-B, SORVALL). Der Uberstand wurde soweit wie

maglich abgegossen und das Pellet vollstandig in ca. 100 ml

NaH 2P0 4-Lasung (0,01 mol/I) liberflihrt und gut suspendiert. Flir

Versuche dieser Art wurden in der Arbeit nur Stamme aus Medien

mit niedrigen Salzkonzentrationen durchgeflihrt; daher war eine

Lyse infolge der osmotischen Wirkung der verdlinnten NaH 2P0 4

Lasung nicht zu beflirchten. Nach erneutem Zentrifugieren wurde

der Uberstand wieder abgegossen; verbliebene Reste des klaren

Uberstandes wurden mit einer Pipette mit Gummiball vorsichtig

abgesaugt. Dann wurde das Zellpellet in kleine Glasbecher liber

flihrt, die ein geringes, genau bekanntes Eigengewicht zwischen

etwa 2 und 3 9 hatten. Flir die Hauptmasse des Pellets wurde zu

nachst ein kleiner, schlanker Spatel verwendet. Alle noch hdll

gengebliebenen Reste der Bakterienmasse wurden dann sehr sorg

faltig mit wenig destilliertem Wasser in die Glasbecher ge

splilt, wozu wieder eine Pipette mit Gummiball diente. Die Zell

masse in den Bechern wurde bei 80 °c bis zur Gewichtskonstanz

getrocknet. Die Differenz zum Leergewicht eines Glasbechers war

die aus 1,0 1 erhaltene Trockenmasse.

7. Optimierung von Wachstumsbedingungen

Flir die Bestimmung der pH- und Temperatur-Optima wurde das Bak

terienwachstum in R6hrchen bei verschiedenen vorgegebenen pH

Werten und Temperaturen zeitlich verfolgt. Bei den Messungen

wurde nach Maglichkeit dasjenige Substrat im Medium verwendet,
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das auch flir die Anreicherung und Isolierung der betreffenden

Bakterienstamme gedient hatte. Lediglich anstelle der langket

tigen, flockig ausfallenden FeLtsauren wurden bei der Bestim

mung der pH-Optima klirzerkettige, lasliche Homologe verwendet.

1m Falle freischwimmender Bakterien wurde die Trlibungszunahme

direkt in den Kulturrohrchen nach 6.1. gemessen. Die Verdopp

lungszeiten von Bakterien, die Zellpakete oder Filamente bilde

ten, konnte nur aufgrund qualitativer Bcobachtungen nach 6.2.

annahernd ermittelt werden; das gleiche galt flir die Ansatze

mit langkettigen Fettsauren zur Bestimmung des Temperaturopti

mums. Die Messungen wurden durch mikroskopische Beobachtungen

erganzt: Lange, in der Teilung gehemmte oder andersartig defor

mierte Zellen wurden als Anzeichen flir unglinstige, extreme Be

dingungen aufgefaBt, eben so schwerfallig gewordene Bewegungen.

7.1. pH-Optima

Zur Bestimmung der pH-Optima wurden Nahrmedicn in flaschen mit

50 ml Inhalt mit verschiedenen Mengen an HCl oder Na 2C0
3

(5. 3.2.) versetzt, mit frischen Kulturen beimpft, umqcschwenkt

und durch Pipettieren auf jeweils zwei Kulturrohrchen vcrtcilt;

die Pipettenspitze wurde dabei stets in das ausgelaufene ~!~

dium gehalten. Die verbliebenen Reste der l\nsatzf.' die'nt"l'n zur

Messung der verschiedenen vorgegebcncn pH-Werte. Das Wachstum

in den anaerob verschlossenen Rohrchen wurde dQnn zcitlich ver

folg£. Weil sich der pH-Wert wah rend des Umsatzes eines Sub

strats haufig andert, dienten zur Auswcrtung nur die Anfangs

steigungen der halblogarithmischen Auftragungen. Daher muBte

das pH-Optimum von Bakterien, die mit unloslichen Fettsauren

isoliert worden waren, mit laslichen bestimmt werden. Bei sehr

hohen pH-Werten wurden, insbesondere in marinen Medien, Erdal

kalisalze ausgefallt, sodaB hier das Wacllstum nur mikroskopisch

kontrolliert werden konnte; die Optima dcr in dieser Arbeit

isolierten Bakterien lagen jedoch stets in cinem pH-Bereich, in

welchem aus den betreffendcll Medien noch keine sch~or16slichcn

Verbindungen als sichtbare Trlibungcn ausfielen.
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7.2. Temperatur-Optima

Die Temperatur-Optima wurden bei optimalen pH-Werten ermittelt.

Die beimpften Kulturrohrchen wurden in Wasserbadern inkubiert,

die durch Thermostaten auf verschiedenen Temperaturen gehalten

wurden. Wegen der Warmeausdehnung der Medien wurden aIle Kul

turr6hrchen fUr h6here Inkubationstemperaturen mit einem klein

nen Gasraum versehen und nach 2.1. mit Stopfen anaerob ver

schlossen.

dem Trocknen an der Luft wurden die Bakterien mit Methanol

fixiert. Der Objekttrager wurde schrag gchalten, mit 2 ml

Methanol betraufelt und an der Luft getrocknet. Dann wurde der

Objekttrager 1 min lang senkrecht in der Weise in ain offenes

Bad aus Chloroform gestellt, daB er nur bis zur Halfte mit dem

L6sungsmittel in BerUhrung kam. Nachdem das Chloroform auf dem

Objekttrager verdunstet war, wurde dieser mit Wasser befeuch

tet, mit einem Dedkglas versehen und im Phasenkontrast mikro

skopiert. Bestanden die EinschlUssc aus PHB, so waren diesc in

den Zellen verschwunden, die auf der mit Chloroform behandelten

Seite des Objekttragers lagen.

8. Lichtmikroskopische Untersuchungen

8.1. Nachweis von Poly-S-hydroxybuttersaure 8.2. Gram-Farbung

Reagenzien: a) Eau de Javelle (Natriumhypochlorit-L6sung),
13 % aktives Chlor

b) Methanol

c) Chloroform

Die von MAGEE (1975) angegebene Methode zur Gram-Farbung wurde

etwas modifiziert: eine Gegenfarbung mit Safranin hatte sich

bei den in dieser Arbeit untersuchten Bakterien als st6rend er

wiesen und wurde daher nicht angewandt.

Reagenzien: a) Methanol

100 ml L6sung I und 400 ml L6sung II wur
den miteinander vermischt

L6sung II: Ammoniumoxalat,
(NH4)2(COO)2-H20 10 9

dest. Wasser ad 1000 ml

1,7 9

10 ml

mlad 100

L6sung I : Kristallviolett

~thanol, 95 Vol.%

dest. Wasser

b) Kristallviolett-L6sung:

Ein erster Hinweis auf den Speicherstoff PolY-8~hydroxybutter

saure, kurz PHB genannt, wurde bereits beim Mikrokopieren le

bender Zellen erhalten: PHB bildete tr6pfchenf6rmige oder gra

nulare Einschllisse, die im Gegensatz zu Schwefeltr6pfchen in

Schwefelwasserstoff-oxidierenden Bakterien nur eine schwache

Lichtbrechung hervorriefen; im Phasenkontrast erschienen die

EinschlUsse, je nach Gr6Be und mikroskopischer Vergr6Berung,

heller oder dunkler als die Ubrige Zelle. Wurde dann an den

Rand des Deckglases ein kleiner Tropfen Eau de Javelle gesetzt,

so drang dieser alsbald unter das Deckglas; dabei konnte beob

achtet werden, daB die Zellen aufge16st und die Einschllisse

freigesetzt wurden: bestanden diese aus PHB, so wurden sie von

Eau de Javelle nicht angegriffen.

Ein weiterer Nachweis fUr PHB beruht auf der L6slichkeit dieses

Polymers in Chloroform. Die durch Zentrifugieren eingeengte

Zellsuspension wurde auf einem Objekttrager ausgestrichen. Nach
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9. Anfertigung von Praparaten fur die Elektronenmikroskopie

..

ml

9

<I

11I1

ml

3

0,5 9

ad 100

ad 100

ad 100

pH = 6.8

dest. Wasser

dest. \vasser

Toluol

c} Wolframatophosphorsaure-Losung:

Wolframatophosphorsaure

b} Uranylacetat-Losung:

elektronenmikroskopische Untersuchunq der Art dcr Bc

der Sulfat-reduzierenden Baktericn

Reagenzien: a} Neopren-Losung:

Neopren

FUr die

geiBelung wurden die Zellen

negativ kontrastiert.

Der pH-Wert wurde mit KOIl vorsichtiq
auf 4.8 eingestellt.

und an der nicht beschichteten Seite abgetrocknet. Die noch

b h ' htete Seite wurde mit Deckglasern versehen undfeuchte, esc lC
mikroskopiert. 1m Hellfeld erschienen Bacillus~ und an-

dere Gram-positive Bakterien blauviolett. Escherichia coli so

wie andere Gram-negative Bakterien waren im Hellfeld farblos

und nur schwach zu erkennen; diese wurden daher im Phasenkon

trast identifiziert. \var Bacillus~ bereits entfarbt oder,

im entgegengesetzten FaIle, Escherichia coli noch gefarbt, so

, p" t hergestellt· diescs zwcitc Prjp~ratwurde eln neues rapara ,
Z 't ls bRim ~rs~An MAlwurde dann fUr kUrzere bzw. langere e1 a

in Propanol-(l) entfarbt.

c) Jod-Losung:

KJ 6,6 9

J 2 3,3 9

NaHC0 3 10 9

dest. Wasser ad 1000 ml

d) Propanol-(l)

Kulturen freischwimmender Bakterien wurden 10 min lang bei

2 1 0 4 -2 , f ' d I Ub d b. m's zentrl uglert. Dann wur e sovie vom erstan a-

gegossen, daB die Bakterien im RestUberstand zu der 10 bis

20fachen Dichte der Kultur resuspendiert werden konnten. Diese

Suspension wurde auf einem sauberen Objekttrager ausgestrichen.

Fadi~e, gleitende Bakterien wurden zusammen mit dem syntheti

schen Sediment mit einer pasteur-Pipette aufgenonmlen und auf

den Objekttrager gebracht; dieser wurde dann etwas schrag ge

halten, sodaB Uberschussiges Medium abfloB, die Filamente aber

auf dem Objekttrager blieben. Zum Vergleich wurden Escherichia

coli (Gram-negativ) und Bacillus~ (Gram-positiv) mitun

tersucht; die Stamme wurden von Herrn Dr. Claus, Gottingen,

freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Frische Zellen dieser

Bakterien aus Schragagar-Rohrchen wurden in wenig Wasser sus

pendiert und neben den zu prtifenden Sulfatreduzierern auf dem

Objekttrager ausgestrichen.
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Nachdem die Objekttrager an der Luft vollig getrocknet waren,

wurden die Bakterien mit Methanol fixiert, so wie es unter 8.1.

beschrieben ist. Die fixierten Bakterien wurden 1 min lang mit

der Kristallviolett-Losung bedeckt und anschlieBend unter kal

tern, flieBendem Wasser 5 slang vorsichtig gesplilt. Das Wasser

wurde durch Betraufeln mit der Jod-Losung vom Objekttrager ent

fernt. Die Zellen blieben dann 1 min lang mit der Jod-Lasung

bedeckt. Danach wurden die Praparate wieder 5 s lang in flies

sendem Wasser abgesplilt und dreimal jeweils 1 min lang hinter

einander in drei Badern mit Propanol-(l} entfarbt. Die Objekt

trager wurden nochmals unter flieBendem Wasser 5 slang gesplilt
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Zunachst wurden Kupfer-Grids mit der matten Seite nach oben auf

Filterpapier ausgebreitet, mit der Neopren-Losung betraufelt

und mit einem anderen Stuck Filterpapier abgetrocknet. Eine

noch nicht ausgewachsene Kultur der zu mikroskopierenden Bakte

rien wurde b~i schwacher Beschleunigung, 8000 m.s-2 , abzentri

fugiert; vom Uberstand wurde soviel abgegossen, da3 nach dem

Resuspendieren eine 10 bis 20fach dichtere Bakteriensuspension

erhalten wurde. Von dieser wurde soviel in eine kleine Kunst

stoffkapsel gegeben, daB die Oberflache konvex war. Aus einer

mit Kohle bedampften Glimmerfolie wurde ein kleines Plattchen

herausgeschnitten, von welchem der Kohlefilrn auf die Oberflache

der Bakteriensuspenion abflottiert wurde; das Glimmerplattchen

wurde dabei mit einer Nadelpinzette festgehalten. Nach 30 bis

60 s wurde der Kohlefilm mit dem Glimmerplattchen wiederaufge

nammen und auf die Uranylacetat-L6sung abflottiert, die sich in

einer zweiten Kunststoffkapsel befand. Anstelle von Uranylace

tat wurde bisweilen auch Wolframatophosphorsaure verwendet.

Die Kohlefolie wurde dann von oben her mit einem mit Neopren

beschichteten Grid aufgenommen; die noch anhaftende Flussigkeit

wurde sogleich seitlich mit einem spitz zugeschnittenen Stuck

Filterpapier vorsichtig abgesaugt. Das Praparat konnte dann 50

fort im Elektronenmikroskop betrachtet werden. Blieben bei der

beschriebenen Vorgehensweise keine Bakterien an dem Kohlefilm

haften, 50 wurde das Verfahren wenig modifiziert. Der Kohlefilm

wurde vom Glimmerplattchen zunachst auf Wasser abflottiert und

mit dem mit Neopren beschichteten Grid aufgenommen. Der Kohle

film auf dem umgedrehten Grid wurde einige min lang mit einem

Tropfen der dichten Bakteriensuspension bedeckt. Nach dem Ab

saugen dieser Suspension mit Filterpapier wurde ein Tropfen

Uranylacetat-Losung aufgebracht und ebenfalls abgesaugt.

Das verwendete Elektronenmikroskop war ein EM 301 der Firma

PHILIPS.
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10. Bestimmung von Pigmenten

Zur Bestimmung von Zellpigmenten wurden die betreffcnden Baktc

rienstamme in Kulturvolumina von 5 bis 10 1 angezogen. Fadigen

gleitenden Bakterien wurde Aluminiumphosphat als synthetisches

Sediment zugesetzt (s. 3.4.8.). Die ausgewachsenen Kulturen

wurden abgeerntet und zur Herstellung einer Cytoplasma- und

einer Membranfraktion verwendet.

10.1. Gewinnung der Zellfraktionen

Reagenzien: a) K-phosphat-Puffer, Phosphat-Konzentration
0,50 mmol/l, pH = 7.0

b) K-phosphat-Puffer, Phosphat-Konzentration
0,50 mmol/l, pH = 7.0, zusatzlich mit
0,1 bis 0,4 mol NaCl pro 1, entsprechend
dem Kulturmedium des jeweiligen Bakterien
stammes

c) Na3-citrat-Losung, 0,12 mol/I; der pH-Wert
wurde mit Citronensaure auf 6.5 eingestellt

Jeweils 5 bis 10 1 einer Bakterienkultur wurden in verschraub

baren Zentrifugenbechern unter Stickstoffatmosphare 15 min lang

bei 100 000 m.s- 2 unter Kuhlung zentrifugiert (RC2-B, SORVALL);

fadige Bakterien wurden nur bei 8000 m.s- 2 abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgegossen. Bakterien ohne zugesetztes synthe

tisches Sediment wurden dann einmal in 400 ml K-phosphat-Puffer

gewaschen; fur Zellen aus Medien mit hoherem Salzgehalt wurde

dem Puffer vorher eine entsprechende Menge an NaCl zugesetzt.

Fadige Bakterien wurden zur weitgehenden Entfernung des volumi

nosen Sediments (Aluminiumphosphat) zweimal in je 400 ml der

genannten Natriumcitratlosung gewaschen. Die gewaschenen Zellen

wurden dann in 10 bis 12 ml K-phosphat-Puffer der erwahnten

Konzentration, jedoch nunmehr stets ohne Zusatz von NaCl, re

suspendiert und unter Kuhlung und mikroskopischer Kontrolle mit

Ultraschall aufgeschlossen. Zelltrummer wurden in 15 min bei

4 . 10
5

m.s- 2 unter Kuhlung abzentrifugiert (RC2-B, SORVALL);

der AufschluB von Bakterien, die vie1 Schleim bildeten. wurde
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bei nur 3 '10
4 m.s- 2 zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand war

der sogenannte zellfreie Extrakt.

Ein Teil des zellfreien Extrakts wurde dann in eine losliche,

die sogenannte Cytoplasmafraktion, und eine partikulare, die

Mernbranfraktion aufgetrennt. 7 bis 8 ml zellfreier Extrakt

wurden 120 min lang bei 1,5' 10 6 m.s- 2 unter Klihlung zentrifu

giert (Vacufuge, HERAEUS CHRIST). Der Uberstand wurde in einem

Eisbad aufbewahrt. Das Membranpellet wurde mit Hilfe eines Kol

benhomogenisators in 7 ml K-phosphat-Puffer der genannten Kon

zentration sorgfaltig resuspendiert und nochmals 120 min lang

bei 1,5 • 106 m.s- 2 zentrifugiert. Der nun erhaltene Uberstand

wurde mit dem ersteren vereinigt, wodurch die Cytoplasmafrak

tion erhalten wurde. Das gewaschene Membranpellet wurde erneut

in 7 bis 8 ml K-phosphat-Puffer grlindlich suspendiert und er

gab so die Membranfraktion.
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gebundene ProtohKm enthalten, welches mit einem Aceton-HCI-Ge

misch extrahiert werden kann. c-Typ-Cytochrome enthalten dage

gen HKm-Gruppen, welche liber Schwefel-Brili:ken von Cystein kova

lent gebunden und daher nicht extrahierbar sind (BARTSCH, 1~68;

KAMEN und HORIO, 1970).

Reagenzien: a) Aceton

b) Aceton-HCl:

Hel, 2,4 mol/l 20 ~I

Aceton ad 1000 mi

Oas Gemisch wurdc vor Versuchs
beginn stets frisch ang~sctzt

c) oiathylather, Peroxid-frci

Von der Cytoplasma- und der Membranfraktion wurOcn jcw~ils 5 m!

in einem Erlenmeyer-Kolben (100 ml) bei - 20 °c einqcfroi:c'n unci

lyophilisiert (GT 2, LEYBOLO-HERAEl1SI. Oic' vo11i,-, trock,:ncn

Rtickstande wurden jeweils in Zentrifugcnbcchcrn aus Glas oOur

Polypropylen zweimal mit 30 ml Aceton tibcrgosscn, 1 min lanq
5 -2 'f' t O·gertihrt und 10 min lang bei 2 . 10 m·s zcntr~ Llg~cr. H'

hier crhaltencn Ubcrstandc wurden vcrworfen. Die somit gewa

schenen Pellets wurden viermal hintcrcinander mit jcwc~ls 30 ml

des Aceton-HCI-Gemischs unter Rtihren cxtrahiert. Nach jedcm Ex

traktionsgang, der etwa 2 min dauerte. wurden die Partikel Qb

zentrifugiert. Oer RUckstand wurde an der Luft gctrocknct. D10

aus je einer Fraktion crhaltcnen Extraktc wurden vereinigt, mit

einem Rotationsverdampfer (BUCHl) auf etw3 8 ml cingccngt unci

danach zweimal mit jeweils 20 ml Diathylather in eincm Schcidc

trichter ausgeschUttelt. !:lie j<:we11iqc'n zwci ;i.t!K'l"c:;tl"aktc

10.2. Bestirnmung von Cytochromen

Die Cytoplasma- und die Mernbranfraktion wurden auf das Vorhan

densein von Cytochromen geprlift. Zwei Klivetten, Schichtdicke

1,0 cm, Inhalt 1,0 ml, wurden mit der betreffenden Zellfraktion

geflillt. Bei stark absorbierenden Fraktionen wurde vorher mit

K-phosphat-Puffer (so 10.1.) verdlinnt. Vorhandene Cytochrome

lagen infolge der Aufarbeitung an der Luft bereits im oxidier

ten Zustand vor. Daher bedurfte es lediglich der Reduktion des

Inhalts einer der Klivetten; dazu wurden m±t einem dlinnen Glas

stab wenige Kornchen festes Natriumdithionit aufgenommen und

mit dem betreffenden Klivetteninhalt kurz verrlihrt. Mit dem

Photometer DMR 21 (ZEISS) wurde ein Differenzspektrum zwischen

400 und 600 nm aufgezeichnet: Die Anwesenheit von Cytochromen

wurde anhand der a- und y-Banden erkannt (BARTSCH, 1968); die

S-Bande war haufig nur schwach ausgepragt. Zum eindeutigen

Nachweis von b- bzw. c-Typ-Cytochromen wurden die Cytoplasma

und die Mernbranfraktion nach der von WESTON und KNOWLES (1973)

beschriebenen Methode durch Extraktion differenziert. Das Ver

fahren beruht darauf, daB b-Typ-Cytochrome das nicht-kovalent

d) Pyridin-NaOH:

NaOH, 1,0 moi/l

pyridin

dest. Wasser

100 mi

500 ml

ad 1000 ml
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wurden vereinigt, einmal mit 20 ml destilliertem Wasser im

Scheidetrichter gewaschen und im Rotationsverdampfer bis zur

Trockne eingeengt. Die aus den Atherphasen erhaltenen Rtickstan

de wurden dann ebenso wie die trockenen Pellets der Aceton-HCl

Extraktion in je 5 ml Pyridin-NaOH aufgenommen; die Pellets

konnten nur langsam und unter grlindlichem Rtihren gelost werden.

Von den erhaltenen Losungen in Pyridin-NaOH wurden Redox-Diffe

renzspektren aufgenommen, so wie es oben beschrieben ist. Bei

hohem Gehalt an Cytochromen wurde mit Pyridin-NaOH noch weiter

verdtinnnt.

Hatten Cytoplasma- bzw. Membranfraktion b-Typ-Cytochrome ent

halten, so lagen deren Protoham-Gruppen nunmehr in denjenigen

Pyridin-NaOH-Losungen vor, mit welchen die Aceton-HCI-Extrakte

aufgeno~~cn worden waren. Angaben tiber Absorptionsbanden des

Redox-Differenzspektrums von Protoham in Pyridin-NaOH finuen

sich bei FALK (1964, S. 241). Die c-Typ-Cytochrome waren, 50

weit vorhanden, im Rtickstand der Aceton-HCl-Extraktion verblie

ben und wurden somit in der daraus erhaltenen Pyridin-NaOH

Losung nachgewiesen.

10.3. Nachweis von Desulfoviridin

Vom zellfreien Extrakt wurde ohne weitere Vorbehandlung das Ab

sorptionsspektrum gegentiber Wasser mit dem Photometer DMR 21

(ZEISS) aufgenommen. War Desulfoviridin vorhanden, so war ein

deutlich ausgepragtes Absorptionsmaximum bei etwa 630 nm zu

erkennen (POSTGATE, 1956).

Ferner wurde Desulfoviridin nach dem von POSTGATE (1959 b) be

schriebenen Fluoreszenz-Test nachgewiesen. Daflir wurden etwa

0,5 ml zellfreier Extrakt in einem dunk len Raum unter einer

UV-Lampe einer Wellenlange von 365 nm ausgesetzt und mit einem

kleinen Tropfen Natronlauge, ca. 2 mol/I, vermischt. Bei Anwe

senheit von Desulfoviridin fluoreszierte der zellfreie Extrakt

dann sofort leuchtend hellrot.
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Urn tiber die Loslichkeit von Desulfoviridin Auskunft zu erhal

ten, wurde auch jeweils die aus dem zellfreien Extrakt herge

stellte Cytoplasma- bzw. Membranfraktion (5. 10.1.) auf Desul

foviridin geprtift.

10.4. Kohlenmonoxid-Differenzspektren

Zum Nachweis der Sulfit-Reduktase P-582 wurden Kohlenmonoxid

Differenzspektren aufgenommen (TRUDINGER, 1970). Sowelll Cyto

plasma- als auch Membranfraktien wurden geprUft. Zwei KUvetten,

Schichtdicke 1,0 em, Inhalt 1,0 ml, wurden mit der betreffenden

Zellfraktion beschickt. Der Inhalt beider Klivetten wurde mit

Dithionit reduziert (5. 10.2.). In eine der Klivetten wurde tiber

eine feine Kantile 1 min lang Kohlenmonoxid in Form sehr feiner

Gasblasen eingeleitet; die Ktivette wurde dabei und auch Ilernach

mit schwarzem Papier vor Licht geschUtzt. Mit dem Photometer

DMR 21 (ZEISS) wurde dann das Differenzspektrum gegenliber der

nicht mit Kohlenmonoxid begasten, aber ebenfalls reduzierten

Fraktion aufgenommen. Waren gleichzeitig Cytochrome vorhanden,

die ebenfalls mit Kohlenmonoxid reagierten, so tiberlagerte de

ren Spektrum das von eventuell vorhandenem p-582. In solchen

Fallen ware zum eindeutigen Nachweis von P-582 eine chromato

graphische Auftrennung der Pigmente erforderlich, die jedoch im

Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeftihrt wurde.

11. Bestimmung des GC-Gehalts der DNS

Der GC-Gehalt der DNS (Gehalt an Guanin + Cytosin in mol%) wur

de von Herrn Dr. H. Hippe, Gottingen, durch thermische Denatu

rierung ermittelt. Eine Beschreibung der Methode findet sich

bei HUNGER (1978).

Das benotigte Zellmaterial wurde in Kulturvolumina von 5 bis

10 I angezogen. Den Kulturen fadiger Bakterien wurde als syn

thetisches Sediment wiederum Aluminiumphosphat zugesetzt. So

bald keine nennenswerte Zunahme der Bakteriendichte mehr Z11



beobachten war, wurden die Zellen bei 100 000 m.s- 2 unter Klih

lung abzentrifugiert; fadige Bakterien wurden bei nur

8000 m.s- 2 abzentrifugiert. Die fadiqen Bakterien wurden, wie

bereits unter 10.1. beschrieben, durch zweimaliges Waschen in

jeweils 400 ml Natriumcitrat-Losung, 120 mmol/l, pH = 6.5,

weitgehend vom zugesetzten Sediment befreit. Die Zellpellets

wurden stets in einem Eisbad gehandhabt und moglichst bald zur

Bestimmung des GC-Gehalts verwendet. Zum Vergleich diente

Escherichia coli K 12 aus der Deutschen Sammlung von Mikroorga

nismen, Gottingen, mit einem GC-Gehalt von 51,7 mol%.

12. Chemische Analysen

12.1. Bestimmung von Schwefelwasserstoff nach PACHMAYR

Schwefelwasserstoff wurde quantitativ nach der von PACHMAYR

(1960) angegebenen Methode bestimmt. Dabei wird H2S zunachst

als ZnS gebunden, das gegen Luft langere Zeit bestandig ist.

Durch Zusatz einer stark sauren Lasung eines N,N-Dimethyl-1,4

phenylendiammonium-Salzes wird H2S wieder freigesetzt, welches

mit dem Diamin zu der reduzierten, farblosen Form von Methylen

blau reagiert; diese wird mit Fe 3+-Ionen zu der blauen Form

oxidiert, deren Konzentration man photometrisch bestimmt.

Reagenzien: a) Zinkacetat-Lasung:

bl Diamin-Reagenz:

dest. Wasser 600 101

H2SO4 , konzentriert 200 ml

N,N-Dimethyl-1,4-phenylen-
diammoniumdichlorid 2 9

dest. Wasser ad 1000 ml

Nach der Zugabe der Schwefelsaure zum
ersten Teil des Wassers wurde die Mi
schung abgeklihlt. Erst dann wurde das
Diamin zugesetzt. Die Losunq wurde auf
das endgliltige Volumen aufgeflillt und
stets vor Licht geschtitzt.

c) Eisen(IIII-L6sung:

NH 4Fe(S04)2' 12 H2O 10 q

H2SO4 , konzentriert L m.l

Jest. Wasser ad 100 1111

Das Eisensalz wurde mit der konzentrier
ten Schwefelsaure betr~ufelt, mit dem
graB ten Teil des destillierten Wassers
versetzt und unter Erhitzen und RUhrcn
gel6st. Nach dem AbkUhIen wurde auf dOH
endgU1tige Volumen au:gcfU11t.

Das Zinkacetat wurde zunachst mit der
verdlinnten Essigsaure betraufelt; nach
dem Aufflillen mit Wasser wurde die L6
sung stets gut verschlossen aufbewahrt.

Essigsaure, 20 Vol.%

dest. Wasser

24 9

ml

ad 1000 ml

e) Hel, 0,100 mol/I

f) Jou-Losung (Titrisol, MERCK), 0,100 mol J/l

g) Na 2s 20
3
-L6sung (Titrisol, MERCK),

0,050 mol/l bzw. 0,100 N

hI Starke-L6sung:

16s1iche Starke

dest. Wasser

1 q

ad 100 ml

Die Starke wurdc unter ErwMrmcn qcl~st.
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beobachten war, wurden die Zellen bei 100000 m.s- 2 unter Ktih

lung abzentrifugiert; fadige Bakterien wurden bei nur

8000 m.s- 2 abzentrifugiert. Die fadiqen Bakterien wurden, wie

bereits unter 10.1. beschrieben, durch zweimaliges Waschen in

jeweils 400 ml Natriumcitrat-Losung, 120 mmol/l, pH = 6.5,

weitgehend vom zugesetzten Sediment befreit. Die Zellpellets

wurden stets in einem Eisbad gehandhabt und moglichst bald zur

Bestimrnung des GC-Gehalts verwendet. Zum Vergleich diente

Escherichia £2li K 12 aus der Deutschen Sammlung von Mikroorga

nismen, Gottingen, mit einem GC-,Gehalt von 51,7 mol%.

12. Chemische Analysen

12.1. Bestimrnung von Schwefelwasserstoff nach PACHMAYR

Schwefelwasserstoff wurde quantitativ nach der von PACHMAYR

(1960) angegebenen Methode bestimmt. Dabei wird H2S zunachst

als ZnS gebunden, das gegen Luft langere Zeit bestandig ist.

Durch Zusatz einer stark sauren Losung eines N,N-Dimethyl-1,4

phenylendiammonium-Salzes wird H2S wieder freigesetzt, welches

mit dem Diamin zu der reduzierten, farblosen Form von Methylen

blau reagiert; diese wird mit Fe 3+-Ionen zu der blauen Form

oxidiert, deren Konzentration man photometrisch bestimrnt.

Reagenzien: a) Zinkacetat-Losung:
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b) Diamin-Reagenz:

dest. Wasser 600 ml

H2SO 4 , konzentriert 200 mJ..

N,N-Dimethyl-1,4-phenylen-
diammoniumdichlorid 2 9

dest. Wasser ad 1000 ml

Nach der Zugabe der Schwefelsaure zum
ersten Teil des Wassers wurde die Mi
schung abgektihlt. Erst dann wurde das
Diamin zugesetzt. Die Losunq wurde auf
das endgtiltige Volumen allfgefUllt lInd

stets vor Licht geschlitzt.

c) Eisen(III)-Losung:

NH 4 Fe(S04)2' 12 H2O 10 'I

H2SO 4 , konzentriert L ml.

uest. Wasser '-Id 100 m]

Das Eisensalz wurde wit der konzentrior
ten Schwefelsaure betrjufelt, mit dam
groBten Teil des destilli8rten Wasscrs
versetzt und untcr Erhitzcn und RUhr~n

gelost. Nach dem AbkUhlcn wurd8 ~uf d~s

endgUltige Volumen au~gcfUllt.

Essigsaure, 20 Vol.%

dest. Wasser

24 9

ml

ad 1000 ml

e ) HC 1, 0, 100 mo 1/1

f) JOc]-Losung (Titrisol, MERCK). 0,100 mol J/l

Das Zinkacetat wurde zunachst mit der
verdtinnten Essigsaure betraufelt; nach
dem Aufftillen mit Wasser wurde die Lo
sung stets gut verschlossen aufbewahrt.

g) Na 2S 20
3
-Losung (Titrisol, MERCK).

0,050 mol/l bzw. 0,100 N

h) Starke-Losung:

losliche Starke

dest. Wasser

'.~

ad 100 ml

Die Starke wurde unte~ Erwjrmen qcl~st.
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In einen MeBzylinder fur 100 ml wurden 20 ml Zinkacetat-Lasung

gegeben. Mit einer Enzympipette wurde das betreffende Probe

volumen in dIe Zinkacetat-Losung gegeben, wobei die Pipetten

spitze in die Fllissigkeit eingetaucht wurde. Pro Kolben sollten

zwischen etwa 0,5 und 2 ~mol Sulfid vorhanden sein. Dann wurden

50 ml destilliertes Wasser und 10 ml Diamin-Reagenz zugesetzt.

Nach dem Umschwenken des Kolbens wurden sogleich 0,5 ml der

Eisen(III)-Lasung zugegeben und wiederum mit dem Inhalt ver

mischt. Nach 10 min wurde mit destilliertem Wasser genau auf

100 ml aufgeflillt. Mit dem Photometer PM 4 (ZEISS) wurde die

Extinktion des Ansatzes bei 670 nm in einer Klivette mit einer

Schichtdicke von 1 cm bestimmt. Als Referenzwert diente ein

parallel hergestellter Ansatz ohne Sulfid.
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fUhrt, sondern zu haher oxidierten Schwefelverbi~dungen. Aus

der Einwaage eines Natriumsulfid-Kristalls war eine Konzentra-
. 2-

t~on von 8,74 mmol S /1 errechnet worden; durch die Titl'ation

wurde ein Gehalt von 8,70 mmol s2-/ 1 ermittelt. Beide Werte

stimmten also gut liberein. Durch Vorgabe verschiedener Men~cn

Sulfid-Lasung zu Bestimmungsans~tzenwurden Extinktionswerte

zur Aufstellung einer Eichkurve erha1tcn. Bei der Untersuchung

einer Probe wurde die Menge Su1fid pro Reaktionsansatz Uber die

Extinktion direkt aus der Kurve abge1esen und auf das Probevo

lumen bezogen.

12.2. Schnellnachweis flir Schwefelwasserstoff

Zur PrUfung auf gebildeten Schwefelwasserstoff in einer qraBe

ren Anzahl von Anreicherungen oder Testans~tzen zur Substrat

verwertung genligte haufig eine qualitative Nachweismethode. Flir

diesen Zweck wurde ein einfacher, schnell durchzufuhrender

Nachweis entwickelt, der auf der Ausfallung von braunem Kupfer

sulfid beruht, welches zun~chst kolloidal entsteht.

Das Reagenz wurde in Portionen von 2 ml auf Rahrchen verteilt.

In diese Ansatze wurden aus den zu prlifenden Kulturen jewei1s

0,5 ml pipettiert und sofort durch kurzes Schlitteln vermischt.

Zum Vergleich von Kulturen mit sehr starker Bildung von H
2

S

wurden kleinere, aber fur eine MeBreihe jeweils gleiche Probe

volumina eingesetzt. Wahrend der H2S-Gehalt nicht beimpfter

Kulturmedien nur eine schwache ge1bbraune Farbung verursachte,

lieferten Medien, in denen eine Sulfatreduktion stattgefunden

hatte, eine mehr oder weniger stark braune F~rbung. Die Inten

sitaten dieser Farbung in einer Reihe von Ansatzen wurden mit

einander verglichen, bevor das Kupfersulfid in Form dunkler

Flocken ausfiel.

5,0 mmol/1

Zur Aufnahme einer Eichkurve diente eine Na 2S-Lasung bekannter

Konzentration. Destilliertes Wasser wurde gekocht und unter

Stickstoffatmosph~re in einem MeBzylinder flir 1000 ml abge

klihlt. Ein frischer, einheitlich durchsichtiger Kristall aus

Na 2S'9 H20 von schKtzungsweise 2 9 wurde gen~u gewogen und in

dem Kolben unter StickstoffatmosphKre gelast. Die Lasung wurde

dann mit ausgekochtem Wasser bis zur Strichmarke auf 1000 ml

aufgefullt. Die aus der Einwaage berechnete Sulfid-Konzentra

tion wurde titrimetrisch nachgepruft. In eine Flasche mit

250 ml Inhalt, die einen Ruhrmagneten enthielt, wurden 75,0 ml

HC1, 0,100 mol/l, und 25 ml Jod-Lasung, 0,100 mol/l, gegeben.

Dieser Lasung wurden unter ROhren langsam 100 ml der herge

stell ten Sulfid-Lasung aus einer MeBpipette zugesetzt, wobei

die Pipettenspitze in die Flussigkeit eintauchte. Dabei wurde

H2S zu Schwefel oxidiert. Das durch H2S nicht reduzierte Jod

wurde mit der Thiosulfat-Lasung, 0,100 mol/l, zurucktitriert.

War die Lasung durch Jod nur noch schwach gelblich gefarbt, so

wurden zum besseren Erkennen des Titrationsendpunktes ein bis

zwei Tropfen der Starke-Lasung zugegeben. Thiosulfat wurde bei

dieser Titration stachiometrisch zu Tetrathionat oxidiert. Die

AnsKuerung des Reaktionsansatzes mit Salzsaure war erforder

lich, weil sonst sowohl die Oxidation von Sulfid als auch die

von Thiosulfat durch Jod nicht zu Schwefel bzw. Tetrathionat

Reagenz; HCl

CUS0 4

50 mmol/l
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12.3. Nachweis von SuI fat

Reagenzien: a) HCl 1,0 molll

0,2 mol/l

Kquivalenzpunkt war der Wendepunkt in der graphischen Auftra

gung des pH-Werts gegen die zugegebene Menge an H
2
S0

4
,

12.5. Prtifung auf Nitrit

Auf eine Bildung von Nitrit im Kulturmedium wurde nur qualiLa

tiv geprtift.

Die Nachweismethode ftir Sulfat wurde angewandt, urn rein quali

tativ auf Anwesenheit bzw. vollstandigen Verbrauch von SuI fat

zu prtifen. 5 ml Kulturtiberstand wurden mit 1 ml der verdtinnten

Salzsaure und dann mit 2 ml BaC1 2-Lasung versetzt. Bei Anwesen

heit von Sulfat entstand eine milchige Trtibung von BaS04 , die

allmahlich als weiBer Niederschlag ausfiel.

Reagenzien: a) Sulfanilsaure-Lasung:

Sulfanilsaure 0,3 9

dest. Ivasser ad 100 ml

12.4. Bestimmung von Ammonium

Ammonium in Kulturmedien wurde als Ammoniak destilliert und

titrimetrisch bestimmt.

Die Sulfanilsaure wurde unter Erwarmen
gelast.

b) a-Naphthylamin-Lasung:

a-Naphthylamin 0,2 9

a-Naphthylamin wurdc zun~chst in 5i0
dendem Wasser gelast. Nach dcm Ab~Uh

len wurde mit Essigs5ure aufgcftillt.
Die Lasung wurde im Dunkeln qclaqert.

Reagenzien: a) HCl 1,0 mol/1

b) NaOH 5,0 mol/l

c) H
3

B0
3

, 20 g/1 (0,3 mol/1)

d) H2SO 4 (Titrisol, MERCK) ,

0,010 molll bzw. 0,020 N

dest. Wasser

Essigsaure

45

ad 100

ml

ml

20 ml Kulturmedium wurden in einen Rundkoben (100 ml lnhalt)

ftir eine Wasserdampf-Destillierapparatur (BUCHl) gegeben und

mit 1,0 ml der verdlinnten Salzsaure versetzt. Durch Einleiten

von CO 2 wurde H2S ausgetrieben. Der Kolben wurde mit der De

stillierapparatur verbunden. Uber eine Einflillvorrichtung wur

de 1,0 ml der konzentrierten Natronlauge zugegeben. Der Aus

laufstutzen am Ende der Ktihlschlange der Apparatur wurde in

eine Vorlage aus 20 ml Borsaure-Lasung eingetaucht. Sogleich

wurden mit Wasserdampf 60 ml tiberdestilliert. AnschlieBend wur

de das Destillat mit der verdtinnten Schwefelsaure titriert, wo

bei der pH-Wert mit Hilfe eines pH-Meters verfolgt wurde. Der

2 ml der zu priifenden I<ulturfliissigkcit wurden durch Einlcitl.'ll

von CO 2 von H2S befreit. Dann wurden 0,5 ml S~lfani]sjurc-La

sung und 0,5 ml a-Naphthylamin-Lasung zugcsetzt. Bci Anw~scn

heit von Nitrit farbte sich der Ansatz alsbald rot bis rot

violett.

12.6. Bestimmung von Acetat, Propionat und Butyrat

Die flUchtigen Fettsauren Acetat, Pro!,ionat und Bllt\'l~at ,,,urdcll

als freie Sauren mit dem Gaschromatoqraphcn F 22 (PERKIN Er.~'ER)

bestimmt.



Injektor: Betriebstemperatur Z30 DC

Tragergas: 95 % NZ' 5 % CO 2 ; Stromungsgeschwindigkeit 70 ml/min

Saule:
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Porapak QS, 100 - 120 mesh (WATERS, WGA, DUsseldorf);
Lange 2,0 m; Innendurchmesser 2 - 2,5 mm;
Betriebstemperatur 180 DC

Die Saule grenzte direkt an das Septum des Injek
tors, sodaB die Probe in den vorderen leeren Ab
schnitt der saule gespritzt werden konnte. Vor den
Analysen wurde die Saule 12 Stunden lang bei
230 DC mit stromendem Tragergas ausgeheizt.
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12.7. Nachweis von Benzoat

Benzoat wurde von Herrn Dr. E. Schmidt, Gottingen, mit Hilfe

eines llochdruck-F1Ussigkeitschromatographen dlrekt im Ku1tur

medium bestimmt; die Methode wurde von REINECKE (1976) bc

schrieben. Durch Einleiten von CO 2 wurde die Probe vorher von

H2S befreit. Das Nachweisverfahren wurde angewandt, u~ auf

vollstandigen Verbrauch von Benzoat in ausgewHchsenen Ku1turen

zu prlifen. Als Kontrolle diente ein unbeimpftes Medium mit

1 mmo1 Benzoat pro 1.

Detektor: FlO (Flammenionisationsdetektorl, betrieben mit H2
und synthetischer Luft; Betriebstemperatur ZOO DC

12.8. Nachweis von Formiat

Die organischen Sauren wurden durch Ansauern der zu untersu

chenden Probe freigesetzt.

Reagenzien: a) HCl, verdUnnt 1,0 mol/l

Formiat wurde nach der Methode von LANG und LANG (197Z) colori

metrisch bestimmt. Oem Nachweis liegt eine noch nicht aUfge

klarte Reaktion zugrunde, bei welcher eine aus Citronensaure

gebildete, grlinge1b fluoreszierende Verbindungen spezifisch mit

Formiat zu einem roten Farbstoff reagiert.

b) HCl, konzentriert 12 mol/l

Reagenzien: a) Citronens~ure-Reagenz:

Die Substanzen losten sich nur langsam.

D,S 9
Zur Analyse von KulturUberstanden wurden in ein kleines Rohr

chen 0,10 ml verdlinnte Salzsaure und 0,90 ml der betreffenden

Probe gegeben. HZS wurde durch kurzzeitiges Einleiten von CO Z
ausgetrieben. Mit einer Mikroliter-Spritze (HAMILTON) wurden

5,0 ul dieser angesauerten Probe in den Injektor des Gaschroma

tographen gespritzt. Die Konzentrationen wurden aus den Peak

flachen mit Hilfe eines Computing Integrators, Autolab

System II (SPECTRA PHYSICS) ermittelt. Mit Hilfe von Standard

Losungen verschiedener, genau bekannter Konzentrationen wurde

vor jeder MeBreihe eine Eichkurve erstellt.

Citronensaure-l-hydrat

Acetamid

Propanol-(2)

b) Acetat-Losung:

dest. Wasser

10

ad 100

30

ad 100

9

ml

9

ml

Zur Reinheitsprlifung von Formiat wurden 0,90 ml der Stammlosung

(1,0 mol Formiat pro I, s. 3.4.1.) mit 0,10 ml konzentrierter

Salzsaure versetzt; es wurden wiederum 5,0 ul injiziert.

c) Essigsaureanhydrid

0,50 ml Probelosung wurden mit 1,0 ml Citronensaure-Reagenz,

0,04 ml Acetat-Losung und 3,5 ml Essigsaureanhydrid versetzt,

gut vermischt und in einem Wasserbad 30 min lang bei 50 °c
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inkubiert; dabei wurde der Ansatz haufiger mit einem Glasstab

umgerlihrt. AnschlieBend wurde mit dem Photometer PM 4 (ZEISS)

die Extinktion bei 515 nm gegen einen Ansatz ohne Formiat als

Leerwert gemessen.
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Injektor: Betriebstemperatur 180°C

Detektor: FID, betrieben mit H2 und synthetischer Luft;
Betriebstemperatur 160 DC.

Die Dicarbonsauren in der zu untersuchenden Probe wurden mit

Methanol verestert. Als interner Standard diente Malonsaure.

Reaktionsansatz: 0,5 ml Probelosung

0,5 ml Malonsaure-Losung als
interner Standard

0,4 ml H2SO 4 , 50 Vol. %

2,0 ml Methanol

Die Methode wurde in dieser Arbeit benutzt, urn auf einen voll

standigen Verbrauch von Formiat in Kulturtiberstanden zu prtifen.

50 ml vom betreffenden Kulturtiberstand wurden durch Einleiten

von CO 2 von H2S befreit und mit einem Rotationsverdampfer auf

etwa 3 ml eingeengt. Die infolge des angestiegenen pH-Werts

und der Konzentrierung ausgefallenen Carbonate und Phosphate

wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Der pH-Wert des tiber

stands wurde mit HCl auf 7.5 eingestellt. AnschlieBend wurde

mit destilliertem Wasser auf 5,0 ml aufgeftillt. Von der auf

diese Weise 10fach konzentrierten Probelosung wurden dann

0,50 ml ftir den oben beschriebenen Nachweis eingesetzt. Als

Leer- bzw. Vergleichswert dienten ein Kulturmedium ohne Formiat

und ein Kulturmedium mit frisch zugesetztem Formiat,

1,0 mmol/l; beide Kulturmedien wurden auf die gleiche Art wie

die Probe 10fach konzentriert.

Reagenzien: a) Malonsaure-Losung, 5,0 mmol/l

b) H2S0 4 , 50 Vol.%

c) Methanol

d) Butylacetat

e) Succinat-Fumarat-Gemisch,
jeweils 5,0 mmol/l

12.9. Bestimmung von Succinat und Fumarat

Succinat und Fumarat wurden nach der von LAANBROEK et al.

(1977) angewandten Methode als Methylester mit dem Gaschromato

graphen F22 (PERKIN ELMER) bestimmt.

Der Reaktionsansatz wurde in einem kleinen Rohrch,'n lint '.,'(")'

mischt und 30 min lang in einem Wasseruild bei 55 °c i.nkllbiC'rt"

AnschlieBend wurden noch folgende Zus5tze in das RGhrchcn qe

geben:

Tragergas: 95 % N2 , 5 % CO
2

; Stromungsgeschwindigkeit 40 ml/min.

Saule: Chromosorb W AW mit 10 % SP 1000 + 3 %H3P04'
100 - 120 mesh (SUPELCO, leT, Frankfurt);
Lange 2,0 m; Innendurchmesser 2 - 2,5 mm;
Betriebstemperatur 120 cc.

Die Saule grenzte direkt an das septum des Injek
tors. Vor den Analysen wurde die Saule 12 Stunden
lang bei 160 DC mit stromendem Tragergas ausge
heizt.

1,0 ml dest. Wasser

1,0 ml Butylacetat

Das Rohrchen wurde unter VerschluB 20mal gut geschUttelt. ~ach

dem sich die Phasen getrennt hatten, wurdcn 2,0 ul aus cler obe

ren Phase mit einer Mikroliter-Spritze in der. Gaschromatoqra

phen injiziert. Zur Auswertung dienten die Peakh6hen. Das

Succinat-Fumarat-Gemisch wurde als Bczugslosung vprwendet und

ebenso wie die Probelosung verestert.
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13. Stachiometrie von Substratumsetzungen

12.10. Bestimmung von !'1ethan

Injektor: Betriebstemperatur 100 DC

Tragergas: N
2

; Stramungsgeschwindigkeit 25 ml/min

war. Das Volumen des Grundmediums in d~n Flaschen wurde so bc

messen, daB die Fllissigkeitsoberflache auch nach Zusatz der

Substrate und des Impfvolumens immer noch etwas unterhalb der

Eichmarke lag. Unterschiedliche Mengen der betreffcnden Elek

tronendonatoren und Elektronenakzeptoren, deren Umsatz es zu

messen galt, wurden aus Stammlasungen genau bekannter Konzen

tration in die autoklavierten Flaschen pipettiert; diese

Starnrnlasungen waren in dicht verschlossenen GefaBen getrennt

autoklaviert bzw. sterilfiltriert worden (s. 2.3. bzw. 3.4.),

sodaB deren Konzentration unverandert geblieben war. Nach Zu

satz der Substrate wurden die Ansatze zu gleichen Antcilen mit

der jeweiligen Vorkultur beimpft und aus dem separat autokla

vierten Teilmedium (s. 3.1.2.) bis zur Eichmarke aUfgefUllt.

Verbindungen, die in haheren Konzentrationen giftig wirkten,

wurden portionsweise in gewissen Zeitabstanden wahrend des

Wachstums zugesetzt; flir diese Faile wurden die Flaschen nur

soweit aufgeflillt, daB ein vorher berechneter Raum zwischen

F1Ussigkeitsoberflache und Eichmarke blieb, der dem Volumen der

noch zuzusetzenden Lasung entsprach. Die Flaschen wurden dann

in einem Wasserbad auf die Inkubationstemperatur erwarmt und

nach der Hungate-Technik anaerob verschlossen. Die ausgewachse

nen Kulturen wurden dann wieder auf Raumtemperatur abgekUhlt.

Zuerst wurde der gebildete Schwefelwasserstoff nach 12.1. ge

messen. FUr die Bestimmung organischer Verbindungen wurden

3 bis 4 ml entnommen, durch Einleiten eines CO 2-stroms von H2S

befreit und bis zur Analyse eingefroren. Das Ubrige Kulturvolu

men diente dann zur Ermittlung der jeweils gebildeten Bakte

rienmasse nach 6.3.; die dabei erhaltenen Uberstande wurden

eventuell noch auf Sulfat geprUft (5. 12.3.).

FUr stachiometrische Messungen mit Palmitat wurden die Medien

in den Flaschen nach 3.3.2. zunachst ohne NaCl, MgC1 2 und CaC1 2
hergestellt. Die einzusetzenden unterschiedlichen Mengen an

Palmitinsaure wurden fUr jeden Ansatz einzeln abgewogen und in

kleinen Kolben mit etwas Wasser und der aquimolaren Menge NaOH

in einem siedenden Wasserbad gelast (s. 3.4.1.). Die Palmitat

Lasungen wurden heiB in die betreffenden KulturgefaBe gegeben;

Porapak QS, 80 - 100 mesh (WATERS, WGA, >DUsseldorf);
Lange 2,0 m; Innendurchmesser 2 - 2,5 rnrn;
Betriebstemperatur 75 DC.

Saule:

Aus der Gasphase eines KulturgefaBes wurden mit einer Mikro

liter-Spritze 2,0 ~l entnornrnen, indem die KanUle vorsichtig

zwischen Stopfen und Glaswandung hindurch bis in den Gasraum

geschoben wurde. Das entnornrnene Volumen wurde sofort in den

Gaschromatographen injiziert. Zum vergleich wurden bis 2 ~l

reines Methan aus einer Gasflasche eingespritzt.

Detektor: FID, betrieben mit H2 und synthetischer Luft;
Betriebstemperatur 100 DC

Methan in der Gasphase einer Kultur wurde mit dem Gaschromato

graphen F 22 (PERKIN ELMER) bestimmt.

FUr WachstumsversuChe zur Ermittlung der Reaktionsgleichungen

von Substratumsatzen mit gleichzeitiger Ertragsbestirnrnung dien

ten Flaschen. deren Inhalt etwas mehr als 1 1 betrug. In die

Flaschenhalse wurden Eichmarken in der Weise eingeritzt, daB

das spatere Gasvolumen Uber der Fllissigkeit bis zu diesen Eich

marken nur etwa 5 ml betrug. Das genaue Fassungsvermagen einer

Flasche bis zur Eichmarke wurde dann jeweils durch Ausmessen

mit Wasser bestirnrnt. Das Medium wurde in diesen Flaschen di

rekt zubereitet, so wie es unter 3.1.2. beschrieben ist. Bei

der Fertigstellung des Grundmediums nach dem Autoklavieren

wurde soviel Na 2s aus der sterilen Stammlasung (s. 3.2.) zuge

setzt, daB die Endkonzentration in allen Flaschen genau gleich
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die Kolben wurden mit etwas heiBem destillierten Wasser nach

gesplilt, sodaB auch die verbliebenen Reste in die KulturgefaBe

liberftihrt wurden. Erst dann wurden NaCl, MgC1 2 und CaC1 2 aus

den konzentrierten Starnmlosungen zugesetzt.

Wenn die bei der Umsetzung eines Substrats gebildete Bakterien

masse nicht bestirnmt werden sollte, so waren zur Ermittlung der

Stochiometrie auch Flaschen mit 50 ml Inhalt ausreichend

(s. 2.5.). Das genaue Volumen dieser Flaschen wurde vorher aus

gemessen, urn auch hier die Menge der zuzusetzenden Substrate

exakt berechnen zu konnen. Sollte bereits vor der Inkubation

eine Probe zur Bestirnmung von Schwefelwasserstoff entnommen

werden, so wurden anschlieBend soviele sterile Glasperlen oder

Glasstabchen in die Flasche gegeben, daB diese wieder vollstan

dig geftillt war; auf diese Weise wurde der entstandene Gasraum

tiber der Fltissigkeit vor dem endgtiltigen VerschlieBen wieder

aufgeflillt, ohne daB die Konzentrationen von Bestandteilen des

Mediums verandert wurden.

14. Prtifung auf Vorhandensein des Calvin-Cyclus

Die Frage, ob autotroph wachsende Sulfatreduzierer CO 2 tiber den

Calvin-Cyclus fixierten, wurde von Herrn Dr. B. Bowien,

Gottingen, untersucht. Dabei wurde auf das Vorhandensein des

entscheidenden Enzyms, der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxy

lase, geprlift: In ganzen, permeabilisierten Zellen und auch in

Extrakten wurde der Einbau von 14c-markiertem CO 2 gemessen.

15. Chemikalien

Die Mehrzahl der verwendeten Chemikalien waren die handelstib

lichen der Firma MERCK, Darmstadt, in den Reinheitsgraden

"zur Analyse", "reinst" und "zur Synthese".
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Von anderen Firmen wurden folgende Chemikalien bezogen:

BAKER, GroB-Gerau: Milchsaure; Natriumstannat.

BDH, poole/England: Laurinsaure; Natriumthiosulfat.

DIFCO, Detroit, Mich./USA: Agar; Hefeextrakt: Pepton.

EGA, Steinheim: Adipinsaure: Hamin: 3-Hydroxybenzoesaure;

4-Hydroxybenzoesaure; 3-Indolylessigsaure: 3-Phenylpropion

saure; Pimelinsaure: 3-Methylbuttersaure.

FLUKA, Neu-Ulm: Capronsaure: Myristinsaure: Uranylacetat.

RIEDEL-DE HAEN, Seelze/Hannover: Propionsaurc: Guttcrsau,e;

Cyclohexancarbonsaure.

SERVA, Heidelberg: DL-a-Liponsaure.
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C. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

1. Anreieherung und Isollerung Sulfat-reduzierender Bakterien

mit Fettsauren und Benzoat

1.1. Anreieherung und Isolierung eines ersten Sulfat-reduzie

renden Bakteriums mit Aeetat: Desulfotomaeulum aeetoxidans

Anreieherungskulturen fur phototrophe Purpurbakterien mit Aee

tat als einzigem organischen Substrat waren in einigen Fallen

durch die Bildung von Sehwefelwasserstoff aufgefallen

(s. A.l.l. Als Nahrlosung war ein rein mineralisehes Grundmedi

urn fUr Purpurbakterien ohne Sulfid verwendet worden, dem

20 mmol Biearbonat und 10 mmol Aeetat pro I sowie das Vitamin

Gemiseh und Vitamin B12 (s. B.3.4.4.) zugesetzt worden waren.

Der Gehalt an Sulfat war durch das liblicherweise verwendete

MgS0 4 bedingt und betrug etwa 2 mmol/l. Zur Untersuehung der

beobachteten Bildung von H2S in Folgepassagen im Dunkeln wurde

der Sulfat-Gehalt dureh Zusatz von Na ZS04 auf 20 mmol/l erhOht.

Ein Reduktionsmittel wurde den Anreicherungskulturen noeh nieht

zugesetzt; der geloste Sauerstoff wurde entfernt, indem das

Medium lediglieh in einem evakuierten GeftiB magnetisch gerUhrt

und ansehlieBend mit einem Gemisch aus 90 % N2 und 10 % CO 2
begast wurde. Als RulturgefaBe dienten Flasehen mit 100 ml In

halt, die vollstandig geflillt und mit Schraubdeckeln versehlos-"

sen wurden (5. B.2.5. und B.3.5.1.). In vie len Folgepassagen

kam es dann zu einer kraftigen Bildung von H2S. Anhand von Ron

trollansatzen ohne Aeetat oder ohne Sulfat konnte gezeigt wer

den, daB die Bildung von Sehwefelwasserstoff dureh eine Reduk

tion von SuI fat mit Acetat zustande kam. In den Medien, in

welchen Schwefelwasserstoff produziert wurde, entwickelten sich

gleiehzeitig groBe, stabchenformige, bewegliehe Bakterien mit

zugespitzten Enden. In alteren Rulturen wurden viele dieser

Zellen spindelformig und bildeten lichtbrechende EinschlUsse,

die Sporen und Gasvakuolen ahnelten. Diese Sulfat-reduzierenden

Anreieherungen wuchsen noeh besser, wenn die anfangs gewahlte
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Inkubationstemperatur von 29 U c noeh etwas erhoht wurde; als

optimal fUr die Anzueht erwies sieh eine Temperatur von

35 bis 36 oc, die daher fUr aIle weiteren Passagen beibehalten

wurde. Es galt nun, zu prUfen, ob die Sulfatreduktion mit Aee

tat in den Anreieherungen dureh die beobaehteten graBen Gakte

rien verursaeht wurde, oder ob noeh andere Mikroorganismen an

der Umsetzung beteiligt waren. Daher wurde versueht, aus den

Anreieherungen mit Hilfe von Agar-SehUttelkulturen Reinkultu

ren zu isolieren.

FUr die Agar~SchUttelkulturenwurde nunmehr steriles Medium

mit zugesetztem Sulfid als Reduktionsmittel verwendet. Die

SchUttelkulturen wurden nach B.4.1. hergestellt, allerdings zu

diesem Zeitpunkt noch ohne Zusatz von Dithionit. Naeh zwei

Wochen hatten sich im Agar Rolonien der graBen, stabehenformi

gen Bakterien entwickelt, aber stets nur in den unteren drei

VerdUnnungsstufen; in hoheren VerdUnnungsstufen waren diese

Bakterien nie zu finden, auch nieht nach langerer Wartezeit.

Aufgrund der vorgenommenen VerdUnnungen hatte man jedoch aueh

in den hoheren VerdUnnungsstufen durchaus noeh Rolonien erwar

ten konnen. Die Rolonien der graBen Bakterien waren grauweiB

und hat ten eine sehr fein und regelmaBig granulierte Oberfla

che. Aus den unteren Verdlinnungsstufen wurden Rolonien abge

impft und in zweite Agar-SchUttelkulturen UberfUhrt. Auch in

zweiten und noch weiteren Agar-SchUttelkulturen endete das

Wachstum der Rolonien stets abrupt nach der dritten VerdUn

nungsstufe. Alle gefundenen Rolonien der graBen, stabehenformi

gen Bakterien waren mit Spirochaten oder anderen kleinen, sehr

schlanken und biegsamen Bakterien verunreinigt.

Nun war wahrend der Anreicherungen aufgefallen, daB etliehe

Folgepassagen erst nach einer langen Anlaufphase wuehsen, eini

ge sagar Uberhaupt nieht. Wenn schlieBlieh Rolonien aus den

Agar-SehUttelkulturen in flUssiges Medium Uberimpft wurden, 50

vermehrten sich die graBen Bakterien nur noch in den wenigsten

Fallen und dann stets zusammen mit den kleinen Begleitern.

Wurden diese bereits etwas vorgereinigten Bakterienkulturen
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weiter in fltissiges Medium tibertragen, so kam es ebenfalls nur

noch selten zu einem Wachstum. Wenn aber das Wachstum in einem

Ansatz nach einer langeren Verzogerung schlieBlich doch ein

setzte, so entwickelten sich die Bakterien ebensogut wie in an

deren, sofort gewachsenen Passagen. Den mit Kolo~ien beimpften

Medien wurde dann Hefeextrakt (5. B.3.4.7.) zugesetzt. Die

kleinen Begleiter vermehrten sich daraufhin starker, und stets

wuchsen dann auch die groBen Bakterien alsbald unter Bildung

von H2S. Daher wurde vermutet, daB das zum Wachstum der groBen

Bakterien erforderliche Milieu erst durch die kleinen Begleiter

geschaffen wurde. Als wichtiger Milieufaktor muBte vor allem

das Redoxpotential berticksichtigt werden. In den hier verwende

ten Medien war Sulfid das Reduktionsmittel. Es war denkbar, daB

die groBen Bakterien zum Wachstum oder ftir den Wachstumsbeginn

ein noch niedrigeres Redoxpotential benotigten als das durch

die Vorgabe von Natriumsulfid bedingte. Tatsachlich wuchsen die

Bakterien stets und ohne Verzogerung, auch in Abwesenheit von

Hefeextrakt, wenn den Nahrmedien nach dem Beimpfen das starke

Reduktionsmittel Dithionit zugesetzt wurde (5. B.3.4.5.). Nach

dieser Beobachtung wurde Dithionit nun auch fur die Herstellung

neuer Agar-Schuttelkulturen eingesetzt; in diesen entwickelten

sich dann die groBen Bakterien auch noch in hoheren Verdun

nungsstufen als den dritten zu Kolonien. In zweiten Agar-Schut

telkulturen mit Zusatz von Dithionit waren bereits aIle gefun

denen Kolonien mikroskopisch rein.

Beim Wachstum in Kolonien im Agar bildeten besonders viele der

groBen Bakterien die lichtbrechenden Zelleinschltisse. Deshalb

wurde anhand einer Kolonie aus dem Agar gepruft, ob es sich bei

den Zelleinschltissen urn Sporen handelte. Die Kolonie wurde nach

B.4.2. pasteurisiert und in steriles Medium mit Acetat und Sul

fat gegeben, dem auch wieder Dithionit zugesetzt wurde. Nach

zweiwochiger Inkubation hat ten sich in dem beimpften Medium die

groBen, stabchenformigen Bakterien entwickelt. Nunmehr lagen

diejenigen Bakterien in Reinkultur vor, welche die Sulfatreduk

tion mit Acetat in den Anreicherungen verursacht hatten. Die

hier isolierte Bakterienkultur entstammte einer Anreicherung
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mit Gtille als Ausgangsmaterial (5. B.l., Probe Nr. 2) und

wurde als Dcsulfotomaculum acetoxidans beschrieben (WIDDEr. und

PFENNIG, 1977).

1.2. Anreicherung und Isolierun~ weiterer Sulfat-reduzierpnder

Bakterien

Nach der Isolierung von Dcsulfotomaculum acetoxidans ersch~cn

es aussichtsvoll, mit Hilfe der erprobten Methoden nach weite

ren Sulfat-reduzlerenden Bakterien zu suchen, welcho Acetat zu

verwerten vermochten. Doch nicht nur Acetat, sondcrn auch Pro

piona t und Butyra t wu rden fiir An re icherun'Jen e in',,:'se t z t; (] iesc:

Fettsauren sind namlich nach Acetat di8 nachst h~ufl~cren ~~

rungsprodukte beim Abbau von Biomasse dur::h natUrl ichc ~liscl1

populationen (HUNGATE, 1966, S. 245 - 2~O; 'l'OERIUJ und

HATTINGH, 1969). Angereichert wurde ferner noch mi t ;'aIn'lL.Jt

und Stearat als Vertretern der in Lipiden verbrcit~l~n lan~~c:t

tigen Fettsauren sowie mit Benzoat ais einer hal.lfiq v(lrk()m~ll'n

den aromatischen Verbindung (5. A.3.).

Ftir die Anreicherung und Isolierung wurden gceignetc, mogllchst

vielseitig verwendbare Medien entwickelt (5. B.3. I. Dicse Medi

en waren gekennzeichnet durch einen niedrigcn Phosphat-Cahalt,

hohere Konzentrationen an Bicarbonat sowie durch SuLfi0 als Rn

duktionsmittel. Bei den in Tab. 2 aufgefiihrten Grundmedien wur

den die unterschiedlichen Bedurfnisse von Bakterien fUr Salz

konzentrationen berUcksichtigt.

Ausgangsmaterial fur die Anreicherungen waren die unter B.l.

genannten Schlammproben verschiedener Herkunft. Ftir Anroichc

rungen mit Schlammen von Standorten mit geringem SaIzgeilalt

wurde das SuBwassermedium (Tab.2) verwendet. Zur Anrcichcrunq

Sulfat-reduzierender Baktcricn aus den marinen SchIammprob~n

diente zunachst natUrliches Mecrwassermedium (s. B.J.J.4.). (X,

sucht wurde vor allelll naell ~olcllell Sulfatl-eduziercrn, die ill

definierten Medien wuchsen und dailer fUr pllysioloqisch0 Unt0r

suchungen besonders qeeignet waren. FUr dies~n ~wcck wl.lrden
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daher den betreffenden Medien nur das Vitamin-Gemisch und Vita

min B
12

(5. B.3.4.4.) als Wachstumsfaktoren zugesetzt; diese

geh6ren nKmlich zu den am hKufigsten ben6tigten. Dennoch sollte

auch berlicksichtigt werden, daB die zum Anreichern verwendeten

organischen SKuren in der Natur vielleicht auch von Bakterien

mit komplexeren ErnKhrungsansprlichen umgesetzt werden; urn daher

auch solchen Mikroorganismen ein Wachs tum in den Anreicherungen

zu ermoglichen, wurden parallele Anreicherungspassagen unter

Zusatz komplexer, natlirlicher Wachstumsfaktoren hergestellt.

Hefeextrakt und Pansenfllissigkeit, die hKufig als Wuchsstoffe

flir Anaerobier verwendet werden (s. z. B. POSTGATE, 1965 a;

HOBSON, 1969), flihrten zu einer stKrkeren Entwicklung garender

Bakterien. Ais geeignet erschienen daher Extrakte aus biologi

schem Material, wie z. B. Faulwasser, Garextrakt oder Glilleex

trakt (s. B.3.4.7.l, in welchen leicht abbaubare Verbindungen

bereits durch andere Bakterien vergoren waren. Zusatzlich zu

den Anreicherungen in den einfachen definierten Medien wurden

daher auch solche hergestellt, denen das unter B.3.4.7. be

schriebene komplexe Extrakt-Gemisch zugesetzt wurde. Die Medien

wurden in Flaschen mit 50 ml Inhalt (s. B.2.5. und B.3.5.) mit

jeweils 2 bis 4 ml der Schlammproben versetzt. Ebenso wurden

Kontrollansatze ohne Zusatz der organischen Sauren beimpft. Die

bei Desulfotomaculum acetoxidans beobachtete wachstumsf6rdern

de Wirkung von Dithionit wurde auch jetzt berlicksichtigt. Daher

wurden die Anreicherungen in zwei parallelen Reihen herge

stellt, von denen die der einen stets mit Dithionit

(s. B.3.4.5.l versetzt wurden. Die anaerob verschlossenen Fla

schen wurden im Dunkeln bei 29 °c inkubiert und aIle 2 bis 4

Tage umgeschlittelt. Berlicksichtigt wurde, daB bisweilen Methan

und somit ein Uberdruck entstehen konnte.

Nach 2 bis 4 Wochen wurden die Uberstande in den Anreicherungs

gefKBen mit Hilfe des Schnellnachwe~ses (s. B.12.2.) auf Schwe

felwasserstoff geprlift. Hatte im Vergleich zum Kontrollansatz

eine Produktion von H2S stattgefunden, so wurde der Bodensatz

der betreffenden Anreicherung mit Hilfe eines kleinen elektri

schen Mixers (Ultra-Turrax, 1KA, Staufen) im Uberstand suspen-
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diert; dabei durfte keine Luft in das Medium eingerUhrt werden.

Aus der durchmischten Anreicherung wurden dann wieder 3 bis

5 ml in eine Folgepassage libertragen. Die Entwicklung der An

reicherungen wurde auch mikroskopisch verfolgt. Wenn Kulturen

schlecht wuchsen, so wurde geprUft, ob durch 1nkubation bei

35 °c ein besseres Wachstum zu erzielen war. Wenn in den Medien

mit den zusatzlichen natlirlichen Wuchsstoffen, dem Extrakt-Ge

misch, die gleichen Bakterien angcreichert wurden wie in den

definierten Medien, so wurden die Folgepassagen zweckmaBiger

weise nur noch in letzteren weitergeflihrt. Die los lichen Sub

strate Acetat, Propionat, Butyrat und Benzoat wurden anfangs in

den niedrigeren der unter B.3.4.1. angegebenen Konzentrationcn

eingesetzt. Es zeigte sich dann schlieBlich, daB aIle isolier

ten Stamme gegen diese Verbindungen verhaltnismaBig unempfind

lich waren; daher wurden dann auch die hoheren Konzentrationen

verwendet, urn so ein reichlicheres Wachstum zu erzielen. Bei

Folgepassagen mariner Anreicherungen wurde ferner versucht, das

natUrliche Meerwassermedium durch das synthetische Meerwasser

Medium I zu ersetzen (s. Tab. 2).

Nachdem die anfangs eingesetzte Menge an Schlamm in den SuI fat

reduzierenden Anreicherungcn nach 4 bis 6 Pas sagen weitgehend

ausverdlinnt war, wurde mit der Isolierung begonnen. Viel Sul

fatreduzierer vermochten unter den Bedingungen in den Agar

Schlittelkulturen schneller als Kolonien zu wachsen, wenn natUr

liche Wuchsstoffe zugegen waren, wie z. B. das Extrakt-Gemisch;

derartige Wuchsstoffe erleichterten aucn, den Bakterien aus ab

geimpften Kolonien den Wachstumsbeginn in fllissigem Medium. Da

her wurde sowohl den Agar-Schlittelkulturen als auch den ersten

Nahrmedien zur Anzucht isolierter Kolonien das Extraktgemisch

zugesetzt.

1m folgenden sind die verschiedenen Anreicherungen und Isolie

rungen nach dem jeweils verwendeten organischen Substrat in

Kapiteln geordnet.



1.2.1. Weitere Anreicherungen und Isolierungen mit Acetat

Der unter 1.1. isolierte Sulfatreduzierer Desulfotomaculum

acetoxidans entstammte Anreicherungen mit Glille als Ausgangs

material.

Aus dem Dorfgraben, dem Moorteich, dem Kuhpansen und dem Bewas

serungsgraben wurden Bakterien angereichert, die ganz und gar

Desulfotomaculum acetoxidans glichen. Aus diesen Anreicherungen

wurden jedoch keine weiteren Stamme isoliert.

In den Anreicherungen mit Faulschlamm wurde in den ersten zwei

Pas sagen neben Schwefelwasserstoff auch noch Methan gebildet.

In weiteren Passagen blieb jedoch die Produktion von Methan

aus, und die von Schwefelwasserstoff wurde intensiver. Es wur

den coccoide, zum Teil langsam bewegliche Bakterien angerei

chert, die aber nach mehreren Uberimpfungen von Desulfo

tomaculum acetoxidans liberwachsen wurden. Daher wurden flir

Agar-Schlittelkulturen solche Anreicherungen verwendet, in denen

noch die coccoiden Bakterien vorherrschten. In den unteren Ver

dlinnungsstufen fand auf einmal wieder eine Bildung von Methan

statt, die den Agar sprengte. Aus einer hoheren Verdlinnungs

stufe wurde ein coccoides Bakterium abgeimpft und in zweiten

Agar-Schlittelkulturen weiter gereinigt. Auch in diesen wurde

die Agarsaule der unteren Verdlinnungsstufen durch Bildung von

Methan gesprengt. Eine Einzelkolonie wurde in Nahrmedium mit

Acetat libertragen und unter einer N2-C0 2-Atmosphare {so B.2.1.}

inkubiert. Nach drei Wochen hatten sich die Bakterien entwik

kelt. H2S war nicht gebildet worden. In der Gasphase wurde je

doch Methan nachgewiesen (5. B.12.10.). Es handelte sich hier

urn ein unbewegliches, coccoides, Acetat-verwertendes Methanbak

terium, das spater zusammen mit anderen Methanbakterien behan

delt werden sollte {so 7.}. Die zahlreichen ebenfalls coccoiden

Bakterien in den Anreicherungen muBten jedoch anderer Natur

sein; hier wurde namlich seit der zweiten Passage kein Methan

mehr gebildet, sondern reichlich H2S, selbst wenn Desulfo

tomaculum acetoxidans mikroskopisch noch nicht zu erkennen war.

1
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In Agar-Schlittelkulturen mit Acetat vermochte diese Art cocco

ider Bakterien nicht zu wachsen; es stellte sich dann heraus,

daB diese bedeutend besser mit Benzoat als Substrat wuchsen ,
mit welchem auch die Isolierung moglich war {so 1.2.5.}.

In Anreicherungen mit Schlamm aus dem Waldteich wurde weder

eine Bildung von H2S noch eine Entwicklung von Bakterien beob

achtet {so B.1., Probe Nr. 4}.

Aus dem Graben nahe am Jadebusen wurden unbewegliche Bakterien

angereichert, die zunachst schlecht wuchsen und vielfach lang

gestreckte, deformierte Zellen bildeten. Weil nun das Ausgangs

material unweit vom Meer entnommen worden war, wurde das Brack

wassermedium I (s. Tab. 2) mit den etwas erhohten Konzentratio

nen an NaCl und MgCl 2 hergestellt. In diesem wuchsen die Bak

terien sofort sehr gut als regelmaBige, ovale Zellen und bilde

ten hahe Konzentrationen an H2S. Die Isolation bereitete dann

keinerlei Schwierigkeiten mehr {Stamm 2ac9}.

AIle Anreicherungen mit marinen Schlammen hatten bereits nach

einer Woche kraftig H2S produziert. Dennoch blieben die Uber

stande in den ersten zwei aufeinanderfolgenden Passagen stets

klar und enthielten so gut wie keine Bakterien. Wurden daher

Folgepassagen nur mit dem Uberstand beimpft, so kam es erst

nach mehreren Wochen und auch nur in einigen Fallen zu einer

nachweisbaren Bildung von H2S. Die marinen Sulfatreduzierer

schienen also typische Sedimentbewohner zu sein. Daher war es

auch sinnvoll, das Sediment vor der Ubertragung in neues Medium

im Uberstand mit Hilfe eines Mixers zu suspendieren. Aber auch

im Sediment der ersten Anreicherungspassagen waren nur selten

Bakt~rien zu sehen, tratz intensiver Bildung von H
2
S. In den

Anre~cherungen mit Schlamm aus dem Jadebusen sowie aus dem

Limfjord wurden erst nach den zweiten Passagen ovale bis stab

chenformige, zum Teil auch bewegliche Bakterien zWischen den

Sedimentpartikeln sichtbar; diese Bakterien zeigten eine ausge

sprochene Neigung, in Form klumpiger Zellanhaufungen zusammen

zubleiben. Daneben wurden auch einige lange Zellfaden
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Abb. 6: Bodensatz einer Sulfat-reduzierenden Anreicherungskul
tur mit Acetat aus Meeresschlamm (Jadebusen). Der Bo
densatz besteht in der Hauptsache aus ovalen und stab
chenformigen Bakterien, die in Form groBer Zellhaufen
wachsen. Daneben sind gleitende Zellfilamente sowie
auch zwei Amoben zu erkennen. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 0,.1 mm

(Filamente) beobachtet, die mit gleitender Bewegung im Sediment

umherkrochen. Nach weiteren Uberimpfungen kam es dann schlieB

lich zu einer deutlichen Trlibung, hervorgerufen durch frei

schwebende Bakterien. Eine groBe Zahl der Bakterien wuchs je

doch immer noch in Form von Zellanhaufungen im Bodensatz. In

alteren Kulturen schloB sich auch die Mehrzahl der freischwe

benden Bakterien wieder zu Zellhaufen zusammen, die zu Boden

sanken. Nach Ausverdlinnung des anfangs zugesetzten Schlamms

blieb daher in allen Passagen stets ein Bodensatz, der dann in

der Hauptsache aus Bakterien bestand. In diesem Bakteriensedi

ment lebten ebenfalls die gleitenden Zellfaden weiter. Daneben

entwickelten sich auch Amoben, die in den Bakterien eine ergie

bige Nahrungsquelle fanden. Abb. 6 zeigt einen solchen Boden

satz aus einer hoheren Passage. Es ist erstaunlich, welch

reichhaltige population unter anaeroben Bedingungen allein

- 131 -

durch Acetat unterhalten wird, eine Verbindung, die vormals als

nicht weiter abbaubares Endprodukt Sulfat-reduzierender Bakte

rien galt (s. A.2.). Mit dem Schlamm aus der Lagune am Mittel

meer wurden ebenfalls ovale bis stabchenformige Bakterien an

gereichert, die wiederum bevorzugt als Zellhaufen wuchsen. Auch

hier fanden sich im Bodensatz der ersten zwei Pas sagen, insbe

sondere in denen mit zusatzlichen komplexen Wuchsstoffen, eini

ge gleitende Zellfilamente; diese waren noch bedeutend dicker

als die oben erwahnten. In den Folgepassagen wurden dann diese

dicken Zellfaden nicht mehr gesehen, denn die librigen, ovalen

bis stabchenformigen Bakterien wuchsen von Mal zu Mal lippiger.

Erst mit Benzoat (s. 1.2.5.) konnten die dicken Zellfilamente

weiter angereichert werden. Eine Ubertragung der mit Acetat er

haltenen marinen ovalen bis stabchenformigen Bakterien aus dem

natlirlichen Meerwassermedium in das synthetische Meerwasserme

dium I hatte keinerlei Auswirkung auf die Qualitat des Wachs

turns. Ein Stamm dieses Bakterientyps wurde aus einer Anreiche

rung mit Schlamm yom Jadebusen isoliert (Stamm 3acl0).

