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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Anreicherung und Isolierung von Aralkylether- sowie
Alkylether-abbauenden Bakterien aus verschiedenen Umweltkompartmenten. Verschiedene
Stamme wurden mit den im folgenden beschriebenen Anreicherungssubstraten aus
Belebtschlammproben der Kldranlage Stuttgart-Biisnau isoliert. Aus der numerischen Taxonomie
gehorten die meisten Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stdmme zu Rhodococcus. Es
schlossen sich die Charakterisierung und Klassifizierung der Isolate an, und die korrespondierenden

Abbauwege wurden soweit wie moglich aufgeklért.

1. Die zwei Rhodococcus Stimme DEOB100 und DEOB200 konnten durch eine O-
Dealkylierungsreaktion Ethoxylgruppe(n) von 1,4-Diethoxybenzol als C/E-Quelle verwerten.
Methoxylgruppen von 1,3- bzw. 1,4-Dimethoxybenzol wurden dadurch nur abgespalten, nicht aber

verwertet.

2. Der Abbau von Ansiol und Phenetol als Modellchemikalien fiir die Klasse der Aralkylether
wurde mit den Rhodococcus Stimmen St127 und DEES151 untersucht. Als sie entweder mit Anisol
oder Phenetol als einzigem Substrat wuchsen, wurden 1-Hydroxy-2-Alkoxybenzolen jeweils fiir die
ortho-Hydroxylierung als Initialreaktion nachgewiesen. Aber der mit Diethylether angezogene
Rhodococcus ~ Stamm  DEES5151  setzte diese Modellchemikalien durch eine O-
Dealkylierungsreaktion zu Phenol um.

Der bisher taxonomisch nicht klassifizierte Stamm MOB600, der ein breites Substratspektrum an
substituierten Benzolen und Phenolen wie z.B. Benzol, Toluol, Styrol, Anisol, Phenetol, o/m/p-
Kresole, 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol sowie an Biphenyl besaBl, setzte nicht nur 2-
Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol zu einem Metabolit 3-Methoxybrenzcatechin, sondern auch
1,2-Methylendioxybenzol zu einem 'dead-end’ Produkt 3,4-Methylendioxyphenol um. Die
unterschiedlichen Umsatz- und Oxidationsmuster vom Stamm MOB600 wiesen eine Beteiligung

des Dioxygenasesystems zur primédren Oxidation von Aralkylethern hin.

3. Alle aliphatische Alkylether-abbauende Isolate wurden innerhlab von Rhodococcus
gekennzeichnet. Sie besalen ein breites Substratspektrum an aliphatischen Alkylethern, Phenetol

und Dibenzylether. Wéhrend des Stoffwechsels von geeignetem Ether (z.B. Diethylether) wurde
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auch die Alkohol-Oxidase induziert, um stochiometrisch freigesetzte Alkohole und Aldehyde weiter
zu Carbonséduren zu oxidieren.

Ethylvinylether und Glutaraldehyd hemmten spezifisch die beiden O-Dealkylase und Alkohol-
Oxidase. Aus den Hemmexperimenten damit wurde festgestellt, daB die beiden Enzymsysteme

wihrend des Stoffwechsels von Diethylether zusammenwirkend aktiv sind.

4. Dibenzylether wurde sowohl durch die aliphatische Alkylether-abbauenden Rhodokokken (z.B.
DEES5151) als auch durch Sphingomonas Stimme BZE101 und BZE102 via Benzoesdure abgebaut.
Die Stimme BZE101 und BZE102 konnten nur Dibenzylether abbauen, wéhrend der Stamm
DEES151 (aufgrund der breiten Aktivitdt von den O-Dealkylase- und Alkohol-Oxidasesystemen)
aliphatische Alkylether, Anisol, Phenetol und Dibenzylether abbauen konnte.

Die Umsatzversuche mit Anisol, Phenetol und Dibenzylether bestétigten, dall die O-Dealkylase
vom Stamm DEES5151 bevorzugt ein O-Methylen-C-Atom attackierte, wenn dieser Enzym eine
Hydroxylierungsreaktion am aliphatischen =~ O-Methyl- oder O-Methylen-C-Atom (Ca-
Hydroxylierung) katalysierte,

5. Die cyclische Alkylether-abbauenden Isolate konnten nicht nur cyclische Alkylether wie z.B.
Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran, sondern auch Diethylether als einzige C/E-Quelle verwerten.
Vergleichend mit dem Stamm DEES5S151 ergaben die cyclische Alkylether-abbauenden Stimme
THF100 und THF400 ein anderes Oxidationsmuster mit cyclischen, aliphatischen und halogenierten
Alkylethern. Daraus wurde hypothetisch postuliert, da die THF-Hydroxylase nur cis-
Rotationsisomer von Diethylether, das der Struktur von Tetrahydrofuran dhnelt, spezifisch oxidieren

kann.



1. Einleitung

1.1. Mikrobielle Aktivitit und Mannigfaltigkeit

Mikroorganismen, die toxische und schwer abbaubare Organochemikalien umsetzen oder abbauen,
sind heutzutage von 6ffentlichem Interesse.

Mikrobielle Mannigfaltigkeit ist hervorragend. Die Leistungsfdhigkeiten von Mikroorgansimen
sind abwechselungsreich in der Natur. Sie beteiligen sich am Abbau von toxischen bzw. schwer
abbaubaren Substanzen sogar unter extremen - z.B. thermophilen, acidophilen und hypersalzigen -
Bedingungen. Thre Enzymsysteme werden schnell induziert, um sich der Umwelt gut einzufiigen
(Palleroni, 1995). Die enzymatische Vielfalt ist normalerweise viel groBer als bei hoheren
Lebewesen. Fiir die schnelle Umsatzrate ("turn-over') spielt die grofe Zelloberflache zu —volumen
Ratio von Bakterien eine wichtige Rolle.

Bakterien (Prokaryoten) werden intensiv geforscht, weil sie sich unter den Laborbedingungen
besser anpassen konnen, und weil die Zelle als eine Lebenseinheit fiir alle Lebewesen aus wenigen
Zellkompartmenten besteht. Statistische Genforschungen machten es bekannt, daf sich die
Genmutation aus einer normalen Population (Kolonie) oder einer natiirlichen Artengemeinschaft
wenig ereignet, aber daBl sich die Mutationsrate mittels mutagener Chemikalien, antibiotischer
Hemmstoffe (Datta, 1985), oder ultravioletter Einstrahlung viel erhohen kann. Eventuell unter einer
giinstigen Bedingung kann eine sich aus einer Zelle entwickelte Population in ganzem Standort
vorherrschen. Natiirliche Populationen verdandern sich immer. Genetische Mechanismen wie z.B.
Gentransfer, Mutationswege, Genrekombination und Gentransposition beschleunigen die Evolution
bakteriellen Stoffwechsels (van der Meer, 1992). Eine genetisch unverénderliche Population ist
weder in der Natur noch im Labor vorhanden. Die Genmutation oder die Stammverdnderung
ereignet sich immer, solange sich die Zelle vermehrt. Auf diesem Weg erhalten sich natiirliche oder
angewandte Mikroorganismen in ordnungsméfiger Form, um eine gezielte Arbeit zu erledigen.

In diesem Hinblick halten sich die Forschung und die Entwicklung von Spezial-
Mikroorgansimen fiir erheblich, um die mikrobielle Biodegradation und Biotransformation schwer
abbaubarer Chemikalien zu verwirklichen. Dieses Thema wird zur weltweiten Diskussion in der

allgemeinen und angewandten Mikrobiologie immer mehr zunehmend gestellt.



1.2. Die Biodegradation von Ethern

Der Verbrauch von Etherverbindungen, die eine Etherbindung (-C-O-C-, Abk. Ether) als
Strukturelement besitzen, weist steigende Tendenz auf. So werden Ether unter anderem als
Losungsmittel bei der chemischen Synthese und Vorbereitung von Arzneimitteln und Antibiotika
eingesetzt. Auch werden sie bei der Herstellung von Waschmitteln (Polyethylenglykol-
Detergentien) und bei der Lackierungen iiblicherweise verwendet.

Da Etherbindung eine hohe Bindungsenergic von 360 kJ (86 kcal) mol” besitzt, werden
Etherverbindungen als biologisch schwer abbaubar eingestuft und daher fiir Xenobiotika gehalten
(Cain, 1981a). Zahlreiche Zwischenfille, die teilweise zur massiven Schidigung von Menschen und
Umwelt gefiihrt haben, brachten die Gefdhrlichkeit dieser Verbindungsklasse ins offentliche
BewulBtsein. Ein Beispiel ist der Einsatz des Pflanzengiftes 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D)
wihrend des Vietnam-Krieges (Tamburro, 1992).

Als groBBe Emissionsquelle giftiger Etherchemikalien gelten nach dem U.S. EPA besonders
Petroleum Raffinerie, Benzin-transport und -lagerstelle (1994, 1995a), die Bearbeitung von
Holzmdbeln (1995b), die Herstellung von Pharmazeutika (1997), die Abfallbehandlung und die
Wiederverwertung (1996), die Herstellung von Polyethern und Polyolen (1998a), Papiermiihle und -
brei (1998b), usw. Hier ist eine Emissionskontrolle angebracht.

In der Tabelle 1-1 werden toxische luftverschmutzende Ether und Glykole kurz vorgestellt, die
von der U.S. EPA als Gefahrenquelle eingestuft werden. Obwohl die Liste nicht vollstindig ist,
kann man daraus die Intensitit der Giftigkeit und die Gefahrlichkeit entnehmen. Der logarithmische
Wert von einem Octanol-Wasser-Gemisch (Log K,y) gibt uns ein Kriterium fiir die
Bioakkumulation und die Biokonzentration der aufgefiihrten Chemikalien, die eine natiirliche
Nahrungskette zur Folge hat. Der nach dem Henry’schen Gesetz errechnete Dampfdruck (kH) ist
ein Freisetzungsfaktor fliichtiger Chemikalien. Als ein Kriterium fiir die Schwer-Abbaubarkeit von
Chemikalien wird eine Degradationsrate in der Natur definiert, wenn weniger als die Halfte des
Stoffes pro Jahr abgebaut wird. ED;y meint eine Dosierung fiir 10 %ig zunehmende Krebsfille im
Vergleich zum natiirlichen Background. Der zunehmende Kehrwert, 1/EDj,, macht die
krebserregende Einwirkung auf Menschen um so gréfer. Ahnlich definiert 'Unit Risiko' die
Carcinogenitédt bei der Inhalation. LDsy und LCsy zeigen akute Effekte an, indem sie diejenige
Dosierungs- oder Inhalationskonzentration angeben, bei der die Hélfte der untersuchten Biosysteme

getotet wird.
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[Anmerkung von Tabelle 1-1]

Die aufgefiihrten Daten wurden aus dem 'Office of Solid Waste (1996)' und dem 'Office of Air Quality
Planning & Standards (1998)" des 'U.S. EPA’ zitiert.

IARC** : International Agency for Research on Cancer, Gruppe 2A = mdglicherweise human-carcinogen, 2B
= wahrscheinlich human-carcinogen

U.S. EPA** A = bekannt human-carcinogen, B1 = moglicherweise human-carcinogen, B2 = mittel/niedrig

moglicherweise human-carcinogen, D = noch nicht klassifiziert als human-carcinogen, --- = nicht
definiert

2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin*** reprisentiert die hochste Toxizitdt von polychlorierten cyclischen
Diarylethern (Furanen und Dioxinen), die noch nicht bestimmt werden (konnten)
Glykolether**** schlieen Derivate von Ethylenglykol, Diethylenglykol, und Triethylenglykol ein
R-(OCH,CH,),-OR’, n=1, 2 oder 3
R = Alkyl- oder Arylgruppe

R’ = R, H, oder Reste. Wenn sie abgespalten werden, werden Glykolether R-(OCH,CH,),-OH
hergestellt.

Oligo- und Polymere (n > 3) werden aus der Liste 'Titel III' ausgeschlossen (U.S.EPA, 1995c¢)

R—O—[—CHZCHQ—OEI—Y =2
X

g
R=Nonylphenol C|J—CH2—C|J—CH3 Y=H
CH; CH,
o T
R=Triton X-100 @?-CH2-$—CH3 Y=H, x,~10
tert-Octyl CHz  CHj
R=Octylphenol —@(CHZ)7—CH3

I
CH,0—C—(CHy)n—CHs

o

I-O—

e.g. Tween20

R=Sorbitanalkanoate R=Sorbitanmonolaurate,

-, n=10, x=20
HO OH

R=Alkyl-: e.g. cetyl-(C, H,;-), lauryl-(C ,H,.-), usw.

Abb. 1-1. Typischen Strukturen der Polyethylenglykole: Der nicht-ionische Rest Y = H wird
manchmal mit anionischer Sulfonsdure (Polyethylenglykolsulfonsdure) ersetzt.
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Inhalation RfC (Referenz-Konzentration) oder Oral-RfD (Referenz fiir Dosierung), die jeweils aus
der Tagesimmission und —einnahme mit dem wahrscheinlichen Aquivalent abgeschitzt wird, beurteilt
eine chronische Einwirkung in den nicht-krebserregenden Féllen. EPA ordnete 190 fliichtige toxische
Chemikalien nach den folgenden Stufen ein: A, B1, B2, C, D und E, um die Carcinogenitit schnell zu
erkennen. Die Emissionsdaten im Jahr 1994 wurden aus 'Toxic Release Inventory (TRI)' in den
U.S.A. angefiihrt (Tab. 1-1). In der Tabelle 1-2 sind synthetische Etherchemikalien aufgefiihrt, die in
Industrien, Landwirtschaften und Haushalten vorkommen. Sogar befinden sich heutzutage diese
Etherchemikalien iiberall in Abfallprodukten bzw. Nebenprodukten von o6ffentlichen Prozessen wie
z.B. Abfallversorgungen, Abgasreinigungen und 6ffentlichem Verkehr. Dazu sind in der Tabelle 1-2
Mikroorganismen aufgefiihrt, die eine bestimmte Etherbindungsklasse als Substrate verwerten oder
umsetzen konnen.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Etherchemikalien lassen sich zusammenfassend mit
den Tabellen 1-1 und 1-2 beziiglich ihrer chemischen Strukturen, Eigenschaften und mikrobiellen

Abbaubarkeiten in die folgenden 8 Gruppen aufgliedern.

i) Glykole
i-i)  Ethylenglykol und Diethylenglykol als Bausteine der Polymere
i-ii)  Glykolether wie z.B. Methoxyethanol und Ethoxyethanol
ii) Aliphatische Alkylether wie z.B. Diethylether
iii) Epoxide wie z.B. Ethylenoxid und Prophylenoxid
iv) Cyclische Alkylether
iv-i)  Homocyclische Alkylether wie z.B. Tetrahydrofuran
iv-ii) Heterocyclische Alkylether wie z.B. Morpholin
iv-iii) Cyclische Polyether wie z.B. 1,4-Dioxan
v) Aralkylether wie z.B. Anisol (Methoxybenzol)
vi) Diarylether
vi-i)  Cyclische Diarylether wie z.B. Dibenzofuran
vi-ii)  Diphenylether
vii) Benzylether wie z.B. Dibenzylether
viii) Benzylphenylether
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1.2.1. Glykole und Glykolether

Polyethylenglykole (PEG, Polyoxyethylene), Polypropylenglykole und Polybutylenglykole werden
heutzutage in Industrien, Landwirtschaften und Haushalten als nicht-ionische Detergenzien und
Tensid massiv verbraucht, und die Abfille flieBen in kommunale Abwisser ein. Manche
handelsiibliche Produkte enthalten Etherbindungen, die einerseits aus einer hydrophoben Alkyl- bzw.
Aralkylgruppe und anderseits aus einem hydrophilen Polyethylenglykol zusammengesetzt werden
(Cross, 1987). In der Abbildung 1-1 zeichnen sich einige typische Strukturen von
Polyethylenglykolen ein. Hydrophobe Aralkylgruppen wie z.B. Nonylphenol sind schwer abbaubar,
und lassen sich als 'dead-end’-Produkte in der Natur bestdndig bleiben. Dieses Exoestrogen ruft
manchmal endokrinologische Probleme hervor, wenn es ins Grund- oder Abwasser gelangt (John &
White, 1998). Es is jedoch unbekannt, ob sich die gegenwirtig konsumierte Menge an Polyglykolen
auf die menschliche Gesundheit schidlich einwirken kann (U.S. EPA, 1995c¢).

Ethylenglykol ist nicht nur als ein Baustein von Polyglykolen, sondern auch als Frostschutzmittel,
Enteisungsmittel auf Briicken und Flughifen, Lack- und Plastik-l16sungsmittel, usw. gebrduchlich. Im
Jahr 1993 betrug die gesamte Luftfreisetzung ca. 4,6 x 10° Tonnen allein in den U.S.A. (Timm, 1996),
aber die toxische Einwirkung bei der Inhalation ist noch unbekannt, ob es akut oder chronisch

einwirkt.

Einige Studien iiber den Polyglykolabbau berichteten, dal PEG nicht oxidativ abgebaut wird.
Indem eine terminale Hydroxylgruppe zum benachbarten C-Atom umgelagert wird, bildet sich ein
instabiles Halbacetal. Als Katalysator ist die Umlagerungsreaktion des Vitamins B, bendtigt. Daraus
entstandene Halbacetal zerfallt spontan in ein um zwei C-Atome verkiirztes PEG und ein Acetaldehyd
(Nicht-oxidative Exospaltung, Abb. 1-2A: White et al., 1996; John & White, 1998).

Obradors und Aguilar (1991) behaupteten, dal PEG unter Beteiligung einer PEG-Dehydrogenase
vom Stamm Pseudomonas stutzeri JA1001 an der peripheren Zellmembran oxidativ abgebaut wird.
Daraus entsteht Glyoxylat als Hauptmetabolit. Glyoxylat wird dann unter Beteiligung eines
Schliisselenzymes (i.e. Malat-Synthase) wéhrend des kreisenden Stoffwechsels von Di-carbonsduren
assimiliert (oxidative Exospaltung, Abb. 1-2B).

Der Pseudomonas Stamm DES1 kann PEG an verschiedenen Endo-Positionen hydroxylieren.
Demzufolge werden Abbauprodute mit verschiedenen Kettenlingen hergestellt (oxidative
Endospaltung: Griffiths et al., 1987).
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Abb. 1-2. Postulierte hypothetische Abbauwege der Polyethylenglykole: (A) Nicht-oxidative
Umlagerung einer Hydroxylgruppe am terminalen Kohlenstoffatom zum benachbarten
Kohlenstoffatom. Diese Reaktion benoétigt eines Coenzymes Vitamin Bi,. Je nach der
Umlagerungsreaktion entsteht ein instabiles Halbacetal, woraus ein Acetaldehyd spontan
freigesetzt wird. (B) Oxidative Exospaltung erfolgt mit den zweimaligen Dehydro-
genierungsreaktionen am terminalen Kohlenstoffatom. Danach geschieht die einmalige
Ca-Monooxygenation, und ein Glyoxylat wird dann als Folgemetabolit freigesetzt.

PEG kann auch von anaeroben Bakterien wie z.B. Pelobacter propionicus, Acetobacterium sp.,
usw. durch katalytische Umlagerungsreaktion einer Hydroxylgruppe am terminalen Kohlenstoffatom
abgebaut werden (vgl. nicht-oxidative Exospaltung: Wagener & Schink, 1988).

Toxische Glykolether, wie z.B. Methoxyethanol und Ethoxyethanol, werden aus verschiedenen
Quellen zunehmend freigesetzt. In der aeroben Hydrosphire werden sie durch Nonylphenol-
ethoxylate-, Polyether- oder Glykolether-abbauende Bakterien wie z.B. Pseudomonas, Xanthobacter
usw. oxidativ abgebaut und assimiliert (Maki et al., 1994; Kawai, 1985 und 1995).
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1.2.2. Diarylether

"Dioxin” spielt eine hervorragende Rolle als Schlagwort in der 6ffentlich gefiihrten Diskussion um die
Auswirkungen eines jahrzehntelangen und sorglosen Umgangs von umweltgefihrdenden
Chemikalien. Zahlreiche Zwischenfille, die teilweise zur massiven Schidigung von Menschen und
Umwelt gefiihrt haben, brachten die Geféhrlichkeit dieser Bindungsklasse ins 6ffentliche BewuBtsein.
Bei genauer Betrachtung wird unter Verwendung des Oberbegriffes "Dioxin"” eine Vielzahl von
polychlorierten Dibenzo-p-dioxinen (Dioxinen, PCDD) und Dibenzofuranen (Furanen, PCDF)
summiert. Die Biodegradation und Biotransformation solcher Substanzen ist daher von groflem
Interesse.

In dieser Kategorie werden allerdings Diphenylether und seine Derivate wie z.B. Nitrofen,
Fomesafen, Pentabrom- und Octabromdiphenylether, usw., die moglicherweise als human-carcinogen
eingestuft werden, eingeschlossen. Sie befinden sich in Herbiziden, Insektiziden und Nebenprodukten
von Halogenchemieindustrien, und die RfD (Referenz fiir Dosierung) betrigt niedriger als 1,3 x 10
mg/kg pro Tag (U.S.EPA, 1996).

Es werden immer mehr Studien iiber den mikrobiellen Abbau von Diarylethern (z.B.
Dibenzofuran, Diphenylether, Dibenzo-p-dioxan) durchgefiihrt. Daraus wird festgestellt, dal3
Diarylether, wie z.B. Diphenylether (Pfeifer et al., 1993), Dibenzofuran (Engesser et al.,1989) und
Dibenzo-p-dioxin (Wittich et al., 1992), durch bakterielle Dioxygenierung unter Bildung von cis-
Diendiolen (Dihydrodiolen) abgebaut werden. Zum Beispiel wird Dibenzofuran an den 2,3-Positionen
des Kernringes neben dem Sauerstoffatom oxygeniert, damit sich ein instabiles Halbacetal bildet. Da
die Aromatizitdt des Benzolringes aufgehoben wird, wird das Halbacetal unter Rearomatisierung
(Enol-Tautomerie) spontan abgespalten, um ins 2,2',3-Trihydroxybiphenyl iiberzugehen. In der
Abbildung 1-3(A) wird die typische angulire Dioxygenierung des Dibenzofurans mit dem
Terrabacter Stamm DPO360 (Engesser et al., 1989; Schmid et al., 1997) dargestellt.

Wittich et al. (1992) bestdtigten die primdre anguldre Dioxygenierungsreaktion am Abbau von
Dibenzofuran und Dibenzo-p-dioxin durch bakterielle Kultur Sphingomonas sp. RW1, wobei 2,2",3-
Trihydroxybiphenyl und 2,2',3-Trihydroxydiphenylether als spontane Abbauprodukte von den
instabilen Halbacetalen (i.e. 2,3-cis-Dihydrodiolen) nachgewiesen wurden.

Die Carbazol-1,9a-Dioxygenase vom Pseudomonas Stamm CA10 setzt auch Dibenzo-p-dioxin und
Dibenzofuran zu den entsprechenden Metaboliten 2,2',3-Trihydroxydiphenylether und 2,2',3-
Trihydroxybiphenyl um. Diese Reaktion geschieht unter Beteiligung einer anguldren Dioxygenase,

wie oben erwidhnt. Daraus wird angenommen, daB3 die Carbazol-1,9a-Dioxygenase eine angulére
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Dioxygenierungsreaktion nicht nur mit O-heterocyclischen Substratanaloga katalysiert, sondern auch
mit N-heterocyclischem Carbazol (Sato et al., 1997).

Andererseits gibt es zwei unterschiedliche Abbauwege von Diphenylether. Einerseits wird
Diphenylether mit einem 2,3-Dioxygenasesystem vom Stamm Pseudomonas cepacia Et4 primér
oxygeniert (Abb. 1-3(C), Pfeifer et al., 1993). Diese Enzymaktivitit vollzieht aber keine spontane
Etherspaltung nach der primdren 2,3-Dioxygenierung von Diphenylether, ohne das instabile
Halbacetal zu bilden. Daraus entsteht Diphenylether-2,3-dihydrodiol als Schliisselintermediat.
Diphenylether-2,3-dihydrodiol wird dann durch enzymatische Reaktionen mit einer Dehydrogenase
und einer 2,3-Dihydroxydiphenylether-1,2-dioxygenase (extradiolisch arbeitende meta-Dioxygenase)
weiter abgebaut. Im Vergeilch dazu werden Diphenylether und die substituierten Derivate (z.B. 3-
Methyldiphenylether) mit einem 1,2-Dioxygenasesystem vom Sphingomonas Stamm SS3 unter
Bildung von den instabilen Halbacetalen abgebaut (Abb. 1-3(B), Schmidt et al., 1992a und 1992b), so
dhnlich wie oben beim Abbau von cyclischen Diarylethern erwdhnt. Wurde der Stamm SS3 an 4,4'-
Difluordiphenylether einige Wochen lang adaptiert, evolvierte sich daraus der Stamm SS33, der auch
4,4'-Dichlordiphenylether als einzige C/E-Quelle verwerten konnte. Der evolvierte Stamm SS33 setzt
4,4'-Dibromdiphenylether und 2,4-Dichlordiphenylether zu den entsprechenden Halophenolen und
Halobrenzkatechinen um (Schmidt et al., 1993).

Pseudomonas pseudoalcaligenes POB310 baut 3-Carboxydiphenylether und 4-Carboxydiphenyl-
ether durch eine anguldre 1,2-Dioxygenierungsreaktion via instabile Halbacetale stochiometrisch zu
Phenol und Protocatechusiure ab (Engesser et al., 1990; Dehmel et al., 1995). Ahnlich baut der
Pseudomonas Stamm ET1 auch 3-Carboxydiphenylether und 4-Carboxydiphenylether zu Phenol ab
(Topp & Akhtar, 1991). Bei diesen unterschiedlichen Abbaumikroorganismen wurde aber kein Abbau
von 2-Carboxydiphenylether bestétigt.

Bisherige Studien liegen vor, dall Pilzstimme kein primires Dioxygenasesystem fiir den Abbau
von Dibenzofuran und Dibenzo-p-dioxin besitzen, sondern daB3 sich ihre Monooxygenasesysteme
daran beteiligen. Der bekannteste Weilifaulepilzstamm Basidiomycete Phanerochaete chrysosporium
baut 2,7-Dichlordibenzo-p-dioxin zum Schliisselmetabolit 1,2,4-Trihydroxybenzol ab, wobei die
Lignin-Peroxidase zur oxidativen [C-O-C]-Spaltung unter Bildung von 4-Chlor-1,2-benzochinon und
2-Hydroxy-1,4-benzochinon aktiv ist. Beim weiteren Abbau dieser Folgemetabolite (z.B. 1,2,4-
Trihydroxybenzol) spielen die intrazellulire Enzymsysteme eine Rolle (Valli et al., 1992). Als ein
anderes Beispiel baut der WeiBfaulepilzstamm Phanerochaete sordida YK-624 vier bis acht
congenere polychlorierte Dibenzofurane (PCDF) und Dibenzo-p-dioxine (PCDD) unter
ligninolytischen Bedingungen ab (Takada et al., 1996). Die Hefestamm T7richosporon mucoides
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spaltet keine Etherbindung von Dibenzofuran und Dibenzo-p-dioxin ab, sondern monooxygeniert sie
nur an der anguldren Position (Hammer et al., 1998).

Diphenylether und cyclische Diarylether wie z.B. Dibenzofuran und Dibenzo-p-dioxin
unterscheiden sich beziiglich ihrer chemischen Strukturen und biochemischen Abbaumechanismen.
Dementsprechend gliedern sich Diarylether-abbauende Bakterien in die zwei Stammgruppen auf,

ndmlich die cyclische Diarylether-Abbauer und die offenkettige Diphenylether-Abbauer.

o Diphenylether-1,2- Diphenylether-2,3-
dioxygenase dioxygenase
0, +2XH O + 2XH,

0, + 2XH, angulire
2,3-Dioxygenase

| @rf@ C@@

Dibenzofuran-cis,cis- spontan
2,3-diol

¢ OH ( j/ I j
spontan
OH HO\@

Q O 2,3-Dihydroxydiphenylether

Extradiol-1,2-
Dioxygenase

(B) 0,
2,2',3-Trihydroxybiphenyl

@Q
HOOC

(C)

Abb. 1-3. Postulierte Abbauwege von Dibenzofuran und Diphenylether: (A) Der Abbau von
Dibenzofuran durch eine anguliire Dioxygenierungsreaktion: Als Folgemetabolit wird
2,2" 3-Trihydroxybiphenyl nachgewiesen. (B) Der Abbau von Diphenylether durch
eine 1,2-Dioxygenierungsreaktion: Phenol und Brenzcatechin werden stdchiometrisch
gebildet. (C) Der Abbau von Diphenylether durch eine 2,3-Dioxygenierungsreaktion
ohne Bildung des instabilen Halbacetals: Dann beteiligen sich einer Dehydrogenase
und einer Extradiol-1,2-dioxygenase an der Ringspaltung des 2,3-Diphenols weiter.
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1.2.3. Aliphatische Alkylether

Fliichtige Alkylether sind bekannt fiir Anésthetika, wie z.B. Endoflurane, Isoflurane, 1-653, usw. Sie
Werden sie unter Beteiligung von Cytochromen-P450 abgebaut, bewirken sie akute immunologische
und hepatische Erkrankungen mit den Folgemetaboliten, sog. Trifluoraldehyden (Abb.1-4, Elliott &
Strunin, 1993). Daher ist ihre Nutzung heutzutage kritisch.

| T
H—C|) 0 ? ?—x4
F X F
X,=H,X,=C1,X;=X,=F: Isoflurane
X =X,=F.X;=CLX,=H: NADPH, + O, X,=H,X,=X,=X,=F: 1-653
Endoflurane
NADP* + H,O
*
F )|(1 |X3 F (|)H |X3
| |
H—C|) O ? \’lj—OH H—C|) (@] (lj \’lj—X4
F Xy, F F X, F
HX, HX, + CHF ,OH
F F XZ
H c|: 0—CF o FsC—C
— O CFsy C 3 \
| N N
F \o 0

Reaktionen mit Proteinen

Abb. 1-4. Der Abbau von etherischen Anisthetika unter Beteiligung von Cytochrom-P450-
Enzymen in der Leber: Die Folgemetabolite Trifluoraldehyde (TFA) verursachen
besonders eine immunologische Hepazytose, weil sie mit Proteinen reaktiv sind.
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Eine aus Methylococcus capsulatus (Bath) gereinigte Methan-Monooxygenase oxidiert den
einfachsten Ether, Dimethylether, stochiometrisch zu Formaldehyd und Methanol. Methoxymethanol
wird dabei als ein instabiles Zwischenintermediat nachgewiesen (Stirling & Dalton, 1980). Eine
gereinigte Dehalogenase vom 1,6-Dichlorhexan abbauenden Stamm GJ70, mit dem 1-Halo-n-Alkane
(C5 ~ (C9), sekundire Alkylhalogenide und halogenierte Alkohole dehalogenieren, kann auch
halogenierte Ether, wie z.B. 2-Chlorethylvinylether und Bis-(2-chlorethyl)-ether, umsetzen, um
Chlorid (CI')-Ionen freizusetzen (Dehalogenierung, Janssen et al., 1988).

Der Stamm Burkholderia cepacia G4/PR1, der eine Toluol-2-Monooxygenase konstitutiv besitzt,
verwertet nach der Toluol-Anzucht Diethylether als einzige C/E-Quelle zufillig, wihrend der Wildtyp
mit Diethylether nicht wichst (Hur et al., 1997). Die Diethylether-abbauenden Zellen oxidieren auch
Butylmethylether, Diethylsulfid und 2-Chlorethylethylether. Die gereinigte Toluol-2-Monooxygenase
spaltet Diethylether stochiometrisch zu Ethanol und Acetaldehyd ab. Steffan et al. (1997) berichteten,
daB einige Propan-abbauende Stimme, die mit Propan wachsen, Benzin-Antiklopfmittel, wie z.B.
Methyl-tert-butylether (MTBE), Ethyl-tert-butylether (ETBE) und tert-Amylmethylether (TAME),
abbauen. MTBE und ETBE werden stochiometrisch zu tert-Butanol und den jeweiligen Aldehyden
abgebaut. Das von MTBE freigesetzte Formaldehyd wird dann weiter mineralisiert, und fert-
Butylalkohol wird via 2-Methyl-2-Hydroxy-1-propanol zu 2-Hydroxyisobuttersdure oxidiert. Kein
Abbauprodukt dient aber zum Zellwachstum. Es wird vermutet, daf} sich ein 16sliches Cytochrom-
P450-Enzymsystem an den beiden Oxidationen von MTBE und tert-Butanol beteiligt. Ahnlich
oxidiert das Cytochrom-P450cam-Enzymsystem von Pseudomonas putida CAM MTBE zu tert-
Butanol.

Mo et al. (1997) isolierten einige MTBE-abbauende Stimme, die innerhalb von Methylobacterium,
Rhodococcus und Arthrobacter zugeordnet wurden. Sie verwerten tert-Butanol als einzige C/E-
Quelle, aber mineralisieren MTBE nur langsam (ca. 8 % '*CO,-Freisetzung pro Woche). Ein
Nitrifizier-Stamm Nitrosomonas europaea, dessen Ammoniak-Monooxygenase Ammoniak zu
Hydroxylamin oxidiert, und dessen Hydroxylamin-Oxidoreduktase (HAO, P460, EC 1.7.3.4, Mr =
17300 0 18500, Numata et al., 1990) Hydroxylamin weiter zu Nitrit autotroph dissimiliert, baut
Dimethylether unter Beteiligung der Ammoniak-Monooxygenase stochiometrisch zu Formaldehyd
und Methanol ab. Solange sich der Abbau von Dimethylether cooxidativ ereignet, hemmt
Dimethylether die Ammoniak-Monooxygenaseaktivitit zur Nitrifikation kompetitiv (Hyman et al.,
1994).

Ein Graphium Pilzstamm, der n-Butan und Diethylether als einzige C/E-Quelle verwertet,
cooxidiert MTBE via fert-Butylformat als ein transitorisches Intermediat mit dem Cytochrom-P450-
Enzymsystem (Hardison et al., 1997), um fert-Butanol zu bilden.
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Abb. 1-5. Hypothetische Abbauwege von Alkylethern durch enzymatische Monooxygenierung:
Als Intermediat bildet sich ein Halbacetal, das stochiometrisch ins Alkohol und Aldehyd
spontan zerfillt.

In der Abbildung 1-5 geht es um die hypothetischen Abbauwege von Alkylethern, worauf ein
Alkyl-C-Atom neben dem Sauerstoffatom initial oxygeniert wird.

Ligninasen von Weilfaulepilzen, z.B. von Phanerochaete chrysosporium, zeigen umfangreiche
Oxidationspotentiale auf schwer abbaubare PAKs und verschiedene Etherverbindungen von Lignin,
aber sie konnen weder Polyethylenglykole noch Alkylether (z.B. MTBE) abbauen (Kay-Shoemake &
Watwood, 1996).

1.2.4. Cyclische Alkylether

Bernhardt und Diekmann (1991) isolierten einige cyclische Alkylether abbauende Stimme, die zu
Rhodococcus angehorten. Alle verwerten 1-Butanol, Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran als einzige
C/E-Quelle, und zwei Stimme davon wachsen auch mit 1,4-Dioxan. Die Wachstumsverhalten vom
Stamm Rhodococcus sp. 219 bestitigten, daB cyclische Alkylether an der 2-Position primér
hydroxyliert werden. Bock et al. (1996) unterstiitzten diese Behauptung dadurch, da3 Rhodococcus
ruber 219, der Diethylether und cyclische Alkylether, wie z.B. Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran
verwerten, 2,5-Dimethyltetrahydrofuran durch eine Hydroxylierungsreaktion an der 2-Position zu 2-
Hydroxyhexan-5-on und Hexan-2,5-dion umsetzt.

Parales et al. (1994) isolierten einen Actinomycete Stamm CB1190, der 1,4-Dioxan als einzige
C/E-Quelle verwertete. Der Stamm CB1190 wichst nicht nur heterotroph mit 1,3-Dioxan, 2-Methyl-
1,3-dioxolan, Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran, Diethylether oder n-Butylmethylether, sondern auch
autotroph nur mit molekularem Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid.