Als Probenmaterial wurde auch die marine Anreicherung flir Chro

matien mit Acetat und H2S verwendet; es handelte sich urn eine

alte Kultur, die an einem dunklen Platz abgestellt worden war.

Der Ansatz war dann durch eine Neubildung von H2S aufgefallen

und wurde deshalb auf Sulfatreduzierer geprlift, die Acetat ver

werteten. Die angesetzten Folgepassagen lieferten ovale, ver

haltnismaBig groBe, sehr bewegliche Bakterien, die gut in dem

synthetischen Meerwassermedium I wuchsen. Auch diese Acetat

verwertenden Sulfatreduzierer wurden in Reinkultur isoliert

(Stamm 4ac 11) .

Isolierung fadiger, gleitend beweglicher Bakterien mit Acetat

Die Anreicherungen mit Schlarnm yom Jadebusen waren flir die

Isolation einer der ovalen bis stabchenformigen Sulfatreduzie

rer sechsmal in neues Medium liberimpft worden. In all diesen

Passagen, auch in denen mit synthetischem Meerwassermedium I,
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hatten sieh im Bodensatz neben den zahlreiehen Zellhaufen aueh

die beobaehteten gleitenden Zellfilamente halten konnen. Zwar

wuehsen die librigen Bakterien zuerst irnmer so schnell und so

dieht, daB die Zellfaden dann nieht ausfindig gemaeht werden

konnten; naehdem jedoeh reiehlieh H
2

S gebildet worden und der

pH-Wert auf 7.8 angestiegen war, sehlossen sieh die freisehwe

benden Bakterien in der oben besehriebenen Weise zu Zellhaufen

zusammen. Diese bildeten dann gemeinsam mit einigen anorgani

sehen Ausfallungen einen Bodensatz, in welehem die umherkrie

ehenden Zellfaden wieder siehtbar wurden. Dureh das Extrakt

Gemiseh (5. B.3.4.7.1 konnte das Waehstum der Filamente gefor

dert werden; dennoeh blieben diese im Vergleieh zu den librigen

Bakterien stets weit in der Minderzahl. Sollte es sieh bei den

gleitenden Filamenten ebenfalls urn Sulfatreduzierer handeln,

die Aeetat verwerteten, so waren sie unter diesen Kulturbedin

gungen den anderen, den Konkurrenten, unterlegen. Daher war es

aussiehtslos, zu versuehen, die Zellfaden aus solehen Anreiehe

rungen mit einer Uberzahl anderer Bakterien gleiehen Stoffweeh

seltyps direkt mit Agar-Sehlittelkulturen zu isolieren. Darum

wurde zunaehst versueht, die Zellfaden dureh andere Substrate

spezifiseh zu besserem Waehstum zu veranlassen. Doeh weder ho

here Fettsauren noeh Laetat oder Diearbonsauren vermoehten das

Wachs tum der Filamente spezifiseh zu fordern; vielmehr flihrten

diese Verbindungen zur Entwieklung noeh weiterer Bakterienty

pen. Dennoeh bot sieh eine Mogliehkeit, die Zellfaden von ihren

Konkurrenten ein wenig abzusondern: Bei hoher H2S-Konzentration

und hohem pH-Wert kroehen namlieh die Filamente noeh frei um

her, wahrend die ovalen bis stabehenformigen Bakterien bereits

groBtenteils in Zellklumpen gebunden waren. Urn dieses Verhalten

der Filamente von vornherein zu beglinstigen, wurden Folgepassa

gen mit einem erh6hten H
2
S-Gehalt von 8 rnmol/l und einem eben

falls erhohten pH-Wert von 7.8 hergestellt. Ais organisehes

Substrat wurde keine Aeetat-Losung zugesetzt, sondern nur das

Extrakt-Gemiseh; dieses dlirfte eine gewisse Menge an Aeetat als

Garungsprodukt enthalten haben. Unter den nun veranderten Be

dingungen vermoehten die ovalen bis stabehenformigen Bakterien

nieht mehr das Medium zu Ubervolkern; sie vermehrten sieh zwar
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noeh ein wenig, doeh blieben sie dabei ~n den Klumpen im Boden

satz aneinander haften. Die Zellfilamente dagegen breiteten

sieh im Sediment weiter aus, indem sie wuehsen, sieh teilten

und umherkroehen. Ein~ge der gleitenden Zellfaden kamen zeit

weise aus den SeJimentpartikeln sogar ganz heraus, sodaB dieses

Verhalten an eine Suehe naeh geeigneteren Lebensbedingungen er

innerte. FUr Agar-Sehlittelkulturen aus derartigen Anreieherun

gen sollte daher eine gewisse Wahrseheinliehkeit bestehen, daB

sieh ein Zellfilament in der erstarrten Agar-Saule separat von

den Konkurrenten entwiekelt. Daher wurden Schlittelkulturen vor

bereitet, und zwar mit Weiehagar, der Aeetat, Sulfat, das Ex

traktgemiseh und Thiosulfat enthielt (5. B.4.1.1.). Mit einer

Pasteur-pipette wurde etwas Medium mit Bodensatz vom Grunde der

Anreicherungskultur aufgenommmen; damit sieh moglichst wcnige

der ovalen bis stabehenformigen Bakterien aus den Zcllklumpen

herauslosten, wurde sehr langsam pipettiert. Mit der Probe wur

den flinf Reihen von Agar-SehUttelkulturen beimpft. Naeh zwei

bis drei Woehen waren im Weiehagar in den unteren drei VerdUn

nungsstufen einige mycelartige Kolonien neben vie len anderen

zu erkennen. Diese mycelartigen Kolonien bestanden aus den Fi

lamenten. Insgesamt drei dieser Kolonien hat ten saviel Abstand

von anderen, daB eine Isolierung moglieh ersehien. Die betref

fenden Kolonien der Filamente lagen jedoch weit von der Ayar

oberflaehe entfernt. Daher muBten die oberen Agarsehichten ab

gesaugt und die neu entstandene Oberflache chemisch sterili

siert werden, so wie es in Abb. 4 dargestellt ist. Die abge

impften Kolonien, die bereits im Agar der ersten Sehlittelkultu

ren ein verhaltnismaBig sehwaehes Waehstum gezeigt hatten,

wuehsen liberhaupt nieht mehr, wenn sogleieh zweite Agar-SehUt

telkulturen beimpft wurden. Daher muBten die Filamente aus dem

Agar zunaehst wieder in fllissiges Medium Ubertragen werden. Ais

erste KulturgefaBe dienten die unter B.4.1.2. besehriebenen

spitzen Rohrehen, die nach der Hungate-Teehnik versehlossen wur

wurden. Naeh zwei Woehen stellte sieh heraus, daB es mit einen,

von drei Ansatzen gelungen war, die Filamente von ihren 1,on

kurrenten zu befreien. Die Zellfaden liberzogen die Glaswandc

mit seidenglanzenden Belagen. Reinkulturen waren es jedoeh noell
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nicht; kleine, vibrioide, sehr bewegliche Begleiter, die in den

SchUttelkulturen zahlreich gewachsen waren, vermehrten sich

allch jetzt in der FlUssigkeitskultur weiter. Die Begleiter wa

ren zwar keine Acetat-verwertenden Konkurrenten, welche die

Zellfaden ZlI Uberwachsen drohten; doch waren die kleinen Bakte

rien immer noch so stark in der Uberzahl, daB eine weitere Rei

nigung dar Filamente allein durch Agar-SchUttelkulturen nicht

mbglich war. Selbstverstlndlich trugen auch die mit dem Ex

trakt-Gemisch zugesetzten organischen Verbindungen zum Wachs tum

der Begleitorganismen bei; der Zusatz dieser Wuchsstoffe war

jedoch notwendig: da sich die Filamente in rein synthetischem

Medium allein mit Acetat zu wenig und zu langsam vermehrten.

Wegen des enormen GrbBenunterschieds der Bakterien in dieser

bereits vorgereinigten Kultur schien es erfolgversprechend, die

Filamente durch einen anaeroben Waschgang auf einem elektronen

mikroskopischen Grid als Sieb von den kleinen Begleitern weit

gehend zu befreien. FUr diesen Zweck wurde die in Abb. 5 darge

stellte Apparatur entwickelt. Eine mikroskopische Kontrolle

hatte gezeigt, daB die Filamente in der genannten Vorrichtung

gr6Btenteils im Grid hlngenblieben, wahrend die Begleiter mit

der WaschflUssigkeit durch die Maschen fortgespUlt wurden. Die

auf diese Weise gewaschenen Zellflden wurden in einem kleinen

sterilen Kolbenhomogenisator vorsichtig weiter zerteilt, sodaB

die Anzahl einzelner Filamente noch erhbht wurde. Diese Suspen

sion wurde dann wiederum in SchUttelkulturen mit Weichagar

(s. 0.) UberfUhrt. Wlhrend der Inkubation entwickelten sich

dann weit weniger Kolonien von Begleitorganismen als in den

ersten SchUttelkulturen. Die Kolonien wurden nun genau wie beim

ersten Mal isoliert, nachdem die oberen Agarschichten abgesaugt

und die entstandene Oberflache sterilisiert worden waren. Die

Filamente wurden in Meerwassermedium I mit Acetat, Sulfat und

dem Extrakt-Gemisch inkubiert. Von acht der nunmehr erhaltenen

Sulfat-reduzierenden Kulturen gleitend beweglicher Zellfaden

waren zwei rein. Die Filamente wuchsen wieder als gllnzender

Belag an den Glaswandungen. In den Anreicherungen hatten die

Zellflden stets im Bodensatz gelebt. Das Fehlen eines Sediments

in den jetzigen Reinkulturen war offenbar der Grund fUr das

Wandwachstum, denn die Filamente vermochten nicht frei zu

schwimmen. Urn die Kulturbedingungen wieder den natUrlichen Ver

haltnissen anzugleichen, wurde ein synthetisches Sediment aus

voluminbsem Aluminiumphosphat zugesetzt (s. B.3.4.8.). In die

sem amorphen Bodensatz wuchsen die Filamente gut. Eines der

zwei erhaltenen Isolate wurde unter der Stammbezeichnung Sacl0

weiterkultiviert.

Fldige, gleitende Bakterien der gleichen Morphologie wie die

oben isolierten wurden auch in einer Anreicherung fUr Chroma

tien von einem SUBwasser-Standort beobachtet: Schlamm und Was

ser aus einem waldteich waren mit Cellulose-Pulver und CaSO q
versetzt und in einem Standzylinder an einem Nordfenster inku

biert worden (s. B.l., Probe Nr. 6). Alsbald entstand Schwefel

wasserstoff, und es kam zu einer Vermehrung von Chromatien. 1m

Bodensatz wurden neben vielen anderen Bakterien auch gleitende

Filamente entdeckt. Daraufhin wurde der Inhalt in eine groBe

Flasche gegeben, die nach der Hungate-Technik anaerob ver

schlossen wurde. Nach einw6chiger Inkubation im Dunkeln bei

Raumtemperatur wurde eine hohe H2S-Konzentration nachgewiesen.

Glaswandung, Bodensatz und abgestorbene Pflanzenteile waren

mit einem weiBen, seidengllnzenden Belag Uberzogen. Dieser Be

lag bestand fast nur aus gleitend beweglichen Zellflden, die

morphologisch nicht von denen zu unterscheiden waren, die aus

dem Jadebusen isoliert worden waren. Da anaerobe Bedingungen

geherrscht hatten, ferner auch in den Filamenten nie lichtbre

chende Schwefeltr6pfchen beobachtet wurden, konnte es sich

nicht urn fadige, farblose Schwefelbakterien handeln. Es gelang

aber nicht, die hier von einem SUBwasserstandort angereicherten

Zellfaden in weiteren Passagen mit dem synthetischen SUBwasser

medium zu erhalten. So wurden als organische Substrate Acetat,

und h6here Fettsauren, Lactat, Succinat und Fumarat, auch zu

sammen mit dem Extrakt-Gemisch, angeboten; weiterhin wurden

verschiedene Konzentrationen an NaCl, MgCl 2 , KCl, CaCl 2 und

NaHCo 3 eingesetzt. Stets verschwanden jedoch die an fangs so

zahlreichen gleitenden Filamente in den weiteren Passagen. In



einigen dieser Ansatze setzte sich alsbald Desulfotomaculum

acetoxidans durch.

In allen parallelen Pas sagen, die zusatzlich zu Acetat das Ex

trakt-Gemisch enthielten, wurden keine anderen Zelltypen als

in den reinen definierten Medien angereichert. 1m Faile der

gleitenden Zellfilamente aus dem Jadebusen war allerdings das

Extrakt-Gemisch notwendig, urn ein befriedigendes Wachs tum zu

erzielen.

Durch Dithionit wurden beimpfte Anreicherungspassagen stets

gefordert. Auch das Wachstum der isolierten Reinkulturen begann

schneller, wenn nach der Uberimpfung jeweils Dithionit zuge

setzt wurde. FUr das Wachstum von Desulfotomaculum acetoxidans

war Dithionit sogar stets erforderlich (s. 1.1.).

Die mit Acetat isolierten Sulfat-reduzierenden Bakterien er

hielten folgende Stammbezeichnungen:
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5aclD: Gleitend bewegliche Zellfilamente. Ausgangsmaterial:

Schlick aus dem Jadebusen.

1.2.2. Anreicherungen und Isolierungen mit Propionat

Faulschlamm, GUile, die Proben aus den Graben und Teichen sowie

Panseninhalt liefcrten Anreicherungen kleiner, ovaler, oft

zitronenformig oder zwiebelformig zugespitzter Zellen. Ein un

beweglicher Sulfatreduzierer dieser Art wurde aus dem Dorfgro

ben (Stamm lpr3l, ein beweglicher aus dem Waldteich, Probe

Nr. 4, isoliert (Stamm 2pr4l.

In den Anreicherungen mit GUile und Panseninhalt trat ferner

Desulfotomaculum acetoxidans auf; dieses Bakterium wuchs jedoch

nicht mehr nach Ubertragung in Agar-Schlittelkulturen mit Pro

pionat. Wahrscheinlich verwertete Desulfotomaculum acetoxidans

in den betreffenden Anreicherungen Acetat. welches von andpren

SUlfatreduzierern durch Oxidation von Propionat gebildet wurde.

3aclD: Ovales bis stabchenformiges, unbewegliches Bakterium.

Ausgangsmaterial: Schlick aus dem Jadebusen.

4acl1: Recht groBes, ovales, bewegliches Bakterium Ausgangs

material: Schlamm aus einer faulenden Anschwemmung von

Algen auf Helgoland.

lac2

2ac9

Stabchenformiges, bewegliches Bakterium mit spitzen En

den; Fahigkeit zur Bildung von Sporen. Ausgangsmaterial:

GUile aus einer Schweinehaltung. Der Stamm wurde bereits

als Desulfotomaculum acetoxidans mit der ursprunglichen

Stammbezeichnung 5575 beschrieben (WIDDEL und PFENNIG,

1977) .

Ovales, unbewegliches Bakterium. Ausgangsmaterial:

Schlamm aus einem Graben in der Nahe yom Jadebusen.

Auch in allen marinen Anreicherungen wuchsen stets die kleinen,

ovalen Bakterien, die hier haufig Zellketten bildeten; zuge

spitz~e Zellen waren viel seltener als in den Anrcicherungen

von SUBwasser-Standorten. Auch diese marinen Bakterien hatten,

ahnlich wie die mit Acetat angereicherten (5. 1.2.1.J, eine

starke Tendenz, im Bodensatz zu wachsen. Die hier mit Propionat

erhaltenen kleinen, ovalen Bakterien wurden besonders haufiq

von Amoben verzehrt. Nur durch grUndliches Suspendieren und

haufiges Ubertragen in neues Medium konnten die Anreicherungen

vor volligem Verzehr durch Amoben bewahrt werden. Aile Anrei

cherungen von marinen Standorten lie Ben sich gut in dem synthe

tischen Meerwassermedium I weiterfUhrcn. Aus einer der Passa

gen, die aus dem Jadebusen angereichert worden waren, wurde mit

Propionat ein beweglicher Sulfatreduzierer isoli~rt (Stamm

3prlD.

In den marinen Anreicherungen wuchsen auBer kleinen, ovalcn

Bakterien auch groBere, die den unter , .2.1. mit Acetat ange-



- 138 -

Die mit Propionat isolierten Sulfatreduzierer erhielten die

folgenden Stammbezeichnungen:

3pr10: Ovales, bewegliches Bakterium; Zellen nur selten zuge

spitzt. Ausgangsmaterial: Schlick aus dem Jadebusen.

1m Sediment der marinen Anreicherungen mie Propionat wurden

wiederum die unter 1.2.1. besehriebenen gleitenden Zellfilamen

te beobaehtet.

Mit Medien, die zus~tzlich zu Propionat noch das Extrakt-Ge

misch enthielten, wurden genau die gleichen Zelltypen wie mit

Propionat allein angereichert. Ein Zusatz von Dithionit stimu

lierte sowohl das Wachstum der Anreicherungen als auch das der

Reinkulturen.

1.2.3. Anreicherungen und Isolierungen mit Butyrat

In den mit GUile und Panseninhalt beimpften Anreicherungen ent

wickelte sich stets Desulfotomaeulum acetoxidans, der mit dem

hier verwendeten Butyrat schneller wuchs als in entsprechenden

Ans~tzen mit Acetat. Ein geeignetes Verfahren zur Anreicherung

von Desulfotomaculum aeetoxidans bestand somit darin, Butyrat

Medien mit Guile oder Panseninhalt zu beimpfen. Da bereits eine

Reinkultur dieses Bakterientyps existierte, wurden hier keine

weiteren St~mme isoliert.

Faulschlamm sowie die Schl~mme aus den Gr~ben und Teiehen lie

ferten Anreicherungen vibrioider, beweglieher Bakterien, die

sich hinsichtlich Zellform und GroBe in allen Anreicherungen

sehr ~hnelten. Ein Stamm, der im Agar schwach grunliche Kolo

nien bildete, wurde isoliert (Stamm 1bu8); die betreffende An

reicherungskultur stammte aus dem Bew~sserungsgraben.

In den marinen Anreicherungen entwiekelten sieh auch ovale und

st~bchenf6rmige Bakterien, die jedoeh in den Agar-SchUttelkul

turen mit Butyrat keine Kolonien bildeten; wahrscheinlich han

delte es sieh wiederum urn Sulfatreduzierer, die Aeetat verwer

teten, welches von Butyrat-oxidierenden Bakterien ausgeschieden

wurde (vgl. 1.2.2.). Gleitende Zellfilamente (s. 1.2.1.J wurden

ebenfalls in den marinen Anreicherungen mit Butyrat beobaehtet.

Aus den marinen Schl~mmen wurden versehieden groBe, vibrioide,

bewegliche Bakterien angereichert, die sieh auch gut in dem

synthetischen Meerwassermedium vermehrten. Die vibrioiden Bak

terien wuchsen in den ersten Passagen bevorzugt im Sediment,

~hnlieh wie die mit Acetat und Propionat angereieherten Bakte

rien mariner Herkunft. Drei Stamme vibrioider Sulfatreduzierer,

die sieh in der ZellgroBe unterschieden, wurden aus den Anrei

cherungen mit Schlick vom Jadebusen durch Agar-SehUttelkulturen

in Reinkultur isoliert (St~mme 2bu10, 3bu10 und 4bu10).
Ovales, bewegliches Bakterium mit bisweilen zugespitz

ten Enden: Ausgangsmaterial: Schlamm aus einem Wald

teich.

Ovales, unbewegliehes Bakterium mit zitronenformig oder

zWiebelformig zugespitzten Zellen. Ausgangsmaterial:

Sehlamm aus einem Dorfgraben.

reicherten sehr ~hnlich waren. In den Agar-SchUttelkulturen mit

Propionat wurden jedoch nur die Kolonien der erw~hnten kleinen,

ovalen Sulfatreduzierer gefunden. Die gr6Beren Bakterien wuch

sen sofort weiter, wenn die betreffenden Anreicherungen in Me

dium mit Acetat Ubertragen wurden. Man darf hier also ebenfalls

vermuten, daB sieh die groBeren Bakterien in den Fropionat-An

reieherungen von Aeetat ern~hrten, das von Propionat-verwerten

den Sulfatreduzierern ausgeschieden wurde.

1pr3

2pr4
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Die zusatzlich mit dem Extrakt-Gemisch versetzten Medien ftihr

ten zur Entwicklung der gleichen Bakterientypen wie die rein

synthetischen Medien mit Butyrat allein. Dithionit errnoglichte

wiederum sowohl in Anreicherungen als auch in Reinkulturen

einen schnelleren Wachsturnsbeginn.

Die mit Butyrat isolierten Stamme Sulfat-reduzierender Bakteri

en wurden wie folgt bezeichnet:
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reitet. Nach dem Sedimentieren der weiBen Flocken wurde der

Uberstand vorsichtig abgegossen. Die verbliebene Suspension

der Erdalkalisalze von Palmi tat bzw. Stearat wurde dann mit

einer pipette in das natlirliche Meerwassermedium Ubertragen.

FUr die Herstellung von Agar-SchUttelkulturen wurden die ge

schmolzenen Stammlosungen von Palmitat bzw. Stearat zuerst im

mer dem verfltissigten, konzentrierten Agar zugesetzt, so wie

es unter B.4.1.1. beschrieben ist.

2bu10: Kleines vibrioides, bewegliches Bakterium. Ausgangs

material: Schlick aus dem Jadebusen.

3bu10: MittelgroBes, vibrioides, sehr schnell bewegliches

Bakterium mit lichtoptisch sichtbarer GeiBel. Aus

gangsmaterial: Schlick aus dem Jadebusen.

1bu8 MittelgroBes, vibrioides, bewegliches Bakterium.

Ausgangsmaterial: Schlamm aus einem Graben.
Wurden Palmi tat und Stearat in den Anreicherungen verwertet,

so lebten die betreffenden Bakterien in den Flocken der Erdal

kalisalze und somit auch immer im Bodensatz. Das Uberstehende

Kulturmedium blieb daher zunachst klar. Erst nachdem nahezu

alles Palmitat bzw. Stearat verbraucht worden war, wurden die

Bakterien auch im Uberstand gefunden. Die weiBen Flocken ver

schwanden schlieBlich vollig.

Ivii t Palmi ta t wurden au~ ueIl St..:hldJlulIt=J1 u8J. G.J: tiuen ufld Te iche

4bu10: GroBes, stabchenformiges bis vibrioid gekrlimmtes

Bakterium. Ausgangsmaterial: Schlick aus dem Jadebusen.

1.2.4. Anreicherungen und Isolierungen mit Palmitat und Stearat

Palmitat und Stearat waren, im Gegensatz zu den bisher verwen

deten Substraten, in Kulturmedien unloslich. Die langkettigen

Fettsauren fielen stets als Erdalkalisalze ("Kalkseifen") in

Form weiBer Flocken aus. Urn eine moglichst feine Verteilung zu

erhalten, wurden Palmitat und Stearat aus den verfllissigten

Stammlosungen (5. B.3.4.1.) zunachst einem Medium ohne MgCl 2
und CaCl

2
, aber auch ohne hahere Konzentrationen an NaCl zuge

setzt; erst danach wurden die noch fehlenden Salze zugegeben.

(s. B.3.3.2.). Diese Art der Zubereitung war selbstverstandlich

nicht mit dem natlirlichen Meerwassermedium maglich, welches fUr

alle Anreicherungen mit marinen Schlammen anfangs immer verwen

det wurde. In diesen Fallen wurde zunachst das synthetische

Meerwassermedium nach B.3.3.2. mit Palmitat bzw. Stearat zube-

verschieden groBe, hauptsachlich bewegliche Bakterien mit mehr

oder weniger stark ausgepragter Vibrioform angereichert. In

den ersten Anreicherungen mit Faulschlamm ging mit einer Sul

fatreduktion gleichzeitig eine starke Bildung von Methan aus

dem zugesetzten Palmitat einher. Nach weiteren Pas sagen lieB

jedoch die Produktion von Methan schnell nach, und die von H2S

wurde intensiver; dabei vermehrten sich kleine, ebenfalls vi

brioide Bakterien. In den mit Panseninhalt beimpften Kulturen

wurde das Palmitat erst nach mehrwochiger Inkubationszeit un

ter Bildung von H2S verwertet; auch in diesen Ansatzen wurden

kleine, vibrioide Bakterien angereichert. In den angelegten

milchig trUben Agar-SchUttelkulturen mit Palmi tat waren in der

Durchsicht so gut wie keine Kolonien zu crkennen. Daher wurde

ein gebUndelter Lichtstrahl senkrecht zur Blickrichtung fast

tangential auf das Rohrchcn gerichtet, sodaB nur der auBerste,

dem Auge zugewandte Abschnitt der Agarsaule erhellt wurde. Bei

dieser Art der Beleuchtung wurden im trliben Agar klare Hdfe

sichtbar, in deren Zentrum jeweils eine kleine Kolonie lag.

Alle aus derartigen Kolonien isolierten Bakterien wuchsen gut



Folgende Stamme Sulfat-reduzierender Bakterien wurden mit

Palmitat isoliert:

Durch Zusatz von Extrakt-Gemisch zum Medium konnten keine ande

ren Zelltypen angereichert werden als mit Palmi tat allein. Di

thionit forderte wiederum den Wachstumsbeginn von Anreicherun

gen sowie Reinkulturen.

4pa10: Kleines, vibrioides, bewegliches Bakterium. Ausgangs

material: Schlick aus dem Jadebusen.

Spa13: Kleines, stabchenformiges bis vibrioid gekrUmmtes,

bewegliches Bakterium. Ausgangsmaterial: Schlamm aus

einer Lagune am Mittelmeer.

Anreicherungen mit Stearat wuchsen gegenUber den entsprechenden

mit Palmitat deutlich langsamer, obwohl sich diese zwei lang

kettigen Fettsauren nur urn 2 C-Atome pro MolekUI unterscheiden.

Auch waren die mit Stearat wachsenden Populationen weniger

reichhaltig als die vormals mit Palmitat erhaltenen: Die

Schlamme aus dem Faulraum, den Graben und den Teichen lieferten

nur kleine, vibrioide, groBtenteils bewegliche Bakterien, von

denen ein Stamm isoliert wurde (Stamm lst1). In Anreicherungen

mit GUIle und Panseninhalt wurde kein H2S gebildet. Aus den

marinen Proben wurden kleine, stabchenformige oder ova Ie bis

vibrioide, zum Teil bewegliche Bakterien unter Sulfatreduktion

angereichert. Weil nun bereits mit einer der langkettigen Fett-
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in zweiten SchUttelkulturen mit einem Gemisch aus Butyrat,

S mmol/l, Capronat, 2 mmol/l und Caprylat, O,S mmol/l; diese

los lichen Fettsauren bildeten keinerlei TrUbungen im Medium

und im Agar, sodaB die Isolierung von Stammen in Reinkultur

wesentlich erleichtert wurde. Ein groBer, vibrioider, bewegli

cher sowie ferner ein kleiner, ovaler bis schwach vibrioid ge

krUmmter, unbeweglicher Sulfatreduzierer wurden aus dem Dorf

graben isoliert (Stamme 1pa3 und 2pa3). Eine Reinkultur eines

kleinen, ovalen his vibrioiden, beweglichen Sulfatreduzierers

wurde aus dem Bewasserungsgraben erhalten (Stamm 3pa8).

In Anreicherungen mit GUIle wurde Palmi tat nicht verwertet.

Die Anreicherungen mit Palmi tat aus den marinen Schlammen ent

hielten eine Vielzahl unterschiedlich groBer, vibrioider, be

weglicher Bakterien; diese lie Ben sich auch sehr gut in synthe

tischem Meerwassermedium I kultivieren. Auch die hier angerei

cherten marinen Bakterien wuchsen in den milchigen Agar-SchUt

telkulturen mit Palmi tat als kleine Kolonien mit klaren Hofen

(5. 0.). Zweite Agar-SchUttelkulturen wurden dann wieder mit

dem genannten Gemisch aus Butyrat, Capronat und Caprylat herge

stellt. Ein kleiner, vibrioider, beweglicher Sulfatreduzierer

wurde aus dem Schlick des Jadebusen isoliert (Stamm 4pa10).

Aus der Lagune am Mittelmeer wurde eine Reinkultur eines klei

nen, schlanken, seltener gekrUmmten, beweglichen Sulfatreduzie

rers erhalten (Stamm Spa13). Auch groBere Zellformen vibrioi

der Sulfat-reduzierender Bakterien wurden aus den marinen An

reicherungen isoliert; deren Kulturen wurden jedoch nicht wei

tergefUhrt.

In den marinen Anreicherungen mit Palmitat wurden ebenfalls die

charakteristischen ovalen und stabchenformigen Bakterien gefun

den, bei denen es sich wahrscheinlich wieder urn Acetat-verwer

tende Sulfatreduzierer handelte; diese konnten namlich nicht

mit Palmitat isoliert werden (vgl. 1.2.2. und 1.2.3.). 1m Bo

densatz fanden sich ferner noch die gleitenden Zellfaden, die

unter 1.2.1. eingehender beschrieben sind.

1pa3

2pa3

3paB

GroBes, vibrioides, bewegliches Bakterium. Ausgangs

material: Schlamm aus einem Graben.

Kleines, ovales bis vibrioid gekrUmmtes, unbewegliches

Bakterium. Ausgangsmaterial: Schlamm aus einem Graben.

Kleines, ovales bis vibrioid gekrUmmtes, bewegliches

Bakterium. Ausgangsmaterial: Schlamm aus einem Graben.
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1.2.5. Anreicherungen und Isolierungen mit Benzoat

Anreicherungen mit Benzoat benatigten in der jeweils ersten

Passage fur eine meBbare Bildung von Schwefelwasserstoff lange

re Zeit als die Anreicherungen mit den Fettsauren.

sauren, dem Palmitat, etliche unterschiedliche Sulfatreduzierer

isoliert worden waren, wurde von den mit Stearat erhaltenen

Reinkulturen nur eine weitergefuhrt:

Unter den Ansatzen in SUBwassermedium bildeten die mit Faul

schlamm beimpften zuerst H2S; gleichzeitig wurde auch Methan

produziert. Nach zwei Wochen nahm die H2S-Konzentration nicht

mehr zu, und es wurden zweite Pas sagen beimpft; in diesen wurde

dann kein Methan mehr gebildet, wahrend die Sulfatreduktion in

tensiver wurde. In den Anreicherungen entwickelten sich coccoi

de Bakterien, von denen einige langsam beweglich waren. Daneben

wurden auch kleine, stabchenfarmige, bewegliche sowie kleine,

vibrioide, bewegliche Zellen als charakteristische Formen in

der Anreicherung beobachtet. In weiteren Pas sagen setzten sich

dann die coccoiden Bakterien durch; diese verloren alsbald ihre

Beweglichkeit ganz. Sehr ahnliche cocco ide Bakterien aus Faul

schlamm waren bereits unter 1.2.1. als verhaltnismaBig langsam

wachsende Anreicherung mit Acetat erhalten worden. Daher wurde

nun auch eine hahere Passage der zuvor mit Acetat angereicher

ten Kultur in Medium mit Benzoat Uberimpft: Bereits nach zwei

Tagen wuchsen die coccoiden Bakterien unter kraftiger Bildung

von H2 S mit dem neuen Substrat weiter, und zwar bedeutend bes

ser als zuvor mit Acetat. Mit Benzoat war demnach der gleiche

Bakterientyp angereichert worden wie bereits mit Acetat. Zu

nachst wurden in den Anreicherungen aus Faulschlamm mit Benzo

at als Substrat hahere Zelldichten erreicht als mit irgendei

ner der Fettsauren. In den weiteren Folgepassagen jedoch er

reichten die coccoiden Bakterien von Mal zu Mal geringere Zell-

dichten. In den parallelen Passagen, die zusatzlich das Ex

trakt-Gemisch enthielten, wurde das Wachstum nach mehreren

Uberimpfungen ebenfalls zunehmend schwacher. Immerhin war es

aber aufgrund einer geringen Stimulation durch das Extrakt-Ge

misch noch maglich, das coccoide Bakterium in Reinkultur zu

isolieren (Stamm 1be1); diese wuchs jedoch dann 50 schlecht, daB

eine weitere Bearbeitung des mit Benzoat isolierten Stammes

nicht maglich erschien. Nun lieB der allmahliche, aber auffal

lende Ruckgang des Wachs turns eine Verknappung einer lebensnot

wendigen, nur in Spuren benatigten Substanz vermuten. Ein viel

faltiges Angebot organischer Wachstumsfaktoren war durch den

Zusatz von Vitaminen (Vitamin-Gemisch und B ) und des Extrakt-
12

Gemischs gegeben. Daher wurde zunachst geprUft, ob im Medium

solche Spurenelemente fehlten, deren biologische Bedeutung hau

figer diskutiert wurde. Den Ansatzen wurden das Spurenelement

Gemisch II (F, V, Se, Sn, J, W) sowie Chrom(III) in einer End-
k t . -8onzen ratJ.on von 1 . 10 mol/l und Titan zugesetzt

(5. B.3.4.6.). Die Elemente B, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn und Mo

waren allen Medien von vornherein zugegeben worden. Immer dann,

wenn das Spurenelement-Gemisch II zugegen war, erreichten die

coccoiden Bakterien wieder die an fang lichen hohen Zelldichten,

auch in den rein synthetischen Medien mit Benzoat. Als wirksa

mer Bestandteil fUr den hier mit Benzoat isolierten Sulfatredu

zierer erwies sich das Selen.

Nach WAGNER und ANDREESEN (1977), LEONHARDT und und ANDREESEN

(1977) sowie ANDREESEN (1978) benotigen einige Bakterien fUr

bestimmte Reaktionsschritte Selen haufig zusammen mit Molybdan

oder auch Wolfram. Nunmehr muBten auch bei der Verwertung von

Benzoat durch Sulfat-reduzierende Bakterien ahnliche Reakti.ons

mechanismen vermutet werden. Daher wurden nochmals neue Medien

unter Zusatz von Selen und Wolfram mit den Schlammen beimpft;

Molybdan war bereits von vornherein vorhanden. Auch allen

schon laufenden Anreicherungen mit Benzoat wurden Selen und

Wolfram zugesetzt.

Kleines, vibrioides, bewegliches Bakterium. Ausgangs

material: Faulschlamm

lst1
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Aus den Graben und dem Moorteich wurden unter starker Produk

tion von H2S ebenfalls coccoide Bakterien angereichert. Da

diese dem bereits isolierten Stamm sehr Khnlich waren, wurde

von einer Isolierung abgesehen. Aus den mit Faulschlamm beimpf

ten Anreicherungen wurde mit Benzoat noch ein wei teres Bakte

rium isoliert; es handelte sich dabei urn einen Sulfatreduzierer

mit ovalen, oft nahezu coccoiden Zellen, die langsam beweglich

waren (Stamm 2be1).

In Anreicherungen mit Schlick aus dem Jadebusen und clem

Limfjord wuchsen wiederum coccoide Bakterien. Bewegliche Zellen

in geringer Zahl wurden lediglich in den ersten Passagen beob

achtet. Die Bakterien vermehrten sich auch in SliBwassermedium

und glichen dem bereits in Reinkultur existierenden coccoiden

Stamm; weitere cocco ide Bakterien wurden daher nicht isoliert.

Zwei sehr unterschiedliche Bakterientypen herrschten in Anrei

cherungspassagen aus dem Schlamm der Lagune vor: Glaswandung

und Bodensatz waren mit einem seidenglKnzenden Belag aus dik

ken, gleitenden Filamenten liberzogen; in geringer Zahl waren

diese bereits in den entsprechenden Anreicherungen mit Acetat

beobachtet worden (s. 1.2.1.). Bakterien, die als zusammenhKn

gende Zellpakete wuchsen, fanden sich im Bodensatz. Bereits mit

Acetat waren in Sedimenten mariner Anreicherungen ZellanhKufun

gen erhalten worden. Die hier mit Benzoat gewachsenen Zellpake

te waren aber noch wesentlich kompakter und hatten das Aussehen

von Methanosarcina (ZHILINA, 1976); allerdings wurde hier kein

Methan, sondern Schwefelwasserstoff produziert. Daneben kamen

allmKhlich auch freischwebende, ovale, nur selten bewegliche

Einzelzellen auf.

Zunachst wurde versucht, die Sarcinen-ahnlichen und die ovalen

Bakterien zu isolieren, denn diese lieBen sich leicht in dem

synthetischen Meerwassermedium I kultivieren. Je mehr Folge

passagen beimpft wurden, desto groBer wurde der Anteil an

Einzelzellen. Mit dem Uberstand einer solchen Anreicherung

wurden Agar-Schlittelkulturen beimpft. Die daraufhin im Agar

gewachsenen Kolonien bestanden ausschlieBlich aus Zellpaketen.

Wurden diese Kolonien jedoch in fllissiges Medium libertragen,

so wuchsen nicht nur Zellpakete, sondern auch wieder frei schwe

bende Einzelzellen; nur wenige von diesen waren beweglich. Mit

zweiten Agar-Schlittelkulturen flir eine weitere Reinigung wie

derholte sich das Phanomen: WKhrend im Agar nur Kolonien aus

den Sarcinen-Khnlichen Zellaggregaten zu finden waren, wuchsen

nach der Beimpfung von fllissigem Medium auch Einzelzellen; be

wegliche Zellen fehlten jedoch von nun an ganz. Ber hier iso

lierte Sulfatreduzierer (Stamm 3be13) existierte also in zwei

verschiedenen morphologischen Erscheinungsformen. Daher darf

man auch annehmen, daB die Zellpakete und die einzelnen ovalen

Zellen in den Anreicherungen der gleichen Art angehorten wie

der hier isolierte Stamm.

Flir Versuche zur Isolation der dicken, gleitenden Filamente

konnte nicht das synthetische Meerwassermedium I verwendet wer

den; in diesem starben die ZellfKden nKmlich schnell abo Daher

wurde zunKchst das natlirliche Meerwassermedium beibehalten. Das

Wachs tum der Filamente lieB sich durch das Extrakt-Gemisch sti

mulieren. Es war jedoch nicht moglich, diese sonderbaren Orga

nismen in Folgepassagen noch we iter anzureichern. Die beschrie

benen Sarcinen-Khnlichen Zellpakete und die ovalen Zellen, die

schon ohnehin in der Uberzahl waren, liberwuchsen die Filamente

von Mal zu Mal mehr. Daher wurde auf die zweite Anreicherungs

passage zurlickgegriffen; aus dieser wurden ZellfKden von der

Glaswandung mit Medium in eine Pasteur-Pipette aufgenommen und

durch anaerobes Waschen von der Mehrzahl der ovalen Bakterien

befreit; dazu diente wieder die in Abb. 5 dargestellte Appara

tur mit dem elektronenmikroskopischen Grid als Sieb. Die glei

tenden Bakterien waren so dick und 50 lang, daB einzelne Zell

fKden mit dem bloBen Auge zu erkennen waren. Daher konnten die

nun vorgereinigten ZellfKden jeweils einzeln mit einer sterilen

Pasteur-Pipette aufgenommen und unter direkter Beobachtung in

sterilem Medium weiter gewaschen werden. Als WaschgefKBe dien

ten kleine Rohrchen, wie sie unter B.4.3.2. beschrieben sind.

Nachdem ein Zellfaden jeweils 5 bis 6 dieser Rohrchen passiert



Die mit Benzoat isolierten Sulfatreduzierer erhielten folgende

Stammbezeichnungen:

3be13: Bakterium, das sowohl in Form Sarcinen-ahnlicher Zell

pakete als auch ovaler, unbeweglicher Einzelzellen

wuchs. Ausgangsmaterial: Schlamm aus einer Lagune am

Mittelmeer.

In Ansatzen, die zusatzlich das Extrakt-Gemisch enthielten,

wurden keine anderen Zelltypen angereichert als mit Benzoat

allein in rein synthetischem Medium. Der Reinkultur der dicken,

fadigen Bakterien wurde als einziger weiterhin das Extrakt-Ge

misch zugesetzt, da hier das Wachs tum durch die natlirlichen

komplexen Wuchsstoffe entscheidend beschleunigt wurde. Durch

Zusatz von Dithionit wurde der Wachsturnbeginn aller uberimpften

Anreicherungen und Reinkulturen mit Benzoat wiederum deutlich

gefordert.

hatte, wurde er in Medium mit Benzoat und Extrakt-Gemisch inku

biert. Insgesamt wurden 5 Ansatze mit jeweils einem gewaschenen

Filament beimpft. 1m unteren Abschnitt der fur die Anzucht ver

wendeten, spitz zulaufenden Rahrchen war das Zellfilament

leicht ausfindig zu machen; dessen Wachstum konnte daher unter

der Stereolupe verfolgt werden. Einer der beimpften Ansatze er

wies sich schlieBlich als Reinkultur (Stamm 4be13). Die Zellfa

den wuchsen unter Bildung von H2S an den Glaswandungen. Urn, wie

bereits im FaIle der mit Acetat isolierten Filamente, auch hier

wieder einen Bodensatz anzubieten, wurde Aluminiumphosphat zu

gesetzt (s. B.3.4.8.). In diesem voluminasen, synthetischen Se

diment wuchsen die dicken Zellfaden wesentlich besser als an

den Glaswandungen.

4be13: Dicke, gleitend bewegliche Zellfilamente. Ausgangsma

terial: Schlamm aus einer Lagune am Mittelmeer.

2. Anreicherungsversuche mit Alkanen

Nach den Anreicherungen und Isolierungen mit Fettsauren und mit

Benzoesaure wurde noch geprlift, ob auch Methan und hahere Alka

ne unter rein anaeroben Bedingungen als Substrate flir Sulfat

reduzierende Bakterien dienen kannen. In diesen Versuchen war

es weniger wichtig, die Herkunft der einzelnen Schlammproben

(s. B.1.) zu berlicksichtigen, als liberhaupt eine Umsetzung von

Alkanen nachzuweisen. Daher wurden die Schlamme von SliBwasser-

standorten, also die aus Graben, Teichen und dem Faulbehalter

der Klaranlage, in einer Flasche vereinigt und unter einer

Stickstoffatmosphare grlindlich miteinander vermischt; ebenso

wurde mit den marinen Schlammen verfahren. FUr die Anreiche

rungsversuche wurden SUBwassermedium (s. Tab. 2) und natUrli

ches Meerwassermedium (s. B.3.3.4.) unter Zusatz des Vitamin

Gemischs (s. B.3.4.4.) verwendet; auBer Molybdan (10- 7 mol/I)

waren auch noch Selen und Wolfram (jeweils 10-8 mol/I) zugegen.

Vor den Versuchen zur Verwertung von Methan wurden Anreicherun

gen in SUB- und Meerwassermedium beimpft, die Methanol,

25 mmol/l, und etwas Acetat, 1 mmol/l, enthielten. FUr mogli

cherweise vorhandene Sulfatreduzierer, die mit Methan wachsen,

dUrfte namlich Methanol ein leicht verwertbares Substrat sein

und somit bereits eine gewisse Vorauslese bewirken. Auch Kon

trollansatze ohne Methanol wurden beimpft. Die Anreicherungen

wurden in Flaschen mit Garrahrchen (5. B.2.2.) bei 29 °c anae

rob inkubiert. Sowohl in dem SUB- als auch dem Meerwassermedium

mit Methanol kam es bereits nach kurzer Zeit zu einer kraftigen

Produktion von Methan. Eine Bestimmung der H S-Konzentration in
2

den Ansatzen mit Methanol und den Kontrollansatzen zeigte, daB

mit Methanol als Substrat stets nur sehr geringe Mengen SuI fat

reduziert wurden; Methanol wurd~ demnach zum weitaus groBten

Teil zu Methan umgesetzt, obwohl in allen Medien reichlich

Ovales bis coccoides, langsam bewegliches Bakterium.

Ausgangsmaterial: Faulschlamm.

Coccoides, unbewegliches Bakterium. Ausgangsmaterial:

Faulschlamm.

1be1

-2be1
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Sulfat vorhanden war. Auch die Folgepassagen bildeten fast nur

Methan und kaum Schwefelwasserstoff. In den Anreicherungen mit

SliBwassermedium waren mikroskopisch ausschlieBlich coccoide,

unbewegliche Bakterien zu erkennen, die bisweilen Sarcinen

ahnliche Zellpakete bildeten und wahrscheinlich der Gattung

Methanosarcina (BRYANT, 1974) angehorten. In der marinen Anrei

cherung mit Methanol wuchsen vor allem sehr kleine, unbewegli

che Bakterien, die im Mikroskop fast nur als Punkte zu erkennen

waren. Flir die anschlieBenden Versuche zur Verwertung von

Methan wurden jeweils 100 ml SliB- bzw. Meerwassermedium in fla

chen Flaschen mit 250 ml Inhalt mit stets gleichen Anteilen aus

den vermischten Schlammen sowie den Dben erhaltenen, ausgewach

senen Methanol-Anreicherungen versetzt. Es wurden mehrere

parallele Ansatze beimpft, die dann mit 85 % CH 4 und 15 % CO 2
begast wurden. Kontrollansatze enthielten N2 anstelle von CH 4 .

Die Flaschen wurden bei 29 DC in horizontaler Lage inkubiert

und taglich zweimal kurz geschlittelt. Aber selbst nach 10 Wo

chen konnte weder ein Verbrauch von Methan noch eine Bildung

von H2S festgestellt werden. Somit wurden auch keinerlei Hin

weise flir eine Sulfatreduktion mit Methan als Elektronendonator

erhalten.

Die Verwertung hoherer Alkane wurde mit einem Gemisch aus

Hexan, Heptan und Octan sowie ferner einem Gemisch aus Tetra

decan und Hexadecan (s. 3.4.1.) geprlift; die betreffenden fllis

sigen Kohlenwasserstoffe wurden zu gleichen Anteilen zusammen

gegeben. Als Impfmaterial dienten die vermischten Schlamme,

denen noch die Sedimente aus den unter 1.2.4. erhaltenen zwei

ten Anreicherungspassagen mit Palmitat und Stearat zugesetzt

wurden. In den Anreicherungen mit den hoheren Fettsauren konnte

namlich bereits eine gewisse Selektion solcher Sulfatreduzierer

stattgefunden haben, die auch hohere Kohlenwasserstoffe verwer

ten konnten. SliB- und Meerwassermedium in flachen Flaschen mit

100 ml Inhalt wurden zu stets gleichen Anteilen mit Impfmateri

al versetzt und dann mit jeweils 2 ml der betreffenden fllissi

gen Alkane liberschichtet; dabei blieb noch ein gewisser Gasraum

in den Flaschen erhalten. Die Flaschen wurden nach der Hungate-

Technik verschlossen. Als Kontrolle dienten Ansatze ohne Koh

lenwasserstoffe. Zu Beginn der Inkubation wurden die Kohlenwas

serstoffe durch Schlitteln emulgiert (s. 3.5.4.). Nach 10 Wochen

wurde in den Ansatzen mit Alkanen immer noch genau die gleiche

H2S-Konzentration gemessen wie in den Kontrollansatzen. Der

vorhandene Schwefelwasserstoff war groBtenteils durch das den

Medien stets zugesetzte Sulfid bedingt; geringe Mengen an H2S

konnten ferner durch eine Sulfatreduktion mit Schlammbestand

teilen gebildet worden sein. Wahrend der Anreicherungen mit

langkettigen Fettsauren hatte die Verwertung von Palmi tat bzw.

Stearat stets zu einem starken Anstieg der H2S-Konzentration

geflihrt. Die nunmehr erhaltenen Ergebnisse zeigten hingegen,

daB sich die Kohlenwasserstoffe unter den gewahlten Versuchsbe

dingungen inert verhielten.

3. Charakterisierung der isolierten Sulfat-reduzierenden

Bakterien

3.1. Ermittlung der Wachstumsansprliche

Die isolierten Reinkulturen Sulfat-reduzierender Bakterien wa

ren unter den flir Anreicherung und Isolation gewahlten Bedin

gungen ohne Schwierigkeiten zu kultivieren. Dennoch brauchten

diese Bedingungen noch nicht die optimalen flir das Wachs tum je

des einzelnen Stammes zu sein. Daher sollten nun die Wachstums

ansprliche der Sulfatreduzierer naher untersucht werden. So wur

de geprlift, Db bei anderen Salzkonzentrationen, pH-Werten und

Temperaturen ein noch besseres Wachstum zu erzielen war. Dann

wurde auch nach Substanzen gesucht, die als weitere Zusatze zum

Medium eine stimulierende Wirkung hatten. In diesem Zusammen

hang wurden dann ferner diejenigen von den sieben bisher stets

zugesetzten Vitaminen ermittelt, die von den einzelnen Stam

men tatsachlich benotigt wurden; auf diese Weise konnten dann

Minimalmedien bezliglich organischer Wachstumsfaktoren erstellt

werden. SchlieBlich war auch noch die Frage nach der geeigneten

Aufbewahrung zur Erhaltung der Stamme von Interesse.



3.1.1. Ermittlung geeigneter Salzkonzentrationen

Die Bedeutung der Konzentrationen von Mineralsalzen zeigte sich

zunachst aufgrund von Beobachtungen an zwei isolierten Stammen.

1) Die Zellen des mit Acetat isolierten Sulfatreduzierers 2ac9

hat ten sich wahrend der Anreicherung in SUBwassermedium nur

schlecht entwickelt (s. 1.2.1.). Durch hahere Konzentrationen

an NaCl und MgC1
2

konnte das Wachstum dann entscheidend verbes

sert werden. Hier wurde nun gezeigt, daB die Zellen auch dann

bereits besser wuchsen, wenn die Konzentration nur eines dieser

Salze im SUBwassermedium erhaht wurde; optimal war aber erst

die gleichzeitige Erhahung der NaCl- und der MgC1 2-Konzentra

tion. FUr die Anzucht von Stamm 2ac9 bewahrte sich das Brack

wassermedium I (s. Tab. 2).

2) Der mit Benzoat isolierte dicke, fadige Sulfatreduzierer

4be13 konnte zunachst nur in naturlichem Meerwassermedium kul

tiviert werden (s. 1.2.5.), in dem synthetischen Meerwasserme

dium I bildeten die Zellen bereits nach kurzer Zeit unregelma

Bige Formen und starben schnell abo Urn von naturlichem Meerwas

ser unabhangig zu sein, sollte daher auch fur diesen Stamm ein

geeignetes synthetisches Medium zusammengestellt werden. Zu

nachst wurde gepruft, ob fUr das Wachs tum der dicken Filamente

einige Hauptbestandteile des Meerwassers (5. Anhang) in der na

tUrlichen hohen Konzentration benatigt wurden. Daher wurden An

satze mit synthetischem Meerwassermedium beimpft, in denen je

weils die Konzentration von NaCl, MgC1 Z' KCl oder caC1 Z auf die

entsprechende des naturlichen Meerwassers erhaht worden war.

Die Salze wurden dem Meerwassermedium I aus konzentrierten,

sterilen Stammlasungen zugesetzt. In diesen Versuchsreihen

'wuchsen die dicken Filamente immer nur dann, wenn hahere Kon

zentrationen an Calcium-Ionen vorhanden waren. Bei weniger als

4 mmol Ca 2+/l wurden die Zellfaden unbeweglich und bildeten
2+

unregelmaBige, im Wachs tum gehemmte Formen. Hahere Mg -Konzen-

trationen als in synthetischem Meerwassermedium I hatten eine

nur geringe Verbesserung des Wachstums zur Folge. Nicht ein-

- 153 -

deutig festzustellen war, ob die Filamente bei der gegenuber

Meerwassermedium I nur wenig haheren K+-Konzentration des na

turlichen Meerwassers ebenfalls besser wuchsen. Die geringfugi

ge Erhahung der Na+-Konzentration mit NaCl auf die des naturli

chen Meerwassers war ohne Bedeutung; dagegen wurden die Zellfa

den allmahlich geschadigt, wenn die NaCl-Konzentration von

Meerwassermedium I urn nur 100 mmol/l erniedrigt wurde. FUr die

dicken, gleitenden Filamente erwies sich schlieBlich ein syn

thetisches Meerwassermedium als optimal, das in Tab. 2 als

Meerwassermedium II aufgefUhrt ist; die darin vorliegenden Kon-
t' + + 2+zen rat~onen an Na -, K -, Ca - und letztlich auch Cl--Ionen

sind fast so hoch wie in Meerwasser; die Mg 2+-Konzentration be

tragt etwa 50 % der von natUrlichem Meerwasser.

NaCl, MgC1 2 und CaC1 2 geharen offenbar zu jenen Salzen, deren

Konzentrationen fUr Nahrmedien Sulfat-reduzierender Bakterien

graBere Bedeutung haben kannen. Daher wurde nun geprUft, wel

chen EinfluB unterschiedliche Konzentrationen dieser Salze auf

das Wachstum der isolierten Stamme hatten.

Aufgrund haufigen Vorkommens und guter Laslichkeit ihrer Salze

k " d' + 2+onnen ~e Ionen Na , Mg und Cl im Wasser natUrlicher Stand-

orte bis zu sehr hohen Konzentrationen vorkommen. Daher wurde

zuna,;hst untersucht, wie die isolierten Stamme auf verschiede

ne Konzentrationen von NaCl und MgC1 2 reagierten. Urn eine ne

gative Wirkung zu starker Konzentrationsunterschiede beim

Uberimpfen auszuschlieBen, wurden die Konzentrationen stu fen

weise erhaht bzw. erniedrigt. Fur Stamme aus SUBwassermedium

wurden hahere Konzentrationen und schlieBlich auch das natUr

liche Meerwassermedium vorgegeben. Umgekehrt wurde mit marinen

Stammen verfahren, die mit Ausnahme von Stamm 4be13 bereits

Tab. 3, S. 154 - 155: Wachs tum der isolierten Sulfat-reduzie
renden Bakterien bei verschiedenen Salzkonzentratio
nen [mmol/l]. Die aufgrund dieser Beobachtungen nun wei
te~ll.ln verwemleten Nedien sind mit einem Kreis gekenn
ze~chnet. Symbole: ++ = gutes Wachstum; + = etwas ver
langsamtes Wachs tum; +- = schlechtes Wachs tum
- = kein Wachs tum



Tab. 3 (Erlauterungen s. S. 153)

SliBwasser- Brackwasser- Brackwasser- Meerwasser- Meerwasser- natlirliches
medium medium I medium II medium I medium II Meerwasser-

NaCl, 20 NaCl, 120 NaCl, 225 NaCl, 340 NaCl, 340 medium
Stamm I

MgC1 2 , 2 MgC1 2 , 6 MgC1 2 , 10 I-1gC1 2 ' 15 MgC1 2 , 27 (5. 3.3.4. )

CaC1 2 ' 1 CaC1 2 , 1 CaC1 2 , 1 CaC1 2 , 1 CaC1 2 , 9

1ac2 I 6) +-

2ac9 I +- 6) ++ ++ ++ ++

3ac10 I - +- + 6) ++ ++

I 11l

""
4 ac 11 I - - + 6) ++ ++

5ac10 I - + 6) ++ ++ ++

1pr3 I <3 + +-

2pr4 I <3 ++ ++ + + +

3pr10 I - - + 6) ++ ++

1bu8 I 6) ++ +-

2bu 10 I +- +- + <3 ++ ++

3bu 10 I - +- + 6) ++ ++

4bu 10 I <3 ++ ++ ++ ++ ++

1pa3 I <3 ++ + + + +

2pa3 I <3 + +-

3paB I <3 + +-

4pa 10 I +- +- + 6) ++ ++

I u
u

Spa 13 I - +- + 6) ++ ++

1st1 I + 8 ++ ++ ++ ++

1be1 I + 8 ++ ++ ++ ++

2be1 I <3 +

3be13 I - + 8 + + +

4be13 I - - - - 6) ++



wah rend der Anreicherungen (5. 1.2.) aIle erfolgreich in das

synthetische Meerwassermedium I Ubertragen worden waren: Diese

Stamme wurden in Medien mit noch geringeren Salzkonzentrationen

Uberimpft. Stets wurde die Konzentration von NaCI und die von

MgCl 2 gleichzeitig und auch im etwa gleichen Verhaltnis veran

dert. FUr die Versuche wurde noch ein Brackwassermedium II

(5. Tab. 2) zusammengestellt, dessen Salzgehalt etwa zwischen

dem von Brackwassermedium I und Meerwassermedium I lag. Die Er

gebnisse gehen aus Tab. 3 hervor. FUr einige Stamme wurden

Salzkonzentrationen ermittelt, die fUr das Wachstum noch gUn

stiger waren als die der ursprUnglichen Medien. War das Wachs

turn eines Stammes, wie zum Beispiel das von 4bu10, bei unter

schiedlichen Salzkonzentrationen gleich gut, so wurde fUr wei

tere Versuche aus praktischen GrUnden das Medium mit dem ge

ringsten Salzgehalt vorgezogen.

AnschlieBend wurde untersucht, welchen EinfluB eine Erh6hung

der Ca2 +-Konzentration auf das Wachstum der Bakterien hatte.

In den Kulturmedien mit den oben ermittelten geeigneten Kon

zentrationen an NaCI und MgCl 2 wurde der CaCIZ-Gehalt auf

5 mmol/l erh6ht. Die Ergebnisse zeigten, daB als einziger

Stamm nur 4be13 h6here Konzentrationen an ca 2 +-Ionen ben6tig

te; aIle Ubrigen Stamme wurden durch den Zusatz von CaCl 2
nicht beeinfluBt.

Die aufgrund dieser Versuche nun weiterhin verwendeten Medien

gehen ebenfalls aus Tab. 3 hervor.

3.1.2. pH- und Temperatur-Optima

Die fUr das Wachs tum der isolierten Bakterien optimalen

pH-Werte und Temperaturen wurden nach B.7. durch vergleichende

Wachstumsmessungen in anaerob verschlossenen Rohrchen bestimmt.

Der EinfluB verschiedener vorgegebener pH-Werte wurde stets

aUfgrund des anfanglichen Wachstums ermittelt. Das pH-Optimum

von Sulfatreduzierern, die bisher mit den unl6s1ichen Fett-

sauren wuchsen, muBte daher mit einem 16slichen Substrat, dem

Butyrat, bestimrnt werden; aIle mit langkettigen Fettsauren

isolierten Sulfatreduzierer vermochten namlich auch Butyrat zu

verwerten. Zur Bestimmung des Temperatur-Optimums wurden fUr

diese Stamme wieder Palmi tat und Stearat verwendet; dabei wur

den die Zeiten miteinander verglichen, die bei den verschiede

nen Temperaturen bis zum vollstandigen Verbrauch der weiBen

Flocken benotigt wurden. Das Wachstum von Zellpaketen und Fila

menten konnte stets nur aufgrund qualitativer Beobachtungen be

wertet werden (5. B.6.2.). Tab. 4 zeigL die ermittelten pII-

und Temperatur-Optima sowie auch niedrigste und hochste pH-Wer

te bzw. Temperaturen, bei denen noch ein Wachstum beobachtet

wurde. Die Stamme 3bu10 und 2pa3 wurden durch Anderungen des

pH-Werts in einem gewissen Bereich kaum beeinfluBt, zeigten

also kein ausgepragtes pH-Optimum.

3.1.3. Lichtempfindlichkeit

Wahrend der Optimierung der Wachstumsbedingungen waren einige

Kulturen des Sarcinen-ahnlichen Sulfatreduzierers 3be13 in

einem Aquarium als Wasserbad inkubiert worden, das unweit von

einem Fenster stand. In diesen Ansatzen wurde dann weder ein

Wachstum noch eine Bildung von H2S beobachtet. Entsprechende

Kulturen, die im Dunkeln (Brutschrank oder Brutraum) inkubiert

wurden, wuchsen dagegen stets. Die Ursache fUr die beobachtete

Wachstumshemmung war das Tageslicht. Bereits diffuses Tages

licht mit einer Beleuchtungsstarke von 2000 Lux hemmte das

Wachs turn von Stamm 3be13 vollstandig. Aufgrund dieser Ertahrung

wurden auch aIle anderen Stamme stets im Dunkeln inkubiert und

Tab. 4, S. 158 - 159: pH- und Temperatur-Optima der isolierten
Sulfat-reduzierenden Bakterien. Die in Klammern angege
benen Zahlen sind die niedrigsten bzw. hochsten pH-Wer
te und Temperaturen, bei denen noch ein Nachstum beob
achtet wurde (pH-Bereich, Temperatur-BereichJ. nip. von
den einzelnen Stammen benotigten Vitamine sind eben
falls mit aufgefUhrt (s. 3.1.5.).



Tab. 4 (Erlaut8rungen s. S. 157)

Stamm pH-Optimum (-Bereich) Temp.-Optimum (-Bereich) benotigte Vitamine
[DC]

lac2 7.1 (6.6 - 7.6) 36 (20 - 40) Biotin

2ac9 7.3 (6.2 - 8.5) 32 (10 - 37) 4-Aminobenzoat, Biotin

3acl0 7.2 (5.8 - 8.5) 32 (10 - 37) Biotin

4ac 11 7. 1 (6.1 - 8.3) 31 (10 - 37) 4-Aminobenzoat, Biotin

5ac10 7.6 (6.5 - 8.8) 30 (15 - 36) Biotin

1pr3 7.2 (6.0 - 8.6) 39 (10 - 43) 4-Aminobenzoat

2pr4 7.2 (6.6 - 8.1) 30 (10 - 36) -

3pr10 7.4 (6.6 - 8.1) 29 (10 - 36) 4-Aminobenzoat

1bu8 6.9 (5.4 - 8.2) 34 (15 - 39) 4-Aminobenzoat

2bu10 7.7 (6.6 - 8.7) 34 (15 - 40) -

3bu 10 I 7 - 8 (6.4 - 8.6) 32 (15 - 37) I Biotin

4bu 10 I 7.6 (6.6 - 8.6) 35 (15 - 39)

1pa3 7.7 (6.5 - 9.3) 34 (15 - 39)

2pa3 7 - 8 (6.5 - 8.6) 34 (15 - 39)

3pa8 7.6 (6.6 - 8.6) 35 (15 - 39)

4pa10 7.5 (6.8 - 8.2) 30 (15 - 37)

5pa13 6.8 (5.8 - 8.2) 35 (15 - 40)

1st1 7.3 (6.5 - 8.2) 35 (20 - 39)

1be1 I 7.3 (6.7 - 7.9) 35 (15 - 40) 4-Aminobenzoat, Biotin, Thiamin

2bel I 7.4 (6.7 - 7.9) 35 (20 - 40) 4-Aminobenzoat, Biotin

3be131 7.4 (6.7 - 8.0) 33 (15 - 38)

4be131 7.0 (6.6 - 7.5) 32 (15 - 37) I 4-Aminobenzoat, Biotin, B12

U1
(Xl



aufbewahrt. Wahrend der Handhabung der Sulfatreduzierer im

Labor wurde ein starkerer oder unnotig langer Lichteinfall in

die KulturgefaBe vermieden.

3.1.4. Stimulation des Wachstums durch Suppline

Wahrend der Anreicherungen mit Acetat, Propionat, Butyrat, Pal

mitat, Stearat und Benzoat waren auch Pas sagen mit zusatzlichen

Wuchsstoffen in Form des Extrakt-Gemischs beimpft worden; da

durch sollte die Entwicklung eventuell vorhandener Sulfatredu

zierer mit komplexen Wachstumsanspruchen ermoglicht werden. In

den Ansatzen mit zusatzlichem Extrakt-Gemisch waren dann zwar

keine anderen Bakterien angereichert worden als in den rein

synthetischen Medien; doch fur die Isolation der zwei fadigen,

gleitenden Stamme 5ac10 und 4be13 muBten die komplexen Wuchs

stoffe zugesetzt werden, urn ein ahnlich befriedigendes Wachstum

wie bei den Ubrigen 20 Sulfatreduzierern zu erzielen. Die fadi

gen Bakterien hatten kein absolutes BedUrfnis fur die Wuchs

stoffe im Extrakt-Gemisch, wurden aber durch diese stark stimu

liert. Das Extrakt-Gemisch war aus Faulwasser, Garextrakt und

GUlleextrakt zusammengestellt worden (s. B.3.4.7.) und enthielt

somit anaerobe Abbauprodukte aus biologischem Material unter

schiedlicher Herkunft.

Nunmehr sollte untersucht werden, wie die drei Komponenten des

Extrakt-Gemischs jeweils einzeln auf das Wachstum der fadigen

Sulfatreduzierer wirkten. Da es sich hier nunmehr urn Reinkultu

ren handelte, konnten ferner auch noch Hefeextrakt und Pansen

flussigkeit auf eine stimulierende Wirkung gepruft werden; in

Anreicherungen fUhrten namlich Hefeextrakt und Pansenflussig

keit zu einer starkeren Entwicklung unerwunschter garender Bak

terien. FUr physiologische Untersuchungen sind jedoch rein syn

thetische Medien bekannter Zusammensetzung vorteilhafter als

komplexe. Daher wurde versucht, das Bakterienwachstum auch

durch Verwendung chemisch definierter Verbindungen als Suppli

ne zu stimulieren. Fur die Sulfatreduzierer leamen vor allem
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solche Verbindungen als mogliche Suppline in Frage, die an den

naturlichen Standorten und wohl auch im Extraktgemisch und der

Pansenflussigkeit als Abbauprodukte von Zellbestandteilen vor

kommen konnen. Aus der Vielzahl der moglichen Verbindungen wur

den hier Succinat als C4-Dicarbonsaure, die gerad- und ver

zweigtkettigen Fettsauren in Carbonsaure-Gemisch I und die or

ganischen Sauren mit cyclischen Substituenten in Carbonsaure

Gemisch II eingesetzt (5. B.3.4.7.). Von den in Carbonsaure-Ge

misch I enthaltenen Verbindungen waren die verzweigtkettigen

Fettsauen und Valerianat als Wuchsstoffe fUr Pansenbakterien

nachgewiesen worden (BRYANT, 1973). Das Carbonsaure-Gemisch II

enthielt Verbindungen, die als Garungsprodukte aus aromatischen

Aminosauren gebildet werden konnen (SCOTT et al., 1964; ELSDEN

et al., 1976); weil die Biosynthese der in diesen Substanzen

vorhandenen Ringsysteme verhaltnismaBig kompliziert ist, kann

man vermuten, daB die in Carbonsaure-Gemisch II enthaltenen

Verbindungen fur bestimmte anaerobe Bakterien eine Bedeutung

als Wuchsstoffe haben. 1m Zusammenhang mit diesen Experimenten

sollte auch noch festgestellt werden, wie das Wachstum der fa

digen Sulfatreduzierer durch Agar als voluminose GerUstsubstanz

im Medium beeinfluBt wurde. Der Vorteil eines Bodensatzes fUr

die Entwicklung der gleitend beweglichen Filamente war bereits

durch den Zusatz von Aluminiumphosphat als anorganischem, syn

thetischem Sediment aufgefallen (5. 1.2.1. und 1.2.5.). Daher

wurden nun fUr die gleitenden Sulfatreduzierer 5ac10 und 4be13

auch Medien mit gewaschenem Agar, 2 gil, nach 3.3.3. herge

stellt; in dieser Konzentration erfUllte der Agar bereits das

gesamte Kulturvolumen, ermoglichte aber noch gutes Pipettieren.

Fur die Experimente zur Stimulation des Wachs turns durch kom

plexe und definierte Verbindungen wurden weiterhin noch einige

morphologisch oder physiologisch moglichst unterschiedliche

Vertreter der insgesamt 22 isolierten Sulfatreduzierer ausge

wahlt. Dabei handelte es sich urn Stamme, die fur spatere Unter

suchungen auch in Massenkultur angezogen werden sollten; fUr

diese Massenkulturen konnten wachstumsfordernde Zusatze cinen

praktischen Vorteil bieten.
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Die Stimulation einer Bakterienkultur durch eine Substanz solI

hier so verstanden werden, daB diese Substanz nicht oder nicht

wesentlich als Energiequelle dient, jedoch das Wachstum auf dem

gegebenen Substrat als der eigentlichen Energiequelle beschleu

nigt. 1m FaIle von Spurenelementen und Vitaminen ist diese Vor

aussetzung schon aufgrund der anorganischen Natur bzw. der sehr

geringen Konzentrationen erfUllt. Die hier in ihrer Wirkung als

Suppline geprUften Zusatze fUhrten dagegen zu hoheren Konzen

trationen organischer Verbindungen im Medium. DaB eine beobach

tete Wachstumsforderung eine echte Stimulation war, muBte daher

jeweils experimentell sichergestellt werden; die als Wuchsstof

fe zugesetzten Verbindungen durften also nicht selbst zu der

eigentlichen Energiequelle werden. Nun war der Gehalt der als

Suppline zu prUfenden Substanzen im Medium bereits von vornher

ejn so gewahlt worden, daB bei einer Oxidation dieser Zusatze

viel weniger SuI fat zu H2S reduziert werden konnte als bei der

Umsetzung des eigentlichen Elektronendonators (s. B.3.4.7.). So

vermochte zum Beispiel die Menge des bisher haufig verwendeten

Extrakt-Gemischs im Medium (20 mIll) als Substrat fUr Sulfat

reduzierende natUrliche Mischpopulationen maximal 2,1 mmol H2S

pro I Medium zu liefern; mit den Fettsauren und Benzoat wurden

jedoch selbst in Reinkulturen bei entsprechend erhohten Sub

stratkonzentrationen nicht selten bis zu 20 mmol H2S pro I ge

bildet. DaB die Wachstumsforderung der fadigen Sulfatreduzierer

durch das Extrakt-Gemisch tatsachlich eine Stimulation war,

konnte gezeigt werden: Mit dem Extrakt-Gemisch aIle in bildeten

die gleitenden Sulfatreduzierer geringere Zelldichten und auch

viel weniger H2S als bei gleichzeitiger Gegenwart von Acetat

bzw. Benzoat. Auch bei den folgenden Untersuchungen wurde im

FaIle einer Wachstumsforderung jeweils geprUft, inwieweit das

Supplin selbst zu einem Wachs tum und zu einer Bildung von H2S

fUhrte.

Bevor die einzelnen Zusatze auf ihre stimulierende Wirkung ge

prUft wurden, muBte noch das Extrakt-Gemisch in den Kulturen

der fadigen Sulfatreduzierer ausverdUnnt werden. Daher wurden

einige Folgepassagen mit Acetat bzw. Benzoat allein beimpft,

sodaS das Wachs tum der Filamente deutlich verlangsamt wurde.

FUr die Wachstumversuche mit Desulfotomaculum acetoxidans

(Stamm 1ac2) und Stamm 1pa3 sollte auch noch zusatzlich Butyrat

als Substrat verwendet werden, denn dieses hatte fUr die zwei

genannten Stamme eine groBere Bedeutung: Desulfotomaculum ~

oxidans konnte namlich leicht mit Butyrat angereichert werden

(s. 1.2.3.), und auch der hier mit Acetat isolierte Stamm 1ac2

wuchs ausgezeichnet mit Butyrat. FUr die mit Palmitat oder

Stearat isolierten Sulfatreduzierer wurde Butyrat bisweilen

ersatzweise als eine losliche Fettsaure verwendet (s. 1.2.4.

und 3. 1 . 2 . ) .

FUr die Wachstumsversuche in Gegenwart der verschiedenen Zusat

ze wurden der jeweils optimale pH-Wert und die optimale Tempe

ratur gewahlt. Die Vermehrung der freischwebenden Bakterien

wurde durch TrUbungsmessungen direkt in den Kulturrohrchen nach

B.6.1. verfolgt. Das Wachstum von Stamm lpa3 mit Palmitat und

das der fadigen Sulfatreduzierer 5ac10 und 4be13 konnte nur

aufgrund qualitativer Beobachtungen bewertet werden

(s. B. 6.2.) .

Die aus den Experimenten ermittelten verdopplungszeiten der

geprUften Stamme in Gegenwart verschiedener Zusatze sind in

Tab. 5 aufgefUhrt. Sowohl die komplexen als auch die chemisch

definierten Zusatze vermochten in einigen Fallen des Wachs tum

deutlich zu beschleunigen. FUr weitere Versuche sollten jedoch

die betreffenden Suppline nur dann verwendet werden, wenn die

Verdopplungszeit dadurch entscheidend verkUrzt werden konnte.

War dagegen die stimulierende Wirkung nicht sehr ausgepragt

und das Supplin gar noch komplexer Natur, so sollte weiterhin

auf derartige Zusatze zugunsten eines einfachen, definierten

Mediums verzichtet werden:

Stamm 1ac2, Desulfotomaculum acetoxidans: Das Wachs tum mit Ace

tat wurde durch Garextrakt, GUlleextrakt oder PansenflUssigkeit

deutlich, durch das Carbonsaure-Gemisch 1 weniger gefordert.

Mit Butyrat als Substrat wurden etwa doppelt so hohe Wachstums-



raten wie mit Acetat erreicht. Auch das Wachstum auf Butyrat

konnte durch die genannten Zusatze noch etwas beschleunigt wer

den. Die beobachtete Stimulation hatte jedoch flir die noch ge

planten Versuche keine entscheidenden Vorteile gebracht; Stamm

1ac2 wurde daher bei weiteren Experimenten in Minimalmedium mit

Acetat bzw. Butyrat allein angezogen.

Stamm 2ac9: Mit Garextrakt, Glilleextrakt oder Pansenfllissigkeit

waren die verdopplungszeiten nur wenig klirzer als in Minimalme

dium. Weil Stamm 2ac9 bereits mit Acetat allein ein gutes

Wachs tum zeigte, wurde weiterhin von einem Zusatz der komplexen

Wuchsstoffe abgesehen.

Stamm 5ac10: Garextrakt, Glilleextrakt oder pansenfllissigkeit

stimulierten das Wachs tum dieses fadigen Sulfatreduzierers auf

Acetat erheblich. Nahezu die gleiche Wirkung zeigten succinat

oder das Carbonsaure-Gemisch I. Die wirksamsten Verbindungen in

Carbonsaure-Gemisch I waren die geradkettigen Fettsauren, wie

durch Verwendung von Einzellosungen gezeigt werden konnte. Die

beste Wirkung wurde dennoch zusammen mit den verzweigtkettigen

Fettsauren erzielt. Bei gleichzeitigem Zusatz vermochten Succi

nat und Carbonsaure-Gemisch I die stimulierende Wirkung der na

tlirlichen Wuchsstoffe voll zu ersetzen. Auch auf den Zusatz ge

ringer Mengen Fumarat, 0,4 mmol/l, Propionat, 0,4 mmol/l, und

sogar Formiat, 0,7 mmol/l, reagierte Stamm 5ac10 mit einer

deutlichen Beschleunigung des Wachstums. In Agarmedium wuchs

dieser fadige Sulfatreduzierer nicht schneller als in Medium

mit Aluminiumphosphat als Sediment. Am besten geeignet flir die

Tab. 5, S. 165: Wirkung komplexer und definierter Zusatze zum
Medium auf das Wachs tum einiger Sulfat-reduzierender
Bakterien. Flir die fadigen Stamme 5ac10 und 4be13 wur
den auBer den Medien mit anorganischem Sediment (S)
auch in einigen Fallen Medien mit Agar (A), 2 g/l, ver
wendet. Die verdopplungszeiten von Stamm 1pa3 beim
Wachs tum mit Palmitat und die der fadigen Sulfatredu
zierer konnten nur annahernd nach B.6.2. bestimmt wer
den. Bei einer guten Stimulation ist die Verdopplungs-
zeit unterstrichen. nicht gemessen
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weiteren Kulturen mit Acetat war somit ein Medium mit Succinat

und Carbonsaure-Gemisch I als supplinen und mit Aluminiumphos

phat als synthetischem Sediment.

Stamm 1pr3: Bereits in definiertem Medium mit Propionat allein

wuchs Stamm 1pr3 schneller als irgendein anderer der geprliften

Stamme. Von der schwachen stimulierenden Wirkung von Garex

trakt, Glilleextrakt, Pansenfllissigkeit oder Carbonsaure-Ge

misch I wurde daher bei weiteren Versuchen kein Gebrauch ge

macht.

Stamm 1pa3: Das Wachs tum auf Butyrat oder Palmi tat konnte

durch keinen der Zusatze sichtbar beschleunigt werden. Es fiel

auf, daB Stamm 1pa3 mit Palmitat trotz der Unloslichkeit die

ser Fettsaure keineswegs langsamer wuchs als mit dem loslichen

Butyrat.

Stamm 1be1: Garextrakt, Glilleextrakt, Pansenfllissigkeit und

das Carbonsaure-Gemisch I hatten eine gute stimulierende Wir

kung auf das Wachs tum mit Benzoat als Elektronendonator. Als

besonders wirksame Bestandteile von Carbonsaure-Gemisch I er

wiesen sich Valerianat, 2-Methylbutyrat und Heptanat; auch Pro

pionat, ebenfalls eine Fettsaure mit ungerader Anzahl an C-Ato

men pro Moleklil, stimulierte das Wachstum. Die optimale stimu

lierende Wirkung wurde erst durch das komplette Carbonsaure

Gemisch I erreicht. Die verdopplungszeit mit Benzoat allein war

flir viele Versuche ausreichend, zumal Stamm 1be1 hohere Zell

dichten als viele andere Stamme erreichte; flir Massenanzuchten

war jedoch der Zusatz von Carbonsaure-Gemisch I vorteilhaft.

Stamm 4be13: Das Wachstum'auf Benzoat wurde durch Garextrakt,

GUlleextrakt oder Pansenfllissigkeit stark, durch Faulwasser

schwacher stimuliert. Auch Succinat oder das Carbonsaure-Ge

misch I beschleunigten das Wachstum, aber etwas weniger als die

natlirlichen Wuchsstoffe. Eine flir Stamm 4be13 besonders wirk

same Komponente aus dem Carbonsaure-Gemisch I wurde nicht er

mittelt; jede Einzellosung der darin enthaltenen Fettsauren
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forderte namlich das Wachstum etwas, aber stets weniger als das

komplette Gemisch. Bei gleichzeitigem Zusatz von Succinat und

Carbonsaure-Gemisch I war die Stimulation noch etwas starker

als bei Vorgabe nur einer dieser Losungen; doch hat ten Succinat

und Carbonsaure-Gemisch I auch zusammen stets eine etwas gerin

gere Wirkung als,die komplexen Wuchsstoffe. Immerhin wuchs aber

Stamm 4be13 bei gleichzeitigem Zusatz von Succinat und Carbon

sauregemisch I mit Verdopplungszeiten, die flir viele versuche

ausreichend waren. Enthielt das Medium Agar, so wuchs Stamm

4be13 mit Benzoat allein auffallend schneller als in Medium mit

dem anorganischen Sediment. Wurden dem Agarmedium noch Succinat

und Carbonsaure-Gemisch I zugesetzt, so war die Stimulation

ebensogut wie mit den natlirlichen Wuchsstoffen. Somit war Agar

medium flir die Kultur des dicken, fadigen Sulfatreduzierers

sehr vorteilhaft. Flir Massenkulturen muBte selbstverstandlich

das Medium mit dem anorganischen Bodensatz aus Aluminiumphosphat

verwendet werden, denn die Filamente konnten aus Agarmedium

nicht abgeerntet werden.

Die stimulierende Wirkung von Supplinen trat bei den Stammen

Sac10, 1be1 und 4be13 am starksten in Erscheinung. Wie spater

gezeigt wurde, konnten die Verbindungen, durch die das Wachstum

dieser Sulfatreduzierer stark beschleunigt wurde (Fettsauren

bzw. Succinatl, auch als Elektronendonatoren verwertet werden.

Dennoch war dieser fordernde Effekt eben so wie jeder andere

hier beobachtete eine Stimulation des Wachstums auf dem eigent

lichen organischen Substrat; wurden namlich die jeweiligen sti

mulierenden Substanzen allein angeboten, so wurden stets viel

geringere Zellertrage und auch viel weniger H2S gebildet als

in Gegenwart von Elektronendonatoren und Supplinen zusammen.

Eine stimulierende Wirkung von Hefeextrakt auf die hier unter

suchten Stamme wurde nicht beobachtet. Auch das Carbonsaure-Ge

misch II zeigte keinerlei wachstumsfordernde Wirkung, auch dann

nicht, wenn diese Losung mit Succinat und Carbonsaure-Gemisch I

zusammen eingesetzt wurde.



Die Ansatze mit Hefeextrakt dienten gleichzeitig zur Reinheits

kontrolle (s. B.S.) der hier untersuchten Stamme: Unter dem

Mikroskop waren keine anderen als die jeweils isolierten Bakte

rien zu erkennen.

3.1.5. Vitaminbedlirfnis

Nunmehr waren auch die fadigen, gleitenden Sulfatreduzierer

5ac10 und 4be13 wie alle librigen Stamme ohne Zusatz des kom

plexen Extrakt-Gemischs in definierten, rein synthetischen Me

dien kultivierbar. Daher konnten von den sieben bisher zuge

setzten Vitaminen diejenigen ermittelt werden, welche von je

dem einzelnen Stamm tatsachlich benotigt wurden. Allen Kultur

medien waren bisher stets 4-Aminobenzoat, Biotin, B12 , Nicoti

nat, Pantothenat, Pyridoxamin und Thiamin von vornherein zuge

setzt worden.

Zunachst wurden die isolierten Stamme mehrere Male hinterein

ander in Vitamin-freies Medium liberimpft. Flir die fadigen Sul

fatreduzierer wurden bei diesen Versuchen die definierten Medi

en mit Succinat und dem Carbonsaure-Gemisch I als Supplinen

und mit Aluminiumphosphat als Sediment verwendet. Ein Vitamin

bedlirfnis war daran zu erkennen, daB nach einer bestimmten An

zahl von Pas sagen kein Wachs tum mehr stattfand. Daraufhin wur

den jeweils sieben Ansatze aus dem betreffenden Medium herge

stellt, in denen immer eines der Vitamine fehlte; hierflir dien

ten die unter B.3.4.4. genannten speziellen Vitamin-Gemische

und die Lasung von Vitamin B
12

• Ferner wurden Kontrollansatze

vorbereitet, die aile sieben Vitamine enthielten. Aus der Pas

sage, in der soeben noch ein Wachs tum zu erkennen war, wurden

dann die hier zusammengestellten Medien beimpft. Mit einer Wir

kung der Vitamine muBte bereits in viel niedrigeren Konzentra

tionen als den hier gegebenen gerechnet werden. Um eine Ver

schleppung kleinster Mengen an Vitaminen bei der Herstellung

und beim Beimpfen der Ansatze auszuschlieBen, wurde jeweils im

mer eine saubere Pipette verwendet. Die Ansatze, in denen wah-
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rend der anschlieBenden Inkubation kein Wachstum stattfand,

lieBen auf die benotigten Vitamine schlieBen; diese wurden

dann den Medien der betreffenden Sulfatreduzierer zugesetzt.

Wuchsen die Stamme in diesen Folgepassagen fort an genauso wie

vormals mit den sieben Vitaminen, so konnte von nun an auf ei

nen Zusatz der librigen Vitamine verzichtet werden. LieB jedoch

das Wachstum nach, so muBte nochmals in der beschriebenen W~ise

geprlift werden, welche weiteren der sieben Vit~mine benotigt

wurden; es lag namlich dann ein Bedlirfnis flir Vitamine vor, die

noch in besonders geringen Konzentrationen wirksam waren.

Die von den Sulfatreduzierern jeweils benotigten Vitamine sind

in Tab. 4 zusammen mit den pH- und Temperatur-Optima aufge

flihrt. Bei jedem nachgewiesencn Vitaminbedlirfnis handelte es

sich urn ein absolutes, denn ohne die betreffenden Vitamine war

nie ein Wachstum moglich. Etliche der isolierten Sulfatreduzie

rer, in der Mehrzahl die vibrioiden, benotigten keinerlei Vit

amine. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse war es nun moglich,

alle isolierten Stamme in Minimalmedien bezliqlich organischer

Wachstumsfaktoren zu kUltivieren; die im Einzelfall benotigten

Vitamine wurden den Medien aus den Stammlosungen (s. B.3.4.4.)
zugesetzt.

SchlieBlich sollte noch geprlift werden, ob noch andere als die

bisher verwendeten Vitamine das Wachs tum einiger Stamme zu sti

mulieren vermochten. Als zusatzliche Vitamine bzw. Vitamin-ahn

liche Stoffe wurden Cholin, Folat, Hamin, Inosit, Liponat,

Menadion, Pyridoxal, Pyridoxol und Riboflavin ( B 3s ... 4.4.1 an-
geboten. Flir die Versuche wurden wiederum die Stamme ausge-

wahlt, an denen auch die Wirkung der Suppline im vorhergehendcn

Kapitel untersucht worden war; dabei handelte es sich urn die

Sulfatreduzierer 1ac2, 2ac9, 5ac10, lpr3, 1pa3, 1be1 und 4be13.

Die Verdopplungszeiten in Gegenwart der genannten Vitamine wur

den mit den Verdopplungszeiten in Medien ohne zusatzliche Vita

mine verglichen. Flir die fadigen Sulfatreduzierer wurden wieder

die Medien mit anorganischem Sediment, Succinat und Carbonsau

re-Gemisch I verwendet. Aus den Vergleichsmessungen ging her-
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vor, daB keines der zusltzlichen Vitamine das Wachstum der

hier gepruften Stlmme zu stimulieren vermochte.

3.1.6. Wirkung zusltzlicher Spurenelemente

Die zur Anreicherung, Isolierung und Anzucht bishe~ verwendeten

Medien enthielten stets die Elemente B, Mn, Fe, co, Ni, Cu, Zn

und Mo. Wlhrend der Isolierung von Stamm 1be1 mit Benzoat war

dann des sen Bedurfnis fur Selen als zusltzliches Spurenelement

aufgefallen (5. 1.2.5.). Vielleicht benotigten auch noch ande

re sulfatreduzierer fur ihre besonderen Abbauleistungen unter

den streng anaeroben Bedingungen weitere, bisher nicht zuge

setzte Spurenelemente. Sollte das der Fall sein, so hatten die

betreffenden Stamme diese zusatzlichen essentiellen Spurenele

mente bisher aus den Verunreinigungen der verwendeten Medien

bezogen. Falls nun diese Verunreinigungen fur ein optimales

Wachstum noch nicht ausreichend waren, sollte sich ein Bedurf

nis bei Zugabe der betreffenden Elemente in einer Stimulation

des Wachstums bemerkbar machen. Fur die Experimente wurden wie

derum die Stamme 1ac2, 2ac9, 5ac10, 1pr3, 1pa3, 1be1 und 4be13

ausgewahlt. Gepruft werden sollte die Wirkung einiger Elemente,

deren biologische Bedeutung fur Bakterien bzw. auch hohere

Lebewesen bereits bekannt ist oder in jungerer Zeit diskutiert

wurde (s. z. B. HOEKSTRA et al., 1974; LANG, 1974; ANDREESEN,

1978). Die hier eingesetzten Elemente waren F, Ti, V, Cr(III),

Se, Sn, J und W; die verwendeten Stammlosungen sind unter

B.3.4.6. aufgefuhrt. In den Medien der mit Benzoat isolierten

Stamme waren Selen und Wolfram bereits vorhanden. Beimpft wur

den Ansatze, denen die genannten Spurenelemente entweder zusam

men oder gar nicht zugesetzt worden waren. Fur die fadigen Sul

fatreduzierer wurden die Medien mit dem anorganischen Sediment

und mit Succinat und Carbonsaure-Gemisch I als supplinen ver

wendet. Die MeBergebnisse zeigten jedoch, daB keiner der hier

untersuchten Stlmme auf die zusltzlichen spurenelemente mit

einem besseren Wachstum reagierte. Den Medien der mit Benzoat

wachsenden Stamme wurden allerdings weiterhin Se und W zuge

setzt. Inwieweit Selen, Wolfram und auch Molybdln von diesen
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Stlmmen fur die Verwertung von Benzoat und anderen Verbindun

gen benotigt wurden, war Gegenstand der weiteren Untersuchun~en

zum Bedurfnis fur Spurenelemente in Kapitel 6.1.

3.1.7. Aufbewahrung und Haltbarkeit der Kulturen

AIle isolierten Sulfatreduzierer muBten unabhangig von den je

weils laufenden Untersuchungen als sogenannte Stammkulturen

vermehrungsfahig gehalten werden. Nun ist es aber recht aufwen

dig, eine groBere Anzahl von Stammen immer sogleich nach Been

digung des Wachstums in neues Medium zu uberimpfen. Daher wur

den parallel zu den Experimenten Erfahrungen daruber gesammelt,

wie lange und unter welchen Bedingungen eine Kultur aufbewahrt

werden konnte, ohne daB diese alsbald ihre Vermehrungsfahigkeit

verlor.

Stets wurde fur eine Stammkultur das organische Substrat ver

wendet, mit welchem der Sulfatreduzierer auch isoliert worden

war. Zur Aufbewahrung dienten Flaschen mit 50 ml Inhalt, die im

Dunkeln gelagert wurden. Die Haltbarkeit der Bakterienstamme

hing vor allem davon ab, bei welchen Temperaturen die Kulturen

aufbewahrt wurden. Ausgewachsene Kulturen, die weiterhin bei

den optimalen oder auch annahernd optimalen Temperaturen ge

halten wurden, starben bereits nach wenigen Tagen abo Doch auch

niedrige Temperaturen (Kuhlschrank) waren nicht immer fur eine

Lagerung der Stamme geeignet. Die verschiedenen MaBnahmen, die

sich fur eine Erhaltung der Stamme bewahrt haben, seien im

folgenden genannt:

Stamm 1ac2, Desulfotomaculum acetoxidans: Eine ideale Moglich

keit zur Erhaltung von Stamm 1ac2 war dadurch gegeben, daB die

ser Sulfatreduzierer Sporen zu bilden vermochte (s. 1.1.). Wah

rend der Anreicherungspassagen waren in alteren Kulturen haufig

zellen mit Sporen beobachtet worden. Die nunmehr vorliegende

Reinkultur vermochte dagegen bei der Inkubationstemperatur

(35 - 36 °C) keine Sporen mehr zu bilden. Derartige Kulturen,

die unter den optimalen Bedingungen in kurzer Zeit ausgewachsen



waren, starben verhaltnismaBig schnell ab: Die Bakterien blie

ben bei einer Lagerung bei 2 bis 4 °c (Klihlschrank) nur wenige

Wochen, bei 20 bis 22 °c nur noch einige Tage lang vermehrungs

fahig. In Agar-SchUttelkulturen mit Acetat bildete Stamm lac2

jedoch auch weiterhin Sporen. In flUssigem Medium wurden Sporen

gebildet, wenn der Sulfatreduzierer mit Acetat bei 20 bis

22 °c, also verlangsamt wuchs. Versporte Kulturen waren minde

stens ein Jahr lang im Kuhlschrank haltbar. Zur Reaktivierung

wurde die versporte Stammkultur in Medium mit Acetat uberimpft

und zunachst bei der optimalen Temperatur inkubiert. Bis zu

einem erneuten Wachstumsbeginn vergingen allerdings haufig mehr

als 3 Wochen. Ein Zusatz von GUlleextrakt (s. B.3.4.7.) er

leichterte die Reaktivierung. Ferner wurde die Menge an zugege

ben em Dithionit fUr die Folgepassagen aus versporten Kulturen

auf 0,25 bis 0,30 mll101/1 erhoht. Nach einem sichtbaren Wachs

tumsbeginn wurde die Kultur dann in neues Medium ohne Gulleex

trakt mit Acetat allein Uberimpft; diese Passage wurde nunmehr

bei 20 bis 22 °c (Raumtemperatur) inkubiert, urn die Sporenbil

dung zu veranlassen. Nach etwa 6 wochen wurde die versporte

Kultur dann im Klihlschrank aufbewahrt. Vollig ungeeignet fur

Stammkulturen des Sulfatreduzierers 1ac2 war Butyrat als Sub

strati mit dieser Fettsaure wuchsen die Bakterien zwar ausge

zeichnet, bildeten jedoch niemals Sporen, auch nicht bei Raum

temperatur. Aile mit Butyrat angezogenen Kulturen verloren

schon innerhalb einer Woche ihre Vermehrungsfahigkeit.

Stamm Spa13: Dieser aus marinem Schlamm isolierte Sulfatredu

zierer wuchs mit einer Verdopplungszeit von etwa 11 h schneller

als andere der isolierten Bakterien auf Palmitat. Leider hat

ten die Zellen die fur Laborexperimente unangenehme Eigen

schaft, nach Beendigung des Wachs turns alsbald zu lysieren, und

zwar im Kuhlschrank ebensoschnell wie bei Raumtemperatur. Die

im Kuhlschrank gelagerten Kulturen waren nach einem Monat hau

fig nicht mehr vermehrungsfahig; wurden die Bakterien dagegen

bei Raumtemperatur aufbewahrt, so waren auch nach 2 Monaten

immer noch einige nicht lysierte, zum Teil sogar bewegliche

Zellen unter dem Mikroskop zu entdecken. Wenn eine bei Raum-
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temperatur gelagerte Kultur dann in frisches Medium Uberimpft

wurde, so war die neue Passage haufig nach einer Woche wieder

ausgewachsen. Fur die Erhaltung von Stamm Spa13 wurde daher

das beimpfte Medium zunachst bei der optimalen Temperatur

(3S °C) inkubiert. Noch bevor die Kultur ganz ausgewachsen war,

wurde sie aus dem Brutraum entfernt und bis zur nachsten Uber

impfung in 2 bis 3 Monaten bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das

Wachstum in frisch beimpften Medien begann schneller, wenn Di

thionit zugesetzt wurde.

Stamm 4be13: Die dicken, fadigen Sulfatreduzierer lysierten bei

einer Lagerung im Kuhlschrank innerhalb einiger Wochen voll

standig. Dagegen blieben Kulturen, die bei Raumtemperatur auf

bewahrt wurden, monatelang vermehrungsfahig. Am besten geeignet

fur die Erhaltung der clicken Filamente war Medium mit Agar, das

nur Benzoat als Substrat und die benotigtcn Vitamine enthielt,

jedoch keine weiteren stimulierenden Zusatze; in diesem Medium

waren die Stammkulturen oft langer als 6 Monate haltbar. Weil

die Filamente auch schon bei Raumtemperatur gut zu wachsen ver

mochten, wurden die beimpften Agarmedien stets bei 20·bis 22 °c
gehalten. FUr den Wachstumsbeginn in frisch beimpftem Medium

war ein Zusatz von Dithionit vorteilhaft.

Ubrige Stamme: Die ausgewachsenen Kulturen aller anderen, oben

nicht genannten Sulfat-reduzierenden Bakterien waren am lang

sten bei 2 bis 4 °c haltbar. 1m Abstand von 3 bis 6 Monaten

wurden die Stamme in neues Medium Ubertragen und zunachst bei

der jeweils optimalen Temperatur inkubiert. Bevor die Stammkul

turen ganz ausgewachsen waren, wurden die Flaschen aus dem

Brutraum entfernt und bei 2 bis 4 °c aufbewahrt; die mit Palmi

tat wachsenden Sulfatreduzierer wurden kuhl gelagert, sobald

die weiBen Flocken der Erdalkalisalze verbraucht waren. Nach

dem Uberimpfen alter Stammkulturen konnte die Anlaufphase in

dem jeweils neuen Medium durch Zusatz von Dithionit und Garex

trakt oder Gulleextrakt ve~kUrzt werden.
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3.2. Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen

3.2.1. Zellform, Beweglichkeit

Form und Abmessungen von Zellen der isolierten Sulfatreduzierer

sind in Tab. 6 aufgefuhrt und aus den lichtoptischen Aufnahrnen,

den Abbildungen 7 bis 34, ersichtlich. Nicht abgebildet sind

die ovalen Zellen von Stamm 2pr4 und die vibrioiden Zellen von

Stamm 2bul0; diese waren namlich in ihrer Form den Zellen von

Stamm 3prl0 (Abb. 17) bzw. Stamm 4pal0 (Abb. 26) sehr ahnlich.

Je nach Wachstumsbedingungen konnten die Zellen vieler Sulfat

reduzierer langer oder kurzer sein als die abgebildeten. Einige

Bakterien; die im gerlrungenen Zustand nur selten eine Krummung

zeigten, waren im langgestreckten Zustand'eindeutig vibrioid.

So trat bei den Stammen 2pa3 und 3pa8, die in Abb. 24 bzw.

Abb. 25 nahezu oval sind, bei. extremen pH-Werten oder Tempe

raturen oberhalb des Optimums der vibrio ide Charakter in Er

scheinung. Abb. 28 zeigt die unterschiedlichen Zellformen von

Stamm lstl beim Wachs tum auf Stearat und auf Butyrat.

Die Mehrzahl der frei im Medium schwebenden Sulfatreduzierer

war aktiv beweglich. Der Bewegungsapparat war jedoch nur in

einem Fall lichtoptisch sichtbar: Die Zellen von Stamm 3bul0

zeigten haufiger einen GeiBel-ahnlichen Anhang, der in Abb. 19

jedoch nur schwach zu erkennen ist; dieser konnte im Elektro

nenmikroskop als GeiBelbundel identifiziert werden (Abb. 20).

Wahrend der Anreicherung der Stamme 3acl0 (s. 1.2.1.), lbel

und 3be13 (s. 1.2.5.) waren einige bewegliche Zellen beobachtet

worden, die vielleicht der gleichen Art angehort hatten; seit

der Isolation konnten bewegliche Formen jedoch nie wieder aus

findig gemacht werden. Tatsachlich wurden bei den Stammen

3acl0 und 3be13 elektronenmikroskopisch einige Zellen mit Gei

Beln gefunden (s. Tab. 6).

Der Sulfatreduzierer 3be13 bildete sowohl einen Bodensatz aus

Sarcinen-ahnlichen Aggregaten als auch freischwebende, regel

maBige, ovale Einzelzellen. Wurden die Aggregate mit Hilfe

eines Kolbenhomogenisators oder zwischen Objekttrager und

Deckglas zerdruckt, so waren die herausgelosten Einzelzellen

vielfach eckig und unregelmaBig geformt. Der Bodensatz aus den

Zellpaketen war in den Kulturen stets vorhanden, auch wenn zum

Beimpfen frischer Medien irr~er nur der Uberstand mit den Ein

zelzellen verwendet wurde. Die Zellaggregate im Bodensatz ent

hielten sehr unterschiedliche Anzahlen von Zellen und waren

demzufolge auch verschieden groB; es handelte sich dabei urn

Wachstumsstadien, die auffallende ~hnlichkeit mit denen von

Methanosarcina (ZHILINA, 1976) oder einer Sarcinen-ahnlichen

Art von Cyanobakterien (WATERBURY und STANIER, 1978) hatten.

In den Filamenten der Sulfatreduzierer 5acl0 und 4be13 waren

deutlich die Einzelzellen zu erkennen. Eine Scheide war nicht

vorhanden. Die Zellfaden waren gleitend beweglich und benotig

ten fur diese Lebensweise einen Untergrund. Urn ein Festhaften

an der Glaswandung zu vermeiden, wurde den Medien Aluminium

phosphat als ein synthetisches Sediment (s. B.3.4.8.) oder auch

Agar (s. B.3.3.3.) zugesetzt. Aus dem synthetischen Sediment

formten die Faden haufig rohrenahnliche Gebilde, die insbeson

dere von den dicken Filamenten als gut sichtbare Kriechspuren

hinterlassen wurden (s. Abb. 33); diese Rohren hat ten jedoch

nur geringe Festigkeit. Abb. 32 zeigt die dicken Filamente von

Stamm 4be13 bei schwacher VergroBerung in einer Flasche mit

Agarmedium. In diesem Kulturmedium waren bisweilen Filamente

mit einer Lange von einigen mm ausfindig zu machen. Wahrend der

gleitenden Bewegung wurde bei den Zellfaden, insbesondere bei

den dicken von Stamm 4be13, haufig eine gleichzeitige Drehung

urn die Langsachse beobachtet. Traf ein Filament auf einen Wi

derstand, zum Beispiel ein anderes Individuum, so kehrte der

Zellfaden seine Bewegungsrichtung und auch den Drehsinn binnen

weniger Sekunden urn. Bisweilen wanden sich die dick en Zellfaden

in auffallend regelmaBigen Schraubenwindungen seilartig umein

ander (s. Abbildung am Anfang der Arbeit). Alternde Kulturen

der fadigen Sulfatreduzierer verloren allmahlich die Fahigkeit

zur Bewegung. Ein besonderer Teilungsmechanismus, wie zum Bei

spiel bei Beggiatoa durch Lyse bestirnmter Zellen, der sogenann-



ten Necridien (STROHL und LARKIN, 1978), wurde nicht beobach

tet. Die Teilung der fadigen Sulfatreduzierer schien einfach

darauf zu beruhen, daB sich zwei benachbarte Zellen im Filament

voneinander trennten.

3.2.2. Zelleinschlusse

In den Zellen von Stamm 1ac2, Desulfotomaculum acetoxidans, aus

Agar-Kolonien oder alteren Kulturen mit Acetat waren haufig

zwei Arten von Einschlussen zu erkennen: Nahe der Zellmitte la

gen hintereinander ein runder, stark lichtbrechender und ein

kegelformiger, im Hellfeld rotlich schimmernder Korper (Abb. 7).

Chloroform vermochte diese Einschlusse nicht aufzulosen. Na

triumhypochlorit (5. B.8.1.) zerstorte zunachst die Zellen; die

Einschlusse wurden dabei voneinander getrennt und dann eben

falls aufgelost. Die kegelformigen Korper in den Zellen ver

schwanden bei Anwendung von Druck, wie zum Beispiel beim Abzen

trifugieren bei uber 30000 m.s- 2 aus einer Flussigkeitssaule

von mehr als S cm Hohe (radiale Richtung); somit durfte es sich

bei diesen kegclformigen Einschlussen urn Gasvakuolen handeln.

Weil nun Stamm 1ac2 aus einer pasteurisierten Kolonie isoliert

worden war, kann der kugelformige, stark lichtbrechende Ein

schluB nur noc~ als die Spore gedeutet werden. Diese Identifi

kat ion der Zelleinschlusse von Desulfotomaculum acetoxidans

steht auch im Einklang mit den Beobachtungen von DUDA und

MAKAR'EVA (1977), die in Clostridium corinoforum ebenfalls Spo

ren mit angrenzender, kegelahnlicher Gasvakuole nachgewiesen

hatten.

In vielen vibrioiden Bakterien, ferne! den fadigen Sulfatredu

zi'erern Sac10 und 4be13 sowie den Stammen 1be1 und 3be13 waren

unterschiedlich groBe, tropfchenformig oder granuliert erschei

nende Zelleinschlusse zu erkennen. Diese Einschlusse konnten

nicht mit Natriumhypochlorit gel6st werden, verschwanden aber

bei Behandlung mit Chloroform (5. B.8.1.). Als abgeerntete

Massenkulturen der Stamme 1pa3 und 4be13 fur die Pigmentanalyse

in 3.4. aufgeschlossen und zentrifugiert wurden, fand sich im
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Pellet der Zelltrummer eine weiBe Zone aus einer kOlOpakten Sub

stanz; diese konnte in Chloroform ge16st werden und ergab nach

dem Verdunsten des Losungsmittels eine vollig durchsichtige,

wasserunlosliche, zellophanahnliche Masse. Aufgrund dieser Be

obachtungen ist anzunehmen, daB es sich bei den tropfchenformi

gen oder granulierten Zelleinschllissen urn den Speicherstoff

PolY-S-hydroxybuttersaure (PHB) handelte.

3.2.3. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopische Darstellung negativ kontrastierter

Zellen (5. B.9.) diente vor allem dazu, die Art der BegeiBelung

aufzuklaren. Die Ergebnisse sind Tab. 6 zu entnehmen. Man er

kennt, daB auch Bakterlen, die in Reinkultur unbeweglich waren,

durchaus GeiBeln besitzen konnten: Die Zellen der Stamme 3aclO

und 3be13 hatten bisweilen eine polare GeiBel, obwohl in den

Reinkulturen nie bewegliche Formen gesehen wurden. Wahrend der

Anreicherung dieser Sulfatreduzierer waren allerdings auch ei

nige bewegliche Zellen gleicher Morphologie beobachtet worden.

AIle gefundenen GeiBeln waren polar inseriert. Der vibrioide

Stamm 3bu10 hatte als einziger ein GeiBelbundel (Abb. 20), das

bis zu 10 EinzelgeiBeln enthielt. Die GeiBel des vibrioiden

Sulfatreduzierers 1pa3 ist in Abb. 23 stark vergroBert darge

stellt. Die GeiBel war von einer Scheide umgeben, die eine re

gellnaBige, jedoch sehr feine und demzufolge nur schwach zu er

kennende Querstruktur zeigte.

Stamm 1pr3 war unbegeiBelt, aber von einer groBen Anzahl fei

ner, langer, dunner Fortsatze umgeben (Abb. 16). Gebilde dieser

Art an anderen Bakterien waren von TWEEDY et al. (1968) und

MAYER (1969) als Fimbrien (Pili) beschrieben worden.

Tab. 6, S. 178 - 181: Zusammenfassende Darstellunq der Ergeb
nisse licht- und elektronenmikroskopischer Untersuchun
gen an den isolierten Sulfat-reduzierenden Bakterien.
• = nicht untersucht



Tab. 6 (s. S. 177)
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Stamm Zellform Zellabmessungen:
Durchmesser x Lange

[Jim]

stabchenformig,
1ac2 leicht gekriimmt, 1 - 1,5 x 3,5- 9

spitze Enden

2ac9 oval 1 - 1,5 x 1,7-2,5

3ac10
stabchenformig 1 - 1,2 x 2,5-3,5

bis oval

4ac 11 oval 1,5 - 2 x 2,5-3,5

Filam. : 2,5 - 3 x :> 2000
5ac10 Zellfilamente

Zellen: 2,5 - 3 . x 2,5-3,5

1pr3
zitronen- oder 1 - 1,3 x 1,8 - 2
zwiebelformig

2pr4
oval, bisweilen 1 - 1,3 x 1,8 - 2
zitronenformig

3pr10
oval, selten 1 - 1,3 x 1,8 - 2

zitronenformig

1bu8 vibriold 1 x 2,5-3,5

2bu10 vibrioid 0,7 x 1,5 - 3

3bu10 vibrioid 0,8- 1,2 x 2 - 3,5

Zelleinschllisse Beweg- elektronen- Gram-
lichkeit mikroskopische Farbung

Beobachtungen

Sporen, Durchm. 1,5 Jim,
+ 1 polare GeiBel, -und Gasvakuolen Durchm. 27 nrn

- Spuren von- Schleim -

- 1 polare GeiBel- (selten) -

.- + 1 polare GeiBel -

PHB gleitend . +

- - Fimbrien -

- + 1 polare GeiBel -

- + 1 polare GeiBel -

PHB + 1 polare GeiBel -

PHB + 1 polare GeiBel -

polares GeiBel-
PHB + biindel, bis zu -

10 EinzelgeiBeln



Tab. 6, Fortsetzung

stamm Zellform Zellabmessungen:
Durchmesser x Lange

[~m]

4bu10
stabchenformig 1,5 x 3 - 4,5
bis vibrioid

1pa3 vibrioid 1,5 x 3 - 5,5

oval bis 0,5-0,7 x 1,3-1,72pa3 vibrioid

oval bis 0,7 - 1 x 1,3-1,73pa8 vibrioid

4pa10 vibrioid 0,6 x 1,5 - 3

5pa13
stabchenfi::irmig 0,5-0,7 x 1,5 - 3
bis vibrioid

lst1 vibrioid 0,5-0,7 x 1,5 - 4

1be1 coccoid 1,5- 2,2

oval bis 1,4 - 1,8 x 1,8-2,52be1 coccoid

Sarcinen-ahnliche
1,5-2,53be13 Aggregate oder 1 - 1,5 x

ovale Einzelzellen

Filam. : 6 - 8 x :;; 4000

4be13 Zellfilamente
9 - 13zellen: 6 - 8 x
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Zelleinschllisse Beweg- elektronen- Gram-
lichkeit mikroskopische Farbung

Beobachtungen

PHB + 1 polare GeiBel -

PHB 1 pol are GeiBel -+
mit Scheide

PHB - - -

PHB + 1 polare GeiBel -

PHB + 1 polare GeiBel -

PHB + 1 polare GeiBel -

- + 1 polare GeiBel -

PHB - Schleimhlille -

- + 1 polare GeiBel +

PHB 1 polare GeiBel --
(seltenl

PHB gleitend . +
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Die Zellen des coccoiden Sulfatreduzierers lbel waren groBten

teils von einem breiten, strukturlosen Hof umgeben (nicht abge

bildet); dieser konnte als Schleimhtille gedeutet werden, denn

abzentrifugierte Zellen dieses Stammes hatten eine schleimige

Konsistenz. Auch einige Schleim-freie Zellen dieses Bakteriums

wurden im Elektronenmikroskop ausfindig gemacht. Weit geringere

Mengen an Schleim als Stamm lbel hatten die Zellen des SuI fat

reduzierers 2ac9; der Schleim war hier in Form feiner, unregel

maBiger, kontrastarmer Streifen nahe am Bakterium zu erkennen

(Abb. 10).

Das interessanteste Ziel elektronenmikroskopischer Untersuchun

gen an fadigen, gleitenden Bakterien ware sicherlich die Auf

klarung des Bewegungsmechanismus. Untersuchungen zu diesem

Thema dtirften jedoch recht aufwendig sein, denn bis heute gibt

es tiber den Mechanismus der Gleitbewegung trotz etlicher Bemti

hungen urn eine Aufklarung nur Vermutungen; diese grtinden sich

vor allem auf Beobachtungen an dem gleitenden Cyanobakterium

Oscillatoria (HALFEN und CASTENHOLZ, 1970; CASTENHOLZ, 1973).

Auf eine elektronenmikroskopische Untersuchung der fadigen,

gleitenden Sulfatreduzierer 5ac10 und 4be13 wurde daher im Rah

men dieser Arbeit verzichtet.

3.2.4. Gram-Farbung

AIle isolierten Sulfatreduzierer wurden auf ihr Verhalten ge

gentiber einer Gram-Farbung nach B.8.2. untersucht. Vorversuche

hat ten gezeigt, daB der Unterschied zwischen blau gefarbten,

Gram-positiven und nicht gefarbten, Gram-negativen Zellen durch

eine Gegenfarbung haufig tiberdeckt wurde. Daher wurde von einer

Gegenfarbung abgesehen; stattdessen wurden die Gram-negativen

Bakterien im Phasenkontrast identifiziert. Die Ergebnisse sind

in Tab. 6 zusammengefaBt. Von den 22 insgesamt untersuchten

Stammen waren die ovalen Zellen von Stamm 2be1 und die Filamen

te der Stamme 5acl0 und 4be13 Gram-positiv, wahrend aIle tibri

gen Sulfatreduzierer Gram-negativ waren. Die Zellen der Fila-
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mente wurden allerdings ungleichmaBig gefarbt; nach der Gram

Farbung enthielten diese sowohl weniger als auch starker blau

gefarbte Bereiche, was wahrscheinlich auf den reichlich vor

handenen granularen Speicherstoff zurUckzuftihren war.

Abb. 7 - 34, S. 184 - 194: Licht- und elektronenmikroskopische
Aufnahmen von isolierten Sulfat-reduzierenden
Bakterien
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Abb. 9:

,,

Abb. 10:

Stamm 2ac9, gewachsen mit Ace
tat. Phasenkontrastaufnahmei
eingetragene Strecke: 10 lJ.m

.-,. -, 4

-'.',", ,.. , " .. ',
• I ••' ..., ... ' .- .., "., -,. .._. . ...I· 'I'·,: •

Abb. 7: stamm lac2, Desulfotomaculum acetoxidans, gewachsen
mit Acetat. Phasenkontrastaufnahme; eingetragene
Strecke: 10 lJ.m

links : Vegetative Zellen aus einer FlUssigkeitskultur

rechts: Zellen mit Sporen und Gasvakuolen aus einer
Agar-Kolonie

"'0;,,. :.

.. " ..:'

,~. '~.

1 pm P

L.--.J

Stamm 2ac9 mit Schleimspuren.
Elektronenmikroskopische Auf
nahme (Prof. Dr. F. Mayer) nach
Negativkontrastierung mit
Uranylacetat

Abb. 8: Stamm lac2, Desulfotomaculum acetoxidans, mit GeiBel.
Elektronenmikroskopische Aufnahme (Dr. R. Lurz) nach
Negativkontrastierung mit Wolframatophosphorsaure

Abb. 11:

Stamm 3acl 0, gewachsen mit Ace
tat. Phasenkontrastaufnahmei
eingetragene Strecke: 10 lJ.m

Abb. 12:

Stamm 4acll, gewachsen mit Ace
tat. Phasenkontrastaufnahmei
eingetragene Strecke: 10 lJ.m
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Abb. 15:

Stamm 1pr3, gewachsen mit Pro
pionat. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 10 /lm

~ .·.. :·~·:}~·;:i:~~:' I( ":i- ...,,~, ~." ':' .'.:'. :

~" .('" .... .'.:i~kH~~.~;{...·. "C~ "'..~
~;ij'~i;tt'i,2:-~ ;
. of:,,,:·, "', • -" . ,. ._.

Abb. 17:

Stamm 3pr10, gewachsen mit Pro
pionat. Phasenkontrastaufnahrne;
eingetragene Strecke: 10 /lm

Abb. 13: Stamm 5acl0, Zellfilamente, gewachsen mit Acetat.
Phasenkontrastaufnahme; eingetragene Strecke: 0,1 mm

Abb. 14: Stamm 5ac10, Zellfilamente, gewachsen mit Acetat.
Phasenkontrastaufnahme; eingetragene Strecke: 10/lID

Abb. 16: Stamm 1pr3, Firnbrien zwischen zwei Zellen. Elektronen
mikroskopische Aufnahrne (Prof. Dr. F. Mayer) nach
Negativkontrastierung mit Uranylacetat
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Abb. 18:
stamm lbu8, gewachsen mit Bu
tyrat. Phasenkontrastaufnahme.
eingetragene Strecke: 10 11m

Abb. 19:
Stamm 3bul0, gewachsen mit Bu
tyrat. Einige GeiBeln sind
schwach erkennbar. Phasen
kontrastaufnahme; eingetragene
Strecke: 10 11m

Abb. 21:

Stamm 4bul0~ gewachsen mit Bu
tyrat. Die Zellen enthalten
PHB als Speicherstoff. Phasen
kontrastaufnahme. eingetragene
Strecke: 10 11m

Abb. 22:

Stamm lpa3, gewachsen mit Pal
mitat. Die Zellen enthalten
PHB als Speicherstoff. Phasen
kontrastaufnahme; eingetragene
Strecke: 10 11m

Stamm 2pa3, gewachsen mit Pal
mitat. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 10 11m

Abb. 24:
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Abb. 25:

Stamm 3pa8, gewachsen mit Pal
mitat. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 10 11m
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Abb. 20: Stamm 3bu10, GeiBelblindel. Elektronenmikroskopische
Aufnahme (Dr. E. Spiess) nach Negativkontrastierung
mit Uranylacetat
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Abb. 28: Stamm 1st1, Zellformen auf verschiedenen Substraten.
Phasenkontrastaufnahme; eingetragene Strecke: 10 ~m

links : gewachsen mit Stearat

rechts: gewachsen mit Butyrat

Abb. 27:

Stamm Spa13,. gewachsen mit Pal
mitat. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 10 ~m

Abb. 26:

Stamm4.pa10, gewachsen mit Pal
mitat. Phasenkontrastaufnahme;
eingetragene Strecke: 10~m
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Abb. 29:

Stamm 1be1, gewachsen mit Ben
zoat. Die Zellen enthalten PHB
als Speicherstoff. Phasen
kontrastaufnahrne; eingetragene
Strecke: 10 11m

•e••

Abb. 30:

Stamm 2be1, gewachsen mit Ben
zoat. Phasenkontrastaufnahrne;
eingetragene Strecke: 10l1m Abb. 32: Stamm 4be13 r gewachsen mit Benzoat. Die Zellfilamente

wurden in Medium mit 2 9 Agar/l direkt im KulturgefaB
(Flasche} fotografiert. Eingetragene S.trecke: 1 mm

Abb. 31: Stamm 3be13, gewachsen mit Benzoat. Eingetragene
Strecke: 10 l1m

links : Sarcinen-ahnliche Zellagg£egate aus dem
Bakteriensediment. Interferenzkontrast
aufnahrne

rechts: Freischwebende Zellen aus dem Uberstand
mit Speicherstoff aus PHB. Phasenkontrast
aufnahrne

Abb. 33: Stamm 4be13, gewachsen mit Benzoat in Medium mit Alu
miniumphosphat als einem synthetischen Sediment; das
obere Filament hinterlaBt eine aus dem Sediment ge
formte Rohre als Kriechspur. Die granularen Einschltis
se in den Zellen bestehen aus dem Speicherstoff PHB.
Phasenkontrastaufnahme; eingetragene Strecke: 10l1m
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3.3. Verwertung verschiedener organischer und anorganischer

Substrate

Die isolierten Sulfat-reduzierenden Bakterien wurden nunmehr

auf ihre Fahigkeit gepruft, andere Elektronendonatoren als die

bisher eingesetzten (Acetat, Propionat, Butyrat, Palmitat,

Stearat, Benzoat) zu verwerten. Ferner wurde anhand einiger

Stamrne untersucht, welche weiteren Verbindungen anstelle von

Sulfat als Elektronenakzeptoren dienen konnten, und ob auch in

Abwesenheit eines Elektronenakzeptors ein Wachstum durch Verga

rung bestimrnter organischer Substrate moglich war.

Fur die Versuchsansatze wurden die fur einen Stamm jeweils op

timalen Kulturbedingungen gewahlt. Den Medien der fadigen,

gleitend beweglichen Sulfatreduzierer wurden zur Stimulation

(s. 3.1.4.) geringe Mengen Succinat und Carbonsaure-Gemisch I

zugegeben, so fern nicht auf autotrophes Wachs tum zu prufen war.

AuBerdem wurde fur diese Filamente wiederum Aluminiumphosphat

als Sediment eingesetzt (s. B.3.4.8.). Fur aIle ubrigen Stamrne

wurden Minimalmedien verwendet, die als organische Verbindungen

nur die jeweiligen Substrate und eventuell benotigte Vitamine

enthielten. AIle mit Benzoat isolierten Sulfatreduzierer waren

bisher in Gegenwart von Selen und Wolfram kultiviert worden

(s. 1.2.5.). Auch fur die nun folgenden Versuche wurden den Me

dien dieser Stamme stets Selen und Wolfram zugesetzt; Molybdan

war im Medium von vornherein vorhanden. Selen und Wolfram wur

den ebenfalls zugegeben, wenn die nicht mit Benzoat isolierten

Sulfatreduzierer auf die Fahigkeit zur Verwertung cyclischer

Verbindungen sowie von Formiat oder Wasserstoff gepruft werden

sollten. SchlieBlich wurde Selen auch noch zugesetzt, wenn

Nitrat als Elektronenakzeptor angeboten wurde (vgl. ENOCH und

LESTER, 1972).

Die auf Verwertbarkeit zu prufenden Substanzen wurden in den

unter B.3.4.1. und B.3.4.2. angegebenen Konzentrationen ange

wandt; sind zwei Konzentrationen fur eine Verbindunq genannt,

so galt fur die folgenden Versuche der niedrigere Wert. In Vor-
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versuchen hatten insbesondere Formiat, Caprylat, Pelargonat,

Caprinat, Laurinat, die Hydroxybenzoate und Sulfit in h6heren

Konzentrationen hHufig eine Giftwirkung gezeigt. FUr jeden

Stamm wurden auch KontrollansHtze hergestellt, denen kein Elek

tronendonator bzw. kein Elektronenakzeptor zugesetzt wurde. Zum

Beimpfen dienten nur gut gewachsene, frische Vorkulturen.

Eine Substanz galt dann als verwertbar, wenn gegenUber dem Kon

trollansatz ein sichtbares und aufgrund der TrUbung auch meBba

res Wachstum des betreffenden Sulfatreduzierers stattfand; in

Gegenwart von Schwefelverbindungen als Elektronenakzeptoren

muBte eine Bildung von H2S nachweisbar sein. Einige der Verbin

dungen, die in h6heren Konzentrationen das Wachstum hemmten,

lieferten bei den verwendeten geringen Mengen nur ein schwaches

Wachstum und wenig H2S. Urn auch mit solchen Substraten die Um

setzungen und die Vermehrung der Zellen gegenUber dem Leerwert

dcutlich hervorzuhcbcn, wurde die bctreffende Substanz noch in

weiteren kleinen Portionen wahrend des Wachstums zugesetzt; an

stelle von Formiat wurde bei diesen wiederholten Zugaben das

Arneisensaure-Formiat-Gemisch Is. B.3.4.1.) verwendet, urn so

einem zu starken Anstieg des pH-Werts durch den Verbrauch des

H'COO--Ions entgegenzuwirken.

Wenn ein Wachstum stattfand, so wurde der Ansatz auch mikrosko

pisch geprUft. Somit war gleichzeitig eine M6glichkeit zur

Reinheitskontrolle des betreffenden Sulfatreduzierers mit ver

schiedenen Substraten gegeben (s. B.S.). WHhrend der folgenden

Untersuchungen wurden jedoch nie andere Bakterien als die je

weils eingesetzten Sulfatreduzierer beobachtet.

Die Tabellen 7 bis 11 geben die Ergebnisse der PrUfung ver

schiedener organischer und anorganischer Verbindungen auf Ver

wertbarkeit wieder. Wuchs ein Stamm mit einem Substrat im Ver

gleich zu dem bisher verwendeten (Acetat, Propionat, Butyrat,

Palmitat, Stearat, Benzoat bzw. Sulfat) nur wenig langsamer,

ebensoschnell oder gar schneller, so wurde von einem guten

Wachstum (++) gesprochen. Kam es dagegen mit der neuen Verbin-

dung nur noch zu Wachstumsraten, die schatzungsweise weniger

als halb so hoch wie die ursprUnglichen waren, so wurde das Re

sultat als langsames Wachstum (+) bezeichnet.

3.3.1. Elektronendonatoren

Die Ergebnisse der PrUfung verschiedener biochemischer Sub

stanzklassen als Elektronendonatoren fUr eine Sulfatreduktion

gehen aus den Tabellen 7 bis 9 hervor.

Stamm 1ac2, Desulfotomaculum acetoxidans, ben6tigte fUr einen

sichtbaren Wachstumsbeginn mit Butyrat etwa 1 Woche. Wenn je

doch das Wachstum dann einsetzte, so wuchs dieser Stamm in al

len weiteren Pas sagen mit Butyrat wesentlich schneller als mit

Acetat Is. Tab. 5). Auf Xthanol oder Butanol begann das Nachstum

von Stamm 1ac2 erst nach bis 2 Wochen, auf iso-Butyrat oder

Valerianat gar erst nach 3 bis 4 Wochen. Ein Wachstum auf For

miat wurde ebenfalls erst nach 3 Wochen beobachtet; in einigen

parallelen Ansatzen mit Formiat blieb das Wachstum ganz aus.

AIle Ubrigen Stamme ben6tigten flir die Anpassung an die neuen

Elektronendonatoren selten langer als 1 Woche; dennoch wurden

auch die Ansatze dieser Sulfatreduzierer mindestens 3 Wochen

inkubiert, falls nicht bereits innerhalb dieses Zeinraums ein

Wachs turn stattfand.

Die Verwertung von Wasserstoff oder Formiat wurde sowohl unter

autotrophen Bedingungen als auch in Gegenwart geringer Mengen

Acetat (0,7 mmol/l) als Kohlenstoffquelle geprUft. Zum Nachweis

eines autotrophen Wachs turns durften auBer eventuell ben6tiqten

Vitaminen keine anderen organischen Verbindungen mehr vorhanden

sein. Daher wurden mit den betreffenden Kulturen mindestens 4

aufeinanderfolgende Pas sagen ohne Zusatz weiterer organischer

Kohlenstoffquellen beimpft; auf diese Weise wurden die anfangs

noch vorhandenen organischen Verbindungen ausverdUnnt.



Tab. 7: Prlifung der mit Acetat und Propionat isoliOerten Stamme auf ein Wachstum mit
verschiedenen Verbindungen als Elektronendonatoren in Gegenwart von Sulfat. Symbole
++ = gutes Wachs tum; + = langsames Wachstum; - = kein Wachs tum; . = nicht geprlift

1ac2 2ac9 3ac10 4ac 11 5ac10 1pr3 2pr4 3pr10

Wasserstoff, autotroph - - - - + - - -

Wasserstoff mit Acetat - - - - ++ ++ ++ ++

Athanol ++ - ++ - - ++ ++ ++

Propanol- (1) mit Acetat - - - ++ .
n-Butanol-(1 ) mit Acetat + - - ++

Formiat, autotroph - - - - + - - -

Formiat mit Acetat + - - - ++ - - ++

Acetat ++ ++ ++ ++ ++ - - -

Propionat - - - - ++ ++ ++ ++

n-Butyrat ++ - - - ++ - + -

iso-Butyrat + - . ++ - .
n-Valerianat + - - - ++ - - -

2-Methylbutyrat - - ++ - .
3-Methylbutyrat - - ++ - .
n-Capronat - - - - ++ - - -

n-Heptanat - - ++ -

'"<Xl

n-Caprylat

n-Pelargonat

n-Caprinat

n-Laurinat

n-Myristinat

n-Palmitat

n-Stearat

Lactat

pyruvat

Succinat

Fumarat

Malat

Cyclohexancarboxylat

Benzoat

Glucose

Fructose

Maltose

Cellobiose

+ +

++

++

++

++

+

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

'"'!)



Tab. B: Prlifung der mit Butyrat, Palmitat und Stearat isolierten Stamme auf ein Wachs turn mit
verschiedenen Verbindungen als Elektronendonatoren in Gegenwart von sulfat. Symbole:
++ = gutes Wachs tum; + = langsames Wachstum; - = kein Wachs turn; . = nicht geprlift

lbuB 2bu10 3bul0 4bul0 1pa3 2pa3 3paB 4pal0 5pa13 lstl

Wasserstoff, autotroph - - - - - - - - - -

Wasserstoff mit Acetat ++ - - - - - - - - -

Ji.thanol ++ - - - - - - - - -

Propanol-( 1 ) mit Acetat - -

n-Butanol-( 1 ) mit Acetat - -

Formiat, autotroph - - - - - - - - - ++

Formiat mit Acetat - - - - - - - ++ - ++

Acetat - - - - - - - - - +

Propionat - - - - - - - - - +

n-Butyrat ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

iso-Butyrat - ++

n-Valerianat ++ ++ ++ -+-+ ++ ++ ++ ++ ++ ++

2-Methylbutyrat ++ +

3-Methylbutyrat - -
\

n-Capronat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Heptanat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ~+

n-Caprylat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Pelargonat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Caprinat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Laurinat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Myristinat - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Palmitat - + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

n-Stearat - - - + + + + ++ ++ ++

Lactat ++ + ++ ++ ++ - - - ++ -

Pyruvat ++ + ++ ++ ++ - - - ++ -

Succinat - -
Fumarat - -

Malat - -

Cyclohexancarboxylat - - - - - - - - - -

Benzoat - - - - - - - - - -

Glucose - -

Fructose - -

Maltose - -

Cellobiose - -

'"a
a

'"a
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Tab. 9: Prlifung der mit Benzoat isolierten Stamme auf ein
wachstum mit verschiedenen Verbindungen als Elektronen
donatoren in Gegenwart von Sulfat. Symbole: ++ = gutes
Wachs tum; + = langsames Wachs tum; - = kein Wachs tum;
• = nicht geprlift

Tab. 9, Fortsetzung

- 203 -

1be1 2be1 3be13 4be13

Wasserstoff, autotroph - - ++ -

Wasserstoff mit Acetat - + ++ -

Athanol ++ ++ ++ -
Propanol-( 1 ) mit Acetat ++ ++ -

n-Butanol-(1) mit Acetat ++ . ++ -

Formiat, autotroph ++ - ++ -

Formiat mit Acetat ++ ++ ++ ++

Acetat + + + +

Propionat ++ + ++ ++

n-Butyrat ++ ++ ++ ++

iso-Butyrat ++ - ++

n-Valerianat ++ ++ ++ ++

2-Methylbutyrat ++ + +

3-Methylbutyrat + ++ ++

n-Capronat ++ ++ ++ ++

n-Heptanat ++ ++ ++ ++

n-Caprylat ++ ++ ++ ++

n-Pelargonat ++ ++ ++ ++

n-Caprinat ++ + ++ ++ I

n-Laurinat ++ - ++ -

n-Myristinat ++ - ++ -

n-Palmitat + - - -

n-Stearat - - - -

1be1 2be1 3be13 4be13

Lactat ++ ++ ++ -
Pyruvat ++ + ++ -

Succinat - + ++

Fumarat - ++ ++

Malat - - +

Adipat - - - -
Pimelat - - - -

Cyclohexancarboxylat ++ ++ ++ -
Benzoat ++ ++ ++ ++

Hippurat - - ++ +

Phenyla~etat ++ ++ ++ ++

3-Phenylpropionat ++ ++ ++ ++

2-Hydroxybenzoat + - - -
3-Hydroxybenzo~t - ++ ++ -
4-Hydroxybenzoat - + ++ ++

Nicotinat - - - -
Harnsaure - - - -

Glucose - - -
Fructose - - -
Maltose - - -
Cellobiose - - -

;1

!l
I

'-'



Die h6heren Alkohole Propanol und Butanol wurden stets zusammen

mit etwas Acetat (0,7 mmol/l) eingesetzt; nach MECHALAS und

RITTENBERG (1960) muE namlich damit gerechnet werden, daB be

stimmte Sulfatreduzierer diese Alkohole zwar als Elektronendo

natoren, nicht aber als Kohlenstoffguellen verwerten k6nnen

(s. auch A. 2.2. ) .

Die mit den verschiedenen Fettsauren gewachsenen Kulturen der

Sulfat-reduzierenden Bakterien wurden auf die gebildeten Pro

dukte gepruft (s. 4.).

SchlieBlich wurde nochmals auf eine Verwertung von Alkanen als

Elektronendonatoren fur eine Sulfatreduktion gepruft. Bei den

Anreicherungsversuchen mit Kohlenwasserstoffen (5. 2.) war kei

nerlei Bildung von Schwefelwasserstoff beobachtet worden. Nun

mehr sollte jedoch untersucht werden, ob hohere Kohlenwasser

stoffe vielleicht durch einige Reinkulturen von Sulfatreduzie

rern dann oxidiert werden konnen, wenn diese von vornherein in

hohen Zelldichten zugegen sind. Fur diese Virsuche wurden eini

ge moglichst unterschiedliche Stamme ausgewahlt, die h6here

Fettsauren zu verwerten vermochten und auch mit diesen zunachst

vorkultiviert wurden: In jeweils 200 ml des betreffenden Me

diums wurden die Stamme sac10, 1bel und 3be13 mit Capronat so

wie die Stamme 1pa3, spa13 und lstl mit Palmitat angezogen. Die

ausgewachsenen Kulturen wurden durch Zentrifugieren abgeerntet.

Die Zellen eines jeden Sulfatreduzierers wurden in drei flachen

Flaschen von 100 ml Inhalt in jeweils 80 ml Medium ohne ein or

ganisches Substrat resuspendiert. Die drei Ansatze mit einem

Stamm wurden zu gleichen Teilen mit anaerob autoklaviertem

Schlamm von einem SuBwasser- bzw. Meerwasser-Standort versetzt.

In den ersten Ansatz wurden wurden dann immer Hexan, Heptan,

und Octan und in den zweiten Tetradecan und Hexadecan gegeben;

dem dritten Ansatz als Kontrolle wurden keine Alkane zugesetzt.

In allen Flaschen verblieb ein Gasraum. Die Kohlenwasserstoffe

in den anaerob verschlossenen Flaschen wurden zu Beginn der In

kubation durch Schutteln emulgiert, so wie es unter B.3.s.4.

beschrieben ist. In keinem der Ansatze mit Alkanen wurde jedoch

eine Bildung von H2S gegenuber der betreffenden Kontrolle ge

messen. Die Stamme sac10, lpa3, spa13, lstl, lbe1 und 3be13

vermochten dernnach keine Alkane als Elektronendonatoren fur die

Sulfatreduktion zu verwerten.

3.3.2. Elektronenakzeptoren

Zur Prufung verschiedener Verbindungen als Elektronenakzeptoren

wurden die Medien in Tab. 2 ohne SuI fat zubereitet. Ais Elek

tronendonatoren wurden hier nur die organischen Substrate ein

gesetzt, mit denen die betreffenden Stamme auch isoliert worden

waren; lediglich fur die mit Palmitat und Stearat isolierten

Stamme wurde Butyrat als eine losliche Fettsaure verwendet.

Tab. 10 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.

Drei der untersuchten Stamme wuchsen nicht mit Thiosulfat; von

diesen Stammen vermochten wiederum zwei auch kein Sulfit zu

verwerten. Eine Wachstumshemmung konnte hier jedoch ausge

schlossen werden; denn sobald den Ansatzen nur wenig Sulfat aus

einer sterilen Lasung zugesetzt wurde, begann das Wachstum.

Eine Verwertung von Schwefel wurde nie beobachtet. Bei einigen

Stammen wurde bisweilen nur einge geringfugige Bildung von H2S
aus Schwefel gegenuber dem Kontroliansatz gemessen; in zweiten

Pas sagen mit Schwefel und dem betreffenden Elektronendonator

fand dann aber nicht mehr die geringste Reduktion Von Schwefel

statt. Andere der gepruften Sulfatreduzierer wurden durch

Schwefel sogar gehemmt: Wurden den Stammen lac2, 2ac9, sac10,

lpa3 und 4be13 Schwefel und gleichzeitig Sulfat angeboten, so

fand weder eine Bildung von Schwefelwasserstoff noch ein Wachs
tum statt.

Fumarat und Malat wurden nie ais Elektronenakzeptoren verwer

tet; eine Giftwirkung der jeweils eingesetzten Konzentration

(10 mmol/l) konnte anhand von Kontrollansatzen mit zusatzlichem

SuI fat ausgeschiossen werden. Stamm 3be13 wuchs zwar mit Ben

zoat und Fumarat, doch war das Wachstum mit Fumarat allein
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ebensogut. Eine Analyse des Mediums der nusgewachsenen Kultur

nach B.12.6. und B.12.9. zeigte, daD in Gegenwart und in Ab

wesenheit von Benzoat aus Fumarat stets Acetat, Propionat und

succinat im gleichen molaren Verhaltnis gebildet wurden

(s. auch 4.5.). Somit dUrfte es sich hier urn ein reines Ga

rUngswachstum von Stamm 3be13 auf Fumarat gehandelt haben, ohne

daB das gleichzeitig vorhandene Benzoat oxidiert wurde.

Nitrat wurde von einem der untersuchten Stamme, namlich lpr3,

verwertet. Die negativen Wachstumsergebnisse der tibrigen Stamme

mit Nitrat beruhten nicht etwa auf einer Unvertraglichkeit; so

bald namlich Sulfat zugesetzt wurde, begann das Wachstum wie
Ublich.

Auf eine Verwertung von Nitrit als Elektronenakzeptor zu prti

fen, war wenig sinnvOll. Nitrit reagierte namlich bereits in

einer rein chemischen Reaktion bei Raumtemperatur mit dem

Schwefelwasserstoff des Mediums zu gelbem Polysulfid oder gar

kolloidalem, weiBem Schwefel; je niedriger der pH-Wert das Me

diums war, desto schneller und intensiver verlief diese Reak
tion.

Zur Prtifung einer Verwertung von Sauerstoff wurde Weichagar

nach B.3.5.5. mit den betreffenden Kulturen beimpft. Den ver

wendeten Vorkulturen war weniger Sulfat zugesetzt worden, als

es der sonst gebildeten Menge an H2S durch den jeweiligen Stamm

entsprach; auf diese Weise war das Wachstum durch Sulfat be

grenzt worden. In den R6hrchen, die mit den Stammen 2ac9,

5ac10, lpr3, lst1, 1bel und 3be13 beimpft worden waren, bilde

ten sich unter der Atmosphare mit 10 % O
2

etwa 5 mm von der.

Agaroberflache entfernt deutliche Wachstumszonen aus; diese be

standen nicht etwa aus Schwefel oder sonstigen Prazipitaten,

sondern ausschlieBlich aus den Kolonien des betreffenden Sul

fatreduzierers. Oberhalb und unterhalb dieser Zonen wurde nicht

das geringste Wachstum beobachtet. In unbeimpften Kontrollan

sat zen oder in den Rohrchen, die unter einer rein anaeroben

Gasatmosphare inkubiert wurden, blieb die Wachstumszone aus.

11
t

J

l



- 2u8 -

In den AnsKtzen, die zusltzlich Sulfat enthielten, fand unter

der Sauerstc.ff-haltigen Atmosphlre ein gleichmlBiges Wachstum

vom unteren Ende des Rohrchens bis hin zu einem bestimmten Ab

stand von der AgaroberflKche statt. Es ist jedoch fraglich, ob

das beobachtete Wachs tum in Gegenwart von Sauerstoff auf einer

direkten Verwertung dieses sehr reaktionsfKhigen Oxidationsmit

tels beruhte, durch welches streng anaerobe Bakterien sonst

schnell abgetotet werden (5. Diskussion); daher sind auch die

positiven Wachstumsergebnisse in Tab. 10 unter Vorbehalt aufge-

fUhrt.

3.3.3. Wachstum mit organischen Substraten in Abwesenheit eines

Elektronenakzeptors

Keines der isolierten Sulfat-reduzierenden Bakterien vermochte

das betreffende zur Isolation verwendete Substrat (Acetat, Pro

pionat, Butyrat, Palmitat, Stearat, Benzoat) in Abwesenheit ei

nes Elektronenakzeptors zu verwerten. Nunmehr sollte aber ge

pruft werden, ob vielleicht Lactat, Pyruvat, Fumarat oder Malat

beim Fehlen eines Elektronenakzeptors ein wachs tum ermoglich

ten. Fur die Versuche wurden selbstverstKndlich nur solche Sul

fatreduzierer ausgewKhlt, welche mit diesen verbindungen be

reits in Gegenwart von Sulfat ein Wachstum gezeigt hatten. Urn

das eventuell noch vorhandene Sulfat auszuverdunnen, waren

mehrere Folgepassagen ohne Zusatz eines Elektronenakzeptors

notwendig. Die Ergebnisse sind in Tab. 11 aufgefuhrt.

Bei der VergKrung von pyruvat wurde nie eine Bildung von Was

serstoff beobachtet, die sich beim ~ffnen der Schraubdeckel der

Flaschen als Uberdruck bemerkbar gemacht hKtte (5. 4.5.).

Die mit Lactat und Fumarat gewachsenen Kulturen wurden auf die

gebildeten GKrungsprodukte geprlift (5. 4.5.).
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3.4. Nachweis wichtiger Pigmente

Von den isolierten Sulfatreduzierern wurden die sieben Stamme

lac2, 2ac9, 5acl0, lpr3, lpa3, lbel und 4be13 eingehender auf

das vorhandensein von cytochromen und der Sulfit-Reduktasen

Desulfoviridin bzw. P-582 geprUft.

Die Bakterien fUr die pigmentanalysen wurden mit den organi

schen Substraten angezogen, die auch bei der Isolation verwen

det worden waren (Acetat, Propionat, Palmitat bzw. Benzoat und

Sulfatl. Den Medien fUr die fadigen Sulfatreduzierer 5acl0 und

4be13 wurden zusatzlich Aluminiumphosphat als Sediment

(s. B.3.4.8.) sowie Succinat und das Carbonsaure-Gemisch I als

Suppline (s. B.3.4.7.) zugesetzt. Die ausgewachsenen Zellen

wurden abgeerntet und gewaschen, so wie es unter B.l0. be

schrieben ist; urn die fadigen Sulfatreduzierer dabei weitgehend

von dem zugesetzten Sediment zu befreien, wurden diese mit der

genannten Citrat-Lasung gewaschen. Beim Entfernen der ZelltrUm

mer aus den mit Ultraschall aufgeschlossenen Bakteriensus

pensionen durfte im Falle des coccoiden Stammes lbel nur

schwach zentrifugiert werden (30000 m.s-
2
j; der Stamm bildete

namlich Schleim, der bei hochtourigem zentrifugierenOder aufge

schlossenen Zellen einen graBeren Anteil vorhandener Cytochrome

mit in das Pellet riB. In den ZelltrUmmern der Stamme lpa3 und

4be13 fanden sich auffallende Mengen einer weiBen, kompakten

Masse, die in 3.2.2. als PolY-6-hydroxybuttersaure identifi-

ziert wurde.

Bei den folgenden Analysen sollte jeweils unterschieden werden,

ob ein Pigment im Cytoplasma laslich war oder gebunden an Mem

branen vorlag. Die zellfreien Extrakte wurden daher nach

B.10.l. in jeweils eine Cytoplasma- und eine Membranfraktion

aufgetrennt.
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3.4.1. Cytochrome

Die Absorptionsmaxima der gemessenen Redox-Differenzspektren

der Zellfraktionen sind in Tab. 12 aufgefUhrt; die Banden deu

teten auf Cytochrome hin, bei denen es sich nach BARTSCH (1968)

urn b- und c-Typ-Cytochrome handelte. FUr den eindeutigen Nach

weis von b- und c-Typ-Cytochromen wurden die betreffenden Zell

fraktionen weiter nach B.l0.2. differenziert. Die b-Typ-Cyto

chrome konnten aufgrund der Extrahierbarkeit von Protoham mit

Aceton-HCl von den c-Typ-Cytochromen mit nicht extrahierbaren

Ham-Gruppen unterschieden werden. Die charakteristischen Ab

sorptionsmaxima der Pyridin-Hamochrome, die durch die Differen

zierung aus den Zellfraktionen erhalten wurden, gehen ebenfalls

aus Tab. 12 hervor. Abb. 35 zeigt die Absorptionsspektren von

Cytochromen aus der Membranfraktion von Stamm 2ac9: Das obere

Redox-Differenzspektrum (1) ist das der Membranen in dem zur

Suspension verwendeten K-phosphat-Puffer, also das der unbehan

del ten Membranfraktion. Die zwei unteren Spektren zeigen das

Ergebnis der Extraktion mit Aceton-HC1; das mittlere Redox-Dif

ferenzspektrum (2) ist das von extrahiertem Protoham aus b-Typ

Cytochrom in Pyridin-NaOH, wahrend das untere Spektrum (3) das

von c-Typ-Cytochrom im ExtraktionsrUckstand ist, ebenfalls auf

genommen in Pyridin-NaOH.

Stamm lac2, Desulfotomaculum acetoxidans, enthielt als einziger

ausschlieBlich b-Typ-Cytochrom. In allen Ubrigen der geprUften

Sulfatreduzierer wurden sowohl b- als auch c-Typ-Cytochrome

nachgewiesen. Der fadige Sulfatreduzierer 5acl0 enthielt aller

dings nur sehr wenig b-Typ-Cytochrom. Die b-Typ-Cytochrome der

Stamme lac2 und 5acl0 waren an die Membranen gebunden, also un

laslich. In dem dicken, fadigen Sulfatreduzierer 4be13 fanden

sich b- und auch c-Typ-Cytochrome zum weitaus graBten Teil in

der Membranfraktion; die geringe Menge der anfangs im Cytoplas

rna gefundenen laslichen Cytochrome konnte nach der Differenzie

rung mit Aceton-HCl nicht mehr nachgewiesen werden. Auch in dem

coccoiden Sulfatreduzierer lbel war der Anteil der loslichen

Cytochrome gering im Vergleich zu dem Anteil der an die Membran

gebundenen Cytochrome.
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Abb. 35: Redox-Differenzspektren (Dithionit-reduziert minus
Luft-oxidiert) von Cytochromen der Membranfraktion
des Sulfatreduzierers 2ac9:

1) Membranen in K-phosphat-puffer

2) Aceton-HCI-Extrakt in Pyridin-NaOH (Protoham aus
b-Typ-Cytochroml

3) Rlickstand von der Aceton-HCI-Extraktion in
Pyridin-NaOH (c-Typ-Cytochrom)

400 500 600
Wellenliinge [nm]

558

Tab. 12, S. 212: Identifizierung von b- und c-Typ-Cytochromen
aus den Cytoplasma- und Membranfraktionen verschiede
ner Sulfatreduzierer; aufgeflihrt sind die Absorptions
maxima (y-, 6- und a-Banden) der Redox-Differenzspek
tren (Dithionit-reduziert minus LUft-oxidiert) der
Zellfraktionen in K-phosphat-Puffer sowie die der Ace
ton-HCI-Extrakte und der Extraktionsrlickstande in
Pyridin-NaOH. Waren die Maxima nur schwach ausgepragt
(wenig Cytochroml, so sind die betreffenden Werte in
Klammern angegeben. Die Differenzspektren von Cyto
chromen der Membranfraktion von Stamm 2ac9 (*) sind in
Abb. 35 (oben) dargestellt.
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3.4.2. Desulfoviridin

Auf das Vorhandensein von Desulfoviridin wurde nach B.10.3. pO

wohl spektrometrisch als auch aufgrund der roten Fluoreszenz in

alkali scher Lasung im UV-Licht geprlift.

Die zwei morphologisch sehr unterschiedlichen Sulfatreduzierer

5ac10 (Filamente) und 1be1 (coccoide Zellenl enthielten Desul

foviridin, welches in der Cytoplasmafraktion zu finden und dem

nach laslich war. Die Absorptionsspektren der Cytoplasmafrak-

l:
o
....
a...
o
III

.J:)

<
....:
III..

400

Abb. 36: Nachweis von Desulfoviridin: Die Absorptionsspektren
der Luft-oxidierten Cytoplasrnafraktionen des fadigen
Sulfatreduzierers Sac10 und des coccoiden Sulfatredu
zierers 1be1 wurden gegenUber reinern Wasser aufgenom
men. Desulfoviridin lieferte ein charakteristisches
Absorptionsmaxirnum bei 630 nm.
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tionen dieser Stamme zeigten jeweils ein sehr deutliches Maxi

mum bei 630 nm (s. Abb. 36); dieses Maximum wurde durch die re

duzierende Wirkung von Dithionit nicht beeinfluBt. Nach Zusatz

von etwas Natronlauge zu einer Probe der Cytoplasmafraktion von

Stamm Sac10 bzw. 1be1 wurde im UV-Licht (365 nm) eine leuchtend

rote Fluoreszenz beobachtet. In den Absorptionsspektren der Cy

toplasma- und auch der Membranfraktionen der Stamme 1ac2, 2ac9,

1pr3, 1pa3 und 4be13 fehlte das typische Maximum von Desulfovi

ridin; auch der Fluoreszenz-Test fiel bei diesen Stammen nega

tiv aus. Daraufhin wurden mit dem Fluoreszenz-Test auch aile

librigen, hier noch nicht untersuchten Stamme auf Desulfoviridin

geprlift. FUr die Gewinnung der benatigten Zellmassen der libri

gen Stamme waren kleine Kulturvolumina von jeweils etwa 0,5 1

ausreichend. Die mit Ultraschall aufgeschlossenen Zellen wurden

jetzt lediglich von den Zelltrlimmern befreit, urn so moglichst

lichtdurchlassige Extrakte zu erhalten; von einer Auftrennung

in Cytoplasma- und Membranfraktionen wurde bei diesen Stammen

abgesehen. Der Fluoreszenz-Test erbrachte wiederum sehr eindeu

tige Ergebnisse: Unter allen librigen untersuchten Sulfatredu

zierern wurde Desulfoviridin nur noch in dem vibrioiden Stamm

1bu8 nachgewiesen; dieser Sulfatreduzierer war wahrend der An

reicherungen unter den sonstigen vibrioiden Bakterien durch

grlinliche Kolonien aufgefallen (s. 1.2.3.).

3.4.3. Kohlenmonoxid-Differenzspektren und Nachweis von P-582

Die Sulfit-Reduktase P-S82 wurde nach B.10.4. aufgrund des CO

Differenzspektrums nachgewiesen. Sowohl Cytoplasma- als auch

Membranfraktionen der Stamme wurden geprlift. Die Maxima und

Minima der erhaltenen CO-Differenzspektren gehen aus Tab. 13

hervor. TRUDINGER (1970) gibt flir das CO-Differenzspektrum des

Cytoplasmas von Desulfotomaculum nigrificans, in welchem P-582

entdeckt wurde, Maxima bei 412, 551 und 596 nm sowie Minima

bei 432, 571 und 621 nm an; flir das gereinigte Pigment werden

entsprechende Maxima bei 414, 550 und 594 sowie iVilnlma bel

427, 571 und 620 nm angegeben. Aufgrund des von TRUDINGER auf

gezeichneten CO-Differenzspektrums des Cytoplasmas von
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596
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Stanun 1ac2: Cytoplasma Stanun 1pr3: Cytoplasma
Stanun 4be13: Cytoplasma Stanun 5ac10: Cytoplasma
Stanun 1pa3: Cytoplasma Stanun 1be1: Membranen
Stanun 2ac9: Cytoplasma

400

Abb. 37: Kohlenmonoxld-Differenzspektren (Dithionit-reduziert,
+CO, minus Dithionit-reduziert) von Zellfraktionen
aus verschiedenen Sulfatreduzierern in K-phosphat
Puffer:

denen des von TRUDINGER gereinigten Pigments naher. Somit dlirf

te auch Stanun 4be13 die Sulfit-Reduktase p-582 enthalten. In

den Stanunen 1ac2 und 4be13 lag P-582 ebenso wie in Desulfotoma

culum nigrificans in der Cytoplasmafraktion vor, war also los
lich.
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Tab. 13: Absorptionsmaxima und -minima der Kohlenmonoxid-Diffe
renzspektren (Dithionit-reduziert, +CO, minus Dithio
nit-reduziert) von Cytoplasma- und Membranfraktionen
verschiedener Sulfatreduzierer in K-phosphat-Puffer.
Absorptionsschultern sind in Klammern angegeben. Die
Spektren der mit einem Stern (*) gekennzeichneten
Zellfraktionen sind in Abb. 37 (S. 217) dargestellt.

Desulfotomaculum nigrificans konnte p-582 auch in Stamm 1ac2,

Desulfotomaculum acetoxidans, identifizic~t werden. Ein sehr

ahnliches CO-Differenzspektrum lieferte die Cytoplasmafraktion

des dicken, fadigen Sulfatreduzierers 4be13; die Maxima und

Minima waren hier gegcnUber den entsprechenden der Cytoplasma

fraktion von Stamm 1ac::: et'vas verschoben ,md kamen bcrcits

Stamm Zell- Maxima Minima
frak- [nm] [nm]tion

Cytopl.* 412, 550, 596 432, 572, 621
1ac2

Membr. 520 531, 561

Cytopl. * 412, 540, 568, 593 425, 554, 617
2ac9

Membr. 414, 543, (570) 428, 555

Cytopl.* 412, 537, 568, 596 422, 521, 552, 580
5ac10

Membr. 412, 540, (567) 422, 553

Cytopl. * 415, 539, (569, ) 596 431, 524, 553
1pr3

Membr. 412, 538, 569 423, 522, 553

Cytopl. * 413, (424,) 544, 597 438, 555, 622
1pa3

Membr. 415, 542, 598 429, 555, 615

Cytopl. 414, 542, (568 ) 432, 553
1be1

Membr.* 412, 538, 569 422, 523, 554

Cytopl. * 413, (524,) 547, 593 434, 568, 619
4be13

~lembr . 414 423, 553



Etliche der erhaltenen CO-Differenzspektren zeigten charakte

ristische Minima bei 422 bis 428 nm und bei 553 bis 555 nm,

sowie haufig ein etwas breiteres Maximum bei 537 bis 540 nm;

ein sehr ausgepragtes Beispiel fUr diese Art von CO-Differenz

spektren lieferte die Membranfraktion von Stamm lbe1, das in

Abb. 37 rechts unten dargestellt ist. Ganz ahnliche CO-Diffe

renzspektren beschrieben JONES (1971) und WESTON und KNOWLES

(1973) als die von c-Typ-Cytochromen. Somit dlirften auch die

betreffenden hier gemessenen Spektren durch CO-Komplexe vorhan-

dener Cytochrome verursacht worden 5ein. Die in Ahh. 17 dnrge

stellten CO-Differenzspektren der cytoplasmafraktionen der

Stamme lpa3, 2ac9, lpr3 und Sacl0 deuten auf unterschiedliche,

in der genannten Reihenfolge steigende Mengen an CO-Komplexen

von Cytochromen hin. Leider Uberlagern nun die CO-Differenz

spektren der Cytochrome die von moglicherweise vorhandenem

p-S82. Aufgrund des CO-Differenzspektrums der Cytoplasmafrak

tion von Stamm lpa3 kann man noch vermuten, daB P-S82 vorhanden

war. Die CO-Differenzspektren der cytoplasmafraktionen der

Stamme 2ac9, lpr3 und SaclO sind dagegen bereits stark durch

die Absorption der CO-Komplexe von Cytochromen gepragt, sodaB

eine Aussage liber vorhandenes p-S82 kaum noch moglieh ist. Das

Vorkommen von p-582 in Stamm 5acl0 muB auch deshalb als unwahr

scheinlich gelten, weil in diesem Bakterium bereits die Sulfit

Reduktase Desulfoviridin naehgewiesen wurde (s. 3.4.2.). Aus

dem CO-Differenzspektrum der cytoplasmafraktion des eoeeoiden

Sulfatreduzierers 1bel, die ebenfalls Desulfoviridin enthielt,

wurde kein Hinweis auf p-582 erhalten. Urn nun in den Stammen

lpa3, 2ae9, 2pr3 und 5ael0 das Vorhandensein von P-S82 mit

Tab. 14, S. 219: Nachgewiesene pigmente (s. 3.4.) und GC-Gehalt
der DNS (s. 3.5.) einer Auswahl von Stammen der mit
Acetat, Propionat, Butyrat, Palmitat, Stearat und Ben
zoat isolierten Sulfat-reduzierenden Bakterien. Auf
Vorhandensein von Desulfoviridin wurden aIle stamme
geprUft. symbole: + = vorhanden; ? = Vorhandensein
noch nicht eindeutig nachgewiesen bzw. widerlegt;
_ = nicht vorhanden; . = nicht geprUft

- 219 -

Tab. 14 (Erlauterungen s. S. 218)

Stamm Cytoehrom- Desulfo- P-582 GC-Gehalt
Typ viridin

[mol%]

1ae2 b - + 37,5

2ae9 b, e - ? 45,9

3ac10 · - ·
4ae11 · - ·
5ae10 b, e + ? 34,5

1pr3 b, e - ? 59,9

2pr4 · - · ·
3pr10 - · ·
1bu8 · +

2bul0 - · ·
3bu10 -
4bu10 · - ·
1pa3 b, e - ? 52,7

2pa3 - ·
3pa8 · -
4pa10 · - ·
5pa13 - · ·
1st1 - ·
lbel b, e + - 57,4

2bel · - · ·
3be13 -
4be13 · - + 41,6
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Sicherheit nachweisen bzw. ausschlieBen zu kennen, ware eine

Auftrennung der Cytoplasmafraktionen durch Saulenchromatogra

phie erforderlich; weil von einer solchen im Rahmen der Arbeit

abgesehen wurde, kann die Frage nach dem Vorkommen von P-582

noch nicht flir aIle der untersuchten Stamme beantwortet werden.

3.5. GC-Gehalt der DNS

Die gleichen sieben Stamme der Sulfatreduzierer, die eingehen

der auf ihre Pigmente geprlift worden waren (lac2, 2ac9, 5acl0,

lpr3, lpa3, lbel und 4be13), wurden auch auf den Gehalt der DNS

an Guanin + Cytosin in mol%, kurz GC-Gehalt genannt, unter

sucht. Die Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H.

Hippe, Gottingen, libernommen. Der GC-Gehalt wurden aufgrund der

thermischen Denaturierung (5. B.ll.) bestimmt. Zur Anzucht der

benotigten Massenkulturen der Stamme 2ac9, lpr3 und lpa3 dien

ten die Minimalmedien mit den organischen Substraten, die auch

bei der Isolation verwendet worden waren (Acetat, Propionat

bzw. Palmi tat) . Stamm lac2 wurde nunmehr auf Butyrat und Stamm

lbel auf Benzoat mit gleichzeitig zugesetztem Carbonsaure-Ge

misch I angezogen, urn so ein schnelleres Wachs tum zu erzielen

(s. 3.1.4.). Den Kulturen der fadigen Sulfatreduzierer 5acl0

und 4be13 wurden, wie schon haufiger, Aluminiumphosphat als

synthetisches Sediment und Succinat und Carbonsaure-Gemisch I

als Suppline zugesetzt.

Die ermittelten Werte flir den GC-Gehalt der untersuchten Stamme

sind in Tab. 14 aufgeflihrt, in welcher auch gleichzeitig eine

Ubersicht der nachgewiesenen Pigmente gegeben ist.