Es gibt noch keine Berichte, da3 Tetrahydrofuran-, Tetrahydropyran- bzw. 1,4-Dioxan-abbauende
Bakterien N-heterocyclische Alkylether wie z.B. Morpholin als einzige C/E- bzw. C/N-Quelle
verwerten, oder zumindest cooxidativ umsetzen kann. Mazure und Truffaut (1994) berichteten, dafl

der Stamm Mycobacterium aurum MOI, der N-heterocyclische Verbindungen, wie z.B. Morpholin,
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Piperidin, und Pyrrolidin, als einzige C/N-Quelle verwertet, aber weder S-/O-heterocyclische
Verbindung, wie z.B. Thiophen, Tetrahydrofuran, und Tetrahydropyran, noch ungesittigte N-
heterocyclische Verbindung, wie z.B. Pyrrol und Pyridin, abbaut. Combourieu et al. (1998) und
Poupin et al. (1998) behaupteten, daB3 sich ein Cytochrom-P450 an der primidren Monooxygenierung
von Morpholin beteiligen, und daB3 die initiale Angriffstelle kein Kohlenstoffatom neben dem
Sauerstoffatom ist, sondern ein Kohlenstoffatom neben dem Stickstoffatom.

Das Schliisselenzym vom Stamm Pseudomonas fluorescens CAS102, das Morpholin initial
oxidieren kann, ist auf einem Plasmid (140 kb) kodiert. Wéhrend des Stoffwechsels des Morpholins
wird das spitere Wachstum durch Akkumulation des daraus freigesetzten Ammoniaks allméhlich
gehemmt (Chandrasekaran & Lalithakumari, 1998).

1.2.5. Epoxide als Zwischenprodukte des Abbaues von Kohlenwasserstoffen

Epoxide entstehen aus Alkenen und Halohydrinen sowohl durch enzymatische Monooxygenierung als
auch durch ultraviolette Sonneneinstrahlung. Wiahrend biologischen Stoffwechsels sind verschiedene
Enzymsysteme von Prokaryoten bis hohere Eukaryoten (z.B. Menschen) fiir die Epoxibildung
verantwortlich. Epoxide sind wegen der chemischen Struktur (z.B. Bindungswinkel) und
elektronenanziehenden Effektes von Sauerstoffatom instabil und radikal reaktiv.

Besonders sind niedermolekulare Alkyloxide, wie z.B. Ethylenoxid, Propylenoxid, 1-Epoxybutan
sowie Styroloxid, und ihre korrespondierenden Edukte, wie Ethylen, Propylen, 1-Buten und Styrol,
toxisch. Hierbei wird eine strenge Emissions- und Immissionskontrolle zur Abgasreinigung
angebracht, einmal wegen ihrer Toxizitit (Tab. 1-1) und zum anderen wegen ihrer sekunddren
Reaktivitit in der Luft (z.B. Ozonbildung).

Der Abbau von Epoxiden wird mit verschiedenen Enzymsystemen wie z.B. Hydrolasen bzw.
Epoxidasen (Ensign, 1996, Archer, 1997), Isomerasen (Panke et al., 1998), NAD'/NADPH-
abhingige-Carboxylasen (Allen & Ensign, 1998) katalysiert, deren Aktivititen jeweils vom

abbauenden Organismus abhéngig sind.
1.2.6. Aralkylether

4-Jodanisol wird in Gegenwart von Mikrosomen der Rattenleber entweder oxidativ oder nicht-
oxidativ umgesetzt. Damit erhalten sich 4-Jodphenol, 2-Jod-5-methoxyphenol, 2-Methoxy-5-
jodphenol, 4-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol im Verhéltnis von 5 : 2 : 4 : 1 : 1. Aus dieser



-20 -

Zusammensetzung haben Rizk und Hanzlik (1995) vorgeschlagen, da3 sich ein Cytochrom-P450-
Enzym auch an der reduktiven Dejodierung beteiligt.

Resnick und Gibson (1993) versuchten, Anisol (Methoxybenzol) und Phenetol (Ethoxybenzol) mit
verschiedenen Biosystemen, die aus Wildtyp-Stdimmen, Mutanten und Rekombinanten
zusammengesetzt werden, umzusetzen. Jedes Biosystem enthilt diejenige Oxidase, die Toluol,
Naphthalin, oder Biphenyl oxidieren kann. Ein Toluol-abbauender Stamm Pseudomonas putida
F39/D, der Toluol zu Toluol-2,3-dihydrodiol oxidieren kann, setzt mit einer induzierten Toluol-
Dioxygenase Anisol und Phenetol zu Anisol-2,3-dihydrodiol und Phenetol-2,3-dihydrodiol um.
Anisol und Phenetol werden entweder mit einer Naphthalin-Dioxygenase von Pseudomonas sp. NCIB
9816/11 oder einer Biphenyl-Dioxygenase von Beijerinckia sp. B8/36 zu Phenol und
Ethylenoxybenzol umgesetzt. Sie werden auch mit einer TOL-Monooxygenase (TOL Plasmid
PpBG1) von Pseudomonas putida BG1 zu Phenol umgesetzt. Eine Toluol-4-Monooxygenase von
Pseudomonas mendocina oxidiert Anisol zu 4-Methoxyphenol, und Phenetol zu verschiedenen
Isomeren wie z.B. 2-Ethoxyphenol, 3-Ethoxyphenol und 4-Ethoxyphenol. Daraus folgt, dal3
verschiedene  Oxygenasesysteme entweder an der Kernoxidationsreaktion oder O-
Dealkylierungsreaktion mit Aralkylethern beteiligen.

Der Stamm Rhodococcus rhodochrous 116 induziert zwei immunologisch verschiedene Arten von
Cytochromen-P450, ndmlich P450grgr; und P450grg», je nach der Anzucht mit 2-Ethoxyphenol oder 4-
Methoxybenzoesdure. Jedes Cytochrom-P450 zeigt die eigene Substratspezifitit an der substituierten
Alkoxylgruppe(n) von Phenolen und Benzoeséduren (Karlson et al., 1993).

Wie in der Abbildung 1-6 zu sehen ist, wird der Abbau von Aralkylethern entweder durch eine
Kernoxidation (z.B. 2-Monooxygenierung oder 2,3-Dioxygenierung) oder eine Alkylmonooxidation
(i.e., O-Dealkylierung) von verschiedenen bakteriellen Oxygenasesystemen eingeleitet.

Die O-Demethylierung von Aralkylethern ist auch eine der bekanntesten Initialreaktionen flir den
Ligninabbau von Weilfaulepilzen. Dadurch metabolisiert der bekannteste Weillfaulepilzstamm,
Phanerochaete chrysosporium, Aralkylether unter Beteiligung von Lignin-Peroxidasen (LiP),
Mangan-Peroxidasen (MnP) und Laccasen (Phenol-Oxidasen).

Nicht-oxidative O-Demethylierung von Aralkylethern wird vom Tetrahydrofolsdure-Corrinring-O-
Demethylasesystem unter anaeroben Bedingungen katalysiert. So setzt der Stamm Acefobacterium
dehalogenans ortho-hydroxylierte Aralkylether (ortho-System) wie z.B. Vanillinsdure zu 3,4-

Dihydroxybenzoesdure um (Kaufmann et al., 1998).
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Abb. 1-6. Postulierte Abbauwege von Aralkylethern: 1. 2,3-Dioxygenation 2. 2-Monooxygenation
3. O-Dealkylation 4. Dehydrogenation 5. 3-Hydroxyaralkylether-2-monooxygenation 6. 2-
Hydroxyaralkylether-3-monooxygenation 7. 2-Hydroxyaralkylether-O-dealkylation
(Cytochrom-P450-Enzym), 8. Phenol-Hydroxylation N. Nicht-enzymatische Dehydratation

(o)

Nicht-oxidative O-Demethylierung von Aralkylethern erfolgt auch unter Beteiligung der
Tetrahydrofolsdure-Corrinring-O-Demethylase vom absolut anaeroben acetogenen Stamm Holophaga
foetida TMBS4. Dieser Stamm besitzt verschiedene Dealkylasesysteme, die je nach der Anzucht
entweder mit ortho-hydroxyliertem bzw. -methoxyliertem Aralkylether (ortho-System; z.B. 3,4,5-
Trimethoxybenzoesdure) oder meta-hydroxyliertem Aralkylether (meta-System; z.B. 3-Hydroxyanisol
und 3,5-Dihydroxyanisol) unterschiedlich induziert werden (Kreft & Schink, 1997).

Daniel et al. (1991) beobachteten eine breite Demethylaseaktivitit vom acetogenen Clostridium
thermoaceticum (ATCC39073) fiir verschiedene Aralkylether, wie z.B. 1,2,3-Trimethoxybenzol, 2,3-
Dimethoxyphenol, 2,6-Dimethoxyphenol und 3-Methoxybrenzkatechin. Die O-Demethylierungs-
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reaktion verlduft nur in Gegenwart von Kohlenmonoxid, und die O-Demethylase ist wahrscheinlich in

der Plasmamembran fest verankert.
1.2.7. Dibenzylether und Benzylphenylether

Dibenzylether (CAS Nr. 103-50-4) ist ein Nahrungsadditiv, das von der amerikanischen "Food and
Drug Administration” (FDA) genehmigt ist. Das wird als ein synthetisches Aroma in der
Nahrungszubereitung verwendet. In den USA wurden ca. 2000 Kilogramm jéhrlich verbraucht. Damit
wird gerechnet, dal} eine Person in den USA durchschnittlich 23,6 pg tiglich einnimmt. Diese Menge
- als Nahrungsadditiv aufgenommen — scheint auf die Menschen keine Wirkung auszuiiben (Burdock
& Ford, 1992).

=)
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Abb. 1-7. Chemische Etherspaltung von

Benzylphenylether durch cine Elektronen
@éHO @ iibertragende Reaktion in Gegenwart von
DDQH 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon
J\E/ (DDQ) als Elektronenakzeptor (modifiziert
- I aus Penn & Lin, 1990)
@CH"@ DDQH"

l +OH
OH CHO

ol-ol-0-

Q



-23-

Penn und Lin (1990) versuchten chemische Etherspaltung synthetischer Benzylphenylether via
instabile Intermediate, sog. 0-Komplexe (Arenium-Ionen). Damit erhalten sich Benzaldehyde und
Phenole als Folgeprodukte stochiometrisch, wenn 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ)
als ein Elektronenakzeptor fungiert (Abb. 1-7). Aber biologische Abbaumechnismen von
Dibenzylether und Benzylphenylether sind noch unbekannt.

1.3. Bekannte Enzymsysteme fiir die monooxidative Etherspaltung

Wie oben beschrieben, werden manche Etherverbindungen auflerhalb von Diarylethern durch
enzymatische Monooxygenierung abgebaut. Dadurch entstehen Aldehyde und Alkohole
stochiometrisch.

Monooxidative Enzymsysteme werden - in unterschiedlicher Prizision der Begriffsbildung - als
‘eine hypothetische Monooxygenase', 'ein Cytochrom-P450-Enzym’, oder sogar eine 'Peroxidase’
gekennzeichnet. Im folgenden werden Cytochrome-P450 und Peroxidasen als die bekanntesten

Beispiele beschrieben.

1.3.1. Cytochrome-P450

Cytochrome-P450 gehoren der 'Ham-Thiolat'-Gruppe an, weil der Porphyrinring mit einem
Cysteinrest den fiinften Ligand - einen Thioether - bildet. Cytochrome-P450 werden deshalb mit
einem Sulthydrylgift (z.B. p-Chlormercuribenzoesiure) stark gehemmt (Schenkman, 1993).

Cytochrom-P450-Enzyme katalysieren eine Monooxygenierungsreaktion, bei der in einem
Elektroneniibergang von NAD(P)H Elektronen iiber die Redoxin-Reduktase auf die prosthetische
Gruppe Héameisen lbertragen werden. Als ein Beispiel ist die Pseudomonas putida Campher
Hydroxylase (EC 1.14.15.1, P450cam) bekannt geworden:

NADH - Putidaredoxin Reduktase — Putidaredoxin — P450cam
Das Cytochrom-P450-Enzym fungiert eigentlich als eine Monooxygenase. Hierbei wird ein
Sauerstoffatom, das von Sauerstoffmolekiil (O;) dissoziiert, ans Substrat hinzugefiigt, wahrend das

zweite Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird.

RH+ 0, +2H" +2¢ - ROH + H,0
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Das Absorptionsspektrum des Cytochrom-P450-Pigmentes ergibt in Gegenwart von
Kohlenmonoxid ein charakteristisches Soret-Band bei 450 nm. Dafiir ist der fiinfte Ligand eines
Cysteinrestes im Porphyrinringsystem, die sogenannte 'Thioetherbindung’, verantwortlich.

Cytochrom-P450-Enzymsysteme bestehen normalerweise aus vier unterschiedlichen Komponenten
in der Membran (Elstner, 1990): einem Flavoprotein als einer Oxidoreduktase, einem Nicht-
Hémeisen-Protein, einem b-Cytochrom (Cytochrom bs) und einem Hédmeisen-Protein (P450).

Wie aus der Abbildung 1-8 hervorgeht, haben Cytochrom-P450-Enzyme ein breites
Substratspektrum sowohl an endogenen als auch exogenen Substanzen. Cytochrom-P450-Enzyme
beteiligen sich an umfangreichen Reaktionen wie z.B. Monooxygenierung, Hydroxylierung, N-, O-
und S-Dealkylierung, oxidativer Deaminierung, Sulfoxidbildung, N-Oxidation, N-Hydroxylierung,
oxidativer bzw. reduktiver Dehalogenierung sowie Hydroxylierungen von Campher, Arachidonsiure

und Steroiden.

Bei Abwesenheit von NAD(P)H und Sauerstoffmolekiil katalysieren sie andererseits eine
Hydroperoxid- bzw. Wasserstoffperoxid-abhingige Hydroxylierungsreaktion. Oxidative O-
Dealkylierung erfolgt auch mit den Cytochrom-P450-Enzymen auf Kosten von zwei Elektronen,
wihrend Peroxidasen bei der Abstraktion eines Wasserstoffatomes nur ein Elektron kosten
(Hollenberg, 1992). Fiir die Oxidation von Etherverbindungen katalysieren Cytochrom-P450-Enzyme
eine O-Deprotonierung, und Peroxidasen radikale Reaktionen. Dazu fungieren Cytochrome-P450 auch

als eine TPNH-Oxidase, um endogenes Wasserstoffperoxid herzustellen (Schenkman,1993).

Estabrook et al. (1982) fassten Cytochrom-P450-Enzymsysteme mit den folgenden Funktionen
kurz zusammen: Sie konnen in Gegenwart von Sauerstoffmolekiil auf Kosten von zwei Elektronen
entweder i) Peroxide abbauen, oder ii) Peroxide bilden. Sie fithren entweder iii) zur Heterolyse des
von ii) entstanden Hydroperoxides unter Bildung von Epoxiden, oder iv) Homolyse, um Substrate zu

hydroxylieren.

1.3.2. Ligninase

Eigentlich katalysieren Peroxidasen eine 'Ein-Elektronen-Oxidation’, wéhrend Cytochrom-P450-
Enzyme eine Monooxygenierungsreaktion katalysieren. Die beiden Enzyme besitzen hoch valente
Eisen-lonen an ihren Aktivzentren fiir die Elektronen iibertragende Reaktion. Die Peroxidaseaktivitit

ist abhéngig von den chemischen Ionisierungspotentialen ihrer Substrate. Daher verlaufen diese
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Enzymreaktionen unspezifisch, aber Cytochrom-P450-Enzyme fiihren zu den spezifischen Reaktionen
an seinem Aktivzentrum (Wood, 1992).

Extrazelluldre Peroxidasen kommen allgemein in Lignin-abbauenden Féulepilzen und Lignin-
abbauenden Bakterien vor (Orth et al., 1993). Peroxidasen besitzen ein breites Substratspektrum und
die Enzymaktivititen sind stabil sogar unter aulergew6hnlichen Reaktionsbedingungen, wie z.B. bei
einer hohen Temperatur und einem sauren pH-Wert in organischen Losungsmitteln. Sie spielen eine
wichtige Rolle am Abbau der global reichen Ligninkomponenten, die ca. 35 % von gesamten
organischen Substanzen in der Erde betragen. Lignin enthélt heterogene Pflanzenbestandteile, die sich
aus zahlreichen chemischen Verbindungen zusammensetzen. Deshalb sind seit langem Lignin-
abbauende extrazelluldre Peroxidasen von groBBem Forschungsinteresse.

Peroxidasen katalysieren nicht nur oxidative Reaktionen, sondern auch Reduktionen (Reddy et al.,
1998). Bisher werden zahlreiche Anwendungsbeispiele in verschiedenen biologischen und
chemischen Verfahren vorgestellt, wie z.B. beim Biopapierbleichen, bei der ligninolytischen
Abfallbehandlung, bei der biologischen Detoxifizierung der Umwelt bzw. Gesundheit gefdhrenden
Chemikalien, und bei der Bioherstellung niedermolekularer Feinchemikalien (Tien, 1987).

Extrazelluldre Lignin-Peroxidasen (EC 1.11.1.14, Diarylpropan : Sauerstoff, Wasserstoffperoxid
Oxidoreduktase, Mr = 38000 [143000) und Mangan-Peroxidasen (EC 1.11.1.13, Mn(Il) : Wasser-
stoffperoxid Oxidoreduktase, Mr = 43000 [ 49000) werden eindeutig in der sekundiren
Stoffwechselphase vom Weillfaulepilzstamm Phanerochaete chrysosporium unter ligninolytischen
Bedingungen (Stickstoffmangel beim pH [ 4,5) induziert. Verschiedene Arten von Peroxidasen
befinden sich in Weil- und Braunfiaulepilzen und Myzelbakterien wie z.B. Streptomyces sp.
(Crawford, 1978). Sie spielen entweder an der Depolymerisierung des Lignins oder an der Oxidation
etherischer Lignin-Komponenten eine grof3e Rolle.

Wegen der Komplexitidt des Lignins werden die Abbaustudien nur auf phenolische oder nicht-
phenolische Modellverbindungen begrenzt. Manche Studien liegen vor, dal Lignin-Peroxidasen,
Mangan-Peroxidasen = und  Laccasen auf die = Modellverbindungen  unterschiedliche
Oxidationspotentiale ergeben. So katalysieren Ligninasen mittels transitorischer Radikale
verschiedene Reaktionen fiir die C-C-Spaltung, die O-Demethylierung, die Oxidation und die
Ringspaltung. Die Hauptrolle von Ligninasen ist die Depolymerisation des Lignins. Dafiir ist die
oxidative [Cq-Cp]-Spaltung von Arylglycerol-B-Arylethern besonders wichtig (Abb. 1-9).
Arylglycerol-B-Arylether betragen ca. 50 bis 60 % der im Lignin vorkommenden Aryl-Aryl
Bindungsarten (Kirk & Farrell, 1987; Umezawa & Higuchi, 1989).
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Abb. 1-9. Abbauwege von Arylglycerol-B-arylethern: Die Ca-CB-Position wird erst nach dem
Initialangriff von Lignin-Peroxidasen abgespalten.

Die Lignin-Peroxidase von Phanerochaete chrysosporium wird wiahrend des sekundiren
Stoffwechsels (Idiophase) unter ligninolytischen Bedingungen (z.B. Stickstoffmangel) induziert, um
sowohl phenolische als auch nicht-phenolische Ligninkomponenten zu oxidieren. Weil die Lignin-
Peroxidase ein hohes Oxidationspotential besitzt (Kersten et al., 1990), beteiligt sie sich sogar am
Abbau von schwer abbaubaren unnatiirlichen Chemikalien, wie z.B. polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAKs), Dioxinen (Hammel et al., 1986; Valli et al., 1992), Polychlorphenolen
(Hammel & Tardone, 1988; Joshi & Gold, 1993), Polychlorbiphenylen (Eaton, 1985; Dietrich et al.,
1995), Azofarbstoffen (Spadaro et al., 1992; Ollikka et al., 1993), und Creosoten (Bogan & Lamar,
1995).

In jiingster Zeit lagen einige Studien hingegen vor, dal manche Organochemikalien nicht nur mit
den extrazelluldren Lignin-Peroxidasen von Phanerochaete chrysosporium unter ligninolytischen
Bedingungen, sondern auch ohne Induktion extrazelluldrer Peroxidasen unter nicht-ligninolytischen
Bedingungen abgebaut werden. Unter nicht-ligninolytischen Bedingungen sind intrazelluldre
Enzymsysteme fiir den Abbau solcher Substanzen verantwortlich (Kdhler et al., 1988; Dhawale et al.,
1992; Yadav & Reddy, 1993; Yadav et al., 1995; Barclay et al., 1995; Beaudette et al., 1998).

Laccasen (Phenol-Oxidase, EC 1.10.3.2, Benzoldiol : Sauerstoff Oxidoreduktase, Mr = 60000 [
80000) abstrahieren ein Elektron direkt vom Substrat ohne Verbrauch eines Wasserstoffperoxides.
Mangan-Peroxidasen oxidieren Mangan-lon Mn(Il) zu Mn(Ill) nur in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid. Mangan (III)-Ionen bilden radikale Mangan (III)-Komplexe in Gegenwart von
giinstigem Chelator, wie z.B. Weinsdure, Bernsteinsdure, Milchsdure und Oxalsdure. Mangan (III)-
Komplexe fungieren als ein frei diffundierendes Oxidans, um ein vom Aktivzentrum entferntes

Substrat zu oxidieren (Glenn et al., 1986). Trotz dieses Vorteils gelten Mangan (III)-Komplex als ein
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schwicheres Oxidans wegen ihrer niedrigen Oxidationspotentiale (Wariishi et al., 1991). Die
Mangan-Peroxidase 14Bt sich anhand ihrer vorbereitenden Oxidation von Mn(II) zu Mn(IIl) leicht
detektieren, wenn sich Mangan (III)-Komplexe nach der Oxidation eines Farbstoffes wie z.B. PolyB
schnell erkennen. Die Mangan-Peroxidase katalysiert auch eine NADH-Oxidation bei Abwesenheit
von H;0,, um exogenes H,0O, zu generieren (Glenn et al., 1986). Es wird vermutet, da8 Mangan-
Peroxidasen und ihre diffundierende Mn(III)-Chelate am Abbau phenolischer Substrate hauptséchlich
neutrale Dienyl-Radikale herstellen (Popp & Kirk, 1991). Damit wird gerechnet, dal Mangan-
Peroxidasen an der Depolymerisierung hochmolekularer Ligninpolymere eine Hauptrolle spielen.
Dann oxidieren Lignin-Peroxidasen niedermolekulare Lignin-Komponenten weiter.

Wihrend des Wachstums von Phanerochaete chrysosporium unter ligninolytischen Bedingungen
werden die Induktionen von der Lignin Peroxidase und der Mangan-Peroxidase mit verschiedener
Faktoren wie z.B. Wasserstoffperoxid, Sauerstoff, Chemikalien, Mangan, Chelator (z.B. Oxalsédure)
und extrazelluldre Proteasen reguliert (Perez & Jeffries, 1992; Reddy, 1993; Li et al., 1995; Dass et
al., 1995).

Konzentrierte Ligninasen von Phanerochaete chrysosporium polymerisieren Pentachlorphenol und
Ferulasdure unter ligninolytischen Bedingungen bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und
Detergentien (Ruttimann-Johnson & Lamar, 1996). Ein wichtiges Beispiel fiir homolytische
Reaktionen von Peroxidasen mit Aromaten ist die Phenol-Oxidation in Gegenwart von einem Ein-
Elektronen anziehenden Oxidationsmittel wie z.B. Eisen(Ill)-Ion im basischen Medium. Ein
ungepaartes Elektron des resultierenden Phenoxy-Radikales greift ein weiteres Phenolmolekiil oder
Phenolat-Ion am Sauerstoffatom oder am o-/p-Kohlenstoffatom an. Aus dieser Kettenreaktion entsteht

ein Dimer zweier Phenoxyl-Radikale (Kupplung, Abb. 1-10).

St

Phenoxy Radikale
i O OH OH
v H =
+
ortho-Kupplung Dimer

Abb. 1-10. Phenoxy-Radikal und die Dimerisierung beispielsweise fiir die ortho-Kupplung
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Enzymatische Phenolkupplungen (Phenol-Oxidationen) sind wichtig nicht nur fiir die Biosynthese
des Lignins in den Pflanzen, sondern auch fiir die Biosynthese wertvoller Naturstoffe wie z.B.
Alkaloide, Pigmente, Antibiotika, usw.

Unter nicht-enzymatischen Bedingungen werden diese Biokatalysator mit Eisen (II)-lonen
ersetzen. Es trifft sich gut in der chemischen 'Fentons-Reaktion' fiir die Phenolkupplung in Gegenwart
von Wasserstoffperoxid (Sykes, 1988).

H,0, + Fe*” - HO" + OH + Fe’" (Fentons Reaktion)

AuBer den Mn(II)/Mn(II)- und Fe(IT)/Fe(Ill)-Metallionen spielt das Cu(I)/Cu(Il)-System an den
zahlreichen radikalen Reaktionen in der biologischen und organischen Chemie eine wichtige Rolle.

Einige Bakterien sind bekannt fiir den Ligninabbau. Sie gehdren meistens zu Actinomyceten an,
wie z.B. Streptomyces (Crawford, 1978) und Thermomonospora (McCarty et al., 1989). Lignin-
abbauende Bakterien besitzen auch extrazellulire Mangan-Peroxidasen oder Laccasen. Bakterielle
Ligninasen beteiligen sich sowohl an der Solubilisierung des Lignins als auch am Abbau von
verschiedenen Sulfonylazofarbstoffen (Paszczynski et al., 1992; Goszczynski et al., 1994).

AuBerhalb von Actinomyceten ist der gram-negative Stamm Sphingomonas (ehemalig
Pseudomonas) paucimobilis SYK-6 fiir den Abbau von [3-Arylethern bekannt geworden (Katayama et
al., 1988). Dieser Stamm verwertet verschiedene Lignin-Komponenten als einzige C/E-Quelle, wie
z.B. 2,2'-Dihydroxy-3,3'-dimethoxy-5,5"-dicarboxybiphenyl, Syringasdure, 3-O-Methylgallinséure,
Vanillinséure, [3-Arylether, (-1-Diarylpropan, und Phenylcumaran. Er setzt 2,2'-Dihydroxy-3,3'-
dimethoxy-5,5'-dicarboxybiphenyl via 2,2',3-Trihydroxy-3'-methoxy-5,5'-dicarboxybiphenyl zu 5-
Carboxyvanillinsdure um. Die sogenannte [3-Aryletherase beteiligt an der primédren Oxidation von [3-
Arylethern. Unter Beteiligung von einer Ca-Dehydrogenase und einer Protocatechusiure-4,5-
dioxygenase wird 5-Carboxyvanillinsdure weiter abgebaut und assimiliert (Masai et al., 1993a, 1993b
und 1999).

1.4. Zielsetzung

Vergleichend mit den Studien {iber die Biodegradation und die Biotransformation von Diarylethern
und Diphenylethern wurden bisher nur wenige Studien iiber die bakterielle Degradation von
Aralkylethern, cyclischen Alkylethern, aliphatischen Alkylethern und Benzylethern durchgefiihrt.

In dieser Arbeit werden Bakterien aus verschiedenen Umweltkompartmenten isoliert, indem

verschiedene Etherchemikalien, die fiir die Anreichung und Isolierung von bakteriellen Kulturen als
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einzige C/E-Quelle genutzt werden, beziiglich ihrer chemischen physikalischen Eigenschaften und
Abbaumustern in verschiedene Bindungsklassen aufgegliedert werden, wie z.B. Glykolether (z.B.
Diethylenglykol-mono-butylether), Diarylether (z.B. Dibenzofuran und Diphenylether), aliphatische
Alkylether (z.B. Diethylether und MTBE), cyclische Alkylether (z.B. Tetrahydrofuran,
Tetrahydropyran, 1,4-Dioxan und Morpholin), Aralkylether (z.B. Anisol und Phenetol) und
Dibenzylether. Bakterielle Isolate werden unter Abgleich mit Referenzstimmen taxonomisch
untersucht. Diese Isolate sollten dann mittels verschiedener Kriterien einem Vergleich mit bekannten
spezialen Stdmmen unterworfen werden, deren Abbaufdhigkeiten fiir schwer abbaubare
Kohlenwasserstoffe, wie z.B. Biphenyle, polycyclische aromatische Kohlenwasser-stoffe (PAKs, z.B.
Fluoren, Phenanthren, Pyren), BTEX (Benzol, Toluol, Ethylbenzol, Xylol), n-Alkane (Cs [JCg) und
Styrol, schon verdffentlicht worden sind.

Weitgehend werden die morphologischen und physiologischen Anderungen untersucht, die
besonders wihrend des Wachstums von Alkylether-abbauenden Stimmen mit toxischen fliichtigen
Ethern geschehen, um die Mutationsereignisse soweit wie moglich darzustellen.

Zur Erkldrung der Abbauwege von Alkylethern werden die Umsatz- und Oxidationsmuster von

ausgewdhlten Stimmen mit Modellsystemen untersucht.
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2. Material und Methode

2.1. Anreicherung und Isolierung

Die Anwendung dieser Techniken zur Erhaltung von Reinkulturen ist ein entscheidender Faktor fiir
die Charakterisierung, die Klassifizierung und die Identifizierung neu isolierter Mikroorganismen.
Seit Winogradsky und Beijerinck sind die Versuche fiir die Mikrobiologen notwendig, um neue
mikrobielle Aktivititen zu finden. Diese Arbeite tragen auch zu einer systematischen Erfassung der

physiologischen und biochemischen Vielfalt mikrobieller Okosysteme bei.
2.1.1. Probebehandlung und Anreicherung

Seit Oktober 1994 wurden 7 Proben aus verschiedenen Umweltkompartmenten aufs Exempel
genommen, wie eine Kokereibodenprobe (COK) aus Essen, eine Humus-Bodenprobe aus
Schwibischer Alb (SA), Belebtschlammproben des Klarwerks Stuttgart-Biisnau (BS), zwei PAK-
belastete Bodenproben aus Neustadt (NS) und Rositz (RZ) in der ehemaligen DDR, eine Humus-
Bodenprobe aus dem Schwarzwald (SW) und eine mit halogenierten Benzolen belastete Bodenprobe
aus einem ehemaligen Produktionsgelédnde der chemischen Industrie (CLx).

Wilrige Proben aus einer Belebungsanlage des Kldarwerks Stuttgart-Bilisnau wurden direkt nach
der Probeaufnahme mit ca. 500 mg I' Cycloheximid versetzt und unter acroben Bedingungen bei
30°C tiiber Nacht geschiittelt. Cycloheximid war ein Inhibitor, um die Peptidyltransferase der 60S-
Ribosomenuntereinheit von Eukaryoten zu hemmen (Stryer, 1990). Je 10 ml wifrige Probe wurde mit
0,05 ~ 0,1 %iger (v/v, w/v) geeigneter Chemikalie als einziger C/E- oder C/N-Quelle versetzt. Jede
Wachstumskontrolle wurde ohne Zugabe einziger C/E- oder C/N-Quelle unter den gleichen
Bedingungen inkubiert. Je 1 ml Mischkultur, dessen Wachstum sich anhand einer Triibungsmessung
(ODs46) sichtbar machte, wurde bis zu 107 fach verdiinnt. Von den 10° ~ 107 Verdiinnungsstufen
wurde je 100 pl Teilchen entnommen, um einmal auf Minimalagarplatten (2.1.4.2) mit geeignetem
Substrat ausplattiert zu werden, und um zum anderen in frische Kolben mit derselben
Zusammensetzung weiter liberimpft zu werden. Diese Prozesse wurden bis zur Gewinnung einer
Reinkultur alle 1 ~ 2 Wochen wiederholt. WilBrige Proben und Kulturen wurden in 100 ml
Glasschiittelkolben zur besseren Durchmischung mit vier seitlichen Schikanen inkubiert, und
fliichtige Chemikalien wurden mit Teflongummi-beschichtetem Schraubdeckel gesichert. Wahrend

der Inkubation wurden sie auf einem Rotationsschiittler (Fa. Infors, Schweiz) bei 108 Upm aufgesetzt.
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Agarplatten wurde im angeschlossenen Glasgefal3 iiber die substratgeséttigte Atmosphére (ca. 20 mg
pro Platte) im 30°C-Blutschrank bebriitet.

Bodenproben wurden gut gemischt und 10 g NafB3gewicht dann eingewogen. Die Bodenproben
wurden in 100 ml [J 0,22 pm-Membran-filtriertem Bodenextrakt (2.1.4.3) suspendiert und daraufhin

wie die oben erwihnten wélrigen Proben behandelt.

2.1.2. Isolierung einer Reinkultur

Zur Gewinnung von Reinkulturen wurden verschiedene Komplexmedien (2.1.4.1) mit
unterschiedlichen Kohlenstoffgehalten, wie z.B. R2A-Agar, Nutrient-Agar (NA) und Trypticase-Soja-
Agar (TSA), verwendet.

Typische Koloniemorphologie wurde 1 ~ 2 Wochen nach der Bebriitung auf Komplexagarplatten
(z.B. TSA) beobachtet. Eine gut gewachsene Kolonie wurde daraus ausgewéhlt, und sie wurde auf
frische Komplexagarplatten und dann auf selektive Minimalagarplatten mit geeignetem Substrat
gestrichen. Wurde die typische Koloniemorphologie auf Komplexagarplatten wieder hergestellt,
wurde die Reinheit von der ausgewéhlten Kolonie unter Mikroskopierung festgestellt. Wurde die
ausgewdhlte Kolonie auf einer selektive Agarplatte gut gewachsen, wurden dann die gut gewachsenen
Kolonien in fliissige Minimalmedien tiiberimpft, um die Abbaufdhigkeit fiir eine eingesetzte
Chemikalie festzustellen. Wenn die Biomasse (z.B. ODss6 oder KBE) entsprechend der Abnahme des
eingesetzten Substrates zunahm, wurde dann dieser Stamm als Verwerter bestimmt.

Bis zur Gewinnung von Reinkulturen der Spezial-Mikroorganismen, die eine eingesetzte
Chemikalie als einzige C/E- oder C/N-Quelle verwerteten, wurden die oben geschriebenen Prozesse

wiederholt.

2.1.3. Stimme

Die in der Tabelle 2-1 aufgefiihrten Reinkulturen wurden als Referenzstimme verwendet. IThre
physiologische, biochemische und taxonomische Eigenschaften sind aus bisherigen Studien zum Teil
bekannt geworden. Einige Mischkulturen DPM200, DBEI, CLN100 und PCHI100, die jeweils
Fluoren (DPM), Dibenzylether (DBE), 2-Chlornaphthalin (CLN) und Phenylcyclohexan (PCH)
abbauen konnten, wurden aus der Stammsammlung in der Abteilung biologische Abluftreinigung am
Institut fiir Siedlungswasserbau, Wassergiite- und Abfallwirtschaft der Universitidt Stuttgart

entnommen und zur weiteren Verwendung nach der Methode (2.1.2) rein isoliert.
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Stamm Substrat(en) / Eigenschaft Herkunft / Referenz
Sphingomons yanoikuyae DSM6900 Phenanthren, Fluoranthen DSM6900 *
Sphingomonas paucimobilis DSM7526 | Phenanthren, Fluoranthen DSM7526 *

Mycobacterium sp. S10

Pyren

Fraunhofer Gesellschaft Stuttgart

Terrabacter sp. DPO Stimme

Biphenyl, Dibenzofuran, Fluoren

Engesser et al.(1989), Schmid et al. (1997)

DPM200 (Mischkultur) Biphenyl, Fluoren ALR"
DBE1 (Mischkultur) Dibenzylether ALR"
DPEI Diphenylether ALR"
Pseudomonas putida 4MP1 p-Kresol ALR"
BIB 7 Bibenzyl ALR"

Ralstonia eutropha IMP134

2,4-D und Chlorierte Aromaten

Pieper et al. (1993), Yabuuchi et al. (1995)

Ps. putida CLB250

2-Chlorbenzoesdure

Engesser & Schulte (1989)

Ps. pseudoalcaligenes POB310

3- oder 4-Phenoxybenzoesdure

Dehmel et al. (1995)

Pseudomonas fluorescens DSM6506 Naphthalin, Phenanthren (+/-) DSM6506 *

Pseudomonas putida DSM8368 Naphthalin, Phenanthren (+/-) DSM8368 *

CLN 100 (Mischkultur) 2-Methyl-, 2-Chlornaphthalin ALR"

PCH 100 (Mischkultur) Phenylcyclohexan ALR"

Rhizomonas sp. DBP100 Carbazol Dohms (1995)
Hexan-abbauende Stdimme n-Alkane (C5 ~ C8) ALR "/ T. Plaggemeier
Pseudomonas sp. VLB120 Styrol ALR "/ Panke et al.,(1998)
VLB130, 140, 160 Styrol ALR "/ F. Albrecht (1995)

Pseudomonas sp. NCIB10643

Biphenyl, Styrol

Smith et al. (1991)

MLB110, 120 Toluol, Styrol ALR "/ F. Albrecht (1995)
ELB120 Ethylbenzol, Styrol ALR "/ F. Albrecht (1995)
M2A Styrol ALR "/ F. Albrecht
THF400 THF, THP ALR"

Methylobacterium extorquens DSM1338 | Methanol DSM1338*

Rhodococcus sp. St116 und St117 Alkoxylierte Phenole (P450) Karlson et al.(1993)

R. rhodochrous 1D90-364 und ID90-365

DSM? - I.D. von den Stimmen
St116 und St117

U. Karlson(Danemark)

Rhodococcus sp. MOP100 Guajakol K. Kiser (1993)
Pseudomonas aeruginosa Referenzstamm ALR "
Pseudomonas putida Referenzstamm ALR"
Pseudomonas fluorescens Referenzstamm ALR"
Escherichia coli Referenzstamm ALR "
Bacillus subtilis Referenzstamm ALR"

Anm:

DSM* : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
ALR" : Stammsammlung in der Abteilung biologische Abluftreinigung am Institut fiir
Siedlungswasserbau, Wassergiite- und Abfallwirtschaft (ISWA) der Universitit Stuttgart
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2.1.4. Medien und Nihrlosungen

Wenn nicht anders beschrieben, sind die Zusammensetzungen der Medien und der Néhrlosungen in

gebrauchsfertigen Konzentrationen angegeben.