- L:Gl -

4. Quantitative Messungen zum Umsatz organischer Substrate

durch die isolierten Sulfat-reduzierenden Bakterien

Mit der Isolierung der Reinkulturen unter 1. war der Beweis da

flir erbracht worden, daB Acetat, Propionat, Butyrat, Palmitat,

Stearat und Benzoat von Sulfat-reduzierenden Bakterien als Sub

strate flir die Energiekonservierung und zum Aufbau der Zellsub

stanz direkt verwertet werden kennen. In Abwesenheit von SuI fat

vermochte keiner der isolierten Stan@e mit den Fettsauren oder

Benzoat zu wachsen. Die organischen Sauren konnten demnach

nicht durch Garung verwertet werden, sondern nur als Elektro

nendonatoren flir einen externen Elektronenakzeptor. Als Bilanz

der Umsetzungen war eine Oxidation der organischen Substrate zu

erwarten. Die bisher bekannten Sulfatreduzierer oxidierten die

verwertbaren organischen verbindungen, wie z. B. Lactat, Pyru

vat oder Athanol, unvollstandig zu Acetat, das stets ein End

produkt war (s. A.2.2.). Weil nun aber etliche der neu isolier

ten Sulfatreduzierer auch Acetat zu verwerten vermochten, muBte

die Frage nach der Umsetzung von Substraten neu gestellt wer

den. Es galt daher, die Oxidation der verschiedenen organischen

Sauren quantitativ in stechiometrischen Messungen zu untersu
chen.

Die Stochiometrie der Umsetzungen wurde nach B.13. durch Wachs

tumsversuche in Flaschen mit 1 I Inhalt ermittelt. Gemessen

wurde dabei, welche Mengen an Produkten und an bakterieller

Zellmasse beim Umsatz bekannter Mengen organischer Substrate

mit Sulfat oder anderen Elektronenakzeptoren gebildet wurden.

Aus den Daten wurde die Gleichung flir die jeweilige ATP-lie

fernde Reaktion ermittelt, also die Dissimilationsgleichung.

Die Menge des organischen Substrats, die ausschlieBlich flir die

Reduktion des Elektronenakzeptors gedient hatte, muBte berech

net werden. Von der insgesamt verbrauchten Menge an organischem

Substrat wurde daher derjenige Anteil subtrahiert, der flir die

Synthese von Bakterienmasse gedient hatte. Das synthetisierte

Zellmaterial wurde nach B.6.3. als Trockenmasse ermittelt. Die

jenige Menge eines organischen Substrats, die flir die Synthese
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einer bestimmten Menge an Zellmaterial notig war, wurde berech

net, indem die von HARDER und VAN DIJKEN (1976) angegebene Sum

menformel fur Trockenmasse zugrunde gelegt wurde. Diese Summen

formel, C
4

H
S

0
2

N, wurde noch vereinfacht, indem das gebundene

NH
3

durch das kaum schwerere H20 ersetzt wurde. In der nunmehr

erhaltenen Summenformel, C4H70 3 , war der Oxidationsgrad des

Kohlenstoffs gegenuber der ursprunglichen Formel unverandert

geblieben. War das organische Substrat seiner Summenformel nach

starker oxidiert als Trockenmasse, so muBte bei der Synthese

gleichzeitig CO
2

entstehen. War dagegen das Substrat starker

reduziert als Trockenmasse, so wurde bei der Synthese der Zell

substanz ein Einbau von CO 2 postuliert. Auf diese Weise wurden

die Assimilationsgleichungen erhalten. Mit Hilfe dieser Assimi

lationsgleichungen wurde berechnet, wieviel vom organischen

Substrat (in mol bzw. n~ol) fur die Bildung von 1 9 bzw. 1 mg

Trockenmasse benotigt wurde. Die bei den quantitativen Unter

suchungen in dieser Arbeit angewandten Assimilationsgleichungen

sind in Tab. 15 zusammengefaBt. Der Anteil an H2S, der in das

gebildete Zellmaterial eingeht, ist im Vergleich zu der Menge

der benotigten Kohlenstoffquelle immer sehr gering und wurde

daher vernachlassigt. Daher wurde die geb~ldete Menge an HZS

gleichgesetzt mit der verbrauchten Menge an Sulfat. Das ermit

telte molare Verhaltnis der verbrauchten Substrate zu den ge

bildeten Produkten gab Auskunft uber die Stochiometrie der je

weiligen dissimilatorischen Sulfatreduktion.

In den Reaktionsgleichungen sollte auch die elektrolytische

Dissoziation berlicksichtigt werden. Sulfat als Anion der sehr

starken Schwefelsaure liegt unter physiologischen Bedingungen

ausschlieBlich als SO~--Ion vor. Fettsauren und Kohlendioxid

existieren aufgrund der pKa-Werte (5. Anhang) bei einem pH-Wert

von 7.0 zum groBten Teil als R'COO-- bzw. HCO;-Ionen. Auch im

Falle von Schwefelwasserstoff dlirfte bei einem pH-Wert von 7.0

und einer Temperatur von 30 °c der Anteil an HS--Ionen bereits

ein wenig groBer sein als der an freiem HZS.
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4.1. Oxidation von Acetat

Acetat wurde nicht nur von den Sulfat-reduzierenden Bakterien

verwertet, die damit isoliert worden waren; darUberhinaus ver

mochten auch der mit Stearat isolierte Stamm 1st1 und aIle mit

Benzoat isolierten Stamme, 1be1, 2be1, 3be13 und 4be13, Acetat

zu oxidieren. Das Wachstum der einzelnen Stamme mit Acetat war

jedoch unterschiedlich gut. So vermochte Stamm 2ac9 zwar keinen

anderen Elektronendonator als Acetat zu verwerten, wuchs jedoch

von allen Stammen mit Acetat am schnellsten und zu den hochsten

Zelldichten. Wurde in dem Kulturmedium fUr Stamm 2ac9 der Ge

halt an Acetat und Sulfat entsprechend erhoht, so wurden nicht

selten mehr als 20 mmol H2S pro 1 gebildet. Die marinen mit

Acetat isolierten Stamme 3ac10 und 4ac11 wuchsen fast so gut

wie Stamm 2ac9. Stamm 1ac2, Desulfotomaculum acetoxidans, wuchs

mit Acetat bereits merklich langsamer als Stamm 2ac9 und bilde

te nie mehr als 10 mmol H
2

S pro 1. Die mit Benzoat isolierten

Stamme 1be1 und 2be1 vermehrten sich mit Acetat als Substrat

noch langsamer als Desulfotomaculum acetoxidans. Die Verdopp

lungszeit des fadigen Sulfatreduzierers 5ac10 war in Minimalme

dium mit Acetat sehr lang und betrug nie weniger als 100 h;

durch Zusatz von Supplinen (5. 3.1.4.) konnte jedoch das Wachs

tum dieser Filamente auf Acetat stark beschleunigt werden. ~hn

lich langsam wie Stamm 5ac10 wuchs auch der mit Benzoat iso

lierte fadige Sulfatreduzierer 4be13 mit Acetat allein; das

Wachstum dieses Bakteriums konnte aber ebenfalls durch Zusatz

von Supplinen stimuliert werden. Der mit Stearat isolierte

Stamm 1st1 und der mit Benzoat isolierte Stamm 3be13 vermochten

zwar SuI fat mit Acetat als Elektronendonator noch langsam zu

reduzieren; die Zellen vermehrten sich jedoch bei dieser Umset

zung sa wenig, daB in zweiten Pas sagen mit Acetat kein sicht

bares Wachstum mehr beobachtet wurde.

Die Stochiometrie der Sulfatreduktion mit Acetat sollte an

Stammen untersucht werden, die unterschiedlich gut mit diesem

Elektronendonator wuchsen; ausgewahlt wurden Stamm 2ac9, der

mit Acetat am schnellsten wuchs, ferner Stamm 1ac2, der sich

- 225 -

bereits etwas langsamer vermehrte, sowie Stamm 1st1, der mit

Acetat nur ein sehr schwaches Wachs tum lieferte. Stamm 1st1

wurde mit Palmitat vorkultiviert. Vorversuche mit Desulfotoma

culum acetoxidans hat ten gezeigt, daB das Wachstum bei geringen

Acetat-Konzentrationen (unterhalb etwa 5 mmol/l) haufig erst

nach einer langeren Verzogerung begann. Daher wurde fur die

stochiometrischen Messungen in allen Ansatzen einer Reihe eine

gleichhohe Acetat-Konzentration von 20 mmol/l vorgegeben; be

grenzt wurde das Wachs tum durch unterschiedliche Konzentratio

nen des Elektronenakzeptors Sulfat. Beim Wachs tum mit Acetat

und Sulfat wurde bisher immer ein Anstieg des pH-Werts beobach

tet. Daher wurden pro mmol vorgegebenen Sulfats noch zusatz

lich 0,15 mmol HCl, jedoch maximal 2,5 mmol/l, aus einer steri

len Stammlosung zugesetzt; somit lag der pH-Wert eines Ansatzes

umso weiter unterhalb des betreffenden Optimums, je mehr Sulfat

verbraucht werden sollte. Auf diese Weise wurde eine starkere

Alkalisierung des Mediums vermieden. Zu jeder MeBreihe gehorte

stets ein Kontrollansatz ohne Sulfat, der ebenso wie die Ubri

gen Ansatze beimpft und inkubiert wurde. In den Kulturen der

Stamme 2ac9 und 1ac2 war deutlich zu erkennen, daB die Dauer

des Wachstums umso langer und die erreichten Zelldichten umso

hoher waren, je mehr SuI fat vorgegeben worden war. Ein Ansatz

wurde jeweils einen Tag nach dem sichtbaren Wachstumsstillstand

aus dem Brutraum entfernt und bei 20 °c gelagert. Die Kulturen

von Stamm 1st1 wuchsen, wie erwartet, sehr langsam und zeigten

kaum erkennbare Unterschiede in den Zelldichten. Daher wurden

aIle Ansatze mit Stamm 1st1 fUr eine Dauer von 5 Wochen inku

biert.

Die Ergebnisse der stochiometrischen Untersuchungen zur SuI fat

reduktion mit Acetat zeigt Tab. 16. Schwefelwasserstoff wurde

nach Umsetzung zu Methylenblau nach B.12.1. colorimctrisch be

stimmt; die Bakterienmasse wurde als Trockenmasse nach B.6.3.

und die Acetat-Konzentration nach B.12.6. mit Hilfe eines Gas

chromatographen ermittelt. Die angegebenen Werte fur den Ver

brauch von Acetat sowie fur die Bildung von Trockenmasse und

Schwefelwasserstoff sind bereits die korrigierten Resultate;
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diese wurden erhalten, indem von den MeBwerten aus den jeweili

gen Ansatzen die MeBwerte aus den Kontrollen subtrahiert wur

den. Man erkennt, daB bei der Dissimilation von 1 mol Acetat

auch stets 1 mol H2S gebildet wurde. Der produzierte Schwefel

wasserstoff konnte nur aus dem zugesetzten Sulfat stammen; die

ses war von den Stammen 2ac9 und lac2 vollstandig verbraucht

Tab. 16: Quantitative Untersuchungen zum Wachstum der Sulfatre
dizierer 2ac9, lac2 und lstl bei einer stets gleichen
Anfangskonzentration von Acetat, 20 mmol/l, und unter
schiedlichen vorgegebenen Konzentrationen von Sulfat.
Die Angaben fur gebildeten Schwefelwasserstoff, gebil-
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worden, denn in den Kulturuberstanden konnte mit Barium-Ionen

(s. B.12.3.) kein Sulfat mehr nachgewiesen werden. Dagegen hat

te Stamm lstl immer nur einen Teil vom zugesetzten Sulfat ver

braucht; je hoher der UberschuB an Sulfat war, desto mehr ver

mochte dieser Stamm davon wahrend der gegebenen Inkubations

dauer zu reduzieren, desto hoher war also die Umsetzungsge-

dete Zellmasse (als Trockenmasse) und verbrauchtes Acetat sind
bereits die korrigierten Werte, stellen also die Differenzen
g~gen~ber den Kontrollansatzen ohne Sulfat dar. Die Ertrage
s~nd ~n Abb. 38 gegen die fur die Reduktion von Sulfat (Dissi
milation) verbrauchte Menge Acetat aufgetragen.

Sulfat, H2 S , Zellmasse, Acetat,
gegeben gebildet gebildet insgesamt

(Ertrag) verbraucht

[mmol/1] [mmol/1] [mg/l] [rrunol/1]

4,0 4,05 19,7 4,56

Starrun 8,0 7,84 39,5 9,11

2ac9
12, ° 11,51 58,4 13,44

16, ° 15,98 78,8 17,98

2,0 2,06 9,8 2,25

Starrun 4, ° 3,95 17,6 4,46

lac2 6,0 6,06 23,9 6,73

8,0 7,83 27,7 8,65

4,0 1,23 0,0 1,20

7,0 2,56 0,9 2,69

Starrun 10, ° 4,71 4,4 5,11

lstl 20,0 7,41 7,8 7,55

30,0 8,49 10,6 8,69

40,0 8,32 9,7 8,78

Acetat,
verbraucht

fur Zel1masse
(nach Tab. 15)

[rrunol/1]

0,41

0,81

1,20

1,62

0,20

0,37

0,49

0,57

0,00

0,02

0,09

0,16

0,22

0,20

Acetat,
verbraucht

zur Reduktion
von Sulfat

[mmol/1]

4,15

8,30

12,24

16,36

2,05

4,09

6,24

8,08

1,20

2,67

5,02

7,39

8,47

8,58

mo1ares
Verha1tnis:

H2S/Acetat

0,98/1

0,94/1

0,94/1

0,98/1

1,00/1

0,97/1

0,97/1

0,97/1

1,03/1

0,96/1

0,94/1

1,00/1

1,00/1

0,97/1

Ertrags
koeffizient:

Y
AC

~Sulfat)

[g/mol]

4,75

4,76

4,77

4,82

4,78

4,35

3,83

3,43

0,00

0,34

0,88

1,06

1,25

1, 13
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schwindigkeit. In allen Ansatzen hatte eine vollstandige Oxi

dation von Acetat stattgefunden, die durch die folgende Reak

tionsgleichung darzustellen ist:

Bei dieser Schreibweise der Reaktion entstehen zwar keine

OH--Ionen bzw. werden keine H+-Ionen verbraucht; dennoch steht

die Gleichung durchaus im Einklang mit dem beobachteten Anstieg

des pH-Werts wahrend der Reduktion von Sulfat mit Acetat. Die

Produkte reagieren namlich als Anionen lkonjugate Basen) der

schwacheren Sauren lvgl. Anhangl starker alkalisch als die

Reaktanten.
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In der linken Halfte von Abb. 38 sind die erhaltenen Bakterien

massen IErtrage) aufgetragen in Abhangigkeit von der Menge Ace

tat, die allein fur die Dissimilation verbraucht wurde. Die an

fanglichen qualitativen Beobachtungen zum Wachstum der drei

hier untersuchten Stamme mit Acetat spiegeln sich in den Er

tragskoeffizienten wieder. Mit Ertragskoeffizient ist das je

weilige Verhaltnis von gebildeter Bakterienmasse zur oxidierten

Menge des organischen Substrats gemeint. Fur den Ertragskoeffi

zienten soll in diesem Falle das Symbol YAC~Sulfat) verwendet

werden lAc. steht fur Acetat). Mit stamm 2ac9 wurden die hoch

sten Ertrage pro mol Acetat erhalten, deren genaue Proportiona

litat zur umgesetzten Menge des Substrats auffallt. Wegen die

ser Proportionalitat kann der Ertragskoeffizient von stamm

2ac9 von der Geraden der graphischen Auftragung abgelesen wer

den; man erhalt Y (Sulfat) = 4,77 g/mol. stamm 1ac2 erreichte
Ac.

nur bei geringen Substratumsatzen den Ertragskoeffizienten von

Stamm 2ac9; mit steigendem Verbrauch von Acetat wurde der Er

tragskoeffizient von Stamm 1ac2 geringer. 1m Falle von Stamm

lst1 lagen die Ertragskoeffizienten weit unterhalb von denen

der beiden oben genannten Stamme.

Ferner sollte auch die jeweils gebildete Bakterienmasse bei der

Oxidation von Acetat mit Sulfit oder Thiosulfat anstelle von

Sulfat bestimmt werden. Mit Stamm 1ac2 waren solche Versuche

<Xl,.,

..a

..a
o<t:
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Tab. 17: Quantitative Untersuchungen zum Wachstum der Stamme
2ac9 und lstl mit Acetat und SuI fit (a) und von Stamm
2ac9 mit Acetat und Thiosulfat (b). Allen Ansatzen wur
de Acetat in einer stets gleichen Anfangskonzentration
von 20 mmol/l zugesetzt, wahrend Sulfit bzw. Thiosul
fat in unterschiedlichen Mengen vorgegeben wurden. Die

Ertrags
koeffizient:

Y
AC

:Sulfitl

[g/mol]

molares
Verhaltnis:

H2S/Acetat

Acetat,
verbraucht

zur Reduktion
von SuIfit

[mmol/l]
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Acetat,
verbraucht

fUr Zellmasse
(nach Tab. 15)

[mmol/l]

Angaben fUr gebildeten Schwefelwasserstoff, gebildete Zellmas
se (als Trockenmasse) und verbrauchtes Acetat stellen bereits
die Differenzen gegentiber den Kontrollansatzen ohne Sulfit bzw.
ohne SuI fat dar. Die Ertrage sind in Abb. 38 gegen die Menge
Acetat aufgetragen, die fUr die Reduktion des jeweiligen Elek
tronenakzeptors verbraucht wurde.

[ mmol/l]

Acetat,
insgesamt

verbraucht

[mg/l]

Zellmasse,
gebildet
(Ertrag)

[mmol/l]

Sulfit,
gegeben

[mmol/l]

a)

3,0 3,07 25,7 2,82 0,53 2,29 1/0,75 11,22

Stamm
2ac9

6,0

9,0

12,0

6, 12

9,35

12,36

49,2

75,2

102,8

5,56

8,63

11, 7

1,01

1,55

2,12

4,55

7,08

9,58

1/0,74

1/0,76

1/0,78

10,82

10,62

10,73

Stamm
lstl

2,5

5,0

7,5

2,48

5,17

7,73

7,9

16,7

22,0

1,94

4,22

6,20

0, 16

0,34

0,45

1,78

3,88

5,75

1/0,72

1/0,75

1/0,74

4,44

4,30

3,83

10,0 10,03 27,9 7,83 0,57 7,26 1/0,72 3,84

b) Thiosulfat,
gegeben

[mmolll] [mmol/l]

Zellmasse,
gebildet
(Ertrag)

[mg/l]

Acetat,
insgesamt

verbraucht

[mmol/l]

Acetat,
verbraucht

fUr Zellmasse
(nachTab.15)

[mmol/l]

Acetat,
verbraucht

zur Reduktion
von Thiosulfat

[mmol/l]

mol ares
VerhiHtnis:

H2S/Acetat

Ertrags
koeffizient:

Y (Thios.)
Ac.

[g/mol]

3,0 6,16 29,6 3,81 0,61 3,20 1,9/1 9,25

Stamm
2ac9

fi,O

3,0

11,79

17,09

63,2

82,9

7,37

10,93

1,30

1,71

6,07

9,22

1,9/1

1,9/1

10,41

8,99

12,0 22,96 103,2 13,88 2,13 11,75 2,0/1 8,78
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nicht moglich, denn dieses Bakterium vermochte weder Sulfit

noch Thiosulfat zu verwerten (s. Tab. 10). Stamm lstl lieferte

mit Thiosulfat ein nur schwaches Wachs tum; daher wurde von Er

tragsmessungen mit diesem Sulfatreduzierer auf Thiosulfat abge

sehen. Somit blieben fur die Versuche das wachs tum von Stamm

2ac9 mit Sulfit und Thiosulfat und das von Stamm lstl mit Sul

fit. Sulfit durfte wegen seiner Giftigkeit nur nach und nach

wahrend des Wachs turns in kleinen Portionen zugesetzt werden

(s. B.13.). Beim Wachstum mit Acetat und Sui fit stieg der pH

Wert noch starker als beim Wachstum mit Acetat und Sulfat. Da

her wurden nunmehr 0,3 mmol HCl aus einer sterilen Stammlosung

flir 1 mnlol zu verwertendes Sulfit zugesetzt. Die Salzsaure wur

de ebenfalls in Portionen unmittelbar vor dem jeweiligen Zusatz

von Sui fit in das Medium gegeben und mit diesem kurz vermischt;

wird umgekehrt zuerst Sulfit und dann HCl zugesetzt, so kommt

es an der Zugabestelle der Saure zur Bildung von Polythionaten,

Polysulfid und kolloidalem Schwefel. Bei der Reduktion von

Thiosulfat mit Acetat war gegenliber der von Sulfat eine Bildung

von zusatzlichem freiem Schwefelwasserstoff zu erwarten. Urn ei

nem zu starken Anstieg der Konzentration an freiem HZS und ei

ner dadurch bedingten eventuellen Wachstumshemmung entgegenzu

wirken, wurden 0,25 mmol Na zC0
3

aus einer sterilen Stammlosung

flir 1 mmol zu verwertendes Thiosulfat zugegeben; wurde hierfur

mehr als 1 mmol Na
Z

C0
3

pro 1 Medium benotigt, so wurde diese

Menge auf Z bis 3 Portionen verteilt, die wahrend des Wachstums

nacheinander in bestimmten Zeitabstanden zugesetzt wurden. Auch

bei den jetzigen Versuchen war die Acetat-Konzentration in al

len Ansatzen stets gleich hoch (20 mmol/ll, wahrend Sulfit bzw.

Thiosulfat in begrenzenden Mengen zugegeben wurden. Tab. 17

zeigt die erhaltenen Ergebnisse als bereits korrigierte Werte.

Die Oxidation von Acetat mit Suifit bzw. Thiosulfat laBt sich

durch folgende Dissimilationsgleichungen wiedergeben:

3 CH
3

COO + 4 S02- + HZO • 6 HCO; + 4 HS + HO
3

CH 3COO Z-
+ HZO • 2 HCO; + 2 HS + H++ SZ03
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In der rechten Halfte von Abb. 38 sind die Ertrage in Abhangig

keit von der oxidierten Menge Acetat aufgetragen. Auch hier be

steht wieder ein nahezu linearer Zusammenhang zwischen Ertrag

und Substratumsatz. Aus der Auftragung liest man einen Ertrags

koeffizienten von Y (Sulfit) = 10,75 g/mol abo Der Ertragskoef-
Ac.

fizient von stamm Zac9 war also bei der Oxidation von Acetat

mit Sulfit mehr als doppelt so hoch wie bei der von Acetat mit

Sulfat. ~hnlich gute Ertrage wie mit Sui fit lieferte Stamm 2ac9

auch mit Thiosulfat. Stamm lstl wuchs zwar mit Sulfit schneller

und zu hoheren Zelldichten als mit Sulfat als Elektronenakzep

tor; doch waren die Ertragskoeffizienten von Stamm lstl auch

mit Sulfit immer noch niedriger als die von Stamm Zac9 mit

Sui fat (vgl. Tab. 16 und 17).

SchlieBlich wurde noch gezeigt, daB Acetat auch von den fadigen

Sulfatreduzierern 5nGl0 und 4be13 als Elektronendonator verwer

tet und stochiometrisch oxidiert wurde. Die fadigen Sulfatredu

zierer wuchsen mit Acetat allein sehr langsam und wurden bisher

immer durch Zusatz verschiedener Suppline stimuliert. Aus den

Messungen mit den stammen Zac9, lac2 und lstl ging hervor, daB

die flir die Zellsynthese verbrauchte Menge Acetat nllr etwa 10 %

der insgesamt verbrauchten betrug. Daher wurde bei den stochio

metrischen Versuchen mit den fadigen Sulfatreduzierern von der

Bestimmung der Zellertrage abgesehen; es genligte nunmehr, die

Umsetzungen in kleinen Flaschen von 50 ml Inhalt zu bestimmen,

so wie es ebenfalls unter B.l3. beschrieben ist. Die benotigten

Vorkulturen der Stamme Sacl0 und 4be13 wurden mit Acetat bzw.

Benzoat in Medien mit Aluminiumphosphat als Sediment und Glille

extrakt (5. B.3.4.7.l als stimulierendem Zusatz angezogen. Die

Uberstande der ausgewachsenen Kulturen wurden jeweils mit einer

sterilen Pipette vorsichtig abgesaugt; die Sedimente mit den

Zellfilamenten wurden sogleich zum Waschen in den betreffenden

sterilen Grundmedien suspendiert, die kein Sulfat und auch kei

nerlei organische Zusatze enthielten. Nachdem sich die Filamen

te und das Aluminiumphosphat erneut abgesetzt hatten, wurden

die Uberstande wiederum entfernt. Dann wurden die Sedimente mit

den Sulfatreduzierern in die geeichten kleinen Flaschen liber-



Tab. 18: Quantitative Messungen zum Wachstum der fadigen, glei
tend beweglichen Sulfatreduzierer 5ac10 und 4be13 mit
Acetat und Sulfat. Die Stamme waren in Minimalmedien
mit Acetat ohne Sulfat, mit Sulfat ohne Acetat oder
mit Acetat und Sulfat zusammen Ubertragen worden. Die
verbrauchte Menge Acetat war die Differenz zwischen
der anfangs vorgegebenen und der nach der Inkubation
gemessenen Menge; ebenso ergab sich die gebildete Men
ge H2S aus der vor und der nach der Inkubation ermit
tel ten Konzentration. Nur bei gleichzeitiger Gegenwart
von Acetat und Sulfat wurden groBere Mengen H2S produ
ziert.

setzt worden waren; pro mol verbrauchten Acetats war nahezu

1 mol H2S gebildet worden. Berlicksichtigt man einen geringen

Verbrauch von Acetat fUr die Zellsynthese, so bestatigen die

Ergebnisse aus Tab. 18 erneut die Reaktionsgleichung (s.o.)

fur die vollstandige Oxidation von Acetat mit Sulfat als Elek

tronenakzeptor.

4.2. Oxidation von Propionat

Die mit Propionat isolierten Sulfatreduzierer 1pr3, 2pr4 und

3pr10 vermochten kein Acetat zu verwerten. In den Medien ausge

wachsener Kulturen dieser drei Stamme wurde gaschromatogra

phisch (s. B.12.6.) stets nahezu 1 mol Acetat pro mol anfangs

zugesetzten Propionats gefunden. Diese Beobachtungen sprachen

fUr eine unvollstandige Oxidation von Propionat zu Acetat als

Endprodukt. Die genaue St6chiometrie dieser Umsetzung sowie die

dabei gebildeten Zellertrage wurden mit Stamm 1pr3 gemessen,

der mit Propionat von allen Stammen am schnellsten wuchs. An

satze in Flaschen von 1 1 Inhalt (s. B.13.) mit einem UberschuB

an Sulfat (20 mmol/l) und unterschiedlichen vorgegebenen Kon

zentrationen von Propionat und ebenso ein Kontrollansatz ohne

Propionat wurden mit Stamm 1pr3 beimpft. In den ausgewachsenen

Kulturen wurden wiederum Schwefelwasserstoff (s. B.12.1.), die

gebildete Zellmasse (s. B.6.3.) und fllichtige Fettsauren

(s. B.12.6.) bestimmt. Tab. 19 zeigt die bereits gegen die Kon

trolle korrigierten Ergebnisse. Propionat war stets vollstandig

verbraucht worden; als organisches Oxidationsprodukt wurde Ace

tat nachgewiesen. Aus dem Verhaltnis der gebildeten Menge an

Schwefelwasserstoff und an Acetat zu der jeweils verbrauchten

Menge an Propionat erhalt man die folgende Reaktionsgleichung,

nach welcher Propionat unvollstandig oxidiert wird:

Acetat, SUlfat, Acetat, H2S,
gegeben gegeben verbraucht gebildet

[mmol/1] [mmol/ 1] [mmol/l] [mmol/1]

15,0 0,0 0,0 0,37

Stamm 0,0 20,0 0,0 0,22
5ac10

15,0 20,0 14,6 14,0

15,0 0,0 0, 1 0,26

Stamm 0,0 20,0 0,0 0,0
4be13

15,0 20,0 13,1 12,2

fuhrt; die Medien in diesen Flaschen enthielten entweder nur

SUlfat, nur Acetat oder Acetat und Sulfat zusammen, jedoch kei

nerlei Suppline. Vor dem endgUltigen VerschlieBen der Flaschen

wurde noch die H S-Konzentration in jedem Ansatz gemessen; das
2

entnommene Probevolumen wurde mit sterilen Glasperlen wieder-

aufgeflillt. Wahrend der Inkubation wurden die Ansatze taglich

einmal umgeschwenkt. Die nach 20 Tagen erhaltenen Ergebnisse

gehen aus Tab. 18 hervor. Der dar in angegebene Verbrauch von

Acetat ist bereits die Differenz zwischen der an fangs vorgege

benen und der nach der Inkubation gemessenen Konzentration.

Ebenso stellt "die genannte Menge an gebildetem H2S die Diffe

renz zwischen der vor und der nach der Inkubation bestimmten

Konzentration dar. Bedeutende Mengen an H2S waren nur in den

Ansatzen entstanden, denen Acetat und Sulfat gleichzeitig zuge-

----1.._ 4 CH
3

COO + 4 HCO; + 3 HS +
+ H



propionat, H2 S , Zellmasse, Acetat,
gegeben u. gebildet gebildet gebildet Propionat, Propionat, molares Ertrags-
verbraucht (Ertrag) verbraucht verbraucht Verhaltnis: koeffizient:

fur Zellmasse zur Reduktion H2S/Acetat
[mmol/l] [mmol/l] [mg/l] [mmol/11 (nachTab.15) von Sulfat Y (Sulfat)

Pro

[mmol/l] [mmol/l1
Propionat

[g/mol]

5,0 3,67 26,0 4,78 0,78/1,020,31 4,69
1 5,54

10,0 7,07 46,S 9,45 0,75/1,000,55 9,45 1 4,92

15,0 10,81 61,9 13,89 0,76/0,970,73 14,27 1 4,34
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Der Sulfatreduzierer 1pr3 vermochte auch Nitrat als Elektronen

akzeptor zu verwerten. Allerdings war das Wachstum mit Propio

nat und Nitrat etwas langsamer als das mit Propionat und Sul

fat. Wurden Sulfat und Nitrat gleichzeitig angeboten, so wurde

zuerst das Sulfat reduziert. Stamm 1pr3 war recht unempfindlich

gegen Nitrat, denn eine Konzentration von 20 mmol/l wurde ohne

weiteres ertragen. Mit der Verwertung von Nitrat ging ein An

stieg des pH-Werts einher. Nitrat wurde nicht zu Nitrit redu

ziert, wie die Prufung einer ausgewachsenen Kultur nach B.12.5.

zeigte. Da beim ~ffnen der Schraubverschlusse ferner kein Uber~

druck bemerkt wurde, war auch eine Reduktion zu N2 unwahr

scheinlich; bei 25 °c und 1 atm betragt namlich die Loslichkeit

von N
2

in Wasser nur etwa 0,6 mmol/l. Denkbare Produkte waren

somit noch Distickstoffmonoxid, N20, das in Wasser wesentlich

besser loslich ist als N2 , oder Ammoniak bzw. Ammonium. Fur

ein Klarung muBte die Stochiometrie der Reduktion von Nitrat

mit Propionat untersucht werden. Die beim Wachstum von Stamm

1pr3 mit propionat und Nitrat erreichten Bakterientrubungen

Tab. 19: Quantitative Messungen zum Wachstum des Sulfatreduzie
rers 1pr3 mit unterschiedlichen vorgegebenen Konzen
trationen an Propionat und einem UberschuB an Sulfat
(20 mmol/l). Das vorgegebene Propionat wurde stets
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zeigten, daB die Ertrage mit Nitrat etwa denen mit Sulfat ent

sprechen muBten, also im Vergleich zum Substratumsatz niedrig

waren. Die Ermittlung der Dissimilationsgleichung muBte daher

auch moglich sein, ohne die gebildete Bakterienmasse zu bestim

men. In geeichten kleinen Flaschen (5. B.13.) wurden Ansatze

vorbereitet, die Propionat und Nitrat entweder in ungleichen

oder in aquimolaren Konzentrationen enthielten. Den Kontroll

ansatzen wurden zwar entsprechende Mengen an Propionat, jedoch

kein Nitrat zugesetzt. Die Kontrollen waren vor allem darum

notwendig, weil den Medien stets NH4Cl als Stickstoffquelle zu

gesetzt wurde. Zum Beimpfen diente eine bereits mit Nitrat ge

wachsene Vorkultur. Die Flaschen wurden dabei soweit gefullt,

daB noch ein kleiner Gasraum zwischen der Flussigkeitsoberfla

che und der Gummidichtung des Schraubverschlusses blieb. Nach

dem das Wachs tum gegenuber den Kontrollansatzen sichtbar begon

nen hatte, wurden den Flaschen von etwa 50 ml Inhalt jeweils

0,1 ml sterile Salzsaure, 2,0 mol/l, zugesetzt; dadurch sollte

eine mogliche starkere Alkalisierung des Mediums vermieden wer-

vollstandig verbraucht. Die Angaben fur gebildeten Schwefel
wasserstoff, gebildete Zellmasse (als Trockenmasse) und gebil
detes Acetat stellen bereits die Differenzen gegenuber dem Kon
trollansatz ohne Propionat dar.

."

"

;;.



Analyse nicht erfaBt wurde. Flir die beobachteten Umsetzungen

kommt nur die folgende Dissimialationsgleichung in Frage:

- 238 -

Tab. 20: Quantitative Messungen zum Wachstum des Sulfatreduzie
rers 1pr3 mit untcrschiedlichcn Konzentrationen an
Propionat und Nitrat in einem Medium ohne Sulfat. Die
Angaben fur verbrauchtes Propionat, gebildetes Acetat
und gebildetes Ammonium stellen die Differenzen zu den
Werten aus Kontrollansatzen ohne Nitrat dar.

+ 4 HCO; + 3 NH~

Propionat, Nitrat, Propionat, Acetat, + molaresNH4
gegeben gegeben verbraucht gebildet geb.i.ldet VerhiHtnis:

[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
+NH4/Acetat

5,0 15,0 5,00 4,55 3,31 0,73/1

10,0 10,0 9,95 9,03 6,83 0,76/1

15,0 5,0 6,92 6,35 4,20 0,66/1

den. Nach dem Wachstum wurden die Ansatze gaschromatographisch

(5. B.12.6.) auf fllichtige Fettsauren geprUft. In Gegenwart von

wenig Nitrat und einem UberschuB an Propionat war mehr Acctat

gebildet worden, als eine Reduktion von Kitrat nur bis zum Di

stickstoffmonoxid erlaubt hatte. Daher wLrdc im Kulturmedium

das freie Ammonium als Ammoniak durch Wasserdampf-Destillation

und anschlieBende Titration nach B.12.4 bestimmt. Die Ergebnis

se sind in Tab. 20 zusammengefaBt. Die Angaben fUr den Ver

brauch von Propionat und die Bildung von Acetat und Ammonium

stellen die Differenzen zu den MeBwerten aus den Kontrollansat

zen dar. Tatsachlich war in allen Ansatzen, denen Nitrat zuge

geben worden war, als Reduktionsprodukt Ammonium gebildet wor

den. Auch mit Nitrat als Elektronenakzeptor oxidierte Stamm

1pr3 sein org~nisches Substrat nur unvollstandig, denn pro mol

anfangs zugesetzten Propionats war stets nahezu 1 mol Acetat

gebildet worden; diese Menge Acetat kann stellvertretend fUr

diejenige Menge Propionat stehen, die ausschlieBlich fur die

Reduktion von-Nitrat verbraucht worden war. Ebenso stellt die

Menge an gebildetem Ammonium die bei der Dissimilation freige

setzte dar, wahrend die assimilierte Menge Ammonium bei der

Nitrat nimmt bei der Reduktion zu Ammonium ebenso wie Sulfat

bei der Reduktion zu Sulfid 8 Elektronen auf.

Auch einige der Sulfatreduzierer, die mit anderen organischen

Sauren isoliert worden waren, wuchsen mit Propionat (5. Tab.

7 - 9). So vermochten die fadigen Sulfatreduzierer 5ac10 und

4Le13, die Ubrigen mit Benzoat isolierten Stamme 1be1, 2bel und

3be13 sowie auch der mit Stearat isolierte Stamm lst1 Propionat

als Elektronendonator zu verwerten. Diese Stamme oxidierten

auch Acetat. Bis auf Stamm lst1 vermehrten sich die hier ge

nannten Stamme mit Propionat als Substrat schneller als mit

Acetat; deren Wachstum mit Propionat war aber wiederum langsa

mer als das der direkt mit Propionat isolierten Stamme 1pr3,

2pr4 und 3pr10. Nun konnte in den ausgewachsenen Kulturen der

Stamme 5ac10, lst1, 1be1, 2be1, 3be13 und 4be13, denen zuvor

Propionat zugesetzt worden war, kein Acetat nachgewiesen wer

den; ferner bildeten diese Stamme pro mol zugesetzten Propio

nats mehr als doppelt soviel H2S wie die Stamme 1pr3, 2pr4 und

3pr10. Die Ergebnisse legen den SchluB nahe, daB die Stamme

5ac10, lst1, 1be1, 2be1, 3be13 und 4be13 nicht nur Acetat, son

dern auch Propionat vollstandig zu oxidieren vermochten. Darin

unterschieden sich diese Sulfatreduzierer von den direkt mit

Propionat isolierten Stammen, die zwar schneller wuchsen, je

doch nur zu einer unvollstandigen Oxidation fahig waren. Von

Ertragsbestimmungen mit Sulfatreduzierern, die Propionat voll

standig oxidierten, wurde abgesehen.

4.3. Oxidation von Butyrat und hoheren Fettsauren

Mit Butyrat und den hoheren Fettsauren war eine Vielzahl von

Sulfatreduzierern angereichert und isoliert worden, die aIle

eine mehr oder weniger stark ausgepragte vibrioide Zellform
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wachsenen Kulturen von Stamm 1st1 mit Butyrat oder hoheren

Fettsauren wurden weder Acetat noch Propionat nachgewiesen.

Ferner bildete dieser Sulfatreduzierer pro mol einer verbrauch

ten hoheren Fettsaure etwa dreimal soviel Schwefelwasserstoff

wie die mit Butyrat und Palmitat isolierten Vibrio-ahnlichen

Stamme. Somi~ besteht kein Zweifel, daB Stamm 1st1 nicht nur

Acetat und propionat, sondern auch aIle anderen verwertbaren

Fettsauren vollstandig oxidierte. Wiederum fiel auf, daB Stamm

1st1 mit den Fettsauren langsamer wuchs als die Stamme, die nur

zu einer unvollstandigen Oxidation fahig waren (vgl. 4.2.).

Am Beispiel von Palmitat wurden die genaue Stochiometrie der

Oxidation hoherer Fettsauren mit Sulfat als Elektronenakzeptor

und die dabei gebildeten Zellertrage bestimmt. Flir diese Mes

sungen wurden von den Vibrio-ahnlichen Stammen zwei Vertreter

ausgewahlt, die sich hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Verwer

tung von Acetat unterschieden, namlich die Stamme 1pa3>und

1st1. In Ansatzen in groBen Flaschen (1 1 Inhaltl mit einem

UberschuB an Sulfat (20 mmol/l) wurden verschiedene Mengen an

Palmitat vorgegeben; die besondere Zubereitung dieser Medien

ist unter B.3.3.2. und B.13. beschrieben. Als Kontrolle wurde

jeweils ein Ansatz ohne Palmitat beimpft. Wahrend der Inkuba

tion wurden die Flaschen flach gelegt und mindestens alle 15 h

einmal kraftig umgeschwenkt. Waren die weiBen, flockigen Erd

alkalisalze von Palmi tat verbraucht und die Medien durch die

Bakterien homogen getrlibt, so wurde der betreffende Ansatz noch

einen Tag lang bei der optimalen Temperatur inkubiert und dann

bei Raumtemperatur aufbewahrt. Als alle Ansatze ausgewachsen

waren, wurden Schwefelwasserstoff (s. B.12.1.), Bakterienmasse

(s. B.6.3.) und fllichtige Fettsauren (s. B.12.6.) bestimmt. Die

Ergebnisse in Tab. 21 sind die Differenzen zu den MeBwerten aus

den Kontrollansatzen. Stamm 1pa3 hatte Palmi tat stets nur bis

zu Acetat oxidiert; die pro mol oxidierten Palmi tats gebildeten

Mengen an H2S und Acetat stehen im Einklang mit der folgenden

Dissimilationsgleichung:

hatten. Wahrend der mit Stearat isolierte Stamm auch Acetat

und Propionat langsam verwertete, vermochten alle mit Butyrat

und Palmi tat isolierten Vibrio-ahnlichen Sulfatreduzierer weder

Acetat noch Propionat zu oxidieren. Die Unfahigkeit zur Oxida

tion von Acetat oder Propionat zeigte sich auch anhand der Kul

turen, die mit hoheren Fettsauren gewachsen waren: Aus Fettsau

ren mit einer geraden Anzahl an Kohlenstoffatomen pro Moleklil

bildeten die mit Butyrat und Palmitat isolierten Stamme stets

Acetat, und zwar pro mol der betreffenden Fettsaure umso mehr,

je hoher die Anzahl der Kohlenstoffatome pro Moleklil war. So

wurden bei der Oxidation von 1 mol Butyrat, Capronat, Capry

lat, Caprinat, Laurinat, Myristinat, Palmitat oder Stearat je

weils nahezu 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, bzw. 9 mol Acetat ins Medium

ausgeschieden. In Kulturen, denen eine Fettsaure mit einer un

geraden Anzahl von Kohlenstoffatomen pro Moleklil zugesetzt wor

den war, wurden nach dem Wachstum immer Acetat und Propionat

zusammen gefunden. Die aus 1 mol Valerianat gebildete Menge

Acetat betrug nahezu 1 mol, die aus 1 mol Heptanat gebildete

fast 2 mol und die aus mol Pelargonat gebildete nahezu 3 mol;

die ausgeschiedene Menge Propionat war dagegen von der Anzahl

der Kohlenstoffatome im Substrat unabhangig und entsprach stets

ziemlich genau der anfangs eingesetzten molaren Konzentration

von Valerianat, Heptanat bzw. Pelargonat. Auf eine etwas andere

Weise wurde 2-Methylbutyrat durch Stamm 1pa3 (s. Tab. 8) umge

setzt; wahrend die aus Valerianat (n-Valerianat) gebildeten mo

laren Mengen an Acetat und Propionat etwa gleich waren, wurde

beim Wachstum mit dem isomeren 2-Methylbutyrat dreimal soviel

Acetat wie propionat ins Medium ausgeschieden. Aufgrund der

hier genannten Beobachtungen war nun anzunehmen, daB die mit

Butyrat und Palmi tat isolierten Sulfatreduzierer ihre Substrate

nur unvollstandig oxidierten, ahnlich wie die bisher bekannten

und die neuen mit Propionat isolierten Arten.

Der mit Stearat isolierte Sulfatreduzierer 1st1 vermochte als

einziger der vibrioiden Stamme Acetat zu oxidieren (s. Tab. 16),

wenn auch nicht besonders schnell; Propionat wurde ebenfalls

langsam verwertet und vollstandig oxidiert (s. 4.2.). In ausge- + 7 S02- --......
4

16 CH 3COO + 7 HS
+

+ 7 H
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In den Ansatzen mit Stamm lstl konnte gaschromatographisch kei

ne fluchtige Fettsaure nachgewiesen werden. Pro mol Palmitat

hatte dieser Stamm etwa dreimal soviel H2S gebildet wie Stamm

lpa3. Fur eine theoretisch vollstandige Oxidation von Palmitat

mit Sulfat berechnet man eine Bildung von 11,5 mol H2S pro mol

oxidierten Palmitats. Von der Kultur, der die geringste Menge

an Palmi tat zugesetzt worden war, wurde dieser theoretische

Wert erreicht. Die zwei ubrigen Ansatze hatten etwa 10 % weni

ger Schwefelwasserstoff als erwartet gebildet. Nun zeigten die

Kulturen von Stamm lst1 stets einen durchdringenden, charakte-

Tab. 21: Quantitative Messungen zur Verwertung von Palmitat
durch die Sulfatreduzierer lpa3 und lstl, die sich in
ihrer Fahigkeit zur Oxidation von Acetat unterschie
den: Stamm lstl vermochte Acetat zu verwerten, Stamm
lpa3 dagegen nicht. Bei einem UberschuB an Sulfat von
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ristischen Geruch, der neben dem von Schwefelwasserstoff deut

lich wahrzunehmen war und an Mercaptane erinnerte. Ein derarti

ger Geruch war aus Kulturen anderer Stamme nicht bekannt. Die

fur diesen Geruch verantwortlichen Substanzen waren etwas weni

ger fluchtig als Schwefelwasserstoff. Ferner erschien bei der

gaschromatographischen Analyse der Kulturen von Stamm lstl kurz

nach dem Einspritzen der Probe ein scharfer Peak, der keiner

Fettsaure zugeordnet werden konnte und bei der Untersuchung der

anderen Sulfatreduzierer nie aufgetreten war. Bei der Oxidation

von Substraten durch Stamm lstl fanden demnach Nebenreaktionen

20 mmol/l wurden unterschiedliche Mengen an Palmitat vorgege
ben, die stets vollstandig verbraucht wurden. Die Angaben fur
g~bildeten Schwefelwasserstoff, gebildete Zellmasse (als Trok
k8nmasse) und gebildetes Acetat stellen die Differenzen zu dem
je,weiligen Kontrollansatz ohne Palmitat dar.

Stamm
1pa3

Stamm
lstl

Palmitat,
gegeben u.
verbraucht

[mmol/l]

0,70

1,40

2,10

0,50

1,00

1,50

[mmol/l]

2,42

4,&7

6,92

5,05

9, 19

14,09

Zellmasse,
gebildet
(Ertrag)

[mg/l]

23,6

46,6

72,7

35,4

62,3

86,2

Acetat,
gebildet

[mmol/l]

5,04

10, 15

15,38

0,0

0,0

0,0

Palmitat,
verbraucht

fur Zellmasse
fnachTab.15)

[mmol/l]

0,04

0,08

0, 13

0,06

0, 11

0,15

Palmitat,
verbraucht

zur Reduktion
von Sulfat

[mmol/l]

0,66

1,32

1,97

0,44

0,89

1,35

molares
Verhaltnis:

H2S/Acetat

Palmitat

3,67/7,64
1

3,69/7,69
1

3,51/7,81
1

11,5/--
1

10,3/--
1

10,4/--
1

Ertrags
koeffizient:

Ypa.(Sulfatl

[g/mol]

35,8

35,3

36,9

80,5

70,0

63,9
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statt, die noch andere Produkte als Schwefelwasserstoff und

Kohlendioxid lieferten. Die Ergebnisse in Tab. 21 zeigen je

doch, daB die Hauptreaktion der Verwertung von Palmitat durch

Stamm lst1 eindeutig nach der folgenden Dissimilationsglei

chung ablief:

2- - - ++ 23 S04 ----t__ 32 HC0
3

+ 23 HS + 7 H

Wahrend der Anreicherungsversuche mit Butyrat hatten sich in

den Passagen, die mit Glille oder pansenfllissigkeit beimpft wor

den waren, keine vibrioiden Sulfatreduzierer entwickelt, son

dern stets die typischen Zellen von Desulfotomaculum acetoxi

dans. Aus diesen Anreicherungen war jedoch kein Stamm isoliert

worden, denn zu jenem Zeitpunkt existierte bereits die mit Ace

tat erhaltene Reinkultur, Stamm 1ac2, der Art Desulfotomaculum

acetoxidans. Stamm 1ac2 wuchs ebenfalls gut mit Butyrat; auch

iso-Butyrat und Valerianat wurden verwertet, jedoch langsamer

als Butyrat. In ausgewachsenen Kulturen von Stamm lac2 wurden

pro mol eingesetzten Butyrats oder iso-Butyrats etwa 1 mol Ace

tat gefunden: aus 1 mol Valerianat wurden etwa 0,5 mol Acetat

und genau 1 mol Propionat gebildet. Die erwahnten Vibrio-ahnli

chen Stamme, die zu keiner vollstandigen Oxidation fahig waren,

bildeten gr6Bere Mengen Acetat aus Butyrat bzw. Valerianat

(5.0.). Weil Stamm lac2 jedoch Acetat zu verwerten vermochte,

muB das ausgeschiedene Acetat als Zwischenprodukt bezeichnet

werden, das bei Bedarf weiter oxidiert werden konnte. In den

Kulturen von stamm lac2 mit Athanol wurde ebenfalls eine Aus

scheidung von Acetat beobachtet, und zwar etwa 0,7 mmol pro mol

anfangs zugesetzten Athanols. Propionat wurde dagegen von Stamm

lac2 nicht verwertet, sodaB das aus Valerianat gebildete Pro

pionat als ein echtes Endprodukt aufzufassen ist.

Mit Butyrat und hoheren Fettsauren wuchsen auch noch weitere

Sulfatreduzierer, die nicht mit diesen Verbindungen angerei

chert und isoliert worden waren, namlich die fadigen Stamme

5acl0 und 4be13 sowie die anderen mit Benzoat isolierten Stamme
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lbe1, 2be1 und 3be13. Diese Sulfatreduzierer vermochten auch

Acetat oder Propionat zu oxidieren. In den Kulturen der ge

nannten flinf Stamme, die mit Butyrat oder den h6he~en Fettsau

ren gewachsen waren, konnten weder Acetat noch Propionat nach

gewiesen werden. Pro mol einer zugesetzten h6heren Fettsaure

bi ldeten die Stamme 5ac 10, 1be 1, 2be 1, 3be 13 und 4be 13 etwa

dreimal soviel H2S wie die Vibrio-ahnlichen Stamme, die kein

Acetat und kein Propionat zu verwerten vermochten. Dahex muB

wie im Falle von Stamm lst1 (5.0.) angenommen werden, daB die

hier genannten flinf Stamme Sulfat-reduzierender Bakterien alle

verwertbaren Fettsauren vollstandig oxidierten. Diese Stamme

wuchsen mit Butyrat oder einer der h6heren verwertbaren Fett

sauren stets schneller als mit Acetat allein, aber wiederum

langsamer als die Vibrio-ahnlichen Stamme, welche die Fettsau

ren nur unvollstandig oxidierten.

4.4. Oxidation von Benzoat

Die mit Benzoat isolierten Sulfatreduzierer lbel, 2bel, 3be13

und 4be13 vermochten, wie bereits erwahnt, alle Acetat und Pro

pionat sowie auch hohere Fettsauren zu verwerten. Bei Vorgabe

einer das Wachs tum begrenzenden Menge Benzoat von 2 mmol/l bil

deten diese Stamme annahernd gleichhohe Konzentrationen von

H2S. In den ausgewachsenen Kulturen wurden gaschromatographisch

keine fllichtigen Fettsauren nachgewiesen. Diese Beobachtungen

sprechen daflir, daB die vier Stamme Benzoat in der gleichen

Bruttoreaktion umsetzten.

Die genaue Stochiometrie der Oxidation von Benzoat und die da

bei gebildete Bakterienmasse wurden mit Stamm lbel bestimmt.

In groBen Flaschen (1 1 Inhalt) mit Minimalmedium wurden bei

einem UberschuB von Sulfat (20 mmol/l) verschiedene Konzentra

tionen an Benzoat vorgegeben: als Kontrolle diente ein Ansatz

ohne Benzoat. Nach dem Wachstum wurden Schwefelwasserstoff,

und die gebildete Bakterienmasse bestimmt (5. B.12.l. und

B.6.3.); Benzoat war mit Hilfe eines Hochdruck-Flussigkeits-
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chromatographen (5. B.12.7.) in den ausgewachsenen Ansatzen

nicht mehr nachzuweisen und demnach vollstandig verbraucht wor

den. Auch flUchtige Fettsauren (5. B.12.6.) wurden, wie schon

erwartet, im Medium nicht gefunden. Tab. 22 zeigt die Ergebnis

se als Differenzen zu den MeBwerten aus dem Kontrollansatz ohne

Benzoat. Das Verhaltnis von gebildetem Schwefelwasserstoff zu

verbrauchtem Benzoat erfUllt sehr genau die folgende Dissimila

tionsgleichung:

4 C
6

H
5

COO + 15 SO~- + 16 H20 ---1_- 28 HCO; + 15 HS- + 9 H+

Benzoat wurde also vollstandig oxidiert.

Tab. 22: Quantitative Messungen zum Wachstum von Stamm 1be1 in
Gegenwart von UberschUssigem Sulfat (20 mmol/l) und
unterschiedlichen vorgegebenen Mengen an Benzoat. Die
Angaben fUr gebildeten Schwefelwasserstoff und gebil-
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4.5. Umsetzung organischer Substrate in Abwesenheit eines

Elektronenakzeptors

Von den 22 insgesamt isolierten Stammen Sulfat-reduzierender

Bakterien vermochten 11 Stamme durch Vergarung von Pyruvat in

Abwesenheit eines Elektronenakzeptors zu wachs en (5. Tab. 11).

Die fUr die Ansatze verwendeten verschraubbaren Rahrchen und

Flaschen waren vollstandig gefUllt worden und enthielten zu

Beginn 10 mmol pyruvat pro 1 Medium. Beim ~ffnen der Kulturge

faBe von Stammen, die pyruvat vergaren konnten, wurde weder

wahrend des Wachstums noch unmittelbar danach ein Uberdruck be

merkt. Daher konnten bei der Vergarung von pyruvat durch die

betreffenden Sulfatreduzierer keine bedeutenden Mengen an mole

kularem Wasserstoff entstanden sein; bei 25 °c und einem Druck

von 1 atm lasen sich namlich nur etwa 0,7 mmol H2 pro 1 Wasser.

Der Umsetzung von pyruvat wurde jedoch hier nicht weiter nach

gegangen, denn eine Vergarung von pyruvat durch Sulfat-reduzie

rende Bakterien ist schon seit langerem bekannt.

dete Zellmasse (als Trockenmasse) sind die Differenzen zu den
MeBwerten aus dem Kontrollansatz ohne Benzoat. Benzoat war
stets vollstandig verbraucht worden; flUchtige Fettsauren, wie
z. B. Acetat, wurden nicht als Produkte nachgewiesen.

Benzoat, H2 S , Zellmasse, Benzoat, Benzoat,
gegeben u. gebildet gebildet verbraucht verbraucht
verbraucht (Ertrag) fUr Zellmasse zur Reduktion

(nachTab.15) von Sulfat

[mmol/l] [mmol/l] [mg/l ] [mmol/l] [mmol/l]

0,80 2,69 16,6 0,09 0,71

1,60 5,32 33,2 0, 18 1,42

2,40 7,89 50,4 0,28 2,12

molares
Verhaltnis:

H2S/Benzoat

3,79/1

3,74/1

3,72/1

Ertrags
koeffizient:

Y (SulfatJ
Be.

[g/mol]

23,4

23,4

23,8
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Zu einem Wachs tum durch Vergarung von Lactat waren aIle mit

Propionat isolierten Stamme, 1pr3, 2pr4 und 3pr10, fahig; fer

ner konnten auch zwei der mit Benzoat isolierten Stamme, nam

lich 1be1 und 3be13, Lactat vergaren (5. Tab. 11). Die Stamme

1pr3 und 2pr4 wuchsen mit Lactat in Medium ohne Sulfat nur we

nig langsamer als in Gegenwart von SuI fat als Elektronenakzep

tor; dagegen war das Wachstum der Stamme 3pr10, 1be1 und 3be13

mit Lactat beim Fehlen von SuI fat bereits bedeutend langsamer

als in den Medien mit Sulfat. Die ausgewachsenen Kulturen wur

den auf fluchtige Fettsauren (5. B.12.6.) gepruft. Ais Garungs

produkte wurden Acetat und Propionat gefunden; das Verhaltnis

dieser Produkte zueinander war von Stamm zu Stamm verschieden,

wie die Ergebnisse in Tab. 23 zeigen. Von genauen Garungsana

lysen zur Ermittlung der jeweiligen Reaktionsgleichung wurde

abgesehen.

Der mit Benzoat isolierte Sulfatreduzierer 3be13 vermochte beim

Fehlen eines externen Elektronenakzeptors auch Fumarat zu ver

werten; das Wachstum war allerdings verhaltnismaBig langsam.

Tab. 23: Nachgewiesene Produkte und deren molares Verhaltnis
untereinander bei der Vergarung von Lactat bzw. Fuma
rat durch Sulfat-reduzierende Bakterien in Abwesen
heit eines externen Elektronenakzeptors.

Stamm Sub- nachgewiesene molares
strat Garungsprodukte Verhaltnis

1pr3 Lactat Acetat, Propionat 1,0 : 1,3

2pr4 Lactat Acetat, Propionat 1,0 : 1,5

3pr10 Lactat Acetat, Propionat 1,0 : 1,3

1be1 Lactat Acetat, Propionat 6,2 : 1,0

3be13 Lactat Acetat, Propionat 8,5 : 1 ,0

3be13 Fumarat Acetat, Propionat, Succinat 6,3 : 1 , 1 : 1,0
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Die mit Fumarat gewachsene Kultur dieses Sulfatreduzierers wur

de auf fluchtige Fettsauren und Succinat (5. B.12.9.) gepruft.

Ais Produkte wurden Acetat, Propionat und Succinat gefunden.

Das Verhaltnis dieser Produkte untereinander war unabhangig da

von, ob der Kultur noch zusatzlich Benzoat zugesetzt worden war

oder nicht (vgl. 3.3.3.).

5. Einige Untersuchungen zum autotrophen Wachs tum

Die Sulfat-reduzierenden Bakterien mit den Stammbezeichnungen

5ac10, lst1, 1be1 und 3be13 vermochten mit H2 und CO 2 bzw. mit

Formiat ohne Zusatz einer weiteren organischen Kohlenstoffquel

Ie zu wachsen, also autotroph (s. Tab. 7 - 9); dabei benotigten

die Stamme lst1 und 3be13 nicht einmal Vitamine (s. Tab. 4).

Stamm lst1 wuchs mit Formiat allein ebensoschnell wie bei

gleichzeitiger Gegenwart von Acetat. Die Stamme 5ac10, 1be1 und

3be13 vermehrten sich dagegen unter autotrophen Bedingungen

langsamer als mit Acetat als Kohlenstoffquelle; allerdings lieB

sich das autotrophe Wachstum der zwei Stamme 1be1 und 3be13

durch haufiges Ubertragen in Folgepassagen deutlich verbessern,

sodaB nahezu die Wachstumraten wie in Gegenwart von Acetat er

reicht wurden. Die beobachtete stimulierende Wirkung von Acetat

bei den Sulfatreduzierern 5ac10, 1be1 und 3be13 beruhte nicht

etwa darauf, daB anstelle von Wasserstoff bzw. Formiat nunmehr

Acetat zu dem eigentlichen Elektronendonator wurde; wenn nam

lich die geringe, hier verwendete Menge Acetat (0,7 mmol/l) al

lein eingesetzt wurde, so wuchsen die betreffenden Sulfatredu

zierer viel langsamer und zu viel geringeren Zelldichten als

mit Wasserstoff bzw. Formiat als zusatzlichen Elektronendonato-

reno

Mit einem der autotroph wachsenden Sulfatreduzierer sollten die

gebildeten Ertrage in stochiometrlschen Messungen ermittelt

werden. Die Stamme 5ac10 und 3be13 waren fur genaue Ertragsmes

sungen wenig geeignet; der fadige Sulfatreduzierer 5a~10 beno

tigte namlich fur ein gutes Wachs tum ein Sediment (s. 1.2.1.),

und der Sarcinen-ahnliche Stamm 3be13 wuchs zum Teil als schwer



wurden den Ansatzen pro mmol Formiat noch 0,25 mmol HCl aus ei

ner sterilen Stammlosung zugesetzt. In den ausgewachsenen Kul

turen wurden dann Schwefelwasserstoff (5. B.12.1.) und die Bak

terienmasse (5. B.6.3.) bestimmt. Ferner wurde nach B.12.8. an

hand der eingeengten Kulturliberstande geprUft, wieweit das vor

gegebene Formiat verbraucht war. Die Ergebnisse in Tab. 24

stellen die Differenzen zu den MeBwerten aus dem Kontrollansatz

dar. Die drei niedrigeren vorgegebenen Mengen an Formiat (3, 6

bzw. 9 mmol/l) waren bis auf einen Rest von etwa 0,1 mmol/l

verbraucht worden; die hochste vorgegebene Menge an Formiat

(12 mmol/l) war sogar vollstandig verwertet worden. Insbesonde

re die Werte in der ersten und in der letzten Reihe von Tab. 24

erflillen recht genau die folgende Dissimilationsgleichung:
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zu entfernender Belag an der Glaswandung. Die Zellen von Stamm

lbel bildeten Schleim, der beim Abernten der verhaltnismaBig

geringen Bakterienmassen, die mit den gegebenen Formiat-Kon

zentrationen gebildet wurden, storend sein konnte. Somit er

schien der vibrioide Stamm lstl fUr die Messungen am besten ge

eignet. Weil Stamm lstl keinen Wasserstoff zu verwerten ver

mochte, konnte fUr die Experimente nur Formiat verwendet wer

den. Als VersuchsgefaBe dienten groBe Flaschen (1 1 Inhalt, s.

B.13.) mit Medium, das Sulfat im UberschuB (20 mmol/1) und un

terschiedliche Konzentrationen an Formiat enthielt. Stamm lstl

war verhaltnismaBig unempfindlich gegen Formiat, sodaB ohne

weiteres eine Konzentration bis zu 12 mmol/l eingesetzt werden

konnte. Einem Kontrollansatz wurde kein Formiat zugesetzt. Be

impft wurde mit einer frischen Vorkultur, die schon seit mehre

ren Pas sagen autotroph mit Formiat wuchs. Eine gaschromatogra

phische Analyse der verwendeten Stammlosung nach B.12.6. hatte

gezeigt, daB das kaufliche Natriumformiat keine nachweisbaren

Mengen an Acetat oder Propionat enthielt. Wahrend des Wachstums

4 H·COO ----~~- 4 HCO; + HS

Tab. 24: Quantitative Messungen zum autotrophen Wachstum des
vibrioiden Sulfatreduzierers lstl mit unterschiedli
chen vorgegebenen Konzentrationen an Formiat und einem
UberschuB an Sulfat von 20 rrmol/l. Die Angaben fUr ge
bi1deten Schwefelwasserstoff und gebildete Zellmasse,

die als Trockenmasse bestimmt wurde, sind die Differenzen zu
den MeBwerten aus dem Kontrollansatz ohne Formiat; die Menge
an verbrauchtem Formiat wurde als Differenz zwischen der an
fangs vorgegebenen und der nach dem Wachstum noch gefundenen
Konzentration bestimmt.

Formiat, Formiat,
Formiat, H2S, Zellmasse, Formiat, verbraucht verbraucht
gegeben gebildet gebildet insgesamt fUr Zellmasse zur Reduktion

(Ertrag) verbraucht (nachTab.15) von SuI fat

[mmol/l] [mmol/l]
[I1IIIlol/1] [mmol/l] [mg/l] [mmol/l]

0,58 2,32
3,0 0,57 7,0 2,9

1,04 4,86
6,0 1,08 12,6 5,9

1,52 7,389,0 1,69 18,5 8,9

2,01 9,9912,0 2,56 24,4 12,0

molares
Verhaltnis:

H2S/Formiat

0,25/1

0,22/1

0,23/1

0,26/1

Ertrags
koeffizient:

Ypo !Sulfat}

[g/mol]

3,02

2,59

2,51

2,44



Mit den Stammen lst1 und 3be13 wurde ferner geprtift, ob das

autotrophe Wachstum auf einer Fixierung von CO
2

tiber den

Calvin-Cyclus beruhte. Zur Gewinnung der ben6tigten Zellmasse

wurden Kulturvolumina von jeweils 2 1, die auf mehrere GefaBe

verteilt waren, mit den Stammen beimpft. Die verwendeten Vor

kulturen wuchsen bereits seit einigen Pas sagen unter autotro

phen Bedingungen. Stamm 3be13 wurde mit einem Gemisch aus

80 % H2 und 20 % CO 2 angezogen (s. B.2.1. und B.3.5.3.); wah

rend des Wachstums wurde noch zweimal erneut mit H2 und CO 2
begast. Fur Stamm lst1 kam hier wiederum nur Formiat als Sub

strat fur die autotrophe Anzucht in Frage; der gut wachsenden

Kultur wurde dann noch einmal Formiat zugesetzt, und zwar als

Arneisensaure-Formiat-Gemisch (s. 3.4.1.). Die Untersuchungen

an den frisch abgeernteten Zellen, die freundlicherweise Herr

Dr. B. Bowien, G6ttingen, tibernahm, erbrachten jedoch keiner

lei Hinweise fur einen Einbau von CO 2 durch die Ribulose-1,5

bisphosphat-Carboxylase eines Calvin-Cyclus.

6. Versuche zur Wirkung von Spurenelementen

Wahrend der Anreicherungen und Isolierungen Sulfat-reduzieren

der Bakterien mit Benzoat (s. 1.2.5.) war der zuerst isolierte

Stamm 1be1 durch sein Bedlirfnis flir das Spurenelement Selen

aufgefallen. Daraufhin wurden auch aIle anderen mit Benzoat an

gereicherten und isolierten Sulfatreduzierer stets in Gegen

wart von Selen (10- 8 mol/I) kultiviert, ohne anfangs auf ein

tatsachliches Bedurfnis zu prtifen. Wenn ein Bakterium Selen als

Spurenelement benotigt, so kann nach WAGNER und ANDREESEN

(1977), LEONHARDT und ANDREESEN (1977) sowie ANDREESEN (1978)

auch mit einem zusatzlichen Bedtirfnis fur Molybdan oder sogar

Wolfram gerechnet werden. Daher wurde den Kulturmedien mit Ben-
-8zoat bisher auBer Selen auch noch Wolfram (10 mol/I) vorsorg-

lich zugesetzt; Molybdan war in allen Medien bereits vorhanden

(10-7 mo 1 /1) .
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Ftir aIle folgenden Versuche zur Wirkung der Spurenelemente wur

den die ben6tigten Grundmedien (s. Tab. 2) ohne Zusatz von Mo

lybdan hergestellt. Molybdan wurde dann ebenso wie Selen oder

Wolfram aus sterilen Stamm16sungen zugesetzt (s. B.3.4.6.). Ftir

die hier zu untersuchenden Sulfatreduzierer wurden die Minimal

medien mit d2n jeweils ben6tigten Vitaminen (s. Tab. 4) ohne

Zusatz von Supplinen verwendet; dem Medium ftir den fadigen,

gleitend beweglichen Sulfatreduzierer 4be13 wurde Aluminium

phosphat als synthetisches Sediment zugegeben (s. B.3.4.8.).

6.1. Bedeutu~g spezieller Spurenelemente ftir die Verwertung von

Benzoat und weiteren Verbindungen

Nunmehr sollte im Einzelnen untersucht werden, ob von den mit

Benzoat isolierten Stammen (lbe1, 2be1, 3be13, 4be13) auch noch

andere als Stamm 1be1 Selen ben6tigten, und ob ferner ein Be

dlirfnis fur Molybdan oder Wolfram vorlag. Urn ein Bedlirfnis

nachzuweisen, wurden die Bakterien wiederholt in neue Passagen

ubertragen, denen das betreffende Spurenelement nicht mehr zu

gesetzt wurde. Als Kontrolle wurde jeweils ein paralleler An

satz beimpft, der das Spurenelement enthielt. Bei der Zuberei

tung muBte unbedingt vermieden werden, daB zwischen den zu ver

gleichenden Ansatzen auch nur geringste Mengen der Spurenele

mente etwa durch das Pipettieren verschleppt wurden. Ein Be

durfnis konnte sich erst dann bemerkbar machen, wenn das Spu

renelement nach mehrfachem Uberimpfen ausverdunnt war; die An

satze, in denen das Spurenelement fehlte, zeigten dann in allen

weiteren Passagen fortan ein schwacheres Wachstum als die Kon

trollansatze.

Zunachst wurden aIle mit Benzoat isolierten Stamme in mehrere

Folgepassagen ohne Wolfram, aber noch mit Selen und Molybdan

uberimpft. Dabei stellte sich heraus, daB das Fehlen von Wolf

ram bei keinem der vier Stamme eine Verminderung des Wachstums

zur Folge hatte. Flir die nachsten Experimente wurde daher wolf

ram nicht mehr zugesetzt.
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AnschlieBend wurden die mit Benzoat wachsenden Stamme wieder

holt in Pas sagen libertragen, in denen entweder Selen oder Mo

lybdan fehlten oder auch beide Elemente. Das Bedlirfnis von

Stamm 1be1 flir Selen machte sich wiederum deutlich bemerkbar;

ebenso zeigte sich jetzt, daB dieser Sulfatreduzierer auch Mo

lybdan benotigte, denn in den Ansatzen ohne Molybdan fand stets

ein nur sehr schwaches Wachstum statt. Sobald eine an Selen

oder Molybdan verarmte Kultur in Medium liberimpft wurde, das

die Spurenelemente enthielt, wuchsen die Bakterien wieder wie

ursprlinglich. Das Wachstum von Stamm 2be1 wurde durch die Ver

armung an Selen oder Molybdan in den aufeinanderfolgenden Pas

sagen entweder gar nicht oder nur wenig vermindert; die Resul

tate waren nieht eindeutig reproduzierbar, denn in einer nach

sten beimpften Versuchsreihe konnte das Wachstum ohne Zusatz

von Selen oder Molybdan wiederum ebenso gut sein wie im Kon

trollansatz. Die Kontrollansatze mit Selen und Molybdan zeigten

jedoch stets ein unverandert gutes Wachstum, sodaB im Falle von

Stamm 2be1 ein Bedlirfnis flir diese Spurenelemente vermutet wer

den konnte. Der Sulfatreduzierer 3be13 benotigte flir das Wachs

tum mit Benzoat nur Molybdan, wah rend ein Bedlirfnis flir Selen

nicht nachgewiesen werden konnte. In den Ansatzen, in denen Mo

lybdan fehlte, wuchs Stamm 3be13 kaum und produzierte nur sehr

wenig H2S; wurde eine solche Kultur dann in Medium mit Molybdan

liberimpft, so wuchsen die Bakterien alsbald wieder gut. Der fa

dige Sulfatreduzierer 4be13 zeigte weder ein Bedlirfnis flir Se

len noch flir Molybdan: Die Filamente wuchsen in allen Ansatzen

gleich gut und bildeten gleich hohe Konzentrationen von H2S,

unabhangig von den jeweils vorhandenen Spurenelementen.

Alle mit Acetat, Propionat, Butyrat, Palmitat und Stearat wach

senden Sulfatreduzierer wurden bisher in Gegenwart von Molyb

dan, jedoch ohne Zusatz von Selen und Wolfram kultiviert. Seit

der Anreicherung und Isolierung dieser Stamme wurde nie eine

Verminderung oder gar ein Ausbleiben des Wachstums beobachtet

und daher auch'nie ein Hinweis flir ein fehlendes Spurenelement

erhalten. Wahrend der Optimierung der Wachstumsbedingungen war

unter anderem auch geprlift worden, ob das Wachstum einiger Sul-

fatreduzierer auf Acetat, Propionat, Butyrat oder Palmi tat

durch ein Gemisch bestimmter zusatzlicher Spurenelemente be

schleunigt werden konnte (s. 3.1.6.); dieses Gemisch enthielt

auch Selen und Wolfram. Eine stimulierende Wirkung wurde jedoch

nicht festgestelit. Alle mit Acetat, propionat, Butyrat, Palmi

tat und Stearat wachsenden Stamme wurden auch etliche Male hin

tereinander in Medien ohne Molybdan liberimpft; keiner der Stam

me reagierte jedoch auf das Fehlen von Molybdan mit einer Ver

minderung des Wachstums. Nunmehr stellte sich die Frage, ob das

nachweisbare Bedlirfnis von Stamm 1be1 flir Selen und Molybdan

und das von Stamm 3be13 flir Molybdan sowie auch das wahrschein

llche Bedlirfnis von Stamm 2be1 flir Selen und Molybdan mit der

Verwertung von Benzoat im Zusammenhang standen. Daher wurde un

tersucht, ob die betreffenden mit Benzoat isolierten Sulfatre

duzierer auch fur das Wachstum mit anderen Elektronendonatoren

Selen bzw. Molybdan benotigten. Flir die Versuche mit Stamm 1be1

wurde eine groBere Anzahl unterschiedlicher Elektronendonatoren

eingesetzt. Die Bedeutung der Spurenelemente flir das Wachstum

mit anderen Verbindungen wurde in der gleichen Weise wie vor

mals mit Benzoat als Substrat untersucht: Durch wiederholtes

Uberimpfen in Medium ohne Selen bzw. ohne Molybdan wurden diese

Elemente ausverdlinnt. Dabei stellte sich heraus, daB Stamm 1be1

beim Wachstum mit Phenylacetat oder 3-Phenylpropionat ebenfalls

Selen und Molybdan benotigte; flir die Verwertung von 2-Hydroxy

benzoat muBte dagegen nur Molybdan zugesetzt werden, nicht je

doch Selen. Beim Wachstum mit Athanol, Formiat, Acetat, Hepta

nat, Lactat oder Cyclohexancarboxylat benotigte Stamm 1be1 we

der Selen noch Molybdan. Wurden die mit diesen Verbindungen in

Abwesenheit von Selen und Molybdan wachsenden Kulturen von

Stamm 1be1 in Medium mit Benzoat libertragen, das ebenfalls kein

Selen oder Molybdan enthielt, so zeigte sich wieder das Bedlirf

nis flir die Spurenelemente. Beim Wachstum der Stamme 2be1 und

3be13 mit Lactat oder Heptanat wurden ebensowenig Hinweise auf

ein Bedlirfnis flir Selen oder Molybdan erhalten. Heptanat wurde

in den Versuchen deshalb verwendet, weil es wie Benzoat eine

Carbonsaure mit 7 Kohlenstoffatomen pro Moleklil ist. Flir die

Untersuchungen an Stamm 4be13 wurden Heptanat und Fumarat als



Stanun bzw. Substrat nachweislich benotigte
SUimme Spurenelemente

Athanol -

Formiat -

Acetat -

n-Heptanat -

Lactat -
1be1

Cyclohexancarboxylat -

Benzoat Se, Mo

Phenylacetat Se, Mo

3-Phenylpropionat Se, Mo

2-Hydroxybenzoat Mo

n-Heptanat -

2be1 Lactat -

Benzoat Se, Mo ( ?)

n-Heptanat -

3be13 Lactat -

Benzoat Mo

n-Heptanat -

4be13 Fumarat -

Benzoat -

.ac .. Acetat -

.pr .. Propionat -

.bu .. Butyrat -

.pa .. Palmitat -

1st1 Stearat -
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alternative I:lektronendonatoren gewahlt; dieser fadige Sulfat

reduzierer, Qer auch beim Wachstum mit Benzoat kein Bedlirfnis

flir Selen od~r Molybdan gezeigt hatte, benotigte diese Spuren

clemente ebensowenig flir die Verwertung der anderen Verbindun

gen. In Tab. 25 ist zusammengefaBt, mit welchen Verbindungen

als Elektronendonatoren die einzelnen Sulfatreduzierer auf ein

Bedlirfnis flir Spurenelemente geprlift wurden.

6.2. Wirkung von Selen, Molybdan und chemisch ahnlichen Ele

menten in verschiedenen Konzentrationsbereichen

Stanun 1be1 war wegen der ausgepragten Abhangigkeit von zuge

setztem Selen oder Molybdan beim Wachstum auf Benzoat ein ge

eigneter Versuchsorganismus, an welchem die Wirkung der Spuren

elemente in verschiedenen Konzentrationsbereichen studiert wer

den konnte. Von Interesse war die Frage, bis herab zu welchen

Konzentrationen der EinfluB von Selen bzw. Molybdan noch zu be

merken war, und ebenso, oberhalb welcher Kon~entrationen Selen

oder Molybdan das Wachstum hemmten. SchlieBlich wurde noch ge

prlift, ob vielleicht anstelle von Selen oder Molybdan auch che

misch ahnliche Elemente eine Wirkung auf das Wachstum von Stamm

1be1 mit Benzoat hatten. 1m chemischen Verhalten sind vor allem

solche Elemente einander ahnlich, die der gleichen Gruppe im

Periodensystem angehoren. Aber auch schrag benachbarte Elemente

(Richtung von links oben nach rechts untenJ ahneln einander

bisweilen in einigen Eigenschaften. Als ein dem Selen verwand

tes Element kam flir die geplanten Versuche nur Tellur in Frage.

Tab. 25, S. 256: Prlifung der mit Benzoat isolierten Sulfatredu
zierer auf ein Bedlirfnis flir Selen oder Molybdan als
Spurenelemente beim Wachstum mit verschiedenen Verbin
dungen. Geprlift wurden ebenfalls aIle mit Acetat
(.ac .. J, Propionat (.pr .. ), Butyrat (.bu .. ), Palmitat
(.pa .. ) und Stearat (1st1) isolierten Sulfatreduzie
rer, und zwar mit der jeweiligen Fettsaure cIs orya
nischem Substrat. Symbole: (?) = nicht eindeutig nach
gewiesen; - = nicht nachgewiesen
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Dagegen boten sich mehrere Elemente an, deren chemisches Ver

halten in einigen Punkten an das von Molybdan erinnert, nam

lich Vanadin, Chrom, Wolfram, Rhenium und Uran; das Element

Uran zahlt zwar zu den Actiniden, kommt jedoch wie die Elemente

der VI. Nebengruppe in der Wertigkeitsstufe +6 als der h6chsten

vor, sodaB eine gewisse Ahnlichkeit auch mit Molybdan besteht.