2.1.4.1. Komplexmedien

Trypticase-Soja-Agar (TSA. modifiziert aus Difco)

Caseinpepton I5¢g
Sojamehlpepton 5¢
NaCl 5¢
Bacto-Agar, Oxoid Nr.1 15¢g
H:Obidest 1000 ml
Nach dem Autoklavieren wurde
Calcium-Magnesium-Losung (2.1.4.2) 1 ml
zugegeben
Nutrient-Agar (NA)

Fleischextrakt 3g
Proteose Pepton 5g
NaCl 5¢
Hzobidcst 1000 ml

R2A-Medium und —agar (modifiziert aus APHA. 1985)

Hefeextrakt 0,5¢g
Proteose Pepton 0,5¢g
Caseinhydrolysat 0,5¢g
D-Glucose 1,0g
Na-Pyruvat 03¢g
Na-Acetat 03¢g
KzHPO4 0,3 g
MgSO,[7H,0 0,05¢g
Hzobidcst 1000 ml
Fiir die Agarplatte wurde

Bacto-Agar (Oxoid Nr.1) zugetan 12 g

Alle Substanzen wurden 20 min lang bei 121°C autoklaviert.



2.1.4.2. Minimalmedien

Definiertes Minimalmedium (DMM)

NaN03
(NH4)2SO4
KH,PO,
Na,HPO,
Spurenldsung
5 N NaOH
HZObidcst

Stickstoff-freies Minimalmedium (NMM)

Spurenlosung (1000 x)

KH,PO,
Na,HPO,
Spurenlésung
5 N NaOH
HZObidcst

Aly(SO,);18H,0
COSO4|]H20
CUSO4BH20
FCSO4 EZHzo
H;BO;

KBr

KI

LiCl

MnClz EHzo
N32M004DH20
N32WO4 DHzo
NiCl,[6H,0
anlZ DHzo
ZHSO4|]HzO
HZObidcst

Calcium-Magnesium-Losung (1000 Xx)

CaCIZ
MgClz
HZObidcst

05¢g
10g
25¢g
10g

1 ml
0,5 ml
1000 ml

25¢g
10g

1 ml
0,5 ml
1000 ml

1,94 ¢
10g
10g

540¢g

11,0 g
05¢g
10g
0,5¢g
7,0 g
0,5¢g
05¢g
1,0g
0,5¢g

0,62 ¢g
18 L

30g
20 g
1000 mL

-35-
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Vitaminlosung (1000 X)

Para-Aminobenzoesédure 200 mg
Biotin 200 mg
Folséure 200 mg
Nikotinsdure 200 mg
Calcium-Pantothenat 100 mg
Pyridoxin-HCI 100 mg
Riboflavin 100 mg
Thiamin 100 mg
Vitamin B, 1 mg
Hzobidest 1000 mL
Cycloheximidlésung (1000 x)
Cycloheximid S5¢g
Aceton 100 ml

mittels PTFE-Membran steril filtriert

Nach Autoklavieren wurden 1 ml [0 0,22um-Membran-filtrierte Vitaminlosung und 1 ml separat
autoklavierte Calcium-Magnesium-Losung ins 1 Liter Minimalmedium fiir alle hinzugefiigt.

Wurde groBle Zellmenge entweder fiir die Umsatzversuche oder fiir die Vorbereitung zellfreien
Extrakts hergestellt, wurde die Vitaminldsung mit 5 %iger (w/v) Hefeextraktlosung (1000%, mit
Zusatz von 100 mg "' Thiamin und 1 mg I' Vitamin B)5) ersetzt.

Wenn Agarmedien (12 g I'! Oxoid Nr. 1-Agar, Fa. Oxoid, Wesel) gegeniiber Eukaryoten selektiv

sein sollten, wurde 1 ml Cycloheximidlosung bevor Agargie3en bei ca. 50°C zugetan.
2.1.4.3. Bodenextrakt

Wihrend der Anreicherung und Isolierung bakterieller Stimme bedarf man hiufig einen unbekannten
Nabhrstoff oder eine natiirliche Zusammensetzung in Kulturmedien. Daher benutzt man manchmal eine
natlirliche Zusammensetzung von Seewasser, SiiBwasser, Bodenextrakt, Serum, o.a. in Grundmedien.

In dieser Arbeit wurde 2,5 1 Bodenextrakt von humifiziertem Waldboden aus Paffenwaldring

Stuttgart vorbereitet:
1) 5 kg Boden (NaBgewicht) in 5 1 bidestilliertes Wasser einmischen
i) 30 min lang Stickstoffgas bei Raumtemperatur blasen

1ii) Uber Nacht stehen lassen
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iv) Fliissigen Uberstand durch Glaswolle abscheiden

V) Bei 8000 Upm (Sigma 6K 10, Fa. Sigma) 15 min lang zentrifugieren

vi) Uber Nacht bei 4°C stehen lassen

vii) Niederschlag anhand einer Glasfaser-beschichteten [ 0,45 um-Membran beseitigen

viii)  Klaren Uberstand bis zur Nutzung bei 4°C aufbewahren
Direkt vor der Nutzung wurde der Bodenextrakt anhand einer [ 0,22 um-Membran steril filtriert.
2.1.5. Anzucht

Jede Zellkultur wurde in 100-, 250-, 500-, 1000-, oder 3000 ml Glasschiittelkolben mit vier seitlichen
Schikanen, die sich mit Teflongummi-beschichtetem Schraubdeckel fest verschlof3en, bis zur spateren
exponentialen Wachstumsphase auf einem Rotationsschiittler bei 30°C inkubiert. Die Fliissigkeit
betrug dabei 10 ~ 20 % des Kolben-Nennvolumens.

Zur Herstellung der Ruhezellen wurde jede Zellkultur bei 4°C, 8000 Upm (Sigma6K10) 15 min
abzentrifugiert. Die Zellpaste wurde im gleichen Volumen von 50 mM Phosphat Puffer (pH 7,0 ~ 7,2)
zweimal gewaschen und =zentrifugiert. GroBe Zellmenge wurde anhand eines mit einem

Magnetikriihrer (350 Upm) ausgeriisteten 5 1 Umlaufreaktors bei 30°C gewonnen.
2.1.6. Kontrolle des Wachstums

Die Triibungsmessumung erfolgte entweder anhand einer Kunststoffkiivette (I cm’) mit einem
UVIKON941 Plus-Spektrophotometer (Fa. Bio-Tek/Kontron) bei 546 nm, oder in situ anhand eines
mit Teflon-beschichtetem Schraubdeckel gedichteten [ 20 mm-Wheaton-Testrohrchens
(Nennvolumen: 45 ml) mit einem Filterphotometer (Fa. Biolog, USA) bei 590 nm (+ 10 nm).

Abb. 2-1. Korrelation einer Triibungsmessung vom
Spektrophotometer bei 546 nm (Schichtdicke: 1 cm,
UVIKON941 Plus) im Vergleich mit dem
Filterphotometer bei 590 nm (*10 nm, Schichtdicke:
0 20 mm-Testréhrchen, Fa. Biolog): ODsssnm = 1,114
X ODgijer (r* > 0,99)

OD bei 546 nm (UVIKON 941Plus)
o
3}

0.0 0.5 1.0
OD mittels eines Filterphotometers
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Die Gerit-abhdngige Leistung der beiden Gerdte wurde mit verschiedenen Verdiinnungsstufen
einer McFarland-Losung (Fa. Bio Merieux, Frankreich) kalibriert (Abb. 2-1).

Bei den semi-kontinuierlichen Wachstumsversuchen im Umlaufreaktor wurde je 100 ml Zellkultur
zeitlich auf Probe genommen, damit das NaBBgewicht der abzentrifugierten Zellpaste eingewogen

wurde.
2.1.7. Lebendzellzahlbestimmung

Ublicherweise wurde die Kolonie-bildende Einheit (KBE) als die gesamte Lebendzellzahl bestimmt.
Jede Probe wurde mittels sterilen Verdiinnungsrohrchens bis zur 107 fach verdiinnt. Davon wurden
drei fortlaufende Verdiinnungen entweder auf Minimalagarplatten mit geeignetem Substrat oder auf
Komplexagarplatten (z.B. R2A-Agar) ausplattiert. Aus den gewachsenen Agarplatten wurde eine
giinstige Agarplatte ausgewihlt, worauf die gesamte Koloniezahl zwischen 30 und 300 lag. Die
Agarplatten wurden entweder zur Bestimmung der Lebendzellzahl 48 Stunden oder zur Beobachtung

der morphologischen und physiologischen Verdnderungen 1 ~2 Wochen bei 30°C bebriitet.
2.1.7.1. "'TAR’-Faktorzahl

Der 'TAR'-Wert (‘Total Available Recovery’, Gl.2.1) war ein prozentuales Verhéltnis des auf
selektiven Minimalagarplatten beobachteten KBE-Wertes gegeniiber dem auf Komplexagarplatten
beobachteten KBE-Wert.

KBE auf selektiven Agarplatten 9
KBE auf R2A — Agar Medien

TAR(%) = 100 2.1

Das wurde aus dem TAPR-Wert (‘Total Available Pseudomonas Recovered') von Grant und Holt
(1977) modifiziert. R2ZA-Agar (2.1.4.1) wurde zur Bestimmung des 'TAR'-Wertes verwendet.

Damit wurde die Stabilitidt einer stammspezifischen Abbauaktivitit in Gegenwart von einem
selektiven Faktor wie z.B. einem toxischen Substrat, einem Hemmstoff, einem zuséitzlichen Nahrstoff
oder Hilfsmittel untersucht. Je grofer der Wert war, desto stabiler war die Abbauaktivitit eines

Teststammes unter den Testbedingungen.
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2.1.7.2.'Y'-Zahl

Der 'f'-Wert (‘reversibel’, Gl. 2.2) zeigte die Wiederherstellbarkeit einer stammspezifischen
Abbaufdhigkeit an.

(%) = Die auf selektiven Agarplatten gewachsene Koloniezahl
0) =

x100 (2.2)
Die aus TSA — Medien ausgewdhlte Koloniezahl

Ca. 30 bis 300 gewachsene Kolonien von einem Teststamm wurden anhand sterilen Zahnstochers
auf selektive Agarplatten aufgepickt. Bevor dem Versuch sollte der Teststamm unter der nicht-
selektiven Bedingung wie z.B. auf TSA-Medien inkubiert werden.

Je groBer der r-Wert war, desto groBer war die Wiederherstellbarkeit der untersuchten
Abbaufdhigkeit, d.h. der Teststamm hat wihrend des Wachstums under der nicht-selektiven

Bedingung seine Abbaufdhigkeit nicht oder nur wenig verloren.
2.1.8. Stammerhaltung

Jede Mischkultur oder Reinkultur wurde nach der Anzucht auf Minimalagarplatten oder in fliissigen
Zellkulturen mit geeignetem Substrat bei einer finalen Konzentration von 1 ~ 3 mM frisch
aufbewahrt. Die Agarplatten wurden im geschlossenen Glasgefal3 liber die luftgeséttigte Dampfphase
bei 30°C inkubiert, worin 20 ul Menge an einem fliichtigen Substrat pro Platte zugegeben wurde. Die
Uberimpfung wurde jede 2 ~ 3 Monate frisch gemacht. Einzelne Koloniemorphologie und die
morphologische Stammverinderung wurden je nach der Uberimpfung auf frische Komplexagarplatten
(z.B. TSA) untersucht.

Fir die langfristige Stammaufbewahrung wurden samtliche Agarkulturen mit sterilem
50%(v/v)igem Glycerin versetzt. Fliissige Zellkulturen wurden mit sterilem DMSO
(Dimethylsulfoxid) bei einer finalen Konzentration von 15 %(v/v) eingemischt. Die Glycerin- bzw.
DMSO-Stockkulturen wurden entweder nach Schockgefrieren mit fliissigem Stickstoff bei -80°C oder
ohne Schockgefrieren bei -30°C auftbewahrt.

2.2. Charakterisierung und numerische Klassifizierung

Numerische Taxonomie von Bakterien konnte man einmal unter Verwendung von handelsiiblichen

Testsystemen und ihren Datenbanken wie z.B. API-Systemen (Fa. Bio-Merieux, Frankreich) oder
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Biolog-Systemen (Fa. Biolog, USA) schnell durchfiihren. Zum anderen konnte man sie auch nach der
eigenen Methode unter Verwendung der taxonomisch anerkannten Referenzstimme (z.B. DSM-
Stimme) durchfiihren. Dafiir waren die taxonomisch relevanten Merkmale in der 'Methods for
General and Molecular Bacteriology' (Gerhardt et al., 1994) und der 'Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology' Vol.l1 (Krieg & Holt, 1984), Vol. 2 (Sneath et al., 1986) und Vol. 4 (Williams et al.,
1989) iiblich verwendbar.

2.2.1. Morphologie und Mikroskopie

Fiir die Beschreibung der Morphologie wurden die Koloniegestalt, die Pigmentbildung, die Zellform
und —groBe (Durchschnitt X Lidnge) und die Beweglichkeit untersucht. Bakterielle Stimme
unterschieden  sich  besonders aufgrund ihrer Zellwandbestandteile.  Charakteristische
Zellwandbestandteile lieBen sich entweder mittels eines giinstigen Farbstoffes unter Mikroskopierung
oder anhand eines alternativen Tests schnell erkennen.

Die Gramfirbung wurde nach der Methode von Bartholomew (1981) bestimmt. Zusitzlich wurden
der 3 %ige KOH-Test (Powers, 1995) und der Aminopeptidasetest (Costin et al., 1983, Fa. Merck,
13301) durchgefiihrt.

Aufgrund des Vorhandenseines von Mykolsdure wurden Corynebacterium-Nocardia-Myco-
bacterium (CNM) und die verwandte Stammgruppe von den anderen unterschieden. Die Ziehl-
Neelsen-Fiarbung wurde unter Verwendung eines Referenzstammes Mycobacterium sp. S10 besonders
zur mikroskopischen Bestimmung von Mycobacterium verwendbar gemacht (Murray et al., 1994).

Dauerhafte Keimbildung (i.e. Endospore) wurde mittelbar dadurch bestimmt, daf3 eine Impfose
Zellen ins flissige Komplexmedium suspendiert, und bei 80°C 10 min lang erhitzt wurde. Die
Zellsuspension wurde bei 30°C auf einem Rotationsschiittler 2 Tage inkubiert, damit Endospore-
bildende Stamme anhand einer Triibungsmessung (ODss6) bestimmt wurden (Holt & Krieg, 1994).
Die Wirksamkeit jeder Hitzebehandlung wurde unter Verwendung von Referenzstimmen wie z.B.

Escherichia coli als einem Negativstamm und Bacillus subtilis als einem Positivstamm nachgepriift.
2.2.2. Katalase- und Oxidasetest
Eine Impfose Zellen eines Teststammes wurde auf einen Objekttriger schmiert, wo die Entwicklung

von Sauerstoffbldschen nach Zutropfen 3 %igen Wasserstoffperoxides beobachtet wurde. Katalase-

positiver Stamm ergab die rasche Entwicklung von Sauerstoffbldschen. Die Intensitit von den sich
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entwickelten Sauerstoftfbldschen (Breite und Hohe) ermoglichte eine semi-quantitative Bestimmung
fiir die Katalase.

Die Oxidase wurde mittels eines Teststibchens (Baktident Oxidase, Fa. Merck) untersucht. Bei
diesem Versuch sollte keine Metallimpfose verwendet werden, die eine falsche Oxidation des
Farbindikators ergiibe. Der daraus resultierte Farbumschalg wurde maximal innerhalb einer Minute

erledigt, und dann anhand einer Farbskala vom Hersteller bewertet.

2.2.3. Physiologische und biochemische Charakteristika

Die Wachstumstests mit verschiedenen Testchemikalien als einziger C/E- oder C/N-Quelle und die
Empfindlichkeitstests gegeniiber antibiotischen Hemmstoffen wurden durchgefiihrt. Dazu wurden die
Abbaufdhigkeiten fiir polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe und Polymere untersucht.

Jeder Teststamm wurde in 100 ml Minimalmedium mit einer Mischung von 0,05 %igem
Hefeextrakt und 0,05 %igem geeignetem Substrat zur spét-exponentiellen Wachstumsphase bei 30°C,
108 Upm 24 ~ 72 h angezogen. Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen bei 4°C, 4000 Upm
15 min abzentrifugiert. Die Zellpaste wurde in 100 ml Phosphat Puffer (pH 7,0) suspendiert, und bei
30°C 2 ~ 4 Stunden geschiittelt, um iibrige Substrate zu beseitigen. Die Zellsuspension wurde noch
mal bei 4°C, 4000 Upm 15 min abzentrifugiert, und die Hungerzellen wurden in 5 ~ 10 ml
geeignetem Minimalmedium resuspendiert. Dann lie3 sich die Zellsuspension bis zur Nutzung auf Eis

aufbewahren.

2.2.3.1. Wachstumsversuche

Die optische Dichte von Hungerzellen wurde anhand eines Filterphotometers auf 0,05 ~ 0,1 in
geeignetem Testmedium verstellt. Je 5 ml Zellsuspension wurde ins [120 mm-Testrohrchen (45 ml)
dispensiert, das je 0,05 %iges Testsubstrat enthielt. Das Testrohrchen, das sich mit Teflon-
beschichtetem Schraubdeckel verschloB3, bei 30°C auf einem Rotationsschiittler (108 Upm) inkubiert.

Wurde die optische Dichte in sifu anhand eines Filterphotometers in einem Zeitraum zwischen t;
und t, (t; < t;) gemessen, ergab sich die optische Dichtednderung von D; nach D,. Beim
exponentiellen Wachstum sollte die erste Messung (D;) 10 % oder groBer als der initiale Wert (Do)
sein.

Die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit, pu, und die Verdoppelungszeit, ty, wurden nach der

ersten Ordnung mit den folgenden Gleichungen (2.3 ~ 2.5)berechnet.
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H= H(Dl) (2.4)
(tz_t1) '
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War die Konzentration an einem Substrat, [S], verschieden, wurde die spezifische
Wachstumskurve von einem Teststamm nach der Monod-Gleichung (2.6) untersucht. Dafiir wurde
jede spezifische Wachstumsgeschwindigkeit, p, bei einer gegebenen Konzentration nach der
Gleichung (2.4) berechnet. Wenn die spezifische Wachstumskurve eine hyperbolische Gestalt
aufwies, ergab die reziproke Linie, 1/p vs. 1/[S] (Gl. 2.7), eine hohe Linearitdt. Daraus wurden das

Maximum Wachstumsgeschwindigkeit, u,,.c, und der Substrat-Halbsattigungsgrad, K, abgeschitzt.

- /’lmax ><|:“S':|

= 2.6
H X, +[5] (2.6)
i: Ks xl.pL (2.7)
/’l /'Imax [S] /'Imax

Uberfliissige Substratmenge wirkte manchmal aufs Zellwachstum toxisch ein. Unter dieser
toxischen Bedingung wies die spezifische Wachstumskurve keine hyperbolische Gestalt auf. Mit
zunehmender Konzentration an toxischem Substrat erschwerte sich das Zellwachstum, wobei die
beiden kinetischen Parameter von dem Maximum Wachstumsgeschwindigkeit und dem Substrat
Halbsittigungsgrad abnahmen (Price & Steven, 1989). In diesem Fall iibte toxisches Substrat eine
Hemmwirkung aufs Zellwachstum aus, so dhnlich wie ein nicht-kompetitiver Inhibitor an der Ein-
Substrat-Enzymreaktion (Chaplin & Bucke, 1990).

Bei verschiedenen Konzentrationen an einem toxischen Substrat [S] wurde jede spezifische
Wachstumsgeschwindigkeit, 4, nach der Gleichung (2.4) berechnet. Die spezifische Wachstumskurve
wurde nach der Gleichung (2.8) dargestellt, vorausgesetzt, da8 die Substrathemmung der nicht-

kompetitiven Enzymkinetik folgte:
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My X[5]
K +s1xa+Uh

H= (2.8)

Aus der nicht-linearen Anpassung wurde die Hemmwirkung eines Substrates aufs Wachstum mit
der Hemmkonstante, Ks;, bewertet. Diese Formel besagte, da8 die Toxizitdt um so groBer ist, je
kleiner die Hemmbkonstante ist.

Die Wachstumsoptima an Temperatur, pH, und Salzkonzentration wurden unter den in der Tabelle
2-2 aufgefiihrten Bedingungen untersucht. Als Grundmedien wurden fliissige R2A-Medien
verwendet, damit die Verdoppelungszeit (t4) nach der Gleichung (2.5) abgeschitzt wurde.

Tab. 2-2. Testbedingungen” fiir die Bestimmung der Wachstumsoptima an Temperatur, pH
und Salzkonzentration

Test Variabel Konstant
Temperatur (°C) 20, 25, 30, 35, 40, 45 pH 7, 0 % NaCl
pH 4's, 5, 6%, 17, 7', 84, 9%  130°C, 0 % NaCl
Salzkonzentration (% NaCl) |0, 4, 1,2, 4, 7%, 15 30°C, pH 7

Anm.
Als Grundmedien wurden fliissige R2A-Medien verwendet

2.2.3.2. Substratspektren

Fiir die numerische Taxonomie und die Charakterisierung von Isolaten wurden verschiedene
Chemikalien als einzige C/E- oder C/N-Quelle verwendet (Tab. 2-3).

Die optische Dichte (ODss) von Hungerzellen wurde verdiinnungsweise auf 0,1 im
Minimalmedium verstellt. Je 2 ml Zellsuspension wurde ins sterile 20 ml Testflaschen (Fa. WGA,
Diisseldorf) dispensiert, das je 1 bis 2 mg Menge an einem Testsubstrat enthielt. Das Testflaschen
wurde mit Teflongummi-beschichtetem Aludeckel abgedichtet, und bei 30°C, 108 Upm 3 Tage
inkubiert. 3 Tage nach Versuchsbeginn wurde 1 ml Zellkultur aus jedem Testflaschen auf Probe

genommen, damit die optische Dichte mit der negativen Wachstumskontrolle verglichen wurde.



Tab. 2-3. Die Charakteristika zur numerisch taxonomischen Klassifizierung

- 44.-

Diagonalfeld X Diagonalfeld Y

Koloniemorhpologie TSA, 30°C, 2 ~ 7 Tage C/E-Quelle (0,05%) DMM

1. GroRBe (Durchmesser) >3 mm | 1~3mm | <1 mm| 1. Dimethylether (Gas)

2. Zellpigmente Ja v* Nein | 2. Diethylether . .

3. 16sliche Pigmente Ja v* Nein | 3. Di-n-propylether Siehe .d.le

4. Substratmyzel Ja v* Nein | 4.2-Bromethylethylether Definition der C/E-
Zellmorphologie Mikroskopierung 600x 5. 2-Chlorethylethylether Quelle im

5. GroBe (Dicke, um) >1 0,5~1 [<0,5 6. 60% Ethinylethylether* Diagonal-feld X

6. Kokken Ja v* Nein | 7. Di-n-butylether

7. Stéibchen Ja v* Nein | 8. Di-n-pentylether Ethinylethylether*

8. Zyklus (pleomorph) Ja Andere | Nein | 9. Ethylvinylether ist eine 60%ige
9. Beweglichkeit (30°C) | Héngender Tropfen 10. n-Butylethylether Lésung in Hexan.
10. Gleiten (30°C) 1,5 % Agaroberfliche 11. n-Butylmethylether Dah de dieses
Grambestimmung v* : variabel 12. Isopropylether anher wur

11. 3 %[w/v] KOH + [ v [ - 13. Methyl-tert-butylether Test bei den

12. Aminopeptidase Fa. Merck 13301 14. Tsoamylether Hexan-Abbauern

13. Gramfirbung + | v | - 15. DiEG*-mono-butylether ausgeschlossen
14. Séiurefestigkeit Ziehl-Neelsen-Féarbung 16. DIEG*-di-butylether
15. Sporenbildung Hitztest bei 80°C, 10 min 17. #Butyl-2,3-glycidylether
16. Katalase 0,-Bildung durch H,0O, 18. -Butyl-2,3-glycidylether
17. Oxidase Fa. Merck 113300 19. Brij58 DIiEG*: Diethylen-
Wachstumsoptima R2A-Medien 20. Dimethylsuloxid glykol

18. Temperatur (°C) >35 |25~35] <25 21. Tetrahydrofuran

19. pH >8,5 |5,5~8,5| <5,5 | 22. Tetrahydropyran

20. Salz (%) <2 2~4 >4 23. 1,4-Dioxan
C/E-Quelle (0,1 %) DMM, 30°C 24. 3,4-Dihydro-2H-pyran

21. Erythritol 25. 2,3-Dihydrofuran

22. D-Arabinose 1 : Wachstum mehr 26. 2,5-Dihydrofuran

23. L-Arabinose 50% als die Negativ- 27. Furan

24. Ribose kontrolle 28. 2,3-Epoxy-1-propanol

25. D-Xylose 29. 1,2-Epoxyhexan

26. L-Xyl‘ose 0 : Wachstum nicht 30. 1,2-Epoxyoctan

27. Adonitol mehr 50% als die 31. Methanol

28. D-Arabitol . 32. Ethanol

29. L-Arabitol Negatl'Vkontrou.e, 33. 1-Propanol

30. Xylitol aber einen positiven 34. 1-Butanol

31. D-Glucose Farbumschlag 24 h 35, 1-Pentanol

32. Galactose nach Zugabe von 10 36. Isopropanol

33. D-Fructose ug ml"! Tetrazolium- 37. +)2-Butanol

34. D-Mannose violett (Fa. Sigma) 38. +)2-Pentanol

35. L-Sorbose 39. 1,4-Butandiol

36. Rhamnose -1 : Wachstum nicht 40. 2-Methyl-1-Butanol

% Inosiol mehr S0%als die |

. Inosito : . 2-Chlorethano

39. Mannitol Negatlykontrolle, 43. tert-Butanol

40. Sorbitol und keinen 44. Glycerin

41, a-Methyl-D-Glucoside | Farbumschlag 24 h 45. Ethylengylkol

42. a-Methyl-D-Mannoside nach Zlugabe von 10 46. Diethylenglykol

43. Salicin pg ml™ Tetrazolium- 47. n-Pentan

44. Cellobiose violett (Fa. Sigma) 48. n-Hexan

45. Maltose 49. n-Heptan

46. Lactose 50. 1-Hexen

47. Melibiose 51. 1-Octen

48. Saccharose 52. Isooctan

49. Trehalose 53. n-Hexadecan

50. Melezitose 54. Pristan

51. D-Raftinose 55. Aceton

52. B-Gentiobiose 56. Ethylacetat

53. Glykogen 57. Vinylacetat

54. Milchsdure 58. Formaldehyd

55. Pyruvat 59. Chloressigséure
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56. Zitronensdure

57. DL-Isocitrat

58. 2-Oxo-glutarat

59. Glutarat

60. Succinat

61. Fumarat

62. L-Malat

63. Malonat

64. Maleinsdure

65. Oxalacetat

66. Glyconat

67. Adipinsédure

68. Benzoesiure

69. Salicylsdure

70. Gluconséure

60. Chloracetaldehyd

61. Benzol

62. Phenol

63. Anisol

64. Phenetol

65. Styrol

66. Toluol

67. Xylol

68. 2-Methoxyphenol

69. 3-Methoxyphenol

70. 4-Methoxyphenol

71. 2-Ethoxyphenol

72. 2-Ethoxyanisol

73. Eugenol

74. Benzylalkohol

N-Quelle+0,1% Glucose

NMM, 30°C

75. Benzylaldehyd

71. ohne zusétzl. N-Quelle

72. Urea

73. Creatine

74. Nitrit

75. Nitrat

76. L-Glutamat

77. L-Lysin

78. L-Arginin

79. Acetamid

80. Acrylamid

81. Benzamid

82. Nicotinamid

83. Pyrazinamid

Siehe die Definition der
C/E-Quelle

Nur wenn die Kode 71
positiv ist, ist es schwer,
die Testchemikalien von
72 bis 85 als N-Quelle zu
bestimmen

76. 1,2-Diethoxybenzol

77. 1,3-Diethoxybenzol

78. 1,4-Diethoxybenzol

79. 1,2-Dimethoxybenzol

80. 1,3-Dimethoxybenzol

81. 1,4-Dimethoxybenzol

82. 1,2-Methylenoxidbenzol

83. Benzo(b)furan

84. 1,4-Benzodioxan

85. Dibenzofuran

86. Dibenzylether

87. Diphenylether

88. Benzylphenylether

84. Xanthin 89. Biphenyl

85. Uracil 90. 2-Methoxybiphenyl
C/N-Quelle (0,1%) NMM, 30°C 91. 4-Methoxybiphenyl

86. D-Alanin 92. Naphthalin

87. L-Alanin 93. 1-Methoxynaphthalin

88. L-Aspartat

89. L-Asparagin

90. L-Cystein

91. L-Cystin

92. S-Methyl-L-Cystein

93. L-Glutamat

94. Glycin

95. L-Histidin

96. L-Isoleucin

97. L-Leucin

98. L-Lysin

99. L-Methionin

100. L-Phenylalanin

101. L-Prolin

102. L-Serin

103. L-Threonin

104. DL-Tryptophan

105. L-Tyrosin

Siehe die Definition der
oben erwdhnten C/E-
Quelle

94. 2-Methoxynaphthalin

95. 1-Methylnaphthalin

96. 2-Methylnaphthalin

PAK-Abbau & Umsatz

Aktivkohle-Agar

97. Bibenzyl

98. Biphenylen

99. Acenaphthen

100. Phenanthren

101. Anthracen

102. Fluoren

103. Carbazol

104. Dibenzothiophen

105. Xanthen

106. Acridin

107. Dibenzofuran

108. Acridon

109. Phenoxazin

110. Iminostilben

Definition in Abschnitt
2233

106. L-Valin 111. Fluoranthen
107. L-Arginin 112. Pyren
Hydrolyse (2%) 113. Benzo(a)pyren
108. Casein C/N-Quelle (0,1%) NMM
109. Zellulose 114. . Mono-ethanolamin Siehe die Definition der
110. Chitin 115. Acetamid ; ;
111. Gelatine Klare Zonenbildung 116. Acrylamid f(‘:e/l(liiXQ uelle im Diagonal
112. Pectin 117. Imidazol

113. Poly-B-hydroxybutyrat

114. Starke (16slich)

118. 2-Aminobenzoat

119. 4-Aminobenzoat

115. Tween20/80 (1:1)

Calcium-Niederschlag

116. Agar (Oxoid Nr.1)

Ohne zusétzliches Substrat
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Die Ergebnisse wurden unter Verwendung eines dreierlei Zahlsystem, {+, +, -}, semi-quantitativ
bewertet. Der positive Test ergab ein deutliches Wachstum mit der Zunahme der optischen Dichte
mehr als 50 %. Wenn die optische Dichte nicht mehr als 50 % zunahm, hielt sich dann dieses
Testergebnis fiir undeutlich. Dann wurde die andere 1 ml Zellkultur nach der Zugabe von
Tetrazolium-violett (10 pg ml™") noch 24 Stunden bei 30°C inkubiert. Wurde nach der zusitzlichen
Inkubation der Farbumschlag von farblos nach violett deutlich sichtbar gemacht, war diese eingesetzte
Chemikalie ein "undefinierbares ()" Substrat. Wenn sich weder Wachstum noch Farbumschlag ergab,
war das Testergebnis negativ. Bei jedem Versuch sollte die negative Wachstumskontrolle weder

Wachstum noch Farbumschlag ergeben.

2.2.3.3. Einfache Bestimmung des Abbaues von polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (PAKS)

Schwer wasserlosliche PAKs werden normalerweise durch eine bakterielle Aktivitit (z.B.
Hydroxylierung) mobilisiert, und die Abbauprodukte lassen sich manchmal mit einer sichtbaren Farbe
in der Fliissigkeit sehen, wie z.B. braun, gelb, orange, schwarz, o.a.

Um die Abbaufdhigkeiten von Isolaten fiir polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe einfach
zu bestimmen, wurden Minimalagarmedien mit dem Zutat von 0,5 g I'' Aktivkohle (Norit W20,
Amersfoort-Nederland) vorbereitet. Aktivkohle vermag, organische Verbindungen zu adsorbieren.
Damit wurde die unerwartete Kreuzfiitterung zwischen den Stdmmen auf eine Agarplatte vermeidet.
Als einzige C-Quelle wurden polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe bei einer finalen
Konzentration von 1 bis 2 mM ins Diethylether aufgelost. Je 1 ml PAK-Losung wurde auf
Aktivkohle-haltige Agarplatten dispendiert, und Diethylether verdampfte unter einer Sterilbank, um
einen diinnen PAK-Film auf die Agaroberfldche {ibrig zu lassen.

45 Stdimme wurden auf eine [J 85 mm-Petrischale gleichzeitig aufgepickt, um einen mindesten
Abstand zweier Teststdimme bei 1 cm zu halten. Jeder Teststamm wurde anhand sterilen Zahnstochers
auf eine Minimalgarplatte als eine negative Wachstumskontrolle, und dann auf Testagarplatten
aufgepickt. Um das Austrocknen zu vermeiden, stellte man die Platten ins geschlossene Glasfall bei
30°C 3 ~4 Wochen.

Unter Abgleich mit der Negativkontrolle wurden die KoloniegroBle, die klare Zone und losliche
Pigmente ums Inokulum herum beobachtet. Wenn Kolonien deutlich grofer wuchsen, diente die
eingesetzte Chemikalie zum Wachstum (positiv). Wenn sich die klare Zone oder 16sliche Pigmente

ohne deutliches Wachstum darum herum entwickelten, diente die eingesetzte Chemikalie als kein
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einziges Substrat, sondern sie wurde nur transformiert (undefinierbar). War {iiberhaupt keine

Anderung zu erkennen, war das Testergebnis negativ.
2.2.3.4. Hydrolyse der Polymere

Biopolymere, wie z.B. Casein, Zellulose, Chitin, Gelatine, Poly-B-hydroxybutyrat, Pectin und Starke
(16slich) und eine Tween 20/80-Mischung (1:1 v/v), wurden bei einer finalen Konzentration von
2%(w/v) ins Wasser aufgeldst. Die pH-Werte wurden auf 7,0 verstellt. Das Grundmedium enthielt 0,5
g Hefeextrakt, 0,5g Proteose Pepton, 0,5 g Na-Acetat, 0,3 g Na-Pyruvat, 0,05 g MgSO,4, und 0,3 g
K,;HPOy, in 1 Liter Wasser. Jede Polymerlosung und das Grundmedium wurden separat autoklaviert,
und bevor Agargielen bei ca. 50°C im Verhéltnis 1 : 1 (v/v) zusammengemischt.

Fiir die Bestimmung der Hydrolyse einer Mischung von Tween 20 und 80 wurde eine CaCl,-
Losung separat vorbereitet und autoklaviert. Die CaCl,-Losung wurde bevor Agargieflen bis zur
finalen Konzentration von 0,1 % mit den anderen Zusammensetzungen durchgemischt.

Teststimme, auer den zwei Stimmen PHE3112 und MOB600, wurden bei 30°C auf TSA-Medien
1 Woche angezogen. Der Aralkylether-abbauende Stamm MOB 600 wuchs nicht (nur langsam) auf
Komplexmedien ohne Zugabe von 10 pl Phenol pro Platte. Der Phenanthren-abbauende Stamm
PHE3112 wuchs erfolgreich nur auf R2A-Agarmedien von den getesteten Komplexmedien. Eine gut
gewachsene Kolonie jedes Teststammes wurde nach der TSA-Anzucht ausgewéhlt, und als Inokulum
verwendet. Wihrend die Agarplatten bei 30°C 3 ~ 14 Tage inkubiert wurden, wurde die klare Zone
(z.B. Casein, Zellulose, Chitin, Gelatine, Poly-3-hydroxybutyrat, Pectin und wasserlosliche Stérke)
oder der Ca’’-Niederschlag ums Inokulum herum beobachtet, wie in ‘Methods of General and
Molecular Microbiology’ (Gerhardt et al., 1994) und ‘Microbiological Methods’ (Collins & Lyne,
1984) beschrieben.

Zur Bestimmmung der Pectin-Hydrolyse wurden die bebriiteten Testplatten mit 3,2 %igem HCI
iiberflutet. Dann vollzog sich darauf eine klare Zone, wenn Pectin abgebaut wurde.

Die Agar-Hydrolyse wurde auf 2,0 %ige Bacto-Agarplatten (Oxoid Nr.1) ohne zusétzliche C/E-
Quelle getestet. Die Agar-Hydrolase zerstorte das Agargewebe, und senkte die Agaroberfliche als

positive Testergebnisse.
2.2.3.5. Empfindlichkeit gegeniiber antibiotischen Hemmstoffen

Zur Differenzierung der Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme wurden die

Empfindlichkeitstests gegeniiber antibiotischen Hemmstoffen wie z.B. Antibiotika, Lysozym und
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Kalium-Tellurit anhand eines [0 6 mm-Filterblittchens aus der Zellulose (Dicke: 0,2 mm)
durchgefiihrt.

Als Grundmedien war TSA-Medium nutzbar, in dem separat sterilisierte 10 g I D-Glucose
erginzend zugetan wurde. Je 20 ml Agarmedium wurde auf [0 90 mm-Petrischale gegossen und
kondensiertes Oberflaichenwasser lie3 sich bei Raumtemperatur 24 ~ 48 Stunden lang trocknen. Je 1
ml Zellsuspension eines Teststammes (ODss6 =1,0 cm™) wurde auf drei Testagarplatten ausplattiert.
Uberfliissiges Oberflichenwasser lieB sich unter steriler Luftstrémung 2 ~ 4 Stunden lang trocknen.
17 Antibiotische Filterbliattchen und ein negatives Filterblattchen wurden auf drei Testagarplatten

regelméfig aufgesetzt, und die Platten wurden bei 30°C 24 ~ 72 Stunden inkubiert.

Tab. 2-4. Die Konzentration der Hemmstoffe pro [J 6 mm-Testbléitterchen

Hemmstoffe Menge
Ampecilin 10 pg
Carbenicillin 100 pg
Chloramphenicol 30 ug
Cyclohexamid 50 ug
Ethambutol 10 ug
Kanamycin 30 ug
Nalidixinsdure 30 ug
Penicillin G 10 pg
Polymyxin 30 ug
Rifampicin 30 ug
Streptomycin 10 pg
Suphadiazin 100 pg
Tetracyclin 10 pg
Oxoid Pseudomonas C-F-C 10 pg Cetrimid
+ 10 pg Fucidin
+ 50 pg Cephaloridin
Oxoid Pseudomonas C-N 200 pg Cetrimid
+15 pg Nalidixinséure
Lysozym 10 pg
Kalium-Tellurit (KTeO,) 37,5 ug
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Die eingesetzte Konzentration an den untersuchten antibiotischen Hemmstoffe (pro Filterblittchen)
wurde in der Tabelle 2-4 aufgefiihrt. Jede Hemmstoffelosung wurde bevor der Nutzung frisch
vorbereitet, und anhand eines [J 0,22pm-Membran-Filters sterilisiert.

Die Hemmungszone oder der Farbumschlag von Kalium-Tellurit wurde je 24, 48 und 72 Stunden

nach dem Versuchsbeginn beobachtet.
2.2.4. Numerische 2D-Analyse der taxonomischen Merkmale

Die Probleme der mathematischen Statistik bestehen darin, aufgrund von Kenntnissen iiber gewisse
Eigenschaften einer Teilmenge von Elementen, die einer gewissen Gesamtmenge entnommen sind,
etwas iiber die entsprechenden Eigenschaften der Gesamtmenge auszusagen. Diese Gesamtmenge
heiflt die Grundgesamtheit. An der Grundgesamtheit interessiert ein gewisses Merkmal, welches
zufallsbedingt ist und quantitativer oder qualitativer Natur sein kann (Bronstein & Semendjajew,
1989).

Unter einer Stichprobenentnahme vom Umfang n versteht man eine zufdllige Auswahl von n-
Objekten aus der Grundgesamtheit, wobei die Auswahl der einzelnen Objekte unabhéngig
voneinander geschieht. Das Ergebnis der Stichprobenentnahme, die Stichprobe vom Umfang n, ist
dann ein n-Paar (x;, x5, ***, x,) von Merkmalswerten.

Phenetische (numerische) Klassifizierung basiert auf die gesamte Ahnlichkeit zwischen lebenden
Organismen. Dabei versucht man alle mogliche Charakteristika zu untersuchen, und die mittlere
Ahnlichkeit abzuschitzen, vorausgesetzt, daB alle Charaktere eine gleiche Wichtigkeit (Wertigkeit)
haben. Die Klassifizierung wird schlieflich als sogenanntes Dendrogramm schematisch dargestellt,
wobei die 'Cluster’ in der trigonalen Matrix bei einem taxonomisch endgiiltigen Grenzwert
klassifiziert werden (Sneath & Sokal, 1973). Die trigonale Matrix besteht aus allen Koeffizienten
zwischen zwei Stichproben von biologischen Komponenten. In der klassischen Taxonomie wird ein
zweierlei Zahlsystem, wie z.B. {+, -} oder {1, 0}, iiblicherweise verwendet, um Testergebnisse
qualitativ zu bestimmen. Dementsprechend entwickelten sich bisher verschiedene Formeln fiir die
Koeffizientenabschétzung.

Aus realen Beobachtungen war es aber schwer, zufillige Erscheinungen mittels eines zweierlei
Zahlsystems genau zu bestimmen. Dabei befanden sich zahlreiche Zwischenwerte, wie z.B. 't'.

In dieser Arbeit konnte man mit Hilfe von einem Redox-Indikator Tetrazolium-violett (Fa., Sigma)
semi-quantitative Ergebnisse zuverldssig wieder herstellen (Bochner, 1989), wenn das
Farbumschlagen ohne jegliches Zellwachstum als ein undefinierbares Testergebnis bewertet wurde.

Jedes Testergebnis wurde mit einem Merkmalswert aus dem dreierlei Zahlsystem, {-1, 0, 1},
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bewertet, damit der statistische Korrelationskoeffizient zwischen zwei unabhingigen Stichproben
berechnet wurde, vorausgesetzt, daf3 sich biologische Erscheinungen nur unter statistischen
Bedingungen ereigneten, sogenannt ,,zufdllig" und ,,unabhédngig”. Fiir die Koordinierung von den
untersuchten biologischen Komponenten konnte man jeden statistischen Korrelationskoeffizienten (-1
< r £ 1) sowohl auf eine zweidimensionale Ebene als auch auf einen Dendrogramm schematisch
darstellen.

Um die biologischen Komponenten zweidimensional darzustellen, konnte man alle in dieser Arbeit
untersuchte Merkmale ins X- und Y-Testfeld beliebig einordnen, wie in der Tabelle 2-3 zu sehen ist.
Daraus wurden die untersuchten Merkmale entweder fiir ,taxonomisch relevant” oder
"stammspezifisch” gehalten.

Aus dem taxonomisch relevanten Testfeld X stellte sich die Mittelwertspalte des Aypothetischen
mittleren Organismus, HMO(X ), heraus, wie z.B. in der Tabelle 2-5 zu sehen ist. Die Realisierung

x', war der Mittelwert von allen j-Merkmalswerten (G1.2.9):

n
Zai;

HMO(X)=x'_/.=i:ln , i,y {1,204 (2.9)

Tab. 2-5. Ein Beispiel eines Diagonalfeldes X

X Stamm(S)) S; S; | S HMO(X )
Merkmal (X))

X] 1 0 eoe 0 &
n

Xz 0 _1 eee 0 &
n

Xm 0 1 eoe -1 M
n

Anm.

Diese Matrix besteht aus n Teststimmen in der ersten Zeile (S, i = 1,2,...,n) und m
Merkmalen in der ersten Spalte (X, j = 1,2, ...,m).

In die letzte Spalte 146t sich der hypothetische mittlere Organismus (HMO) stellen,
der mit dem Mittelwert von n-Merkmalswerten jeder Zeile berechnet wird.
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Auf dhnliche Weise stellte sich das hypothetische Mittel, HMO(Y), und die Realisierung ', aus
dem stammspezifischen Testfeld Y heraus (Gl. 2.10):

n

2.y

HMO(Y) = y'k = i:ln R i,k D{I,M,n}

(2.10)

Ein Zufallsvektor (S(X;), HMO(X)) vom Umfang n, (x,, x',), (X;,, x',), = , (x,, x',), wurde mit
einer Stichprobe, X;, und dem hypothetischen mittleren Organismus aus Diagonalfeld X

zusammengesetzt. Damit wurde die KorrelationskenngroBe, sog. der Korrelationskoeffizient,
berechnet (GI. 2.11).

Z; x; = x)(x' =x")
Korr(X,) = nj_

\/Z (g =x)" 2 (=)’

2.11)

Der Nenner der Bruchgleichung sollte keinen Null-Wert ergeben, wenn alle Merkmalswerte von
jedem Stamm oder vom hypothetischen mittleren Organismus nicht gleich sind, d.h., mindestens
sollte ein unterschiedlicher Wert in jedem Spalt vorhanden sein. Ein Teststamm S;, der aus einem Paar
des Korrelationskoeffizienten, Korr(X,,Y), bestand, wurde dann auf eine zweidimensionale Ebene
dargestellt, wie z.B. in der Tabelle 2-6. So konnte man einem Paar der Korrelationskoeffizienten,
Korr(X,,Y), vom Stamm S; mit dem zweidimensionalen Vektor einen geometrischen Standpunkt auf

eine XY-Ebene verordnen. Dabei lagen alle Korrelationskoeffizienten zwischen -1 und 1.

Tab. 2-6. Ein Beispiel eines Paares von XY-Koordinaten

X SX) _lY SY) _
Tests HMO(X) Tests HMO(Y)
X, Xit X', Y, it »
Xz xiz 'x'2 Yz yi2 y'Z
Korr Korr(X)) Korr Korr(Y))
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Diese zweidimensionale Darstellung von biologischen Komponenten ermdoglichte eine
Multivarianten-Analyse. Im Vergleich zur 'Cluster'-Analyse griindete sich die zweidimensionale
Darstellung von biologischen Komponenten nicht auf die kiinstliche Gruppierung, sondern jede
biologische Komponente wurde auf eine kontinuierliche XY-Ebene als ein Punkt zuféllig zugeordnet.
Um zahlreiche biologische Komponenten taxonomisch zu untersuchen, oder um die taxonomische
Ahnlichkeit zwischen den biologischen Komponenten und Clustern abzuschitzen, war die

zweidimensionale Darstellung besser als das Dendrogramm (Austin & Priest, 1986).
2.2.5. Distanz der Vektoren fiir die Ahnlichkeit

Um in einem Vektorraum Begriffe wie "Distanz zwischen einzelnen Vektoren oder zwischen
Vektorgruppen” und "Dispersititsgro3e einer Vektorgruppe” zu erfassen, muflite man den Vektorraum
mit einer zusdtzlichen Struktur, nidmlich die Metrik, verstehen. Das wurde mit Hilfe des

Skalarproduktes geschafft.

2.2.5.1. Distanz zwischen einzelnen Vektoren

Sei V ein Vektorraum. Zwei Vektoren, x= (a;, b;) und y = (ay, b,), gehdren zu dem Vektorraum, x, y
[ V. Unter der Norm |x| eines Vektors x /7 V versteht man die nicht-negative reelle Zahl

def
Ixll = vx* =4/a,> +b> .

In diesem Vektorraum, deren X-und Y-Achsen zwischen -1 und 1 lagen, betrug der maximale
Betrag 2+/2 zwischen zweien Vektoren. Um die Distanz zweier Vektoren zu normieren, konnte man

ein Skalarprodukt zwischen den Vektoren |x - y| = y/(a, —a,)? +(b, —b,)* durch 24/2 dividieren,

2.2.5.2. Dispersitiatsgrofle einer geometrischen Gruppe

In einem Vektorraum V seienVektoren, x; = (ay, b)), x> = (axb,) , --- , x, = (a,, b,), in einem dichten
Bereich. Zur Rechnung ihrer Dispersititsgrof3e wurde der arithmetrische Mittelwert M aus den dazu

angehorenden x- und y-Koordinaten berechnet (Gl. 2.12).

z Z =) =(a,b) (2.12)

Von dem Mittelwert M wurde die Dispersitiatsgrofe (D) der Vektoren mit den
Standardabweichungen von den x- und y-Koordinaten abgeschétzt (G1.2.13).
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Dispersitétsgroe (D) :(\/Z(c: —a) ,\/Z (l:; ) )=(0,,0)) (2.13)

Ein Verteilungsmuster eines Unterraums W konnte man als die Fliche einer Ellipse auf der XY-
Ebene verstechen (Green, 1979). Die Geometrie wurde mit der Dispersititsgrofe, D, und dem
Mittelwert, M, dargestellt (Gl. 2.14).

(x_f)z + (y_f)z <1 (2.14)

o, o,

2.2.5.3. Distanz zwischen Gruppen

Zwei Unterrdume, W; und W,, in einem Vektorraum ) lagen auflerhalb eines engen Bereiches

voneinander entfernt:
Wy ={x = (a,b)|x1, x,, 0, OV} und W, ={y = (a,b)|yy, v, MMy, OV}

Wie im Abschnitt (2.2.5.2) erwihnt, lieBen sich dichte Unterraume jeweils mit ihren Mittelwerten
(M) und geometrischen Dispersitdtsgrofen (D) darstellen (Gl. 2.15).

“\2 N2
o . xX—a -b
m= al’bl’axl’o-ylM:(al’bl)bD:(axl’qvl)b( 21) +(y 21) <1r,

Jyl Jxl

o - x—a,) -b,)’
W, = azabZaszaJszz(azabZ)aD:(szaayz)a( 22) +(y 22) =

1 2.15
0-y2 axZ ( )

Daraus wurde die Distanz zweier Unterraume mit dem Abstand zwischen ihren Mittelwerten
berechnet (GI. 2.16).

HMI - Mz” :\/(Ell —a)’ +(b —by)’ (2.16)



- 54-

Wiirden die Unterrdume in einem Vektorraum mit den Gleichungen (2.15) und (2.16) geometrisch

dargestellt, gdbe es verschiedene Beziehungen zwischen zweien Unterrdumen in der Abbildung 2-2.

Abb. 2-2 . Verschiedene Beziehungen zweier Unterriume auf einer Ebene.

War die Distanz der Mittelwerte von zweien Unterriumen groBer als die Summe ihrer
geometrischen DispersititsgroBen, wurden die beiden fiir unterschiedlich gehalten (Abb. 2-3(A), dann
Wi n W, = [0). War die Distanz der Mittelwerte von zweien Unterrdumen nicht groBer als die
Summe ihrer geometrischen Dispersititsgrolen, lieBen sich die beiden zu einer hypothetischen
grofleren Gruppe angehoren (Abb. 2-3(B), W n W, # 1, W, I W oder W, I W,). War eine Gruppe
eine Teilmenge von einer anderen Gruppe, war die erste eine Subgruppe von der letzten (Abb. 2-3(C),
dann W, [0 Wy).

2.3. pH-Messung

Die Bestimmung des pH-Wertes der Fliissigkeit erfolgte mit einer pH-EinstabmeBkette (Typ pH 539,
Fa. WTW, Weilheim). Die Eichung wurde mit Hilfe von technischen Pufferldsungen (TEP) wie pH
4,01, pH 7,00 und pH 10,00 (Fa. WTW) gemacht.

2.4. Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die qualitative und quantitative Analyse von Substanzgemischen erfolgte mittels einer Umkehrphase-

(‘reverse-phase’)-HPLC. Als mobile Phase wurde wiBriges Methanol unterschiedlicher Volumen-

Zusammensetzung in Gegenwart von 0,085 %(v/v) H3PO4 verwendet. Die FluBrate betrug 1 ~ 1,5 ml
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min”'. Proben wurden anhand eines mit einer 20 pl Injektionskapillare ausgeriisteten Autosamplers
injiziert.

Die Trennsiule enthielt ein Packungsmaterial von LiChrospher® 100-RP8 (LiChroCART® 125-4,
PartikelgroBe: 5 um, Fa. Merck, Darmstadt), die mit einer Vorsidule von LiChrospher® 100-RP8,
(LiChroCART®4-4, PartikelgroBe: 5 um, Fa. Merck) vor physikalischer Schidigung geschiitzt wurde.
FlieBmittel lie sich vor dem Gebrauch anhand einer [J 0,45pum-regenerierten Zellulosemembran
unter Vakuum (350 mbar) filtrieren.

Die HPLC-Anlage (Fa. Thermo Speparation Products, Darmstadt) bestand aus folgenden

Komponenten:

Pumpe : Gradientpumpe, SpectraSeries P200

Detektor : UV/VIS Multi-Channel Photodetektor, SpectraSystem UV2000
Integrator : ChromJet

Injektor : 20 ul Injektionskapillare

Autosampler : SpectraSeries AS100

Der FEinsatz eines Multikanal-Photodetektors mit Diodenarray ermoglichte die Aufnahme von
UV/VIS-Spektren wihrend der chromatographischen Trennung. Damit wurden UV-Spektren

zwischen 200 und 360 nm mit einem Intervall von 2 nm aufgenommen.

2.5. Galvanische Messung
Die Sauerstoffszehrung (-O, nMole ml”! min”' = pM min") wurde mittels einer Clark schen
Sauerstoffelektrode (Fa. Biolytik, Bochum) bei 30°C galvanisch gemessen.

Die Sauerstoffaufnahme wurde bevor und nach Zugabe eines Testsubstrates bei einer
Konzentration von 1 mM mit ganzen Zellen gemessen. Damit wurde die Differenz zwischen der
grundsétzlichen Zellatmung und der Substratatmung gerechnet. Indem eine beobachtete
Oxidationsrate (AO, min™, pO,) durch die eingesetzte Biomasse, wie z.B. optische Dichte bei 546nm

oder NaBgewicht (mg ml™), dividiert wurde, wurde die relative Sauerstoffaufnahmerate gerechnet.
2.5.1. Diethylether- und Ethanol-Oxidation

Die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase waren Schliisselenzyme fiir den Abbau von aliphatischen
Alkylethern. Die beiden Enzyme vom aliphatische Alkylether abbauenden Stamm DEES5151 wurden
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nach der Anzucht mit induziert. Die spezifische Enzymaktivitdit wurde nach einer modifizierten
Methode von van der Klei et al. (1990) mittels einer Clark’schen Sauerstoffelektrode jeweils in

Gegenwart von Diethylether oder Ethanol bei 30°C quantitativ bestimmt.

Diethylether + O, — Ethanol + Acetaldehyd [O-Dealkylase]
Ethanol + O, - Acetaldehyd + H,O, [Alkohol-Oxidase]
Acetaldehyd + O, — Essigsdure + H,O, [Alkohol-Oxidase]

Glutaraldehyd oder Ethylvinylether hemmten die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase bei der
Oxidation von Diethylether oder Ethanol mit ganzen Zellen. Wurden die Ruhezellen vom Stamm
DEE 5151 mit verschiedenen Konzentrationen an diesen Hemmstoffen versetzt, konnte man die O-

Dealkylaseaktivitdt und die Alkohol-Oxidaseaktivitét kinetisch untersuchen.

2.5.2. Bestimmung optimalen pH-Wertes

Um die optimalen pH-Werte fiir die Oxidationen von Diethylether und Ethanol zu bestimmen, wurden
die Enzymaktivititen mit ganzen Zellen in den folgenden Puffern von pH 4 bis 12 bei 30°C

untersucht.

pH 4 bis 6 : 50 mM Weinsdure
pH 6 bis 8 : 50 mM Phosphat
pH 8 bis 12: 50 mM Tris/HCI

2.6. Chemikalien
Es wurden handelstibliche p.a. Chemikalien der Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz),

Aldrich (Steinheim), Sigma (Deisenhofen), Lancaster (Miihlheim a. Main), Serva (Heidelberg) in

analytischer Reinheit verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Anreicherung und Isolierung

Bakterielle Stimme wurden aus verschiedenen Umweltkompartmenten isoliert, und ihre
Abbaufdhigkeiten fiir Etherchemikalien wurden untersucht. Die physiologischen und biochemischen
Untersuchungen und die taxonomische Klassifizierung wurden unter Abgleich mit den
Stammsammlungen der Abteilung biologische Abluftreinigung (ALR) am ISWA sowie unter
Verwendung von Stdmmen der Fraunhofer Gesellschaft Stuttgart (FhG) durchgefiihrt. Zum Vergleich
wurden einige Stimme von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSM) verwendet.

Die Hexan-abbauenden Stimme (HXN Stimme), die Styrol-abbauenden Stimme (VLB Stimme
u.a.) und die Vergleichsstimme wie z.B. Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens wurden zum Teile von Dipl.Biol. T. Plaggemeier
(Universitdt Stuttgart), Dipl. Biol. F. Albrecht (Universitit Stuttgart) und Frau G. Zelt (ISWA,
Universitét Stuttgart) freundlicherweise ausgehandigt.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stimme sind in Bezug auf ihre Herkiinfte und

Anreicherungssubstrate in der Tabelle 3-1 kurz dargestellt.

3.1.1. PAK-abbauende Stimme

Auf dem Weg von der Biodegradation und Biotransformation von schwer abbaubaren Chemikalien
tritt manchmal die Wechselanpassung (‘cross-acclimation') auf, durch die Microorganismen eine sich
erweiterte Enzymaktivitdt auf Substratanaloga gewinnen (Schmidt et al., 1993). Aulerdem konnen
Microorganismen Etherchemikalien unspezifisch bzw. cooxidativ abbauen, wenn die mit der anderen
Bindungsklasse induzierten Enzyme breite Substratspektren haben (Resnick & Gibson, 1993; Hyman
etal., 1994; Hur et al., 1997; Sato et al., 1997; Steffan et al., 1997).

Wegen der umfangreichen bzw. unerwarteten Abbauleistungen von Microorganismen, wurden
verschiedene PAK-Stdmme zum Teile in dieser Arbeit eingeschlossen, um die Abbaubarkeit von
ausgewihlten Ethern entweder durch enzymatische Wechselanpassung oder durch unspezifische bzw.

cooxidative Enzymreaktion zu untersuchen.
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Tab. 3-1 . Kurze Beschreibung der verwendeten Stiimme, beziiglich ihrer Herkiinfte und
Anreicherungssubstrate

Reinkultur Herkunft ~ Anreicherung/Anzucht” Taxonomie
PHE3112 BS In dieser Arbeit
PHE41 BS In dieser Arbeit
PHE42 BS In dieser Arbeit
PHE43 BS In dieser Arbeit
PHE222 COK In dieser Arbeit
PHE223 COK 3 mM Phenanthren In dieser Arbeit
PHE3 NS In dieser Arbeit
PHEI111 NS In dieser Arbeit
PHE112 NS In dieser Arbeit
PHE411 NS In dieser Arbeit
PHE121 RZ In dieser Arbeit
AOL301 CLx 0,1 % Anthracendl ¥ In dieser Arbeit
AOL302 CLx In dieser Arbeit
DSM6900 DSM Sphingomonas

3 mM Phenanthren yanoikuyae
DSM7526pale DSM7526 Sphingomonas
DSM7526dark Variante” paucimobilis
US1 Pyren -Reinkultur Pyren Mycobacterium sp.
S10 Pyren -Mischkultur In dieser Arbeit
PYR11 SA In dieser Arbeit
PYR101 SA In dieser Arbeit
PYR102 SA In dieser Arbeit
PYR103 SA In dieser Arbeit
PYR110 SA In dieser Arbeit
PYR200 SA 1~2 mM Pyren In dieser Arbeit
PYR210 SA In dieser Arbeit
PYR211 SA In dieser Arbeit
PYR212 SA In dieser Arbeit
PYR213 SA In dieser Arbeit
PYR300 SA In dieser Arbeit
PYR400 COK In dieser Arbeit
DPM201 Fluoren - 3 mM Fluoren In dieser Arbeit
DPM202 Mischkultur DPM200 In dieser Arbeit
DPO210 In dieser Arbeit
DPO320 Dibenzofuran'- In dieser Arbeit
DPO340 Stammsammlung (DPO) 3 mM Dibenzofuran In dieser Arbeit
DPQO360 Terrabacter sp.
DPO1361 Terrabacter sp.
POP100 BS 0,05 % Eugenol In dieser Arbeit
BZE101 BS 1~2 mM Dibenzylether In dieser Arbeit
DPE100 BS 1~2 mM Diphenylether In dieser Arbeit
P. putida 4MP1 ALR p-Kresol P. putida
JMP134 ° JMP134 Wildtyp 2,4-Dichlorphenoxyacetat Ralstonia eutropha
CLB250 ALR 2-Chlorbenzoesiure P. putida
BIB7 ALR Bibenzyl In dieser Arbeit
CLN200 CLx 2-Chlornaphthalin In dieser Arbeit
ANC100 NS+RZ Acenaphthochinon In dieser Arbeit
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PEG100 BS DiEG "-mono-butylether In dieser Arbeit
POB310 ALR 3-, 4-Phenoxybenzoesiure P. pseudoalcaligenes
DSM6506 DSM Naphthalin P. fluorescens
DSM8368 DSM P. putida
PCH201 Mischkultur PCH100 Phenylcyclohexan In dieser Arbeit
DBP100 Carbazol -Reinkultur 3 mM Carbazol Rhizomonas sp.
NBA100 Mischkultur WGQ 3 mM Anthranilsdure In dieser Arbeit
DBP200 NS/RZ-Mischung 3 mM Carbazol In dieser Arbeit
MARC2 BS Phenol Referenz m.o.” : Hefe
HXN400

HXNS500

HXN600

HXN1000 Hexan'-Bioreactor Hexan-gesittigte Atmosphire | T. Plaggemeier und
HXN1100 in dieser Arbeit
HXN1200

HXN1400

HXN1500

HXN1900

VLB120 Pseudomonas sp.
VLB130 Pseudomonas sp.
VLB140 In dieser Arbeit
VLB160 Styrol” - In dieser Arbeit
NCIB10643 Stammsammlung Styrol-gesattigte Atmosphire | psoudomonas Sp.
MLB120 Mycobacteriaceae
ELB120

M2A Styrol -Biofilter In dieser Arbeit
DOX2 BS 0,1 % 1,4-Dioxan In dieser Arbeit
DOX5 BS - 1,5 % Minimalagar In dieser Arbeit
MORI10 BS 0,1 % Morpholin In dieser Arbeit
DME SW 0,1 % Methyl-tert-butylether |In dieser Arbeit
DME2 BS - 0,1 % Methanol In dieser Arbeit
DSM1338 DSM In dieser Arbeit
4MOP100 BS 3 mM 4-Hydroxyanisol In dieser Arbeit
DEOB100 BS 2 mM 1,4-Diethoxybenzol In dieser Arbeit
DEOB200 BS In dieser Arbeit
DMOB200 BS 2 mM 1,4-Dimethoxybenzol |Referenz m.o.” : Pilz
St116 U. Karlson 2-Methoxyphenol

St117 U. Karlson Rhodococcus
1D90-364 DSM Id. ” von St116 rhodochrous
1D90-365A DSM Id. ” von St117

1D90-365B Variante A und B Anisol « Phenetol

MOP100 K.Kiser (Wechselanpassung) Rhodococcus sp.
St127 St117-Variante In dieser Arbeit
MOP102 MOP100-Variante In dieser Arbeit
MOB100 BS In dieser Arbeit
MOB600 BS In dieser Arbeit
THF100 BS Tetrahydrofuran In dieser Arbeit
THF102 BS L1 In dieser Arbeit
THF200 BS Tetrahydropyran In dieser Arbeit
THEF202 BS L1 In dieser Arbeit
THF400 BS Diethylether In dieser Arbeit
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DEES301 BS In dieser Arbeit
DEES302 BS In dieser Arbeit
DEES303 BS In dieser Arbeit
DEES5304 BS 0,1 % Diethylether In dieser Arbeit
DEES32 BS In dieser Arbeit
DEES331 BS In dieser Arbeit
DEES311 BS In dieser Arbeit
DEES312 BS In dieser Arbeit
DEES313 BS In dieser Arbeit
DEES5314 BS 0,1 %v/v Diethylether In dieser Arbeit
DEES316 BS In dieser Arbeit
DEES15 BS In dieser Arbeit
DEES151 BS In dieser Arbeit
g 6 BS 0,1 % DiEG-mono-butylether In d¥eser Arbe¥t
PEG602 BS _. 0,1 % Diethylether In dieser Arbeit
PEG603 BS ’ In dieser Arbeit
PEG604 BS In dieser Arbeit
DBE720 BS 0,1 % Di-n-butylether In dieser Arbeit
EVE331 DEE5331Dee” " 0,1 % Ethylvinylether In dieser Arbeit
EVE332 0,1% Toluol In dieser Arbeit
EVE3041, rot |DEE5304Dec™ " 0,1 % Ethylvinylether In dieser Arbeit
EVE3042, gelb 0,1% Toluol In dieser Arbeit
EVE305 BS 0,1 % Ethylvinylether In dieser Arbeit
EVE341, rot BS 0,1% Toluol In dieser Arbeit
EVE342, gelb BS In dieser Arbeit
EVE314 DEE5314Dee” 0,1 % Ethylvinylether In dieser Arbeit
EVE201,rot |DBE720Dee 0,1 % Ethylvinylether In dieser Arbeit
EVE202, gelb In dieser Arbeit
E. coli

B. subtilus ALR-Stammsammlung Komplexmedien (z.B. TSA) |Referenz m.o.”
P. putida (Zelt,G., Uni.Stuttgart)

P. aeruginosa

P. fluorescens

Anm.

Das Probekennzeichen wurde so abgekiirzt wie eine Belebtschlammprobe (BS), eine Kokerei-Bodenprobe
(COK), eine Bodenprobe aus Neustadt (NS), eine Bodenprobe aus Rositz (RZ), eine Humusprobe aus
Schwébischer Alb (SA), eine Humusprobe aus dem Schwarzwald (SW) und eine mit Chlorbenzolen-
kontaminierte Bodenprobe (CLXx).

Jeder Stamm wurde durch Anreichrung mit einer Chemikalie bei der gegebenen %igen oder Mole
Konzentration isoliert. Einige Stimme &nderten Wachstumssubstrate (-), oder ergaben eine
Wechselanpassung auf die Substratanaloga ( ~ oder | 1).

Die Referenzquellen von den aufgefiihrten taxonomischen Arbeiten sind in der Tabelle 2-1 des Kapitels 2
"Material & Methode’ angegeben.

Anthracendl als ein Anreicherungssubstrat wurde von der deutschen Montan-Technologie (DMT) fiir
Rohstoff-Energie-Umwelt geliefert. Eine Grammenge enthielt Naphthalin (11,7 mg), Acenaphthen (26,0
mg), Fluoren (54,4 mg), Phenanthren (119,4 mg), Anthracen (4,2 mg), Fluoranthen (74,4mg), Pyren (41,3
mg), Benz(a)anthracen (1,3 mg), Chrysen (1,1 mg) als die Hauptkomponenten und Benzo(b)fluoranthen,
Benzo(k)fluoranthen, Benzo(a)pyren, Dibenz(a,h)anthracen, Benzo(g,h,i)-perylen, Indeno(1,2,3-c,d)pyren
als Nebenkomponenten (< 0,1 mg) ('Standort’ Institut fiir Boden- und Umweltanalyse, Ludwigsburg).

S. paucimobilis DSM7526 #nderte sich wihrend der Stammerhaltung und Uberimpfung zufillig nach zwei
morphologischen und physiologischen Phenotypen, ndmlich DSM7526pale und DSM7526dark.
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6) Anstelle alten systematischen Namens von Alcaligenes eutrophus wurde der neue Name von Ralstonia
eutropha vorgeschlagen (Yabuuchi et al., 1995).

7) DiEG: Diethylenglykol

8) Als Vergleichsstimme wurden ein Candida-artiger Hefestamm MARC2, ein Chrysosporen-bildender
Pilzstamm DMOBI100, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens und Pseudomonas putida verwendet.

9) ID90-364 und ID90-365 leiteten sich von den Originalstimmen St116 und St117 ab, deren systematischen
Namen von der DSM als Rhodococcus rhodochrous genannt wurden. Diese Stimme wurden von Dr. U.
Karlson (Dadnemark) freundlicherweise geliefert. Wahrend der getrennten Stammerhaltung mit Aralkylether
wie z.B. Anisol oder Phenetol zeigte der Stamm ID90-365 zufillig eine Wechselanpassung und die
morphologische und physiologische Stammverdnderung an. Die Stammvarianten wurden mit dem A und
dem B unterschiedlich gemacht.

10) Die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme (Dee-) verloren spontan ihre ganze Abbaufdhigkeit fiir
Ether in engem Zusammenhang mit ihrer Pigmentdnderung von orangenfarben nach rot. Die roten
Mutantstimme wurden innerhalb der EVE-Stammgruppe eingeordnet. Die Koloniefarbe mancher roten
EVE-Stamme dnderte sich noch mal nach gelb bei Anwesenheit von Ethylvinylether.

Die Phenanthren-abbauenden Isolate wurden durch Anreicherung mit 3 mM Phenanthren als
einziger C/E-Quelle aus verschiedenen Proben isoliert. Die zwei Stimme davon, ndmlich AOL301
und AOL302, wurden durch Anreicherung mit 0,1 %(v/v)igem Anthracendl (Deutscher Montan-
Technologie fiir Rohstoff-Energie-Umwelt, Ludwigsburg) aus einer mit Chlorbenzol-Derivaten
kontaminierten Bodenprobe isoliert. Hierzu wurden die zwei bekannten Stdmme Sphingomonas
yanoikuyae DSM6900 (Kahn et al., 1996) und Sphingomonas paucimobilis DSM7526 (Mueller et al.,
1990) in der Phenanthren-abbauenden Stammgruppe eingeschlossen. Wahrend des Wachstums auf
Minimalagarplatten mit 3 mM Phenanthren, wurde der Referenzstamm S. paucimobilis DSM7526 als
aus zwei phénotypischen Varianten bestehend erkannt. Die beiden Stammvarianten verwerteten noch
Fluoranthen als einzige C/E-Quelle so gleich wie der Ausgangsstamm S. paucimobilis DSM7526. Die
Stamme DSM7526dark und DSM7526pale unterschieden sich voneinander wéhrend des Wachstums
auf Minimalagarplatten mit Phenanthren. Die Kolonien vom Stamm DSM7526dark sahen 'dunkel
(dark)’ aus, und die Kolonien vom Stamm DSM7526pale waren 'hell (pale)’. Der Stamm
DSM7526pale wuchs mit Phenanthren schneller als der Stamm DSM7526dark.

Die Staimme AOL301 und AOL302, die aus einer mit Chlorbenzol-Derivaten kontaminierten
Bodenprobe von einem ehemaligen Produktionsstandort der chemischen Industrie isoliert wurden,
verwerteten hauptsidchlich Phenanthren als ein Wachstumssubstrat. Der Stamm AOL301 konnte auch
Naphthalin als eine C/E-Quelle verwerten. Phenanthren war der hdchste Mengenanteil (119,4 mg) von
den im Anthracendl vorkommenden PAKSs (ca. 334 mg pro Gram Anthracendl, Standort-Institut fiir
Boden- und Umweltanalyse, Ludwigsburg). Daher herrschten die beiden Stimme wéhrend des

Wachstums mit Anthracenol in der Probe vor.
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Abb. 3-1. Emulgierungskraft des Anthracendéls mit Zellen und die dadurch bedingte
Zelltoxizitit: (A) 0,2 %iges Anthracendl ergab die stirkste Emugierung mit dem
Stamm AOL302 (initiale ODsssnn = 0,147) ca. 2 Stunden nach Versuchsbeginn bei
30°C. (B) Nach der Zugabe 0,2 %igen Anthracenols nahmen die Kolonie-bildenden
Einheiten von Bacillus subtilis(m), Escherichia coli((]) schnell ab, wihrend der KBE-
Wert vom Stamm AOL302 (e ) zunahm.