Die dem Selen bzw. Molybdan ahnlichen Elemente wurden ebenfalls

in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt; welche Verbindun

gen der Elemente dabei verwendet wurden, ist unter B.3.4.6.

aufgeflihrt. Ausgegangen wurde von den Kulturen des Sulfatredu

zierers 1be1 mit Benzoat, die an Selen oder an Molybdan verarmt

waren und demzufolge ein nur schwaches Wachstum zeigten. Mit

der Kultur ohne Selen wurden Ansatze beimpft, die zwar alle Mo

lybdan in der gleichen Konzentration (10- 7 mol/l) enthielten,

jedoch Selen bzw. Tellur in Konzentrationsstufen, die sich je

weils immer urn eine Zehnerpotenz unterschieden. Ebenso wurden

mit der an Molybdan verarmten Kultur Ansatze beimpft, die Selen

in stets gleicher Konzentration enthielten, aber die Elemente

V, Cr, Mo, W, Re bzw. U in verschiedenen Konzentrationsberei

chen. Sobald die Bakterien in den am schnellsten wachsenden An

sat zen der Versuchsreihen die Dichte erreicht hatten, die einer

ausgewachsenen Kultur von Stamm 1be1 entsprach, wurde die Trli

bung aller Ansatze nach B.6.1. in Klivetten mit 1 cm Schicht

dicke bei 500 nm bestimmt. Die Versuche wurden mehrfach wieder

holt; dabei wurde immer die Kultur mit dem niedrigsten Gehalt

des betreffenden Spurenelements (10- 10 mol/l) zum Beimpfen der

nachsten Konzentrationsreihe verwendet. In Tab. 26 sind die er

mittel ten Bakterientrlibungen aus den entsprechenden Ansatzen

der Wiederholungen als Mittelwerte angegeben; lediglich bei

Trlibungen, die bei einer gegebenen Konzentration des betreffen

den Elements wahrend der Wiederholungen sehr unterschiedlich

ausfielen, ist der maximal erreichte Wert angegeben.

Selen wirkte ab etwa 10- 9 mol/l wachstumsf6rdernd. Durch

10-6 mol/l wurde das Wachstum bereits etwas, durch 10- 5 mol/l

vollstandig gehemmt.
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Bei der Verwendung von Tellur anstelle von Selen wurde eben

falls eine positive Wirkung auf das Wachstum von Stamm 1be1 be

obachtet. Die Ergebnisse in den Ansatzen mit Tellur fie len je

doch bei den Wiederholungen sehr unterschiedlich aus; so konnte

eine bestimmte Tellur-Konzentration in einem Ansatz nur eine

schwache Stimulation bewirken, in einem nachsten Ansatz dagegen

ein ebensogutes Wachs tum wie Selen. Wenn jedoch Tellur das

Wachstum auf Benzoat stimulierte, so wirkte es bereits in noch

niedrigerer Konzentration als Selen, namlich schon ein wenig

bei 10- 10 mol/I. Tellur war noch giftiger als Selen; bereits

eine Konzentration von 10-6 mol/l hemmte das Wachstum stets

vollstandig.

Der EinfluB von Molybdan auf das Wachstum machte sich ab etwa

10-8 mol/l bemerkbar; Molybdan war im Vergleich zu Selen oder

Tellur viel weniger toxisch, denn 10-5 mol/l hemmten das Wachs

tum von Stamm 1be1 noch nicht.

Wolfram hatte stets einen ahnlich positiven EinfluB auf das

Wachstum wie Molybdan. Dabei wirkte Wolfram bereits in niedri

geren Konzentrationen als Molybdan, namlich ab etwa 10- 9 mol/I.

Die mit Wolfram maximal erreichten Zelldichten waren hingegen

etwas geringer als die in Gegenwart von Molybdan erhaltenen.

Auch Wolfram war nur wenig toxisch, denn es wurde wie Molybdan

noch in einer Konzentration von 10- 5 mol/l ertragen.

Vanadin, Chrom, Rhenium und Uran zeigten anstelle von Molybdan

keinerlei positive Wirkung auf das Wachstum von Stamm 1be1 mit

Benzoat. Ebensowenig wurde eine Hemmung durch die hier ange

wandten Konzentrationen dieser Elemente beobachtet. Chrom wurde

ferner noch in der dem Molybdat entsprechenden sechswertigen

Stufe als Chromat eingesetzt, jedoch ebenso ohne wachstumsfor

dernde Wirkung. Chromat, das ein wesentlich starkeres Oxida

tionsmittel als das homo loge Molybdat ist, dlirfte in dem redu

zierenden Medium ohnehin alsbald in die dreiwertige Stufe liber

gehen.
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Nach AbschluB der Versuche mit Spurenelementen wurden den Me

dien der mit Benzoat wachsenden Sulfatreduzierer wieder Selen
-8 -7 -8

(10 mol/I), Molybdan (10 mol/I) und Wolfram (10 mol/l)

zugesetzt, auch dann, wenn kein Bedlirfnis nachzuweisen war;

denn immerhin war es denkbar, daB die betreffenden Stamme ihren

Bedarf an Spurenelementen bisher stets aus Verunreinigungen der

Medien gedeckt hatten. Urn nun weiterhin von einem Vorhandensein

solch moglicher Verunreinigungen unabhangig zu sein, wurde von

vornherein flir eine Mindestkonzentration dieser Spurenelemente

im Medium gesorgt.

7. Versuche zur Syntrophie von Sulfatreduzierern mit Methan

bakterien

Acetat, Propionat, Butyrat, hehere Fettsauren und Benzoat sind

Verbindungen, die unter anaeroben Bedingungen auch in Abwesen

heit von Sulfat umgesetzt werden kennen, und zwar zu Methan und

Kohlendioxid (STADTMAN und BARKER, 1951; CHYNOWETH und MAH,

1971; FERRY und WOLFE, 1976; FINA et al., 1978; BARESI et al.,

1978; MAH et al., 1978; McINERNEY et al., 1979; ZEHNDER et al.,

1980). Bis heute sind jedoch keine Methanbakterien bekannt, die

andere organische Sauren als Formiat oder Acetat verwerten

(WOLFE, 1971; ZEIKUS, 1977). Die Umsetzung von Propionat, Buty

rat, heheren Fettsauren bzw. Benzoat zu Methan ist nur deshalb

moglich, weil die Methanbakterien in syntropher Mischkultur mit

weiteren Bakterien leben; erst diese anderen, die sogenannten

HZ-bildenden acetogenen Bakterien bilden aus Propionat, Buty

rat, heheren Fettsauren bzw. Benzoat die Verbindungen, die von

den Methanbakterien verwertet werden, namlich H2 und Acetat.

BRYANT et al. (1977) konnten zeigen, daB auch Sulfat-reduzie

rende Bakterien beim Fehlen von Sulfat in syntropher Mischkul

tur mit Methanbakterien zu wachsen vermochten; diese Mischkul

tur setzte Lactat oder Athanol zu Methan urn. Daher lag es nahe,

auch einige der mit Propionat, Butyrat, Palmitat, Stearat und

Benzoat isolierten Sulfatreduzierer auf die Fahigkeit zu prU

fen, bei Abwesenheit von Sulfat in Syntrophie mit Methanbakte

rien zu wachsen. Die Sulfatreduzierer mliBten dann imstande
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sein, die aus den organischen Verbindungen abgespaltenen Reduk

tionsaquivalente ins Medium in Form von Verbindungen auszu

scheiden, die von Methanbakterien verwertet werden konnen; au

Ber einer Freisetzung von Wasserstoff ist auch eine von Formiat

denkbar. Eine Ausscheidung von Wasserstoff oder Formiat ist bei

solchen Sulfatreduzierern am wahrscheinlichsten, welche diese

Substanzen auch umgekehrt in Gegenwart von Sulfat als Elektro

nendonatoren verwerten konnen. Daher erschienen fur die Experi

mente zur Syntrophie die Stamme geeignet, bei denen ein Wachs

tum mit Wasserstoff oder Formiat nachgewiesen worden war

(s. Tab. 7 - 9). Weil fur die Versuche nur SuBwassermedium ver

wendet werden sollte, beschrankte sich die Auswahl auf die

Stamme lac2, lpr3, 2pr4, lbuB, lstl, lbel und 2bel; ferner wur

de noch der Stamm lpa3 als ein Sulfatreduzierer hinzugezogen,

der kein H2 und auch kein Formiat zu verwerten vermochte.

7.1. Anreicherung und Isolierung von Methanbakterien

Zunachst galt es, fur die Versuche geeignete Methanbakterien zu

finden; diese sollten daher aus Anreicherungen isoliert werden,

in denen bereits Fettsauren durch Mischpopulationen zu Methan

umgesetzt wurden. Fur eine solche Anreicherung wurde SuBwasser

medium (5. Tab. 2) ohne SUlfat verwendet, dem Butyrat, 6 mmol/l,

Capronat, 2 mmol/l, und Caprylat, 1 mmol/l, sowie das Vitamin-Ge

misch (s. B.3.4.4.) und Se, Mo und W als Spurenelemente zuge

setzt wurden. Etwa 80 ml dieses Mediums wurden in einer Flasche

(100 ml Inhaltl mit etwas Faul- und Grabenschlamm beimpft. Fer

ner sollte bereits eine gewisse Populationsdichte von Sulfatre

duzierern vorgegeben werden, die bei einer Fahigkeit zur Syn

trophie von vornherein das geeignete Milieu zur Entwicklung der

Methanbakterien schaffen konnten. Daher wurden aus frisch ge

wachsenen Kulturen der Sulfatreduzierer lbu8 und lstl jeweils

10 ml abzentrifugiert und nach dem AbgieBen der Uberstande in

der Anreicherurig resuspendiert. Das KulturgefaB wurde anaerob

begast, mit einem Garr6hrchen verschlossen (s. B.2.2.) und bei

29 °c inkubiert. Nach einigen Tagen began~ die Methanbildung.

In Abstanden von etwa 2 Wochen wurden Folgepassagen beimpft,

denen auch wieder die Sulfatreduzierer zugesetzt wurden. Nach

einigen Uberimpfungen fie len in den Anreicherungen neben den

zahlreichen zugesetzten vibrioiden Sulfatreduzierern auch sehr

schlanke, schwach spirilloid gekrummte, bewegliche Bakterien

auf. Mit der jungsten Anreicherungspassage wurden Verdunnungs

reihen fur Rollrohrchen nach B.4.4. hergestellt, die im Agar

5 mmol Formiat pro 1, 1 mmol Acetat pro 1, Faulwasser und Gul

leextrakt (5. B.3.4.7.) enthielten; begast wurde mit einem Ge

misch aus 80 % H2 und 20 % CO2 , Wahrend der Inkubation entwik

kelten sich Kolonien drei verschiedener Typen von Bakterien,

von denen jeweils ein Stamm uber eine zweite Verdunnungsreihe

mit Rollrohrchen in Reinkultur isoliert wurde. AuBerdem war

noch das Methanbakterium vorhanden, das unter 1.2.1. mit Ace

tat isoliert worden war. Die Bakterien die somit fur die Ver

suche zu Syntrophie zur Verfugung standen, seien im folgenden

kurz charakterisiert:

a) Das bereits in der Anreicherung beobachtete, sehr schlanke,

schwach spirilloid gekrummte Bakterium konnte in Reinkultur

isoliert werden. Der Stamm vermochte mit H2 und CO 2 oder mit

Formiat zu wachsen; in der Gasphase wurde nach dem Wachs tum

Methan nachgewiesen (s. B.12.10.). Methanol oder Acetat wur

den nicht verwertet. Geringe Mengen von Acetat wurden aber

als Kohlenstoffquelle benotigt. Ein Zusatz von Vitaminen war

nicht erforderlich. Das Bakterium wuchs bei 35 °c noch etwas

besser als bei der anfangs gewahlten Temperatur von 29 °C.

Es handelte sich hier urn ein Methanbakterium, das nach der

Beschreibung von FERRY et al. (1974) der Gattung Methano-·

spirillum angehoren durfte. In frisch beimpften Reinkulturen

dieses Stammes begann das Wachstum schneller, wenn wenig Di

thionit, 0,07 mmol/l, zugesetzt wurde.

b) Als weiteres Methanbakterium wurde aus den Rollrohrchen ein

Stamm isoliert, der coccoide, bisweilen auch etwas eckige,

unbewegliche Einzelzellen oder Zellpaare bildete; die Kolo

nien in den Rollr6hrchen enthielten auch haufiger Sarcinen

ahnliche Aggregate. H2 und CO 2 sowie Methanol wurden ver-
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wertet, nicht dagegen Formiat. Nach einer Anlaufphase von

einigen Wochen wuchs der Stamm auch langsam mit Acetat. FUr

das Wachstum mit Wasserstoff oner Mp.thanol war kein Zusatz

von Acetat als Kohlenstoffquelle erforderlich. Als Vitamine

wurden 4-Aminobenzoat und Pantothenat benotigt. Das Wachstum

war bei 35 °c schneller als bei 29 °c. Die gleichen morpho

logischen und physiologischen Eigenschaften zeigte auch der

anfangs unter 1.2.1. mit Acetat isolierte Stamm. Nach der

Beschreibung von BRYANT (1974) waren hier zwei Stamme der

Gattung Methanosarcin~ isoliert worden.

c) SchlieBlich wurde noch ein Bakterium isoliert, das ovale,

bewegliche Zellen bildete, die bisweilen paarweise hinter

einander lagen. Oer Stamm wuchs mit H2 und CO 2 oder mit For

miat, ohne daB eine organische Kohlenstoffquelle benotigt

wurde. Ein gutes Wachs tum war mit Fructose moglich. Methan

wurde nicht gebildet; dagegen wurde Acetat ins Medium ausge

schieden. Ais Vitamine wurden Pantothenat, Pyridoxamin und

Thiamin benotigt. Das Bakterium wuchs bei 35 °c schneller

als bei 29 °c. Nach der Beschreibung von BALCH et al. (1977)

handelte es sich hier urn einem Stamml der Gattung Aceto

bacterium.

Die erhaltenen Reinkulturen von Methanospirillum, Methanosar

cina und Acetobacterium wurden jeweils in Sulfat-freiem Mini

malmedium mit etwas erhohtem Sulfid-Gehalt (s. B.3.3.7.) unter

einer Atmosphare aus 80 % H2 und 20 % CO 2 kultiviert. Ais Spu

renelemente wurden auBer Mo auch noch vorsorglich Se und W zu

gesetzt.

7.2. Beobachtungen an Mischkulturen

FUr die Experimente zur Bildung von Methan in syntrophen Misch

kulturen mit Sulfatreduzierern erschien Methanospirillum beson

ders gut geeignet, denn dieses Bakterium vermochte sowohl Was

serstoff als auch Formiat zu verwerten. In kleinen Flaschen

(50 ml Inhalt) wurden jeweils 30 ml SliBwassermedium ohne SuIfat
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mit Acetat, 1 mmol/l, und den jeweils benotigten Vitamj.nen ver

setzt; auch die Spurenelemente Se, Mo und W waren wieder zuge

gen. FUr die Mischkulturen der sonst in Brackwassermedium I

kultivierten Stamme 1st1 und 1be1 wurde ebenfalls das SUBwas

scrmedium verwendct, in welchem diese Sulfatrcduzierer nur we

nig langsamer wuchsen. Dann wurden die von den betreffenden

Sulfatreduzierern spezifisch verwerteten Verbindungen (Propio

nat, Butyrat, Palmi tat bzw. Benzoat) zugesetzt; dem Ansatz fUr

Stamm 1ac2 wurde Butyrat, dem fUr Stamm 1st1 diesmal Palmitat

zugegeben. FUr die Stamme der hier ausgewahlten Sulfatreduzie

rer, die Lactat zu verwerten vermochten, wurde auch dieses in

parallelen Ansatzen verwendet. Die vorbereiteten Medien wurden

jeweils mit 6 ml einer gut wachsenden Kultur von Methanospiril

lum und mit 3 ml der Kultur des jeweiligen Sulfatreduzierers

beimpft. Die Flaschen wurden anaerob begast und mit einem Gar

rohrchen nach B.2.2. steril verschlossen. Die Mischkulturen mit

den Stammen 2pr4, 1pa3 und 1bu8 wurden bei 29 °c inkubiert, die

mit den Stammen 1ac2, 1pr3, 1st1, 1be1 und 2be1 bei 35 °c. Eine

Bildung von Methan wurde jedoch nur in einer Mischkultur beob

achtet, namlich der mit Stamm 1bu8 auf Lactat als Substrat; aus

Butyrat wurde in der Mischkultur mit Stamm 1bu8 ebensowenig

Methan gebildet wie in den Mischkulturen der Ubrigen Sulfatre

duzierer mit anderen Substraten. In Tab. 27 ist nocr.mals zusam

mengefaBt, welche Stamme Sulfat-reduzierender Bakterien mit

welchem Substrat auf die Fahigkeit zur Syntrophie mit Methano

spirillum geprUft wurden. Die Mischkultur von Stamm 1bu8 mit

Methanospirillum auf Lactat als Substrat war stabil; beide Bak

terien wuchsen in Folgepassagen zusammen weiter und setzten

Lactat zu Methan urn. Die Stamme 1pr3, 2pr4 und 1be1 wuchsen in

den Ansatzen mit Lactat, obwohl kein Methan gebildet wurde;

dieses Wachs tum war deshalb moglich, weil die drei Sulfatredu

zierer Lactat in Abwesenheit von Sulfat vergaren konnten
(s. 3.3.3.).

Die Stamme 1pr3, 2pr4, 1bu8 und 2be1 wurden ferner auf ein syn

trophes Zusammenwirken mit den zwei isolierten Stammen von

Methanosarcina geprUft, wobei Propionat, Butyrat bzw. Benzoat



- 266 -

Tab. 27: Ergebnisse der Versuche mit Mischkulturen von Methano
spirillum und verschiedenen Stammen Sulfat-reduzieren
der Bakterien in Abwesenheit von Sulfat. Nur in einem
Ansatz, dern mit Stamm lbu8 auf Lactat als Substrat,
wuchsen beide Bakterientypen in Syntrophie unter Bil
dung von Methan.

Sulfatreduzierer Substrat Bildung von
(Stamrnbezeichnung) Methan durch

Methanospirillum

lac2 Butyrat -

Propionat -
lpr3

Lactat -

Propionat -
2pr4

Lactat -

Butyrat -
lbu8

Lactat +

Palmitat -
lpa3

Lactat -

lstl Palmi tat -

Benzoat -
lbel

Lactat -

Benzoat -
2bel

Lactat -

als Substrate dienen sollten. Die Ansatze wurde in analoger

Weise wie die mit Methanospirillum hergestellt; lediglich ein

Zusatz von Ace~at als Kohlenstoffquelle entfiel. Auch in die

sen Mischkulturen wurde kein Methan gebildet.
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SchlieBlich wurde auch noch der isolierte Stamm von Aceto

bacterium in Mischkulturen mit Sulfatreduzierern vereinigt.

Fur diese Experimente wurden Stamm lstl mit Palmitat und die

Stamme lbel und 2bel mit Benzoat eingesetzt. Bei einem syn-.

trophen Zusammenwirken von Sulfatreduzierern mit Acetobacte

rium ist eine Bildung von Acetat zu erwarten. In den Ansat

zen wurde jedoch weder ein Wachs tum noch eine Ausscheidung
von Acetat beobachtet.
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D. DISKUSSION

In anaeroben Nahrmedien mit Acetat als einzigem organischen

Substrat zur Anreicherung von purpurbakterien aus Schlammen wa

ren bisweilen groBere Mengen an H2S gebildet worden. Durch

Uberimpfen der betreffenden Ansatze in Folgepassagen und Inku

bat ion im Dunkeln konnte gezeigt werden, daB die Bildung von

Schwefelwasserstoff die Folge einer dissimilatorischen Sulfat

reduktion war. Das fUr diese Umsetzunq verantwortliche Bakte

rium wurde schlieBlich in Reinkultur isoliert; es handelte sich

urn einen stabchenformigen, zur Bildung von Sporen fahigen Sul

fatreduzierer, der mit Acetat als alleinigem Elektronendonator

und alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen vermochte und daher

den Namen Desulfotomaculum acetoxidans erhielt. Dieses Bakte

rium stellte eine neue Art mit einer ungewohnlichen Stoffwech

selleistung dar, denn keiner der bis dahin bekannten Sulfatre

duzierer vermochte Acetat zu verwerten; vielmehr galten die

Sulfat-reduzierenden Bakterien als eine physiologische Gruppe

von Mikroorganismen, die ihre organischen Substrate unvollstan

dig oxidieren und als haufigstes Endprodukt Acetat ausscheiden.

Daraufhin wurden von verschiedenen Standorten noch weitere Sul

fatreduzierer mit Acetat angereichert und isoliert, die sich

morphologisch von Desulfotomaculum acetoxidans unterschieden.

FUr die Anreicherungsversuche wurden ferner hohere Fettsauren

als Acetat, namlich Propionat, Butyrat, palmitat und Stearat,

sowie auch eine aromatische Verbindung, das Benzoat, verwendet.

Auch mit diesen organischen Sauren konnten jeweils verschiedene

Stamme neuartiger Sulfat-reduzierender Bakterien in Reinkultur

isoliert werden. Eine Verwertung von hoheren Fettsauren oder

Benzoat als Elektronendonatoren durch Reinkulturen Sulfat-redu

zierender Bakterien war ebenfalls bislang nicht bekannt.

Die Stochiometrie der Oxidation der als Elektronendonatoren

eingesetzten Verbindungen wurde anhand mehrerer Stamme unter

sucht. Die Messungen zeigten, daB es unter den isolierten Sul

fatreduzierern sowohl Stamme gab, die zu einer vollstandigen
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Oxidation fahig waren, als auch solche, die ihre Substrate nur

unvollstandig oxidierten. Weil die vollstandige Oxidation eben

so wie die Verwertung von Fettsauren oder Benzoat eine neue

Darstellung der Ernahrungsphysiologie Sulfat-reduzierender Bak

terien erfordern, sollen zunachst die Umsetzungen der verschie

denen Substrate durch die isolierten Stamme erortert werden.

Die neuen Sulfatreduzierer waren aber nicht nur hinsichtlich

der Ernahrungsphysiologie von den bisher bekannten verschieden;

darUber hinaus zeigten die morphologischen Merkmale, daB etli

che der isolierten Stamme nicht in die bekannten Gattungen

Desulfovibrio, Desulfotomaculum oder Desulfomonas eingeordnet

werden konnten. Daher sollten die isolierten Sulfatreduzierer

taxonomisch beschrieben werden, soweit die im Rahmen dieser Ar

beit erhaltenen Daten dafUr ausreichend waren.

Aus der Biochemie werden dann noch drei voneinander verhaltnis

maBig unabhangige Themenbereiche aufgegriffen, die sich aus Be

obachtungen wahrend der Isolation, der Charakterisierung und

den stochiometrischen Untersuchungen ergaben: Dabei handelt es

sich urn die aus den Ertragsmessungen entstehenden Fragen zur

Energiekonservierung, ferner urn die Fahigkeit zu autotrophem

Wachs tum sowie urn das nachgewiesene BedUrfnis fur Selen und

Molybdan fUr die Verwertung bestimmter aromatischer verbindun

gen.

Letztlich solI auch noch auf die okologische Bedeutung einge

gangen werden, welche die neuen Typen Sulfat-reduzierender Bak

terien aufgrund ihrer Stoffwechselleistung fUr das anaerobe Ab

baugeschehen im Stoffkreislauf der Natur haben k6nnten.

1. Substratumsetzungen der isolierten Sulfat-reduzierenden

Bakterien

Sulfat-reduzierende Daktericn wurdcn hisher trotz der morpholo

gischen Unterschiede (vibrioide Zellen, stabchenformige Zellen

mit Sporenbildung, stabchenformige Zellen ohne Sporenbildung)
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immer zusarnrnen als eine physiologische Gruppe dargestellt, weil

diese Anaerobier aufgrund einer gemeinsamen besonderen Stoff

wechselleistung von anderen eindeutig abgegrenzt werden konnen:

Sulfat kann stets als externer Akzeptor fur die aus den Dehy

drogenierungen der Substrate starnrnenden Reduktionsaquivalente

verwendet und zu Schwefelwasserstoff reduziert werden. Der dar

aus resultierende Bruttoumsatz organischer Verbindungen zu aus

schlieBlich hoher oxidierten Produkten ist garenden Bakterien

nicht moglich. Bei der Verwertung der Mehrzahl der organischen

Substrate sind Sulfatreduzierer auf den externen Elektronenak

zeptor angewiesen; anstelle von Sulfat konnen dabei haufig auch

andere Schwefelverbindungen reduziert werden. Ein reines Ga

rungswachstum in Abwesenheit von externen Elektronenakzeptoren

ist nur mit wenigen der als Elektronendonatoren bekannten Ver

bindungen moglich (s. A.2.2.).

Auch die neu isolierten Stamme vermochten die fUr die Anreiche

rung verwendeten Substrate. Acetat, Propionat, Butyrat, Palmi

tat, Stearat und Benzoat, nur in Gegenwart von Sulfat oder an

deren Elektronenakzeptoren zu verwerten. Einige Substrate konn

ten von verschiedenen Stammen auch vergoren werden.

1.1. Oxidation organischer Elektronendonatoren durch SuI fat

reduzierende Bakterien

Die weitaus groBte Zahl organischer Substrate liefert heim Ab

bau durch den Stoffwechsel chemotropher Lebewesen als Interme

diarprodukte C
2
-Einheiten in der gebunde~en Form von Acetyl

Coenzym A. In aeroben Organismen wird, von wenigen Ausnahmen

abgesehen, die aktivierte Essigsaure weiter oxidiert, und zwar

tiber den Tricarbonsaure-Cyclus; als Endprodukt entsteht CO 2 , in

welchem Kohlenstoff die hochste Oxidationsstufe hat. Die wei

tergehende Oxidation der Acetat-Einheit ist also stets voll

standig. Weil'eine groBe Differenz im Redoxpotential zwischen

den aus Acetat freigesetzten Reduktionsaquivalenten und Sauer

stoff besteht, erlaubt die aerobe Endoxidation einen hohen ATP

Gewinn durch Elektronentransport. In Abwesenheit von Sauerstoff

- 271 -

hingegen enden viele Abbauwege des Energiestoffwechsels beim

Acetat, welches das wohl haufigste Ausscheidungsprodukt der

chemotrophen anaeroben Bakterien ist. Der einzige bisher bekann

te Anaerobier, bei dem eine Endoxidation nachgewiesen wurde,.

war Desulfuromonas acetoxidans (PFENNIG und BIEBL, 1976); die

ses Bakterium oxidierte Acetat zu CO 2 , wobei elementarer Schwe

fel als Elektronenakzeptor diente und zu H2S reduziert wurde.

AuBer der vollstandigen Oxidation zu CO 2 gibt es noch eine

zweite Moglichkeit fur einen weiteren Abbau der Essigsaure-Ein

heit, namlich die anaerobe Umsetzung von Acetat zu Methan und

CO 2 (JERIS und McCARTY, 1965; SMITH und MAH, 1966, 1978; BARESI

et al., 1978; MAH et al., 1978; ZEHNDER et al., 1980). Dabei

handelt es sich aber nicht urn eine Oxidation von Acetat, son

dern urn eine Disproportionierung zu der hochsten und der nied

rigsten Oxidationstufe des Kohlenstoffs.

1.1.1. Unvollstandige Oxidation der organischen Elektronen

donatoren

Die bisher bekannten Arten der Gattungen Desulfovibrio, Desul

fotomaculum und Desulfomonas oxidierten ihre organischen Sub

strate stets unvollstandig zu Acetat oder bisweilen zu Homolo

gen von Acetat (MECHALAS und RITTENBERG, 1960). Die Analyse von

Kulturmedien der mit Propionat (5. C.4.2.J, Butyrat und Palmi

tat (5. C.4.3.) isolierten Sulfatreduzierer hat gezeigt, daB

die Oxidation der Fettsauren durch diese Stamme ebenfalls un

vollstandig war. Acetat war ein Endprodukt, das nicht weiter

verwertet werden konnte. Daher darf man annehmen, daB auch an

dere organische Verbindungen als Fettsauren, soweit diese ver

wertbar waren, von den hier genannten Sulfatreduzierern nur un

vollstandig oxidiert wurden. Eine Ausnahme bildete lediglich

die Verwertung von Formiat durch die Starnrne 3pr10 und 4pa10,

bei welcher das einzig mogliche Produkt einer weiteren Oxida

tion nur CO 2 sein konnte (vgl. A.2.2.J.



Die Dissimilationsgleichungen fur die unvollstandige Oxidation

von Propionat und Palmitat wurden bereits unter C.4.2. bzw.

C.4.3. entwickelt. Bei der unvollstandigen Oxidation aller un

verzweigten h6heren Fettsauren mit einer geraden Anzahl von

Kohlenstoffatomen pro Molekul wurde immer nur Acetat gebildet.

Die pro mol der verschiedenen Fettsauren gefundenen Mengen Ace

tat sowie die erwahnte Dissimilationsgleichung fur Palmi tat

sprechen dafur, daB die h6heren Fettsauren schrittweise durch

Abspaltung von C2-Einheiten oxidiert wurden, also durch die so

genannte S-Oxidation. Fur die unvollstandige Oxidation unver

zweigter Fettsauren mit einer geraden Anzahl von Kohlenstoff

atomen pro Molekul mit Sulfat als Elektronenakzeptor gilt fol

gende allgemeine Reaktionsgleichung:
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n
+ "2 HS

Mit Stamm 1pa3 wurde gezeigt, daB auch das dem n-Valerianat

isomere 2-Methylbutyrat ebenfalls zu Acetat und Propionat abge

baut wurde. Aus 2-Methylbutyrat wurden die Produkte jedoch in

einem anderen molaren Verhaltnis untereinander gebildet als aus

n-Valerianat (5. C.4.3.). Die Umsetzung von 2-Methylbutyrat

wurde jedoch nicht eingehender untersucht.

+ n S02- -----0.._

"2 4
n

+ "2 HS n H+
+ "2

1.1.2. Vollstandige Oxidation der organischen Elektronen

donatoren------

Als Produkte der unvollstandigen Oxidation von unverzweigten

Fettsauren mit einer ungeraden Anzahl von Kohlenstoffatomen pro

Molektil wurden Acetat und Propionat zusammen gefunden. Die pro

mol der betreffenden Fettsauren ausgeschiedenen Mengen an Ace

tat und Propionat stehen ebenfalls im Einklang mit einem Abbau

durch a-Oxidation: Bei einer ungeraden Anzahl von Kohlenstoff

atomen verbleibt pro MolekUl ein Propionyl-Rest (C 3-Einheit);

weil alle Sulfatreduzierer, die Butyrat und h6here Fettsauren

unvollstandig oxidierten, kein Propionat zu verwerten vermoch

ten, muBte der Propionyl-Rest als Propionat ausgeschieden wer

den. Grundsatzlich kann bei Sulfat-reduzierenden Bakterien im

mer dann mit einer Bildung anderer organischer Endprodukte als

Acetat gerechnet werden, wenn die Oxidation bestimmter Substra

te zu Stoffwechselprodukten fUhrt, fUr deren Abbau bis zurn Ace

tat die notwendige Enzymausstattung fehlt. Schon MECHALAS und

RITTENBERG (1960) hatten gezeigt, daB Desulfovibrio h6here Al

kohole als Xthanol nur zu den entsprechenden Carbonsauren dehy

drogenierte, die nicht weiterverwertet werden konnten. Die un

vollstandige Oxidation unverzweigter Fettsauren mit einer unge

raden Anzahl von Kohlenstoffatomen pro MolekUl laBt sich in der

folgenden allgemeinen Dissimilationsgleichung darstellen:

Acetat wurde nicht nur von den Sulfatreduzierern oxidiert, die

mit dieser Verbindung isoliert worden waren; darUber hinaus

vermochten namlich noch der mit Stearat isol.ierte Stamm lst1

und alle mit Benzoat isolierten Stamme Acetat zu verwerten,

wenngleich auch langsamer als die direkt mit Acetat isolierten

Sulfatreduzierer. St6chiometrische Messungen mit funf morpholo

gisch sehr unterschiedlichen Stammen (5. c.4.1.) bestatigten

die eingangs dargestellte biochemische Erfahrung, daB eine Oxi

dation von Acetat immer vollstandig ist und zu CO 2 als Endpro

dukt fUhrt. Aufgrund des'biochemischen Prinzips vorn Abbau orga

nischer Verbindungen uber aktivierte Essigsaure sollten alle

Sulfat-reduzierenden Bakterien, die Acetat verwerten, auch noch

andere verwertbare Verbindungen vollstandig oxidieren k6nnen.

Diese Annahme findet ihre Bestatigung in der quantitativ gernes

senen vollstandigen Oxidation von Palmitat durch Stamm lst1

(5. C.4.3.) und der von Benzoat durch Stamm 1be1 (5. C.4.4.).

Beirn Wachstum von Desulfotomaculu~ acetoxidans, Stamm 1ac2, mit

Athanol, Butyrat oder iso-Butyrat wurde all€~dings cine Aus

scheidung von Acetat als Zwischenprodukt beobachtet. Die Oxida

tion vun ilalerianat durch diesen SLd1f1ii"1 ] iefej't.F. "ach zusatzlich

Propionat; dieses war irn Gegensatz zu Acetat kein verwertbares

Substrat und somit ein Endprodukt. Pro mol Valerianat wurde



- 274 -

1 mol Propionat gebildet. Fur den Abbau von Valerianat durch

Stamm lac2 gilt somit folgende Dissimilationsgleichung:

1.1.3. Die zwei physiologischen Untergruppen der Sulfat

reduzierenden Bakterien

Die ernahrungsphysiologischen Eigenschaften der isolierten Ar

ten zeigen, daB bei einer neuen Darstellung der Sulfat-reduzie

renden Bakterien als physiologische Gruppe wesentliche Erweite

rungen erforderlich sind. Alle bislang bekannten Sulfatreduzie

rer verwerteten eine recht begrenzte Anzahl von Substraten,

unter denen Wasserstoff, ~thanol, Formiat, Lactat, pyruvat,

Fumarat und Malat die wichtigsten waren. Alle organischen Ver

bindungen auBer Formiat (und Oxamat, s. A.2.2.) wurden stets

unvollstandig zu Acetat (bzw. Homologenl oxidiert, welches

nicht weiterverwertet werden konnte. Durch die Isolation der

neuen Stamme mit Fettsauren und Benzoat wurden weitere biolo

gisch bedeutende Substanzklassen gefunden, die von Sulfatredu

zierern direkt verwertet werden k6nnen. Die sicherlich ent

scheidendste Erweiterung in der Ernahrungsphysiologie dieser

streng anaeroben Bakterien bringen diejenigen Stamme, welche

zur Verwertung von Acetat und somit zu einer vollstandigen Oxi

dation fahig waren. Diese Fahigkeit ist ein Merkmal, aufgrund

dessen die Sulfat-reduzierenden Bakterien sinnvoll in zwei phy

siologische Untergruppen eingeteilt werden k6nnen: Die erste

umfaBt solche Sulfatreduzierer, die ihre organischen Substrate

unvollstandig oxidieren und kein Acetat verwerten k6nnen: in

diese Untergruppe geh6ren demnach sowohl die bisher bekannten

Arten als auch die neuen mit Propionat, Butyrat und Palmi tat

isolierten Stamme. Zu der zweiten Untergruppe zahlen all die

neuen Stamme, die Acetat verwerteten und auch andere organische

Verbindungen vollstandig zu Kohlendioxid oxidieren konnten.

Eine weitere Aufteilung dieser Untergruppen aufgrund ernah

rungsphysiologischer Merkmale ist wenig sinnvoll, wie die in

den Tabellen 7 bis 9 aufgefuhrten verwertbaren Elektronendona

toren zeigen: Eine Einteilung aufgrund der Verwertung anderer

Substrate als Acetat hatte vielfache Uberschneidungen zur

Folge.

+
+ H

+
+ n H

+ 4 HCO; + 3 HS

+ HO+ (3n+ 1) HS

-+ 3 SO~-

(4n+4) BCD 3
..

Die beobachtete Ausscheidung von Propionat durch Stamm 1ac2

zeigt, daB die Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien zur

vollstandigen Oxidation bei einigen Elektronendonatoren einge

schrankt sein kann: Ebenso, wie die unvollstandige Oxidation

von Substraten nicht immer nur Acetat als organisches Endpro

dukt liefert, so mussen auch die zur vollstandigen Oxidation

fahigen Sulfatreduzierer nicht unbedingt ausschlieBlich CO 2
als Endprodukt bilden; wenn namlich im Stoffwechsel dieser Bak

terien aus dem Substrat eine organische Verbindung entsteht,

die wegen einer begrenzten Enzymausstattung nicht weiter umge

setzt werden kann, so muB diese Verbindung als Endprodukt ins

Medium ausgeschieden werden. Die ubrigen isolierten Sulfatredu

zierer, die auBer mit Acetat auch mit Butyrat und h6heren Fett

sauren zu wachsen vermochten, konnten jedoch ebenso Propionat

oxidieren. Daher sollte die Oxidation dcr von diesen Stammen

verwerteten h6heren Fettsauren stets vollstandig sein und nach

der folgenden allgemeinen Dissimilationsgleichung erfolgen:

Mit n = 1 erhalt man aus dieser allgemeinen Gleichung als spe

ziellen Fall die unter C.4.1. aufgestellte Dissimilationsglei

chung fUr die Oxidation von Acetat mit Sulfat, mit n = 0 die

unter C.5. gegebene Dissimilationsgleichung fur die Oxidation

von Formiat. Die Dissimilationsgleichung fUr die vollstandige

Oxidation von Benzoat wurde bereits unter C.4.4. entwickelt.



Die bekannten Arten der Gattung Desulfovibrio (POSTGATE

und CAMPBELL, 1966; ROZANOVA und KHUDYAKOVA, 1974;

ROZANOVA und NAZINA, 1976);

Organische Verbindungen werden mit Sulfat als Elektronenakzep

tor unvollstandig zu Acetat oxidiert, welches ein Endprodukt

ist und nicht verwertet werden kann; aus bestimmten Verbindun

gen konnen auch hohere Homologe von Acetat entstehen. Acetat

kann lediglich als Kohlenstoffquelle fur die Synthese von Zell

material assimiliert werden. Die Untergruppe umfaBt folgende

Sulfatreduzierer:

Untergruppe I Sulfatreduzierer mit unvollstandiger Oxidation
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nische Verbindungen. Der Abbau einiger weniger Substrate kann

auch zu organischen Produkten ftihren, die nicht weiter oxidiert

werden konnen. Zu der Untergruppe zahlen folgende Sulfatredu

zierer:

Desulfotomaculum acetoxidans (WIDDEL und PFENNIG, 1977;

s. Tab. 6 und 7 sowie Abb. 7 und 8);

die ubrigen mit Acetat isolierten ovalen bis stabchen

formigen Sulfatreduzierer mit den Stammbezeichnungen

2ac9, 3acl0, 4acll sowie der ebenfalls mit Acetat iso

lierte Filament-bildende Stamm 5acl0 (s. Tab. 6 und 7

und Abb. 9 - 14);

die bekannten Arten der Gattung Desulfotomaculum

(CAMPBELL und POSTGATE, 1965) mit Ausnahme von Desulfo

tomaculum acetoxidans (WIDDEL und PFENNIG, 1977);

Desulfomonas pigra (MOORE et al., 1976);

die mit Propionat isolierten ovalen bis zitronenformigen

Sulfatreduzierer mit den Stammbezeichnungen 1pr3, 2pr4

und 3prl0 (5. Tab. 6 und 7 und Abb. 15 - 17);

die mit Butyrat isolierten Vibrio-ahnlichen Sulfatredu

zierer mit den Stammbezeichnungen lbu8, 2bul0, 3bul0,

4bul0, lpa3, 2pa3, 3pa8, 4pal0 und Spa13 (5. Tab. 6

und 8 und Abb. 18 - 27).

untergruppe II: Sulfatreduzierer mit vollstandiger Oxidation

Acetat und weitere organische Verbindungen werden mit Sulfat

als Elektronenakzeptor vollstandig zu CO 2 oxidiert. Eine Aus

scheidung von Acetat als ZWischenprodukt ist jedoch bisweilen

moglich. Einige der zur vollstandigen Oxidation fahigen Sulfat

reduzierer wachsen mit Acetat als alleinigem organischen Sub

strat nur sehr langsam und verwerten bevorzugt andere orga-

der mit Stearat isolierte vibrioide Stamm lstl

(5. Tab. 6 und 8 und Abb. 28);

die mit Benzoat isolierten coccoiden, ovalen, Sarcinen

ahnlichen und Filament-bildenden Sulfatreduzierer mit

den Stammbezeichnungen lbel, 2bel, 3be13 bzw. 4be13

(5. Tab. 6 und 9 und Abb. 29 - 34).

1.2. Verwertung alternativer Elektronenakzeptoren anstelle von

Sulfat

1.2.1. Verwertung von Sulfit oder Thiosulfat

Die Experimente mit alternativen Elektronenakzeptoren haben ge

zeigt, daB viele der isolierten Stamme anstelle von Sulfat auch

Sulfit oder Thiosulfat als Elektronenakzeptoren zu verwerten

vermochten. Eine derartige Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bak

terien ist schon seit langem bekannt (POSTGATE, 1951; ISHIMOTO

et al., 1954 a) und wiederholt bestatigt worden (z. B. SENEZ,

1962; BADZIONG und THAUER, 1978). Biochemisch ist diese Verwer

tung von Sulfit bzw. Thiosulfat durchaus verstandlich: In allen

bisher untersuchten Sulfatreduzierern war stets Sulfit das

erste Intermediarprodukt der Reduktion von Sulfat tiber APS;



bei pH = 7.0 ein Redoxpotential von

25 °c und 1 atm). Diese Ergebnisse sprechen

isolierten Sulfatreduzierer zum Wachstum ein

- 278 -

eine intermediare Bildung von Thiosulfat wurde vielfach ange

nommen (KOBAYASHI et al., 1969; SUH und AKAGI, 1969; AKAGI und

ADAMS, 1973; KOBAYASHI et al., 1974; DRAKE und AKAGI, 1976).

Die Stamme 1ac2, lpa3 und 4be13 vermochten jedoch kein Thiosul

fat zu verwerten, die zwei Stamme lac2 und 4be13 nicht einmal

Sulfit (5. Tab. 10). Eine Bildung von Sulfit aus Sulfat so lIte

aber auch in den beiden letztgenannten Sulfatreduzierern schon

allein deshalb stattfinden, weil in diesen die Sulfit-Reduktase

P-582 spektrophotometrisch nachgewiesen wurde (5. C.3.4.3.).

Die negativen Wachstumsergebnisse der Stamme lac2 und 4be13 mit

Sulfit beruhen daher wahrscheinlich auf der Unfahiqkeit, diese

Schwefelverbindung in die Zelle aufzunehmen. Mit einem fehlen

den Aufnahmemechanismus kann auch erklart werden, weshalb die

Stamme lac2, lpa3 und 4be13 kein Thiosulfat verwerteten; eben

so konnte man aber auch aus dieser Beobachtung schlieBen, daB

fur die drei genannten Sulfatreduzierer die von SIEGEL (1975)

sowie CHAMBERS und TRUDINGER (1975) geauBerte Vermutung zu

trifft, nach welcher Thiosulfat kein wirkliches Intermediarpro

dukt der Sulfatreduktion ist.

1.2.2. Verhalten gegenliber Schwefel, Fumarat und Malat

Keiner der Stamme, die auf eine Verwertung alternativer Elek

tronenakzeptoren gepruft wurden, vermochte mit Schwefel zu

wachsen. Somit unterschieden sich diese Sulfatreduzierer von

den von BIEBL und PFENNIG (1977) untersuchten Stammen; dabei

handelte es sich namlich urn Sulfatreduzierer. die anstelle von

Sulfat auch Schwefel reduzieren konnten, das als Elektronendo

nator verwendete Athanol aber wie die librigen bekannten Arten

unvollstandig oxidierten. Von den hier isolierten Sulfatredu

zierern wurden einige Stamme sogar durch Schwefel gehemmt, wie

durch gleichzeitigen Zusatz von Sulfat und Schwefel zum Medium

gezeigt werden konnte (5. C.3.3.2.). Diese Hemmung durch Schwe

fel beruhte wahrscheinlich auf einer Erhohung des Redoxpoten

tials im Medium. Weil aIle Schwefelverbindungen auBer Sulfat

leicht reagieren, k6nnen diese namlich das Redoxpotential des

Sulfid-haltigen, reduzierenden Mediums entscheidend beein-
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flussen. 1m Medium ist wahrscheinlich nicht der sehr schwer

losliche elementare Schwefel die reaktive Form, sondern das

gelbe Polysulfid, HS-, das sich bis zu einer gewissen Konzen-n
tration aus HS--Ionen und Schwefel bildet und mit dem unge- .

losten Schwefel im Gleichgewicht steht. Durch Zusatz von Schwe

fel wird die Konzentration der reduzierten Komponente, die von

Sulfid bzw. Schwefelwasserstoff, erniedrigt, wahrend die Kon

zentration der oxidierten Komponente, die von Polysulfid, er

hoht wird; daraus resultiert eine Erhohung des Redoxpotentials

gemaB der sogenannten Nernstschen Gleichung. Flir das System

S/HS berechnet man bei pH = 7.0 und einer HS -Konzentration

von 1 mmol/l in Gegenwart von liberschlissigem, ungelostem Schwe

fel ein Redoxpotential von Eh = - 0,18 V (bei 25 °c und 1 atm).

Den gegenteiligen Effekt von Schwefel zeigte Dithionit: Durch

Zusatz qeringer Menqen dieses starken Reduktionsmittels wurde

der Wachstumsbeginn frisch beimpfter Kulturen beschleunigt

(5. C.l.2.) oder gar erst ermoglicht (5. C.l.l.). Nimmt man flir

Dithionit und des sen oxidierte Form, das Sulfit, eine gleich

hohe Konzentration von 0,1 mmol/l, so berechnet man flir das
2- 2

System 2 S03 /S204

Eh = - 0,41 V (bei

daflir, daB die neu

auBergew6hnlich negatives Redoxpotential benotigten, welches

mit der Gegenwart von Schwefel bzw. polysulfid nicht zu verein
baren ist.

Fumarat oder Malat wurden von den gepruften SUlfatreduzierern

ebensowenig als Elektronenakzeptoren verwertet wie Schwefel.

Die Resultate k6nnen jedoch nicht bei allen der untersuchten

Stamme mit einem fehlenden Aufnahmesystem erklart werden; als

Elektronendonatoren konnten diese Dicarbonsauren namlich in ei

nigen Fallen verwertet werden, und zwar Fumarat von den Stammen

5acl0, 3be13 und 4be13 sowie Malat noch zusatzlich von Stamm

4be13. Stamm 3be13 vermochte sogar beim Fehlen eines Elektro

nenakzeptors durch Disproportionierung von Fumarat zu wachsen

(5. C.3.3.3.). Die drei genannten Sulfatreduzierer hatten also

durchaus einen Aufnahmemechanismus fur Fumarat bzw. auch Malat.



In den Stammen 5acl0, 3be13 und 4be13 fehlte demnach ein

System, das Fumarat als terminalen Elektronenakzeptor zu redu

zieren vermochte. In den Experimenten mit alternativen Elektro

nenakzeptoren wurden allerdings immer nur diejenigen Verbindun

gen als Elektronendonatoren eingesetzt, welche auch fur die

Isolation verwendet worden waren (Acetat, hohere Fettsauren,

Benzoat). Nicht geprtift wurde, ob eine Reduktion von Fumarat

oder Malat mit Elektronendonatoren moglich war, die ein sehr

niedriges Redoxpotential haben, wie zum Beispiel Wasserstoff

oder Formiat. Einige obligat anaerobe Bakterien, wie Desulfo

vibrio-Arten (MILLER und WAKERLEY, 1966; MILLER et al., 1970;

BARTON et al., 1970), Vibrio succinogenes (KR6GER, 1975),

Bacteroides fragilis (MACY et al., 1975) und Desulfuromonas

acetoxidans (PFENNIG und BIEBL, 1976) sowie fakultativ anaerobe

Bakterien, wie zum Beispiel Escherichia coli (MACY et al.,

1976) vermogen Fumarat oder auch Malat als Elektronenakzeptoren

zu verwerten; die dissimilatorische Fumaratreduktion zu Succi

nat ermoglicht diesen Bakterien tiber einen Elektronentransport

eine Energiekonservierung ftir das Wachstum.

Nunmehr bietet sich ein interessanter Vergleich an zWischen den

zur vollstandigen Oxidation fahigen Sulfatreduzierern und

Desulfuromonas acetoxidans (PFENNIG und BIEBL, 1976): In beiden

Fallen wurde Acetat als Elektronendonator verwertet und voll

standig zu CO 2 oxidiert. Beztiglich der verwerteten Elektronen

akzeptoren verhielten sich die Bakterien jedoch komplementar:

Etliche der Acetat-oxidierenden Sulfatreduzierer verwerteten

als Elektronenakzeptoren auBer Sulfat auch Sulfit oder Thiosul

fat, jedoch keinen Schwefel und kein Fumarat. Desulfuromonas

acetoxidans konnte dagegen Schwefel oder Fumarat verwerten,

aber keine der hoher oxidierten Schwefelverbindungen.

1.2.3. Dissimilatorische Reduktion von Nitrat zu Ammonium

Einer der geprUften Sulfatreduzierer, namlich der mit Propionat

isolierte Stamm 1pr3, vermochte anstelle von Sulfat auch mit

Nitrat als Elektronenakzeptor zu wachsen. Dabei wurde Nitrat

- 281 -

stochiometrisch zu Ammonium reduziert. Das als Elektronendona

tor verwendete Propionat wurde dabei ebenso wie mit Sulfat nur

unvollstandig 2U Acetat oxidiert (s. C.4.2.). Das Wachstum von

Stamm lpr3 mit Nitrat darf man als dissimilatorische Nitratre

duktion bezeichnen, denn mit Propionat allein, ohne Gegenwart

eines Elektronenakzeptors, wurde kein Wachs tum beobachtet.

Stamm 1~L3 wuchs jedoch mit Nitrat etwas langsamer als mit Sul

fat; bei gleichzeitiger Gegenwart von Sulfat und Nitrat wurde

~tets Sulfat als Elektronenakzeptor bevorzugt. Demnach ist der

Stoffwechsel von Stamm 1pr3 im wesentlichen auf die Reduktion

von Sulfat ausgerichtet, wahrend die von Nitrat eine unterge

ordnete Rolle spielen dtirfte. Eine Reduktion von Nitrat zu Am

monium durch Sulfatreduzierer war schon Zuvor einmal beobachtet

worden, und zwar bei einem Stamm von Desulfovibrio (M. P.

BRYANT, personliche Mitteilung). Dartiber hinaus wurde mehrfach

von anderen, nicht Sulfat-reduzierenden Bakterien berichtet,

die ebenfalls Nitrat zu freiem, gelostem Ammonium zu reduzieren

vermochten, und zwar Bacillus subtilis (KLAESER, 1914; HALL und

MCVICAR, 1955; VERHOEVEN, 1956), Clostridium welchii (WOODS,

1938), Escherichia coli (McNALL und ATKINSON, 1956), Bacillus

licheniformis (VERHOEVEN, 1956), Vibrio succinogenes (WOLIN et

al., 1961), Enterobacter (Aerobacter) aerogenes (HADJIPETROU

und STOUTHAMER, 1965), Clostridium perfringens (HASAN und HALL,

1975) sowie Campylobacter sputorum (STOUTHAMER et al., 1979).

Von den genannten Bakterien sind die Clostridien und Vibrio

succinogenes obligat anaerob. Die sogenannten echten Denitrifi

zierer sind dagegen fakultativ anaerobe Bakterien, die beim

Fehlen von Sauerstoff Nitrat als Elektronenakzeptor verwerten

und nur bis zum Nitrit, Distickstoffmonoxid oder elementaren

Stickstoff reduzieren (PAYNE, 1973).

1.2.4. Wachstum in Gegenwart von Sauerstoff

Wahrend der Versuche zur Verwertung verschiedener Elektronenak

zeptoren wurde auch Sauerstoff anstelle von Sulfat in einer

Gasphase tiber Zellsuspensionen in Weichagar eingesetzt. Er

staunlicherweise ermoglichte die" Anwesenheit von 02 einigen
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Sulfatreduzierern, sich in einem gewissen Abstand von der Agar

oberflache in Form einer Wachstumszone zu vermehren. In Kapitel

1.2.2. wurde jedoch gezeigt, daB die neuen Stamme zum Wachstum

wahrscheinlich ein ungewohnlich negatives Redoxpotential beno

tigten; dieses dlirfte noch niedriger sein als das Redoxpoten

tial, welches flir das Wachs tum der bisher bekannten Sulfatredu

zierer erforderlich war, die bereits als streng anaerob galten.

Ein derart negatives Redoxpotential ist jedoch in Geqenwart

selbst geringster Konzentrationen von Sauerstoff nicht moqlish.

Daher ist es auch unwahrscheinlich, daB die betreffenden Stamme

Sauerstoff direkt verwerteten. Vielmehr muB anqenommen werden,

daB Sauerstoff zunachst an oder nahe der Agaroberflache mit

einem Bestandteil des Mediums auf rein chemische Weise reagier

te; das Oxidationsprodukt ware dann von den betreffenden Sul

fatreduzierern nicht nur toleriert, sondern sogar als Elektro

nenakzeptor verwertet worden. Ais solche Oxidationsprodukte ka

men nur Schwefelverbindungen in Frage, die aus dem stets zuge

setzten Sulfid gebildet wurden. Saure Losungen von Sulfid, in

denen dieses also hauptsachlich als freier Schwefelwasserstoff

vorliegt, werden durch Sauerstoff vor allem zu elementarem

Schwefel oxidiert. Bei hoheren pH-Werten, bei denen liberwiegend

HS--Ionen oder sogar S2--Ionen vorliegen, ist dagegen Thiosul

fat ein wesentliches Oxidationsprodukt. I~sbesondere Spuren von

Sal zen der Schwermetalle Mn, Fe, Co, Ni und Cu beschleunigen

als Katalysatoren die Oxidation von Sulfid mit O2 zu Thiosulfat

erheblich (GMELINs Handbuch,S[B], 1960,S.91 - 93; CHEN et al.,

1972). In Untersuchungen von CLINE und RICHARDS (1969) und von

SOROKIN (1970) wurde ferner gezeigt, daB auch an natlirlichen

Standorten Thiosulfat das Hauptprodukt der Oxidation von Sulfid

mit Sauerstoff ist. Die genannten, katalytisch wirkenden

Schwermetalle waren den hier verwendeten Medien als Spurene~e

mente zugesetzt worden (s. B.3.2.). Weiterhin fallt bei einem

Vergleich der Resultate in Tab. 10 untereinander auf, daB nur

solche Starnme ein Wachs tum unter der Saucrstoff-haltigen AtlJlo

sphare gezeiqt hatten, die auch Thiosulfat zu verwerten vermoch

ten. Daher darf man annehmen, daB bei dem beobachteten Wachs tum.

in Gegenwart von Sauerstoff in Wirklichkeit Thiosulfat und
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Chemische
Oxidation

von Sulfid

---------------------

dissimilatorische
Reduktion

von Thiosulfat

Abb. 39: Erklarung flir das Wachs tum Sulfat-reduzierender Bakte
rien in Abwesenheit von Sulfat unter einer O?-haltigen
Atmosphare am Beispiel von Acetat als Elektronendona
tor: 02 reagiert mit Sulfid rein chemisch zu Thiosul
fat, welches von den Bakterien wieder zu Sulfid redu
ziert wird; aus der Umsetzung resultiert ein Schwefel
kreislauf, liber welchen Acetat mit O2 indirekt oxi
diert wird.

eventuell noch andere Schwefelverbindungen verwertet wurden.

Aus Sulfid und Sauerstoff entstand in einer rein chemischen Re

aktion Thiosulfat, welches von den Bakterien wieder dissimila

torisch zu Sulfid reduziert wurde. 1m oberen Bereich der be

treffenden Weichagar-KUlturen unter der Sauerstoff-haltigen At

mosphare spielte sich demnach ein Schwefelkreislauf ab; dieser

lieBe sich mit Acetat als Elektronendonator in der Weise dar

stellen, wie es Abb. 39 zeigt. Weil die Schwefelverbindungen

standig zirkulieren, kann die vorhandene Menge von Sulfid und

Thiosulfat zusammen gering sein im Vergleich zu der oxidierten

Menge Acetat. Durch einen solchen Kreislauf wird Acetat brutto

maBig mit Sauerstoff oxidiert. Selbstverstandlich steht dabei

den Sulfat-reduzierenden Bakterien flir die Gewinnung von ATP

nicht die gesamte freie Enthalpie dieser Bruttoreaktion zur

'VerfUgung, sondern nur der Anteil aus der Oxidation von Acetat
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mit Thiosulfat. Ein erheblicher Anteil der gesamten freien

Reaktionsenthalpie wird bei der chemischen Oxidation von Sulfid

mit Sauerstoff ausschlieBlich in Entropie verwandelt. 1m natur

lichen Schwefelkreislauf (5. A.2. 5. ) kann auch die freie Enthal

pie der Oxidation von Sulfid biochemisch fur eine ATP-Gewinnung

genutzt werden, und zwar von farblosen Schwefelbakterien und

Thiobacilli; ferner ist dart SuIfat ein wesentliches Oxida

tionsprodukt.

1.3. Vergarung organischer Substrate in Abwesenheit eines

Elektronenakzeptors

Die Mehrzahl der isolierten Sulfatreduzierer, die pyruvat als

Elektronendonator verwerten konnten (5. Tab. 7 - 9), vermochte

auch in Abwesenheit eines Elektronenakzeptors mit pyruvat zu

wachsen, also durch Garung (5. Tab. 11). Eine Vergarung von

pyruvat durch Sulfat-reduzierende Bakterien hat ten bereits

POSTGATE (1952; 1963 b), ISHIMOTO et al. (1954 a) und SENEZ

(1954) nachgewiesen; dabei wurde pyruvat zu Acetat, CO 2 und H2
umgesetzt. Dagegen bildeten die hier untersuchten Stamme keine

nachweisbaren Mengen von molekularem Wasserstoff (5. C.3.3.3.);

die Pyruvat-Vergarung wurde jedoch nicht weiter untersucht.

Vermutlich wurde Wasserstoff auf organische Elektronenakzepto

ren tibertragen, die aus dem pyruvat gebildet wurden. Auch eine

Reduktion eines Teils von pyruvat zu Lactat oder gar Propionat

ist denkbar. Die Stamme Sac10 und 2be1 vermochten mit pyruvat

nur in Gegenwart eines Elektronenakzeptors zu wachsen. Offen

bar war in diesen zwei Sulfatreduzierern eine Energiekonservie

rung nur durch Elektronentransport moglich, wahrend die phos

phoroklastische Spaltung von pyruvat nicht fur eine ATP-Gewin

nung genutzt werden konnte.

Auch Lactat erlaubte einigen Sulfatreduzierern ein Wachs tum in

Abwesenheit eines Elektronenakzeptors. Dieses Garungswachstum

wurde auf eine Bildung fllichtiger Fettsauren untersucht, wobei

Acetat und Propionat als Produkte gefunden wurden. Bei der Ver

garung von Lactat durch Propionibacterium oder Clostridium
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propionicum werden Acetat und propionat in einem molaren Ver

haltnis von 1: 2 gebildet (BARKER, 1956, S. 73). Die untersuch

ten Sulfatreduzierer bildeten hingegen mehr Acetat, als der be

kannten Propionsaure-Garung entsprache (5. Tab. 23). Extrem~

Beispiele sind die mit Benzoat isolierten Sulfatreduzierer 1be1

und 3be13, die mehr als 6mal bzw. mehr als 8mal soviel Acetat

wie Propionat bildeten. Daher muB angenommen werden, daB bei

der beobachteten Vergarung von Lactat die abgespaltenen Reduk

tionsaquivalente noch in Form weiterer, nicht nachgewiesener

Verbindungen ausgeschieden wurden. Eine zusatzliche Eildung von

Butyrat aus Lactat, wie bei bestimmten Clostridien (AZOVA,

1959; KUTZNER, 1963/64) oder Pansenbakterien (BARNETT und REID,

1961, S. 44, 59 - 65; HUNGATE, 1966, S. 76, 77), wurde jedoch

nicht beobachtet. 1m FaIle der Stamme 1be1 und 3be13 ist auch

denkbar, daB uberschussige Reduktionsaquivalente fur eine Re

duktion von CO 2 zu Acetat verwendet wurden, denn diese Stamme

vermochten auch autotroph zu wachsen (5. C.5.); so konnte auch

erklart werden, weshalb gerade diese zwei Sulfatreduzierer aus

Lactat viel mehr Acetat als Propionat bildeten. Die Frage nach

der Stochiometrie der Lactat-Vergarung durch die neu isolierten

Sulfatreduzierer kann jedoch zunachst noch nicht beantwortet

werden, denn im Rahmen dieser Arbeit wurde von genaueren Analy

sen zur Aufstellung von Garungsbilanzen abgesehen. Es fallt je

doch auf, daB aIle zum Garungswachstum auf Lactat fahigen Sul

fatreduzierer in Gegenwart eines Elektronenakzeptors Propionat

oxidieren konnten; allerdings konnten nicht aIle Stamme, die zu

einer Verwertung von Propionat fahig waren, auch Lactat verga

reno Die enzymatische Ausstattung fur einen Abbau von Propionat

erlaubte es offenbar in einigen Fallen, beim Fehlen des exter

nen Elektronenakzeptors auch umgekehrt Propionat als ein Ga

rungsprodukt zu bilden; dieses ist als stark reduzierte Verbin

dung eine geeignete Ausscheidungsform fur Reduktionsaquivalen

teo Eine Vergarung von Lactat ist in der Vergangenheit bereits

einmal erwahnt worden: SENEZ (1954) zeigte, daB Desulfovibrio

desulfuricans Lactat zu vergaren vermochte, allerdings extrem
langsam.
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Fumarat konnte, soweit gepruft wurde, von dreien der isolierten

Sulfatreduzierer als Elektronendonator verwertet werden, und

zwar von den stammen 5ac10, 3be13 und 4be13; beim Fehlen eines

Elektronenakzeptors vermochte von diesen Sulfatreduzierern je

doch nur Stamm 3be13 durch Dismutierung von Fumarat zu wachsen;

auch hier war Acetat das vorherrschende Garungsprodukt, ahnlich

wie bereits bei der Vergarung von Lactat durch denselben Stamm.

Daneben wurden noch Propionat und Succinat nachgewiesen. Pro

pionat k6nnte durch Decarboxylierung aus Succinat entstanden

sein, welches neben Acetat wahrscheinlich das ursprungliche

Produkt der Disproportionierung von Fumarat war. Genaue Ga

rungsbilanzen warden nicht ermittelt.

Eine Vergarung von Malat durch einen der untersuchten Sulfatrc

duzierer wurde nicht beobachtet. Der fadige Stamm 4be13 ver

mochte Malat nur in Gegenwart von Sulfat zu verwerten. Aller

dings wurde noch nicht jeder isolierte SUlfatreduzierer. auf die

Fahigkeit zur Verwertung von Malat gepruft.

2. Taxonomische Einordnung der neu isolierten Sulfatreduzierer

Bereits di.e bisher bekannten Sulfat-reduzierenden Bakterien

stellten in morphologischer Hinsicht eine uneinheitliche Gruppe

dar. Weil morphologische Merkmale bisher zu den wichtigsten

Kriterien fur eine Klassifizierung zahlten, muBte die Gruppe

der Sulfatreduzierer in verschiedenen Gattungen beschrieben

werden: Die Gattung Desulfovibrio (POSTGATE und CAMPBELL, 1966)

enthielt zunachst nur Arten mit vibrioider Zellform, die alle

unfahig waren, Sporen zu bilden. Spater wurden auch zwei stab

chenformige Sulfatreduzierer in nicht ganz treffender Weise als

Desulfovibrio thermophilus (ROZANOVA und KHUDYAKOVA, 1974) bzw.

Desulfovibrio baculatus (ROZANOVA und NAZINA, 1976) beschrieben

und somit dieser Gattung zugeordnet. Stabchenformiqe Sulfatre

duzierer, die Sporen zu bilden vermochten, wurden in der Gat

tung Desulfotomaculum (CAMPBELL und POSTGATE, 1965) zusammenge

faBt. Der als neue Art einer neuen Gattung beschriebene Sulfat

reduzierer Desulfomonas pigra (MOORE et al., 1976) bildete

stabchenf6rmige Zellcn, glich aber bezUglich einiger Merkmale

auch den Desulfovibrio-Arten.

Vibrioide und stabchenf6rmige Zellen schienen somit die morpho

logischen Typen Sulfat-reduzierender Bakterien zu sein, die mit

den ublicherweise verwendeten Substraten, wie Lactat, Pyruvat,

~thanol oder Malat, bevorzugt angereichert wurden. Erst unter

den selektiven Bedingungen mit Fettsauren oder Benzoat als or

ganischen Substraten traten auch Sulfatreduzierer mit noch an

deren Zellformen hervor. Bei einer taxonomischen Beschreibung

dieser Stamme 5011 jedoch die Zahl neuer Gattungen nach M6g

lichkeit niedrig gehalten werden. Daher wird versucht, die Be

schreibung der bekannten Gattungen so zu erweitern, daB die

Merkmale auch eine Einordnung einiger der neuen Stamme erlau

ben. Die Sulfatreduzierer mit zitronenf6rmigen, coccoiden, Sar

cinen-bildenden und Filament-bildenden Zellen machen jedoch

eine Beschreibung neuer Gattungen erforderlich, denn diese mor

phologischen Merkmale sind von denen der bisher bekannten Arten

recht verschieden.

Weitere fur die Klassifizierung wichtige Merkmale sind das Ver

halten gegenuber der Gram-Farbung und der GC-Gehalt der DNS.

Arten einer Gattung sollten sich bei der Gram-Farbung einheit

lich Gram-negativ oder Gram-positiv verhalten sowie keine all

zugroBen Differenzen im GC-Gehalt aufweisen.

Ernahrungsphysiologische Merkmale haben nur in bestimmten Fal

len eine groBere Bedeutung fUr die Taxonomie: So wurden zum

Beispiel phototrophe Bakterien, Methanbakterien oder auch Sul

fat-reduzierende Bakterien zuerst im Hinblick auf die physiolo

gische Fahigkeit bearbeitet, die den drei Gruppen ihre Namen

gegeben hat; diese hervorstechenden physiologischen Merkmale

waren bei der Klassifizierung der genannten Bakterien ein ent

scheidendes Ordnungsprinzip, das sogar noch bei der Aufstellung

von Gattungen mitwirkte. Die Bedeutung solcher spezifischen

physiologischen Merkmale fUr die Taxonomie zeigt sich im Falle

der Sulfat-reduzierenden Bakterien zum Beispiel bei der hypo-



thetischen vorstellung, die bekannten Desulfovibrio-Arten waren

bislang nur mit Garsubstraten isoliert worden, und die Fahig

keit zur dissimilatorischen Sulfatreduktion ware noch nicht

entdeckt worden; sicherlich waren diese Bakterien dann nicht in

einer Gattung zusammengefaBt, sondern unterschiedlichen Gruppen

zugeordnet worden. Alle ubrigen wachstums- und ernahrungsphy

siologischen Eigenschaften Sulfat-reduzierender Bakterien, wie

das jeweilige pll- und Temperatur-Optirnum, das Bedurfnis fur

Vitamine und andere Wachstumsfaktoren sowie die Fahigkeit zur

Verwertung verschiedener Elektronendonatoren sind zwar wichtige

stamm- oder artspezifische Merkmale; fur eine Gattungsbeschrei

bung sind diese Eigenschaften jedoch unwesentlich. So vermoch

ten zum Beispiel etliche der neuen, morphologisch unterschied

lichen Stamme auBer Fettsauren bzw. Benzoat auch Lactat, pyru

vat oder ~thanol zu verwerten (s. Tab. 7 - 9), also die bevor

zugten Substrate der bekannten Arten.

Das Vorhandensein von Cytochrom c 3 hatte sich als spezifisches

Merkmal der Gattung Desulfovibrio erwiesen (POSTGATE und

CAMPBELL, 1966; LeGALL und POSTGATE, 1973). Dagegen ist eine

Pigmentanalyse, bei der nur zwischen b- und c-Typ-Cytochromen

unterschieden wird, fur eine Taxonomie unzureichend; denn so

wohl in Desulfovibrio- als auch Desulfotomaculum-Arten kommen

b- und c-Typ-Cytochrome zusammen vor (HATCHIKIAN, 1972 b;

JONES, 1972). Ebenso enthielten alle neu isolierten Sulfatredu

zierer, deren Pigmente untersucht wurden, mit Ausnahme von

Stamm 1ac2 Cytochrome vom b- und c-Typ zusammen (5. Tab. 12),

wenngleich auch in unterschiedlichen Megenverhaltnissen. Sollte

also eine Klassifizierung Sulfat-reduzierender Bakterien auf

grund von Cytochromen moglich sein, so nur dann, wenn diese

aufgetrennt, spektrophotometrisch untersucht und chemisch cha

rakterisiert werden. Von derartigen Analysen wurde jedoch in

dieser Arbeit abgesehen. Somit bleibt auch noch die Frage offen,

ob die mit Butyrat, Palmitat und Stearat isolierten vibrioiden

Stamme aile Cytochrom c 3 enthielten.

Die Sulfit-Reduktase Desulfoviridin galt anfangs als ein weite

res charakteristisches Merkmal der Gattung Desulfovibrio.
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MILLER und SALEH (1964) zeigten jedoch, daB ein Stamm von

Desulfovibri,~ desulfuricans (Norway 4) kein Desulfoviridin ent

hielt; in diesem Sulfatreduzierer wurde spater die Sulfit-Re

duktase Desulforubidin gefunden (LEE et al., 1973 a). Von den

zehn vibrioiden Stammen der neu isolierten Sulfatreduzierer

enthielt nur Stamm 1bu8 Desulfoviridin. Dartiber hinaus wurde

dieses grtine Pigment noch in dem fadigen, gleitenden Stamm

5ac10 und dem coccoiden Stamm 1be1 gefunden, also sogar in Sul

fatreduzierern, die morphologisch weder mit Desulfovibrio noch

untereinander in Beziehung standen (s. Abb. 13, 14, 18 und 29).

Die in Desulfotomaculum nigrificans entdeckte Sulfit-Reduktase

P-582 (TRUDINGER, 1970) wurde zwar auch in einem Stamm (lac2)

gefunden, der morphologische Merkmale der Gattung Desulfotoma

culum aufwies und bereits als Desulfotomaculum acetoxidans be

schrieben wurde (WIDDEL und PFENNIG, 1977); weiterhin enthiel

ten aber der dicke, fadige Sulfatreduzierer 4be13 und wahr

scheinlich auch der vibrioide Stamm 1pa3 das Pigment P-582

(s. C.3.4.3.). Daher kann ein Vorhandensein der Sulfit-Redukta

sen Desulfoviridin, P-582 oder auch Desulforubidin nur als

stammspezifische, allenfalls noch artspezifische Eigenschaft

gewertet werden, nicht jcdoch als Cattungsmerkrnal.

1m folgenden sind die neu isolierten Sulfatreduzierer nach mor

phologischen Gesichtspunkten (5. Tab. 6 und Abb. 7 - 34) nach

einander einzeln oder in Gruppen aufgeftihrt. In dieser Aufstel

lung wird erortert, welche Stamme aufgrund der unter C.3. er

haltenen Daten in eine der bekannten Gattungen eingeordnet wer

den konnen, und welche Stamme eine Beschreibung neuer Gattungen

erforderlich machen.

Stabchenformige bis ovale Sulfatreduzierer

Stamm 1ac2. Die Zellform und die Fahigkeit zur Bildung von Spo

ren (5. Abb. 7) sprechen fUr eine Einordnung als Desulfotomacu

lUffi, ebenso die negative Gram-Farbung. Auch der GC-Gehalt der

DNS von 37,5 mol% weicht nur wenig von dem der anderen Desulfo

tomaculum-Arten ab, bei denen er zwischen 41,7 und 45,5 mol%
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lag. Daher wurde Stamm 1ca2 als Desulfotomaculum acetoxidans

beschrieben (WIDDEL und PFENNIG, 1977). Die in Stamm 1ac2 nach

gewiesenen Pigmente, b-Typ-Cytochrome und p-582, stellen inner

halb der Gattung keine neuen Merkmale dar. Dagegen ist aufgrund

der BegeiBelung und der Ernahrungsphysiologie eine Erweiterung

der Gattungsbeschreibung notwendig: Die bekannten Arten waren

peritrich begeiBelt und oxidierten ihre Substrate unvollstan

dig. Stamm 1ac2 war polar begeiBelt (s. Abb. 8) und vermochte

Acetat zu verwerten und auch andere Substrate vollstandig zu

oxidieren.

Stamme 2ac9, 3ac10 und 4ac11. Eine Bildung von Sporen wurde in

diesen mit Acetat isolierten Stammen nie beobachtet. Insbeson

dere die ovalen Zellen der Stamme 2ac9 und 4ac11 waren sehr ge

drungen (5. Abb. 9 und 12) und zeigten somit kaum Ahnlichkeit

mit den schlanken Zellen der Desulfotomaculum-Arten. Von den

drei Stammen wurde bisher nur Stamm 2ac9 auf Pigmente und den

GC-Gehalt der DNS geprlift. Daher liegt es nahe, zuerst diesen

Sulfatreduzierer als neue Art einer neuen Gattung zu beschrei

ben. Als Artbezeichnung wird Desulfobacter postgatei vorge

schlagen. vermutlich lassen sich auch die Stamme 3ac10 und

4ac11 in diese Gattung einordnen, doch ware zuvor auch der GC

Gehalt der DNS dieser Stamme zu ermitteln.

Stamm 2be1. In morphologischer Hinsicht erinnert dieser mit

Benzoat isolierte Sulfatreduzierer (5. Abb. 30) an die gedrun

genen Zellen der Stamme 2ac9 und 4be11. Ein groBer Unterschied

besteht jedoch darin, daB sich Stamm 2be1 Gram-positiv verhielt

und somit als Vertreter einer eigenen neuen Gattung anzusehen

ist; die librigen Stamme mit dieser Zellform waren Gram-negativ.

Pigmente und der GC-Gehalt wurden in Stamm 2be1 noch nicht be

stimmt. Ferner ware nach einer treffenden taxonomischen Be

zeichnung zu suchen.

Stamme 1pr3, 2pr4 und 3pr10. Die Zellen der drei mit Propionat

isolierten Stamme waren alle einheitlich groB. Die Unterschiede

in der Zellform konnen als Abwandlungen eines morphologischen

Grundtyps, des Kurzstabchens, aufgefaBt werden. Stamm 1pr3 hat

te liberwiegend spitze Enden, sodaB die Zellen im UmriB zitro

nen- oder zwiebelformig wirkten (s. Abb. 15). Bei Stamm 2pr4

kam diese Gestalt seltener zum Ausdruck, die Zellen hat ten hau

figer runde Enden. Stamm 3pr10 bildete fast nur runde Zellenden

aus (s. Abb. 17), wahrend zitronenformige Zellen die Ausnahme

waren. Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit ist es wahr

scheinlich, daB alle drei Sulfatreduzierer in die gleiche Gat

tung eingeordnet werden konnen. Die stets sehr gedrungene Zell

gestalt und die Tatsache, daB nie eine Sporenbildung beobachtet

wurde, sprechen gegen eine Einordnung als Desulfotomaculum.

Stamm 1pr3 wurde bereits auf Cytochrome und den GC-Gehalt der

DNS geprlift; der verhaltnismaBig hohe GC-Gehalt von 59,9 1001%

weicht ebenfalls erheblich von dem der Desulfotomaculum-Arten

(s. 0.) abo Flir Stamm 1pr3 als der ersten Art einer neuen Gat

tung wird der Name Desulfobulbus propionicus vorgeschlagen.

Vibrioide Sulfatreduzierer

Mit Butyrat und den hoheren Fettsauren wurden vibrioide Sulfat

reduzierer unterschiedlicher GroBe isoliert. Die Sulfatreduzie

rer mit den Stamrnbezeichnungen 4bu10 (Abb. 21), 2pa3 (Abb. 24),

3pa8 (Abb. 25) und Spa13 (Abb. 27) waren haufig oval bis stab

chenformig, also nicht immer sofort als vibrio ide Zellen zu er

kennen; unter veranderten Kulturbedingungen, wie bei extremen

pH-Werten, hoheren Temperaturen oder anderen Substraten, kam

aber auch hier der vibrioide Charakter deutlich zum Ausdruck.

Die veranderliche Zellgestalt vibrioider Sulfatreduzierer steht

durchaus im Einklang mit alteren Erfahrungen: BUTLIN et al.

(1949 b) berichteten, daB die Zellen Sulfat-reduzierender Bak

terien in frlihen Kulturen zunachst stabchenformig oder gar

coccoid aussahen; in Folgepassagen wurde dann die Vibrioform

beobachtet.

Stamme 1bu8, 2bu10, 3bu10, 4bu10, 1pa3, 2pa3, 3pa8, 4pa10 und

Spa13. Von den neu isolierten vibrioiden Sulfatreduzierern wur

de bisher nur Stamm 1pa3 auf Cytochrome und den GC-Gehalt der



DNS gepruft; der GC-Gehalt von 52,7 mol% erlaubt eine Einord

nung in die Gattung Desulfovibrio, fur deren Arten ein GC-Ge

halt zwischen 46,1 und 61,2 mol% angegeben wird. Wahrscheinlich

konnen auch die ubrigen vibrioiden Sulfatreduzierer in dieselbe

Gattung eingeordnet werden. Die Gattung enthielte dann neben

Stamm "Norway 4" der Art Desulfovibrio desulfuricans (MILLER

und SALEH, 1964) etliche weitere Stamme, die kein Desulfoviri

din enthalten (5. Tab. 14). Eine neue ernahrungsphysiologische

Eigenschaft in der Gattung Desulfovibrio ware die Fahigkeit zur

Verwertung von Fettsauren. Alle mit Butyrat und Palmi tat iso

lierten vibrioiden Stamme oxidierten ihre Substrate wie die be

kannten Desulfovibrio-Arten unvollstandig. Der bereits einge

hender untersuchte Stamm 1pa3 erhalt die Bezeichnung Desulfo

vibrio sapovorans.

Stamm lst1. Dieser mit Stearat isolierte Sulfatreduzierer ist

der erste in Reinkultur vorhandene vibrioide Stamm mit der Fa

higkeit zur vollstandigen Oxidation sowie auch zu autotrophem

Wachstum (5. C.5.). Eine taxonomische Beschreibung als Desulfo

vibrio wtirde daher in ernahrungsphysiologischer Hinsicht eine

entscheidende Erweiterung der Gattungsbeschreibung bedeuten.

Fur den Fall, daB der noch zu bestimmende GC-Gehalt diese Klas

sifizierung erlaubt, wird der Name Desulfovibrio baarsii vorge-

schlagen.

Coccoide Sulfatreduzierer

Stamm 1be1. Der mit Benzoat isolierte Stamm stellt einen neuen

t d Sulfat-reduz~erenden Bakterienmorphologischen Typ un er en ~

29) Z h tt BUTLIN et al. (1949 b) schon ein-dar (s. Abb. . war a en

mal coccoide Sulfatreduzierer beobachtet; solche Zellformen

waren jedoch nur in frlihen Stadien aufgetreten und entwickelten

sich in Folgepassagen zu den bekannten vibrioiden Typen. In den

Kulturen von Stamm 1be1 wurden dagegen nie andere als coccoide

Zellen gefunden; die Coccenform war auch in den Teilungsstadien

zu erkennen. Stamm 1be1, der auBer Benzoat noch eine groBe Zahl

verschiedenartiger organischer Verbindungen zu verwerten und
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vollstandig zu oxidieren vermochte, stellt somit eine neue Art

einer neuen Gattung dar und wird als Desulfococcus multivorans

beschrieben.

S~rcinen-ahnliche Sulfatreduzierer

Stamm 3be13. Die freischwebenden Einzelzellen dieses Sulfatre

duzierers waren oval und somit den Stammen 2ac9 und 4ac11 ahn

lich. Die Fahigkeit dieses Stammes, auch in Form kompakter,

Sarcinen-ahnlicher Zellaggregate zu wachsen (5. Abb. 31), muB

dagegen als eine neue morphologische Eigenschaft unter Sulfat

reduzierenden Bakterien gelten. In marinen Anreicherungen fur

Sulfatreduzierer mit Acetat wurden schon einmal Sarcinen-annli

che Zellanhaufungen beobachtet (S. C. RITTENBERG, personliche

Mitteilung); Reinkulturen mit dieser morphologischen Eigen

schaft waren jedoch bislang nicht bekannt. Stamm 3be13 wird da

her als neue Art einer neuen Gattung beschrieben und erhalt die

taxonomische Bezeichnung Desulfosarcina variabilis.

Filament-bildende, gleitend bewegliche Sulfatreduzierer

Stamme 5ac10 und 4be13. Diese fadigen, gleitenden Stamme sind

zweifellos diejenigen Sulfatreduzierer, die im Vergleich zu al

len anderen die groBten morphologischen Unterschiede aufweisen

(5. Abb. 13, 14, 32 - 34). Der GC-Gehalt wurde bei Stamm 5acl0

zu 34,5 mol% und bei Stamm 4be13 zu 41,6 mol% bestimmt; daher

ist es vertretbar, wenn beide Stamme in dieselbe Gattung einge

ordnet werden. Fadige, gleitende Bakterien ahnlicher Morpholo

gie wurden' zuvor von SKUJA (1956; 1974) als Schlammbewohner in

Binnengewassern beobachtet und unter der Gattung Achroonema zu

sammengefaBt. SKUJAs Beschreibungen und Handzeichnungen der Ar

ten Achroonema splendens und Achroonema macromeres treffen in

vielen Punkten auch auf Stamm 5ac10 bzw. Stamm 4be13 zu. Die

Physiologie dar Achroonema-Artcn blieb jedoch ganzlich unbe

kannt, und auch Reinkulturen wurden nie isoliert. Somit ist

auch nicht festzustellen, ob es sich bei den vormals beobach-
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Erweiterung bekannter Gattungen und Benennung neuer Arten:

teten Achroonema-Arten urn Sulfatreduzierer gehandelt hat. Urn

nun die neu isolierten Stamme SaclO und 4be13 in der taxonomi

schen Bezeichnung als Sulfatreduzierer zu kennzeichnen, wird

die neue Gattung Desulfonema eingefUhrt; Stamm SaclO wird als

Desulfonema limicola beschrieben und Stamm 4be13 als Desulfo-

nema magnum.

Desulfosarcina:

unbenannte Art:

Desulfosarcina variabilis, Stamm 3be13

Stanun 2bel

Desulfotomaculum: Desulfotomaculum acetoxidans, Stanun lac2

Benennung neuer Gattungen und neuer Arten:

Zusanunenfassende Darstellung der taxonomischen Einordnung

AbschlieBend sei noch einmal in einer kurzen Ubersicht zusam

mengefaBt, welche der mit Fettsauren bzw. Benzoat isolierten

Sulfatreduzierer als neue Arten neuer Gattungen benannt wurden,

und welche als neue Arten in die bekannten Gattungen aufgenom-·

men wurden. AufgefUhrt sind auch die Stanune, die noch keine

taxonomischen Namen erhalten haben. Diese Stanune konnen wahr

scheinlich bis auf den Gram-positiven Stamm 2be1 ebenfalls den

neuen bzw. bekannten Gattungen zugeordnet werden; eine endgUl

tige Entscheidung darUber ware allerdings erst nach der Ermitt

lung der GC-Werte moglich.

1m spateren Teil F. dieser Arbeit, "DESCRIPTION OF SPECIES",

werden die neuen bzw. erweiterten Gattungen mit den neuen Arten

in der Weise beschrieben, die fUr "Bergey's Manual of Determi

native Bacteriology" Ublich ist. Die bekannten Gattungen Desul

fovibrio und Desulfotomaculum wurden in diesem Handbuch bisher

nicht zusanunenhangend dargestellt; Desulfovibrio war unter

"Gram-negative anaerobic bacteria (rods)" und Desulfotomaculum

unter "Endospore-forming rods and cocci" zu finden. WUrde man

e1n entsprechendes Ordnungsprinz1p auch auf die neu benannten

Gattungen anwenden, so kame es infolge der morphologischen

Vielfalt der nunmehr bekannten Sulfatreduz1erer zu einer weite

ren Aufsplitterung dieser Bakteriengruppe. Bei einer solchen

Aufteilung bliebe aber unberlicksichtigt, daB die Fahigkeit, un

ter streng anaeroben Bedingungen SuI fat als Elektronenakzeptor

zu verwerten, ein sehr wesentliches Merkmal ist; denn allein

aufgrund dieser physiologischen Eigenart werden Sulfatreduzie

rer erkannt und identifiziert. In der Fahigkeit zur dissimila

torischen Reduktion von Sulfat zu Schwefelwasserstoff liegen

sowohl das rein wissenschaftliche Interesse an diesen Bakterien

als auch deren okologische Bedeutung begrlindet. Daher ist zu

empfehlen, die Gattungen im Zusanunenhang und aufeinanderfolgend

Desulfovibrio sapovorans, Stamm lpa3;

zu der Gattung gehoren moglicherweise

auch "Desulfovibrio baarsii", Stanun 1st1,

sowie die Stanune lbu8, 2bul0, 3bulO,

4bu10, 2pa3, 3pa8, 4pa10 und Spa13.

Desulfovibrio:

Desulfonema limicola, Stanun Sac10;

Desulfonema magnum. Stamm 4be13.

Desulfococcus multivorans, Stamm lbel

Desulfobulbus propionicus, Stamm lpr3;

zu der Gattung gehoren moglicherweise

auch die Stamme 2pr4 und 3pr10

Desulfobacter postgatei, Stamm 2ac9;

zu der Gattung gehoren moglicherweise

auch die Starnme 3aclO und 4acll.

Desulfonema:~

Desulfococcus:

Desulfobulbus:

Desulfobacter:



in der physiologischen Gruppe "Sulfate-reducing bacteria" dar

zustellen; in analoger Weise wurde bereits mit den phototrophen

Bakterien und den Methanbakterien verfahren.

3. Die dissimilatorische Sulfatreduktion mit Acetat als Elek

tronendonator - Versuch einer Deutung aus bioenergetischer

Sicht

Die Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien zur Verwertung von

Acetat und hoheren Fettsauren als Elektronendonatoren wurde

bisher nicht nur aus dem Grunde angezweifelt, weil es an posi

tiv verlaufenen Anreicherungsversuchen gefehlt hat; auch aus

biochemischen und energetischen Uberlegungen stellte man eine

derartige Stoffwechselleistung bei Sulfat-reduzierenden Bakte

rien haufig in Frage (s. A.2.4.). Nunmehr wurden aber mit Acetat

und hoheren Fettsauren sagar etliche Sulfatreduzierer in Rein

kultur isoliert. Somit ist die Frage von Interesse, durch wel

che Reaktionsmechanismen in diesen Sulfatreduzierern ATP gewon

nen wurde, und wie der Widerspruch zu den bisherigen biochemi

schen Hypothesen zu erklaren ist.

Direkte Experimente zur Aufklarung der Stoffwechselwege wurden

in dieser Arbeit nicht durchgeflihrt. Eine indirekte Moglich

keit, Hinweise auf Mechanismen der ATP-Gewinnung zu erhalten,

besteht in der Auswertung von Ertragsmessungen. Aber auch sol

che Berechnungen waren hier nur in recht begrenztem Umfange

moglich, denn aus den stochiometrischen Versuchen wurden aus

schlieBlich Ertragskoeffizienten flir endliche, d. h. reale

Wachstumraten ermittelt. Ein Zusammenhang zwischen der ATP-Ge

winnung und dem Ertragskoeffizienten kann aber erst dann erwar

tet werden, wenn dieser durch Extrapolation auf unendlich hohe

Wachstumsraten als sogenannter ymax_Wert bestimmt wird; erst in

diesem (theoretischen) Grenzfall fallt der sogenannte Erhal

tungsstoffwechsel nicht mehr ins Gewicht, sodaB man ymax als

direkt proportional zur gewonnenen Menge ATP betrachten darf.

Nach dieser Vorgehensweise bestimmten BADZIONG und THAUER

(1978) die ATP-liefernden Schritte in Desulfovibrio vulgaris
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mit molekularem Wasserstoff als Elektronendonator und Acetat

als Kohlenstoffquelle. Bioenergetische Untersuchungen mit Hilfe

von ymax_werten waren bisher deshalb moglich, weil der Propor

tionalittitsfaktor zwischen ymax und der allein flir die Zellsyn

these benotigten Menge ATP, d. h. der gegen den Erhaltungsstoff

wechsel korrigierten Menge ATP, berechnet wurde; diesen Propor

tionalitatsfaktor bezeichnet man als y:;; . Flir ein gegebenes

SUbstrat, z. B. Glucose + Ammonium, wurde y~;; haufig als eine

Art "mikrobielle KOnstante" angesehen. STOUTHAMER (1979) zeigte

jedoch in neueren Untersuchungen, daB es bei ein und demselben

Bakterium unter verschiedenen Umweltbedingungen zu groBeren Un

terschieden im Ertragskoeffizienten kommen kann, und daB man

auch flir verschiedene Bakterien bei denselben Umweltbedingungen

bisweilen stark abweichende Ertragskoeffizienten erhalt; fer

neI" wurde von erheblichen Differenzen zWischen berechneten und

gemessenen Ertragskoeffizienten berichtet. Nicht zuletzt auch

aus diesem Grunde soll hier davon abgesehen werden, aus den er

haltenen Ertragen auf die Phosphorylierungsschritte bei der

Oxidation der einzelnen Substrate durch die isolierten Sulfat

reduzierer zu schlieBen. Stattdessen wird im folgenden zunachst

versucht, die Thermodynamik derjenigen Einzelreaktionen darzu

stellen, die heute als Grundprinzip der dissimilatorischen Sul

fatreduktion gelten, und den Bezug zur Gesamtreaktion aufzuzei

gen. Aus thermodynamischen Daten kann zwar grundsatzlich nicht

auf den Mechanismus, also den Weg der Reaktion geschlossen wer

den; ist dieser jedoch aus anderen Untersuchungen bekannt ge

worden, so lassen sich energetische Betrachtungen zu den Teil

reaktionen innerhalb der Gesamtreaktion anstellen. Die Gesamt

reaktion ist als Ubergang von einem makroskopischen Anfangszu

stand in einen Endzustand thermodynamisch erfaBbar. Bisherige

Zweifel an einer Oxidation von Fettsauren durch Sulfatreduzie

rer konnten gerade dadurch aufgekommen sein, daB die Energie

bilanzen von Teilreaktionen wahrend der Sulfatreduktion falsch

aufgefaBt wurden.

Fur die Berechnungen wird als Elektronendonator Acetat einge

setzt, denn dieses stellt unter anaeroben Bedingungen bereits
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ein recht "energiearmes", stabiles Ausscheidungsprodukt dar,

dessen Verwertung als Elektronendonator fur die Sulfatreduktion

energetisch noch ungunstiger ist als die Oxidation h6herer

Fettsauren (vgl. WAKE et al., 1977). Wenn nun gezeigt werden

kann, daB die beobachtete Sulfatreduktion mit Acetat bioenerge

tisch durchaus verstandlich ist, so durfte im FaIle der h6heren

Fettsauren urn so weniger ein Widerspruch zwischen Beobachtung

und Theorie bestehen. Nach der Aufstellung der Energiebilanzen

zur Sulfatreduktion solI dann gepruft werden, inwieweit die

aufgestellten Hypothesen bereits durch die Ertragskoeffizienten

bestatigt werden k6nnen, die in dieser Arbeit nur fur endliche

Wachstumsraten ermittelt wurden. Bei den Ertragsmessungen mit

Acetat (s. C.4.1.) wurde namlich nicht nur Sulfat als Elektro

nenakzeptor eingesetzt, sondern auch Sulfit, welches das erste

Intermediarprodukt der Sulfatreduktion nach der Aktivierung zu

APS ist.

3.1. Irreversible und reversible Stoffwechselschritte

Als den ersten Schritt der dissimilatorischen Sulfatreduktion

erkannte PECK (1959; 1962 a) die Bildung von APS (s. A.2.3.)

aus Sulfat unter Abspaltung von Pyrophosphat. Man nimmt heute

an, daB jedes Sulfat-reduzierende Bakterium den Reduktionsvor

gang auf diese Weise einleitet. Das weitere Schicksal des Pyro

phosphats wurde vielfach in einer Hydrolyse zu Orthophosphat

gesehen; THAUER et al. (1977) sowie BADZIONG und THAUER (1978)

wiesen jedoch darauf hin, daB Pyrophosphat ganz oder zumindest

zum Teil noch fur weitere Phosporylierungsreaktionen genutzt

werden k6nnte. APS wird unter Aufnahme von zwei Reduktionsaqui

valenten zu Sulfit reduziert, wobei AMP freigesetzt wird. Die

Bildung von APS wird auch Sulfataktivierung genannt; weil dabei

ATP verbraucht wird und dieses nach dem ersten Reduktions

schritt als AMP und Pyrophosphat oder gar Orthophosphat vorzu

finden ist, wuide die Sulfataktivierung haufig mit dem Attribut

"energieaufwendig" versehen. Bereits in der Wahl dieser Be

zeichnung kommt zum Ausdruck, wie der erste Schritt der Sulfat

reduktion energetisch verstanden wurde: Die Sulfataktivierung
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wurde leicht in die Klasse biochemischer Reaktionen gestellt,

fur welche die Bezeichnung "energieaufwendig" ganz offensicht

lich zutrifft. So ist zum Beispiel die Stickstoffixierung ohne

Frage ein "energieaufwendiger" ProzeB. Die Reduktion von N
2

zu

NH3 ist mit etlichen Elektronendonatoren, wie auch mit H
2

von

1 atm Druck, ein exergonischer Vorgang; dennoch werden fur die

Reduktion von 1 mol N2 fast immer mehr als 10 mol ATP ver

braucht. Ein weiteres Beispiel fur einen energetisch kostspie

ligen ProzeB ist der Calvin-Cyclus. Andere Mechanismen flir eine

autotrophe CO 2-Fixierung zeigen namlich (s. 4.2.), daB eine

vollstandige Synthese organischer Zellbestandteile aus CO
2

auch

mit einem geringeren Verbrauch von ATP m6g1ich ist.

In "energieaufwendigen" Reaktionen wird die freie Enthalpie aus

dem UbermaB an ATP nicht in den Produkten als weiterhin nutzbar

konserviert, sondern irreversibel als Entropie entwertet. Nun

ist in diesem Sinne der gesamte biochemische ProzeB eines jeden

Lebewesens thermodynamisch irreversibel. Eine Reaktion, die

nicht insgesamt zur Erh6hung der Entropie des Systems und sei

ner Umgebung flihrt, hat namlich von sich aus keinerlei AnlaB,

abzulaufen; Reaktanten und Produkte stehen dann miteinander im

Gleichgewicht. Chemisches Gleichgewicht bedeutet also, daB

makroskopisch kein Bruttoumsatz stattfindet, der tiber irgend

einen Kopplungsmechanismus auch nur die geringste Nutzarbeit zu

leisten verm6chte: Die freie Enthalpie eines solchen Systems

ist gleich Null. In lebenden Systemen wird durch die Zellsyn

these ein Ordnungszustand geschaffen, dem eine geringere Entro

pie zukommt als dem Substrat vor der Assimilation; die Syn

thesereaktionen sind jedoch m6g1ich, weil die damit einherge

hende Verminderung der Entropie liberkompensiert wird durch den

Anteil an Entropie, welche der Energiestoffwechsel in die Umge

bung tragt. Allerdings sind auch einige biochemische Einzelre

aktionen bekannt, die zu keiner oder nur einer minimalen Erho

hung der Entropie von System und Umgebung flihren und fur sich

einen Gleichgewichtszustand darstellen (s. THAUER et al., 1977).

Dennoch k6nnen auch solche Reaktionen standig in derselben

Richtung ablaufen, weil deren Produkte innerhalb eines irrever-



siblen Gesamtprozesses weiter umgesetzt werden; aus dem Bestre

ben der betreffenden Reaktion, das Gleichgewicht wieder zu er

reichen, werden die Produkte laufend neu gebildet. Durch Veran

derung der Konzentrationsverhaltnisse zwischen Reaktanten und

Produkten einer im Gleichgewicht befindlichen Reaktion kommt es

also zu einem Bruttoumsatz, sodaB man bei den veranderten Kon

zentrationen einen von Null verschiedenen Wert fUr die freie

Enthalpie angeben kann. Weil die Richtung von Gleichgewichts

reaktionen jederzeit durch geringfUgige Anderungen der Konzen

trationsverhaltnisse bestimmt werden kann, spricht man auch von

reversiblen Reaktionen. tiber reversible Reaktionen als Teilre

aktionen wird keine freie Enthalpie des Gesamtprozesses als

Entropie entwertet.

In lebenden Systemen sind also sowohl ausgesprochen irreversib

le als auch reversible Einzelreaktionen moglich; extreme Bei

spiele fUr erstere sind die genannte Stickstoffixierung und der

Calvin-Cyclus. Stickstoffixierung und Calvin-Cyclus gehoren

beide zum Anabolismus, d. h. zu der Gruppe von bioche~ischen

Prozessen, die der Synthese von Zellmaterial dienen. je mehr

ATP ein Syntheseweg in einem Bakterium verbraucht, desto weni

ger Zellmasse kann beim Umsatz einer gegebenen Substratmenge

gebildet werden. Eine obere Grenze fUr den Energieaufwand fUr

eine Reaktion des Anabolismus existiert jedoch nicht, das Ver

haltnis des bei der ATP-Gewinnung umgesetzten Substrats zur ge

bildeten Zellmasse kann, zumindest theoretisch, beliebig groB

werden. Dagegen sind dem Energieaufwand fUr Reaktionsschritte

des Katabolismus, des Energiestoffwechsels, enge Grenzen ge

setzt. Urn eine Nettosynthese von ATP zu ermoglichen, muB der in

einer Teilreaktion des Katabolismus als Entropie entwertete

Energiebetrag stets kleiner sein als die freie Enthalpie der

Gesamtreaktion. Die Forderung trifft selbstverstandlich auch

fUr die dissimilatorische Sulfatreduktion zu.
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3.2. Annahmen und Voraussetzungen fUr die thermodynamischen

Betrachtungen

Inwieweit sind nun die ersten Reaktionsschritte der Sulfatre

duktion "energieaufwendig" , also mit einer irreversiblen Um

wandlung von freier Enthalpie der Gesamtreaktion in Entropie

verbunden? Zur Beantwortung dieser Frage werden die Knderungen

der freien Enthalpie bei der Gesamtreaktion und den Teilreak

tionen berechnet, d. h.·bei der Sulfatreduktion zu Sulfid bzw.

der APS-Bildung, der APS-Reduktion und der Sulfitreduktion. Als

Elektronendonator solI Acetat eingesetzt werden (s. 0.); weil

dieses insgesamt 8 Reduktionsaquivalente (4 Elektronenpaare)

pro MolekUl abzugeben vermag, muB die Acetat-Einheit fUr die

Einzelreaktionen der Sulfatreduktion "aufgeteilt" werden. Die

ser Formalismus ist thermodynamisch zulassig, obwohl die Reduk

tionsaquivalente aus dem Acetat-Abbau in der Zelle sicherlich

auf physiologische Akzeptoren mit unterschiedlichem Redoxpoten

tial Ubertragen werden. So konnten einige der Reduktionsaquiva

lente aus dem AcetatmolekUl als Elektronendonatoren mit beson

ders negativem Redoxpotential zur VerfUgung stehen, welches fur

eine Energiekonservierung durch Elektronentransport entspre

chend gUnstig ware; eine solche Erniedrigung des Redoxpoten

tials ist aber nur auf Kosten des Redoxpotentials der restli

chen Reduktionsaquivalente aus dem Acetat moglich, das im glei

chen MaBe positiver werden muB. Wenn also die 4 Elektronenpaare

aus einem AcetatmolekUI auf unterschiedlichem Niveau in der

Redoxskala stehen, so ist deren Transport insgesamt mit dersel

ben Knderung an freier Enthalpie verbunden, die man fUr einen

Elektronentransport der 4 Elektronenpaare aus Acetat vom glei

chen Niveau berechnet.

Die Knderung der freien Enthalpie bei einer Reaktion wurde aus

den von THAUER et al. (1977) gegebenen freien Standard-Bil

dungsenthalpien nach der im Anhang gegebenen Formel berechnet.

Somit gel ten die erhaltenen Werte fUr eine Temperatur von 25 °c
und einen Druck von 1 atm. Die freie Enthalpie einer Reaktion

ist aber auch von der Aktivitat der Reaktanten und Produkte ab

hangig. FUr Standardbedingungen wurde in waBrigen Systemen eine



ktivitat von 1 mol/kg festgelegt. Nahrlosungen sind demgegen

ber stark verdlinnt, was bei der Berechnung von freien Reak

ionsenthalpien berlicksichtigt werden muB. Verdlinnte Losungen

ieten aber gleichzeitig den Vorteil, daB man die Aktivitaten

er Einfachheit halber naherungsweise durch die Konzentrationen

n mol/l ersetzen darf. Insbesondere, wenn H+- oder OH--Ionen

eaktionsteilnehmer sind, ist die freie Reaktionsenthalpie un

er physiologischen Bedingungen von der unter Standardbedingun

en sehr verschieden: H+- und OH--Ionen haben bei neutralem

H-Wert bei 25 °c eine Konzentration von 10-7 mol/LAber

uch der KonzentrationseinfluB der librigen Reaktionsteilnehmer

ann sich als Abweichung von der freien Standard-Reaktionsen

halpie bemerkbar machen und insbesondere bei schwacher exergo

ischen Reaktionen deutlich ins Gewicht fallen. In der Formel

ur Berechnung der freien Reaktionsenthalpie bei beliebigen

onzentrationen aus der freien Standard-Reaktionsenthalpie wer

en namlich die Konzentrationen der Reaktanten bzw. der Produk

e miteinander multipliziert, und die Konzentration eines Reak

anten oder eines Produkts wird mit dem stochiometrischen Koef

izienten potenziert. 1st die Anzahl der Reaktanten ungleich

£r Anzahl der produkte, und haben alle Reaktionsteilnehmer

,ine gleich hohe Konzentration unterhalb cer Standardkonzentra

.ion, so weicht die freie Reaktionsenthalpie unter den gegebe

len Bedingungen stets um einen bestimmten Betrag von der freien

itandard-Reaktionsenthalpie ab (s. Anhangl.

retzt konnte der Einwand erhoben werden, daB die Konzentra

:ionsverhaltnisse in der Bakterienzelle groBtenteils nicht be

;annt sind und somit auch nicht die genauen Werte flir die

:reie Enthalpie der Substratumsetzung unter den tatsachlichen

)hysiologischen Bedingungen. Nun gibt es aber auch flir die

;roBenordnung von Bakterienzellen keinerlei Hinweise daflir,

iaB die thermischen Konzentrationsschwankungen in Losungen im

nolekularen Bereich im Sinne von "Maxwells Damon" zu einer

~ntmischung (Entropieabnahmel addiert werden konnten, sodaB das

=ntstandene Konzentrationsgefalle zur Verrichtung von Nutzar

Jeit beitrlige. Somit gilt der zweite Hauptsatz der Thermo-

dynamik flir eine Bakterienzelle ebenso wie flir das gesamte Kul

turvolumen. Selbstverstandlich kann ein Bakterium in der Zelle

Konzentrationsverhaltnisse schaffen, die flir eine ATP-Gewinnung

glinstiger sind als die in der Nahrlosung; der damit verbundene

Transport gegen ein Konzentrationsgefalle benotigt jedoch min

destens den Betrag an freier Enthalpie, urn welchen die an

schlieBende Reaktion unter den veranderten Konzentrationsver

haltnissen exergonischer geworden ist. Die maximal flir die ATP

Synthese zur Verfligung stehende freie Enthalpie ist daher durch

den makroskopisch erfaBbaren Anfangszustand und den Endzustand

des Kulturvolumens bestimmt.

In statischen Kulturen andern sich die Konzentrationsverhalt

nisse zwischen Substraten und Produkten wahrend des Wachstums.

Die folgenden Berechnungen sol len nun dadurch vereinfacht wer

den, daB flir Acetat, Sulfat, Sulfit, Bicarbonat und Sulfid eine

stets gleich hohe, z. B. durch einen Chemostaten konstantgehal

tene Konzentration von jeweils 10- 2 mol/l (10 mmol/l) angenom

men wird. Dabei handelt es sich zwar urn eine Naherung, doch

ist dieser Konzentrationsbereich flir Bakterienkulturen immer

hin realistischer als Standardkonzentrationen bzw. Standard

aktivitaten. Auch flir ATP, APS, Pyrophosphat, Orthophosphat und

AMP soll eine Konzentration von jeweils 10- 2 mol/l angenommen

werden. Die freie Reaktionsenthalpie wird dann nicht mehr mit

6Go', sondern mit dem allgemeineren Symbol 6G' bezeichnet.

3.3. Wie energieaufwendig ist die Sulfataktivierung?

Flir die freie Reaktionsenthalpie der Oxidation von 1 mol Acetat

durch 1 mol Sulfat berechnet man unter den oben angegebenen Be

dingungen 6G' = - 83,1 kJ (s. auch Gleichung f). Nun hat die Er

fahrung gelehrt, daB der ,Wirkungsgrad der ATP-Synthese fast nie

50 % libersteigt (THAUER et al., 1977); als Wirkungsgrad be

zeichnet man das Verhaltnis der als ATP konservierten freien

Enthalpie zur Knderung der freien Enthalpie der katabolischen

Gesamtreaktion, multipliziert mit dem Faktor 100. In jedem Le

bewesen wird also bereits bei der ATP-Synthese ein gewisser
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T = 298 oK; p = 1 atm; pH = 7.0; Konzentration von Sulfat, ATP, APS, pyro
phosphat, Acetat, Sulfit, Bicarbonat und AMP: 0,01 molll

1 - s02- I
ATp 4- H+c) '4 CH3COO + + I + H2O +4 I

I
I

1 S02- 1 H+
I

PP~-- '2 HC0 3
+ + '4

+ I AMP +') I 1.oJ

!6G' = - 10,7 kJ I

ausgesprochen endergonisch und wUrde allein nicht ablaufen. FUr

die Reduktion von APS mit H2 (1 atm) als Elektronendonator und

Bisulfit (HSO;) ~ls Reduktionsprodukt wurde in derselben Arbeit

eine freie Enthalpie von 6Go'= - 68,8 kJ/mol angegeben, von der

man fUr Konzentrationen von 10 rnrnol/l zu 6G' = - 80,0 kJ/mol ge

langt. Bei einem pH-Wert von 7.0 stehen Bisulfit und Sulfit in

fast gleichen Konzentrationen miteinander im Gleichgewicht: FUr

das System SO;/HSO; findet man in der Literatur einen pKa-Wert

von 6.91 bei 18 °C. Daher kann die APS-Reduktion bei gleicher

Anderung der freien Enthalpie ebenso auch mit Sulfit formuliert

werden. Weil hier Acetat als Elektronendonator dienen solI, muB

die freie Enthalpie der Bildung von 1 mol H2 aus genau 0,25 mol

Acetat bei einer Acetat-Konzentration und einer Bicarbonat-Kon

zentration von jeweils 10 rnrnol/l berechnet werden: Man erhalt

6G' = + 23,3 kJ pro mol gebildeten Wasserstoffs (H 2 , 1 atm).

Kombiniert man die Gleichung fUr die APS-Reduktion mit H2 mit

der Gleichung fUr die H2-Bildung aus Acetat, so erhalt man die

Gleichung fUr die APS-Reduktion mit Acetat mit einer Anderung

der freien Enthalpie von 6G' = - 56,7 kJ/mol' (- 80,0 + 23,3

= - 56,7). Addiert man nunmehr die Gleichung fUr die APS-Bil

dung (a) und die fUr die APS-Reduktion mit Acetat (b), so er

halt man die Surnrnenreaktion bis zur Stufe von Sulfit (c):

5 H+
+ '4

2- 1 -
----- s03 + '2 HC0 3 + AMP

I 6G' - 56,7 kJ I

S02- + ATp 4- + 2 H+ ----0.._ APS 2- + pp~-
4 1.

16G' = + 46 kJ I
a)

Die freie Enthalpie fUr die Aktivierung von SuI fat betragt nach

rHAUER et al. (1977) 6Go'= + 46 kJ/mol; bei den angenornrnenen

Konzentrationen von 10 rnrnol/l erhalt man den gleichen Wert,

also 6G' = + 46 kJ/mol. Der Aktivierungsschritt ist dernnach

3etrag an freier Enthalpie irreversibel umgewandelt. 1m FaIle

ler Sulfatreduktion mit Aeetat ware demnaeh zu erwarten, daB

)ro mol reduzierten Sulfats bis ca. 42 kJ in Form von ATP kon

,erviert werden konnen. Dieser Energiebetrag ermoglicht aber

jerade die Synthese von 1 mol ATP; THAUER et al. (1977) geben

1amlieh fUr die ATP-Hydrolyse zu ADP und Orthophosphat bei

~inem pH-Wert von 7.0 unter den Bedingungen in der Zelle eine

~derung der freien Enthalpie von 6G' = - 43,9 kJ/mol an. Weil

)ei der Aktivierung von 1 mol Sulfat auch 1 mol Pyrophosphat

infallt, darf dieses nicht vollstandig hydrolysiert werden,

venn Acetat der Elektronendonator ist; denn die irreversible

iydrolyse von 1 mol Pyrophosphat ist biochemisch gleichbedeu

:end mit einem Verlust von 1 mol ATP. Weil aber die Reduktion

Ion 1 mol Sulfat mit 1 mol Acetat maximal nur 1 mol ATP liefern

lUrfte, ware somit kcin Ncttogewinn an ATP fUr die Zellsynthese

nehr moglich; die Sulfatreduktion mit Acetat ware dann ein ent

coppelter, selbstandig ablaufender und ganzlich irreversibler

'rozeB. Eine vollstandige Hydrolyse des gebildeten Pyrophos

)hats konnen sieh daher nur solche Sulfatreduzierer leisten,

lie "energiereiehere" Substrate als Acetat verwerten, wie z. B.

~actat oder Wasserstoff. Wenn also ein Acetat-verwertender

3ulfatreduzierer ebenfalls das als Elektronenakzeptor verwende

~e Sulfat vor der Reduktion in der bekannten Weise zunachst in

~PS UberfUhrt, so muB das gebildete Pyrophosphat zumindest zum

reil energetisch genutzt werden.

)ie Hydrolyse von Pyrophosphat wurde haufig so verstanden, daB

ladurch die Sulfataktivierung und der erste Schritt der Sulfat

Leduktion zugunsten des Produkts Sulfit beeinfluBt werden (vgl.

NARE und POSTGATE, 1971). Ob saleh ein irreversibler, fUr eine

<atabolische Reaktion doch recht unglingstiger Schritt thermo

jynam'isch tatsachlich notwendig ist, 5011 nunmehr untersucht

....erden.
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T = 298 oK; P = 1 atm; pH = 7.0; Konzentration von Acetat, Sulfat, Bicarbo
nat, Sulfit und Sulfid: 0,01 mol/l

Addiert man die Gleichung fUr die Sulfatreduktion zu Sulfit (d)

zu der Gleichung fUr die Sulfitreduktion zu Sulfid (e), so er

halt man auf einem zweiten Wege die Gleichung fUr die vollstan

dige Reduktion von Sulfat zu Sulfid mit Aeetat als Elektronen

donator (f) und ebenso den schon zuvor berechneten Wert fUr

Sulfit (links) und eine Hydrolyse von ATP zu AMP und Pyrophos

phat (rechts). FUr die direkte Reduktion von Sulfat mit Acetat

zu Sulfit berechnet man eine freie Reaktionsenthalpie von

6G' = + 44,1 kJ pro mol Sulfat, die Reaktion ist also ausgespro

chen endergonisch. Aus der freien Enthalpie der Summenreak

tion c folgt fUr die Hydrolyse von ATP zu AMP und Pyrophosphat

unter den Reaktionsbedingungen somit eine Anderung der freien

Enthalpie von 6G' = - 54,8 kJ/mol (+ 44,1 - 54,8 = - 10,7).

Diese Hydrolyse, die als einzelner Reaktionsschritt freilich

irreversibel ware, findet jedoch nur indirekt statt. Als Reak

tionsmeehanismus ist die exergonische ATP-Hydrolyse zu AMP und

Pyrophosphat Uber die ATP-Sulfurylase und die APS-Reduktase mit

der endergonischen Reduktion von Sulfat mit Acetat zu Sulfit zu

einer schwaeh exergonischen Summenreaktion gekoppelt.

--_..- 2 HCO; + HS

fAG::- = - 83, 1 kJ I
f)

Die Summenreaktion c ist mit 6G' - 10,7 kJ pro mol reduzier

ten Sulfats schwach exergonisch, das reagierende System liegt

also bereits weitgehend auf der Seite des Produkts Sulfit. Eine

Hydrolyse von Pyrophosphat zur BegUnstigung der Reaktion ware

in diesem Falle gar nicht mehr erforderlich. Allerdings dUrfen

die berechneten Betrage der freien Enthalpie von Reaktionen

nicht als absolut zuverlassig aufgefaBt werden. Oft handelt es

sich urn Kleine Differenzen groBer Werte, der freien Standard

Bildungsenthalpien; diese werden auBerdem in der Literatur kei

neswegs einheitlich angegeben. Somit konnen die Differenzen mit

groBeren relativen Fehlern behaftet sein. Weitere Ungenauigkei

ten ergeben steh aIlS NHherungen und Vereinfachungen wahrend der

Bereehnungen. Eine sehwaeh exergonisehe Reaktion konnte also

aueh durehaus schwach endergoniseh sein. Soll te sich die Summen

reaktion c bei Anwendung anderer Naherungsverfahren als sehwaeh

endergonisch erweisen, so konnte diese tatsaehlieh dureh eine

direkte Hydrolyse von Pyrophosphat zugunsten der Produkte be

einfluBt werden: Die freie Enthalpie der Pyrophosphat-Hydrolyse

betragt naeh THAUER et al. (1977) 6Go'= - 21,9 kJ/mol und somit

bei den hier gewahlten Konzentrationen 6G' = - 33,3 kJ/mol;

dieser Sehritt ware also verhaltnismaBig stark exergoniseh. Die

dann resultierende Reaktion zu Bicarbonat, Sulfit, AMP und

Orlhophosphat hltte stark irreversiblen ChQrakter. Mit Acetat

als Elektronendonator kann jedoeh, wie oben gezeigt wurde, bei

einer vollstlndigen Hydrolyse von Pyrophosphat keine Nettosyn

these von ATP mehr erwartet werden. Nun muB aber die Reduk-tion

von Sulfat zu Sulfit liber APS nieht unbedingt dadureh "ange

trieben" werden, daB das Produkt Pyrophosphat durch eine unoko

nomisehe Hydrolyse entfernt wird; eine Verwertung von Pyrophos

phat in Phosphorylierungsreaktionen wUrde die Bildung von Sul

fit in ahnlicher Weise gUnstig beeinflussen. Ferner wird das

entstandene Sulfit standig dureh den weiteren ReduktionsprozeB

verbraueht. FUr die Reduktion des Intermediarprodukts Sulfit

mit Aeetat berechnet man unter den hier gewahlten Bedingungen

6G' = - 127,2 kJ/mol. Dieser seheinbar paradoxe Saehverhalt

leuchtet ein, wenn man die Summenreaktion e dureh die gestri

ehelte Linie formal in zwei andere Einzelraktionen teilt. Man

erhalt dabei eine direkte Reduktion von Sulfat mit Aeetat zu



Mit "energiereicheren" Elektronendonatoren als Acetat, wie

z. B. Lactat oder HZ' ware die Surnrnenreaktion c, die unter ATP

Verbrauch zu Sulfit fuhrt, noch starker exergonisch. Eine Be

gunstigung der Reaktion in Richtung der Produkte ware in diesem

Falle umso weniger erforderlich als mit Acetat als Elcktronen

donator. Damit ist aber noch langst nicht gesagt, daB in

Lactat- oder H2-verwertenden Sulfatreduzierern keine vollstan

dige Hydrolyse des pyrophosphats stattfindet. FUr die Sulfatre

duktion mit Lactat als Elektronendonator und Acetat als Endpro

dukt gilt eine Reaktion mit folgendem tlG--Wert:

Die gesamte Sulfatreduktion konnte in einem Energieschema dar

gestellt und folgendermaBen beschrieben werden: Die Aktivierung

von Sulfat verbraucht zwar ATP; die nutzbare Energie von ATP

wird dabei jedoch konserviert, indem das System "Elektronen

donator + Elektronenakzeptor" auf einem "Umweg" zunachst auf

eine energetisch noch hohere Stufe gehoben wird. Der Betrag an

freier Enthalpie, urn welchen sich der dann resultierende Reduk

tionsvorgang von der Gesamtreaktion unterscheidet, kann wieder

urn dazu beitragen, das fur die Aktivierung verbrauchte ATP zu

regenerieren. Die Grundaussage einer solchen Darstellungsweise

trifft fur alle ATP-verbrauchenden Schritte zu, bei denen die

freie Enthalpie von ATP groBtenteils in neuen energiereichen

Produkten konserviert wird; solche Reaktionen haben reversiblen

Charakter und sind nicht "energieaufwendig" im Sinne einer ir

reversiblen Entwertung der freien Enthalpie von ATP. Am Bei

spiel von Sulfat wurde hier ein haufiges energetisches Prinzip

bei Aktivierungen aufgezeigt.

- - +
+ 2 HC0 3 + HS + H

!tlG- = - 207,1 kJI
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phosphat moglich ware; in Lactat-verwertenden Sulfatreduzierern

besteht also andererseits auch keine Notwendigkeit fur die

Nutzung des Pyrophosphats.

3.4. Die Aktivierung von Acetat

Nicht nur der Elektronenakzeptor, das Sulfat, muB vor der Ein

beziehung in den Stoffwechsel aktiviert werden, sondern sehr

wahrscheinlich auch der Elektronendonator Acetat. Nun ist dem

Energieaufwand fur die Aktivierung von Acetat ebenso eine Gren

ze gesetzt wie dem fUr die Aktivierung von Sulfat: Wenn bei der

Aktivierung von 1 mol Acetat die freie Enthalpie von 1 mol"ATP

irreversibel umgewandelt wurde, so dUrfte kein Nettogewinn von

ATP und somit auch kein Wachstum mehr moglich sein.

Acetat wird wahrscheinlich vor der Oxidation in Acetyl-Coen

zym A umgewandelt. Die Bereitstellung von Acetyl-Coenzym A

braucht jedoch ebensowenig "energieaufwendig~ zu sein wie die

von Sulfit aus Sulfat uber APS: Die durch Acetat-Kinase und

Phospho-Transacetylase katalysierte Bildung von Acetyl-Coen

zym A aus Acetat und Coenzym A ist nahezu reversibel (THAUER et

al., 1977); pro mol Acetat wird zwar 1 mol ATP zu ADP und

Orthophosphat umgesetzt, doch bleibt dabei die freie Enthalpie

von ATP in weiterhin nutzbarer Form in dem entstehenden Thio

ester und teilweise auch in der daraus im nachsten Reaktions

schritt geknupften Bindung erhalten. Fande die Endoxidation wie

in Aerobiern uber den Tricarbonsaure-Cyclus statt, so konnte

das fUr die Aktivierung von Acetat verbrauchte ATP bei der Bil

dung von Succinat aus Succinyl-Coenzym A regeneriert werden.

Die Bereitstellung der Reduktionsaquivalente aus Acetat und

dessen vollstandige Oxidation zu CO 2 ware im Hinblick auf den

ATP-Umsatz ein selbsterhaltender ProzeB.
T = 298 OK; P = 1 atm; pH = 7.0; Konzentration von Lactat, Sulfat, Acetat,
Bicarbonat und Sulfid: 0,01 molll

Die Reaktion ist so stark exergonisch, daB eine Nettosynthese

von ATP auch noch bei einer irreversiblen Hydrolyse von pyro-

Bei der Bildung von Acetyl-Coenzym A durch Thiokinase werden

hingegen AMP und Pyrophosphat gebildet; letzteres wird an

schlieBend irreversibel zu Orthophosphat hydrolysiert (DECKER

et al., 1970). Durch eine Aktivierung von Acetat auf diese
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weise ware der Energiekonservierung eines Acetat-verwertenden

Sulfatreduzierers ebenso ein Ende gesetzt wie durch eine voll

standige Hydrolyse des Pyrophosphats aus der Aktivierung von

Sulfat.

3.5. Ertragsvergleiche

Je hoher der Anteil ist, der von dem Pyrophosphat aus der APS

Bildung irreversibel hydrolysiert wird, ~esto geringer muB der

Wirkungsgrad der ATP-Synthese wahrend der Gesamtreaktion aus

fallen; im Grenzfall, bei einer vollstan~igen Hydrolyse, ist

aufgrund der Betrachtungen zu Beginn von Kapitel 3.3. ein Wir

kungsgrad der Sulfatreduktion mit Acetat von Null zu crwartcn.

Wenn umgekehrt das Pyrophosphat in bestimmten notwendigen Phos

phorylierungsreaktionen vollstandig genutzt werden kann, so

ware die Sulfatreduktion bis zur Stufe von Sulfit mit keiner

wesentlichen Umwandlung freier Enthalpie in Entropie verbunden.

Die Falge einer vollstandigen Nutzung von Pyrophosphat ware 50

mit, daB die Energiekonservierung beim Wachstum mit Acetat und

Sui fat einen kaum geringeren Wirkungsqrad h5tte als beim Wachs

tum mit Acetat und Sulfit. Der absolute I,TP-Gewinn pro mol Ak

zeptor kann mit Sulfit im Kulturmedium allerdings hbher 3ein

als mit Sulfat. Die Reduktion von Sulfit ist namlich starker

exergonisch als die von Sulfat (5. Gleichgungen e und f). Wird

den Bakterien Sulf i t angeboten, so is t der Elek Lronenak zepLol',

der bei der Verwertung von Sulfat nur unter Verbrauch vo~ ATP

entstehen kann, bereits von vornherein zugegen.

Unter C.4.1. wurden Ertraqskoeffizienten Acetat-verwerte~u~r

Sulfatreduzierer besLimmt; dabei htindelt es sich jedoch ~icht

urn ymax-Werte. Somit besteht auch keine Moglichkeit, die wjh

rend der 1{eduf;t~on insgesalllt gelJiluet.e Menge ATP und darau::; uen

Wirkungsgrad zu bercchncn. Man darf aber annehmen, daB die als

zahlenmaBiger 'Betrag umstrittene GroBe Yl\TP weni qsh~ns fur cin

und dasselbe Bakterium konstant ist, wenn dieses bei unveran

derten Kulturbedingungen auf stets dems~lben organischen Sub

strat wachst. Daher dUrfte auch ein Sulfatreduzierer bei der

Verwertung von Acetat mit Sulfat als Elektronenakzeptor unge

fahr den gleichen YATP-wert haben wie mit Sulfit als Elektro

nenakzeptor. Geht in beiden Fallen ferner der gleiche prozen

tuale Anteil vom gebildeten ATP in den Erhaltungsstoffwechsel

ein, so sollten die Ertragskoeffizienten auch bei endlichen,

realen Wachstumsraten proportional zum Nettogewinn an ATP sein.

Bezieht man daher die Ertragskoeffizienten auf die freie En

thalpie der betreffenden Reaktion (Sulfatreduktion bzw. Sulfit

reduktion), so erhalt man eine GroBe, die dem Wirkungsgrad pro

portional ist; diese neue GroBe wlirde man analog zu den libri

gen, durch die BezugsgroBen verschieden definierten Ertrags

koeffizienten als \G bezeichnen und in 9 Trockenmasse pro kJ

angeben (flir unendlich hohe Wachstumsraten erhielte man y max ).
f.lG

Der Acetat-verwertende Sulfatreduzierer 2ac9 wuchs mit Sulfat

kaum langsamer als mit Sulfit; daher dlirfte in beiden Fallen

der prozentuale Anteil vom synthetisierten ATP, der in den Er

haltungsstoffwechsel einging, ungefahr gleich gewesen sein. Bei

Stamm 2ac9 waren ferner die Ertrage stets sehr genau proportio

nal zu der verbrauchten Menge an Substrat. Wegen dieses linea

ren Zusammenhangs wurden die Ertragskoeffizienten unter C.4.1.

direkt von den Geraden in Abb. 38 abgelesen. Weil die Abszisse

in der Auftragung einheitlich ist, wurden die Ertrage zunachst

auf Acetat bezogen, was durch die Symbole YAC ~Sulfat) bzw.

Y (Sulfi t) ausgedrlickt wurde. Flir die hier verwendeten Reak-Ac.
tionsgleichungen ist der Elektronenakzeptor als BezugsgroBe ge-

eigneter, sodaB man die entsprechenden Ertragskoeffizienten

Ysulfat(AC.) bzw. YSUlfit(AC.) verwenden sollte. YSulfat(AC.) ist

mi t YAc ~Sulfat) identisch, wahrend YSulfit (Ac.) urn den Faktor 0,75

kleiner ist als Y (Sulfit); dieser Zusammenhang ist leicht ausAc.
den Dissimilationsgleichungen ersichtlich. Anstelle der nicht

bekannten Wirkungsgrade konnen nun die Y~G-werte flir das Wachs

tum mit den zwei verschiedenen Elektronenakzeptoren (Kennzeich

nung als Ac./Sulfat bzw. Ac./Sulfit) miteinander verglichen

werden:
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Aus den Betragen der freien Enthalpie der betreffenden

Rcaktionen (s. Gleiehungen fund, e) folgt:

Die nur wenig voneinander abweichenden Y -Werte lassen vcrmu-
liG

ten, daB die ATP-Bildung wah rend des Wachstums von Stanun 2ae9

auf Acetat und Sulfat mit fast dem gleichen Wirkungsgrad er

folgte wie beim Wachstum mit Acetat und Sulfit; die Sulfatre

duktion war demnach kaum "energieaufwendiger" als die Sulfit

reduktion. Daraus wlirde weiter folgen, daB Stamrr, 2ac9 imstande

war, das Pyrophosphat aus der Aktivierung von Sulfat energe

tisch weitgehend zu nutzen.

Bei Stanun 1ae2 wurde der Ertragskoeffizient mit steigendem Um

satz von Acetat und SuI fat geringer (s. Abb. 38). Vermutlich

reagierte dieser Sulfatreduzierer empfindlieh auf die Erhohung

der Sulfid-Konzentration, die mit steigendem Substratumsatz

einherging. Eine Erklarung flir den Rlickgang des Ertragskoeffi

zienten ware, daB unter den unglinstiger werdenden Bedingungen

der Wirkungsgrad der ATP-Synthese geringer wurde, weil Elektro

nentransport und Phosphorylierung teilweise entkoppelt wurden.

Ebenso ist aber aueh in Ubereinstimmung mit BADZIONG und THAUER

(1978) denkbar, daB die waehstumsrate mit zunehmender Sulfid

Konzentration abnahm; dabei ware der Erhaltungsstoffwechsel

starker ins Gewieht gefallen, sodaB der Anteil vom gebildeten

ATP fUr die Zellsynthese geringer geworden ware. Ertrage mit

Sulfit als Elektronenakzeptor konnten nicht ermittelt werden,

weil Stanun 1ac2 nicht mit SuIfit zu wachsen vermochte.

YSulfit(AC.) = E:,06 q/mol

Die Ertragskoeffizienten von Stanun 1st1 mit Acetat und Sulfat

sowie mit Acetat und Sulfit waren stets viel niedriger als die

entsprechenden von Stamm 2ac9 (s. Abb. 38). Ferner wuchs Stamm

1st1 mit Acetat sehr viel langsamer als Stamm 2ac9, insbesonde

re, wenn Sulfat der Elektronenakzeptor war: Kulturen mit Acetat

und Sulfat waren erst nach mehreren Woehen ausgewaehsen und ka

men in einer zweiten Passage gar nicht mehr zur Entwicklung.

Mit Formiat, Butyrat und den hoheren Fettsauren waren die

Wachstumsraten hingegen wesentlieh hoher. Mit Formiat als Elek

tronenakzeptor lieferte Stamm 1st1 selbst unter autotrophen Be

dingungen h6here Ertrage (5. Tab. 24 und 4.2.) als Desulfo

vibrio vulgaris (BADZIONG und THAUER, 1978) mit H2 und der Koh

lenstoffquelle Acetat. Weiterhin wurden mit Palmitat, welches

ohne Ausscheidung von Acetat vollstandig oxidiert wurde, bedeu

tend hohere Ertrage erhalten als bei der unvollstandigen Oxida

tion von Palmitat durch Stamm 1pa3 (5. Tab. 21). Die niedrigen

Ertrage von Stamm 1st1 mit Aeetat konnen daher kaum ihre Ursa

che in einem uneffektiven, weitgehend entkoppelten Elektronen

transport gehabt haben; aueh die vollstandig'e Oxidation, die

wahrseheinlich 'liber Acetyl-Coenzym A erfolgte, verlief sicher

lieh problemlos. Die Ergebnisse spreehen vielmehr daflir, daB

Stamm 1st1 im Gegensatz zu den Stammen 2ac9, 1ae2 und aueh den

librigen mit Aeetat isolierten Sulfatreduzierern tiber keinen

sehr wirkungsvollen Mechanismus zur Aufnahme oder Aktivierung

von Aeetat verfligte. So konnten die Aufnahme oder die Aktivie

rung von Aeetat einen libermaBig hohen Einsatz von ATP erfordert

haben, also "energieaufwendig" in der vorher aufgezeigten Be

deutung gewesen sein. Weiterhin konnten die Aufnahme von Aeetat

oder die Synthese von Acetyl-Coenzym A der wachstumsbegrenzende

Sehritt gewesen sein und somit die Ursaehe flir die beobaehteten

sehr niedrigen Wachstumsraten von Stamm 1st1 mit Acetat; der

dadureh anteilmaBig erhohte Erhaltungsstoffweehsel hatte eben

falls zur Verminderung der Ertrage beigetragen.

4,77 g/mol'iSulfat (Ac.)

0,063 g/kJ

0,057 g/kJ

4,77 g/mol

10,75 g/mol

Y
liG

(Ac. /Sulfat)

YfjG (Ac./Sulfit)

Stanun 2ac9:

'i (Sulfat)
Ac.

'i (sulfitl
Ac.
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3.6. Fragestellungen fur kunftige biochemische Untersuchungen

an Acetat-verwertenden Sulfatreduzierern

Auf die weiteren Reaktionsschritte, die der Bildung von Sulfit

bzw. Acetyl-Coenzym A folgten, kann aus den thermodynamischen

Berechnungen und den Ertragsmessungen nicht geschlossen werden;

daB uberhaupt Vermutungen uber molekulare Vorgange bei der Sul

fatreduktion mit Acetat moglich waren, hatte seinen Grund in

der Vorwegnahme von Erfahrungen aus der Biochemie. tiber moleku

lare Vorgange vermogen namlich thermodynamische und wachs tums

physiologische Untersuchungen grundsatzlich nichts auszusagen,

da diese nur makroskopische Eigenschaften erfassen. Die Sulfat

aktivierung zu APS, die APS-Reduktion zu Sulfit und auch die

Aktivierung von Acetat zu Acetyl-Coenzym A wurden als bereits

bekannte Reaktionsschritte in anderen Orqanismen auch bei den

Betrachtungen zur Sulfatreduktion mit Acetat zugrunde gelegt.

Diese Annahmen durften jedoch haltbar sein, denn andere Akti

vierungsmechanismen fur Sulfat bzw. Acetat sind bisher nicht

bekannt geworden; auch bei der assimilatorischen Sulfatreduk

tion geht der Bildung von PAPS eine von APS voraus (s. A.2.3.)

Die Folgerungen waren, daB das Pyrophosphat aus der APS-Bildung

wahrscheinlich zumindest teilweise genutzt werden muB, und daB

die Aktivierung von 1 mol Acetat ni~ht mehr als eine energie

reiche Phosphatbindung von ATP kosten darf. Ein direkter Nach

weis ware durch biochemische Untersuchungen zu erbringen.

Weiterhin ware zu erkunden, welche Reaktionen sich an die Bil

dung von Sulfit und die von Acetyl-Coenzym A anschlieBen, und

wie diese schlieBlich zur Bildung von ATP flihren. Die Frage, ob

wahrend der Sulfitreduktion intermediar Schwefelverbindungen

verschiedener Oxidationsstufen gebildet werden, konnte bisher

nicht einmal fur die schon langer bekannten Sulfatreduzierer

eindeutig beantwortet werden (SIEGEL, 1975; CHAMBERS und

TRUDINGER, 19~5). Von groBem Interesse w~ire auch, ob Acetat

uber den Tricarbonsaure-Cyclus oder zumindest eine Variante da

von oxidiert wird, oder ob eine ganzlich andersartige, bisher

noch unbekannte Reaktionsfolge stattfindet. Vielleicht ist auch
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ein linearer, also nicht cyclischer ProzeB moglich, wie zum

Beispiel eine Umkehrung des Prinzips der direkten Synthese von

Acetat aus Kohlendioxid in Acetobacterium woodii (TANNER et

al., 1978). Aufgrund thermodynamischer Betrachtungen konnen

hier wiederum nur die auBeren Grenzen fur die zur Diskussion

stehenden Reaktionen abgesteckt werden: Wenn die dissimilato

rische Sulfatreduktion mit Acetat zur Unterhaltung des Lebens

prozesses einer Zelle dienen solI, so macht der verhaltnismaBig

geringe Betrag an freier Enthalpie dieser Reaktion ein hohes

MaB an okonomie im Katabolismus erforderlich. Stark irreversib

le Einzelreaktionen machen sich bei Organismen mit sehr ener

giereichen Substraten im gesamten Katabolismus haufig kaum be

merkbar; bei der Sulfatreduktion mit Acetat hingegen wurden

die gleichen Reaktionsschritte bereits zu einer erheblichen

Verminderung der Nettosynthese von ATP fuhren oder gar aus

Grunden der Energiebilanz von vornherein nicht moglich sein.

Die Ertragsmessungen lassen vermuten, daB von allen isolierten

Acetat-verwertenden Sulfatreduzierern in Stamm 2ac9 die besten

Voraussetzungen gegeben waren fur eine moglichst effektive Nut

zung des Substratumsatzes fur die ATP-Synthese. Dieses MaB an

Okonomie erreichte Stamm 2ac9 offensichtlich durch weitgehende

Spezialisierung, wie die ernahrungsphysiologischen Merkmale

zeigen (s. Tab. 7): Stamm 2ac9 wuchs zwar von allen Acetat-ver

wertenden Sulfatreduzierern am besten, vermochte aber auBer

Acetat keine anderen Elektronendonatoren zu verwerten. Fur eine

enzymatische Untersuchung der Sulfatreduktion mit Acetat durfte

Stamm 2ac9 besonders geeignet sein, weil hier ein verhaltnis

maBig hoher Gehalt der spezifischen Enzyme erwartet werden

kann.



4. Das Wachstum Sulfat-reduzierender Bakterien mit Kohlendioxid

oder Formiat als einziger Kohlenstoffquelle

Mit der Anreicherung und Isolierung Sulfat-reduzierender Bakte

rien mit Fettsauren bzw. Benzoat ist noch eine weitere, bei

dieser Bakteriengruppe bisher unbekannte Stoffwechselleistung

zutage getreten, ohne daB fUr diese selektive Bedingungen vor

gegeben wurden: Der mit Acetat isolierte, Filarnent-bildende

Stamm 5ac10 und der mit Benzoat isolierte Sarcinen-bildende

Stamm 3be13 vermochten mit H2 und CO 2 ebenso wie mit Formiat

als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle zu wachsen, also

autotroph. Der vibrioide Stamm 1st1 und der cocco ide Stamm

1be1, die mit Stearat bzw. Benzoat isoliert worden waren, ver

mochten keinen Wasserstoff zu verwerten, wuchsen aber mit For

miat ohne Zusatz einer weiteren organischen Kohlenstoffquelle.

Dagegen hatten die Ubrigen isolierten Sulfatreduzierer, die H
2

oder Forrniat verwerten konnten, eindeutig ein Bedlirfnis fUr

eine zusatzliche organische Kohlenstoffquelle gezeigt, die in

Form von Acetat zugesetzt wurde.

Das Wachs tum der Stamme 5ac10, 1st1, 1be1 und 3be13 mit H2 und

~02 bzw. mit Formiat ist vor allem deshalb von Interesse, weil

bis heute nur wenige chemotrophe, obligat anaerobe Bakterien

bekannt sind, die zu autotrophem Wachs tum fahig sind; zu diesen

zahlten bisher einige Methanbakterien, namlich Methanobacterium

formicicum (MYLROIE und HUNGATE, 1955), Methanosarcina

(s. e.7.1.) und Methanobacterium thermoautotrophicum (ZEIKUS

und WOLFE, 1972), sowie ferner Clostridium aceticum (WIRINGA,

1940; BRAUN, 1979) und Acetobacterium woodii (BALCH et al.,

1977; BRAUN, 1979).

[n der Vergangenheit wurde allerdings auch schon einige Male

von Sulfatreduzierern berichtet, die mit H2 und CO 2 a~totroph

lU wachsen vermochten (BUTLIN und ADAMS, 1947; SISLER und

~oBELL, 1950, 1951); die Stamme blieben jedoch nicht erhalten.

3eit den genaueren Untersuchungen von POSTGATE (1960) sowie

1ECHALAS und RITTENBERG (1960) wurde die Fahigkeit Sulfat-redu

lierender Bakterien zu autotrophem Wachstum wieder in Frage
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gestellt. SOROKIN (1966 a,b,c) zeigte, daB Sulfat-reduzierende

Bakterien nicht nur fur das Wachstum mit H2 und CO 2 , sondern

auch fur das mit Formiat eine zusatzliche organische Kohlen

stoffquelle benetigten, wie z. B. Acetat; nur ein Drittel des

Zell-Kohlenstoffs entstammte einer C02-Fixierung.

Aufgrund der neu isolierten Sulfatreduzierer darf nun wieder

angenommen werden, daB die vormals von BUTLIN und ADAMS sowie

SISLER und ZoBELL untersuchten Stamme tatsachlich autotroph

wuchsen. Andererseits kann es sich aber auch urn nicht autotro

phe Sulfatreduzierer gehandelt haben, deren Kulturen noch ande

re Bakterien enthielten. Weil Acetat eine haufig verwertete

Kohlenstoffquelle ist, ware als Kontaminante ein Bakterium wie

Acetobacterium woodii denkbar, das aus H2 und CO 2 Acetat gebil

det hatte. Eine solche Mischkultur mliBte stabil sein, denn Sul

fatreduzierer wachsen mit H2 schneller (Verdopplungszeit 4 bis

bis 5 h, s. BADZIONG und THAUER, 1978) als Acetobacterium

woodii (Verdopplungszeit 14 bis 15 h, s. BRAUN, 1979): Der Sul

fatreduzierer ware auf das durch Acetobacterium gebildete Ace

tat angewiesen, sodaB das Acetat-bildende Bakterium die Wachs

turns rate der Mischkultur bestimmen wurde.

Bevor nun auf die in den autotrophen Sulfatreduzierern even

tuell meg lichen Fixierungsmechanismen fur CO 2 eingegangen wird,

sollen die verschiedenen bekannten Wege der Assimilation von

e -Verbindungen kurz dargestellt werden.
1

4.1. Bekannte Assimilationswege flir CO 2 und reduziertere

£1-verbindungen

Als autotroph (e-autotroph) bezeichnet man solche Lebewesen,

die ihre gesamte oder zumindest den greBten Teil ihrer Zell

masse aus CO 2 synthetisieren konnen: dabei wird die Besonder

heit der Autotrophie haufig darin gesehen, daB eine rein anor

ganische Verbindung zurn Aufbau organischer Zellbestandteile

verwertet werden kann. Wird dagegen die Zellmasse vollstandig

oder groBtenteils aus organischen Verbindungen gebildet, so
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spricht man von heterotrophen Organismen. Dernnach waren auch

die neuen Sulfatreduzierer mit den Starnmbezeichnungen 5ac10 und

3be13 als autotroph zu bezeichnen.

Haufig ahnelt aber auch das Wachs tum mit Formiat sehr dem mit

H2 und CO 2 , obwohl Formiat eine organische Verbindung ist. Die

se ~hnlichkeit zeigt sich ernahrungsphysiologisch anhand zahl

reicher Bakterien, die sowohl H2 als auch Formiat verwerten

konnen: Benotigt ein derartiges Bakterium fUr das Wachstum mit

H2 eine organische Kohlenstoffquelle, so muB diese auch zuge

setzt werden, wenn das Bakterium mit Formiat wachst~ Beispiele

sind die von SOROKIN (1966 a,b,c) untersuchten Sulfatreduzie

rer, die neu isolierten Stamme 3pr10 und 2be1 (5. Tab. 7 und 9)

und das unter C.7.1. erhaltene Methanospirillum. Kann hingegen

ein Bakterium mit H2 und CO 2 autotroph wachsen, so wird auch

fur das Wachstum mit Formiat keine weitere organische Kohlen

stoffquelle benotigt; als Beispiele hierfUr waren das Knallgas

bakterium Alcaligenes eutrophus (FRIEDRICH et al., 1979),

phototrophe Purpurbakterien (SIEFERT und PFENNIG, 1979), Aceto

bacterium woodii (BALCH et al., 1977), Methanobacterium

formicicum (MYLROIE und HUNGATE, 1955) und schlieBlich auch die

neu isolierten Sulfatreduzierer 5ac10 und 3be13 zu nennen.

Offenbar verlangt eine Zellsynthese allein aus Formiat diesel

ben Stoffwechselfahigkeiten wie ein autotrophes Wachstum mit

H2 und CO
2

,

Biochemisch ist der enge Zusammenhang einer Verwertung von For

miat mit der von H2 und CO 2 durchaus verstandlich. Bei einem

Wachstum mit Formiat wird dieses namlich in vie len Fallen zu

erst zu CO 2 dehydrogeniert, wie zum Beispiel in Knallgasbakte

rien (FRIEDRICH et al., 1979) oder phototrophen Purpurbakterien

(STOKES und HOARE, 1969; SIEFERT und PFENNIG, 1979). Sogar

Methanol wird von einigen Bakterien, wie Micrococcus denitri

ficans (COX und QUAYLE, 1975) oder Rhodopseudomonas acidophila

(SIEFERT und PFENNIG, 1979) vor der Assimilation zunachst zu

CO 2 oxidiert. Wenn keine weiteren organischen Verbindungen zu

gegen sind, stehen die genannten Bakterien somit vor dem glei

chen Problem wie bei einem Wachs tum mit H
2

und CO
2

: Die Zell-
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substanz muS ausschlieSlich aus dem anorganischen CO 2 syntheti

siert werden. In Rhodopseudomonas palustris ist das dehydroge

nierende Enzym, die Formiat-Oehydrogenase, Bestandteil eines

MUltienzym-Komplexes, der sogenannten Formiat-Hydrogenlyase

(STOKES und HOARE, 1969)~ dieser Komplex enthalt auch Hydro

genase, sodaS intermediar aus Formiat wahrscheinlich sogar mo

lekularer Wasserstoff entsteht. Aus thermodynamischen Daten

(5. THAUER et al., 1977) berechnet man, daB die Reaktion von

Formiat zu H2 (1 atm) und CO 2 (gel5st) bei einem pH-Wert von

7.0 schwach endergonisch ist, bei einem pH-Wert von 6.0 aber

bereits schwach exergonisch. Man erkennt daraus, daS die Umset

zung unter physiologischen Bedingungen nahe dem Gleichgewichts

zustand erfolgt: Nur geringfUgige Xnderungen der Konzentra

tionsverhaltnisse oder des pH-Werts entscheiden darUber, in

welcher Richtung die Bruttoreaktion ablauft. So vermag die For

miat-Oehydrogenase auch umgekehrt die Reduktion von CO 2 zu For

miat zu katalysieren und so als CO 2-Reduktase zu fungieren

(THAUER et al., 1976). Formiat kann man also als ein ~quivalent

fUr H2 und CO 2 auffassen und ein Wachs tum mit Formiat als der

einzigen organischen Kohlenstoffquelle durchaus als autotroph

bezeichnen.

Ein moglicher Einwand gegen eine derartige Ausweitung des Be

griffs "autotroph" ware, daS methylotrophe Bakterien Formiat

durch direkte Reduktion tiber die Stufe von Formaldehyd assimi

lieren (RIBBONS et al., 1970; ANTHONY, 1978), sodaS intermediar

kein anorganisches CO 2 auftritt. Andererseits wird aber auch

beim Wachstum von Acetobacterium woodii mit H2 das vorhandene

CO 2 uurch direkte Reduktion assimiliert, wobei Formiat als

erstes Intermediarprodukt gebildet wird (TANNER et al., 1978)~

niemand wUrde jedoch das Wachstum von Acetobacterium woodii mit

Formiat anstelle von H2 und CO 2 nur deshalb als heterotroph be

zeichnen, weil der Zelle nunmehr ein einziger und zudem noch

thermodynamisch reversibler Schritt erspart bleibt, namlich die

Reduktion von CO2 zu Formiat.
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Die Definition des autotrophen Wachstums als das mit anorgani

schem CO 2 als Kohlenstoffquelle ermoglicht also nicht immer

eine eindeutige Abgrenzung gegenUber dem heterotrophen Wachs

tum. Man konnte daher fragen, ob denn nun "Autotrophie" in der

genannten Weise wirklich sinnvoll definiert ist; denn schlieB

lich soll mit der Definition die Besonderheit einer Synthese

leistung ausgedrUckt werden, zu welcher heterotrophe Organismen

nicht fahig sind.

Beim Wachstum mit CO 2 als alleiniger Kohlenstoffquelle, aber

auch bei der Verwertung von Formiat, Methanol oder Methan, mtis

sen C-C-Bindungen aus C1-Verbindungen synthetisiert werden. Am

langsten und genauesten bekannt sind Assimilationswege, bei

welchen die c1-verbindungen direkt an hohere organische Verbin

dungen addiert werden, die bereits mindestens eine C-C-Bindung

enthalten. Aus dem entstandenen Produkt wird schlieBlich eine

intermediare Ausgangsverbindung fUr die zahlreichen Synthese

reaktionen gebildet. Wenn ausschlieBlich C1-Verbindungen zur

Verfligung stehen, so muE pro assimiliertes C -Molektil auch wie-
1

der ein neues Akzeptormolektil bereitgestellt werden. Das Resul-

tat sind cyclische Prozesse, welche C1-Verbindungen aufnehmen

und in Form hoherer organischer Produkte wieder abgeben. FUr

die autotrophe Fixierung von CO 2 ist der Calvin-Cyclus zweifel

los der am weitesten verbreitete und zugleich bedeutendste Weg.

So assimilieren grline Pflanzen und Cyanobakterien sowie die

chemotrophen Knallgasbakterien, Thiobacilli und Nitrifizierer

CO 2 tiber den Calvin-Cyclus. Auch in den anoxygenen phototrophen

purpurbakterien, den Rhodospirillaceae und Chromatiaceae, wird

der groBte Teil von CO 2 tiber den Calvin-Cyclus fixiert

(PFENNIG, 1967); ob auch die phototrophen grlinen Schwefelbakte

rien, die Chlorobiaceae, CO 2 auf die gleiche Weise fixieren, ist

aufgrund widersprlichlicher Beobachtungen (SMILLIE et al., 1962;

BUCHANAN und SIREVAG, 1976) ungewiB. Als wesentlicher Weg fUr

die Fixierung von CO 2 in den Chlorobiaceae wurde ein rticklaufi

ger, reduktiver Tricarbonsaure-Cyclus vorgeschlagen (EVANS et

al., 1966; SIREVAG, 1974), der vielleicht auch noch in Purpur

'bakterien neben dem Calvin-Cyclus eine gewisse Rolle spielt

(BUCHANAN et al., 1967). Die Existenz eines solchen reduktiven
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Tricarbonsaure-Cyclus muE jedoch zur Zeit noch als nicht end

gtiltig bewiesen gel ten, wie Ergebnisse von BEUSCHER und

GOTTSCHALK (1972) zeigen. Methylotrophe Bakterien assimilieren

C
1
-Verbindungen nicht als CO 2 , sondern als Formaldehyd. Als

Mechanismen sind zwei cyclische Prozesse bekannt, der Serin

Weg und der Ribulosemonophosphat-Weg (QUAYLE, 1972; STR0M et

al., 1974); vom Ribulosemonophosphat-Weg sind zwei Varianten

denkbar, namlich eine Nettosynthese von Dihydroxyacetonphosphat

und eine von pyruvat.

Ein ganzlich anderes Prinzip der Fixierung von C1-verbindungen

stellt die in Acetobacterium woodii dar (TANNER et al., 1978),

wobei wahrscheinlich zwei C1-Korper direkt zu einer C2-Einheit

kondensiert werden. Der Mechanismus dient sowohl der ATP-Gewin

nung als auch der Assimilation. CO 2 wird zu Formiat und dieses

an Tetrahydrofolsaure weiter bis zur Methylguppe reduziert;

die Methylgruppe wird auf ein Corrinoid libertragen und in einer

Transcarboxylase-Reaktion mit CO 2 aus pyruvat zu Acetat carboxy

liert. Durch eine solche direkte Carboxylierung einer Methyl

Gruppe konnen auch Clostridum formicoaceticum und Clostridium

thermoaceticum (LJUNGDAHL und ANDREESEN, 1976) sowie Clostri

dium acidiurici und Clostridium cylindrosporum (WAGNER und

ANDREESEN, 1977) Acetat synthetisieren; doch wachsen diese

Clostridien heterotroph mit Kohlenhydraten bzw. mit Purinen,

und die Bildung von Acetat aus CO 2 findet neben den Garungs

reaktionen statt.

Angesichts des enzymatischen Aufwands, den das Wachs tum mit

einer der C
1
-Verbindungen als der alleinigen Kohlenstoffquelle

erfordert, erscheint es unwesentlich, ob dabei von CO oder von
2

Formiat ausgegangen wird. Anorganisches CO 2 wird immerhin auch

in heterotrophen Organismen durch zahlreiche Carboxylierungsre

aktionen eingebaut; in den von SOROKIN (1966 a,b,c) untersuch

ten heterotrophen Sulfatreduzierern trug CO 2 sogar erheblich

zur Bildung organischer Zellbestandteile bei. Daher soll hier

das Wachstum der neu isolierten Sulfatreduzierer auch dann als

autotroph bezeichnet werden, wenn Formiat alleinige organische

Kohlenstoffquelle ist.
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1.2. Einige Betrachtungen tiber mogliche Assimialtionswege in

den autotrophen Sulfatreduzierern

lie direkte Synthese von Acetat aus H2 und CO 2 in Acetobacte

:ium woodii (5.0.) ist bisher der einzige genauer bekannte Weg

:lir eine autotrophe Fixierung von CO 2 in chemotrophen obligaten

'naerobiern. Ob derselbe Mechanismus auch in den autotrophen

lethanbakterien stattfindet, ist ungewir.. (5. ZEIKUS, 1977)

;ine CO 2-Fixierung tiber den Calvin-Cyclus gilt sowohl in

lethanbakterien als auch in Acetobacterium ;,'oodii als sehr un

lahrscheinlich. In den neuen Sulfatreduzierern 1st1 und Jbe1J

:onnte ebenfalls nicht das entscheidende Enzym des Calvin

:yclus, die Ribulose-1,S-bisphosphat-Carboxylase, nachgewiesen

lerden (B. BOWlEN, personliche Mitteilung). Das Fehlen eines

:alvin-Cyclus in chemotrophen anaeroben Bakterien konnte aus

lioenergetischer Sicht erklart werden: In diesen Lebewesen

;tellt namlich die Umsetzung eines bestimmten Substrats weit

leniger Energie fur die ATP-Synthese zur Verftigung als eine

lxidation des gleichen Substrats mit Sauerstoff oder gar die

'hotosynthese. Ein Calvin-Cyclus ware flir chemotrophe Anaero

)ier somit ein sehr kostspieliger Assimilationsweg, denn die

lildung von 1 mol Glycerinaldehyd-3-phosphat aus 3 mol CO 2 ver

)raucht 9 mol ATP. Wesentlich okonomischer ware dagegen die

;02-Fixierung durch direkte Synthese von hcetat; diese Reaktion

lient in Acetobacterium woodii sagar der Energiekonservierung.

Ian kann sich daher vorstellen, daB fur die Zellsynthese in

iolchen Acetat-bildcnden Bakterien sogar Acetyl-Coenzym A aus

12 und CO 2 bzw. Formiat gebildet werden kann, ohne daB ein

lettoverbrauch von ATP notwendig ware. Urn von mol Acetyl-Co

!nzym A zu 1 mol Triosephosphat zu gelangen, z. B. uber die Re

lktion der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (Pyruvat-Synthase)

115 den nachsten Schritt, waren nur noch 3 mol ATP erforder

Lich. Energetisch ebenfalls sehr glinstig fur das autotrophe

~achstum ware vielleicht der Ribulosemonophosphat-Weg, und zwar

lie Variante tiber die Reaktion der Fructose-1,G-bisphosphat

~ldolase: Fur die Bildung von 1 mol Dihydroxyacetonphosphat aus

I mol rormaldehyd wirJ our 1 mol ATP verbraucht; beim Wachstum

nit H2 und CO
2

bzw. mit Formiat ware allerdings der enderqoni-

sche Schritt von Formiat zu Formaldehyd zu berlicksichtigen:

Diese Reaktion wlirde liber die Bildung von Formyltetrahydrofol

saure 1 mol ATP pro mol Formiat verbrauchen (5. TRAUER et al.,

1977). Somit waren flir die Synthese von 1 mol Triosephosphat

aus 3 mol CO 2 oder 3 mol Formiat tiber den Ribulosemonophosphat

Weg 4 mol ATP erforderlich. Die Bildung von 1 mol Acetyl-Coen

zym A aus 2 mol CO
2

tiber den reduktiven Tricarbonsaure-Cyclus

wtirde 2 mol ATP verbrauchen, die von 1 mol Triosephosphat dem

nach S mol ATP. Bereits weniger okonomisch, wenn auch irnrner

noch etwas glinstiger als der Calvin-Cyclus, ware der Serin-Weg:

Die Synthese von 1 mol Acetyl-Coenzym A aus 2 mol Formaldehyd

kostet 2 mol ATP, die von 1 mol Triosephosphat also 5 mol ATP;

wenn nicht Formaldehyd das Substrat ist, sondern CO
2

oder For

miat, so waren 7 mol ATP fur die Synthese von 1 mol Triose

phosphat erforderlich.

Welcher der aufgezeigten Fixierungsmechanismen in den neu iso

lierten Sulfatreduzierern stattfand, kann aufgrund der Experi

mente zur Autotrophie, die im Rahmen dieser Arbeit moglich wa

ren, nicht gesagt werden: schlieBlich muB auch damit gerechnet

werden, daB es noch weitere, bisher unbekannte Wege fur eine

Synthese von Zellbestandteilen aus C
1
-verbindungen gibt. Die

erhaltenen Daten lassen lediglich einige Spekulationen uber das

Prinzip der Assimilation von CO
2

bzw. Formiat in den autotro

phen Sulfatreduzierern zu:

Unter C.S. wurden die Ertrage des Sulfatreduzierers 1st1 mit

Formiat als dem einzigen organischen Substrat bestirnrnt. Die

Sulfatreduktion mit Formiat gleicht energetisch der mit Wasser

stoff als Elektronendonator. Fur die folgenden Reaktionsglei

chungen wurden wiederum die gleichen Konzentrationen wie unter

3.2. und 3.3. zugrunde gelegt:



T = 298 oK; p = 1 atm; pH = 7.0; Partialdruck von Wasserstoff: 1 atm;
Konzentration von Formiat, Sulfat, Bicarbonat und Sulfid: 0,01 molll

2- +
+S04 +H---..--4H

2
0 +HS

!t.G' - 176,2 kJI max
YSulfat (Fo. )
daher noch

4 H·COO
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2- ++ SO 4 + H -----<0__ 4 HCO; + HS

IClG' = - 170,7
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Der Ertragskoeffizient von stamm lst1 war unter autotrophen

Bedingungen bereits bei realen Wachstumsraten fast ebensohoch

wie der von Desulfovibrio vulgaris mit Acetat als Kohlenstoff

quelle bei ~er hypothetischen unendlich hohen Wachstumsrate.

von Stamm lst1 unter autotrophen Bedingungen dlirfte

etwas hoher liegen als ymax
1f

(H2) von DesulfovibrioSu at
vUlgar~!5 mil: Wasserstoff und Acetat. Die Ergebnisse lassen ver-

muten, daB Stamm 1st' ohne einen Nettoaufwand von ATP aus dem

Die bel der Reduktion von Sulfat mit Formiat zur VerfUgung ste

hende freie Enthalpie ist nur urn ea. 3 bis 4 % niedriger als

die einer Sulfatreduktion mit molekularem Wasserstoff. Daher

liegt es nahe, fUr einen Vergleieh die von BADZIONG und THAUER

(1978) mit Desulfovibrio vulgaris bestimmten Ertragskoeffizien

ten hinzuzuziehen, wobei H2 als Elektronendonator und Acetat

als Kohlenstoffquelle gedient hatten; Desulfovibrio vulgaris

vermochte namlieh nieht autotroph zu waehsen. Weil fUr Stamm

1st1 nur Ertragskoeffizienten fUr reale, endliche Wachstumsra

ten bestinunt wurden, konnen hier leider nieht die maximalen

Ertragskoeffizienten gegenUbergestellt werden, welehe man dureh

Extrapolation auf unendlieh hohe Wachstumsraten ermittelt. FUr

den Vergleich sollen hier die Ertrage auf die molare Menge an

reduziertem Sulfat bezogen werden (Fo. steht hier fUr Formiat;

Gebraueh der Symbole s. auch 3.5.):

Desulfovibrio vulgaris (BADZIONG und THAUER, 1978):

$ 8,3 g/mol (reale Wachstumsraten)

Y~~~fat(H2) 12,2 g/mol (unendl. hohe Wachstumsrate)

Stamm 1st1 (s. Tab. 24):

y Sulfat(FO.) :> 12,1 g/mol (reale WachstumsratenJ

Formiat ein Produkt fur die Zellsynthese bildete, das energe

tisch noch 9Unstiger war als Acetat. Andererseits ware es auch

moglich, dar, Stamm lst1 den Elektronentransport zum Sulfat mit

einem noeh haheren Wirkungsgrad zu nut zen verstand oder einen

haheren YATP-Wert (Zellmasse pro ATP) hatte als Desulfovibrio

vulgaris. Aber selbst dann dUrfte die Assimilation von Formiat------
zumindest bis zu einem angenommenen Intermediarprodukt Acetat

kein ATP verbrauchen.