Anthracendl zeigte Emulgierungseffekte auf die Zelle an. Die hochste Zellemulgierung erfolgte mit
0,2 %(v/v)igem Anthracendl (Abb. 3-1A). Kurz nach der Zugabe 0,2 %igen Anthracendls nahmen die
Kolonie-bildenden Einheiten von den Referenzstaimmen, wie z.B. Bacillus subtilis und Escherichia
coli, stark ab, aber der KBE-Wert vom Stamm AOL302 nahm zu (Abb. 3-1B). Die Abnahme der
Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) von Bacillus subtilis und Escherichia coli beruhte wahrscheinlich
auf die Zellemulgierungskraft des Anthracendls und die dadurch bedingte Zelltoxizitit.

Die anderen Phenanthren-abbauenden Isolate konnten auch meistens Anthracendl als C/E-Quelle
langsam verwerten, aber das Wachstum erschwerte sich in Gegenwart von 0,05 %(v/v)igem oder
mehr Anthracendl. Die Phenanthren-abbauenden Stimme AOL301 und AOL302 nicht nur bauten
Phenanthren ab, sondern sie waren auch gegeniiber Anthracendl bis zur hohen Konzentration
widerstandsfahig. Damit nutzten die Stimme AOL301 und AOL302 Anthracendl zu ihrem Vorteil,

um sich als Hauptverwerter zu entwickeln.

Vierzehn Pyren-abbauende Stimme wurden in dieser Arbeit isoliert, und ihre Abbaupotentiale
wurden untersucht. Davon wurden elf Staimme PYRI11, PYR101, PYR102, PYR103, PYR110,
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PYR200, PYR210, PYR211, PYR212, PYR213 und PYR300 aus einer Humus-Bodenprobe von
Schwibischer Alb isoliert. Hingegen sind die bekanntesten Pyren-abbauenden Stimme, wie z.B.
Mycobacterium sp. PYRI, bisher aus PAK- bzw. Petroleum-kontaminierten Proben isoliert worden
(Heitkamp et al., 1988a und1988b; Boldrin et al., 1993). So wurde der Stamm PYR400 aus einer
Kokerei-Bodenprobe isoliert. Der Stamm Mycobacterium sp. US1 und eine Pyren-abbauende
Mischkultur FHG/S, woraus die Reinkultur S10 stammte, wurden von der Fraunhofer Gesellschaft

Stuttgart freundlicherweise geliefert.

Bisher wurden verschiedene Fluoren bzw. Dibenzofuran-abbauende Stimme (DPM/DPO-Stamme)
aus unterschiedlichen Anreicherungsquellen isoliert, und in der Stammsammlung von der Abteilung
biologische Abluftreinigung gesammelt. Die Stimme DPO210 und DPO1361 wurden aus einer
Wasserprobe vom Rhein (Strubel et al., 1989), und DPO360 und DPM200 aus einer Kokerei-
Bodenprobe von Essen (Strubel, 1991), und DPO320 und DPO340 aus einer Belebtschlammprobe des
Klarwerkes Stuttgart-Biisnau (Schmid, A. jetzt ETH, Zurich) stammend isoliert.

Der systematische Name vom Stamm DPO1361 wurde einmal durch die Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) als Brevibacterium sp. genannt (Strubel et al.,
1991). Andererseits haben Schmid et al. (1997) die Stimme DPO360 und DPO1361 als Spezies
innerhalb von Terrabacter neu eingeordnet.

Der Stamm DPM200 ergab widhrend des Wachstums mit Fluoren zwei unterschiedliche
Phenotypen, DPM201 und DPM202.

Zur Gewinnung der Carbazol-abbauenden Mikroorganismen wurde eine Bodenmischung von
Neustadt und Rositz mit 3 mM Carbazol angereichert. Daraus wurde der Stamm DBP200 isoliert. Der
Carbazol-abbauende Stamm DBP100, dessen 16S-rDNA Teilsequenzierung 98,5 %zige Homologie

mit der Gattung Rhizomonas ergab (Dohms, 1995), wurde auch in dieser Arbeit eingeschlossen.

AuBlerdem wurden die Stimme PCH201 und CLN200 aus den entsprechenden Mischkulturen
PCH200 und CLN100 rein isoliert. Die Stimme BIB7 und POB310 wurden aus der Stammsammlung
in der Abteilung biologische Abluftreinigung am ISWA der Universitdt Stuttgart entnommen. Diese
Reinkulturen besaflen die jeweilige Abbaufihigkeit fiir Phenylcyclohexan(PCH), 2-Chlor/2-
Methylnaphthalin (CLN), Bibenzyl (BIB) und 3-Phenoxybenzoesdure (POB).

Diese Stimme werden in der folgenden numerischen Taxonomie verwendet, und ihre

Wachstumsmuster und Abbaufihigkeiten werden mit ausgewidhlten Chemikalien untersucht.
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3.1.2. Phenylether und Benzylether abbauende Stimme

Der Diphenylether-abbauende Stamm DPE100 und eine Dibenzylether-abbauende Mischkultur
DBEI, die von H.-J. Feiten (jetzt ETH, Ziirich) isoliert worden sind, aus der Stammsammlung der
Abteilung ALR entnommen. Zur Isolierung von Reinkulturen wurde die Mischkultur DBE1 mit 2 mM
Dibenzylether weiter angereichert. Daraus stammten die Stimme BZE101 und BZE102, die
Dibenzylether als einzige C/E-Quelle verwerteten konnten. Thre Koloniemorphologie unterschied sich
auf TSA-Medien deutilich voneinander: Die Kolonien vom Stamm BZE101 waren griin und
schleimig, und die Kolonien vom Stamm BZE102 waren griin und glattrandig.

Diese Diphenylether- und  Dibenzylether-abbauenden Stdmme waren morphologisch und
physiologisch dhnlich miteinander. Sie zeigten eigene Substratspezifitit auf Diphenylether oder
Dibenzylether: Der Stamm DPE100 konnte nur Diphenylether abbauen, wihrend die Stidmme
BZE101 und BZE102 nur Dibenzylether abgebaut haben.

Wie im Abschnitt 1.2.2 erwdhnt, baute der Stamm DPE100 Diphenylether wahrscheinlich durch
eine Dioxygenierungsreaktion ab (Engesser et al., 1990; Schmidt et al., 1992a und 1992b; Pfeifer et
al., 1993). Biologische Abbauwege von Dibenzylether sind noch unklar, aber hinsichtlich seiner
chemischen Abbaumechanismen wurde angenommen, daB3 eine oxidative Hydroxylierung am
Methylen-C-Atom zum Abbau des Benzylethers geschieht (Watanabe et al., 1989).

Benzylphenylether ist die einfachste Modellverbindung fiir diejenige Etherbindungsklasse, in der
eine Benzylgruppe und eine Phenylgruppe etherisch verkniipft werden. Die biologischen Abbauwege
sind von hohem Interesse, da Benzylphenylether nicht ohne Grund wichtige Modellsysteme zur
Untersuchung des Ligninabbaues sind (McSweeney, 1994). Der Diphenylether-abbauende Stamm
DPE100 oder die Dibenzylether-abbauenden Stamme BZE101 und BZE102 bauten jedoch keinen
Benzylphenylether ab. In dieser Arbeit wurden verschiedene Proben mit Benzylphenylether
angereichert, damit sich Benzylphenylether-abbauende Kulturen erhielten, aber keine untersuchte

Probe hatte die Fahigkeit zum Abbau des Benzylphenylethers.

3.1.3. Polyethylenglykol (PEG)-abbauende Stimme

Zur Anreicherung und Isolierung von PEG-abbauenden Mikroorganismen wurden entweder PEG6000
(Polyethylenglykol, M,,=6000) und Brij58 (Polyoxyethylen(20)-cetylether) bei einer Konzentration
von 0,1 %(w/v) als einzige C/E-Quelle genutzt. Im Rahmen des Screenings wurde eine schnell
wachsende Mischkultur aus Belebtschlammproben erhalten, und daraus wurde der Stamm PEG100

isoliert.



- 65-

Der Stamm PEG100 zeigte ein langsames Wachstum mit 1 %igem PEG6000 oder 1 %igem Brij58.
Hingegen wuchs er schnell mit monomerem oder dimerem Glykol, wie z.B. Ethylenglykol,
Diethylenglykol oder Diethylenglykol-mono-butylether. Der Stamm PEGI100 baute eher kurze
Glykole ab, wie z.B. Monomere und Dimere, als hochmolekulare Polyglykole. Wiirden diese Mono-
bzw. Di-Glykole beim Polyglykolabbau durch eine Mischkultur hergestellt, spielte dabei der Stamm
PEGI00 als ein sekunddrer Abbauer eine Rolle. Der Stamm PEGI00 wuchs nicht mit
Diethylenglykol-di-butylether, der keine Hydroxylgruppe an den beiden terminalen C-Atomen besalB.
Der Stamm PEGI100 griff wahrscheinlich ein hydroxyliertes terminales C-Atom von
niedermolekularen Glykolen primér an.

Zusitzlich wurden die orangenfarbenen Stimme PEG601, PEG602, PEG603 und PEG604 durch
Anreicherung mit 1 %igem Brij58 aus derselben Belebtschlammprobe isoliert. Diese orangenfarbenen
Staimme konnten weder Polyglykol PEG6000 noch monomeres bzw. dimeres Glykol, wie z.B.
Ethylenglykol, Diethylenglykol, Diethylenglykol-mono-butylether und Diethylenglykol—di-butylether,
als Substrate verwerten. Daraus wurde angenommen, dal3 sie nur von Brij 58 (Polyoxyethylen(20)-
cetylether) freigesetzte Cetylgruppe als C/E-Quelle verwerteten. Ihre Morphologie und
Wachstumsphysiologie waren mit denen von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen
dhnlich. So verwerteten diese beiden Stammgruppen charakteristischerweise aliphatische Alkylether,
Phenetol und Dibenzylether als einzige C/E-Quelle. Deshalb wurden die Stimme PEG601, PEG602,
PEG603 und PEG604 in der PEG-abbauenden Stammgruppe nicht eingeschlossen, sondern in der
aliphatische Alkylether-abbauenden Stammgruppe (siche Abschnitt 3.1.4.3).

3.1.4. Alkylether-abbauende Stimme

Alkylether, die Alkylgrupp(n) einerseits oder beiderseits von der Etherbindung enthielten, wurden
beziiglich ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften in die folgenden Bindungsklassen
aufgegliedert.

i) Aralkylether: Anisol und Phenetol

ii) Cyclische Alkylether: Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran, 1,4-Dioxan, und
Morpholin
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iii) Aliphatische Alkylether: Diethylether und Di-n-butylether (gesattigt und nicht-
verzweigt), Ethylvinylether (ungesittigt), Methyl-tert-butylether und
Isopropylether (verzweigt)

Jede Modellchemikalie wurde zur Anreicherung und Isolierung der abbauenden Mikroorganismen

bei einer finalen Konzentration von 0,05 ~ 0,1 %(v/v) als einzige C/E-Quelle genutzt.

3.1.4.1. Aralkylether-abbauende Stamme

Der Stamm Rhodococcus rhodochrous St116 wurde von Karlson et al. (1993) als ein Anisol-Abbauer
gekennzeichnet, und er induzierte zwei unterschiedliche Cytochrome-P450, ndmlich P450gg; und
P450grg> je nach der Anzucht mit 2-Ethoxyphenol oder 4-Methoxybenzoesiure. Der Bericht lag vor,
daB der andere Stamm R. rhodochrous St117 kein Anisol-Abbauer war.

Wihrend des Wachstums mit Aralkylether, wie z.B. Anisol oder Phenetol, ergaben diese Stimme
umgekehrte Wachstumsvermogen. So verwertete der Stamm St117 Anisol und Phenetol als einzige
C/E-Quelle, aber der Stamm St116 wuchs damit nicht oder nur langsam. Um eine mdgliche
Stammverwechselung, die sich in der Stammsammlung der Abteilung biologische Abluftreinigung
ereignen konnte, auszuschlieBen, wurden die urspriinglichen Stimme R. rhodochrous 1D90-364
(St116) und R. rhodochrous 1D90-365 (St117) von Prof. Dr. U. Karlson (Dinemark)
freundlicherweise geliefert, und in dieser Arbeit getrennt untersucht. Daraus wurde festgestellt, dal3
die verkehrten Wachstumsmuster nicht von den Stammverwechselungen verursacht wurden, sondern
dal die morphologischen und physiologischen Stammverdnderungen dafiir verantwortlich waren.
Wurden diese Stamme St117 und ID90-365 auf Minimalagarmedien tiber luftgesattigtem Aralkylether
angezogen, evolvierten sich daraus die Stimme St127 und ID90-365B. Die Stammvarianten St127
und ID90-365B zeigten eine schleimige Koloniemorphologie in Gegenwart von Aralkylether,
wihrend die Urstdmme St117 und ID90-365 unregelmifBige Kolonieform bildeten.

Der Stamm MOP100 von Késer (1993) zeigte auch eine &dhnliche morphologische und
physiologische Verdnderung wihrend des Wachstums mit Aralkylether. Der Bericht lag vor, daf3 der
Stamm MOPI100 urspriinglich kein Anisol-Abbauer war, sondern daBl er hauptsidchlich in einer
Anisol-abbauenden Mischkultur Guajakol abbaute. Guajakol wurde wihrend des Abbaues von Anisol
durch eine bakterielle Mischkultur als ein Zwischenmetabolit nachgewiesen. Diese Mischkultur
stammte aus einer Belebtschlammprobe des Klarwerks Stuttgart-Biisnau. Wahrend der langfristigen
Kultivierung in der Phenetol- bzw. Anisol-gesittigten Atmosphire, evolvierte sich der Stamm
MOP100 als ein Aralkylether-Abbauer.
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Tab. 3-2. Der 'TAR’-Wert" der Aralkylether-abbauenden Stimme, die sich bei Anwesenheit
von Aralkylether morphologisch und physiologisch verindern.

Testmedien St116 St117 St127 | MOP100 | MOP102
TSA [10°xKBE mI'] ? | 21,2+0,6 | 28,3+2.5 | 37,446 | 60,9+5,1 | 29,5499

TAR [%] ¥ =| DMMyop | <0,0015 | 0,0012~ | 0,017~ | <0,0030 | 0,0007 ~
(DMM/TSA) 0,012 0,13 0,0014
x100 DMM;os | <0,0012 | 0,018~ | 0,056~ | <0,00001 [ 0,0098 ~
0,035 0,17 0,125
Anm :

Der TAR (Total Available Recovery)-Wert" war ein prozentuales Verhiltnis der unter selektiven
Bedingungen Kolonie-bildenden Einheit zur unter nicht-selektiven Bedingungen.

Die KBE-Zahl auf Trypticase-Soja-Agar (TSA)-Medien” wurde als die gesamte Lebendzellzahl (100
%) bestimmt. Mit dem TSA-Triplikat wurde der KBE-Wert durchschnittlich bewertet.

Der TAR (%)-Wert” wurde nach der Gleichung (2.1) im Abschnitt 2.1.7.1 berechnet. Das Minimum
Wert und das Maximum Wert wurden aus dem Triplikat von Minimalagarplatten in Gegenwart
von Aralkylether wie z.B. Anisol (MOB) oder Phenetol (EOB) als einziger C/E-Quelle bestimmt.
Jeder Test wurde unter Abgleich mit der negativen Wachstumskontrolle durchgefiihrt.

Dabei verdnderten sich seine Morphologie und Wachstumsphysiologie so dhnlich wie bei den
Stammen St117 und ID90-365. Davon wurde die Stammvariante MOP102 abgeleitet. Diese
Stammvariante MOP102 war morphologisch eher mit den oben genannten Stammvarianten St127 und
ID90-365B &dhnlich, als mit dem Urstamm MOP100. Die Koloniemorphologie von der Stammvariante
MOP102 war schleimig, aber der Urstamm MOP100 zeigte eine unregelmiBige Form. Wurde das
prozentuale Verhéltnis der mit Aralkylether-gewachsenen Koloniezahl gegeniiber der auf TSA-
Medien ausgezdhlten Kolonie-bildenden Einheit (KBE) gerechnet, ergaben die evolvierten Stimme
St127 und MOP102 hohere 'TAR'-Werte als die Urstimme St117 und MOP100 (Tab. 3-2). Die
evolvierten Stimme St127 und MOP102 wuchsen mit Aralkylether besser als die Urstimme. Der
niedrige 'TAR'-Wert war eigentlich auf die Zelltoxizitdt von Aralkylethern zurlickzufiihren. Je groBBer
der 'TAR'-Wert war, desto besser wuchs der Teststamm mit Aralkylether, d.h., die Stimme St127 und
MOP102 paliten sich an Aralkylether um so mehr an.

Actinomyceten vermdgen, sich sowohl in Okosystemen als auch in Laborkulturen morphologisch
und physiologisch zu verdndern (Locci & Sharples, 1984; Locci, 1988). Insbesondere verdndern sie
sich hédufig wahrend des Stoffwechsels schwer wasserloslicher Chemikalien wie z.B. Kohlenwasser-
stoffen (Hommel, 1990). Die morphologische und physiologische Verdnderung hat einen
Zusammenhang mit ihren biochemischen Anderungen. Aus der Betrachtung unterschiedlicher

Morphologie kann man einen physiologischen — i.e. aktiven oder inaktiven — Zustand eines Stammes
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erkennen (Goodfellow & Williams, 1983). So gehen Nocardia-féormige Bakterien von einem
pilzartigen Koloniebild im Hungerzustand beim Ubergang zum Wachstum in eine normale von
Bakterien geahnte Kolonieform iiber. Die Tatsache, dal sich bei Anwesenheit von Aralkylether
unregelméfige Kolonieform von den Stdmmen St117 und MOP100 nach der schleimigen und
glattrandigen Form von den Stammvarianten St127 und MOP102 dnderte, zeigte die fundamente
Adaptation an toxischen Aralkylethern an. Daher brachten die morphologischen und physiologischen
Verdnderungen eine Aktivitdtsdnderung fiir den Abbau von Aralkylethern in Zusammenhang.

Phenetol hatte eine grofere Kraft zur morphologischen und physiologischen Stammverdnderung

als Anisol. Phenetol vermochte, in der fliissigen Kulturen Zellen zu emulgieren.

(A)
400
—e— Anisol: a=4,29 x 10, b=3,60 x 10
—o— Phenetol: a=4,08 x 10, b=3,44 x 107
< 350 -
% 1/T =a X log,, [1/mmHg] + b
g
£ (B)
|_
300 A
Log,,[1/mmHg]
0.01 0.1 1
0 20 40 60 80 100 120

Dampfdruck [mmHg]

Abb. 3-2. (A) Die Kurven der Dampfdriicke von Anisol und Phenetol vs. die Temperatur
[K]. (B) Aus den reziproken Linien ergaben die logarithmischen
Dampfdruckswerte eine hohe Geradheit (a < 0,0001) fiir die Abschitzung von den
Konstanten a und b : Die Daten sind aus Weast et al. (1987) entlehnt.

Diese Zellemulgierung beruhte wahrscheinlich auf die geringe Wasserloslichkeit von Phenetol (ca.
4,70 mM bei Raumtemperatur in H;Opjgesr) und auf den niedrigen Dampfdruck. Wurden die

Teststimme mit Phenetol angezogen, lag die sich daran angepafte Zellzahl mehr als bei der Anisol-
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Anzucht. Anisol bewirkte hingegen bis zu 10 mM keine Zellemulgierung (Wasserloslichkeit: ca.
13,60 mM). Henry’sche Dampfdriicke dieser beiden Aralkylether wurden mit der Temperatur [K]
nach einer Gleichung (GI. 3.1) bewertet.

1
?:axloglo( j + b (3.1

mmHg

Der Kehrwert von Temperatur [T'] korrelierte signifikant mit dem Logarithmus des Kehrwertes
von Dampfdruck [mmHg"'] (Abb. 3-2). Damit wurden die Konstanten a und b abgeschitzt. Die
empirischen Daten wurden in 'Handbook of Chemistry and Physics 67" (Weast et al., 1987 )
aufgefiihrt. Anisol besal einen Dampfdruck von 4,99 mmHg bei 30°C, wobei der Dampfdruck des
Phenetols 2,20 mmHg betrug.

Phenetol war wegen seines Emulgierungsvermogens toxischer als Anisol. Die evolvierten Stimme
St127 und MOP102 waren dagegen in gewissem Malle widerstandsfahig, da sich ihre Morphologie
(z.B. Membrankomposition) unter diesem Substratstre3 gedndert hatte. Als ein Beispiel wurde der
Stamm MOB600 mit Phenetol angezogen. Wurde in Wasser unldsliches Phenetol mit zehnminutiger
Wairmebehandlung bei 55°C entfernt, nahm die optische Dichte iiber dem Séttigungsgrad des
Phenetols dramatisch ab (Abb. 3-3).

1.0
_m— Anisol Abb. 3-3. Typische Wachstumsmuster vom
e Aralkylether-abbauenden Stamm MOB600
& bei verschiedenen Konzentrationen an Anisol
% oder Phenetol: Die initiale optische Dichte
ﬁ betrug 0,175 fiir Anisol und 0,145 fiir Phenetol.
5 05 —e--  Phenetol Die angegebene optische Dichte wurde 48
A ohne Wéarme )
° Stunden nach Versuchsbeginn gemessen.
_g’ Phenetol-Kulturen wurden ohne oder mit 55°C
gl —e— Phenetol Wirme 10 Minuten behandelt, ohne/damit sich
mit Warme in Wasser unlosliches Phenetol beseitigte.
Anisol bewirkte keine Zellemulgierung bis zu
0.0 e 10 mM.

0 5 10
Substrat [mM]



-70-

Zur Isolierung der Aralkylether-abbauende Neustimme wurden Proben mit 0,05 %(v/v)igem
Anisol angereichert. Daraus wurden die Stimme MOBIO0 und MOB600 aus einer
Belebtschlammprobe isoliert. Die Morphologie des roten Stammes MOB100 war mit den oben
genannten Aralkylether-abbauenden Stimmen &hnlich. Seine morphologische und physiologische
Charakteristika dnderte sich jedoch wihrend des Stoffwechsels von Aralkylethern nicht.

Der cremefarbene Stamm MOB600 zeigte einen anderen Phédnotyp im Vergleich zu den oben
genannten Aralkylether-abbauenden Stdmmen. Myzelartiger Stamm MOB600 bildete weder Spore
noch Substratmyzel, und seine Koloniemorphologie war glattrandig ohne Randstruktur, Fruchtkorper
auf Agarmedien. Die Zellen wurden in der spiteren Wachstumsphase nicht fragmentiert, wie beim
sogenannten Stdbchen/Kokken-Kreislauf (pleomorph) zu sehen ist. Der Stamm MOB600 wuchs nicht
(nur langsam) auf Komplexmedien, wie z.B. TSA, NA, und R2A, ohne zusitzliches aromatisches
Substrat (z.B. Phenol).

Von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stdmmen, die im allgemeinen mit Phenetol wuchsen,
verwerteten die zwei Stimme DEES5311 und DEE515 auch Anisol als einzige C/E-Quelle. Aufer
diesen zwei Stdmmen diente Anisol nicht zum Wachstum fiir die anderen aliphatische Alkylether-
abbauenden Stdamme. Wurden die Aralkylether-abbauenden Stimme, einschlieBlich der aliphatische
Alkylether-abbauenden Stamme DEES5311 und DEES1S5, mit Anisol oder Phenetol angezogen,

ergaben alle ein dhnliches Wachstumsmuster miteinander (Abb. 3-4).

1.0

(A)

Abb. 3-4. Typische Wachstumsmuster vom
Aralkylether-abbauenden Stamm MOB600:
Der Stamm MOB600 wurde entweder (A) mit
Phenetol oder (B) Anisol unter der gleichen
Testbedingung angezogen, und als Inokulum
(B) verwendet. Die Wachstumsversuche wurden in
fliissigen Minimalmedien mit 5 mM Phenetol
(M) oder 5 mM Anisol (A) bei 30°C
durchgefiihrt. Jede negative Wachstumskontrolle
(®) wurde unter der gleichen Testbedingung
gemacht.

OD bei 546 nm

0 25 50 75 100
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Tab. 3-3. Die Wachstumsparameter und die Hemmkonstante” wihrend des Wachstums von
den Aralkylether-abbauenden Stimmen mit toxischem Aralkylether, wie z.B. Anisol
oder Phenetol

Substrat Anisol Phenetol
Parameter Hinax Ky | .. /K| Kg K Ky |1 /K| Ky
DEE5311 2,66 175 0,015 | 0,072 | 0,065 3,79 0,017 5,03
St127 5,14 34,8 0,195 | 0,059 1,79 53 0,034 | 0,052
MOP102 0,083 5,17 0,016 5,21 1,50 49,7 0,030 | 0,051
MOB100 0,41 9,07 0,045 0,62 2,88 61,3 0,047 | 0,012
MOB600 0,16 11,2 0,014 3,84 0,25 13,4 0,019 1,15

Anm.
Die Wachstumsparameter und die Hemmkonstante" wurden durch eine nicht-lineare Anpassung
nach der Gleichung (2.8) abgeschitzt. Die Rechnung began mit der Eingabe der sich nicht-

negativ ergebenen U K¢ und K, -Initialwerten, und fithrte periodisch zur hohen

max 2

statistischen Signifikanz fiir alle Wachstumsparameter.

Wurde ihr spezifisches Wachstum bei verschiedenen Konzentrationen an Anisol oder Phenetol
untersucht, konnte man erkennen, dall Anisol oder Phenetol eine Substrat-Hemmung bewirkte. Die
hemmende Wachstumskurve wurde nach der Gleichung (2.8) im Abschnitt 2.2.3.1 durch eine nicht-
lineare Anpassung angepalit, und die daraus resultierten Wachstumsparameter und Hemmkonstante
wurden in der Tabelle 3-3 aufgefiihrt. War die Substrat-Konzentration genug niedrig (Ks>> [S]), ergab
sich eine lineare Wachstumsrate, (/K . Dabei iibten Substrate im wesentlichen nur geringe
Toxizitdt aus. Das Wachstum war um so schneller, wenn die lineare Wachstumsrate gro3er war. Aus
diesen Wachstumsversuchen wurde die Hemmkonstante eines toxischen Substrates, K, , durch eine
nicht-lineare Anpassung um so niedriger abgeschitzt, wenn das Substrat aufs Wachstum toxischer
einwirkte.

/K =0,195), aber
das Wachstum erschwerte sich mit geringer Zunahme des Anisols (K = 0,059 mM). Die Stdmme
MOP102 und MOB600 wuchsen mit Anisol langsam (4, /K = 0,014 ~ 0,016). Trotzdem hatten sie
demgegeniiber eine hohe Toleranz (K, = 3,84 ~ 5,21 mM). Der aliphatische Alkylether-abbauende
/K= 0,014 ~ 0,017).
Anisol hemmte das Wachstum mit zunehmender Konzentration um so stérker ([K S,] nisor =0,072 mM),
= 5,03 mM). Der Stamm MOB600

Der Stamm St127 wuchs mit niedriger Konzentration an Anisol schneller ( i

max

Stamm DEES5311 wuchs langsam mit geringem Anisol oder Phenetol (i

max

aber Phenetol bewirkte darauf eine geringe Hemmung ([K s1] Phonetol
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besall eine hohe Widerstandfahigkeit gegen die beiden Aralkylether. Daher entwickelte sich dieser

Stamm bei einer hohen Konzentration an Aralkylethern als Hauptverwerter.

Zusitzlich wurden Proben mit 1,4-Dimethoxybenzol oder 1,4-Diethoxybenzol angereichert, damit
1,4-dialkoxylierte Benzol/Phenol-abbauende Mikroorganismen isoliert wurden. Diese Bindungsklasse
ist von groBBer Bedeutung zur Erkldrung iiber die aromatische O-Methylierungs- und O-
Demethylierungsreaktionen. Extrazelluldre Lignin-Peroxidase von Weillfaulepilzen katalysiert diese
reversiblen Reaktionen mit Di-methoxylierten Benzolen (Valli & Gold, 1991; Hammel, 1992). Thre
Radikale sind noch stabiler als der bekannteste Radikaltrdger Veratrylalkohol-Kation (Joshi & Gold,
1996), wenn 1,4-Dimethoxybenzol-Derivate beim Ligninabbau mit extrazelluldren Lignin-
Peroxidasen als diffundierende "Radikaltrdger” fungieren.

Chinone vermogen, in Wasser zu polymerisieren, und die Fliissigkeit zu schwirzen. Damit konnte
man einen Umsatz von 1,4-Di-alkoxylierten Benzolen zu O-dealkylierten Hydrochinon- bzw. Chinon-
Derivaten nicht ohne Grund erkennen.

Wenn der Stamm 4MOP1 mit 4-Methoxyphenol langsam wuchs, wurden Hydrochinon- bzw.
Chinon-Derivate nicht oder nur gering detektiert. Die 1,4-Diethoxybenzol-abbauenden Stimme
DEOB100 und DEOB200 bauten 1,4-Diethoxybenzol unvollstindig ab, um nur die O-Ethylgruppe(n)
als einzige C/E-Quelle zu verwerten. Wiahrend ihres Wachstums mit 1,4-Diethoxybenzol wurden
daher Chinon-Derivate ins Medium ausgeschieden. Die Stimme DEOB100 und DEOB200 setzten
auch 1,4-Dimethoxybenzol ohne Wachstum um, wobei eine intensive Schwirzung der Fliissigkeit
beobachtet wurde.

Der schwarze Pilzstamm DMOBI100 wurde durch Anreicherung mit 1,4-Dimethoxybenzol
zusitzlich aus derselben Belebtschlammprobe isoliert. Er verwertete verschiedene alkoxylierte
Benzole als einzige C/E-Quelle, wie z.B. 1,4-Dimethoxybenzol, 1,4-Diethoxybenzol und Anisol, nicht
aber Phenetol. Dieser Pilzstamm wurde als ein Vergleichsstamm verwendet. Jede Probe wurde bevor
der Anreicherung mit Cycloheximid (500 pg ml™) versetzt, und alle Agarmedien wurden mit Zugabe
dieses Agens (50 ug ml™") vorbereitet, um bekterielle Stimme selektiv zu isolieren. Daher wurde der
offentlich demgegeniiber resistente Pilzstamm DMOBI100 als ein vermutliches Pathogen gehalten
(Collins & Lyne 1984), und bei jedem Versuch mit grofiter Vorsicht behandelt.

3.1.4.2. Cyclische Alkylether-abbauende Stimme

Der Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran-abbauende Stamm THF400 wurde von H.-J. Feiten (jetzt

ETH, Ziirich) aus einer Belebtschlammprobe des Klarwerkes Stuttgart-Biisnau isoliert und in dieser
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Arbeit untersucht. Der Stamm THF400 verwertete auch Diethylether. Es ist bekannt geworden, daf3
cyclische Alkylether-Abbauer im allgemeinen Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran und Diethylether als
einzige C/E-Quelle verwerten (Bernhardt & Diekmann, 1991; Parales et al., 1994).

Zur Isolierung der cyclische Alkylether-abbauenden Neustimme wurden Proben mit 0,05 % igem
Tetrahydrofuran oder Tetrahydropyran angereichert. Dadurch wurden die Stimme THF100, THF102,
THF200 und THF202 aus einer Belebtschlammprobe isoliert.

Alle Stimme verwerteten Tetrahydrofuran(THF), Tetrahydropyran(THP) und Diethylether (DEE)
als Wachstumssubstrate. Sie verwerteten weder Aralkylether noch die anderen aliphatischen
Alkylether mit lingeren Kettenldngen wie z.B. Di-n-propylether. Zum Beispiel wurde das typische
Wachstumsmuster vom Stamm THF200 mit Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran, oder Diethylether
untersucht (Abb. 3-5). Der Stamm THF200 verwertete Tetrahydrofuran, Tetrayhdropyran, und
Diethylether in #hnlicher Weise. Ahnliche Wachstums/Abbaufihigkeit fiir Tetrahydrofuran,
Tetrayhdropyran, und Diethylether wurde mit dem cyclische Alkylether-abbauenden Stamm
Rhodococcus ruber 219 nach Bock et al. (1996) bestitigt. Damit wurde gerechnet, dall diese drei

Ethersubstrate mit demselben Enzymsystem initial abgebaut werden

2.0
1.5

(A)

Abb. 3-5. Typische Wachstumsmuster vom
Stamm THF200 mit Tetrahydrofuran (15

= 15 - (B) mM, V), Tetrahydropyran (15 mM, A) oder
% 10 4 Diethylether (15 mM, m) bei 30°C: Der Stamm
2 ' wurde bevor dem Versuch jeweils (A) mit
8 0.5 - Diethylether, (B) Tetrahydrofuran , oder (C)
2.0 * Tetrahydropyran angezogen, und als Inokulum
15 - (C) verwendet. Jeder negative Wachstumskontrolle
10 - (@) unter der gleichen Testbedingung gemacht
0.5
0 25 50 75 100

Zeit(h)
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In der Abbildung 3-6 handelt es sich um die Wachstumsverhalten des Stammes THF100 bei
verscheidenen Konzentrationen an Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran und Diethylether. Diese
Etherverbindungen wirkten auf die Zelle toxisch ein. Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran bewirkten
eine Substrat-Hemmung bei den Wachstumsversuchen mit dem Stamm THF100 in &hnlicher Weise.

Im Vergleich dazu war die Zelltoxizitit des

Diethylethers bis zu 10 mM gering.
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8 05 - Abb. 3-6. Typische Wachstumsversuche mit

o ' —e— Diethylether dem Stamm THF100 bei verschiedenen

—A— Tetrahydrof .
i e raerorran Konzentrationen an Tetrahydrofuran,
—m— Tetrahydropyran .
Tetrahydropyran und Diethylether: Die
angegebene optische Dichte wurde 48 Stunden
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nach Versuchsbeginn gemessen.
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In der Tabelle 3-4 geht es ums spezifische Wachstum von den cyclische Alkylether-abbauenden
Stdimmen mit Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran oder Diethylether. Beim Versuchsbeginn wurde jeder
Ether von Null bis 25 mM eingesetzt. Die Wachstumsparameter und die Hemmkonstante wurden
durch eine nicht-lineare Anpassung von den spezifischen Wachstumskurven nach der Gleichung (2.6)
abgeschitzt. Die lineare Wachstumsrate, 4 /K; , mit geringem Tetrahydrofuran oder
Tetrahydropyran war dhnlich, d.h., die Stimme verwerteten Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran in
dhnlicher Weise. Der Stamm THF400 ergab eine langsame Wachstumsrate (4, /K, = 0,006 ~ 0,007)
fiir alle getestete Ether. Trotzdem hatte der Stamm THF400 eine hohe Toleranz gegeniiber
Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran. Daher wuchs er bei einer hohen Konzentration an cyclischen
Alkylethern ohne deutliche Hemmung. Die cyclische Alkylether-abbauenden Stdmme lieBen sich,
beziiglich der linearen Wachstumsrate, /4 /K;, und Hemmkonstante, K ;,, wihrend des Wachstums

mit Tetrahydrofuran oder Tetrahydropyran, in die folgenden Gruppen unterteilen:
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Tab. 3-4. Die Wachstumsparameter und die Hemmkonstante wéihrend des Wachstums von
THF-Stimmen mit Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran oder Diethylether

Substrat Tetrahydrofuran Tetrahydropyran Diethylether
Parameter | M. | K Hna)/Ks Ky | Hoax | K /’(na)/KS Ky | Huax | K Mnax/KS Ky

THF100 | 0,141 7,98 0,018 | 830 ]0,203| 13,2 | 0,015 [5,41]0,076 | 4,02 | 0,019 | 5,66
THF102 5,20 | 396 | 0,013 | 0,10 | 4,74 | 347 | 0,014 [0,10| 1,16 | 149 | 0,078 | 0,28
THF200 0,26 [ 16,1 | 0,016 | 2,94 10,082 | 5,33 | 0,015 |31,0]0,068 | 3,34 | 0,020 | 68,1
THF202 3,32 | 256 | 0,013 |0,097] 2,77 | 227 | 0,012 ]0,14] 0,064 ] 3,20 | 0,02 | 9,88
THF400 | 0,022 3,91 | 0,006 | nd.” 0,031 | 4,74 | 0,007 |[650] 1,73 | 237 | 0,007 | 0,15
Anm.
n.d.: die Hemmkonstante von Tetrahydrofuran, K, , fiir den Stamm THF400 wurde bei diesem

Wachstumsversuch bis zu 25 mM nicht bestimmt.

Subgruppe 1: hohe g /K- und hohe K, -Werte (z.B. THF100 und THF200)
Subgruppe 2: hohe 4 /K- und niedrige K, -Werte (z.B. THF102 und THF202)
Subgruppe 3: niedrige /4, /K;- und hohe K, -Werte (z.B. THF400)

Die Y, /K- und K -Werte ergaben sich wihrend des Wachstums mit Diethylether vom Stamm

zum Stamm unterschiedlich.

Zusitzlich wurde versucht, die Anreicherung und Isolierung von 1,4-Dioxan- und Morpholin-
abbauenden Mikroorganismen zu realisieren.

Einige Studien lagen vor, daB3 einige cyclische Alkylether-abbauende Stdmme auch 1,4-Dioxan
verwerteten (Bernhardt & Diekmann, 1991; Parales et al., 1994). Aber in dieser Arbeit wurde kein
Abbau von 1,4-Dioxan durch cyclische Alkylether-abbauende bakterielle Kulturen bestitigt. Bock et
al. (1996) berichtete, da3 Rhododcoccus ruber 219 1,4-Dioxan nur cooxidativ abbaute. Obwohl 1,4-
Dioxan chemisch mit Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran &hnlich ist, ist die biologische
Abbaubarkeit anders, d.h., ein anderes Enzymsystem beteiligt sich am Abbau des 1,4-Dioxans. 1,4-
Dioxan ist zum biologischen Abbau in der anderen Bindungsklasse einzuordnen.

Durch Anreicherung mit 0,1 %(v/v)igem 1,4-Dioxan entwickelten sich die Stimme DOX2 und
DOXS5 als Hauptkomponenten in einer Belebtschlammprobe. Diese Stimme zeigten eine gleitende

Beweglichkeiten, und wuchsen mit Agar ohne zusidtzliche C/E-Quelle. Aufgrund dieser
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charakteristischen Merkmale wurden die beiden gram-negativen Stimme innerhalb der Cytophaga-
Flexibacter Stammgruppe gekennzeichnet. Agar befindet sich aus zwei Kohlenhydraten. Davon
besitzt ein Kohlenhydrat eine intramolekulare Etherbindung (Abb. 3-7). Intramolekulare
Etherbindung macht Agar schwer abbaubar. Wenn Mikroorganismen Agar als einzige C/E-Quelle
verwerten, wird Agar entweder vollstindig durch intramolekulare Etherspaltung oder unvollstindig
ohne Etherspaltung abgebaut. Im letzten Fall hdufen sich Anhydridmolekiile als “dead-end” Produkte
an.

Die Stimme DOX2 und DOXS5 wuchsen in fliissigen Minimalmedien weder mit 1,4-Dioxan noch
mit hoch gereinigter Agarose (Ash < 2%, Sigma). Es war daher unklar, ob diese Stimme 1,4-Dioxan
abbauen konnten. Diese Stimme schienen gegeniiber 1,4-Dioxan resistant zu sein, da sie sich ans

Strukturanalogon Anhydridmolekiil gew6hnten .

(0]
H,OH Abb.3-7. Struktuelle Einheiten des Agars: L(-)-
(0]
Galactose Anhydrid davon enthalt eine
—CH
© 2 intramolekulare Etherbindung zwischen den 3- und 6-
— OH n
| _ C-Atomen

-D-Galactopyranosid-1,4-3-
L-Galactopyranosid Anhydrid

Der Stamm MORI10 wurde durch Anreicherung mit 0,1 %(v/v)igem Morpholin aus derselben
Belebtschlammprobe isoliert. Der griine und schleimige Stamm MORI10 wuchs auf Stickstoff-freien
Minimalagarplatten mit 0,1 %(v/v)igem Morpholin. Dieser Stamm ergab kein Wachstum entweder in
fliissigen Minimalmedien mit Morpholin als einziger C/E- (mit zusitzlichem NH; /NO5 -Stickstoff),
oder C/N-Quelle (ohne =zusitzlichen Stickstoff), oder auf Minimalagarplatten ohne Zusatz von
Morpholin. Sein Wachstum erfolgte immer auf festen Agarplatten mit Morpholin als einzige C/N-
Quelle. Wihrend der Kultivierung auf Agarplatten wurde groBe Menge an Exopolymeren hergestellt.
Daher war er nur schleimig abzuzentrifugieren (bis 15000 % g). Sein Wachstumsfahigkeit ging
innerhalb einer Woche auf Komplexmedien, wie z.B. TSA, NA und R2A-Agarmedien, total verloren,

und die Aktivitdt erhielt sich auf Minimalagarplatten mit 0,1 %igem Morpholin einen Monat.
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3.1.4.3. Aliphatische Alkylether-abbauende Stimme

Durch Anreicherung mit 0,1 %igem Diethylether wurden die aliphatische Alkylether-abbauenden
Stimme DEE5301, DEE5302, DEES5303, DEES5304, DEES32, DEES331, DEES311, DEES312,
DEES5313, DEES314, DEES316, DEES1S und DEES151 aus Belebtschlammproben des Klarwerks
Stuttgart-Bilisnau erfolgreich isoliert. Thre Koloniemorphologie wurde auf TSA-Agarplatten
unterschiedlich gemacht. Durch Anreicherung mit 0,1 %igem Di-n-butylether wurde der Stamm
DBE720 aus einer Belebtschlammprobe zusitzlich isoliert. Wie im Abschnitt 3.1.3 erwdhnt, wurden
die Stimme PEG601, PEG602, PEG603 und PEG604, die durch Anreicherung mit 0,1 %igem Brij58
(PEG(20)-cetylether) aus einer Belebtschalmmprobe isoliert worden waren, in dieser Stammgruppe
eingeschlossen.

Innerhalb der aliphatische Alkylether-abbauenden Stammgruppe wiesen alle Staimme ein dhnliches
Wachstumsmuster auf. Alle aliphatische Alkylether-abbauende Stamme verwerteten verschiedene
aliphatische Alkylether, wie z.B. Diethylether, Di-n-propylether, Di-n-butylether, Di-n-pentylether,
Di-n-hexylether, Di-n-heptylether, eine Mischung von 2- und 3-Isoamylether, und Ethyl-tert-
butylether (ETBE) als einzige C/E-Quelle. Kein aliphatische Alkylether-Abbauer wuchs mit
cyclischem Alkylether, wie z.B. Tetrahydrofuran oder Tetrahydropyran. Aufler den zwei Stimmen
DEES311 und DEES15 verwerteten die meisten aliphatische Alkylether-abbauende Stamme kein
Anisol (siche Abschnitt 3.1.4.1).

30 mM
40 mM

50 mM

/

Abb. 3-8. Typische Wachstumsverlauf vom
e 20mM Stamm DEES32 mit verschiedenen Konzen-
trationen an  Diethylether bei 30°C:
Diethylether wurde als einzige C/E-Quelle von
Null bis 50 mM eingesetzt. Ca. 40 Stunden nach

OD bei 546 nm
N
|

m 10mM .
Versuchsbeginn wurden zugeschlossene Teflon-
14 beschichte Kolbendeckel, worin Diethylether
iiber 30 mM eingesetzt wurde, locker gedreht
v 5mM

und quasi 30 min lang offen stehen gelassen
(Pfeil), um frische Luft zuzufiihren

Kontrolle

Zeit (h)



-78-

Aus aufgenommener Substratspektren waren Tetrahydrofuran und  Tetrahydropyran
charakteristische Wachstumssubstrate fiir die cyclische Alkylether-abbauenden Stammgruppe, und
Anisol fiir die Aralkylether-abbauende Stammgruppe, und Di-n-propylether und Dibenzylether fiir die
aliphatische ~ Alkylether-abbauende Stammgruppe. Zum Beispiel wurde das typische
Wachstumsverhalten vom Stamm DEES532 mit Diethylether untersucht (Abb. 3-8). Die Biomasse
nahm mit der eingesetzten Konzentration an Diethylether bis zu 30 mM proportional zu. Auferhalb
dieser Tendenz trat einem Tag nach Versuchsbeginn ein hemmender Effekt des Diethylethers {iber 30
mM auf.

In der Tabelle 3-5 geht es ums spezifische Wachstum von den aliphatische Alkylether-abbauenden
Stimmen mit Diethylether. Beim Versuchsbeginn wurde Diethylether von Null bis 25 mM eingesetzt.
Die aliphatische Alkylether-abbauenden Stidmme zeigten eine hohere Toleranz gegeniiber
Diethylether als die cyclische Alkylether-abbauenden Stimme (vgl. Tab. 3-4).

Tab. 3-5. Die Wachstumsparameter und die Hemmkonstante wihrend des Wachstums von den
aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen mit Diethylether

Substrat Diethylether
Parameter Hiax K /e K
DEE5301 0,189 5,29 0,036 n.d.”
DEE5303 0,187 4,00 0,047 n.d.
DEE532 0,203 4,32 0,047 n.d.
DEE5331 0,188 7,65 0,025 n.d.
DEE5312 0,200 4,94 0,040 n.d.
DEE5313 0,188 7,69 0,024 n.d.
DEE5314 0,165 5,62 0,029 n.d.
DEE515 0,180 4,98 0,036 n.d.
DEE5151 0,190 3,88 0,049 n.d.
DEE5316 0,199 3,57 0,056 n.d.
PEG601 0,192 597 0,032 n.d.
DBE720 0,176 6,17 0,029 n.d.

Anm.
n.d."” Die Hemmkonstante des Diethylethers, K , , war bei diesem Versuch bis zu 25
mM nicht abschétzbar
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Die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme wuchsen mit Diethylether deutlich schneller (tq =
3 ~ 4 h) als die cyclische Alkylether-abbauenden Stdmme (tg = 9 ~ 10 h). Obwohl der Stamm THF102
mit geringem Diethylether (Ks >> [S]) schneller wuchs (4, /Ky = 0,078), erschwerte sich sein
Wachstum mit geringer Zunahme des Diethylethers ( K, = 0,28 mM). Hingegen war die
Wachstumsrate von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen bei einer hohen Konzentration
([S] > Ks) schnell (umax = 0,165 ~ 0,203). Wurde dieselbe Belebtschlammprobe mit 0,1 %igem
Diethylether (ca. 10 mM) angereichert, entwickelten sich nur die aliphatische Alkylether-abbauenden
Stamme als Hauptverwerter. Daran scheinen die cyclische Alkylether-abbauenden Stimme eine
Nebenrolle zu spielen.

In Gegenwart von Diethylether wies die spezifische Wachstumskurve von den aliphatische
Alkylether-abbauenden Stammen keine Substrat Hemmung (Gl. 2.8) auf, sondern gehorchte einem
hyperbolischen Wachstumsmodell (GI. 2.6).
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Abb. 3-9. (A) Das spezifische Wachstum vom Stamm DEE532 mit Diethylether und (B)
die reziproke Linie nach der Gleichung (2.7) im Kapitel 2.2.3.1): Die realen
MeBpunkte in der Abbildung (A) wurden aus den den zwei unterschiedlichen
Wachstumsmodellen untersucht, und die daraus resultierten Hyperbeln (1) und (2)
wurden mit den entsprechenden /4. - und K¢ -Werten nach der Monod-Gleichung

dargestellt. Die Wachstumsparameter fiir die Kurve 1 (...... ) wurde aus der nicht-
lincaren Anpassung nach der Gleichung (2.8) abgeschidtzt wurden. Die
Wachstumsparameter fiir die Kurve 2 (I ) wurden aus der reziproken Linie in
der Abbildung (B) berechnet wurden.
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Die Hemmkonstante des Diethylethers, K, , wurde aus der nicht-linearen Anpassung mit der
Gleichung (2.8) zu grof3 (K ,>10000) abgeschitzt. Das Unendliche der Hemmkonstante nédhert die
Variable, [S]/K, , an den Null-Wert an (K, - o = [S]/K, —0). Daher sah die spezifische
Wachstumskurve hyperbolisch aus.Aus der  reziproken Linie (Gl. 2.7) der spezifischen
Wachstumskurve vom Stamm DEES532 her, wurden die 4, - und K-Werte jeweils mit 0,192 und
3,59 abgeschitzt (Abb. 3-9B). Vergleichend damit wurden die ¢ - und K- Werte aus der nicht-
linearen Anpassung nach der Gleichung (2.8) jeweils mit 0,203 und 4,32 abgeschétzt. Aus den zwei
unterschiedlichen Konstantenabschédtzungen resultierten die Hyperbeln (1) und (2) in der Abbildung
3-9(A). Die Kurve (1), deren u  -und K,-Werte nach der Gleichung (2.8) abgeschitzt wurden,
stellte die realen MeBpunkte besser dar, als die Kurve (2), deren u  -und K, -Werte aus der
reziproken Linie nach der Gleichung (2.7) abgeschétzt wurden.

Die zu grofe Hemmkonstante des Dicthylethers schien fiir die kinetische Darstellung der
spezifischen Wachstumskurve vom Stamm DEES532 keine Wertigkeit zu haben, da die ganze
Modellgleichung (2.8) davon gering beeinfluPt war. Trotzdem war der damit abgeschitzte Wert aber
zur genauen Darstellung der realen MeBpunkte nicht zu ignorieren. Die spezifische Wachstumsrate, p,

war abhidngig im wesentlichen nicht nur von den g, - und K, -Werten, sondern auch von der

max

Hemmbkonstante des Diethylethers, d.h., Diethylether wirkte auf die Zelle in gewissem Mafe toxisch.
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Abb. 3-10. Ein unausgewogenes Verhiltnis zwischen der gesamten Biomasse (Nafl-gewicht, @ ) und
der Lebendzellzahl (KBE, m) wihrend des Wachstums vom Stamm PEG602 mit
Diethylether: Diethylether wurde zu einer Konzentrationsdifferenz von 10 mM téglich
zugegeben. Je nach der Probenahme wurde der pH-Wert gemessen (V). Beim
Versuchsbeginn war der pH-Wert 6.8.
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Andererseits wurde die toxische Wirkung von Diethylether auf die lebenden Zellen vom Stamm
PEG602 auf R2A-Agarplatten untersucht, indem die zunehmende Gesamtbiomasse (NaBgewicht g 17)
und die sich vermehrende Lebendzellzahl in Zusammenhang gebracht wurden (Abb. 3-10). Die
gesamte Biomasse nahm hyperbolisch zu, aber die Lebendzellzahl war damit nicht proportional.
Wihrend des Stoffwechsels von Diethylether erhdhte das schnelles Wachstum kein Abbaupotential
der lebenden Zellen. Dabei war die volumetrische Menge an aktiven Enzymen konstant, da die
Enzymmenge mit der aktiven Zellzahl unerheblich korreliert. Ahnlich berichtete Tsukamura (1990),
daB3 Mycobakterien auch in fliissigen Dubos-Medien ein unausgewogenes Wachstum aufweisen. Die
aliphatische ~Alkylether-abbauenden Stidmme vermochten, wéhrend des Stoffwechsels von
Diethylether die schnelle Absterberate mit ithrem schnellen Wachstum auszugleichen. Daher scheint
die schnelle Wachstumsrate eine Uberlebensstrategie von den aliphatische Alkylether-abbauenden
Stammen in Gegenwart toxischen Diethylethers zu sein.

Wihrend des Stoffwechsels des Diethylethers wurde die Fliissigkeit angesduert. Die saure
Flissigkeit wirkte wahrscheinlich auf die Zelle in der spdteren Wachstumsphase toxisch ein. Diese
Vermutung tauchte aus dem typischen Wachstumsverhalten vom Stamm DEE532 wieder auf (Abb.3-
8), wobei die optische Dichtezunahme in der stationdren Wachstumsphase mit Diethylether von 30
mM bis 50 mM keine Proportionalitit hatte. Einem Tag nach Versuchsbeginn nahm die gesamte
Biomasse mit Diethylether {iber 30 mM nicht mehr zu. Wenn Diethylether eine Substrat Hemmung
ausilibte, wiirde das Wachstum vom Versuchsbeginn gehemmt. Daher befand sich eine zusétzliche
Hemmwirkung in der spdteren Wachstumsphase, wie z.B. die Ansduerung der Fliissigkeit. Eine
HPLC-Ion-Exklusion-Sdule (Aminex® HPX-87H, 300%x7,8 mm, Fa. Bio-RAD, USA) war
verwendbar, um organische Sduren wie z.B. Essigsdure (9,3 min), Ameisensdure (8,7 min), Oxalsdure
(5,0 min), Glykolsdure (7,6 min) und Glyoxylsdure (5,8 min) bei 210 nm quantitativ zu analysieren.
Als FlieBmittel wurde 0,01 N H,SO4 verwendet (FlieBrate; 1 ml min™"). Bevor der Analyse wurden
alle Proben mittels einer Ultrafree-CL Membran (Polysulfone, 10000 NMWL, Fa. Millipore, Japan)
bei 4°C, 2000 x g (Fa. Beckman) filtriert. Keine Sduren wurde aber als Folgemetabolite vom Abbau
des Diethylethers nachgewiesen. Die Fliissigkeit scheint mit den Abbauprodukten von Diethylether
nicht angesduert zu werden. Vermutlich wurde saure Zellprodukte ausgeschieden, oder alkalische
Néhrstoffe (z.B. Ammonium) von dem Vorrat vollig verbraucht. Aus diesen Experimenten konnte
man erkennen, dal3 die aliphatische Alkylether-abbauenden Stamme wéhrend des Stoffwechsels des
Diethylethers entweder auf die Substrat Hemmung des Diethylethers oder die Ansduerung der

Umgebung unbedingt stof3en.
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AuBlerdem wurde es versucht, Cad-verzweigte Alkylether-abbauende Mikroorganismen zu
isolieren, indem Proben mit 0,1 %igem Methyl-tert-butylether (MTBE) oder Isopropylether
angereichert wurden. Diese Etherbindungsklasse wird bei der Herstellung der Benzin-
Antiklopfbrennstoffe in den USA breit verwendet. Seit einiger Jahren wird massive Menge an diesen
Chemikalien, die sich fiir human-carcinogen halten, in die Luft freigesetzt. Daher ist der mikrobielle
Abbau von groflem Interesse.

Isopropylether-abbauende Mikroorganismen wurden aber weder in Reinkulturen noch in
Mischkulturen erhalten. Die MTBE-abbauenden Staimme DME und DME2, die mit Methyl-tert-
butylether als einiger C/E-Quelle langsam wuchsen, wurden jeweils aus einer Humus-Bodenprobe des
Schwarzwaldes und einer Humus-Bodenprobe von Schwibischer Alb isoliert. Die beiden konnten
Methanol als einzige C/E-Quelle verwerten, nicht aber tert-Butanol. Diese C;-Verwerter scheinen

Methyl-tert-butylether unvollstindig abzubauen.

3.1.4.4. Spontane Mutation der aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme

Durch spotane Genmutation verloren die aliphatische Alkylether-abbauenden Stidmme ihre vollige
Abbau-/Wachstumsfahigkeit. Die Proportion der defektiven Zellzahl nahm zeitlich zu. Das
Mutationsereignis lieB sich mit der Pigmentédnderung der orangenfarbenen Wildtyp-Kolonie nach rot
auf TSA-Platten erkennen. Die orangenfarbenen Wildtyp-Kolonien wuchsen jedenfalls mit

Diethylether, das die roten Kolonien nicht mehr verwerteten.
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In der Abbildung 3-11 geht es um die zeitliche Pigmentéinderung vom Stamm PEG602 in engem
Zusammenhang mit dem Verlust seiner Abbaufahigkeit fiir Diethylether. Die rote Koloniezahl nahm
wihrend der Kultivierung vom Stamm PEG602 auf TSA-Platten mit der Rate von ca. 3,5 % pro
Woche zu, und die orangenfarbene Koloniezahl nahm hingegen proportional ab. Die Diethylether-
abbauende Koloniezahl korrelierte positiv mit der orangenfarbenen Koloniezahl. Keine rote Kolonie
wuchs mit Diethylether bis zur eingesetzten Kolonie-bildenden Einheit von 1,3 x10° ml". Diese
Pigmentinderung beruhte daher nicht auf eine morphologische und physiologische Veridnderung,
sondern auf eine Genmutation. Dadurch verlor die Zelle ihre ganze Abbaufdhigkeit fiir aliphatische
Alkylether, Phenetol und Diebenzylether. Damit wurde festgestellt, daB3 sich dasselbe Enzymsystem
am Abbau von aliphatischen Alkylethern, Phenetol und Dibenzylether beteiligt.

Der vollige Verlust ihrer Etherabbaufdhigkeit begleitete immer eine unwiderrufliche
Pigmentinderung von orangenfarben nach rot. Wurden die Stimme aber in/auf Minimalmedien in
Gegenwart von Diethylether angezogen, wurde weder eine Pigmentinderung noch ein
Aktivitdtsverlust beobachtet. Die Etherabbaufihigkeit war ohne Substratdruck des Diethylethers
instabil. Aus der Btrachtung der phanomenologischen Pigmentdnderung von orangenfarben nach rot
ereignete sich die Genmutation wahrscheinlich zur Folge des Verlustes von einem gelben Faktor (z.B.
Flavin-Koenzym ?), der am Etherabbau eine wichtige Rolle spielen konnte.

Die roten Mutantstimme wuchsen mit Ethylvinylether ohne weiteres. Aus aufgenommener
Substratspektren (siche Kapitel 3.2) wurden diese Mutantstimme (Dee’) zu den urspriinglichen
Stammen (Dee’) unterschiedlich gemacht, aber sie zeigten eine hohe Ahnlichkeit mit den
Ethylvinylether-abbauenden Stimmen EVE305 und EVE341. Die letzten wurden durch Anreicherung
mit 0,1%igem Ethylvinylether aus einer Belebtschlammprobe getrennt isoliert. Deshalb wurden die
roten Mutantstimme fiir die weiteren Arbeiten in der Ethylvinylether-abbauende Stammgruppe
eingeschlossen. Dementsprechend wurden die roten Mutantstimme EVE331, EVE3041, EVE314 und
EVE201 jeweils aus den Originalstimmen DEES5331, DEE5304, DEE5314 und DBE720 hergeleitet.
Die Koloniefarbe von den roten Mutantstimmen EVE331, EVE3041, EVE201 und der
Ethylvinylether-abbauende Stamm EVE341 idnderte sich bei Anwesenheit von Ethylvinylether
unwiderruflich nach gelb. Die gelben Mutantstimme EVE332, EVE3042, EVE202 und EVE342
stammten jeweils von den roten Stimmen EVE331, EVE3041, EVE201 und EVE342 ab. Weder ein
roter noch gelber Mutantstamm besall die Abbaufdhigkeit fiir Diethylether.

Andererseits dnderte sich die Koloniefarbe von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen
von orangenfarben nach gelb ohne Verlust ihrer Abbaufihigkeit. Aus der Pigment-dnderungen von
orangenfarben nach gelb her, wurde vermutet, da3 der widerrufliche Verlust eines roten Pigmentes

(z.B. Cartenoid ?) auf die Enzyme zum Etherabbau keine wichtige Einwirkung hat.
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Abb. 3-12. Schematische Darstellung der spontanen Mutationsereignisse von den aliphatische
Alkylether-abbauenden Stimmen in Zusammenhang mit ihrer Pigmentinderungen
und Aktivititsinderungen zum Abbau von Diethylether (Dee) und Toluol(Tol): In
der Abbildung zeigten die Pfeile und die unterbrochene Pfeile die unwiderrufliche
Richtung der Mutationsereignisse an. Die Pigmentdnderung ereignete sich mit dem
Verlust eines Farbstoffes, der wie rot [R] oder gelb [Y] in Kasten aus dem Mutationsweg
abweichend gezeichnet wurde. Die Koloniefarbe der orangenfarbenen Wildtyp-Stamme
dnderte sich spontan unwiderruflich nach gelb ohne Anderung ihrer Abbaufihigkeiten fiir
Diethylether und Toluol (DEE-gelb, Dee’/Tol) in Gegenwart von Diethylether. Die
Koloniefarbe der orangenfarbenen Wildtyp-Stdmme énderte sich auch nach rot (DEE-rot)
ohne Substratdruck des Diecthylethers wie z.B. auf TSA-Medien. Die roten
Mutantstimme verwerteten keinen Diethylether mehr (Dee’). Thre Physiologie und
Morphologie ist dhnlich mit den Ethylvinylether-abbauenden Stimmen (EVE-rot), die
durch getrennte Anreicherung mit Ethylvinylether aus einer Belebtschlammprobe
zusitzlich isoliert worden sind. Nach dem Verlust ihrer Etherabbauaktivitdt gewannen
die roten Mutantstimme eine neue Abbaufihigkeit fiir Toluol (Dee/Tol"). Die roten
Mutantstimme dnderten sich noch einmal unwiderruflich nach gelb (EVE-gelb) bei
Anwesenheit von Ethylvinylether. Die 'EVE-gelben’ Stdmme zeigten ein &hnliches
Wachstumsmuster mit den "EVE-roten” Urstdmmen, die keine Abbaufdhigkeit fiir
Diethylether besaBen. Die beiden bauten Toluol ab (Dee”/Tol").
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Durch zwei unabhidngige Genmutationen dnderte sich die orangenfarbene Koloniefarbe nach
entweder rot oder gelb. In der Abbildung 3-12 wurden Pigmentdnderungen der aliphatische
Alkylether-abbauenden Stdmme in Zusammenhang mit ihren Abbaufdhigkeit fiir Diethylether und
Toluol schematisch dargestellt.

Interessant ist, daB3 einige Mutantstimme EVE331, EVE332, EVE3041 und EVE3042 Toluol als
einzige C/E-Quelle verwerteten, wahrend die Urstimme DEES5331 und DEES5304 kein Toluol
verwerteten. Die Ethylvinylether-abbauenden Isolate EVE305, EVE341 und EVE342, die eigentlich
keine Abbaufihigkeit fiir Diethylether besalen, verwerteten Toluol als einzige C/E-Quelle.
Vermutlich wurde die Toluol-Abbaufdhigkeit wihrend des Vorhandenseins der Etherabbaufahigkeit
von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen reprimiert.

Hur et al. (1997) haben andererseits beobachtet, da3 der Stamm Burkholderia cepacia G4/PR1,
wobei eine Toluol-2-Monooxygenase konstitutiv induziert wurde, zufillig Diethylether als einzige
C/E-Quelle verwertete. Bevor der Toluol-Anzucht baute der Urstamm kein Diethylether ab. Sie haben
behauptet, dal eine induzierbare Toluol-2-Monooxygenase Diethylether stochiometrisch zu Ethanol
und Acetaldehyd abgebaut hat. Aber sie haben wédhrend des Stoffwechsels von Toluol oder
Diethylether weder die Héufigkeit dieser Erscheinung noch die Stabilitdt der induzierten Toluol-2-
Monooxygenase bestétigt. Wie im Abschnitt 1.2.3 schon erwéhnt, beteiligen sich Cytochrome-P450
am Abbau von anisthetischen Ethern (Elliott & Strunin, 1993). Aullerdem wurde in dieser Arbeit
behauptet, daB3 die cyclische Alkylether-abbauende Stimme im allgemeinen Diethylether abbauen.
AuBerhalb der aliphatische Alkylether-abbauenden Stdmme konnen verschiedene Biosysteme am
Abbau des Diethylethers eine Rolle spielen. Davon sind die aliphatische Alkylether-abbauenden
Stimme einzigartig. Sie besitzen ein spezifisches Enzymsystem, das ein breites Oxidationspotential
auf aliphatische Alkylether, Phenetol und Dibenzylether hat.
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3.2. Charakterisierung und numerische Klassifizierung

Aus der realen Beobachtung trennte sich eine biologische Erscheinung nicht so genau wie {+, -} oder
{0, 1}. Wurden Merkmale mehrmal unabhéngig untersucht, war es unmoglich, unter Verwendung
dieses zweierlei Zahlsystems ein quantitatives oder statistisches Ergebnis herauszubekommen. Fiir die
qualitative und quantitative Auswertung der realen Beobachtungen war ein Zwischenwert, wie z.B.
', von grofler Bedeutung. Tetrazolium-violett (Fa., Sigma) war ein Redox-Indikator, mit dem
respiratorische Tests qualitativ und quantitativ durchgefiihrt wurden (Bochner, 1989). Damit wurden
die 't'-Ergebnisse zuverldssig wieder hergestellt.

Taxonomisch relevante und stammspezifische Merkmale von den Testfeldern X und Y wurden
unabhéngig untersucht, und jedes Testergebnis wurde unter Verwendung eines dreierlei Zahlsystems,
{—1, O,]} , semi-quantitativ bewertet (ANHANGEN X und Y). Im dreierlei Zahlsystem war die
klassische Koeffizientenabschiatzung, wie z.B. 'Simple Match’' (S§,, ) und Jaccardischen Koeffizienten
(S,), nicht mehr verwendbar, da sich die klassische Taxonomie aufs zweierlei Zahlsystem griindete.
Fiir die Koeffizientenabschédtzung zwischen zwei Stichproben, deren Merkmale mittels eines dreierlei
Zahlsystems semi-quantitativ bewertet wurden, wurde der statistische Korrelationskoeffizient,
Korr[r], berechnet.

Das Testfeld X bestand aus 116 taxonomisch relevanten Merkmalen fiir die Morphologie und die
Wachstumsphysiologie, die mit verschiedenen Kohlenhydraten und Aminoséuren als als einziger C/E-
oder C/N-Quelle untersucht wurden. Dazu wurden die Wachstumsvermogen auf Komplexmedien, wie
z.B. TSA, NA, R2A-Agarmedium, und die Hydrolaseaktivitidten mit Agar, Casein, Chitin, Gelatine,
Pectin, Poly-B-hydroxybutyrat, 16sliche Stdrke, Zellulose, oder einer Tween20/80-(1:1, v/v)-Mischung
untersucht. Das Testfeld Y bestand aus den stammspezifischen Merkmalen fiir 119 Chemikalien als
einzige C/E- oder C/N-Quelle. Wurden Stickstoffquellen ohne/mit Zusatz 0,1 %(w/v)iger D-Glucose
untersucht, wurden manche fehlerhaft positive Ergebnisse im X-Testfeld, einschlieBlichi der
Testskontrolle, erzeugt. Deshalb wurden diese Tests von dieser taxonomischen Arbeit ausgeschlossen.

Fiir die statistische Konfidenzabschidtzung jedes taxonomischen Merkmales wurden 13 Stdmme
aus dem X-Testfeld und 15 Stimme aus dem Y-Testfeld zufillig ausgewéhlt, und jeder Stamm wurde
zweimal unabhéngig getestet. Die Konfidenzabschitzung erfolgte mit der prozentualen Proportion
von den gleichen Testergebnissen, {(+,1), (£, *), (-,-)}, gegeniiber der gesamten Testzahl, 105 fiirs X-
Testfeld und 119 fiirs Y-Testfeld. Das durchschnittliche Konfidenzniveau von den X- und Y-Tests
war jeweils 94,7 % (X, n = 13) und 98,8 % (Y, n = 15) mit den Standardabweichungen von 0,4 % und
0,3 %. Die Ergebnisse fiir die stammspezifischen Abbaupotentiale im Y-Testfeld waren mehr

zuverldssig und wiederherstellbar.
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3.2.1. Numerische 2D-Gruppenanalyse der verwendeten Stimme

Aus den Ergebnissen in den X- und Y-Testfeldern wurde der hypothetische mittlere Organismus
(HMO(X), HMO(Y)) berechnet, damit jedes Paar von Korrelationskoeffizienten (Korr(X), Korr(Y))
zwischen dem Teststamm und dem HMO abgeschétzt wurde.

Wurden der Phenol-abbauende Candida-dhnliche Hefestamm MARC2 und der 14-
Dimethoxybenzol-abbauende Chrysosporen-bildende Pilzstamm DMOBI100 als taxonomische
Referenstimme gegeniiber Bakterien verwendet, entfernten sie sich weit von der bakteriellen
Zuordnung.

In der Abbildung 3-13 wurden die Teststimme beziiglich ihrer Abbaupotentialen beliebig
zugeordnet. Aus den (x, y)-Koordinaten jeder Stammgruppe wurden der Mittelpunkt, (X, Y) und die
DispersitétsgroBe, (0, 7)), berechnet (Tab. 3-6), vorausgesetzt, dall die n-Einzelteile auf die XY-

Ebene normal-verteilt waren.
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Abb. 3-13. Zweidimensionale Analyse der untersuchten Stimme. Jeder Stamm wurde mit dem
Paar der Korrelationskoeffizienten (Korr(X), Korr(Y)) auf der XY-Ebene dargestellt. In
diesem Versuch wurden zwei Pilzstimme DMOB100 und MARC2 als
Referenzorganismen gegeniiber den Bakterien verwendet.
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Tab. 3-6. Mittelpunkte und die Dispersititsgrofien der beziiglich der Abbaufihigkeit
eingeordneten Stammgruppen in der Abbildung 3-13

Mittelpunkt ? | Dispersititsgrofe
Stammgruppe (N) " e 7 O ay

Phenanthren-Abbauer (16) 0,615 0,493 0,067 0,154
Pyren-Abbauer (14) 0,570 | 0,732 0,042 0,061
Fluoren/Dibenzofuran-Abbauer (7) 0,626 | 0,529 0,037 0,056
Hexan-Abbauer (9) 0,643 0,626 0,054 0,054
Styrol-Abbauer (9) 0,711 | 0,682 0,064 0,077
Aralkylether- | Rhodococcus-dhnlich (11)] 0,757 | 0,795 0,048 0,057
Abbauer MOB600 (1) 0,463 | 0,138 - -
THF-Stamme | Rhodococcus-ihnlich (4) 0,730 0,803 0,019 0,018

THF400 (1) 0,517 | 0,674 - -
Aliphatische Alkylether-Abbauer (18) 0,760 0,737 0,028 0,030
EVE-Stimme (10) 0,816 | 0,829 0,032 0,020

Anm.

1) Die Stammzahl einer Gruppe wurde in der Parenthese eingetragen

2) Mittelpunkte, (X,Y),wurden mit dem Mittelwert von den (x, y)-Koordinaten einer
Stammgruppe berechnet.

3) DispersititegroBe, (Oy, 0y), bedeutet die jeweilige Standardabweichung von den (x, y)-
Koordinaten.

Aus der Dispersititsgrole jeder Stammgruppe, deren Einzelteile mit ihren spezialen
Abbaufihigkeiten als 'Spezial-Mikroorganismen' gekennzeichnet wurden, wurde die Giiltigkeit fiir

die beliebige Stammgruppierung nach dem folgenden Kriterium gepriift:

Die Dispersititsgrofse war klein, wenn die FEinzelteile einer Stammgruppe phenetisch

miteinander dhnlich waren.

Einige Stammguppen, wie z.B. die Pyren-Abbauer, die Fluoren- bzw. Dibenzofuran-Abbauer, die
Alkylether-Abbauer, wurden jeweils in einer engen Zone zugeordnet. Die Einzelteile solcher
Stammgruppen ergaben eine hohe Ahnlichkeit untereinander, und ihre stammspezifische
Abbaufahigkeit war fiir die beliebige Stammgruppierung giiltig. Auferhalb dieser Tendenz wurden die
Stamme THF400 und MOB600 von den anderen cyclische Alkylether- oder Aralkylether-abbauenden
Stammgruppen entfernt zugeordnet. Cyclische Alkylether oder Aralkylether wurden nicht durch

taxonomisch oder stammspezifisch &hnliche Mikroorganismen, sondern durch verschiedene
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Mikroorganismen abgebaut. So wurden Aralkylether, wie z.B. Anisol, 1,4-Diethoxybenzol und 1,4-
Dimethoxybenzol, auch vom Pilzstamm DMOBI100 abgebaut. Aufer den Stimmen THF400 und
MOB600 wurden die anderen Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stimme in einer engen Zone
zugeordnet, ohne beziiglich ihrer unterschiedlichen Abbaufdhigkeiten fiir Aralkylether, cyclische
Alkylether und aliphatische Alkylether aufgegliedert zu werden.