Zum SehluB des Kapitels uber Autotrophie sei noeh auf einen

magliehen Zusammenhang hingewiesen, der zwischen der Fahigkeit

zum autotrophen Wachs tum und der zur vollstandigen Oxidation

organiseher Substrate bestand: Alle Stamme, die autotroph zu

waehsen vermoehten, waren namlieh auch imstande, Acetat und

andere organische Verbindungen vollstandig zu CO 2 zu oxidie

ren; das Umgekehrte galt allerdings nicht immer, denn nieht

alle zur vollstandigen Oxidation fahigen Sulfatreduzierer ver

mochten autotroph zu wachsen (s. Tab. 7 - 9). Dennoch liegt -es

nahe, daB einige Stoffwechselwege fUr die vollstandige Oxida

tion unter autotrophen Bedingungen auch umgekehrt wieder fUr

eine vollstandige Synthese organischer Zellbestandteile allein

aus CO
2

genutzt werden konnen.

ymax ( )
Sui fat Fa. ? (unendl. hohe Wachstumsrate)
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5. Die Verwertung aromatischer Verbindungen durch Sulfat

reduzierende Bakterien und die Bedeutung besonderer

Spurenelemente

Mit Benzoat wurden vier morphologisch sehr unterschiedliche

Arten Sulfat-reduzierender Bakterien isoliert, namlich coccoi

de, ovale, Sarcinen-bildende und Filament-bildende Zelltypen.

Diese Starnme, lbel, 2bel, 3be13 und 4be13, vermochten·auBer

Benzoat auch nahezu alle organischen Substrate der librigen, mit

Fettsauren isolierten Sulfatreduzierer zu verwerten. Dagegen

wuchs keiner der mit Fettsauren isolierten Sulfatreduzierer mit

Benzoat. Daher muB die besondere biochemische Leistung der

SUirnme 1be", 2bel, 3be13 und 4be13 darin gesehen werden, daB

Verbindungen mit dem aromatischen C6-Ringsystem abgebaut werden

konnten. Denzoat wurde ebenso wie die anderen verwertbaren Ver

~indungen vollstandig zu Kohlendioxid oxidiert.

3chon seit langem sind viele aerobe Bakterien bekannt, die mit

10mocyclischen aromatischen Verbindungen gut zu wachsen vermo

jen. Berichte liber den anaeroben Abbau dieser Substanzen sind

iagegen seltener. Reinkulturen, die aromatische Verbindungen

lnaerob verwerteten, waren bisher nur denitrifizierende Bakte

~ien und phototrophe Purpurbakterien: Arten von Pseudomonas

(TAYLOR und HEEB, 1972) und Moraxella (WILLIAMS und EVANS,

1975) bauten Benzoat in Gegenwart von Nitrat abo Rhodop5eudo

nonas palustris (DUTTON und EVANS, 1967), Rhodospirillum fulvum

(PFENNIG et al., 1965) und Rhodocyclus purpureus (PFENNIG,

1978) assimilierten Benzoat mit IIilfe der Lichtenergie. Die

!inzige, darliber hinaus noch bekannte Moglichkeit flir elne an

lerobe Verwertung aromatischer Verbindungen war bislang die Um

;etzung zu Methan durch Mischpopulationen (TARVIN und BUSWELL,

1934; FINA und FISKIN, 1960; NOTTINGHAM und HUNGATE, 1969;

'ERRY und WOLFE, 1976; FINA et al., 1978; KEITH et al., 1978,

IEALY und YOUNG, 1978, 1979). Die aromatischen Verbindungen

:onnen von Methanbakterien nicht direkt abgebaut werden, denn

liese Gruppe von Mikroorganismen verwertet nur Wasserstoff,

:ohlendioxid unci wenige einfache organische Verbindungen wie

'ormiat, Acetat oder Methanol (I-lOLFE, 1971; ZEIKUS, 1977).

Eine Umsetzung aromatischer Verbindungen zu Methan ist nur in

syntrophen Mischkulturen mit anderen, sogenannten H2-bildenden

acetogenen Bakterien moglich, die im Falle von Benzoat bisher

noch nicht isoliert werden konnten; diese Bakterien bilden aus

den aromatischen Verbindungen die Substrate flir die Methanbak

terien. Berichte liber die Verwertung aromatischer Verbindungen

durch Sulfatreduzierer sind bislang nicht bekannt geworden.

5.1. Vermutungen liber den Abbauweg von Benzoat unter Beteili

gung der Spurenelemente Selen und MOlybdan

Aerobe Bakterien leiten den Abbau aromatischer Verbindungen

ein, indem Sauerstoff aus der Luft liber Mono- oder Dioxigenasen

~n das aromatische System direkt eingeflihrt wird. Unter anaero

ben Bedingungen sind jedoch andere Mechanismen flir die Ring

spaltung erforderlich. Man nimmt heute an, daB der Abbau aroma

tischer Verbindungen, wie zum Beispiel der von Benzoat, in an

aeroben Bakterien immer mit einer Reduktion (Hydrogenierung)

des Benzolrings beginnt (EVANS, 1977; KEITH et al., 1978). Aus

Benzoat entsteht somit zunachst Cyclohexancarboxylat (Cyclo

hexancarbonsaure). Erst dann wird der Ring auf eine noch nicht

ganz geklarte Weise gespalten. Als weitere Intermediarprodukte

werden sowohl Dicarbonsauren, wie Adipat oder Pimelat,als auch

IFettsauren, wie Capronat oder Heptanat, diskutiert .
•i

Experimente zur Biochemie des Abbauwegs von Benzoat in den neu

isolierten Sulfatreduzierern wurden in dieser Arbeit nicht

durchgeflihrt. Aus wachstumsphysiologischen Untersuchungen ging

jedoch hervor, daB in mehreren Fallen ein eindeutiger Zusarnmen

hang bestand zwischen der Verwertung aromatischer Substrate und

einem Bedlirfnis fUr die Spurenelemente Selen und Molybdan

(s. C.6.1.). Vergleicht man nun diese Beobachtungen mit anderen

Berichten liber die wahrscheinlichen biochemische,n Funktionen

von Selen und Molybdan, so sind einige Spekulationen liber den

Abbau der aromatischen Verbindungen in den Sulfatreduzierern

moglich.



Der Stamm 1be1 ben6tigte fUr die Verwertung von Benzoat und der

Homologen Phenylacetat und 3-Phenylpropionat als Spurenelemente

Selen und Molybdan. die als Selenit bzw. Molybdat angeboten

wurden. FUr das Wachstum mit Alkoholen. Formiat, Acetat. h6he

ren Fettsauren und Lactat brauchten dagegen weder Selen noch

Molybdan zugesetzt zu werden, ebensowenig fUr das Wachstufil mit

Cyclohexancarboxylat. Offenbar waren Selen und Molybdan spezi

ell fUr Reaktionen am aromatischen Ring erforderlich. Man kann

nun aufgrund dieser Beobachtungen zwei Hypothesen Uber den er

sten Schritt beim Abbau von Benzoat entwickeln:

1) Beispiele fUr eine gleichzeitige Beteiligung von Selen und

Molybdan im Stoffwechsel von Bakterien sind die Formiat-Dehy

drogenase und Nitrat-Reduktase in Escherichia coli (PINSENT,

1954; ENOCH und LESTER, 1972) und die Formiat-Dehydrogenase in

Clostridium cylindrosporum (WAGNER und ANDREESEN. 1977); die

Aktivitat dieser Enzyme wurde durch Gegenwart von Selen und

Molybdan wahrend des Wachs turns stark gesteigert. Zwischen der

Dehydrogenierung von Formiat bzw. der Hydrogenierung von CO 2
und dem Abbau eines aromatischen C6-Ringes sind jedoch kaum Ge

meinsamkeiten zu erkennen. Wesentlich mehr Ahnlichkeit hat der

Abbau von Benzoat dagegen mit dem von Nicotinat oder xanthin,

denn diese Verbindungen sind ebenfalls Ringsysteme (Pyridin

bzw. Purin-Ring) mit aromatischem Character: Die optimale Akti

vitat der Nicotinsaure-Hydroxylase in Clostridium barkeri

(IMHOFF und ANDREESEN, 1979) und die der Xanthin-Dehydrogenase

in Clostridium acidiurici und Clostridium cylindrosporum

(WAGNER und ANDREESEN, 1979) wurde erst durch Zusatz von Selen

zum Kulturmedium erreicht; eine Wirkung von Molybdan auf die

Aktivitat dieser Enzyme wurde nicht beobachtet, darf aber an

genommen werden. In der Xanthin-Dehydrogenase von Neurospora

crassa (LYON und GARRET, 1978) wurde Molybdan direkt als Be

standteil des Moleklils nachgewiesen; Selen wurde allerdings

nicht erwahnt. Nach ANDREESEN (1978) sowie WAGNER und ANDREESEN

(1979) ist Selen als dissoziierte Se--Gruppe eines Selenol-En

zyms wirksam und katalysiert die Einflihrung einer OH-Gruppe,

~lso eine Hydroxylierung des Ringsystems; an dieser Oxidation

konnte Molybdan als der primare Elektronenakzeptor beteiligt
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sein und dabei einen vorUbergehenden Valenzwechsel von +6 nach

+4 erfahren. Nimmt man eine ahnliche Funktion von Selen und Mo

lybdan auch bei der Verwertung von Benzoat durch Stamm 1be1 an,

so ware der erste Schritt beim Abbau keine Reduktion zu Cyclo

hexancarboxylat gewesen, sondern eine Hydroxylierung des aroma

tischen Ringes. Ware namlich das erste Produkt Cyclohexan

carboxylat gewesen. so hatte die OH-Gruppe noch in einer der

folgenden Reaktionen eingefUhrt werden mlissen; dann waren Selen

und Molybdan auch flir den Abbau von cyclohexancarboxylat erfor

derlich gewesen, was aber nicht nachgewiesen werden konnte.

Wenn der aromatische Ring zuerst hydroxyliert wurde, so konnte

Cyclohexancarboxylat schwerlich ein weiteres Folgeprodukt gewe

sen sein; demnach mliBte Cyclohexancarboxylat durch stamm 1be1

liber einen anderen Abbauweg verwertet worden sein als Benzoat,

zumindest bis zur Spaltung des Ringes. 3-Hydroxybenzoat und

4-Hydroxybenzoat wurden von Sta~~ 1be1 nicht oxidiert; dagegen

war ein Wachstum mit 2-Hydroxybenzoat (Salicylat) m6g1ich. Flir

die Verwertung von 2-Hydroxybenzoat wurde nur Molybdan, jedoch

kein Selen ben6tigt. Man k6nnte aus diesen Ergebnissen in Uber

einstimmung mit ANDREESEN und WAGNER (s.o.) schlieBen, daB die

Funktion von Selen tatsachlich darin bestand, die OH-Gruppe in

das Ringsystem einzuflihren, und zwar in 2-Stellung. 2-Hydroxy

benzoat ware somit das erste Intermediarprodukt gewesen, fUr

dessen weiteren Abbau kein Selen mehr n6tig war. Auf eine Be

teiligung von Molybdan an der Hydroxylierung von Benzoat kann

aufgrund der wachstumsphysiologischen Beobachtungen nicht ge

schlossen werden, denn Molybdan war offensichtlich ouch am Ab

bau von 2-Hydroxybenzoat beteiligt. Wenn nun der Abbau als er

stes Intermediarprodukt 2-Hydroxybenzoat lieferte, so hatte

dieses mindestens ebensoschnell wie Benzoat umgesetzt werden

mlissen. Beobachtet wurde jedoch das Gegenteil. namlich, daB

Stamm 1be1 mit 2-Hydroxybenzoat viel langsamer wuchs als mit

Benzoat. Urn die dargestellte Hypothese aufrecht erhalten zu

k6nnen, mliBte man annehmen, daB die Aufnahme von 2-Hydroxyben

zoat in die Zelle dem Bakterium Schwierigkeiten bereitete und

der wachstumsbegrenzende Schritt war.
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2) Eine zweite Hypothese ware, daB der erste Schritt der Umset

zung von Benzoat durch Stamm 1be1 die Reduktion zu Cycohexan

carboxylat war. Nun wurde aber fur ein Wachstum mit Cyclohexan

carboxylat kein Bedufnis fur Selen und Molybdan nachgewiesen.

~us dieser Beobachtung wurde dann folgen, daB Selen und Molyb

dan nur an der Hydrogenierung des aromatischen Ringes mitwirk

ten. Fur eine biochemische Reduktion eines aromatischen Ring

systems unter Beteiligung von Selen oder Molybdan sind jedoch

in der Literatur bisher keine Beispiele bekannt geworden.

Stamm 3bc13 benotigte fUr die Verwertung von Bcnzoat nur Molyb

~an, jedoch kein Selen; fur das Wachs tum mit Heptanat oder Lac

tat war auch kein Zusatz von Molybdan erforderlich. Bei der

Prufung von Stamm 2be1 gaben nur einige Versuchsansatze einen

Hinweis auf ein eventuelles Bedurfnis fUr Selen und Molybdan;

3as Wachs tum dieses Sulfatreduzierers mit Heptanat oder Lactat

war stets eindeutig unabhangig von einem Zusatz der Spurenele

nente. Der fadige Sulfatreduzierer 4be13 schlieBlich benotigte

Belen oder Molybdan ebensowenig fur das Wachstum mit Benzoat

wie fur das mit nicht aromatischen Substraten. Aufgrund dieser

Beobachtungen kann man nun einerseits vermuten, daB den Stammen

3be13, 2be1 und 4be13 bereits geringste Verunreinigungen in den

KUlturgefaBen oder den Chemikalien genUgten, den Bedurf un Sc

len bzw. Selen und Molybdan zu decken; dafUr sprechen insbeson

Jere die von Mal zu Mal unterschiedlich ausgefallenen Wachs

tumsresultate mit Stamm 2be1, wenn kein Selen und kein ~olybdan

zugesetzt worden waren. Andererseits sind in diesen Bakterien

~ber auch Abbauwege fUr Benzoat denkbar, an denen kein Selen

JZW. wcder Selen noch Molybdan beteiligt waren. Ein Hinweis

~uf verschiedene Abbauwege konnte auch bereits darin gesehen

werden, daB sich die Sttimme 1bc1, 2be1, 3be13 und 4be13 in der

fahigkeit zur Verwertung der drei Hydroxybenzoate und von

:yclohexancarboxylat unterschieden (s. Tab. 9); diese crnah

rungsphysiologischen Differenzen konnten allerdings ebensogut

nit verschiedenen Aufnahmemechanismen erklart werden.
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Die mit Benzoat isolierten Sulfatreduzierer verwerteten aIle

Capronat oder Heptanat, jedoch kein Adipat und kein Pimelat.

Dennoch ist der SchluB unzulassig, daB die Dicarbonsauren des

halb keine Intermediarprodukte beim Abbau von Benzoat gewesen

sein konnten. Die negativen Wachstumsresultate mit Adipat und

Pimelat konnten namlich wiederum darauf beruhen, daB die Bakte

rien nicht zur Aufnahme dieser Verbindungen fahig waren.

5.2. Wirkung von Molybdan, Selen und chemisch ahnlichen

Elementen in verschiedenen Konzentrationsbereichen

Mit Stamm 1be1 wurde die Wirkung von Selen und Molybdan in un

terschiedlichen Konzentrationen auf das Wachstum mit Benzoat

ermittelt. Parallel dazu wurde in analoger Weise untersucht,

wie Elemente, die im chemischen Verhalten eine gewisse Ahnlich

keit mit Selen oder Molybdan zeigen, das Wachstum auf Benzoat

beeinfluBten (s. C.6.2.). Dabei stellte sich heraus, daB Tellur

in etlichen Fallen anstelle von Selen eine ebensogute positive

Wirkung auf das Wachs tum mit Benzoat hatte. Molybdan konnte

sogar stets durch Wolfram ersetzt werden. Obwohl Wolfram be

reits in einer geringeren Konzentration wirksam war als Molyb

dan, war das Wachstum von Stamm 1be1 auf Benzoat bei einer aus

reichenden Molybdan-Konzentration immer noch etwas besser als

bei irgendeiner Konzentration an Wolfram. Andere Elemente, die

in einigen chemischen Eigenschaften dem Molybdan ahneln, wie

Vanadin, Chrom, Rhenium oder Uran, waren ohne Wirkung. Tellur

erwies sich als das giftigste der eingesetzten Elemente, denn

das Wachstum von Stamm 1be1 wurde schon haufig durch eine

Tellur-Konzentration von 10-7 mol/l gehemmt. Die wachstumshem

mende Wirkung von Selen machte sich ab etwa 10-6 mol/l bemerk

bar; somit muB auch Selen als ein verhaltnismaBig starkes Gift

fUr Stamm 1be1 angesehen werden, obwohl es andererseits wieder

ein essentielles Spurenelement war. Molybdan und Wolfram wurden

dagegen noch in hoheren Konzentrationen ertragen. Die wachs

tumshemmende Konzentration von Molybdan wie auch die von Wolf

ram lag mit etwa 10-4 mol/l in der GroBenordnung, die auch

HUISINGH und MATRONE (1972) bestimmt hatten; in der Arbeit



dieser Autoren war die antagonistische Wirkung von Molybdan auf

die Sulfatreduktion im Pans en untersucht worden.

Das Erstaunlichste der hier aufgezeigten Ergebnisse ist sicher

lich, daB verwandte Elemente sich in ihrer Wirkung gegenseitig

vertreten konnten. Dabei kann es sich nicht urn Verunreinigungen

im verwendeten Tellurit und Wolframat mit Selen bzw. Molybdan

gehandelt haben; Tellur und Wolfram waren namlicll sayar in nach

niedrigeren Konzentrationen wirksam als Selen bzw. Molybdan.

PINSENT (1954) hatte gezeigt, daB das Selenit im Medium von

Escherichia coli, welches fUr die Aktivitat der Formiat-Dehy

drogenase erforderlich war, nicht durch Tellurit oder Tellurat

ersetzt werden konnte. 1m FaIle der Formiat-Dehydrogenase von

Clostridium cylindrosporum hatte Wolfram einen antagonisti

schen Effekt zum Molybdan (WAGNER und ANDREESEN, 1977). DaB

Wolfram aber auch ein essentielles Spurenelement sein kann, ha

ben Untersuchungen aus jUngerer Zeit erbracht: Das Wachstum von

Methanococcus vannie Iii mit Formiat (JONES und STADTMAN, 1977)

und die Aktivitat der Formiat-Dehydrogenasen von Clostridi~

formicoaceticum, Clostridium thermoaceticum und Clostridium

acidiurici (LEONHARDT und ANDREESEN, 1977; WAGNER und

ANDREESEN, 1977; ANDREESEN, 1978) wurde durch einen Zusatz von

Wolfram zusammen mit Selen zum Medium erheblich gesteigert;

Wolfram konnte in diesen Fallen nicht durch Molybdan ersetzt

werden. Bei genauerem Betrachten der Wachstumsresultate von

Stamm 1be1 in Gegenwart von Tellur oder Wolfram erhebt sich

jedoch die Frage, ob diese Elemente wirklich eine gr6Bere Be

deutung fUr den Sulfatreduzierer hatten. Ein Zusatz von Tellur

zu parallelen Ansatzen in gleicher Konzentration hatte namlich

nicht immer die wachstumsf6rdernde Wirkung wie Selen. Wolfram

wirkte zwar stets eindeutig wachstumsf6rdernd und bereits in

niedrigerer Konzentration als Molybdan, doch mit Wolfram wurden

die Zelldichten wie in Gegenwart von Molybdan nicht ganz er

reicht. Daher waren wahrscheinlich nicht Tellur und Wolfram,

sondern Selen und Molybdan die eigentlichen, von Stamm 1be1 un

ter natUrlichen Bedingungen benotigten Spurenelemente. Ferner

ist ungewiB, ob Tellur und Wolfram von Stamm 1be1 direkt an

stelle von Selen bzw. Molybdan in die vermuteten Enzyme einge-
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baut wurden und dart die gleiche Aktivitat wie ihre leichteren

Verwandten entfalten konnten. Es ware namlich auch m6glich, daB

Tellur oder Wolfram aufgrund chemischer Ahnlichkeiten die Auf

nahmemechanJsmen fUr die eigentlich ben6tigten Spurenelemente

stark stimulierten; dann hat ten geringste Verunreinigungen mit

Selen oder Molybdan, die jeweils in den KulturgefaBen vorhanden

waren, die positiven Wachstumsergebnisse auf Benzoat verur

sacht. Somit k6nnte auch erklart werden, weshalb Tellur anstel

Ie von Selen bisweilen eine ebensogute wachstumsfordernde Wir

kung zeigte, bisweilen aber auch eine viel geringere. Von

einer Stimulation der Aufnahme in einem umgekehrten FaIle,

der von Wolfram durch Molybdan, berichteten LJUNGDAHL und
t 1 n ,e \
\ 1-" • v I.

5.3. Verbliebene Fragen zur Bedeutung von Selen, Molybdan und

Wolfram fUr weitere Stoffwechselleistungen der Sulfat

reduzierer

Die in den vorangegangenen Kapiteln zitierte Literatur hat ge

zeigt, daB die Spurenelemente Selen, Molybdan oder Wolfram bei

der Verwertung von Formiat haufiger eine Rolle spielen. Inwie

weit auch die neuen Sulfatreduzierer beim Wachstum mit Formiat

von einem Zusatz dieser Elemente abhangig waren, wurde jedoch

in dieser Arbeit nicht untersucht. Mit Stamm 1be1 war lediglich

gezeigt worden, daB das heterotrophe Wachs tum dieses Sulfatre

duzierers mit Formiat als Elektronendonator und Acetat als Koh

lenstoffquelle von einem Zusatz von Selen oder Molybdan unab

hangig war. 1m Ubrigen wurden Selen, Molybdan und auch Wolfram

immer vorsorglich angeboten, wenn Formiat oder auch H2 als

Elektronendonatoren eingesetzt wurden. Somit bleibt die Frage

offen, ob die betreffenden Sulfatreduzierer die genannte Spu

renelemente fUr das Wachstum mit Formiat (s. Tab. 7 - 9) tat

sachlich ben6tigten.



- 334 -

Die Reduktion von Nitrat durch den Sulfatreduzierer 1pr3

(s. C.3.3.2. und c.4.2.) wurde ebenfalls nicht auf eine Abhan

gigkeit von Selen oder Molybdan gepruft, auch hier wurden die

se Elemente aufgrund der Beobachtung von ENOCH und LESTER

(1972) stets vorsorglich zugesetzt.

6. Okologische Bedeutung der neu isolierten Sulfatreduzierer

In Untersuchungen zum Schwefelkreislauf in marinen Sedimenten

wiesen J0RGENSEN und FENCHEL (1974) sowie J0RGENSEN (1977 a)

nach, daB mehr als die Halfte des anfallenden organischen Ma

terials (Detritus) tiber die dissimilatorische Sulfatreduktion

mineralisiert wurde. Dieser beachtliche Beitrag Sulfat-reduzie

render Bakterien zum anaeroben Abbau war mit der Stoffwechsel

leistung der bekannten Arten nicht zu erklaren, die ihre orga

nischen Substrate nur unvollstandig zu Acetat als Endprodukt

oxidierten. FENCHEL und J0RGENSEN (1977) machten auf den Wider

spruch zwischen den okologischen und den nikrobiologischen Er

fahrungen aufmerksam: Mit der Tatigkeit der bekannten Sulfatre

duzierer konnte maximal ein Drittel der organischen Substanz

mineralisiert werden. Nun wurden aber ferner auch nie Hinweise

dafur erhalten, daB mit der dissimilatorischen Sulfatreduktion

an natlirlichen Standorten gleichzeitig einen Anreicherung von

Acetat einherging; gerade das Gegenteil war der Fall: Wurde der

natlirlichen anaeroben Bakterienpopulation in marinen Sedimenten

Acetat angeboten, so wurde dieses schnell unter Reduktion von

SuI fat zu Schwefelwasserstoff verbraucht (CAHET, 1975).

Bereits viel fruher hatte HOPPE-SEYLER (1886) gezeigt, daB Cel

lulose, eine biologisch sehr bedeutende Verbindung, unter an

aeroben Bedingungen mit Sulfat vollstandig oxidiert werden

konnte. Nachdem die Verursacher der Sulfatreduktion durch

BEIJERINCK (1895) bekannt geworden waren, wurde in den ersten

Jahrzehnten darauf die Fahigkeit dieser Bakterien zur vollstan

digen Oxidation wiederholt bestatigt (VAN DELDEN, 1903,

RUBENTSCHIK, 1928; BAARS, 1930). Die dabei untersuchten Bakte

rienstamme blieben jedoch nicht erhalten. AIle dann spater
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isolierten und klassifizierten Sulfatreduzierer oxidierten ihre

Substrate nur unvollstandig bis zur Stufe von Acetat (SENEZ.

1954; GROSSMAN und POSTGATE, 1955; CAMPBELL und POSTGATE, 1965;

POSTGATE und CAMPBELL, 1966; LeGALL und POSTGATE, 1973). Di-e

Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien zur Verwertung von

Acetat wurde nicht nur aufgrund negativ verlaufener Anreiche

rungsversuche in Frage gestellt (SELWYN und POSTGATE, 1959;

POSTGATE, 1959 a), sondern auch bioenergetisch fur nicht mog

lich gehalten (WAKE et al., 1977). Nunmehr konnten jedoch ver

schiedene SUlfatreduzierer in Reinkultur isoliert werden. die

Acetat als Elektronendonator zu verwerten vermochten. Stochio

metrische Messungen (s. C.4.1 ergaben, daB eine Verwertung von

Acetat immer eine vollstandige Oxidation zu Kohlendioxid bedeu

tete, und daB die dazu fahigen Stamme auch andere verwertbare

organische Verbindungen vollstandig oxidieren konnten (s. auch

1.1.2.). Welche Bedeutung die neuen Arten fur das mikrobiologi

sche Verstandnis der dissimilatorischen Sulfatreduktion an na

turlichen Standorten haben, 5011 im folgenden erortert werden.

6.1. Moglichkeiten fur eine anaerobe Oxidation organischer

Verbindungen mit Sulfat

Bei den organischen Substraten der bisher bekannten Sulfatredu

zierer und auch denen der neu isolierten Arten handelt es sich

stets urn verhaltnismaBig einfach aufgebaute, niedermolekulare

Verbindungen, etliche von diesen sind als Garungsprodukte be

kannt. Die in der Natur primar anfallende Biomasse besteht hin

gegen aus komplizierter aufgebauten, groBtenteils polymeren

Verbindungen. Demnach sind Sulfatreduzierer auf die Tatigkeit

der Bakterien angewiesen, welche die Polymere abbauen und ver

garen.

Anhand der Vergarung einer Hexose und der Verwertung der Pro

dukte durch Sulfatreduzierer kann exemplarisch gezeigt werden,

welche Bedeutung die dissimilatorische Sulfatreduktion fur den

anaeroben Abbau haben konnte. Hexosen. wie z. B. Glucose,

dUrften in der belebten Natur die mengenmaBig vorherrschenden
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garende
Bakterien

J2E;!sJJl.foyjJ~_rio,
Des~lfotomaculum,

p_e~J!J-.f.Q.!1lQna.?

2 CH 3COO

:;~;~;~~~~~;;~;;:--;2~H~S~=;~------~----------------
. - ....---..-4JHCO;1

Abb. 40: Moglicher Abbauweg einer organischen Verbindung tiber
garende und Sulfat-reduzierende Bakterien am Beispiel
von Glucose. Bei einer unvollstandigen Oxidation des
Garungsprodukts Lactat durch die bisher bekannten Sul
fatreduzierer wird 1 mol Schwefelwasserstoff pro mol
Glucose gebildet. Die vollstandige Oxidation des Ga
rungsprodukts und somit auch die der Glucose tiber Ace
tat-verwertende Sulfatreduzierer liefert insgesamt
3 mol Schwefelwasserstoff pro mol Glucose.

organischen Verbindungen sein, die gebunden als Bausteine von

Polymeren (Cellulose, starke) und frei als Ausgangssubstrate

flir den Energiestoffwechsel der verschiedensten Lebewesen groBe

Bedeutung haben. Wenn 1 mol Glucose zu 2 mol Lactat vergoren

wird, etwa durch homofermentative Milchsaurebakterien, so ist

mit den bisher bekannten Sulfatreduzierern der Gattungen

Desulfovibrio, Desulfotomaculum (Ausnahme: Desulfotomaculum

acetoxidansl und Desulfomonas eine Bildung von 1 mol Schwefel

wasserstoff pro mol Glucose moglich: dabei entstehen ferner
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2 mol Acetat und 2 mol Kohlendioxid. Eine noch weitergehende

Oxidation der Glucose, d. h. eine noch h6here Ausbeute an

Schwefelwasserstoff, ist in Mischkulturen von garenden Bakte

rien mit den genannten Sulfatreduzierern nicht moglich, selhst

wenn andere Garungswege beschritten werden. Erst durch die neu

isolierten Arten mit der Fahigkeit zur vollstandigen Oxidation

kann auch das entstandene Acetat oxidiert werden, sodaB man am

Ende des Prozesses insgesamt 3 mol anstelle von 1 mol Schwefel

wasserstoff pro mol Glucose vorfindet, wahrend diese dabei

vollstandig 0xidiert als Kohlendioxid erscheint (s. Abb. 40).

Wenn der Acetat-verwertende Sulfatreduzierer ferner Lactat zu

verwerten vermag, wie z. B. die Stamme 3acl0, 4acll, Sacl0,

lbel, 2be1 und 3be13 (5. Tab. 7 und 9), so ist die vollstandige

Oxidation auch ohne die Sulfatreduzierer moglich, die zunachst

Acetat bilden.

Eine vollstandige Oxidation der Glucose ist nunmehr auch ohne

wei teres tiber eine Vergarung durch Propionibakterien oder

saccharolytische Clostridien vorstellbar. Die Garungsprodukte

waren in diesen Fallen Propionat, Acetat und Kohlendioxid bzw.

Butyrat, Acetat, Kohlendioxid und Wasserstoff. Die Verwertung

von Propionat oder Butyrat ware einerseits durch die neu iso

lierten Sulfatreduzierer moglich, die nur zu einer unvollstan

digen Oxidation fahig waren, sodaB zunachst noch weiteres Ace

tat entsttinde. Andererseits konnten Propionat und Butyrat aber

auch von den Sulfatreduzierern direkt verwertet werden, die

diese Fettsauren wie Acetat vollstandig zu oxidieren vermochten

(5. Tab. 7 - 9).

Die Verwertung von Acetat, Propionat und Butyrat durch Sulfat

reduzierer erlaubt bereits eine vollstandige anaerobe Oxidation

der Mehrzahl aller in der Natur vorkornmenden biologischen Sub

stanzen: 1m Kuhpansen, in welchem vor allem Kohlenhydrate durch

eine komplexe Mischpopulation vergoren werden, entsteht liber

wiegend Acetat; die nachst haufiqeren Garungsprodukte sind Pro

pionat und Butyrat (HUNGATE, 1966, S. 24S - 280). In anaeroben,

Sulfat-armen Sedimenten und in Faulbehaltern von Klaranlagen
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werden zersetzliche organische Verbindungen vollstandig in

Methan und Kohlendioxid tiberftihrt. JERIS und McCARTY (1965) so

wie SMITH und MAH (1966) zeigten, daB dabei mehr als 70 % des

entstandenen Methans tiber Acetat als Zwischenprodukt gebildet

werden; auch Propionat und Butyrat haben wahrscheinlich in der

artigen Schlammen eine Bedeutung als Zwischenstufen beim anae

roben Abbau (TOERIEN und HATTINGH, 1969).

Weshalb gerade niedere Fettsauren als die haufigsten Garungs

produkte gefunden werden, kann auch bereits anhand der bekann

ten Stoffwechselleistungen garender Bakterien gezeigt werden:

Acetat, propionat unu Butyrat entstehen nicht nur haufig bei

der Vergarung von Kohlenhydraten, sondern auch der von Amino

sauren (BARKER, 1956, S. 57 - 90). Zudem werden etliche andere

Garungsprodukte schnell in die niederen, loslichen Fettsauren

tiberftihrt. So wird z. B. Lactat durch propionibakterien oder

Clostridium propionicum leicht zu Propionat und Acetat umge

setzt (BARKER, 1956, S. 73); zusammen mit Acetat kann Lactat

von bestimmten Clostridien zu Butyrat vergoren werden (AZOVA,

1959; KUTZNER, 1963/64). Athanol wird zusammen mit Acetat durch

Clostridium kluyveri in Butyrat oder Capronat tiberftihrt

(5. THAUER et al., 1977). Propionat entsteht auch haufig durch

Decarboxylierung von Succinat; zu dieser Reaktion ist z. B.

Selenomonas ruminantium fahig (SCHEIFINGER und WOLIN, 1973).

Beim anaeroben Abbau von Purinen und Pyrimidinen durch ver

schiedene Clostridien (VOGELS und VAN DER DRIFT, 1976; CN1PBELL,

1957; CATO et al., 1968) oder durch Micrococcus aerogenes

(WHITELEY, 1952) entstehen als Produkte Acetat und Verbindun

gen, die von anderen Bakterien wiederum zu los lichen Fettsaurcn

umgesetzt werden konnen. Acetat, Propionat und Butyrat sind 50

mit charakteristische Garungsprodukte beim nattirlichen an aero

ben Abbau der Polysaccharide, der Proteine und der Nucleinsau

reno

Die ernahrungsphysiologischen Eigenschaften der neu isolierten

Sulfatreduzierer erlauben ferner, noch weitere Verbindunqen un

ter anaeroben Bedingungcn letztlich vollstandig zu oxidieren:
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Einige Stamme vermochten iso-Butyrat, 2-Methylbutyrat oder

3-Methylbutyrat zu verwerten (s. Tab. 7 - 9); diese verzweigt

kettigen Fettsauren entstehen beim anaeroben Abbau der Amino

sauren Valin, iso-Leucin bzw. Leucin (ALLISON, 1978; ELSDEN

und HILTON, 1978). Die vier mit Benzoat isolierten Stamme ver

mochten auch Phenylacetat und 3-Phenylpropionat zu oxidieren;

solche Carbonsauren mit aromatischen substituenten werden bei

der Vergarung der Aminosaure Phenylalanin gebildet (SCOTT et

al., 1964; ELSDEN et al., 1976). Eine wichtige okologische

Rolle konnten die neuen Stamme spielen, die langkettige Fett

sauren zu verwerten vermochten; diese verhaltnismaBig wasserun

los lichen Verbindungen werden beim Abbau von Lipiden freige

setzt. CHYNOWETH und MAH (1971) zeigten, daB langkettige Fett

sauren bei der anaeroben Schlammfaulung wesentlich zur Bildung

von Methan beitragen. Ftir die neu isolierten Sulfatreduzierer

wurden nur gesattigte Fettsauren eingesetzt. Etliche Lipide

enthalten aber auch ungesattigte Fettsauren. Die in Schlammen

und Sedimenten anfallenden ungesattigten Fettsauren werden je

doch mikrobiell leicht zu gesattigten hydrogeniert

(HEUKELIKIAN und MUELLER, 1958; RHEAD et al., 1971).

Mit der Stoffwechselleistung garender Bakterien und der der neu

isolierten Sulfatreduzierer sollte es grundsatzlich moglich

sein, biologisches Material unter streng anaeroben Bedingungen

wcitgehend zu mineralisieren, also in anorganische Verbindungen

zu tiberftihren: Ftir jedes bedeutende Garungsprodukt ist minde

stens ein Abbauweg vorstellbar, der letztlich zu Schwefelwas

serstoff und Kohlendioxid ftihrt. Ferner ist zu erwarten, daB in

Anreicherungen mit weiteren Abbauprodukten aus biologischen

Substraten noch andere Sulfatreduzierer mit bisher unbekannten

ernahrungsphysiologischen Fahigkeiten zutage treten. Nunmehr

kann abgeschatzt werden, wieviel H2S die in der Natur primar

produzierte Biomasse, das Pflanzenmaterial, bei einer vollstan

digen Mineralisierung unter anaeroben Bedingungen mit ausrei

chend Sulfat als Elektronenakzeptor liefern wtirde: Wenn man ftir

pflanzliche Trockenmasse naherungsweise die Summenformel von

Glucose, C6H120 6 (= Cellulose bzw. Starke + H20), annirnmt, so
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1000 g pflanzliche Trockensubstanz liefern:

k6nnten bei einer vollstandigen anaeroben Oxidation bis zu

570 g H
2

S pro 1000 g pflanzlicher Trockenmasse gebildet werden

(5. Abb. 40). Demgegenliber ist die Menge des assimilatorisch

reduzierten Sulfats gering. Zu der assimilatorischen Sulfatre

duktion sind Pflanzen und die Mehrzahl der Bakterien fahig: in

der Natur dlirfte der weitaus gr6Bte Teil der reduzierten Schwe

felverbindungen flir die Zelle wahrend der Photosynthese der

grlinen Pflanzen gebildet werden. Nach BAUMEISTER (1958 a) ist

fUr eine Pflanze ein Gehalt der Trockenmasse an Gesamt-Schwefel

von 0,5 % bereits verhaltnismaBig hoch. Ein groBer Anteil des

Gesamt-Schwefels wird in der Pflanze als Sui fat vorratig gehal

ten: auf den reduzierten Schwefel, den von Proteinen und ande

ren Schwefelverbindungen, dlirften bis ca. 30 % vom Gesamt

Schwefel entfallen (BAUMEISTER, 1958 b). Demnach enthielte

pflanzliche Trockenmasse bis ca. 0,15 % reduzierten Schwefel.

Wird das Pflanzenmaterial abgebaut, so entstUnden bei der Frei

setzung des reduzierten Schwefels, bei der sogenannten Desulfu

ration, aus 1000 g Trockenmasse mit dem angenommenen Schwefel

gehalt ca. 1,6 g H2S.

bei der Desulfuration der

Uber die assimilatorische

Sulfatreduktion gebilde

ten Schwefelverbindungen

bei einer vollstandigen

anaeroben Mineralisierung

der pflanzenmasse liber

die dissimilatorische

Sulfatreduktion

Die in diesem Kapitel aufgezeigten mikrobiologisch denkbaren

Wege fUr eine anaerobe Oxidation organischer Verbindungen mit

Sui fat als Elektronenakzeptor lassen sich nunmehr mit den tat

sachlich beobachteten Abbauvorgangen an naturlichen Standorten

verbinden.

6.2. Endabbau von Biomasse an natlirlichen Standorten unter

verschiedenen Bedingungen

Gelangen zersetzliche organische Verbindungen biologischer Her

kunft in eine Umgebung ohne Sauerstoff, in welcher auch andere

externe Elektronenakzeptoren fehlen, wie zum Beispiel Sui fat

oder Nitrat, so endet der mikrobielle Abbau schlieBlich bei

Methan und Kohlendioxid. 1m Methan hat der Kohlenstoff seine

niedrigste Oxidationsstufe, namlich -4, im Kohlendioxid seine

hochste, +4: dem Kohlenstoff in den verschiedenen Verbindungen

des Ausgangsmaterials konnen formal Oxidationsstufen zugeordnet

werden, die h6her als -4, aber niedriger ala +4 sind. Die Um

setzung von Biomasse zu Methan und Kohlendioxid ist also eine

Disproportionierung. Ein noch weitergehender Umsatz von Methan

und Kohlendioxid in Abwesenheit externer Elektronenakzeptoren

wurde noch nie beobachtet. Unter diesen Bedingungen kennzeich

nen also die beiden extremen Oxidationsstufen des Kohlenstoffs,

CH 4 und CO 2 , einen Endzustand des ursprUnglichen biologischen

Materials.

Die im Faile einer dissimilatorischen Sulfatreduktion mit einer

gegebenen Menge an Pflanzenmaterial gebildete Menge an H2S kann

somit urn das 300 bis 400fache, also urn gut zwei Zehnerpotenzen,

groBer sein als die Menge an H2S, die bei der Faulnis allein

durch Desulfuration entsteht.

CAPPENBERG (1974 a,b,), CAPPENBERG und PRINS (1974), MARTENS

und BERNER (1974) sowie WINFREY und ZEIKUS (1977) zeigten in

Untersuchungen an aneroben Sedimenten von Gewassern, daB in

Gegenwart von Sui fat kein Methan gebildet wurde bzw. dessen

Bildung durch Zusatz von Sulfat unterdrUckt wurde. Die Produk

tion von Methan begann erst dann, als alles Sui fat zu Schwefel

wasserstoff reduziert worden war. Auch in den Anreicherungen

unter C.l. mit Fettsauren bzw. Benzoat und Sui fat setzten sich

letztlich keine Methanbakterien durch, sondern Sulfatreduzie

rer. Lediglich in Ansatzen, deren Beimpfungsmaterial einen na

tlirlichen hohen Gehalt an Methanbakterien hatte, wurde wahrend
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Eine weitere Moglichkeit, organische Verbindungen biologisch

zu oxidieren, ist durch die Denitrifikation gegeben. Die soge

nannten eehten Denitrifizierer oxidieren ihre organisehen Sub

strate vollstandig zu CO 2 und reduzieren dabei Nitrat maximal

bis zu molekularem Stiekstoff. Die Nitratreduktion findet nur

in Abwesenheit von Sauerstoff statt. BALDERSTONE und PAYNE

(1976) zeigten, daB Nitrat wiederum die Methanbildung zu hemmen

vermochte. Die gleiche Wirkung von Nitrat hat ten zuvor TAKAI

und KAMURA (1966) in Reisfeldern beobaehtet; daruber hinaus

zeigten diese Autoren, daB aueh die dissimilatorisehe Sulfatre

duktion ausblieb, solange Nitrat zugegen war. Atmung, dissimi

latorisehe Nitratreduktion, dissimilatorisehe Sulfatreduktion

und Methanbildung sind also versehiedene Wege fur den Abbau von

Biomasse, die sieh an naturliehen Standorten gegenseitig aus

sehieBen, und zwar naeh einem Prinzip der Dominanz: Man konnte

die versehiedenen Elektronenakzeptoren in einer Hierarchie an

ordnen, sodaB bei deren Anwesenheit immer derjenige mit der

hochsten Rangordnung daruber entseheidet, welehe Reaktion

stattfindet. Die Methanbildung kann man als "dissimilatorisehe

CO
2
-Reduktion" auffassen; eine solehe Darstellungsweise ist

nieht nur ein Formalismus, denn beim Waehstum von Methanbakte

rien mit Wasserstoff wird tatsaehlieh CO 2 als Elektronenakzep

tor reduziert. Die Hierarehie der Elektronenakzeptoren ware

dann wie folgt darzustellen:

der ersten Passagen noeh Methan gebildet; naeh weiteren Uber

impfungen wurde jedoeh aueh in diesen Anreieherungen die dissi

milatorisehe sulfatreduktion zu dem vorherrsehenden Abbaupro

zeB. Die Unterdrtiekung der Methanbildung in Sehlammen dureh

Sulfat wird heute als Konkurrenz zweier Bakteriengruppen ver

standen: Die Oxidation der organisehen Substrate mit Sulfat ist

gegentiber der Umsetzung zu Methan die begtinstigte Reaktion, die

Sulfatreduzierer sind als Konkurrenten den Methanbakterien

uberlegen. Wenn ein UbersehuB an Sulfat vorhanden ist, bleibt

die Methanbildung ganz aus. Unter den Bedingungen der Sulfatre

duktion muB somit mindestens ein ebenso weitgehender Abbau der

versehiedenen biologisehen Subs tan zen moglieh sein wie bei der

Methanbildung. Auf welehen Wegen anaerob abbaubare organisehe

Substanzen dureh die Tatigkeit garender und Sulfat-reduzieren

der Bakterien vollstandig oxidiert werden konnen, wurde im vor·

angehenden Kapitel gezeigt. Alle Reduktionsaquivalente, die aus

dem ursprunglieh vorhandenen Substrat gewonnen werden konnten,

liegen schlieBlieh in Form von H2S vor. Eine weitere Umsetzung

von H S und CO unter anaeroben Bedingungen im Dunkeln wurde
2 2

noeh nie beobaehtet. Daher kann man wiederum vermuten, daB H2S

und CO den Endzustand des Abbaus organiseher Verbindungen un-
2

ter anaeroben Bedingungen bei einem UbersehuB an Sulfat kenn-

zeiehnen. Erst mit Licht als Energiequelle ist eine Verwertung

von Sehwefelwasserstoff und Kohlendioxid moglieh, und zwar

dureh die phototrophen roten und grunen Sehwefelbakterien fur

die Neusynthese von Zellsubstanz. > >

Unter aeroben Bedingungen findet weder eine Methanbildung noeh

eine dissimilatorisehe Sulfatreduktion statt, die gesamte Bio

masse wird zu Wasser und Kohlendioxid oxidiert. H20 und CO 2
stellen den Endzustand des aeroben Abbaus organiseher Verb in

dungen dar, wenn Sauerstoff im UbersehuE vorhanden ist. Grtine

Pflanzen und Cyanobakterien uberfuhren diesen Endzustand unter

Ausnutzung von Licht als Energiequelle unter Freisetzung von

Sauerstoff wieder in organisehe Substanzen, in Biomasse.

Zu einer solehen Aufstellunq der verschiedenen Elektronenakzep

toren gelangten aueh CLAYPOOL und KAPLAN (1974). 1st 02 zuge

gen, so ist die Atmung der bevorzugte ProzeE, die dissimilato

risehe Nitratreduktion, die dissirnilatorisehe Sulfatreduktion

und die Methanbildung werden unterdruekt. Ganz analog ware die

ser Satz fur NO] in Abwesenheit von 02 und fur SO~- in Abwesen

heit von 02 und NO] zu formulieren; sind weder 02 noeh NO) noeh

SO~- zugegen, so ist die Methanbildung der einzige noeh rnogli

che AbbauprozeB.



6.3. Energetische Betrachtungen zu den Abbauwegen organischer

Verbindungen

Die Unterscheidung zwischen Atmung, dissimilatorischer Nitrat

reduktion, dissimilatorischer Sulfatreduktion und Methanbildung

erweist sich fUr das Verstandnis der wesentlichen Abbauwege in

der Natur als sehr nUtzlich; denn offensichtlich wird mit den

Produkten dieser Abbauvorgange auch gleichzeitig ein Endzustand

erreicht. 1m Dunkeln wird namlich unter den gegebenen Bedingun

gen nie eine weitere Umsetzung der jeweiligen Produkte beobach

tet. Stellen nun diese Produkte auch im thermodynamischen Sinne

die Endzustande der genannten Abbauwege dar, also energetische

Minima?

Die Fragestellung veranlaBt, die Anderungen dcr frcicn Enthal

pie bei der Methanbildung, der Sulfatreduktion, der Denitrifi

kation und der Atmung mit Sauerstoff zu betrachten. Die freie

Enthalpic dcr Rcaktionen wurde nach der im Anhang gegebenen

Formel berechnet. FUr nicht gasformige, geloste Verbindungen

wurde eine Konzentration von 10-2 molll angenornrnen (vgl. 3.2.

und 3.3.) und fUr Sauerstoff ein Druck von 0,2 atm (Partial

druck von 02 in der Luft). Die Gase CH 4 und NZ werden, anders

als 0Z, nicht verbraucht, sondern gebi~det. Wegen der geringen

Loslichkeit dieser Gase ist das waBrige Milieu der Bakterien

bei der Methanbildung oder der Denitrifikation bereits nach ge

ringen Substratumsatzen Ubersattigt, sodaB CH 4 bzw. NZ als Gas

blasen entweichen. Weil diese Gasblasen aus nahezu reinem CH 4
bzw. N2 bestehen und ein Standarddruck von 1 atm zugrunde ge

legt wird, betragt der Druck von CH4 bzw. NZ ebenfalls 1 atm.

Als Elektronendonator solI H2 mit einem Partialdruck von 1 atm

dienen. Die resultierenden Reaktionsgleichungen (b bis e) haben

auch eine reale Bedeutung, denn fast aIle Methanbakterien und

etliche Sulfatreduzierer, Denitrifizierer und atmende Bakterien

konnen HZ als Elektronendonator verwerten. Die Reaktionsglei

chungen sind mit H2 nicht nur verhaltnismaBig Ubersichtlich,

sondern bieten zudem den vorteil, daB man auf einfache Weise

auch zu Reaktionsgleichungen mit organischen Verbindungen als
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Elektronendonatoren gelangen kann. FUr jede organische Verbin

dung laBt sLch namlich die Gleichung einer Reaktion aufstellen,

durch welche die Verbindung in H2 und CO 2 bzw. HCO; UberfUhrt

werden kann. Die allgemeine Form einer solchen Reaktion solI

hier fUr eine organische Verbindung gegeben werden, deren Mole

kUl aus c C-Atomen, h H-Atomen und 0 O-Atomen besteht und fer

ner q negative Ladungen tragt:

Bei einem HZ-partialdruck von 1 atm ist diese Reaktion fUr

nahezu aIle organischen Verbindungen in natUrlichen Systemen

endergonisch; exergonisch ware die Reaktion z. B. fUr Formiat

(c = 1; h = 1; 0 = Z; q = 1) unter bestirnrnten Bedingungen

(s. 4.1.). Weil der H2-Partialdruck in den folgenden Betrach

tungen 1 atm betragen solI, handelt es sich bei Reaktion a

fUr die Mehrzahl organischer Verbindungen also nur urn einen

Formalismusi dieser ist jedoch fUr thermodynamische Untersu

chungen voll berechtigt. Hat man Gleichung a fUr den speziellen

Fall formuliert, so erhalt man durch Addition zu einer der fol

genden Reaktionsgleichungen mit HZ die gesamte Reaktionsglei

chung fUr die Umsetzung der betreffenden organischen Verb in

dung. Die Werte fUr die freien Reaktionsenthalpien sind (unter

Beachtung der Vorzeichen) ebenfalls zu addieren. Unter 3.3.

wurde auf diese Weise bereits die freie Enthalpie der APS-Re

duktion mit Acetat als Elektronendonator berechnet. Die Methan

bildung, die dissimilatorische Sulfatreduktion, die dissimila

torische Nitratreduktion und die Atmung sind mit H2 als Elek

tronendonator wie folgt darzustellen:
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11IG' - 940,7 kJ I

- 347 -

Sulfatreduktion und der Methanbildung durch NO; und die Unter-
2- d' hdrtickung der Methanbildung durch S04 nicht thermo ynamlsc

begrtindet werden! In diesen Fallen steht zwar die Thermodynamik

im Einklang mit den tatsachlichen Beobachtungen; es lassen sich

aber auch Gegenbeispiele finden, von denen hier zwei genannt

seien: Unter C.2. wurden Medien mit Methanol und Sulfat mit an

aeroben Schlammen beimpft. Obwohl die Sulfatreduktion starker

exergonisch als die Methanbildung ist und eine schwache Produk

tion von H S auf vorhandene Methanol-verwertende Sulfatreduzie-
2

rer hinwies, wurde der weitaus groBte Teil des Methanols stets

zu Methan umgesetzt. Ein weiteres Gegenbeispiel ist das Wachs

tum von Stamm 1pr3 mit Propionat und Nitrat bzw. Propionat und

Sulfat (5. C.3.3.2. und C.4.2.). Nitrat wurde von diesem Sul

fatreduzierer zwar nicht zu N2 , sondern zu NH4 reduziert; aber

auch diese Art einer dissimilatorischen Nitratreduktion ist

immer noch wesentlich starker exergonisch als die Sulfatreduk

tion (5. THAUER et al., 1977). Waren jedoch Nitrat und Sulfat

gleichzeitig zugegen, so wurde dennoch bevorzugt Sui fat redu

ziert; Stamm 1pr3 wuchs mit Nitrat etwas langsamer als mit Sul

fat.

Welche von mehreren moglichen Reaktionen ein Substrat eingehen

wird, kann aufgrund thermodynamiseher Kriterien grundsatzlich

nicht vorausgesagt werden. Zunaehst wird namlieh die Reaktion

stattfinden oder liberwiegen, die am sehnellsten verlauft. Die

Reaktionsgeschwindigkeit ist aber nicht Gegenstand der Thermo

dynamik, sondern der Kinetik, und hangt mit dem Reaktionsmecha

nismus zusammen. In lebenden Systemen, wie Bakterienzellen, be

stimmen die Charakteristika der am Transport und den Reaktions

schritten beteiligten Enzyme die Umsetzungsgesehwindigkeit des

Substrats und die Waehstumsrate. Wenn ausreiehend Substrat vor

handen ist, sodaB aile Bakterientypen ("Enzymsysteme") in einem

Medium unter Substratsattigung arbeiten, und wenn es ferner zu

keiner Substrathemmung durch zu hohe Konzentrationen kommt, so

setzt sieh der Stoffweehseltyp mit dem hoehsten Wert flir die

maximale Wachstumsrate, ~ (Waeh~tumsrate bei Substratsatti-
max

gung) , durch; die Reaktion mit der hochsten maximalen Umset-

4 HCO;
+

3 H2OH2 + + H CH 4 +

11IG' = - 124,0 kJ I

4 S02- + HS 4 H2OH2 + + H .. +4

11IG- 176,2 kJj

4 8
NO; + .!! + 4 24

H2OH2 + 5" H .. 5" N2 + 55

ltJG' = - 878,1 kJI

T = 298 oK; P = 1 atm; pH = 7.0; Partialdruck von Wasserstoff, Methan und
Stickstoff: 1 atm; Partialdruck von Sauerstoff: 0,2 atm; Konzentration von
Bicarbonat, Sulfat, Sulfid und Nitrat: 0,01 mol/l

e)

d)

c)

b)

Die Reaktionen werden in der Reihenfolge von der Methanbildung

(b) liber die Sulfatreduktion (e) und die Denitrifikation (d)

bis zur "Knallgasreaktion" (e) zunehmend exergoniseher. Weil

bei allen Umsetzungen stets die gleiehe Menge H
2

reagiert, muB

diese Reihenfolge auch dann gelten, wenn an die Stelle von HZ

ein beliebiges, aber fUr die vier Reaktionen jeweils gleiches

Substrat tritt. Somit kann man die aus den Reaktionsgleichungen

b bis e gewonnene Erkenntnis verallgemeinern: Unter den angege

benen Bedingungen (5.0.) ist bei einem gegebenen Substrat die

Atmung stets starker exergonisch als die Denitrifikation, diese

wiederum immer starker exergonisch als die dissimilatorische

Sulfatreduktion und diese sehlieBlich stets starker exergonisch

als die Methanbildung.

In der gleichen Reihenfolge entscheiden die Elektronenakzepto

ren der Reaktionen b bis e naeh dem im vorangehenden Knpitel

aufgezeigten Dominanzprinzip darliber, welcher der vier Abbau

wege an einem nattirliehen Standort stattfindet. Dennoch KOllnell

und dlirfen die Unterdrlickung der Nitratreduktion, der Sulfatre

duktion und der Methanbildung dureh 02' ~ie Unterdrliekung der
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Die Umsetzungen eines organischen Substrats in den Reaktionen,

die sich aus den Gleichungen a und b bis e ergeben, konnen zu

folgenden Produkten fUhren:

schwindigkeit Uber einen Stoffwechselweg durch Weiterentwick

lung der Enzyme umso mehr gesteigert werden konnte, je groBer

die Anderung der freien Enthalpie der betreffenden Reaktion

ist.

Das Verhaltnis der Produkte untereinander hangt von der Zusam

mensetzung des Substrats ab; bei der umsetzung bestimmter Sub

strate kommt H20 in der Bilanz nicht vor. Versucht man nun, mit

den aufgefUhrten Produkten jeweils untereinander rein stochio

metrisch verschiedene Reaktionen zu formulieren, die zu neuen

Verbindungen fUhren, so wird man feststellen, daB diese Reak

tionen unter den Bedingungen der lebenden Welt stets endergo

nisch sind. Umgekehrt wird man berechnen, daB aIle Umsetzungen

organischer Substrate, die Uber die Reaktionen a und b bis e zu

den jeweiligen Produkten fUhren, exergonisch sind. Die genann

ten Produkte stellen also jeweils untereinander bei den gegebe

nen Bedingungen einen Endzustand im thermodynamischen Sinne

dar, den man auch als den Gleichgewichtszustand bezeichnen

konnte; dieser Endzustand war bereits im vorangegangenen Kapi

tel aufgrund von Beobachtungen an natlirlichen Systemen vermu

tet worden. Jedes biologische System ist nun bestrebt, in den

jeweiligen Endzustand Uberzugehen, der durch das Vorhandensein

des Elektronenakzeptors bestimmt wird. Wie schnell dieser Uber

gang geschieht, kann aufgrund der Werte fUr die freie Reak

tionsenthalpie nicht gesagt werden; je langer jedoch das System

zungsgeschwindigkeit wird zu der dominierenden. An natUrlichen

Standorten, wie z. B. in Sedimenten, werden die mikrobiellen

Reaktionen jedoch in der Regel durch die loslichen organischen

Substrate begrenzt, deren Konzentrationen dann \~eit unterhalb

der Sattigungskonzentrationen liegen. Unter diesen Bedingungen

entscheiden nicht mehr allein die ~max-Werte der Bakterientypen

darUber, welcher Umsetzungsweg des Substrats zu dem dominieren

den wird. So kann ein Bakterium eine verhaltnismaBig niedrige

maximale Wachstumsrate haben, in der Auftragung der Wachstums

rate ~ gegen die Substratkonzentration 5 jedoch im unteren Kon

zentrationsbereich durch einen steilen Kurvenverlauf und somit

durch eine niedrige Sattigungskonstante, Ks ' charakterisiert

sein; ein solches Bakterium kann bei niedrigen Substratkonzen

trationen einem anderen Uberlegen sein, welches zwar einen ho

heren ~max-wert hat, aber auch einen hoheren Ks-Wert (geringere

Steilheit in der Auftragung von ~ gegen 5). In der Auftragung

von ~ gegen 5 Uberschneiden sich die Substratsattigungskurven

beider Bakterientypen. Das erstgenannte Bakterium hatte eine

hohere Affinitat zum Substrat. MATIN und VELD~!P (1978) stu

dierten die Selektion eines Bakteriums mit niedriqem ~max-Wert

und niedrigem Ks-Wert gegenUber einem anderen Bakterium mit

hoherem ~max-Wert und hoherem Ks-Wert durch Substratbegrenzung

im Chemostaten. Beim natUrlichen Abbaugeschehen in Mischpopula

tionen kann also die Affinitat eines Stoffwechseltyps zum Sub

strat zu einem entscheidenden Faktor werden. SchlieBlich kann

die Umsetzung eines Substrats auch durch einen spezifischen

Hemmstoff stark verlangsamt oder ganzlich unterbunden werden,

der auf irgendeine Weise gezielt in den Reaktionsmechanismus

eingreift. Dabei wirkt ein solcher Hemmstoff haufig bereits in

einer Konzentration, die bei einer Betrachtung der freien En

thalpie und des angestrebten Gleichgewichtszustandes der Ge

samt~msetzung vollig zu vernachlassigen ist. Die Anderung der

freien Enthalpie einer aufgestellten Reaktionsgleichung gibt

hingegen Auskunft, ob diese Reaktion in der angegebenen Rich

tung grundsatzlich moglich ist, ob sie sich im Gleichgewicht

befindet oder ob die RUckreaktion zu erwarten ist. Allerdings

ist denkbar, daB im Verlauf der Evolution die Umsetzungsge-

Methanbildung, GI. a und b:

dissimil. Sulfatreduktion, GI. a und c:

dissimil. Nitratreduktion, GI. a und d:

Atmung, GI. a und e:

H2O, HC0 3 , CH 4

H2O, HC0 3 , HS

H2O, HC0 3 , N2

H2O, HC0 3



Reaktion fist die der aeroben Methan-oxidierenden Bakterien.

Eine Oxidation von Sulfit mit Nitrat gemaB Gleichung g wurde in

der Literatur selten erwahnt und bisher nur bei Thiobacillus

denitrificans nachgewiesen (BEIJERINCK, 1904; TAYLOR et al.,

1971). Dagegen ist die Oxidation von Sulfid mit Sauerstoff

durch Thiobacilli und farblose Schwefelbakterien gemaB Reak

tion d gut bekannt. Aus den Umsetzungen b bis h geht hervor,

daB Methan und Schwefelwasserstoff gegenliber Sauerstoff bzw.

Nitrat noch einen hohen Inhalt an freier Enthalpie besitzen.

Bei der rein anaeroben Umsetzung einer biologischen Substanz

zu CH 4 und CO 2 bzw. H2S und CO 2 steht den Bakterien nur ein ge

ringer Bruchteil der Energie zur Verfligung, die bei der voll

standigen Oxidation derselben Substanz mit Sauerstoff frei wlir

de. Daher wird auch unter anaeroben Bedingungen beim Umsatz

eines gegebenen Substrats weit weniger Zellmasse gebildet als

bei der aeroben Verwertung der gleichen Substratmenge.

Eine weitere stark exergonische Reaktion ware die Oxidation von

Methan mit Nitrat, der unter den oben angegebenen Bedingungen

eine freie Enthalpie von ~G- = - 754,1 kJ pro mol CH
4

zukame;

bisher fehlen jedoch Berichte liber eine Verwertung von Methan

als Elektronendonator flir die Denitrifikation. Eine Oxidation

von Methan mit Sulfat ware unter denselben Bedingungen nur

schwach exergonisch, die freie Reaktionsenthalpie betrlige

~G- = - 52,2 kJ pro mol CH
4 . Untersuchungen zu der Frage, ob

Methan von Sulfatreduzierern oxidiert werden kann, haben in der

Literatur zu widersprlichlichen Aussagen geflihrt (SOROKIN, 1957;

MARTENS und BERNER, 1974; WINFREY und ZEIKUS, 1977; PANGANIBAN

et al., 1979). Unter C.2. wurden keinerlei Hinweise daflir er

halten, daB Methan von Sulfatreduzierern als Elektronendonator

verwertet wurde. Die Hauptursache flir das inerte Verhalten von

Methan wie auch das hoherer Kohlenwasserstoffe unter anaeroben

Bedingungen mag dar in begrlindet sein, daB die Moleklile ganzlich

unpolar sind. Nur ein so starkes und reaktionsfahiges Oxida

tionsmittel wie Sauerstoff ermoglicht einen enzymatischen An

griff: Uber Monooxygenasen wird die funktionelle Hydroxylgruppe

eingeflihrt, sodaB die MolekUle nunmehr weiteren biochemischen

816,7 kJ I

+
+ H

= - 764,5

2- 4 4
S04 +"5 N2 +"5 H20

I~G- = - 701,9 kJ I

HC0 3 +..

__---<l"_ SO~-

I ~G-

8 3 +
+ "5 NO 3 + '5 H ---....-

HS

HS

h)

g)

f)

T ; 298 oK; p ; 1 atm; pH = 7.0; Partialdruck von Methan und Stickstoff:
1 atm; Partialdruck von Sau~rstoff: 0,2 atm; Ko~zentration von Bicarbonat,
Sulfid, Nitrat und Sulfat: 0,01 mol/l

Aus den Angaben flir die freie Enthalpie der Reaktionen b bLs e

geht hervor, daB das in einer schwacher exergonischen Reaktion

entstandene Reduktionsprodukt mit dem Elektronenakzeptor einer

starker exergonischen Reaktion grundsatzlich weiter umgesetzt

werden konnte. Die resultierenden neuen Reaktionsgleichungen

erhielte man durch D1fferenzbildung aus zwei gegebenen Glei

chungen, wobei sich der gemeinsame Reaktionspartner H2 "heraus

hebt". Entsprechcnd erhalt man auch die freie Enthalpie einer

auf diese Weise neu formulierten Reaktion als Differenz der an

gegebenen Werte. Obwohl alle resultierenden Reaktionen thermo

dynamisch moglich waren, werden nicht alle in der Natur beob

achtet. Bekannt wurden bisher nur die folgenden Umsetzungen, in

denen bei der hier verwendeten Darstellungsweise wiederum

8 Elektronen pro Elektronendonator abgegeben werden:

ohne Zufuhr von Energie oder Zusatz weiterer Verbindungen sich

selbst liberlassen bleibt, desto wahrscheinlicher wird der End

zustand; ist dieser schlieBlich erreicht, so sind keine weite

ren Bruttoumsetzungen und somit auch keine Lebensvorgange mehr

moglich. Mit dem Endzustand als dem wahrscheinlichsten hat die

Entropie von System und Umgebung den unter den gegebenen Bedin

gungen maximalen Wert erreicht.



Reaktionen zuganglich sind. Eine anaerobe biologische Oxidation

von Methan oder hoheren Kohlenwasserstoffen sollte jedoch nicht

grundsatzlich verneint werden; eventuell machen extreme Bedin

gungen, wie hohere Temperaturen und hoher Druck, diese Reak

tionen moglich. Solche Bedingungen waren in der Tiefsee in der

Nahe heiBer Quellen gegeben (JANNASCH und WIRSEN, 1979). DaB

Sulfatreduzierer in dieser Umwelt leben konnten, zeigt der

Rekord unter Lebewesen im Tolerieren extremer Bedingungen:

ZoBELL (1958) berichtete von Sulfatreduzierern, die SuI fat noch

bei 104 °c und 1000 atm zu H2S reduzierten. Vielleicht konnen

bei hohen Temperaturen und hohem Druck, zum Beispiel Uber die

Reaktivitat bestirnrnter Spurenelemente in Enzymen, auch Methan

und andere Kohlenwasserstoffe als Elektronendonatoren fUr die

dissimilatorische Sulfatreduktion verwertet werden.

Das Reaktionsprodukt von Gleichung d, der mo1ekulare Stick

stoff, konnte zwar allein aufgrund thermodynamischer Kriterien

mit Sauerstoff zu Nitrat reagieren; diese Oxidation wird in der

Natur jedoch nur unter dem EinfluB elektrischer Entladungen be

obachtet, denn N2 ist ein ausgesprochen reaktionstrages Gas.

Die Reduktion von Stickstoff zu Ammonium komrnt dagegen in Lebe

wesen vor, namlich in N2-fixierenden Bakterien; dabei muB die

Reaktionstragheit von Stickstoff mit einem hohen Aufwand an ATP

Uberwunden werden.

6.4. Die dissimilatorische Sulfatreduktion und der natUrliche

Stoffkreislauf

Die vollstandige Oxidation von organischen Verbindungen biolo

gischer Herkunft mit Sulfat als Elektronenakzeptor kann als ein

der"Atmung mit Sauerstoff analoger ProzeB im streng anaeroben

Bereich aufgefaBt werden. So wie die Atmung im aeroben Milieu

letzlich zu einer vollstandigen Mineralisierung fUhrt, so die

Sulfatreduktion im anaeroben. Flir beide Abbauprozesse gibt es

ferner eine Umkehrung durch Photosynthese: GrUne Pflanzen und

Cyanobakterien synthetisieren ihre Zellsubstanz aus H20 und CO 2
unter Freisetzung von 02; die Neusynthese biologischer Substanz
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aus H
2

S und CO 2 ist die Leistung der Schwefel-Purpurbakterien

und der grunen Schwefelbakterien, wobei Sulfid schlieBlich zu

SuI fat oxidiert wird. Sonnenenergie wird also konserviert, in

dem die im Gleichgewichtszustand befindlichen Systeme

"H20 + CO 2'' bzw. "H2S + C02" in die energiereicheren Zustande

"Biomasse + 02" bzw. "Biomasse + SO~-" uberfuhrt werden. Die

konservierte Sonnenenergie dient aeroben bzw. anaeroben chemo

trophen Lebewesen zur Unterhaltung ihrer gesamten Lebensfunk

tionen. Bleiben Sauerstoff bzw. SuIfat zugegen, so wird die

synthetisierte Biomasse schlieBlich wieder in Wasser und Koh

lendioxid bzw. Schwefelwasserstoff und Kohlendioxid UberfUhrt;

dabei wird die konservierte Sonnenenergie als Entropie frei.

Wahrend der chemotrophen Lebensprozesse wird zwar auch stets

Zellmasse neu synthetisiert; doch kann dafur immer nur ein Teil

der aufgenommenen Substrate verwertet werden. Ein weiterer Teil

muB durch den Energiestoffwechsel allein fUr die Bereitstellung

von ATP umgesetzt werden. Jedes Lebewesen, auch ein Bakterium,

wird jedoch auch selbst einmal das Substrat fur Folgeorganis

men. Auf diese Weise wird die gesamte photosynthetisch gebilde

te Biomasse letztlich Uber eine aerobe bzw. eine anaerobe Nah

rungskette vollstandig abgebaut ("Selbstverzehr" der Biomasse) .

Somit bilden Atmung und Sulfatreduktion zusamrnen mit den ent

sprechenden photosynthetischen Reaktionen einen aeroben bzw.

anaeroben Kreislauf. Diese Kreislaufe sind in Abb. 41 darge

stellt. Links von der gestrichelten Linie wird Biomasse im

Licht photosynthetisch gebildet und rechts von der gestrichel

ten Linie durch chemotrophe Lebewesen Uber Dunkelreaktionen

wieder abgebaut.

6.4.1. Abbaustufen und Synthesewege in der anaeroben Lebewelt

Zwischen dem aeroben und dem anaeroben Abbau besteht bezUglich

der Reaktionsfolge ein wesentlicher Unterschied: Fast alle

aeroben Lebewesen, wie Tiere, Pilze und aerobe Bakterien, oxi

dieren ihre Substrate vollstandig zu den Endprodukten H20 und

CO 2 . Die anaeroben Lebewesen, bei denen es sich fast immer urn

Bakterien handelt, sind hingegen haufig auf nur wenige Stoff-
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schritte spezialisiert; die Ausscheidungsprodukte des einen

Anaerobiers sind wiederum die Substrate ftir einen weiteren mit

einer anderen Stoffwechselleistung. Unter anaeroben Bedingungen

werden also nicht nur Zellbausteine, sondern auch die·Substrate

des Energiestoffwechsels tiber eine Nahrungskette umgesetzt.

Abb. 41, S. 354: Aerober und anaerober Stoffkreislauf. Links
von der gestrichelten Linie ist die Synthese von Bio
masse 1m Licht schematisch dargestellt und rechts de
ren Abbau durch chemotrophe Lebewesen unter anaeroben
Bedingungen (Mitte) und aeroben Bedingungen (rechts
auBen).. Die nicht durchgehend gezeichneten Pfeile in
der rechten Halfte symbolisieren die mogliche Weiter
verwertung anaerober Abbauprodukte durch aerobe Lebe
wesen. (Weitere Erlauterungen s. Text)

Kein anaerobes Bakterium ist bekannt, das eine anfallende poly

mere Verbindung zu den anaeroben Endprodukten CH 4 und CO 2 oder

H2S und CO 2 umzusetzen vermag. Vor allem Methanbakterien sind

weitgehend spezialisiert und konnen nur wenige einfache Verbin

dungen verwerten, wie H
2

, CO
2

, Formiat, Acetat oder Methanol

(WOLFE, 1971; ZEIKUS, 1977). Beim Abbau von Biomasse zu Methan

konnen nach BRYANT (1976; 1979) drei Reaktionsstufen unter

schieden werden, namlich der primare Abbau durch garende Bak

terien, die Umsetzungen durch die H2-bildenden acetogenen Bak

terien und schlieBlich die Methanbildung: Garende Bakterien

greifen die anfallenden polymere der Biomasse an und bilden aus

den Hydrolyseprodukten organische Sauren, wie z. B. Acetat, 50

wie Alkohole, H
2

und CO
2

, Die Produkte Acetat, H2 und CO 2 wer

den von den Methanbakterien verwertet. Die sogenannten H2-bil

denden acetogenen Bakterien setzen dann auch die tibrigen orga

nischen Sauren, insbesondere hohere Fettsauren, und die Alkoho

Ie zu Acetat, H2 und teilweise auch CO 2 urn, bilden also weitere

Substrate fur Methanbakterien. Die H2-bildenden acetogenen Bak

terien sind obligat syntroph, d. h. auf die Anwesenheit von Me

thanbakterien angewiesen. Eine Bildung von H2 von 1 atm Druck

aus den substraten der H2-bildenden acetogenen Bakterien ware

endergonisch, also thermodynamisch nicht moglich. Weil Methan-o
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bakterien eine hohe Affinitat zu Wasserstoff haben, wird des sen

Partialdruck niedrig gehalten; die Bildungsreaktion ist dann

exergonisch und ermoglicht den H2-bildenden acetoqenen Bakte

rien eine Energiekonservierung. Selbstverstandlich ist umge

kehrt die Bildung von Methan umso schwacher exergonisch, je

niedriger der Partialdruck von H2 ist; es gibt bei einer gege

benen CO 2-Konzentration einen Partialdruck von H2 , unterhalb

dessen die Umsetzung zu Methan von einem bestimmten Druck end

ergonisch ist und somit nicht mchr stattfinden kann. Alles

leicht abbaubare biologische Material kann in der dargestellten

Weise nahezu vollstandig in CH 4 und CO 2 UberfUhrt werden. H2 

bildende acetogene Bakterien mUssen daher in der Natur eine

groBere Rolle spielen. So erm6glicht diese Art von Bakterien

z. B. auch den Abbau aromatischer Verbindungen zu CH4 und CO 2
Is. Kapitel 5.). Allerdings sind heute erst zwei FaIle von H2

bildenden acetogenen Bakterien in definierten Mischkulturen mit

Methanbakterien bekannt geworden (BRYANTetal., 1967; McINERNEY

eta!.,1979).

Die Stoffwechselphysiologie der bekannten und der neue isolier

ten Sulfatreduzierer zeigt, daB diese an nattirlichen Standorten

nicht auf H
2
-bildende acetogene Bakterien angewiesen sind, ob

wohl derartige Mischkulturen im Prinzip ebenfalls m6glich wa

ren. Die Sulfatreduzierer verm6gen namlich die verschiedensten

Garungsprodukte direkt zu verwerten: Ftir die Mineralisierung

von Biomasse ist ein zweistufiger Abbauweg ausreichend, so wie

er an Beispielen unter 6.1. erlautert wurde. Sulfatreduzierer

k6nnen aber bisweilen selbst als H2-bildende acetogene Bakte

rien fungieren: Unter C.7.2. wurde durch eine Mischkultur eines

vibrioiden Sulfatreduzierers mit Methanospirillum aus Lactat

Methan gebildet; von einem ganz ahnlichen Fall berichteten

BRYANT et al. (1977).

tiber die Produkte der garenden Bakterien ist ein weiterer anae

rober Kreislauf m6glich: Organische Sauren, Alkohole, H2 und

CO
2

werden namlich im Licht von phototrophen Schwefel-freien

Purpurbakterien in zelleigene Verbindungen tiberftihrt {PFENNIG,
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1967). Ferner verm6gen Schwefel-Purpurbakterien Acetat sowie H2
zusammen mit CO 2 zu assimilieren; auch die tiberwiegend litho

troph lebenden grtinen Schwefelbakterien konnen einen Teil ihrer

Zellbestandteile aus Acetat bilden. Durch die hier genannten

Syntheseleistungen phototropher Bakterien kann der anaerobe

Kreislauf, der sonst tiber eine vollstandige Oxidation zu CO
2

ftihrt, zu einem kleineren Kreislauf "kurzgeschlossen" werden.

Eine Mittelstellung zwischen diesen zwei Wegen nimrnt der Kreis

lauf ein, der tiber die Sulfatreduzierer mit unvollstandiger

Oxidation zu H2S, Acetat und einem gewissen Anteil CO 2 ftihrt;

ein solcher unvollstandiger Abbau organischer Verbindungen

stellt sowohl Substrate ftir organotroph als auch lithotroph

wachsende Purpurbakterien bzw. grUne Schwefelbakterien bereit.

BezUglich des Schwefels ist durch "KurzschluB" noch ein weite

rer kleinerer Kreislauf m6glich, der allerdings in Abb. 41

nicht aufgeftihrt ist: GrUne Schwefelbakterien oxidieren H2S

unter bestimmten Bedingungen bevorzugt zu elementarem Schwefel.

Dieser kann dann mit Acetat oder Athanol als Elektronendonator

von Desulfuromonas acetoxidans (PFENNIG und BIEBL, 1976) wieder

zu H2S reduziert werden, wahrend die organischen Verbindungen

vollstandig oxidiert werden. Desulfuromonas acetoxidans bildet

mit grUnen Schwefelbakterien sehr gut wachsende, syntrophe

Mischkulturen. Allerdings vermag dieser Schwefelreduzierer nur

wenige organische Substrate und keine oxidierteren Schwefelver

bindungen zu verwerten. Deshalb haben Schwefel-reduzierende

Bakterien fUr das anaerobe Abbaugeschehen wahrscheinlich eine

geringere Bedeutung als Sulfatreduzierer.

Ein rein anaerober Kreislauf tiber CH4 und CO 2 muB als unwahr

scheinlich gelten. Bis heute ist kein phototrophes Lebewesen

bekannt geworden, das ftir die Synthese seiner Zellsubstanz CH
4

als Elektronendonator zu verwerten vermag. K6nnte CH 4 von Sul-

fatreduzierern oxidiert werden, so ware ein Kreislauf durch die

Bildung von H2S und CO 2 moglich; in dieser Arbeit konnten je

doch in den verwendeten anaeroben Schlammen keine Methan-ver

wertenden Sulfatreduzierer nachgewiesen werden (s. C.2.), und

die Ergebnisse in der Literatur sind widersprtichlich (s. 6.3.).
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Die Methanbildung ware demnach unter dauernd anaeroben Bedin

gungen eine "Sackgasse" des Abbaus organischer Verbinc1ungen und

ist auch als solche in Abb. 41 dargestellt.