Im Vergleich dazu verteilten sich die Styrol-Abbauer und die Phenanthren-Abbauer breit. Die
Einzelteile zeigten eine wenige Ahnlichkeit untereinander. Bisher wurden die Phenanthren- oder
Styrol-abbauenden Staimme aus verschiedenen Orten isoliert, und diese Abbaufdhigkeiten befanden
sich in verschiedenen bakteriellen und pilzartigen Stimmen (Sutherland et al., 1995). Biologische
Komponenten dieser Stammgruppen wiren verschieden, wenn Styrol oder Phenanthren via
verschiedene Mechanismen abgebaut wiirde, wie z.B. durch initiale Monooxygenierung oder
Dioxygenierung. Demgegeniiber war die dichte Dispersitit von den Pyren-abbauenden Stimmen
vorschriftswidrig. Aromatische Ringe des Pyrens sind mehr kondensiert, und die chemische
Ionisierungsenergie ist niedriger als Styrol und Phenanthren. Trotzdem ist der biologische Abbau von
Pyren schwerer als Styrol und Phenanthren. Aus den Studien iiber den biologischen Abbau
polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAKs) her, wird es seit langem bekannt gemacht,
daB3 die chemischen und physikalischen Eigenschaften von PAKs nicht nur die biologische
Abbaubarkeit, sondern auch die wahrscheinlichsten Abbauwege vorher festlegen. Die Abbaubarkeit
polycyclischer aromatischer Kohlenwasserstofte und die abbauenden Mikroorganismen werden um so
mehr mit den chemischen und physikalischen Eigenschaften (z.B. Wasserldslichkeit, Dampfdruck,
Ionisierungspotential, usw.) beschriankt, je mehr der PAK kondensiert und hochmolekular ist (Gibson
& Subramanian, 1984; Bossert & Bartha, 1986; Sutherland et al., 1995).

Ein anderes Beispiel war die Hexan-abbauende (HXN) Stammgruppe, deren Stimme alle aus
einem langfristig Hexan-beaufschlagten Bioreaktor in der Abteilung ALR, ISWA der Universitét
Stuttgart isoliert wurden. Die Dispersitéitsgrofle von den Hexan-Abbauern war kleiner als die von den
Styrol-Abbauern. Jedoch waren die ersten taxonomisch noch verschiedener als die letzten. Daher
beruhte die kleine Dispersitit von der Hexan-abbauenden Stammgruppe auf die taxonomische
Ahnlichkeit von den Einzelteilen nicht. Unter StreBbedingungen herrschten die Hexan-abbauenden
Mikroorganismen, die dhnliche Substratspektren miteinander besalen, in der ganzen Biozdnose vor
(i.e. Zonierung).

Hexan bzw. fliichtige n-Alkane werden durch verschiedene Biosysteme abgebaut. Der biologische

Abbau von n-Alkanen wird unter Bildung von 1-Alkanol durch eine Monooxygenierung am
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terminalen C-Atom eingeleitet. Das bekannteste Beispiel ist die sogenannte Alkan-w/[-Oxidation von
Hexadecan. Diese Abbauaktivitdten befinden sich in verschiedenen Arten von Bakterien, Hefen und
Pilzen iiberall in der Natur (Britton, 1984; Watkinson & Morgan, 1990; Bossert & Compeau, 1995).

n-Alkane 16sen sich ins Wasser schwer (z.B. n-Hexan: 12,3 mg I™"). Mit zunehmender Kettenldnge
nimmt die Wasserloslichkeit ab (z.B. n-Hexadecan: 5,2 x 10° mg 1™"), wihrend die Schmelz- und
Siedepunkte zunehmen. Damit werden n-Alkane beziiglich ihrer physikalischen Zustinde in drei
Gruppen untergeteilt: gasformige (C; ~ Cy4), leicht fliichtige n-Alkane (Cs ~ Cg) und hohere n-Alkane
(=2 Co ). Die Kettenldinge der n-Alkane bestimmt nicht nur ihre chemische und physikalische
Eigenschaften, sondern auch ihr biologisches Abbaumuster: z.B. werden die Aktivitdten mancher
Abbauenzyme, die sich an der Alkanmonoxidation beteiligen, auf die Kettenlinge von n-Alkanen
begrenzt. Schwer wasserldsliche und fliichtige n-Alkane wie z.B. Hexan wirken auf die Zelle toxisch
ein. Durch lipophile Aggression beschddigen sie Membrantransportsysteme und Enzymsysteme (Gill
& Ratledge, 1972; Witholt et al., 1990 und 1992). Vor der lipophil bezogenen Toxizitét fliichtiger
Alkane fungiert die wafrige Flissigkeit und Schicht um die Zelle herum als ein Schutzwall, wie z.B.
in Trickling-Filtern und Biowéschern. Der lipophile Zellangriff bzw. Phasentransfer erschwert sich
mit zunehmender Kettenldnge von n-Alkanen, aber die waPrige Fliissigkeit und Schicht ist gegen
gasformige Alkanen wenig schiitzend wegen ihrer hohen Wasserloslichkeit. Es ist unklar, dal3
Oberfldche-aktive Substanzen (‘Biosurfactant’) wiahrend des Abbaues von gasformigen bzw. leicht
fliichtigen Alkanen hergestellt werden. Oberflicheaktive Substanzen werden hiufig wihrend des
Stoffwechsels hoherer Alkane in der spiateren Wachstumsphase (Idiophase) hergestellt, um die
Absorptionsrate zu beschleunigen (Hommel, 1990).

Die Tatsache, da3 taxonomisch verschiedene Hexan-abbauende Stimme in enger Zone eingeordnet
wurden, war darauf zurlickzufiihren, daf3 die ganze Biozonose im geschlossenen Habitat langfristig n-
Hexan erleideten. Fiir die enge Zonierung von den biologischen Komponenten waren die technischen
Bedingungen zum langen Betrieb dieses Reaktorsystems, wie z.B. Volumenkonzentration,
Retentionszeit, usw., als abiotische Faktoren wichtig.

Wurden Spezial-Mikroorganismen mit den taxonomisch relevanten und stammspezifischen
Merkmalen zweidimensional dargestellt, resultierte eine dichte Zonierung nicht nur aus der
taxonomischen Ahnlichkeit, sondern auch aus der organischen Zusammensetzung der biotischen und
abiotischen Komponenten in einem Okosystem. So scheint die Gesamtheit eines Okosystems groBer

als die Summe der individuellen Bestandteile zu sein (Allen 1988).
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Sowohl die meisten Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stamme als auch die EVE-Stamme

wurden in einer engen Zone zugeordnet, wozu die Rhodococcus Stimme St116, St117, ID90-364,

ID90-365A und ID90-365B zugeordnet wurden. Diese enge Zonierung ergab sich nicht nur aus der

okologischen Allgemeinheit, sondern auch aus der taxonomischen Ahnlichkeit mit der Gattung

Rhodococcus. Die enge Zone wurde in der Abbildung 3-14 vergroBert, um die dazu gehdrenden

Einzelteile beziiglich ihrer stammspezifischen Abbaufdhigkeit fiir Aralkylether, cyclische Alkylether,

und aliphatische Alkylether ins Detail zu bringen. Davon wurden die cyclische Alkylether-

abbauenden Stamme und die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme voneinander getrennt. Die
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EVE-Stimme scheinen dazwischen zu liegen. Die Aralkylether-abbauenden Stdmme wurden auf der
Ebene breit zugeordnet, woran die Alkylether-abbauenden Stimme und die EVE-Stamme teilnahmen.
Als einzige C/E-Quelle zwangen Aralkylether (z.B. Anisol, Phenetol sowie 1,4-Diethoxybenzol),
cyclische Alkylether (z.B. Tetrahydrofuran, und Tetrahydropyran) und aliphatische Alkylether (z.B.
Diethylether) die mikrobiellen Abbauer dazu, eine enge Zonierung innerhalb von Rhodococcus zu

schaffen.

Bisherige Studien bestitigten, da3 die Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Mikroorganismen
meistens innerhalb von Rhodococcus oder engem Taxa unter der Supergruppe Actinomyceten
eingeordnet wurden (Bernhardt & Diekmann, 1991; Karlson et al., 1993; Parales et al., 1994).

Aus der zweidimensionalen Analyse wurden die zwei Stimme THF400 und MOB600 von der
Rhodococcus Stammgruppe entfernt zugeordnet. Mehrere Studien sind vonndten, um diese Einzelteile

biochemisch und taxonomisch weiter zu untersuchen.

3.2.2. Die Cluster-Analyse der Gram-negativen Stimme

Fiir die 'Cluster’-Analyse wurden 105 taxonomische Merkmale aus dem Testfeld X und zusitzlich
28 stammspezifische Merkmale aus dem Testfeld Y (Tab. 3-7) ausgewihlt, damit 45 Gram-negative
nicht-Sporen-bildende Stibchen taxonomisch untersucht wurden. Andere Merkmale vom Testfeld Y
wurden wegen ihrer Ungebrduchlichkeit in der allgemeinen Taxonomie von der 'Cluster’-Analyse

ausgeschlossen.

Tab. 3-7. Zur numerischen Klassifizierung verwendete Merkmale vom Testfeld Y

Charakteristika Chemikalien

Alkohol Methanol, Ethanol, 1-Propanol, 1-Butanol, 1-Pentanol, Isopropanol, +2-
Butanol, +2-Pentanol, 1,4-Butandiol, 2-Methyl-1-butanol, 3-Methyl-1-
butanol, Glycerol, Ethylenglykol, Diethylenglykol, Phenol, Benzylalkohol
C/E-Quelle | Keton/Aldehyd | Aceton, Benzylaldehyd

Ester Essigsdureethylester, Essigsdurevinylester
Alkan Hexadecan, Pristan
C/N-Quelle Mono-ethanolamin, Acetamid, Acrylamid, Imidazol, 2-Aminobenzoeséure, 4-

Aminobenzoesaure
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Die Testergebnisse wurden mittels eines dreierlei Zahlsystems, {-1, 0, 1}, bewertet. Die Cluster
wurden in der trigonalen Matrix analysiert, wobei jeder Korrelationskoeffizient (-1 < » < 1) zwischen
zwel Stichproben aufgefiihrt wurde (Tab. 3-8). Jeder Cluster wurde unter Abgleich mit den
taxonomisch anerkannten Referenzorganismen (z.B. DSM-Stimme) analysiert, um sich in die
taxonomische Gruppe einzuordnen. Die Gattung wurde bei einem taxonomischen Grenzwert [7] von
0,6 auf dem Dendrogramm dargestellt (Abb.3-15).

Die Stimme DOX2 und DOXS5, die durch Anreicherung mit 1,4-Dioxan aus einer
Belebtschlammprobe isoliert wurden, wurden in die Cytophaga-Flexibacter-Stammgruppe
eingeordnet, ohne weitere Verwendung der taxonomisch anerkannten Referenzorganismen nach dem
Wissen ihrer determinativen Merkmale, wie z.B. gleitende Beweglichkeit und Agar-Abbaufidhigkeit.

Die Staimme DPE100, BZE101, PHE42, PHE41 und PHE43 liefen sich der Sphingomonas
dhnlichen Stimme unter O-Proteobakterien erscheinen, wozu der Rhizomonas Stamm DBP100 und
der Sphingomonas Stamm DSM6900 angehdrten.

Manche Isolate zeigten eine Ahnlichkeit mit der Pseudomonas putida Domine, wozu P. putida
DSM8368, P. putida CLB250 und Pseudomonas sp. VLB120 angehorten. Dazu gehorten der
Phenylcyclohexan-abbauende Stamm PCH201, der Eugenol (4-Allyl-2-methoxy- phenol)-abbauende
Stamm POP100, der PEG-abbauende Stamm PEG100, der para-Kresol-abbauende Stamm P. putida
4MP1, drei Styrol-abbauende Stimme M2A, VLB120 und VLB130, zwei Hexan-abbauende Stamme
HXN400 und HXN1100, neun Phenanthren-abbauende Staimme PHE3, PHE223, PHE121, PHE411,
PHE222, PHE111, AOL301, AOL302 und PHE112, und der Carbazol-abbauende Stamm DBP200 an.

Der Bibenzyl-abbauende Stamm BIB7 lag nahe beim Stamm JMP134, dessen alte taxonomische
Name von Alcaligenes eutrophus nach Ralstonia eutropha innerhalb der gleichen rRNA-homologen
Pseudomonas Gruppe Il unter [-Proteobakterien erneuert wurde (Yabuuchi et al., 1995).

Der rote Stamm DME, der durch Anreichrung mit Methyl-tert-butylether aus einer Humus-
Bodenprobe isoliert wurde, hat eine hohe Ahnlichkeit mit Methylobacterium extorquens DSM1338
ergeben. Der farblose C;-Verwerter DME2 war von der Methylobacterium Doméne weit entfernt.

In der Abbildung 3-15 wurden 13 Phenanthren-abbauende Isolate zu drei taxonomischen Gruppen
aufgeteilt. Die beweglichen Stimme PHE222, PHE223, PHE3, PHE111, PHE112, PHE121, AOL301
und AOL302 gehorten zu Pseudomonas an. Die farblosen unbeweglichen langfadigen Stdmme
PHE41, PHE42 und PHE43 wurden in die Sphingomonas-dhnliche Stammgruppe unter d-
Proteobakterien eingeordnet. Der gelbe unbewegliche langfidige Stamm PHE3112 konnte nicht

taxonomisch eingeordnet werden.
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Abb. 3-15. Schematische Darstellung (Dendrogramm) zur numerischen Klassifizierung von 45
Gram-negativen nicht-Sporen-bildenden Stibchen bei einem taxonomischen
Grenzwert [r] von 0,6
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Aus diesem Versuch scheinen weitere taxonomische Studien iiber die Stimme Pseudomonas sp.
NCIB10643, P. pseudoalcaligenes POB310 und P. fluorescens DSM6506 notig zu sein, da ihre
Cluster von der Pseudomonas Domine weit entfernt sind.

In der Tabelle 3-9 wurden die Charakteristika von 16 Phenanthren-abbauenden Stimmen zur
Differenzierung dargestellt. Alle Phenanthren-Isolate und Referenzstimme wurden nach den
folgenden Testergebnissen als Gram-negativ bestimmt: positiv fiir den 3 %(w/v)igen KOH-Test,
positiv fiir die L-Alanin-Aminopeptidase, und negativ fiir die Gramféarbung.

Die Stamme PHE3112, PHE41, PHE42 und PHE43, die aus einer Belebtschlammprobe des
Klarwerks Stuttgart-Biisnau isoliert wurden, bildeten punktférmige (< [ 1 mm), halbkugelige und
glattrandige Kolonien auf TSA-Medien, und zeigten unbewegliche, langfadige (Lénge: 10 ~ 30 um),
schlanke (ca. [0 0,4 pm) und pleomorphe Zellen unter Mikroskopierung. Sie bildeten héufig zarte
Zellklumpen auBBerhalb ihrer Wachstumsoptima.

Der Stamm PHE3112 wuchs nicht oder nur langsam (Verdoppelungszeit, ty = 23 h) auf
ndhrstoffreichen Komplexmedien, wie z.B. TSA, NA und R2A-Agarplatten. Obwohl er auf
Komplexmedien einmal wuchs, ergab er manchmal kein Wachstum in/auf den frischen
Minimalmedien mit Phenanthren als einzige C/E-Quelle. Die Pseudomonas Stdmme PHE222,
PHE223, PHE3, PHE111, PHE112, PHE411 und PHE121, die aus einer Kokereibodenprobe und zwei
PAK-belasteten Bodenproben von Neustadt und Rositz stammten, zeigten eine dhnliche Morphologie:
die Koloniemorphologie war kreisformig (LJ 1 ~ 2 mm), halbkugelig und glattrandig. Die
Zellmorphologie war bewegliche Stibchen (IJ 0,5 ~ 0,6 um, Lénge: 2 ~ 5 um). Die Pseudomonas
Stimme AOL301 und AOL302, die aus einer mit Chlorbenzolen kontaminierten Bodenprobe isoliert
wurden, waren morphologisch und physiologisch mit den oben erwédhnten Pseudomonas Stimmen
PHE222 u.a. dhnlich. Wenn die Stimme AOL301 und AOL302 Phenanthren abbauten, lie3 sich eine
stark braune Farbe in der Fliissigkeit erkennen.

Die Stimme DSM7526pale und DSM7526dark, die wihrend des Wachstums auf Minimalmedien
mit Phenanthren vom Urstamm Sphingomonas paucimobilis DSM7526 (Mueller et al., 1990)
hergeleitet wurden, wurden von der Sphingomonas-dhnlichen Stammgruppe, wozu andere Stimme
wie DPE100, BZE101, DSM6900, PHE41, PHE42, PHE43, und DBP100 angehdrten, weit entfernt
zugeordnet. Vermutlich waren die zwei Phenanthren-abbauenden Stimme DSM7526pale und
DSM7526dark keine morphologische und physiologische Stammvarianten vom Stamm DSM7526,
sondern sie waren taxonomisch voneinander unterschiedlich. Trotzdem zeigten die beiden Stimme
die urspriinglichen Abbaupotentiale auf Phenanthren und Fluoranthen an, die der Urstamm DSM7526
hatte.



Tab. 3-9. Die Charakteristika zur Differenzierung der Phenanthren-abbauenden Stimme
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Stamm

Test
C/E-Quelle

PHE222

PHE223

PHE3
PHE111

PHE411

PHE121

AOL301

AOL302

DSM6900

DSM7526dark

Ethinylethylether
3,4-Dihydro-2H-pyran
2,3-Dihydrofuran
2,3-Epoxy-1-propanol
Methanol
Ethylenglykol
n-Heptan

Aceton

Ethylacetat
Vinylacetat
Benzylalkohol

Toluol

Xylol
2-Methoxybiphenyl
4-Methoxybiphenyl
Naphthalin
1-Methoxynaphthalin
2-Methoxynaphthalin
2-Methylnaphthalin
Fluoranthen

+| PHE3112

+| PHE42

+ + +| PHE41

+

P H 4+
+ 4+ 4+ 4+ 4+ '

[~ |
T

+ + +| PHE43

+ 4+ 0+ H o

+ +

+ 4

+ + + + + +| PHE112

+ + +

'

+ 1 4+

+ + 4

+ o+ o+

+ 4

P H O+ o+

+ + +

i+ | DSM7526pale

Acetamid (C/N-Quelle)

Gelatine
Stiarke

Hydrolyse

Grambestimmung
Koloniefarbe
Zellmorphologie %)

Wachstums | % NaCl
optima T°C
(R2A) pH

ta (h)

30
7,5
4,1

25 25
55 5,5
4 4

30

5,5 6,5

30

4,3 4,1

N W
UQOVJQ'

Katalase
Oxidase

+

+ o+
+H o+

+

+
+

+|=

Anm.

1) +: Wachstum groBer 50 % als die Negativkontrolle (ca. AOD > 0,05 mit [J 20mm Testrohrchen)

+ : Kein Wachstum, sondern einen positiven Farbumschlag nach 24 Stunden mit Tetrazolium-violett

- : Weder Wachstum noch Farbumschlag

2) Koloniefarbe : - : farblos, G: griin bzw. hell-griin, Y, (Y): (hell) gelb
3) Zellmorphologie : S: Stdbchen, P: pleomorph in der langfadigen Form (Lange > 10 ~ 30 pm)
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Diese taxonomischen Arbeiten stimmten mit den Ergebnisse von den handelsiiblichen API-NE-

und Biolog-GN-Schnelltests gut iiberein, wenn die Stimme PEG100, DPE100 und BZE101 jeweils

zweimal unabhéngig untersucht wurden (Tab. 3-10).

Tab. 3-10. Ergebnisse von handelsiiblichen API-NE-Tests zur schnellen Identifizierung und
Differenzierung der bakteriellen Isolate PEG100, DPE100 und BZE101

g g 'E Ag

2 1J | 442 |48 F- I

_g 2 —:ng‘gagg"@ﬁ \'S rgeonisse
Stamm | 2 | & =S-SRS ES S B RS B == e = - (%SIM)

o & = B AT B RS R RS S = RS-

N @ >-=|\-m@—n,_|‘waoo\ ol ©

O &l ¢ = :gqoomg>gw:vggﬂh

Z x| 25 9 E 5O & E S E S EEEE <SS

},co--&:“mo-Q::Q:OHQEEEQ

SRR R R R E R

P I IR =) =< R & S R TTIR= = I  4 B—~ R & S IR = & -5 R &}
PEG100 |- |- |T|T|% AT T T T T T T | P putida (99.,9)
DPE100 |~ |- |- |- |- | " |"|*|T|- |- |- + T TS paucimobilis (99,9)
BZE101 | - | - |- |- |- | [ £ T o E - o] o LS paucimobilis (95,3)
Anm.

1) Die Gram-negative Stimme PEG100, DPE100 und BZE 101 wurden jeweils zweimal unabhingig
getestet, und die Testergebnisse wurden (+) fiir zweimal positiv, () fiir einmal positiv und

einmal negativ, oder (-) fiir zweimal negativ bewertet
2) Die prozentuale Ahnlichkeit (%SIM) wurde anhand einer Software, APILAB Plus (v. 3.3.3), vom
Hersteller mit dem Mittelwert von zweimaligen Testergebnissen abgeschétzt

Einige Stimme wie MOR10, BIB7, 4MOP1, CLN200, PHE3112, HXN1400 und DME2 wurden in

dieser Arbeit nicht erfolgreich klassifiziert.
3.2.3. Die Cluster-Analyse der Gram-positiven pleomorphen Stimme

Auf dhnliche Weise, wie oben in Abschnitt (3.2.2) beschrieben, wurden die Gram-positiven nicht-
Sporen-bildenden pleomorphen Isolate taxonomisch untersucht. Um die Taxonomie aufs Detail zu
bringen, wurden die dazu angehdrenden Staimme beziiglich ihrer stammspezifischen Abbaupotentiale

auf Pyren, Fluoren bzw. Dibenzofuran, Hexan, Styrol und Alkylether aufgeteilt.
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3.2.3.1. Pyren-abbauende Stimme

Die Cluster von 13 Pyren-abbauenden Isolaten, dem Mycobacterium Stamm US1, zwei Rhodococcus
Staimmen St116 und St117 und zwei Terrabacter Stimmen DPO360 und DPO1361 wurden dadurch
analysiert, da3 jeder Korrelationskoeffizient [#] mit der hochsten Rangfolge in die trigonale Matrix
aufgefiihrt wurde (Tab. 3-11).

Tab. 3-11. Cluster-Analyse von 14 Pyren-abbauenden Stimmen, zwei Terrabacter Stimmen
DPO360 und DPO1361, und zwei Rhodococcus Stimmen St116 und St117

[Stamm T2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1 15 16 17
1.510

2.Us1 Korr [r]
3.PYR400

4.PYR101 0,6 ~0,7
|5.PYR11

6.PYR300 0,7~0,8
7.PYR103

8.PYR200 0,8~0,9
9.PYR210

10.PYR211 >0,9
11.PYR110

12.PYR212

13.PYR102

14.PYR213

15.5t116 0,61 055 059 065 064 069 061 063 061 06 061 059 06 055

16.5t117 057 059 052 058 063 06 055 054 054 053 052 047 051 042076
17.0PO1361 | 0,39 0,35 0,38 033 034 037 033 037 036 029 028 028 031 028 05 043
18.0PO360 | 045 045 044 042 041 045 042 04 04 03 035 035 039 031 043 041078

Die resultierenden Cluster wurden auf dem Dendrogramm mit dem taxonomischen Grenzwert [7]
von 0,6 dargestellt (Abb. 3-16). Alle 13 Pyren-abbauende Isolate gehdrten der Gattung
Mycobacterium an. Dementsprechend ergaben alle Pyren-abbauende Stdmme positive Ergebnisse flir
die Sdurefestigkeit, die nach der Ziehl-Neelsen-Fiarbung untersucht wurde. Aus bisherigen Studien
iiber den Pyrenabbau wurden Mykobakterien als Hauptverwerter erkannt. Aullerdem haben Walter et
al. (1991) einmal berichtet, da3 der Rhodococcus Stamm auch daran beteiligt ist.

Der Pyrenabbau wurde wahrscheinlich durch bakterielle Kulturen, die eine hohe Ahnlichkeit mit
Mykobakterien hatte, durchgefiihrt. Pyren schien auf die ganzen Populationen in der Natur selektiv zu
wirken, d.h., solange Pyren als einzige C/E-Quelle genutzt wird, herreschen Pyren-abbauende

Mykobakterien in ganzen vor.
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r=06 Klassifizierung
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Abb. 3-16. Schematische Darstellung der bakteriellen Clustern von 14 Pyren-abbauenden
Stimmen, zwei Terrabacter-Staimmen DPO360 und DPO1361, und zwei
Rhodococcus-Stammen St116 und St117 mit einem taxonomischen Grenzwert [7]
von 0,6

In der Tabelle 3-12 wurden die Charakteristika der 14 Pyren-abbauenden Stimme zur
Differenzierung dargestellt: Alle Pyren-abbauende Stimme waren Gram-positiv. Die Stimme USI,
PYR103, PYR200, PYR210 und PYR400 ergaben jedoch eine leicht positive Reaktion fiir den 3
%(w/v)igen KOH-Test. Die leicht KOH-positiven Stimme bildeten alle gelbe, glattrandige und
halbkugelige Kolonien auf TSA-Medien. Hingegen zeigten die anderen KOH-negativen Staimme
unregelmdfige und rauhe Koloniemorphologie darauf.

Alle Stamme konnten auch Phenanthren zum Wachstum verwerten. Die Pyren-abbauenden
Mykobakterien wuchsen sehr langsam mit Phenanthren (Verdoppelungs-zeit, ty = 10 ~ 27 h). Daher
entwickelte sich der Pyren-abbauende Stamm PYR400 wéhrend der Anreicherung einer Kokerei-
Bodenprobe mit Phenanthren nicht als Hauptkomponente. Damit herrschten die Phenanthren-
abbauenden Stimme PHE222 und PHE223 als Hauptverwerter in der Probe vor (siche Abschnitt
3.1.1).



Tab. 3-12. Die Charakteristika zur Differenzierung der Pyren-abbauenden Stimme
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£
g
@ -~ 3 8 8 2 8 =2 = & 2 &8 83
Y > > v v (o) (o) o (o) N e <
Test = — & & & & & & & & & & & &
1) z 5 £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £
C/E-Quelle 2
Ethinylethylether + + + - + + - + + - + - + +
Di-n-pentylether + + - - - - - + - + - - - +
3,4-Dihydro-2H-pyran - - - - - + - - + - - - + -
2,3-Dihydrofuran - + - + - + - - + - + - + -
2,3-Epoxy-1-propanol - + - - + - - + - - + - - +
Methanol - + - - - + - + - - - - -
Glycerol - + + + + + + + - - - + +
Ethylenglykol - + - - - + - + - - - - - -
1,2-Epoxyoctan - - - - - - + - + - - - + -
Aceton - + - - - - - - - - + - -
Vinylacetat + + - + + + - + - + + +
Phenol - + - - - - - - - - - - - -
Toluol - + - - - - - - - - - - - -
Anthracen + + - - - - - - - - - - - -
Phenanthren + + + + + + + + + + + + + +
Fluoranthen + + + + + + + + + + - + + +
Acetamid (C/N-Quelle) - - - - + - - - - - - +/- - -
Hydrolyse | Casein - - - - - - + - - - - - - -
Gelatine - + - - - - - - - - - - - -
Pectin - - - - - - + - - - - - - -
Grambestimmung * + o+ + + o+ o+ + + £ + + + + %
Koloniefarbe ¥ Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y (Y)
Ziehl-Neelsen-Firbung + + + + + + + + + + + + + +
Zellmorphologie ¥ KP KP SKP SKP SP SKP SKP SP KP SKP SKP KP KP SKP
Wachstums | % NaCl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
optima T °C 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
R24)  |oH 70 75 70 70 70 75 70 85 95 85 85 7,5 65 7,0
tq (h) 17 12 25 12 20 12 20 10 10 21 27 12 20 18
Katalase +H+ +++ H+ + + =+ + =+ =+ + =+ -
Oxidase - - - - - - - - - - - - - -
Anm.

1) + : Wachstum grofBer 50 % als die Negativkontrolle (ca. AOD > 0,05 mit U 20mm Testrohrchen)

+ : Kein Wachstum, sondern einen positiven Farbumschlag nach 24 Stunden mit Tetrazolium-violett

- : Weder Wachstum noch Farbumschlag
2) Grambestimmung : +: gram-positiv, *: gram-variabel, -: gram-negativ
3) Koloniefarbe : Y, (Y): (hell) gelb
SKP : Stibchen/Kokken-Kreislauf (pleomorph), SP oder KP: Stibchen- oder Kokken-

4) Zellmorphologie :

dominierend pleomorph
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In diesem Fall war Phenanthren kein selektives Substrat fiir die Pyren-abbauenden Mykobakterien,
sondern fiir die Phenanthren-abbauenden Pseudomonaden. Im Vorhandensein der letzten
Komponenten spielten die ersten am Abbau von Phenanthren eine Nebenrolle.

Die meisten Mycobacterium Stimme ergaben nach Zutropfen 2 %igen Wasserstoffperoxids ein
positives Ergebnis fiir die Katalase, aber der Stamm PYR400 besaBl keine Katalase. Der Stamm
PYR400 wurde innerhalb der T-Klasse von Mykobakterien, die gegeniiber Isoniazid resistent waren,

versuchsweise eingeordnet (Wayne & Diaz, 1982).

3.2.3.2. Fluoren- und Dibenzofuran-abbauende Stimme

Trotz ihrer unterschiedlichen Herkiinften ergaben die DPM/DPO-Stimme eine dhnliche Morphologie
und Wachstumsphysiologie untereinander.

Die taxonomischen Arbeiten von den Stimmen DPO360 und DPO1361 wurden von Schmid et al.
(1997) durch 16S-rDNA Sequenzierung teilweise gemacht, aber die anderen Stimme DPM201,
DPM202, DPO210 und DPO340 wurden noch nicht taxonomisch untersucht.

Tab. 3-13. Cluster-Analyse von 7 DPM/DPO-Stimmen, einschlieBlich der Terrabacter
Stimmen DPO360 und DPO1361, drei Mycobacterium Stimmen US1, PYR101
und PYR213, und zwei Rhodococcus Stimmen St116 und St117

[Stamm T2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1.PYR213 Korr [r]
2.PYR101 | 064

3.US1 0,62 0,64 >0,7

4.5t116 0,55 0,65 0,61

5.5t117 0,42 0,58 0,57 0,76 0,6 ~0,7

6.DPO340 029 045 052 048 0,52

7.DPM202 023 044 041 045 05 0,69

8.DP0O320 0,23 0,38 039 048 05 062 0,69

9.DPM201 03 024 04 046 035 056 0,67 0,73

10.DP0O210 03 035 048 056 041 057 057 0,6/ 0,77
11.DPO1361) 0,28 033 0,39 05 043 063 064 07 07 07
12.DP0O360 | 0,31 042 045 043 041 065 0,68 064 056 0,54 0,79

In der Tabelle 3-13 geht es um die Cluster-Analyse von sieben DPM/DPO-Stimmen,
einschlieBlich der Terrabacter-Stimmen DPO360 und DPO1361, und drei Mycobacterium Staimmen
US1, PYRI101 und PYR213, und zwei Rhodococcus Stammen St116 und St117. Die Cluster wurden

auf dem Dendrogramm bei einem taxonomischen Grenzwert [r] von 0,6 dargestellt (Abb. 3-17).
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Abb. 3-17. Schematische Darstellung der bakteriellen Cluster, die aus der Cluster-Analyse in
der Tabelle 3-12 resultierten: Die CNM-Gruppe bestand aus Mykolsédure-haltigen
Corynebacterium, Nocardia, Mycobacterium und Rhodococcus Stimmen

Die DPM/DPO-Stimme zeigten eine hohe Homologie miteinander. Alle DPM/DPO-Stimme
wurden innerhalb von Terrabacter eingeordnet. Die Cluster von drei Mykobakterien und zwei
Rhodokokken wurde unter Begriffsverwendung der CNM-Gruppe innerhalb der taxonomischen
Grenze (r = 0,6) zugeordnet.

In der Tabelle 3-14 handelte sich um die Differenzierung der DPM/DPO-Stimme, die alle
morphologisch and physiologisch dhnlich waren. Sie bildeten kreme, kreisformige ([J 2~3 mm),
konvexe und glattrandige Kolonien auf TSA-Medien, und zeigten gram-positive, pleomorphe und
nicht-Sporen-bildende Nocardiaformen (Lénge: 3 ~ 4 um) unter Mikroskopierung. Alle Stdmme
zeigten eine starke Katalaseaktivitit an.

Fluoren und Biphenyl dienten zum Wachstum fiir alle, einschlieBlich der Stimme DPM201 und
DPM202, die kein Dibenzofuran abbauten. Die Stimme DPM201 und DPM202 zeigten ihre
Wachstumsoptima bei pH 7,0, wihrend die DPO- Stamme dazu unterschiedlich bei pH 9,5 optimal
gewachsen haben.
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Tab. 3-14. Die Charakteristika zur Differenzierung der DPM/DPO-Stiimme

Ao
S > = © © © 9 o
2 A A A A A A &
C/E-Quelle "
3,4-Dihydro-2H-pyran + + + - - - -
2,3-Dihydrofuran + - + + - + +
2,3-Epoxy-1-propanol + - - - - - -
Ethylenglykol - - + - - - -
Phenol + + + + - + +
2-Methoxyphenol - - + - - - -
Benzaldehyd + + + + + - +
Dibenzofuran + + + + + + +
D-Xylose - - + - - - -
Galactose + - + + + + +
Maltose + - + + + + +
Milchsaure + - + + - - +
Succinat + - - - - - -
Fumarat - - + - - - +
DL-Alanin (C/N-Quelle) + - + + + - +
L-Asparagin + - + - - - +
L-Glutamat + - + - - - +
Glycin + - + - - - +
L-Prolin + - + - - - +
L-Serin + - + - - - +
L-Leucin + + + + - - +
Acetamid + + o+ o+ - - +
Gelatine-Hydrolyse + + + - - - -
Grambestimmung + + + + + + +
Koloniefarbe K K K K K K K
Zellmorphologie * SP SP SP SP SP SP SP
Wachstums- | % NaCl 0 0 0 05 0 0 0
optima {7 oC 30 30 30 35 35 35 35
(R24) pH 7,0 7,0 9,5 95 95 9,5 95
tq (h) 5 7 4 4 5 4 4
Katalase =+ A e e A
Oxidase - - - - - - -
Anm.
1) +: Wachstum gréBer 50 % als die Negativkontrolle (ca. AOD > 0,05 mit [J 20mm
Testrohrchen)

+: Kein Wachstum, sondern einen positiven Farbumschlag nach 24 Stunden mit
Tetrazolium-violett
-: Kein Wachstum und kein Farbumschlag
2) Koloniefarbe: K: cremefarben
3) Zellmorphologie: SP: Stibchen-dominierend pleomorph
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Die Abbaufdhigkeit fiir Dibenzofuran war fiir die Taxonomie von den DPO-Stdmmen nicht
determinativ, d.h., damit lieBen sich alle der Gattung Terrabacter nicht erscheinen. Dazu gehdrten
zwei DPM-Stimme DPM201 und DPM202 zu dieser taxonomischen Gruppe an, ohne jeglichen
Abbau von Dibenzofuran. Ein Bericht lag vor, dal der Sphingomonas Stamm auch Dibenzofuran
abbauen kann (Wittich et al, 1992). Ein individueller Merkmal, wie z.B. der Abbau von
Dibenzofuran, scheint nicht notwendig (determinativ) fir die Taxonomie zu sein, d.h., alle zur
Terrabacter Gruppe angehdrenden Stimme verwerten Dibenzofuran nicht, das zwar durch andere
taxonomische Stammgruppen abgebaut werden kann.

Auf dhnliche Weise hielt sich die Pyren-Abbaufahigkeit nicht fiir determinativ zur Identifizierung
von Mykobakterien oder engen Taxa. Die Pyren-abbauenden Stimme ergaben trotzdem eine hohe
Ahnlichkeit mit Mykobakterien (sieche Abschnitt 3.2.3.1). Daher war die Pyren-Abbaufihigkeit keine
notwendige Bedingung fiir die Taxonomie von Mykobakterien, sondern eine hinreichende Bedingung.
Es gibt jedoch determinative Merkmale, die nach dem Wissen von bisherigen taxonomischen
Arbeiten vor anderen Merkmalen in der allgemein anerkannten Taxonomie Prioritdt haben. Auf
diesem Grund wurden die Stimme DOX2 und DOXS, hinsichtlich ihrer Agar-Abbaufdhigkeit und
gleitenden Beweglichkeit, in der Cytophaga-Flexibacter Stammgruppe eingeschlossen. Ahnlich war
die Saurefestigkeit ein erhebliches Merkmal von Mykolsdure-haltigen Bakterien, insbesondere von
Mykobakterien.