6.4.2. Wechselbeziehungen zwischen aerober und anaerober

Lebewelt

Die Umsetzung von Biomasse liber garende und Sulfat-reduzierende

Bakterien und die anoxygene Photosynthese ermoglichen einen in

sich geschlossenen, selbstandigen anaeroben Kreislauf: Weil in

Gegenwart von Sulfat kein Methan entsteht, durfte der Abbau un

ter diesen Bedingungen letztlich nur Produkte liefern, die von

Purpurbakterien und grlinen Schwefelbakterien im Licht flir die

Synthese von Zellmasse verwertet werden konnen. Dennoch sind

die Substratumsetzungen der chemotrophen anaeroben Bakterien an

naturlichen Standorten sicherlich in groBerem MaBe mit der

aeroben Lebewelt verbunden als mit den anoxygenen phototrophen

Bakterien. Den Hauptanteil der organischen Substrate garender,

Sulfat-reduzierender und Methan-bildender Bakterien stellen

organische Substanzen bzw. Folgeprodukte organischer Substan

zen, die aus dem aeroben Bereich in die reduzierten Sedimente

und Schlamme gelangt sind. Umgekehrt kommen Produkte der anae

roben Bakterien auch wiederum mit dem aeroben Bereich in Beruh

rung und werden dort mit Sauerstoff oxidiert. Die Verwertung

verschiedener anaerob gebildeter Verbindungen durch aerobe Le

bewesen ist im rechten Drittel von Abb. 41 dargestellt; aus

Grunden der Ubersichtlichkeit sind die betreffenden Pfeile

nicht durchgehend eingezeichnet.

Das unter anaeroben Bedingungen wahrscheinlich nicht abbaubare

MeEhan wird in Gegenwart von Sauerstoff von spezifischen Bakte

rien vollstandig oxidiert und mlindet so in den umfassenden,

aeroben Kreislauf ein. Das gleich gilt flir Garungsprodukte, diE

an die Luft gelangen. Flir WiederkKuer stellen die im anaeroben

Pansen gebildeten Garungsprodukte, vor allem losliche FettsKu

ren, die hauptsachliche Energie- und Kohlenstoffquelle dar
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(vgl. HUNGATE, 1966). Garungsprodukte werden ferner von spezi

fischen Pilzen oder Bakterien mit Luftsauerstoff vollstandig

oxidiert und so dem aeroben Kreislauf zugeflihrt.

Die aerobe Oxidation von Schwefelwasserstoff hat vor allem in

marinen Sedimenten eine groBe okologische Bedeutung. Weil Meer

wasser nahezu 30 mmol Sulfat pro 1 enthalt, ist dieses als

Elektronenakzeptor beim anaeroben Abbau fast immer im UberschuB

vorhanden. Die Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien zur

vollstandigen Oxidation erklart nunmehr auch, weshalb mehr als

die Halfte des anfallenden organischen Materials in marinen Se

dimenten durch die dissimilatorische Sulfatreduktion minerali

siert werden kann (J0RGENSEN und FENCHEL, 1974; J0RGENSEN,

1977 a,b). Das gebildete Sulfid diffundiert in den aeroben Be

reich und wird dort chemisch oder vor allem durch Thiobacilli

und farblose Schwefelbakterien oxidiert; dabei entsteht liber

Schwefel oder Thiosulfat letztlich wieder Sulfat. Zwischen der

aeroben und der anaeroben Zone ~er Sedimente findet ein Schwe

felkreislauf statt, der allein durch Substrate aus der aeroben

Lebewelt unterhalten werden konnte; daher ist dieser Schwefel

kreislauf auch in Sedimenten moglich, in welche kein Tageslicht

gelangen und die Photosynthese roter und grliner Schwefelbakte

rien unterhalten kann. Der Vorgang ware als eine indirekte Oxi

dation von Biomasse mit Sauerstoff zu beschreiben, wobei die

Oxidationsstufen des Schwefels zwischen dem aeroben und dem an

aeroben Milieu vermitteln (vgl. auch Abb. 39).

Ammoniak bzw. Ammonium, welches in der Natur primar nur beim

Abbau von Zellsubstanz entsteht, wird von nitrifizierenden Bak

terien zu Nitrat oxidiert. Nitrat wird von den echten Denitri

fizierern als Elektronenakzeptor flir die vollstandige Oxidation

organischer Verbindungen verwertet. Weil dabei schlieBlich N
2

entsteht, ist ein Kreislauf des Stickstoffs in diesem Falle nur

liber N2-fixierende Bakterien moglich. Einige Bakterien, wie

zum Beispiel auch der mit Propionat isolierte Sulfatreduzierer
+1pr3, vermogen Nitrat dissimilatorisch bis zur Stufe von NH
4

zu

reduzieren (5. Tab. 20 und Kapitel 1.2.3.). Untersuchungen von



KOIKE und HATTORI (1978) und S0RENSEN (1978) lassen vermuten,

daB die dissimilatorische Nitratreduktion zu Ammonium sagar

ein wesentlicher Reaktionsweg im Stickstoffkreislauf mariner
- ?-

Sedimente ist. Stamm 1pr3 war mit N0 3 eben so wie mit S04 als

Elektronenakzeptor nur zu einer unvollstandigen Oxidation mit

Acetat als Endprodukt fahig; ob andere B~ktcricn bei dcr dissi

milatorischen Reduktion von Nitrat zu Ammonium ihre organisehen

Substrate vollstandig oxidieren konnen, geht aus der Literatur
+

nicht hervor. Aber selbst dann, wenn es dissimilatorischc NH 4-

bildende Nitratreduzierer mit der Fahigkeit zur vollstandi

gen Oxidation gabe, ware der resultierende Stiekstoffkreislauf

kein dem anaeroben Schwefelkreislauf vergleiehbarer selbstandi

ger prozeB. Bis heute ist namlich keine Photosynthese bakannt,
+ -

die NH
4

oder gar N
2

als Elektronendonator verwerten und in N0 3
UberfUhren konnte. Die Neubildung von NO; ist nur mit O2 als

Oxidationsmittel und biologisch auch nur aus Ammonium moglich.

Die dissimilatorische Nitratreduktion ist bei einem gegebenen

Substrat fast so stark exergonisch wie die Atmung (s. 6.3., Re

aktionen d und e), unterscheidet sich also auch energetisch er

heblieh von den rein anaeroben Abbauvorgangen. Nitrat konnte

man daher als ein Aquivalent fUr Sauerstoff auffassen.

Den bisher dargestellten Abbau- und Synthesereaktionen des na

tlirlichen Stoffkreislaufs wird standig ein gewisser Anteil or

ganischer Substanz in Form hochpolymerer Verbindungen entzogen;

zu diesen gehoren die sogenannten Huminstoffe. Derartige Poly

mere werden nur ext rem langsam oxidiert, gelangen also erst

Uber einen parallelen Abbauweg mit sehr niedriger Umsatzrate

wieder in den normalen Stoffkreislauf. Insbesondere in Abwesen

heit von Sauerstoff bereitet der Abbau bestimrnter Polymere aus

der aeraben Lebewelt der anaeroben Bakterienflora Schwierigkei

ten: Messungen von HACKETT et al. (1977) zeigten, daB die Ge

rlistsubstanz Lignin anaerob wahrscheinlich gar nicht abgebaut

werden kann. Organische Verbindungen dieser Art konnen liber

geologische Zeitraume festgelegt werden.
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6.5. SchluBbetrachtung

Sulfat-reduzierende Bakterien vermogen die verschiedensten Pro

dukte zu oxidieren, die bei dem primaren anaeroben Abbau von

Biomasse durch die Tatigkeit garender Bakterien anfallen: Fett

sauren, die wohl wichtigsten Garungsprodukte, zahlen ebenso zu

den Substraten Sulfat-reduzierender Bakterien wie Wasserstoff,

Alkohole, Lactat und Dicarbonsauren. Selbst aromatische Verbin

dungen konnen als Elektronendonatoren fUr die dissimilatorische

Reduktion von Sulfat dienen. Die Verwertung des haufigsten Ga

rungsprodukts, des Aeetats, bedeutet gleichzeitig die Fahigkeit

zur vollstandigen Oxidation. Mikrobiologisch wird nunmehr ein

Weg sichtbar, Biomasse liber Garungsprozesse direkt der dissimi

latorischen Sulfatreduktion zuzuflihren und anaerob zu minerali

sieren. DaB Sulfatreduzierer diese Abbauleistung an natUrlichen

Standorten tatsachlich vollbringen konnen, geht aus Untersu

chungen zu den Umsetzungen in Sedimenten und Schlamrnen hervor:

Der wesentliche Beitrag der Sulfatreduktion zur Mineralisierung

in marinen Sedimenten und die UnterdrUckung der Methanbildung

durch Sulfat konnen nur mit vollstandig oxidierenden Sulfatre

duzierern hinreichend erklart werden. Desgleichen sind auch die

gelegentliche Massenproduktion von Schwefelwasserstoff in Ge

wassern mit einer hoheren Sulfatkonzentration sowie die vermu

tete Bildung der sedimentaren Lagerstatten von Schwefel und

sulfidischen Erzen durch biologisch gebildeten Schwefelwasser

stoff (s. A.2.5.) jetzt verstandlich: Die H2s-produktion kann

bzw. konnte dieses AusmaB wahrscheinlich nur deshalb erreichen,

weil das organische Material weitgehend als Elektronendonator

fUr die dissimilatorische Reduktion von SuIfat genutzt werden

kann.

Aus der Stoffwechselleistung der neu isolierten Sulfatreduzie

rer sollte aIIerdings nicht gefolgert werden, daB mit diesen

bereits die wesentlichen Vertreter gefunden wurden, die auch

unter den natUrlichen Bedingungen die betreffenden Verbindungen

abbauen. So muB zum Beispiel damit gerechnet werden, daB in den

Sedimenten und Schlarnrnen auch noch weitere Arten mit ganz ahn-
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lichen Fahigkeiten vorkommen, die jedoch gegen die hier verwen

deten Medien empfindlich sind: In einer Anreicherung mit

Schlamm und Wasser yom natUrlichen Standort hatten sich unter

starker H2S-produktion fadige, gleitend bewegliche Bakterien

entwickelt, bei denen es sich wahrscheinlich um Sulfatreduzie

rer gehandelt hat (s. C.l.2.1.); in den synthetischen Medien

hingegen vermehrten sich diese nicht mehr weiter. Ferner wurden

in den Anreicherungen diejenigen Bakterien selektioniert, die

bei den verwendeten hohen Substratkonzentrationen am schnell

sten wuchsen. An natUrlichen Standorten begrenzen dagegen die

loslichen organischen Substrate im Normalfalle das Wachstum und

kommen daher nur in sehr niedrigen Konzentrationen vor, obwohl

die Umsatzraten bisweilen beachtlich sind. Unter diesen Bedin

gungen konnen an den Reaktionen auch solche Bakterien entschei

dend beteiligt sein, die zwar bei hohen Substratkonzentrationen

langsamer wachsen als die isolierten Arten, bei Substratbegren

zung aber aufgrund einer hoheren Affinitat zu den betreffenden

Verbindungen im Vorteil sind (vgl. 6.3.).

Anhand der isolierten Arten wird jedoch immerhin deutlich, daB

die Sulfat-reduzierenden Bakterien eine morphologisch sehr

vielgestaltige Gruppe sind. Coccoide, ovale, stabchenformige

und vibrioide Zelltypen sind ebenso vertreten wie Sarcinen-ahn

liche, kompakte Zellverbande; die auffalligsten Formen sind

aber zweifel los die Filament-bildenden, gleitend beweglichen

Sulfatreduzierer, die einen der hochsten Organisationsgrade in

der prokaryotischen streng anaeroben Lebewelt darstellen dUrf

ten. Die morphologischen Unterschiede lassen erkennen, daB vie

le Sulfat-reduzierende Bakterien phylogenetisch weit voneinan

der entfernt sind, trotz der gemeinsamen physiologischen Fahig

keit zur Verwertung von Sulfat als externen Elektronenakzeptor.

Man konnte vermuten, daB die heute lebenden Arten das Ergebnis

einer langen divergenten Evolution aus einem "Ur-Sulfatreduzie

rer" darstellen. Andererseits lassen jedoch wesentliche Kompo

nenten des Schwefelstoffwechsels vOllig unerwartete Querverbin

dungen zwischen den verschiedensten Zelltypen sichtbar werden:

Die Sulfit-Reduktase Desulfoviridin wurde bisher nicht nur in

- 363 -

vielen vibrioiden Arten gefunden, sondern ebenso in einem

coccoiden und sogar in einem fadigen, gleitenden Sulfatreduzie

rer. Andere vibrioide Formen hatten hingegen kein Desulfoviri

din (s. C.3.4. und Tab. 14). Auch ein zweiter fadiger, gleiten

der Stamm enthielt kein Desulfoviridin, sondern die Sulfit-Re

duktase P-582; dieses Pigment war zuvor nur in Arten der Gat

tung Desulfotomaculum nachgewiesen worden. Solche Parallelen

auf biochemischem Sektor werfen die Frage auf, ob im Verlaufe

der Evolution vielleicht Gene fur die Sulfatreduktion auf Bak

terien verschieqener phylogenetischer Zweige ubertragen worden

sind. Die Abstarnrnung der heute lebenden Sulfatreduzierer er

scheint also vorerst noch ratselhaft. Die Vergleiche zeigen je

doch soviel, daB die Sulfatreduzierer eine Bakteriengruppe mit

einer langen Entwicklungsgeschichte sind; wahrscheinlich ist

die Fahigkeit zur dissimilatorischen Sulfatreduktion bereits in

einem frUhen Stadium des Lebens auf diesem Planeten entstanden.

Der Abbau biologischen Materials durch garende und Sulfat-redu

zierende Bakterien und die Neusynthese durch phototrophe rote

und grUne Schwefelbakterien ermoglichen einen rein anaeroben

Kreislauf uber die verschiedenen Oxidationsstufen des Schwefels

und des Kohlenstoffs. In der heutigen Biosphare steht jedoch

die Abbauleistung der Garer und der Sulfatreduzierer in viel

fachen Wechselbeziehungen mit der aeroben Lebewelt, wie im vor

angegangenen Kapitel gezeigt wurde. Dagegen mag der rein anae

robe Schwefelkreislauf eine dominierende Rolle gespielt haben,

als in der fruhen Entwicklungsphase des Lebens auf der Erde

noch kein freier Sauerstoff vorhanden war. Unter diesen vermu

teten reduzierenden Bedingungen muB Schwefel in der Hauptsache

als Sulfid bzw. Schwefelwasserstoff vorgelegen haben. Die er

sten Lebewesen, die auftraten, stellt man sich als garende Bak

terien vor, welche in den reichlich vorhandenen organischen

Syntheseprodukten aus der chemischen Evolution ihre Energie

quelle fanden und diese zu einfacheren organischen Verbindungen

umsetzten (BRODA, 1975). Eine biologische Neusynthese hoherer

organischer Verbindungen war mit dem Aufkornrnen der Bakterien

moglich, die das Licht als Energiequelle zu nut zen verstanden;



- 364 -

diese Bakterien mogen den heutigen organotrophen Schwefel-frei

en Purpurbakterien vergleichbar gewesen sein. Weiterhin ware

vorstellbar, daB sich in den reduzierten Ozeanen Methanbakte

rien als die chemotrophen Endabbauer immer starker entwickel

ten; diese k6nnten schlieBlich schneller CH4 produziert haben,

als unter den anaeroben Verhaltnissen durch chemische Reaktio

nen infolge elektrischer Entladungen und energiereicher Strah

lung wieder in biologisch verwertbare organische Substanzen

UberfUhrt werden konnte. Dadurch wurde der Anteil organischer

Verbindungen, die fUr die organotrophe Photosynthese zur VerfU

gung standen, immer geringer. Irgendwann mag sich unter diesen

Bedingungen eine neuer Stoffwechseltyp phototropher Bakterien

durchgesetzt haben, der das reichlich vorhandene Sulfid als

Elektronendonator zu nutzen verstand, namlich die roten und

grUnen Schwefelbakterien. Mit dem Auftreten von Sulfat als dem

Produkt der lichtgetriebenen Oxidation von H2S zusatzlich zur

synthetisierten Biomasse wurde ein Zustand geschaffen, der en

energiereicher war als die organischen Verbindungen untereinan

der (s. 6.3., Reaktionen b und c). Die aus Zellsubstanz gebil

deten Garungsprodukte und das gebildete Sulfat wurden dann ais

neue Quelle chemischer Energie erschlossen und flihrten zur Ent

faltung der Sulfat-reduzierenden Bakterien. Ubertragt man die

heutigen Erfahrungen auf jene angenommene Entwicklungsstufe, so

wurde mit dem Aufkommen der Sulfatreduzierer erstmals der Me

thanbildung ein gewisser Einhalt geboten. Nunmehr existierte

ein neuer urnfassender Stoffkreislauf, in welchen viele organi

sche Garungsprodukte miteinbezogen werden konnten, und der tiber

die rein anorganische Stufe von H2S und CO 2 flihrte.

Die frUhesten Lebewesen, die Wasser als Elektronendonator fUr

diePhotosynthese ihrer Zellsubstanz verwerteten und somit den

ersten Sauerstoff freisetzten, waren wahrscheinlich Cyanobak

terien (STANIER, 1974); die oxygene Photosynthese ware demnach

eine "Erfindung" der prokaryonten. Der Zustand, der durch die

Synthese organischer Verbindungen unter gieichzeitiger Freiset

zung von Sauerstoff geschaffen wurde, lag energetisch wesent

lich h6her ais irgendeines der anaeroben ATP-liefernden Syste-
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me. Reduktionsaquivalente aus organischen Vcrbindungen und

freier Sauerstoff wurden dann zur Energiequelle der aufkommen

den atmenden Bakterien. Das sehr positive Redoxpotential der

Reaktion von Sauerstoff zu Wasser ermoglichte nicht nur, die

verschiedensten organischen Verbindungen mit einem hohen ATP

Gewinn zu oxidieren; darUber hinaus konnten auch anorganische

Substanzen, wie H2S, NH~ oder selbst Fe (II)-Verbindungen oxi

diert und fUr eine Energiekonservierung genutzt werden. Ferner

stand mit dem Sauerstoff nunmehr auch ein reaktives Element zur

Verfligung, urn das reaktionstrage Methan einer biologischen Ver

wertung als Elektronendonator und Kohlenstoffquelle zuganglich

zu machen.

Oxygene Photosynthese und Atmung wurden schlieBlich zu den

grundlegenden biochemischen Prozessen eines neuen Reichs von

Organismen, der Eukaryonten; auf welche Weise diese entstanden

sein konnten, ist ein ungelostes Problem der Evolutionsfor

schung. Die Entwicklung der Eukaryonten, die der Pflanzen und

der Tiere, fUhrte zu ungleich h6heren Organisationsstufen, als

jemals unter Prokaryonten vorkamen. Vielleicht war auch die

se Evolution der Eukaryonten gerade erst deshalb moglich, weil

das liberal I und reichlich vorhandene Wasser als Elektronendona

tor genutzt werden konnte, und weil umgekehrt die Atmung einen

sehr leistungsfahigen ProzeB fUr eine Gewinnung von ATP dar

stellt (PFENNIG, 1979). Der Lebensraum wurde durch die euka

ryotischen Organismen entscheidend gepragt. Der standig an

steigende 02-Gehalt der Atmosphare schrankte den Bereich der

anaeroben Lebewesen mehr und mehr ein, die sich in tieferlie

gende Zonen von Sedimenten und Verdauungssysteme von Tieren zu

rUckzogen. Die Stoffwechselfahigkeiten der Anaerobier blieben

jedoch in diesen Nischen erhalten oder wurden vielleicht auch

noch weiterentwickelt. Bei reichlicher Gegenwart von SUlfat,

wie zum Beispiel in marinen Sedimenten, leistet die dissimila

torische Sulfatreduktion auch noch heute einen wesentlichen

Beitrag zum Abbau anfallender Biomasse. Kommt es an diesen

Standorten zu einem Uberangebot an zersetzlichem organischen

Material, so kann sich der anaerobe Bereich bei gleichzeitiger
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Produktion des reaktiven und giftigen Schwefelwasserstoffs

schnell ausweiten und das hohere Leben im Wasser bedrohen. Als

Folge der H2S-Bildung treten dann nicht selten vermehrt photo

trophe Schwefel-Purpurbakterien auf, cie das Wasser rot farben.

Eine solche Entwicklung in einem Gewa=ser gleicht einem Rlick

schritt in den archaischen anaeroben Zustand.

E. ZUSAMMENFASSUNG

Aus anaeroben Schlammen von verschiedenen Standorten wurden mit

Acetat, Propionat, Butyrat, Palmitat, Stearat bzw. Benzoat als

jeweils einzigem organischen Substrat Sulfat-reduzierende Bak

terien angereichert; 22 Stamme wurden insgesamt in Reinkultur

isoliert. Bislang waren keine Sulfat-reduzierenden Bakterien

bekannt, welche die genannten organischen Sauren zu verwerten

vermochten.

Einige der neu isolierten Stamme zeigten morphologische Ahn

lichkeit mit Arten der Gattungen Desulfovibrio und Desulfo

tomaculum. Darliber hinaus wurden etliche neue Zelltypen Sulfat

reduzierender Bakterien isoliert, namlich coccoide, ovale,

zitronenformige, Sarcinen-bildende und Filament-bildende, glei

tend bewegliche Arten.

Die isolierten Sulfatreduzierer vermochten mit der jeweils ver

wende ten Fettsaure bzw. mit Benzoat in rein synthetischen,

mineralischen Nahr16sungen zu wachsen. Als Reduktionsmittel

wurden Sulfid und bisweilen zusatzlich geringe Mengen Dithionit

vorgegeben. Mehrere Stamme benotigten Vitamine, wie 4-Amino

benzoesaure, Biotin, Thiamin oder B1 2' In einigen Fallen konnte

das Wachstum durch kleinere Gaben von Gemischen organischer

Sauren oder von Extrakten aus vergorenen komplexen Substraten

stimuliert werden. Marine Stamme und Stamme von Brackwasser

Standorten benotigten haufig h6here Konzentrationen an NaCl und

MgC1 2 . Ein Filament-bildender Sulfatreduzierer zeigte ein Be

dlirfnis fur ungewohnlich hohe Konzentrationen an Ca2 +-Ionen.

pH- und Temperatur-Optima wurden bestimmt.



Die isolierten Sulfatreduzierer wurden auf ihre F!higkeit zur

Verwertung verschiedener Elektronendonatoren und Elektronen

akzeptoren sowie zum Wachstum durch Garung geprlift:

a) Acetat wurde nicht nur von den Sulfatreduzierern verwertet,

die damit direkt isoliert worden waren; auch ein mit Stearat

isolierter Stamm und aIle vier mit Benzoat isolierten Stamme

oxidierten Acetat und ebenso andere verwertbare Substrate

vollstandig zu CO 2 , Die vollstandige Oxidation organischer

Substrate wurde in stachiometrischen Messungen mit sechs

morphologisch verschiedenen Sulfatreduzierern an Acetat, an

einer lan~kettigen Fettsaure und an Benzoat nachgewiesen.

Die Sulfatreduzierer, die mit Propionat, Butyrat oder Palmi

tat isoliert worden waren, vermochten kein Acetat zu verwer-

ten, sondcrn bildctcn dicSCG ~ls Endprcdukt. Die mit

und die mit Palmitat isolierten Stamme oxidierten Fettsauren

mit gerader Anzahl von C-Atomen pro Moleklil ausschlieBlich

zu Acetat, Fettsauren mit ungerader Anzahl von C-Atomen zu

Acetat und Propionat. Die physiologische Gruppe der Sulfat

reduzierer laSt sich aufgrund der beobachteten Substratum

setzungen in zwei wichtige Untergruppen einteilen:

I. Sulfat-reduzierende Bakterien
mit unvollstandiger Oxidation

II. Sulfat-reduzierende Bakterien
mit vollstandiger Oxidation

Weitere, von beiden Untergruppen h!ufig verwertete Elektro

nendonatoren waren H2 , einwertige Alkohole, Formiat, ver

zweigtkettige Fetts!uren, Lactat, Pyruvat, Succinat und

Fumarat. Kohlenhydrate wurden nie verwertet.

b) Anstelle von SuI fat wurden haufig SuI fit oder Thiosulfat als

Elektronenakzeptoren verwertet, nicht dagegen elementarer

Schwefel oder Fumarat. Ein mit Propionat isolierter Sulfat

reduzierer vermochte in Abwesenheit von Sulfat mit Nitrat

als Elektronenakzeptor zu wachsen, welches stachiometrisch
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zu Ammonium reduziert wurde. Bei einigen Stammen wurde in

Sulfat-freiem Medium ein Wachs tum unter mikroaeroben Bedin

gungen beobachtet; dieses beruhte aber wahrscheinlich nicht

auf einer direkten Verwertung von 02' sondern auf einer mag

lichen intermediaren Bildung von verwertbarem Thiosulfat aus

Sulfid und 02 auf chemischem Wege.

c) In Abwesenheit externer Elektronenakzeptoren vermochten vie

le St!mme pyruvat zu verg!ren. Einige der St!mme, die in Ge

genwart von Sulfat zur Verwertung von Propionat f!hig waren,

konnten beim Fehlen eines Elektronenakzeptors durch Verg!

rung von Lactat zu Acetat und propionat wachsen. In einem

FaIle wurde eine Verg!rung von Fumarat zu Acetat, Propionat

und Succinat beobachtet. Fettsauren und Benzoat konnten

stets nur in Gegenwart externer Elektronenakzeptoren umge

setzt werden.

Eine Verwertung von Methan oder haheren Alkanen durch SuI fat

reduzierende Bakterien konnte in Anreicherungsversuchen mit

verschiedenen anaeroben Schl!mmen nicht nachgewiesen werden.

Reinkulturen von Sulfatreduzierern, die mit haheren Fettsauren

zu wachsen vermochten, waren nicht in der Lage, die entspre

chenden Alkane zu verwerten.

Von allen isolierten Sulfatreduzierern enthielten nur drei

St!mme die Sulfit-Reduktase Desulfoviridin, und zwar ein vi

brioider, ein coccoider und ein Filament-bildender Stamm. Die

Sulfit-Reduktase P-582 kam ebenfalls in morphologisch sehr ver

schiedenen Typen Sulfat-reduzierender Bakterien vor, n!mlich in

einem stabchenfarmigen, zur Bildung von Sporen befahigten, in

einem weiteren Filament-bildenden und wahrscheinlich auch in

einem vibrioiden Stamm. Sieben St!mme wurden ferner auf Cyto

chrome geprlift: Nur einer von diesen enthielt ausschlieBlich

b-Typ-Cytochrom; in den librigen Stammen wurden sowohl b- als

auch c-Typ-Cytochrome zusammen nachgewiesen.



- 370 -

Ernahrungsphysiologische Fahigkeitcn und das Vorkommen von Pig

menten waren als Kriterien fur eine taxonomische Einordnung der

Sulfatreduzierer ungeeignet. Neun der neu isolierten Arten wur

den aufgrund der Morphologie, des Verhaltens bei der Gram-Far

bung und - soweit ermittelt - des GC-Gehalts der DNS enLweder

als neue Arten neuer Gattungen beschrieben oder als neue Arten

den bisher bekannten Gattungen zugeordnet (5. auch Teil F.l:

Neue Arten neuer Gattungen: .

Desulfobacter postgatei. Ovale Zellen; isoliert
mit Acetat; vollstandige Oxidation.

Desulfobulbus propionicus. Zitronenformige Zellen;
isoliert mit Propionat; unvollstandige Oxidation.

Desulfococcus multivorans. Cocco ide Zellen; iso
liert mit Benzoat; vollstandige Oxidation.

Desulfonema limicola. Zellfilamente; isoliert mit
Acetat; vollstandige Oxidation.

Desulfonema magnum. Zellfilamente; isoliert mit
Benzoat; vollstandige Oxidation.

Desulfosarcina variabilis. Sarcinen-bildende Zel
len oder freischwebende ovale Zellen; isoliert
mit Benzoat; vollstandige Oxidation.

Neue Arten bekannter Gattungen:

Desulfotomaculum acetoxidans. Stabchenformige,
Sporen-bildende Zellen; isoliert mit Acetat;
vollstandige Oxidation.

Desulfovibrio §Epovorans. GroBe, vibrioide Zellen;
isoliert mit Palmitat; unvollstandige Oxidation.

Desulfovibrio baarsii. Kleine, vibrioide Zellen;
isoliert mit Stearat; vollstandige Oxidation.
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Fur energetische Betrachtungen zur Oxidation von Acetat durch

Sulfat-reduzierende Bakterien wurde die bekannte Aktivierung

von Sulfat zu APS zugrunde gelegt: Urn bei der verhaltnismaBig

schwach exergonischen Oxidation von Acetat mit Sulfat einen

Nettogewinn von ATP zu ermoglichen, muB wahrscheinlich das bei

der Sulfataktivierung gebildete Pyrophosphat mindestens zum

Teil energetisch genutzt werden; vergleichende Ertragsmessun

gen mit einem besonders gut wachsenden Acetat-verwertenden

Sulfatreduzierer, Desulfobacter postgatei, in Gegenwart von

Sulfat bzw. SuIfit lieBen eine weitgehende energetische Nutzung

des Pyrophosphats vermuten.

Einige der Sulfatreduzierer, die zu einer vollstandigen Oxida

tion ihrer Substrate fahig waren, vermochten mit H2 und CO 2
bzw. mit Formiat ohne Zusatz einer weiteren organischen C-Quel

Ie zu wachsen. Bislang waren keine Reinkulturen von Sulfatredu

zierern bekannt, die autotroph zu wachsen vermochten. Eine CO 2

Fixierung uber den Calvin-Cyclus konnte nicht nachgewiesen wer

den; wahrscheinlich lagen dem autotrophen Wachs tum der SuI fat

reduzierer andere, energetisch gunstigere Assimilationswege zu

grunde.

Vier morphologisch unterschiedliche Sulfatreduzierer vermochten

Benzoat zu verwerten. Ein coccoider Stamm, Desulfococcus multi

vorans, benotige fur das Wachstum mit Benzoat die Spurenelemen

te Selen und Molybdan. Fur das Wachstum eines Sarcinen-ahnli

chen Sulfatreduzierers, Desulfosarcina variabilis, mit Benzoat

muBte den Medien nur Molybdan, jedoch kein Selen zugesetzt wer

den. Ein weiterer Benzoat-verwertender Sulfatreduzierer (unbe

nannte Art), der ovale Zellen bildete, lieB kein eindeutiges

Bedurfnis fur diese Spurenelemente erkennen. Ein Filament-bil

dender Sulfatreduzierer, Desulfonema magnum, vermochte mit Ben

zoat stets ohne jeglichen Zusatz von Selen oder Molybdan zu

wachsen. Vergleichende Wachstumsmessungen auf verschiedenen

Substraten zeigten, daB Selen bzw. Molybdan von den betreffen-
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den Stammen nur fur die Verwertung von Benzoat bzw. verwandten

aromatischen Verbindungen benotigt wurden. Die Wirkung von

Selen, Molybdan und chemisch ahnlichen Elementen wurde in un

terschiedlichen Konzentrationsbereichen untersucht.

Mehrere Stamme wurden auf die Fahigkeit gepruft, in Abwesenheit

von Sulfat zusammen mit Methanbakterien syntrophe Mischkulturen

zu bilden. Eine Umsetzung von Fettsauren oder Benzoat zu Methan

wurde jedoch bei diesen Versuchen nicht beobachtet. Mit Lactat

war dagegen in einem Falle ein Wachstum in Mischkultur unter

Bildung von Methan moglich.

Die Fahigkeit Sulfat-reduzierender Bakterien zur Verwertung der

haufigsten Garungsprodukte sowie zur vollstandigen Oxidation

fuhrt zu einem neuen mikrobiologischen Verstandnis anaerober

Abbauvorgange: Durch die Tatigkeit garender und Sulfat-reduzie

render Bakterien ist eine weitgehende Mineralisierung organi

schen Materials biologischer Herkunft auch unter streng anaero

ben Bedingungen grundsatzlich moglich; daB ein solcher Endabbau

tiber die dissimilatorische Sulfatreduktion an nattirlichen

Standorten verbreitet ist, kann durch Ergebnisse zahlreicher

okologischer Untersuchungen aus der Literatur bestatigt werden.

Insbesondere in marinen Sedimenten haben Sulfat-reduzierende

Bakterien wegen der hohen Sulfatkonzentration des Meerwassers

(ca. 30 mmol/l) eine groBere Bedeutung fur die Mineralisierung

des anfallenden organischen Materials.
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F. DESCRIPTION OF SPECIES

1. Genus Desulfobacter

De.sul.fo.bac'ter. L. pref. ~~ from; L. n. sulfur sulfur;

M. L. n. bacter masc. equivalent of Gr. fern. n. bacteria rod

or staff; M. L. masc. n. Desulfobacter a rod-shaped sulfate

reducer.

Rod-shaped to ellipsoidal cells, 1 - 2 by 1.7 - 3.5 ~m, with

rounded ends, single or in pairs. Motile forms with single

polar flagella have been observed. Tendency to stick together

in clumps forming a sediment. Gram negative.

Chemoorganotroph; metabolism respiratory. Acetate is used as

electron donor and completely oxidized to CO
2

, Sulfate and

other sulfur compounds serve as electron acceptors and are

reduced to H2S.

Strict anaerobes. Media containing a reductant, higher con

centrations of NaCl and MgCl
2

and vitamins are required for

growth.

Temperature optimum: 28 - 32 °C; growth may occur already at

10 °C.

Cells contain b- and c-type cytochromes.

Habitats: anaerobic sludge of brackish water and marine environ

ments.

Desulfobacter postgatei

Post.ga'te.i. M. L. gen. n. postgatei of J. R. Postgate, an

English microbiologist who has made the sulfate-reducing

bacteria well-known by many studies.
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Rod-shaped to ellipsoidal cells, 1 - 1.5 by 1.7 - 2.5 ~m, with

rounded ends, single or in pairs. Not motile. No spore

formation. Gram negative.

Chemoorganotroph. Acetate, the only electron donor used, is

completely oxidized to CO 2 , Sulfate, sulfite, or thiosulfate

serve as electron acceptors and are reduced to H2S; not

utilized: elemental sulfur, fumarate, nitrate, oxygen.

Strictly anaerobic. Growth requires mineral media with sul

fide as reductant and not less than 120 mmol NaCI/I and

6 mmol MgCI
2
/1. 4-Aminobenzoate and biotin are needed as

vitamins.

pH-range: 6.2 - 8.5, optimum at 7.3. Temperature range:

10 - 37 °c, optimum at 32 °c.

Cell membrane and cytoplasmatic fraction contain b- and

c-type cytochromes the former of which are extractable with

acetone + HCI. Desulfoviridin not present.

DNA base ratio: 45.9 mol% G + C (thermal denaturation).

Habitats: anaerobic mud of brackish water or marine environ-
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Chemoorganotroph; metabolism respiratory and/or fermentative.

Compounds of low molecular weight are used as substrates and

incompletely oxidized to acetate as an end product. Sulfate

and other sulfur compounds serve as electron acceptors and are

reduced to H2S.

Strict anaerobes. Media containing a reductant and vitamins

are required for growth. Marine forms sometimes require

higher concentrations of NaCI and MgCI
2

.

Temperature optimum: 28 - 39 °C, but growth may occur already

at 10 °c.

Cells contain b- and c-type cytochromes.

Habitats: anaerobic sludge of fresh and brackish water and

marine environments.

Desulfobulbus propionicus

Pro.pi.o'ni.cus. M. L. n. acidum propionicum propionic acid;

M. L. adj. propionicus pertaining to propionic acid.

Type strain: "Dangast", 2ac9.

ments. Specific enrichment with acetate and sulfate. Cells lemon or onion-shaped (pointed ends), sometimes ellip

sOidal, 1 - 1.3 by 1.8 - 2 ~m, single, in pairs or in chains.

Not motile. Electron microscopy exhibits cells surrounded by

pili. No spore formation. Gram negative.

2. Genus Desulfobulbus

De.sul.fo.bul'bus. L. pref. de from; L. n. sulfur sulfur;

L. n. bulbus onion; M. L. masc. n. Desulfobulbus onion-shaped

sulfate reducer.

Cells ellipsoidal, 1 - 1.3 by 1.5 - 2 !lm, wi th tendency to

form pointed ends causing lemon or onion shape; single, in

pairs or in chains. Motile forms with single polar flagella

have been observed. Gram negative.

Chemoorganotroph. H
2

, ethanol, propanol, propionate, lactate

and pyruvate are utilized as electron donors; organic compounds

are incompletely oxidized to acetate as an end product. Growth

on H2 requires acetate as carbon source. Not utilized as

electron donors: formate, acetate, butyrate and higher fatty

acids, succinate, fumarate, malate, benzoate, sugars. Sulfate,

sulfite and thiosulfate serve as electron acceptors and are

reduced to H2S; nitrate can also serve as electron acceptor

and is stoichiometrically reduced to ammonium; not utilized:
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elemental sulfur, fumarate and oxygen. In the absence of an

electron acceptor growth is also possible by fermentation ot

lactate or pyruvate, but not fumarate.

Strictly anaerobic. Growth requires mineral media with sul

fide as reductant and 4-aminobenzoate as vitamin.
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Strict anaerobes. Media containing a reductant and vitamins

are required for growth.

Temperature optimum: 28 - 35 °C; growth may occur already

below 20 °C.

Cell membrane and cytoplasmatic fraction contain b- and c

type cytochromes the former of which are extractable with

acetone + HC1. Desulfoviridin not present.

pH-range: 6.0 - 8.6, optimum at 7.2.

10 - 43 °C, optimum at 39 °C.

Temperature ranqe: Cells contain b- and c-type cytochromes.

Habitats: anaerobic sludge of fresh and brackish water and

marine environments.

Desulfococcus multivorans

DNA base ratio: 59.9 mol% G + C (thermal denaturation).

Habitats: anaerobic mud of fresh water environments. Specific

enrichment with propionate.

Type strain: "Lindhorst", lpr3.

3. Genus Desulfococcus

De.sul.fo.coc'cus. L. pref. de from; L. n. sulfur sulfur;

M. L. n. coccus masc. equivalent of Gr. masc. n. coccos grain,

berry; M. L. masc. n. Desulfococcus a berry-shaped (spherical)

sulfate reducer.

Spherical cells, 1.5 - 2.2 ~m in diameter, single or in pairs.

Storage of granules of polY-S-hydroxybutyric acid. Motile

forms have been observed. Gram negative.

Chemoorganotroph or chemoautotroph; metabolism respiratory

and/or fermentative. Organic substrates are completely oxidized

to CO 2 , Sulfate and other sulfur compounds serve as electron

acceptors and are reduced to H
2
S.

L. adj. multus many, numerous; L. v. voro devour, swallow;

M. L. part. adj. multivorans devouring numerous kinds of

substrates.

Spherical cells, 1.5 - 2.2 ~m in diameter, single or in pairs

Storage of granules of poly-S-hydroxybutyric acid. Not

motile. No spore formation. Gram negative.

Chemoorganotroph or chemoautotroph. Ethanol, propanol,

butanol, formate, acetate, propionate, butyrate, iso-butyrate,

2-methylbutyrate, 3-methylbutyrate, higher fatty acids up to

14 carbon atoms, lactate, pyruvate, benzoate, cyclohexane

carboxylate, phenylacetate, 3-phenylpropionate and 2-hydroxy

benzoate are utilized as electron donors; growth on formate

does not require further organic carbon sources. Organic

substrates are completely oxidized to CO 2 , Not utilized as

electron donors: H2 , succinate, malate, fumarate, adipate,

pimelate, hippurate, 3-hydroxybenzoate, 4-hydroxybenzoate,

sugars. Sulfate, sulfite or thiosulfate serve as electron

donors and are reduced to H2S; not utilized: elemental sulfur,

fumarate, nitrate, oxygen. In the absence of electron

acceptors growth is possible by fermentation of lactate or

pyruvate.
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Strictly anaerobic. Growth requires mineral media with sul

fide as reductant and 4-aminobenzoate, biotin and thiamine

as vitamins. Growth on benzoate and bomologues requires

selenite and molybdate as trace elements and is stimulated

by small amounts of higher fatty acids, especially by those

with an odd number of carbon atoms. Best growth occurs with

120 - 350 romol NaCI/I and 6 - 15 romol MgC1
2
/I, but lower

concentrations do not affect growth significantly.

pH-range: 6.7 - 7.9, optimum at 7.3. Temperature-range:

15 - 40 °C, optimum at 35 °C.

Cell membrane fraction contains b- and c-type cytochromes,

the former of which are extractable with acetone + HCI; b

and c-type cytochrome content of cytoplasmatic fraction

rather low. The cytoplasmatic fraction exhibits an absorp

tion peak at 630 nm indicating the sulfite reductase desulfo

viridin; with alkali the cytoplasmatic fraction shows red

fluorescence when exposed to light of 365 nm.

DNA base ratio: 57.4 mol% G + C (thermal denaturation).

Habitats: anaerobic mud of fresh and brackish water and marine

environments. Specific enrichment with benzoate.
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with simultaneous rotation; in sediments channels or tubes

are left. Multiplication by cross division and breakage of

longer filaments. Gram positive (unequally stained).

Chemoorganotroph or chemoautotroph; metabolism respiratory.

Organic substrates are completely oxidized to CO 2 . Sulfate

and other sulfur compounds serve as electron acceptors and

are reduced to H2S.

Strict anaerobes. Media containing a reductant and vitamins

are required for growth. Artificial sediments (0.2 % agar or

inorganic precipitates) should be added to support gliding

movement.

Temperature optimum: 28 - 32 °C, growth may occur already

below 20 °C.

Cells contain b- and c-type cytochromes.

The G + C content of the DNA ranges from 34.5 - 41.6 mol%.

Habitats: anaerobic mud of brackish water and marine environ

ments; filaments have been observed also in fresh water habi

tats.

Type strain: "Gottingen", 1be1.

Desulfonema limicola

4. Genus Desulfonema

De.sul.fo.ne'ma. L. pref. de from; L. n. sulfur sulfur; Gr. n.

nema thread; M. L. neut. n. Desulfonema thread-forming sulfate

reducer.

Long filaments of sometimes more than 1 rom length, formed by

rod-shaped cells, 2.5 - 8 by 2.5 - 13 ~m. Cells contain

granules of polY-S-hydroxybutyric acid. Filaments are always

Li.mi'co.la. L. n. limus mud; L. suff., verbal n. cola dweller

M. L. masc. n. limicola mud dweller.

Filaments sometimes a few rom long, formed by rod-shaped cells

2.5 - 3 by 2.5 - 3.5 ~m. Cells contain granules of poly-S

hydroxybutyric acid. Filaments are always attached to surfac,

or sediments; when cells are numerous, sediments and glass

walls may be covered by iridescent, spider web-like layers.

Gliding movement; in sediments channels or tubes are left.
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filaments. No spore formation. Gram positive (unequally

stained) .

Chemoorganotroph or chemoautotroph. H2 , formate, acetate,

propionate, butyrate, iso-butyrate, 2-methylbutyrate,

3-methylbutyrate, higher fatty acids up to 14 carbon atoms,

lactate, pyruvate, succinate, and fumarate are used as elec

tron donors and completely oxidized to C02; growth on H2 + CO 2
or on formate does not require additional carbon sources.

Growth on acetate is slow but it can be stimulated by small

amounts of succinate, higher fatty acids or extracts of

anaerobically decomposed organic matter. Not utilized as

electron donors: alcohols, malate, benzoate, cyclohexane

carboxylate, sugars. Sulfate, sulfite and thiosulfate serve

as electron acceptors and are reduced to H2S, not utilized:

elemental sulfur, fumarate, nitrate, oxygen. Unable to fer

ment organic substances.

Strictly anaerobic. Media containing a reductant and not less

than 200 mmol NaCI/1 and 10 mmol MgCI 2 /1 are required for

growth; biotin is needed as vitamin. Artificial sediments

(0.2 % agar or inorganic precipitates) favour growth signifi

cantly by supporting gliding movement.

pH-range: 6.5 - 8.8, optimum at 7.6. Temperature range:

15 - 36 °C, optimum at 30 °C.

Cell membrane fraction contains c-type cytochromes and small

amounts of b-type cytochromes, the latter of which are

extractable with acetone + HCI; cytoplasmatic fraction contains

only c-type cytochromes. The cytoplasmatic fraction exhibits

an absorption peak at 630 nm indicating the sulfite reductase

desulfoviridin; with alkali the cytoplasmatic fraction shows

red fluorescence when exposed to light of 365 nm.

DNA base ratio: 34.5 mol% G + C (thermal denaturation)

Habitats: anaerobic mud of brackish water and marine environ

ments. Enrichment favoured by fatty acids.
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Type strain: "Jadebusen" , 5ac10.

Desulfonema ~agnum

Mag'num. L. adj. magnus large, big.

Filaments sometimes several mm long, formed by rod-shaped

cells, 6 - 8 by 9 - 13 ~m. Cells contain granules of poly-B

hydroxybutyric acid. Filaments are always attached to sur

faces or sediments; when cells are numerous, sediments and

glass walls may be covered by iridescent spider web-like

layers. Gliding movement often with simultaneous rotation;

in sediments channels or tubes are left. Multiplication by

cross division and breakage of longer filaments. No spore

formation. Gram positive (unequally stained) .

Chemoorganotroph. Formate, acetate, propionate, butyrate,

iso-butyrate, 2-methylbutyrate, 3-methylbutyrate, higher fatty

acids up to 10 carbon atoms, succinate, fumarate, malate,

benzoate, hippurate, phenylacetate, 3-phenylpropionate,

4-hydroxybenzoate are used as electron donors and completely

oxidized to CO 2 ; growth on formate requires some acetate as

carbon source. Growth on acetate is slow but it can be

stimulated by small amounts of succinate, higher fatty acids

or extracts of anaerobically decomposed organic matter. Not

utilized as electron donors: H
2

, alcohols, lactate, pyruvate,

adipate, pimelate, cyclohexanecarboxylate, 2-hydroxybenzoate,

3-hydroxybenzoate, sugars. Sulfate serves as electron donor

and is reduced to H2S; not utilized: sulfite, thiosulfate,

elemental sulfur, fumarate, nitrate, oxygen. Unable to fer

ment organic substances.

Strictly anaerobic. Media containing a reductant, 350 mmol

NaCl/I, 25 mmol MgCI 2 /I, 9 mmol CaC1 2 /1 and not more than

1.5 IlUnOI phosphate/l a.re required for growth; demand for

calcium ions is unusually high and no growth occurs below

4 - 5 mmol CaCI 2 /1. 4-Aminobenzoate, biotin and B 12 are
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required as vitamins. Artificial sediments (0.2 % agar or

inorganic precipitates) favour growth considerably by support

ing gliding movement.

pH-range: 6.6 - 7.5, optimum at 7.0. Temperature range:

15 - 37 °C, optimum at 32 °C.

Cell membrane fraction contains b- and c-type cytochromes, th~

former of which can be extracted with acetone + HCl; cytochrone

content of cytoplasmatic fraction very low. CO-difference

spectrum of cytoplasmatic fraction exhibits absorption peaks

at 413, 547 and 593 nm; spectrum resembles those of cytoplasma

tic fractions of Desulfotomaculum species containing the

sulfite reductase P 582.

DNA base ratio: 41.6 mol% G + C (thermal denaturation).

Habitats: anaerobic mud of marine environments. Enrichment

favoured especially by benzoate.

Type strain: "Montpellier", 4be13.

5. Genus Desulfosarcina

De.sul.fo.sar.ci'na. L. pref. de from; L. n. sulfur sulfur;

L. n. sarcina package, bundle; M. L. fern. n. Desulfosarcina

a sulfate reducer forming cell packages.

Cells form packages causing sediments or live free in the

culture medium. Cells liberated from packages may be irregularly

shaped, while free-living forms are rod-shapec to ellipsoidal,

1 - 1.5 by 1.5 - 2.5 ~m. Storage of granules of poly-S-hydroxy

butyric acid. Motile forms with single polar flagella have

been observed. Gram negative.

Chemoorganotroph or chemoautotroph; metabolism respiratory or

fermentative. Organic substrates are completely oxidized to

CO
2

, Sulfate and other sulfur compounds serve as electron
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acceptors and are reduced to H2S.

Strict anaerobes. Spezialized media containing a reductant

and higher concentrations of NaCl and MgC1 2 are required for

growth.

Temperature optimum: 28 - 33 °C; growth may occur already

below 20 °C.

Habitats: anaerobic sludge of brackish water and marine

environments.

Desulfosarcina variabilis

Va.ri.a·bi.lis. L. adj. variabilis changeable, variable.

In sediments and in agar media cells form packages; cells

liberated from packages are irregularly shaped. Subsequent

transfer to liquid media leads mostly to free living rod

shaped to ellipsoidal cells, 1 - 1.5 by 1.5 - 2.5 ~m. Stor

age of granules of poly-S-hydroxybutyric acid. In pure

cultures not motile, but enrichments showed motile cells;

single polar flagella are detectable in a few cases. No spore

formation. Gran negative.

Chemoorganotroph or chemoautotroph. H2 , ethanol, propanol,

butanol, formate, acetate, propionate, butyrate, 2-methyl

butyrate, 3-methylbutyrate, higher fatty acids up to 14

carbon atoms, lactate, pyruvate, succinate, fumarate, benzoate,

cyclohexanecarboxylate, hippurate, phenylacetate, 3-phenyl

propionate, 3-hydroxybenzoate and 4-hydroxybenzoate are

utilized as electron donors; growth on H2 + CO 2 or on formate

does not require further organic carbon sources. Growth on

acetate is rather slow. Organic substrates are completely

oxidized to CO 2 , Not utilized as electron donors: iso-butyrate,

malate, adipate, pimelate, 2-hydroxybenzoate, sugars. Sulfate,

sulfite and thiosulfate serve as electron acceptors and are



- 384 -

reduced to H2S; not utilized: elemental sulfur, nitrate,

oxygen. In the absence of electron acceptors growth is pos

sible by fermentation of lactate, pyruvate or fumarate.

Strictly anaerobic. Growth requires mineral media with sul

fide as reductant. 230 mmol NaCl/l and 10 mmol MgC1 2 /1 are

optimal salt concentrations; at lower concentrations growth

decreases significantly. Growth on benzoate and homologues

requires molybdate as trace elements (requirement for

selenium has not yet been established) .

Cells are sensitive to light; growth is already inhibited

completely by the diffuse daylight in rooms.

pH-range: 6.7 - 8.0, optimum at 7.4. Temperature-range:

15 - 38 °C, optimum at 33 °C.

Cells do not contain desulfoviridin.

Habitats: anaerobic mud of marine environments. Specific

enrichment with benzoate and sulfate.

Type strain: "Montpellier", 3be13.

6. Genus Desulfotomaculum

De.sul.fo.to.ma'cu.lum. L. pref. de from; L. n. sulfur sulfur;

L. n. tomaculum a kind of sausage; M. L. neut. n. Desulfoto

maculum a sausage-shaped sulfate reducer.

Straight or curved rods; 0.3 - 1.5 by 3 - 9 ~m, with rounded

or pointed ends, usually single, but sometimes in pairs or in

chains. Motile with peritrichous or polar flagella. Spores

oval to round, terminal to paracentral, causing slight swelling

of the cells. Gram negative. Produce black colonies in agar

containing a suitable carbon source, sulfate and ferrous salts.
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CJlemoorganotroph; metabolism respiratory. Species carrying

oul incomplete oxidation of organic substrates excrete acetate

which cannot be oxidized further; when acetate is used as

electron donor it is as well as the other substrates com

pletely oxidized to CO 2 , Limited range of substrates used,

rarely includes carbohydrates. Sulfate and other sulfur

compounds serve as electron acceptors and are reduced to H
2

S.

Strict anaerobes. Spezialized media containing a reductant

and organic growth factors are required for growth.

Temperature optimum: 35 - 55 °C, maximum: 70 °C. Some strains

grow at 20 - 30 °C.

Cells contain b-type cytochromes and sometimes also c-type

cytochromes.

The G + C content of the DNA ranges from 37.5 - 45.5 mol%.

Habitats: anaerobic sludge of fresh water habitats, thermal

regions, certain spoiled foods, intestines of animals, manure,

faeces and rumen content.

Desulfotomaculum acetoxidans

a.cet.o'xi.dans. L. n. acetum vinegar; M. L. n. acidum aceticum

acetic acid; M. L. v. oxido oxidize of Gr. adj. oxys sour, acid;

M. L. part. adj. acetoxidans oxidizing acetic acid.

Straight or slightly curved rods, 1 - 1.5 by 3.5 - 9 ~m, with

pointed ends. Motile by means of single, polar flagella, 27 nm

in diameter. Spores spherical, 1.5 ~m in diameter, subterminal,

causing swelling of the cells. Next to the spore a refractile

gas vacuole. Spore-forming cells typically spindle-shaped.
Gram negative.

Chemoorganotroph. Ethanol, butanol, acetate, butyrate and
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iso-butyrate are completely oxidized to CO 2 ; valerate is oxi

dized to CO 2 and propionate; formate is poorly utilized and

requires the presence of some acetate as carbon source. Not

utilized: H2 , propanol, higher fatty acids than valerate, lac

tate, pyruvate, succinate, fumarate, malate, benzoate, sugars.

Sulfate is reduced to H2S. Not utilized as electron acceptors:

sulfite, thiosulfate, elemental sulfur, fumarate, nitrate,

oxygen. Unable to ferment organic substances.

Strictly anaerobic. Growth requires mineral media with sulfide

and dithionite as reductants. Biotin is needed as vitamin.

Higher concentrations than 150 mmol NaCl/l inhibit growth.

pH-range: 6.6 - 7.6, optimum at 7.1. Temperature-range:

20 - 40 °C, optimum at 36 °C.

Pigments: cell membrane fractions contain b-type cytochrom~s.

which are extractable with acetone + HC1. CO-difference s~cc

trum of cytoplasmatic fraction exhibits absorption peaks at

412, 550 and 596 nm, indicating presence of the sulfite reduc

tase P 582.

DNA base ratio: 37.5 mol% G + C (thermal denaturation).

Habitats: manure and faeces of higher animals, rumen content.

and anaerobic mud of fresh water especially if polluted with

faeces. Specific enrichment with acetate and sulfate, from

faeces and rumen also with butyrate.

Type strain: "Gottingen", 1ac2 (5575), DSM 771, deposited in:

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Gottingen.

7. Genus Desulfovibrio

De.sul.fo.vi"bri.o. r.. pref. de frow; L. n. §.ulfur sulfur;

L. v. vibro vibrate; M. L. masc. n. Vibrio that which vibrates.

a generic name; M. L. masc. n. Desulfovibrio a vibrio that

reduces sulfur compounds.
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Curved rods, sometimes sigmoid or spirilloid, 0.5 - 1.5 by

2.5 - 10 ~m. Morphology influenced by age and environment.

Motile by means of single or lophotrichous polar flagella.

Do not form endospores. Gram negative.

Chemoorganotrophs; metabolism respiratory and/or fermentative.

Most species oxidize organic compounds incompletely to acetate,

which cannot be utilized further; in a few cases acetate and

further substrates are oxidized completely to CO
2

, Carbo

hydrates rarely utilized, gas never formed from carbohydrates.

Sulfate and other sulfur compounds serve as electron accep

tors and are reduced to H2S.

Hydrogenase usually present. Gelatin not liquified. Nitrogen

sometimes fixed.

Strict anaerobes. Media containing a reductant are required

for growth. Only in a few cases a vitamin requirement has

been reported. Some species and subspecies moderately halo

philic.

Upper temperature limit for growth of mesophilic species: 44 °C;

optimum influenced by origin and previous history, usually

25 - 35 °C. Some strains can grow at temperatures at or below

° °C. Optimal and maximum temperature for thermophilic species

at 65 °c and 85 °c respectively.

Species generally show some degree of antigenic cross-reaction.

Pathogenicity not recorded.

Cells contain c-type cytochromes (c 3 ) and often also b-type

cytochromes. Many species contain desulfoviridin, absorption

band at 630 nm; it is responsible for the characteristic red

fluorescence of cells if inspected in light of 365 nm immedia

tely after the addition of a few drops of NaOH, 2 mol/l; this

reaction releases the chromophore of the pigment.

'I, .~ + C cnrol'en of the DNA ranqes from 46.1 - 61.2 mol%.
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Habitats: anaerobic mud of fresh and brackish water and

marine environments, intestines of animals, manure and faeces.

Desulfovibrio sapovorans

Sa.po.vo'rans. L. n. sapo soap; L. v. voro devour, swallow;

M. L. part. adj. sapovorans devouring soap (higher fatty acids).

Curved rods, sometimes sigmoid or spirilloid, 1.5 by 3 - 5.5 urn.
Storage of granules of poly-a-hydroxybutyric acid. Motile by

means of single sheathed polar flagella. No spore formation.

Gram negative.

Chemoorganotroph. Butyrate, 2-methylbutyrate, higher fatty

acids up to 18 carbon atoms, lactate and pyruvate serve as

electron donors and are incompletely oxidized to acetate: fatty

acids with odd numbers of carbon atoms are oxidized to acetate

and propionate. Growth on palmitate still very good, but on

stearate already rather slow. Not utilized: H2 , alcohols,

formate, acetate, propionate, iso-butyrate, 3-methylbutyrate,

succinate, fumarate, malate, benzoate, cyclohexancarboxylate,

sugars. Sulfate and sulfite serve as electron acceptors and

are reduced to H2S. Not utilized: thiosulfate, elemental

sulfur, fumarate, nitrate, oxygen. In the absence of electron

acceptors growth is possible by fermentation of pyruvate, but

not lactate or fumarate.

Strictly anaerobic. Growth requires mineral media with sulfide

as reductant. Vitamins not required.
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DNA base ratio: 52.7 rnol% G + C (thermal denaturation).

Habitats: anaerobic mud of fresh water habitats. Specific

enrichment with palmitate.

Type strain: "Lindhorst", lpa3.

Desulfovibrio baarsii

Baar'si.i. M. L. gen. n. baarsii of J. K. Baars, a Dutch

microbiologist, who has done the first more comprehensive

studies on nutrition of sulfate reducing bacteria.

Curved rods, sometimes sigmoid or spirilloid, 0.5 - 0.7 by

1.5 - 4 urn; morphologically resembling Desulfovibrio desul

furicans. Motile by means of a single polar flagellum.

No spore formation. Gram negative.

Chemoorganotroph. Formate, acetate, propionate, butyrate,

iso-butyrate, 2-methylbutyrate, and higher fatty acids up to

18 carbon atoms are utilized as electron donors and com-

pletely oxidized to CO 2 ; growth on formate without further

carbon sources. Growth on acetate or propionate rather slow.

Not utilized: H2 , alcohols, 3-methylbutyrate, lactate, pyruvate,

succinate, fumarate, malate, benzoate, cyclohexancarboxylate,

sugars. Sulfate, sulfite and thiosulfate serve as electron

acceptors and are reduced to H2S. Not reduced: elemental

sulfur, fumarate, nitrate, oxygen. No fermentation of organic

substances.

Cell membrane and cytoplasmatic fraction contain b- and c-type

cytochromes, the former of which are extractable with acetone +

HC1. Desulfoviridin not present.

pH-range: 6.5 - 9.3, optimum at 7.7.

39 °C, optimum at 34 °C.

Temperature range: 15 - Growth requires mineral media with sulfide as reductant.

Optimal growth with 120 - 350 mmol NaCl!l and 6 - 15 mmol

MgCl 2!l, but lower concentrations do not affect growth

significantly. Vitamins not required.

pH-range: 6.5 - 8.2, optimum at 7.3. Temperature range:

20 - 39 °C, optimum at 35 °C.
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Cells do not contain desulfoviridin.

Habitats: anaerobic mud of fresh and brackish water environ

ments. Specific enrichment with stearate.

Type strain: "Gottingen", 1st1.
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G. ANHANG

1. Bestandteile des nattirlichen Meerwassers

Hauptbestandteile und haufigste Nebenbestandteile des natlirli

chen Meerwassers, geordnet nach der molaren Konzentration (be

rechnet nach GOLDBERG, 1965, und "Handbook of Chemistry and

Physics", 1972, S. F-165). Die Elemente H und 0 sowie geloste

Gase sind nicht mit aufgeftihrt.

Element

Cl

Na

Mg

S

Ca

K

C

Br

B

Si

vorkornrnende Form

Cl

+
Na

2+
Mg

2+Ca

organische verbindungen

Br

Konzentration
[rnrnol/l]

536

457

55,5

27,6

10, a

9,7

2,3

0, 1 - 0,3

0,81

0,43

0, 11



Element

Sr

F
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vorkommende Form

F

O:lyiiJll::;che Verbindungen

Konzentration
[mmol/l]

0,091

0,068

0,0001 - 0,05

0,002 - 0,014

- 393 -

2. Physikalisch-chemische Daten und Formeln

Vorbemerkungen:

Bei den verwendeten Nahrmedien handelte es sich stets urn ver

haltnismaBig verdlinnte Lasungen. Deshalb wurden bei den Berech

nungen anstelle von Aktivitaten in mol pro kg H20 naherungs

weise die Konzentrationen in mol pro 1 Lasung eingesetzt. Die

Konzentration einer Substanz in mol pro 1 wird durch das chemi

sche Symbol in eckigen Klammern, z. B. [HCO')], dargestellt.

N

Li Li+

0,004 - 0,004

- 0,004

0,025

weitere Symbole: (aq)

(g)

(ll

in waBriger Lasung

im gasfarmigen zustand

im fllissigen zustand

P

Rb

J

Al

Ba

Fe

J

Al(III)-Verbindungen

Fe (III)-Verbindungen

0,0023

0,0014

0,00047

0,00037

0,00022

0,00018

2.1. Laslichkeit von Gasen

Bunsenscher Absorptionskoeffizient a

Der Bunsensche Absorptionskoeffizient (Loslichkeitskoeffizientl

a ist das Volumen eines Gases, reduzjert auf 0 °c und 1 atm,

das bei der betreffenden Temperatur von der Volumeneinheit

einer Fllissigkeit gelast wird, wenn der Partialdruck des Gases

1 atm betragt. Die gelaste Menge Gas wird in Nl (Normal-l) und

das Volumen der Fllissigkeit in 1 gemessen. Bei dem sogenannten

technischen Laslichkeitskoeffizienten A wird die gelaste Menge

Gas auf die Masse des Lasungsmittels bezogen. a erhalt man aus

A durch MUltiplikation mit der Dichte des Lasungsmittels. Der

Bunsensche Absorptionskoeffizient flir Wasser als Lasungsmittel

stimmt, insbesondere bei Temperaturen wenig oberhalb von 0 °C,

recht genau mit dem technischen Laslichkeitskoeffizienten liber-

ein.
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Tempe- Ka pKa
ratur

[OC]

10 3,43'10-7 6.46

20 4,15'10-7 6.38

25 4,45'10-7 6.36

30 4,71'10-7 6.33

35 4,91'10-7 6.31

pK
a

HA - H+ + A

K
a

Oissoziationskonstante Ka und P~a-Wert einer Saure HA

2.2. Dissoziation von Sauren

Der Ka-Wert bzw. der pKa-wert einer Saure kann als MaE fur die

Saurestarke aufgefaBt werden; je groBer der Ka-Wert bzw. je

kleiner der pKa-Wert ist, desto starker ist die Saure, d. h.

desto groBer ist deren Bestreben, zu dissoziieren. Wird der

pH-Wert einer Losung der betreffenden Saure bzw. einer Losung

ihres Salzes dem Zahlenwert nach auf den pKa-Wert der Saure

eingestellt, so liegen die undissoziierte Saure und das Anion

der Saure (die konjugate Base) in aquimolarer Konzentration

vor.

Saure

Ka - und pKa-Werte einiger anorganischer und organischer Sauren

(GMELINs Handbuch, C 3, 1973, S. 118; Handbook of Chemistry and

Physics, 1972, S. 0-120 - 0-121; GMELINs Handbuch, S [B], 1960,

S. 87 - 88; D'ANS'LAX, Band I, 1967, s. 865).

- 394 -

Temperatur a [l.Na\m]
rOC]

H2 CH 4 CO 2 N2 N20 °2 H2S

0 0,021 0,054 1r 66 0,022 1,26 0,047 4,52

5 0,020 0,046 1,38 0,020 1,02 0,042 3,80

10 0,019 0,040 1 , 16 0,01 !3 0,85 0,037 3,28

15 0,018 0,036 0,99 0,016 0,71 0,033 2,85

20 0,018 0,032 0,85 0,015 0,60 0,030 2,51

25 0,017 0,029 0,74 0,014 0,52 0,027 2,21

30 0,017 0,027 0,64 0,013 0,45 0,025 1,99

35 0,58

40 0,016 0,023 0,51 0,012 0,35 0,022 1,62

50 0,016 0,021 0,42 0,011 0,28 0,020 1,34

60 0,015 0,019 0,35 0,010 0,019 1, 15

70 0,015 0,018 0,29 0,010 0,018 0,99

90 0,015 0,016 0,010 0,017 0,81

Bunsenscher Absorptionskoeffizient a von H2 , CH4 , CO 2 , N2 , N20,

02 bzw. H2S in reinem Wasser bei verschiedenen Temperaturen

(D'ANS·LAX, Band I, 1967, S. 602 und 1205, GMELINs Handbuch,

C 3, 1973, S. 45 - 46).
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2.3. Zusammenhang zwischen NaHCO 3 -Konzentration, pH-lh1ert und

CO 2-partialdruck

Vereinfachung: 1 mol
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22,4 Nl (gilt genau nur fUr ein
ideales Gas)

Gelostes CO
2

als Saure:
1st anstelle der CO 2-Konzentration in Nl/l die molare Konzen

tration von CO
2

angegeben, so folgt fUr a:

K
a

CO
2

lag) + H
2

0 , • H+ + HC0
3l/K a

K
a

[HCO;] . [H +]

[CO2 (ag)] a = 22,4
[C0 2 lag)]

Peo,

FUr den CO
2
-partialdruck in der Gasphase, der bei einer vor

gegebenen NaHC0
3
-Konzentration e1nen bestimmten pH-Wert auf

recht erhalt, folgt:

Weil die H20-Konzentration, [H 20], als konstant zu betrachten

ist, wurde diese bereits in den Ka-Wert mit einbezogen.

Die NaHC0
3
-Konzentration, [NaHC0

3
], wird durch die Einwaage

vorgegeben. NaHco 3 dissoziiert vollstandig in Na+- und HCO;

1onen. Die HCO;-1onen reagieren zum Teil mit H20 unter Freiset

zung von OH--1onen lschwach alkalische Reaktion der NaHC0 3-LO

sun~) zu ge16stem CO~,

Peo2

22,4

22,4

[C0 2 (ag)]

FUr Ka folgt somit:
[ +] [H+] -- 10-pH
H berechnet man aus dem pH-Wert:

0,631.10-7[C0 2 lag)]

([NaHC0
3

] - [C0 2 (ag)]). [H+]

[C0 2 lag)]

[NaHC0
3

] • [H+]

K
a

+ [H+]

0,030 mol/l; pH 7.2; Temperatur: 30 °c

Das geloste CO 2 5011 mit dem CO 2 der Gasphase im Gleichgewicht

stehen. Dieses Gleichgewicht wird nach dem Bunsenschen Absorp

tionskoeffizienten berechnet.

Peo,
o, 030 • 0, 6 3 1 • 1 0-7

22,4 7 7
0, 64 • 14, 7 1 . 1 0- + 0, 631 • 1 0- )

c
co,

Peo2

Konzentration von CO 2 in Nl/l

Partialdruck von CO 2 in atm

Peo2 0,12 atm
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2.4. Freie Reaktionsenthalpie

2 (- 586,85) + (-12,05) - (- 369,41) - (-744,63)

freie Bildungsenthalpie unter Standardbedingungen (freie

Standard-Bildungsenthalpie): T = 298 oK (25 °C),

p = 1 atm, aIle Komponenten in ihren Standardzustanden;

fUr geloste Substanzen wurde eine Aktivitat von 1 mol/kg

• 2 HCO; + HS

LlGO -71,71 kJ pro mol reduzierten Sulfats

Berechnung von ilG bei 25°C und 1 atm aus LlGo

t.GO- freie Reaktionsenthalpie unter Standardbedingungen

(5.0.), aber bei pH = 7.0: [H+] = [OH-] = 10-7 mol/l

t.G freie Reaktionsenthalpie bei beliebigen, aber bekannten

Bedingungen, auch bei beliebigem pH-Wert

Reaktanten

Produkte

stochiometrische
Koeffizienten

[cJc. [DJ d
[A] a . [B] b

a, b, c, d

A, B

C, D

/lGO + R·T·ln/lG

aA+bB-cC+dD

t.G' freie Reaktionsenthalpie bei beliebigen, aber bekannten

Bedingungen und bei pH = 7.0

Reaktion:

festgelegt.

Freie Standard-Bildungsenthalpien einiger Substanzen (THAUER et

al. , 1977)

Substanz ilG~ [kJ] Substanz ilG~ [~J]

H2 (g) 0,000 HC0 3 (ag) -586,85

+
(ag) 0,000 (ag)H N0 3

-111,34

N2 (g) 0,000 HS (aq) - 12,05

°2 (g) 0,000 S02- (ag) -486,6
3

CH 4 (g) -50,75 S02- (ag) - 744,634

+
(ag) - 79,37 Formiat (ag) - 351,04NH4

H2O (1) -237,178 Acetat (ag) -369,41

CO 2 (ag) - 386,02 Lactat (ag) -517,81

R 8,314 J/oK·mol (1 cal 4,184 J; R = 1,987 cal/OK·mol)

freie Reaktionsenthalpie unter Standardbedingungen

(5. 0.)

LilG~ (Reaktanten)

Mit T = 298 OK, mit der Umrechnung Inx = 2,303'10gx und mit

kJ als MaBeinheit fUr Energie erhalt man:
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II.G ° + 5, 71 . log
[c]c'[O]d

[A]a. [B]b
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Genau erfullt ist diese Gleichung nur dann, wenn mit Aktivita

ten gerechnet wird. In den verhaltnismaSig verdunnten Kultur

medien ist jedoch die Aktivitat einer gelasten Substanz nahezu

gleich ihrer Konzentration in mol/I.

Berechnung der freien Reaktionsenthalpie der oben genannten

dissimilatorischen Sulfatreduktion mit Acetat als Elektronen

donator bei einer Konzentration der Reaktionsteilnehmer von

0, 0 10 rna 1/1 (1 0 mmo1/1 ) :

II.G - 83,13 kJ pro mol reduzierten Sulfats

2.5. Redoxpotential

Achtung! Fur T darf nur die Temperatur eingesetzt werden, fur

welche die II.Go-Werte bzw. II.G~-werte gelten, also T = 298 uK;

daher kann II.G mit der angegebenen Formel nur bei dieser einen

Temperatur aus II.Go berechnet werden. Urn II.G-Werte fur andere

Temperaturen berechnen zu kannen, muS II.G als Funktion der Tem

peratur bekannt sein. Oieser Zusammenhang ist durch die soge

nannte Gibbs-Helmholtz-Gleichung gegeben, wobei auch die

Enthalpie II.H (Reaktionswarme) in die Berechnung mit eingeht.

II.G - 71 , 71 + 5, 71 . log 10- 2 -71,71 - 11,42

Die Konzentration von H20 als Lasungsmittel ist, insbesondere

in verdunnten Lasungen, fur weite Konzentrationsbereiche ge

laster Substanzen als nahezu konstant zu betrachten. Fur die

Aktivitat von H20 wird ublicherweise der Wert 1 festgelegt; bei

dieser Konvention kann man in der Berechnung der freien Enthal

pie einer Reaktion in verdunnter Lasung mit H20 als Reaktions

teilnehmer fur [H20] gleich 1 setzen.

Liegen Reaktionsteilnehmer in der Gasphase vor, so wird anstel

Ie der Konzentration der jeweilige Zahlenwert fur die Fugazi

tat eingesetzt. Anstelle der Fugazitat kann naherungsweise auch

der Druck in atm eingesetzt werden; liegt der Siedepunkt eines

Gases weit unterhalb der Reaktionstemperatur (hier stets

25 °C), so weicht der Druck verhaltnismaSig wenig von der

Fugazitat abo

Wird II.G' nicht aus II.Go, 50ndp.rn aus 11.,,0' berechnet, so ist zu

beachten, daB im FaIle von H+- bzw. OH--Ionen als Reaktions

~oilnoMmorn rg+l ~nPT rOH-' hP.TP.its berucksichtiqt wurden.

E~

wahres Redoxpotential unter Standardbedingungen (wahres

Standard-Redoxpotential): T = 298 oK (25 °C), p = 1 atm,

aIle Komponenten in ihren Standardzustanden; fur gelaste

Substanzen wurde eine Aktivitat von 1 mol/kg festgelegt.

praktisches Standard-Redoxpotential: T = 298 oK,

P = 1 atm, Konzentrationen von 1 mol/I. Eo kann unterhalb

der Standardkonzentration ermittelt werden, wenn bei

pH = 0 die oxidierte und die reduzierte Form in gleicher

Konzentration vorgegeben werden, sodaB der Quotient

[Ox]/[Red] in der sogenannten Nernstschen Gleichung den

Wert 1 annimmt.

praktisches Standard-Redoxpotential bei pH = 7.0, d. h.

[H+] = [OH-] = 10-
7 mol/I, und bei Konzentrationen der

ubrigen Reaktionsteilnehmer von 1 mol/I; T = 298 oK,

P = 1 atm.
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E O- bzw. E~-Werte einiger Reaktionen (Handbook of Chemistry and

Physics, 1972, S. 0-112 - 0-113; MAHLER und CORDES, 1971,

THAUER et al., 1977).

T
1
1

I
I

I
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Redoxpotential unter beliebigen, aber bekannten Bedin

gungcr,

- 1,12 VEO

(Nernstsche Gleichung)
[ox]

[Red]

1 atm und mit V als Ma3einheit der Spannung

Zahl der in der Reaktion
ubertragenen Elektronen

oxidierte Form

reduzierte Form

---1,,- 2 SO~- + 2 H
2

0 + 2 e

EO + 0,059 log
n

Ox

Red

n

Berechnung von Eh aus EO

Bei T = 298 oK, p

gilt:

Wird E
h

fur pH = 7.0 nicht aus EO bzw. Eo, sondern aus E~ be

rechnet, so ist zu beachten, daB [H+] oder [OH-] bereits be

rlicksichtigt wurden.

Genau gilt die Gleichung nur dann, wenn in diese die Aktivita

ten der betreffenden Substanzen eingesetzt werden. In verdunn

ten waBrigen L6sungen ist jedoch das Verhaltnis der Aktivitaten

zueinander nahezu gleich dem Verhaltnis der Konzentrationen zu

einander. Daher kann man im FaIle von NahrI6sungen auch haufig

mit Konzentrationen anstelle von Aktivitaten rechnen. Wenn E~

als "Midpoint"-Redoxpotential bei h6herer Verdunnung ermittelt

wurde, so kann ansteIIe von EO in guter Naherung auch E~ einge

setzt werden.

Dithionit als Reduktionsmittel:

·1

Red EO [v]

- 2-
4- S20 4 + OH - 1, 12

- S02- + 2 OH - 0,92- 3

- HS + OH -0,478-
- H2S (ag) + 0,141-
- H2 0,000-
- 2 H2O + 1,229-

Ox Red E~ [V]

+ HCO; + 3 H+ +
I

Acetat 2 e - pyruvat + 2 H2O - 0,70 i- I

2 H+ + 2 - H2 - 0,414
I

e - I
I

Pyruvat + 2 H+ + 2 e - - I- Lactat - 0,190
I

2- + 2-
I

Fumarat + 2 H + 2 e - Succinat + 0, 033 j-
j

O2
+ 4 H+ + 4 e - 2 H2O +0,818- ~

I

I
!

J

S + H+ + 2 e

Ox

+. O
2

+ 4 H + 4 e
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2- 2-
5204 -Ionen und 503 -Ionen sollen bei pH = 7.0, d. h.

[OH-] = 10-
7 mol/I, in gleich hoher Konzentration von

0,1 rnrnol!l vorliegen.
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3. zentrifugieren: Radialbeschleunigung

Zusarnrnenhang zwischen der Radialbeschleunigung a r , der Winkel

geschwindigkeit w und dem Radius r:

-1,12 + 0,~59 log 10 24

-0,41 V

-1,12+0,71
Werden w in rad.s- 1 und r in m gemessen, so hat a r die Einheit

m·s- 2 •

Umrechnung von rad's- 1 in Upm (Umdrehungen pro min):

Literatur zu den Kapiteln 1. und 2.

D'ANS·LAX. 1967, Taschenbuch fur Chemiker und Physiker, Band I (E. LAX,
Hrsg.). Springer, Berlin, Heidelberg, New York.

GMELINs Handbuch der anorganischen Chemie. 1960. B. Aufl., Schwefel (5),
Teil B. Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr.

GMELINs Handbuch der anorganischen Chemie. 1973. B. Aufl., Kohlenstoff,
Teil C 3. Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr.

GOLDBERG, E. D. 1965. Minor elements in sea water. In: Chemical Oceano
graphy, vol. 1 (J. P. RILEY, G. SKIRROW, eds.), S. 163 - 196. Academic
Press, London, New York.

Umdrehung 2 1T rad

1 min- 1 1 s-1
60

1 rad's- 1 71 Upm30

Sollen a r in m.s- 2 , w in Upm und r in m gemessen werden, so

gilt:

(upm)2. 71
2 • r

900

Handbook of Chemistry and Physics. 1972. 52 nd edition (R. C. WEAST, ed.).
The Chemical Rubber Co., Cleveland/Ohio.

MAHLER, H. R.; CORDES, E. H. 1971. Equilibria and thermodynamic,,; in bio
chemical transformations. In: Biological chemistry, 2nd edition, S. 11 
41. Harper & Row, New York, Evanston, San Francisco, London.

THAUER, R. K.; JUNGERMANN, K.; DECKER, K. 1977. Energy conservation in
chemotrophic anaerobic bacteria. Bacteriol. Rev. !l, 100 - lBO.

(Erdbeschleunigung: g
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