3.2.3.3. Alkylether-abbauende Stimme u.a.

Wie in der Abbildung 3-13 zu sehen ist, haben 43 Aralkylether- und Alkylether-abbauende Stimme,
ausschliflich der Stimme THF400 und MOBG600, eine hohe Ahnlichkeit ergeben. Alle Stimme
wurden aus einer rdumlich gleichen Belebungsanlage des Klarwerks Stuttgart-Biisnau isoliert. Die 43
Stamme zeigten eine &dhnliche Zellmorphologie miteinander. Sie bildeten wihrend des
Stabchen/Kokken-Kreislaufes (pleomorph) unregelmifBige Kolonien auf Agarmedien. Die Zelldicke
betrug 0,6 bis 1 um.

Fiir die Cluster-Analyse von den Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stdmmen wurden drei
Mycobacterium-Stamme US1, PYRI101 und PYR213, zwei Terrabacter Stimme DPO360 und
DPM202, und sechs Hexan-abbauende Gram-positive pleomorphe Stimme HXNS500, HXN600,
HXN1000, HXN1200, HXN1500, HXN1900, und fiinf Styrol-abbauende Gram-positive pleomorphe
Stamme VLB140, VLB160, MLB110, MLB120 und ELB120, und der Pilzstammes DMOB100 als
Referenzstimme in dieser taxonomischen Arbeit eingeschlossen. Jeder Korrelationskoeffizient wurde
mit der hochsten Rangfolge in die trigonale Matrix analysiert (Tab. 3-15). Die daraus resultierten
Cluster wurden auf dem Dendrogramm bei einem taxonomischen Grenzwert [r] von 0,6 dargestellt
(Abb. 3-18). Dabei liel3 sich der Pilzstamm DMOB100 von den bakteriellen Doménen weit entfernen .



- 106-

Der cyclische Alkylether-abbauende Stamm THF400 und der Aralkylether-abbauende Stamm
MOB600 wurden von der CNM- bzw. Rhodococcus Stammgruppe, wozu die meisten Aralkylether-
und Alkylether-abbauenden Stdmme zugeordnet wurden, deutlich unterschiedlich gemacht. Die
beiden Stdmme waren myzelige Actinomyceten. Der Stamm THF400 bildete keine Pigmente auf
TSA-Medien, und deformierte Agaroberfliche. Er bildete gewohnlich Zellaggregate in fliissigen
Kulturen. Der Stamm MOB600 wuchs in der glattrandigen, halbkugeligen und cremefarbenen
Kolonieform auf Agarplatten, ohne myzelige Struktur unter der Agaroberfldche zu bilden. Er bildete
keine Zellaggregate in fliissigen Kulturen, obwohl die Zellmorphologie unter Mikroskopierung
wiirzelformig war.

AuBer den Stimmen THF400, MOB600 und DEES1S5, lieBen sich die meisten Aralkylether- und
Alkylether-abbauenden Stdmme Rhodococcus erscheinen, wozu die Rhodococcus Stimme St116,
St117, ID90-364, ID90-365A und ID90-365B zugeordnet wurden. Alle Rhodococcus Stimme zeigten
gelbe, orangenfarbene, oder rote Koloniefarbe auf TSA-Medien. Der Stamm DEES1S5, der sowohl
Anisol als auch aliphatische Alkylether (z.B. Diethylether und Di-n-propylether) als einzige C/E-
Quelle verwertete, lief sich beim taxonomischen Grenzwert von Rhodococcus nahe liegen.

Die farblosen bzw. weiflen Hexan-abbauenden Stimme wurden beim taxonomischen Grenzwert
von 0,6 in die zwei unterschiedlichen Gruppen aufgeteilt, nimlich die Hexan-abbauenden CNM-
Gruppen A und B. Vier Stimme, die zur Hexan-abbauenden Gruppe A angehorten, waren dhnlich mit
Mycobacterium innerhalb der Mycobacterium-Rhodococcus Stammgruppe. Die anderen zwei Stimme
von der Gruppe B waren von der Mycobacterium-Rhodococcus Stammgruppe weit entfernt.

API-Coryne-Tests wurden handelsiiblicherweise verwendet, um Rhodococcus Stdmme unter
Abgleich mit dem Typstamm Rhodococcus equi schnell zu bestimmen. Die untersuchten Alkylether-
abbauenden Stimme ergaben eine hohe Ahnlichkeit mit Rhodococcus equi (22 Stimme, n = 36,
[%SIM ] = 092,0 ~ 99,0). Hingegen entsprach die jeweilige Taxonomie von den Stimmen THF400
und MOB600 mit Brevibacterium sp. (n = 2, [%SIM ] viean = 92,9) und Corynebacterium sp. (n = 2,
[%sIM],,.,, = 98.9).

Weder die Cluster-Analyse noch die API-Coryne-Schnelltests brachten die Taxonomie von den
Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stidmmen in Zusammenhang mit ihren
unterschiedlichen Abbaupotentialen ins Detail. Vier cyclische Alkylether-abbauende Stimme
THF100, THF102, THF200 und THF202 ergaben eine hohe Ahnlichkeit bei einer hohen

Korrelationenkoeffizienten [7] iiber 0,9 miteinander.
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0,6 Klassifizierung

THF200 —
THF202
THF102
THF100
MOB100
DEE5313
DEE5312
DEE5314
1 DEE5311
{': EVE331
E— DBE720
DEES5303
DEE5302
4@ DEE5304
PEG602
PEG601
PEG604
DEES532
PEG603
DEES5301
EE— DEE5331

DEE5316
DEE5151
St127
MOP100
St117
ID90-365A
1D90-364
St116
— MOP102
VLB160
g VLB140
ID90-365B
EVE3041
EVE201
EVE202
— EVE314
_: DEOB100
DEOB200
ELB120
T e
MLB120 ——

ﬁ DEE515
Us1

|

|

EVE332
EVE305
| MLB110 — Rhodococcus
EVE341
EVE3042

PYR101 »» i
PYR213 Mycobacterium

HXN1500

HXN1900 Hexan-abbauende
HXN500 CNM-Gruppe A
HXN600

HXN1000 —) Hexan-abbauende
HXN1200 CNM-Gruppe B

THF400
DPM202

‘ pposso__|— Terrabacter
MOB600 Referenz m.o.:
DMOB100

T T T T T T T T T T 1 Pilzstamm
00 02 04 06 08 1.0

Korrelation [r]

Abb. 3-18. Taxonomische Darstellung von den Stammgruppen, die aus der Cluster-Analyse von
61 pleomorphen nicht-Sporen-bildenden Gram-positiven Bakterien in der Tabelle 3-
15 resultierten: Die CNM-Guppe bestand aus Mykolsdure-haltigen Corynebacterium,
Nocardia, Mycobac-terium, und Rhodococcus Stimmen. Als Referenzstamm wurde der
Pilzstamm DMOB100 verwendet
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Die cyclische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme scheinen durch Anreicherung mit
cyclischem Alkylether aus einem Wild-Typstamm in einer Belebtschlammprobe abgeleitet zu werden.

Die Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme lieen sich anhand der
Empfindlichkeitstests gegeniiber antibiotischen Hemmstoffen, wie z.B. Antibiotika, Lysozym, und
Kaliumtellurit, weiter unterteilen (Tab. 3-16). Alle untersuchte Aralkylether- und Alkylether-
abbauende Rhodococcus Stamme waren gegeniiber Kanamycin (30 pg) und Rifampicin (30 pg)
empfindlich. Die meisten Stdmme waren gegeniiber Nalidixinsdure (30 pg) resistent. Die
Empfindlichkeitsmuster gegeniiber Chloramphenicol (30 pg) und Penicillin (10 pg) machten die
Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stdmme beziiglich ihrer Abbaupotentiale
voneinander unterschiedlich. Anstelle des Penicillins zeigte Carbenicillin (100 pg) gegen die

Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme eine dhnliche Empfindlichkeit an.

i) AuBler dem taxonomisch unterschiedlichen Stamm MOB600 waren die
Aralkylether-abbauenden Stimme Rhodococcus sp. St116, St117, MOP100,
und MOP102 gegeniiber Chloramphenicol (30 pg) empfindlich, aber gegen
Penicillin (10 pg) resistent. Der Stamm MOB600 ergab hingegen die
Empfindlichkeit gegeniiber Chloramphenicol.

ii) Alle cyclische Alkylether-abbauende Stamme waren gegeniiber den beiden
Antibiotika empfindlich.

iii) Aliphatische Alkylether-abbauende Stimme waren gegeniiber Chloramphenicol

resistent, aber gegeniiber Penicillin empfindlich.

Aralkylether-abbauende Stimme

In der Tabelle 3-17 wurden die Charakteristika zur Differenzierung von den Aralkylether-
abbauenden Stimmen, einschlieBlich der aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen DEE5311 und
DEES1S, dargestellt. Alle Stamme verwerteten charakteristischerweise Anisol und Phenetol als
einzige C/E-Quelle. Hierbei war Phenetol ein gemeinsames Substrat zur Charakterisierung von den
beiden Aralkylether- und aliphatische Alkylether-abbauenden Stammen.

Aus aufgenommener Substratspektren und wachstumsphysiologischer Merkmalen wurden die

Aralkylether-abbauenden Stimme in die folgenden Subgruppen aufgeteilt:
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Tab. 3-17. Die Charakteristika zur Differenzierung der Aralkylether-abbauenden Stimme
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S 3 T Z 2 2 8 28 % w

A 2 © ~ ~ w w @ = = = = n I

@) (@) — — « = = < A A =) ==} d 0

Stamm R B ¢ = © 28 2 2 8 8 & & & =
a (= »n n n = = = = = = = a (=

Diethylether - - - - - - - - - - - - + o+
1-Alkohole (C, ~Cs) + + 4+ + + + o+ o+ o+ o+ O+ -+ o+
Glycerin - - + + + + o+ o+ o+ o+ o+ - + o+
Hexadecan + + + + + + + - + + - + +
Aceton - - - - - + - - - + - + +
Benzol - - - - - - - - - - - + - -
Phenol + -+ + + + 4+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+
2-Methoxyphenol + + + + + + + + + + + + + +
3-Methoxyphenol - - - - - - - - - - - + - -
Anisol - - - + 4+ - - + + + 4+ o+ o+ 4+
Phenetol - - - + + - - - + + + + + +
Styrol - - - - - - - - - - + - -
Toluol - - - - - - - - - - - + - -
1,4-Diethoxybenzol + + - - - - - - - - - - - -
Dibenzylether - - - - - - - - - - - - + +
Biphenyl - - - - - - - - - - - + - -
Acetamid (C/N-Quelle) + + - - - - - - + + + - + +
Pectin-Hydrolyse - - - - - - - - + + - - - -
Grambestimmung + + + + + + + + + + + + + +
Koloniefarbe " OR OR R) R) R) (R) R) (R) (R) (R) O/R C O/R OR
Ziehl-Neelsen-Féarbung - - - - - - - - - - - - - -
Zellmorphologie * S/K S/K S/K S/K SK SK SK SK SK SK SK M SK SK
Wachstums | % NaCl 05 0 05 1 1 05 05 0 0 0 2 1 1 2
optima T °C 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 35
R24)  1pn 70 75 70 95 70 65 70 70 95 95 75 70 75 7.0
tq (h) 45 3.8 42 43 38 42 45 33 39 4 46 15 6 78

Katalase B o e e e e s e o S T T R o S e
Oxidase - - - - - - - - - - - - - -

Anm.

1) Koloniefarbe : O/R: orangenfarben bzw. rot, (R): cremefarben bzw. hell rot, C: cremefarben
2) Zellmorphologie : S/K: Stdbchen/Kokken-Kreislauf (pleomorph), M: myzelartig

Subgruppe 1: Die 1,4-Diethoxybenzol-abbauenden Stimme DEOBI100 und DEOB200
verwerteten charakteristischerweise 1,4-Diethoxybenzol als einzige C/E-
Quelle. Der Stamm DEOBI100 verwertete auch Phenol im Vergleich zum
Stamm DEOB200.
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Subgruppe 2: Die Aralkylether-abbauenden Stamme St117, St127, MOP100, und MOP102
ergaben eine morphologische und physiologische Verdnderung nach der
Anzucht mit Anisol oder Phenetol. Die Stimme MOP100 und MOP102
wurden unter Beriicksichtigung ihrer positiven Testergebnisse fiir Acetamid
als einzige C/N-Quelle und die Pectin-Hydrolase deutlich von den Stimmen
St 117 und St127 unterschiedlich gemacht.

Subgruppe 3: Der Stamm MOB100 zeigte eher eine morphologische Ahnlichkeit mit den
aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen wie z.B. DEES5311 und
DEES15. Der Stamm MOBI100 konnte weder aliphatische Alkylether noch

Dibenzylether als einzige C/E-Quelle verwerten.

Subgruppe 4: Die zwei aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme DEES311 und
DEES15 scheinen eher in der aliphatische Alkylether-abbauedenen
Stammgruppe zugeordnet zu werden. Dazu konnten sie ungewohnlich Anisol
als einzige C/E-Quelle verwerten. Diese Charaktere lieBen die beiden
Stamme in der Zwischenlage von den Aralkylether- und aliphatische

Alkylether-abbauedenen Stammgruppen liegen (vgl. Tab. 3-19).

Der Stamm MOB600 war zwar taxonomisch und physiologisch auBlerhalb von Rhodococcus weit
entfernt. Der Stamm MOB600 verwertete verschiedene Benzole/Phenole als einzige C/E-Quelle, wie
z.B. Benzol, Styrol, Toluol, 2-Methoxyphenol (Guajakol), 3-Methoxyphenol, o/m/p-Kresole, und
Biphenyl. Interessant war, dal dieser Stamm 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol verwertete,
wihrend die anderen Rhodococcus Stamme nur 2-Methoxyphenol von mono-hydroxylierten Anisolen
verwerteten. Der Stamm MOB600 verwertete hingegen wenige Kohlenhydrate oder Aminoséuren als
einzige C/E- oder C/N-Quelle. So verwertete er weder n-Alkohole (C, ~ Cs) noch Hexadecan,
wihrend die meisten Rhodococcus Stimme verschiedene Alkohole und Hexadecan als

Wachstumssubstrate verwerteten.

Cyvclische Alkylether-abbauende Stimme

In der Tabelle 3-18 geht es um die Charakteristika zur Differenzierung der cyclische Alkylether-

abbauenden Stimme.



Tab. 3-18. Die Charakteristika zur Differenzierung der cyclische Alkylether-

abbauenden Stimme

S 8 8 8 8

Stamm E I & B &
= & = =T =

[ R B

Diethylether + + + + +
Di-n-propylether - - - -
Di-n-pentylether - - - + +
Tetrahydrofuran + + + + +
Tetrahydropyran + + + + +
Glycerin - - - - +
Hexadecan + + + + -
Phenol - + + + -
2-Methoxyphenol + + + + -
Phenetol - - - - -
Dibenzylether - - - - -
Grambestimmung + + + + +
Kolonienfarbe " OR OR OR OR W
Ziehl-Neelsen-Firbung - - - - -
Zellmorphologie * SKK SK SK SK M
Wachstums | % NaCl 0,5 0 0 0 0
optima | T°C 30 30 30 30 30
R24)  |pH 85 7,5 75 85 85
tq (h) 11 95 87 15 31

Katalase H++ A A
Oxidase - - - - -

Anm.

1) Koloniefarbe : O/R: orangenfarben bzw. rot, W: weil}
2) Zellmorphologie : S/K: Stdbchen/Kokken-Kreislauf (pleomorph), M: myzelartig
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Der Stamm THF400 wurde taxonomisch von den anderen unterschiedlich gemacht. Er wuchs nicht

mit Glycerin, Hexadecan, oder 2-Methoxyphenol im Gegensatz zu den anderen Rhodococcus

Stimmen. AuBlerdem ergab er eine lange Verdopplungszeit (t4 = 31 h) in R2A-fliissigen Medien als

die anderen Rhodococcus Stimme (tg = 8,7 ~ 15 h).

Die cyclische Alkylether-abbauenden Stdmme konnten charakteristischerweise Tetrahydrofuran,

Tetrahydropyran und Diethylether als einzige C/E-Quelle verwerten, nicht aber Di-n-propylether,

Phenetol oder Dibenzylether. Sowohl Diethylether als auch Di-n-propylether, Phenetol und

Dibenzylether dienten im allgemeinen als Wachtumssubstrate fiir die aliphatische Alkylether-



- 114-

abbauenden Stimme, die keine Abbaufahigkeit fiir cyclische Alkylether dabei hatten (vgl. Tab. 3-19).
So war Diethylether ein allgemeines Substrat fiir die beiden cyclische und aliphatische Alkylether-
abbauenden Stdmme. Im Vergleich zur Wachstumsfihigkeit wurden die beiden Diethylether-
Verwertern mit der jeweiligen spezifischen Wachstumsrate, p, bei einer Konzentration von 5 mM an
Diethylether aus den Tabellen 3-4 und 3-5 unterschiedlich gemacht. Die cyclische Alkylether-
abbauenden Rhodococcus Stimme (n = 4) wuschen mit Diethylether langsamer (n = 0,045 ~ 0,092,
Uay = 0,062) als die aliphatische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Staimme (n = 12, p = 0,074 ~
0,116, pay = 0,093).

Der Cluter von den cyclische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stdmmen ergab eine hohe
Ahnlichkeit bei einem taxonomischen Grenzwert iiber 0,9 miteinander. Daher wurde vermutet, daf
sich diese Stimme urspriinglich aus derselben Spezies abgeleitet haben. Wie im Abschnitt 3.1.4.2
erwiahnt, wurden die cyclische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme in Bezug auf die
Substrat Hemmkonstante, Kjg;, gegeniiber cyclische Alkylether, wie z.B. Tetrahydrofuran und
Tetrahydropyran, in die folgenden zwei Subgruppen aufgeteilt.

Subgruppe 1: Die Stimme THF100 und THF200 besallen eine hohere Toleranz gegen
cyclische Alkylether ([KS[]THF = 2,94 ~ 8,30 I’IlM, [KSI]THP = 5,41 ~31 mM)

Subgruppe 2: Im Vergleich dazu waren die Stimme THF102 und THF202 demgegeniiber
anfalhg ([KS]]THF = 0,097 ~ 0,1 mM, [KS]]THP = 0,1 ~ 0,142 mM)

Die Staimme THF100 und THF200 spielten wegen ihrer hohen Widerstandsfahigkeit am Abbau
von cyclischen Alkylethern eine Hauptrolle. Wenn sich die Stimme nach der Adaptation auf cyclische
Alkylether morphologisch und physiologisch verdnderten, wiirden die hoch widerstandsfahigen
Stamme THF100 und THF200 jeweils von den demgegeniiber anfilligen Stammen THF102 und
THF202 hergeleitet.

Aliphatische Alkylether-abbauende Stimme

Wie in der Abbildung 3-16 zu schen ist, lieBen sich alle aliphatische Alkylether-abbauende
Stimme zu Rhodococcus angehoren. Sie zeigten eine morphologische und physiologische Ahnlichkeit
miteinander, wie z.B. einen Stibchen/Kokken-Kreislauf, eine gelbe/orangenfarbene/rote
Koloniefarbe, positive Reaktionen fiir die Katalase, und negative Reaktionen fiir die Oxidase. Manche

Stimme ergaben spontane Koloniefarbednderungen. Die Farbe dnderte sich einmal unwiderruflich
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von orangenfarben (Wildtyp) nach rot unter Begleitung des vdlligen Verlustes ihrer
Etherabbauaktivititen, und zu anderem von orangenfarben nach gelb ohne Verlust der Abbaufihigkeit
(siche Abschnitt 3.1.4.4).

In der Tabelle 3-19 geht es um die Charakteristika zur Differenzierung der aliphatische
Alkylether-abbauenden Stdmme. Sie besallen ein breites Substratspektrum nicht nur an aliphatischen
Alkylethern, wie z.B. Diethylether, Di-n-propylether, Di-n-butylether, Di-n-pentylether, Di-n-
hexylether, Di-n-heptylether, n-Butyl-methylether, n-Butylethylether, Ethyl-fert-butylether, und einer
Mischung von 2-/3-Isoamylether, sondern auch an Alkoholen, wie z.B. Ethanol, 1-Propanol, 1-

Butanol, 1-Pentanol, 2- und 3-Isoamylalkohol.

Sie verwerteten auch im allgemeinen Phenetol und Dibenzylether als einzige C/E-Quelle, aber
weder Dimethylether, Isopropylether, Methyl-tert-butylether, noch Methanol. Aus aufgenommener
Substratspektren wurde hypothetisch postuliert, daf3

das Abbauenzymsystem der aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme ein nicht-
substituiertes Methylen-Ca-Atom neben dem Sauerstoffatom, das aliphatische Alkylether,
Phenetol und Dibenzylether im allgemeinen besitzt, initial angreift

mit der folgenden Ausnahme, dal3

ein  Methylen-Ca-Atom von cyclischen Alkylethern, wie z.B. Tetrahydrofuran,
Tetrahydropyran, 1,4-Dioxan und Morpholin, damit nicht attackiert wird.

Wihrend des Wachstums mit Anisol oder 2-Chlorethylethylether lieBen sich die aliphatische
Alkylether-abbauenden Stamme in die folgenden 4 Subgruppen unterteilen:

Subgruppe 1: Die meisten Stimme wuchsen weder mit Anisol noch 2-Chlorethylethylether

Subgruppe 2: Der Stamm DEES5311 wuchs mit Anisol, nicht aber mit 2-Chlorethylethylether

Subgruppe 3: Der Stamm DEES5151 wuchs mit 2-Chlorethylethylether, nicht aber mit Anisol

Subgruppe 4: Der Stamm DEES515 wuchs sowohl mit 2-Chlorethylethylether als auch Anisol



JNRISISIY-USPOH/UYOQRIS /S (€
101 yorU UdqIejuafurIo uoA Juniopugiudwsid }/0 qa8 yoeu (dLIpripn) uogreyudsueio uoA sunmspugiuowidid 1 X/0 (T
“IOYIRIAIOIAING-U ‘IoIo[AIowAIng-u ‘IYIo[AWeOS]-¢ ‘7 ‘IoIR[A1doy-u-1(q ‘Ioyle[Axay-u-1(] ‘Ioypeifyuad-u-1(q ‘IoyIo[Aing
-u-1g ‘JoyelAdord-u-1q IOUIIAYIoI g'Z AIM ‘USSUBR[UNIIY USUIPIIYISIOA JIW JOYIAY[Y dydsneydije udpomIon swwels 9y (]

wuy
L 1v v 6¢ TV Lt¢ 9 6% ¥S 11 9v 8L TV 6T IS €¢ v vY w"
0°L SL S6 SL SL S8 0L S9 0L 0L S6 SL SL S6 0L SL S6 €56 Hd %40
¢g¢ S¢ 0¢ 0¢ S¢S S s¢ GC 0¢ 0fE 0 0¢ Ss€  S¢  0¢ 0 O¢ o L eundo
! 1 1 ! [4 I [4 [4 ! 1 [4 ! 0 0 0 0 ! 0 I[DBN % -SUI)SYIE AN
S /S WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS WS R arsojoyd.iowi[[oz
- - - - - - - - - - - - - - - - - - Sunqae-udsEIN-TYa1Z
/O ¥40 O ¥O ¥0 A/O O O AO AO O O ¥O ¥O ¥4O0 O ¥O O (WNIPIN-VSL) (, 2qTejoruojod]
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + sung.Jgjue.ar)
+ + + o+ 4+ - F -+ + + + + F OF o+ 4+ - IPNO-N/D SIe ul[eA-T
-+ o+ - -+ o+ - -+ - -+ o+ -+ o+ - dPNO-N/D STe uro1d-|
- + + - - - - - - - - - * ¥ - * * ¥ APNO-N/D S[& urue[e[Audy -1
-+ o+ - -+ -+ 4+ s+ o+ o+ o+ s+ o+ PNO-N/D S[e yewreynH-1
T -+ o+ -+ o+ o+ dAMPNO-N/D s[e urdeaedsy-p
-+ o+ - - -+ - - - R S e . T PNO-N/D) SIE WUElY-'|
+ + + + + + + + - + + + + + + + + + JYRAZudqIQ
+ 4+ - - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ s+ o+ o+ pAyapiejAzuag
- - - - - - + + - + - - - - - - - + [oudadny
+ + + + + + + + ¥ + + + + + + + + + [03oUdYd
e T T [ostuy
-+ o+ o+ o+ o+ -+ 4+ - - -+ -+ o+ o+ 4+ 1e)Ie[AUIA
+ + + + + + + + - - + - + + + + + + U0y
- - - - - + o+ - - - - - - - - - - - JIYPIAYINAYIAIOYD-T
-+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ - - - -+ 4+ - - JOYRIAPPALS-€ T-1Ang(F
- - - - - T - - - - - - - - - - - - J1I[Adoadosy
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + ( PUIBIALY dydsyeyuly
S ® = = =~ ¥ v T T ¢ T © T T g g o =
=) s3] s3] = = =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =
= Q Q Q Q = = =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 = = =
3 =) =) (=) [=2) )] )] N N 9] 9] N N 9] 9] N N 9]
[ = =3 1S3 < . . w w 1) 1) w w 173 173 W W 173 w
(=} S w (] e 19} 19} pd pd sk e . w () =} (=3 (=3 =
o (=)} = w N e . S w N o

JWWR)S UIPUINBQQE-TIYP[ANY udydsneydife 19p SUnINZud I InZ eYsLpeIey) I *61-€ "qeL




- 117 -

Die Stimme DEES151 und DEES515, die mit 2-Chlorethylethylether langsam wuchsen, verwerteten
weder 2-Chlorethanol noch 2-Chloracetaldehyd als einzige C/E-Quelle, die als Folgeprodukte vom
Abbau des 2-Chlorethylethylethers erwartet wurden. Wahrscheinlich bauten diese Stimme 2-
Chlorethylethylether unvollstindig ab. 2-Chlorethanol und 2-Chloracetaldehyd wurden unter
Beteiligung einer Alkohol/Aldehyd-Oxidase weiter zu 2-Chloressigsdure oxidiert. Fiir den weiteren
Abbau von 2-Chloressigsdure war eine spezifische Dehalogenase unbedingt nétig. Ohne 2-
Chloressigsdure in der Zellkultur abgebaut wiirde, wirkte sie auf die Zelle toxisch ein. Die Stimme
DEES151 und DEES15 scheinen dagegen in gewissem Malle widerstandsfahig zu sein.

Die Stimme DEES5311 und DEES515 verwerteten Anisol als einzige C/E-Quelle. Diese Stimme
wiesen zwei unterschiedliche Wachstumsmuster von den beiden Aralkylether- und aliphatische
Alkylether-abbauenden Stammgruppen auf. Daraus wurden zwei hypothetische Abbauwege von
Anisol vorgestellt. Wiirde der oxidative Abbau von Anisol durch eine O-Demethylierungsreaktion
eingeleitet, entstand daraus Phenol als Folgemetabolit. Wiirde Anisol andererseits durch eine 2-
Monooxygenierungsreaktion am Kernring initial oxidiert, bildete sich 2-Methoxyphenol als
Folgemetabolit (Késer, 1993). Alle in dieser Arbeit untersuchte Rhodococcus Stimme verwerteten
Phenol und 2-Methoxyphenol als einzige C/E-Quelle. Die Tatsache, dal die anderen aliphatische
Alkylether-abbauenden Stdmme kein Anisol verwerteten, bedeutete, da3 weder O-Dealkylasesystem
noch 2-Monooxygenasesystem damit bewerkstelligt war.

Anhand aufgenommener Subtratspektren und Wachstumsmuster war es jedoch schwer
festzustellen, ob das hypothetische O-Dealkylasesystem, das ein nicht-substituiertes aliphatisches
Methylen-Ca-Atom neben dem Sauerstoffatom anzugreifen vermochte, auch ein terminales O-
Methyl-C-Atom des Anisols attackieren konnte. Eine dhnliche Frage wurde mit dem anderen Beispiel
gestellt, daf die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme im allgemeinen Ethyl-tert-butylether als
einzige C/E-Quelle verwerteten, nicht aber Methyl-zerz-butylether.
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3.3. Ruhezellenversuche

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war bakterielle Abbaumechanismen von Aralkylethern, cyclischen
und aliphatischen Alkylethern mit ausgewidhlten Modellsystemen zu untersuchen, um Erkenntnisse
tiber die primdre Oxidaseaktivitit zu haben. Fiir biokatalysierten organischen Abbau werden
iiblicherweise Ruhezellen (oder Hungerzellen) eingesetzt, die eine geeignete Oxygenaseaktivitit
exprimieren (Faber, 1995). Das erleichert besonders die Regenerierung von Koenzymen mit eigenen
Enzymsystemen. Die Zellmembran und die Zellwand verméchten dazu, die Absorptionsrate von
schwer wasserlslichen Chemikalien in die Zelle zu beschleunigen. Die Oxidationspotentiale der
Ruhezellen sind oft grofer, als bei gereinigten und regenerierten Enzymsystemen (Sugimori et al.,
1995). Die Préparation der letzten ist manchmal in Laborbedingungen vorschriftwidrig. Allerdings
treten auch Probleme beim Ruhezellenversuch auf, wie z.B. die Fehlinduktion bzw. der
Aktivitdtsverlust giinstiger Enzyme, die Produktion bzw. der Abbau von Nebenprodukten. Zur
Verminderung dieser Probleme wurden Teststimme mit geeignetem Substrat bis zur optischen Dichte
(ODs46) von 2 ~ 3 kultiviert, und in der spat-logarithmischen Wachstumsphase abzentrifugiert. Die
Zellpaste wurde in 50 mM Phosphat Puffer (pH 7,2 ~ 7,4) suspendiert, und bei 30°C 2 ~ 4 Stunden
geschiittelt, damit {ibriges Substrat beseitigt wurde. Nach der anderen Zentrifugierung erhielten sich
die Hungerzellen bei —30°C einen Monat lang aktiv.

Die Oxidationsmuster wurden anhand einer sauerstoffempfindlichen Clark’schen Elektrode
untersucht, damit die Sauerstoffzehrung galvanisch quantifiziert wurde. Wenn eine Testchemikalie
eine signifikante Sauerstoffzehrung verursachte, wurde das als Indiz fiir eine enzymatische
Oxygenierung gewertet. Wenn eine zusétzliche Chemikalie in Gegenwart von geeignetem Substrat die
Oxidationsrate deutlich verlangsamte, wirkte die zusétzliche Chemikalie auf die primére Oxidase
hemmend. Es war schwer, alle Substratatmungen als produktive Enzymreaktionen anzusehen, weil
unproduktive Fehloxidationen auch aus dem Ruhezellenversuch resultieren konnten (Biinz & Cook,
1993).

Die 'reversed-phase’-Hochdruckfliissigkeitschromatographie (RP8-HPLC) wurde zur qualitativen
und quantitativen Bestimmung von aromatischen Substanzen {iblicherweise verwendet.
Ausgangsmateriale und die Folgemetabolite wurden anhand jeder Eichgerade konzentrationsmafig
bestimmt, wenn ihre Retentionszeiten und UV-Spektren mit authentischen Chemikalien vergleichbar
waren. Um schwer wasserlosliche Chemikalien génzlich zu 16sen, und um in der Zelle absorbierte
Chemikalien zu extrahieren, wurde jede Probe mit dem gleichen Volumen Methanol versetzt, und die

Fliissigkeit wurde dann nach der Abzentrifugierung analysiert.
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Fiir die qualitative Diinnschichtechromatographie war eine handelsiibliche RP18-F,s545-DC-Platte
(5%7,5 cm, Fa. Merck) verwendbar. Proben wurden zweimal mit dem gleichen Volumen Diethylether
extrahiert. Die Konzentrate wurden auf eine RP18- DC-Platte eingeengt, und dann mit 60 %igem
Methanol entwickelt. Die getrennten Banden wurden unter einer UV-Lampe bei 254 nm sichtbar

gemacht, um ihre Rf-Werte mit authentischen Chemikalien vergleichen zu lassen.
3.3.1. Die 1,4-Diethoxybenzol-abbauenden Stimme
1,4-Diethoxybenzol-abbauenden Stdmme DEOB100 und DEOB200 bauten 1,4-

Diethoxybenzol langsam ab. Die Stimme wurden mit mehrmaligen Zugaben von 0,05 %igem (v/v)
Ethanol in Gegenwart von 1,4-Diethoxybenzol (2 ~ 3 mM) bis zu optischer Dichte (ODs46) von 2 ~ 3

Die zwel

kultiviert. Die Induktion einer 1,4-Diethoxybenzol-Oxidase lief3 sich durch Braunung der Zellkulturen

erkennen.

Tab. 3-20. Retentionszeiten und UV-Spektren von Testchemikalien, die anhand einer RP8-
HPLC mit 50%igem (v/v) Methanol-FlieBmittel (0,085 % H;PO,, FlieBrate: 1 ml
min™) analysiert wurden

Chemikalien RT " UV-Spektrum 2 (200 ~360 nm)
[Min]| Maxima Minima Schulter

2-Hydroxyanisol 2,66 276 247 218
3-Hydroxyanisol 2,64 274 247 219
4-Hydroxyansiol 2,34 225, 288 212,252
2-Ethoxyphenol 3,74 276 248 218
4-Ethoxyphenol 3,20 225, 289 211,252
Hydrochinon 1,48 223,291 215, 252
1,2,4-Trihydroxybenzol 1,36 | 206,223, 288 216, 255
1,2-Dimethoxybenzol 4,12 226, 275 215, 248
1,3-Dimethoxybenzol 6,57 275 247 220
1,4-Dimethoxybenzol 5,60 226, 288 211,252
1,4-Diethoxybenzol 13,70 227,288 212,252

Anm.

1) 20 pl Probe wurde anhand eines Autosamplers in die RP§-HPLC-Trennséule eingespritzt.
Authentische Chemikalien wurden bei einer Konzentration von 0,1 mM, 0,5 mM und 1
mM analysiert, damit die relative Retentionszeit mit dem mittleren Wert abgeschitzt
wurde.

2) Die UV-Spektren wurden mittels eines mit Diodenarray ausgeriisteten Multikanal-
Photodetektors zwischen 200 und 360 nm mit dem Wellenldngeintervall von 2 nm
aufgenommen.
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Zusatzlich wurden der Stamm DEOBI100, der Phenol als einzige C/E-Quelle verwertete, nach der
Anzucht mit Phenol, und der Gram-negative Stamm 4MOP1, der mit 4-Methoxyphenol wuchs, nach
der Anzucht mit 4-Methoxyphenol untersucht.

Jedes Umsatzmuster wurde anhand einer analytischen RP8-HPLC mit ausgewdhlten
Testchemikalien untersucht. In der Tabelle 3-20 wurden die Retentionszeiten und UV-Spektren
zwischen 200 und 360 nm von den verwendeten Testchemikalien und ihren O-dealkylierten bzw.
hydroxylierten Produkten aufgefiihrt. Indem jede authentische Chemikalie bei einer Konzentration
von 0,1 mM, 0,5 mM und 1 mM unter der gleichen Bedingung analysiert wurde, erhielt sich die
Eichgerade. Je 1 mM Testchemikalie wurden mit Ruhezellen in 50 mM Phosphat-Puffer (pH 7,2)
eingesetzt. Die optische Dichte (ODs46) von den Stimmen DEOB100, DEOB200 und 4MOP1 war am
Anfang des Versuches jeweils 2,0, 5,0 und 3,0.

Der Stamm 4MOP1 baute tiglich 0,3 mMole 1" 4-Methoxyphenol ab, ohne Folgemetabolite, wie
z.B. 1,4-Hydrochinon und Chinone, zu bilden.

Der Stamm DEOB100 ergab je nach der Anzucht mit Phenol oder 1,4-Diethoxyphenol ein
dhnliches Umsatzmuster. Er setzte 1,4-Diethoxybenzol und 1,4-Dimethoxybenzol jeweils zu 4-
Ethoxyphenol (RT: 3,20 min), 4-Methoxyphenol (RT: 2,34 min) um.

Tab. 3-21. Relative Aktivititen"” von den Stimmen DEOB100, DEOB200 und 4MOP1 zum
Umsatz von alkoxylierten Phenolen und Benzolen

Stamm 4MOP1 DEOB100 DEOB200
Anzuchtsubstrat | 4-MOP | Phenol | DEOB | DEOB
Testchemikalien [1 mM]
1,2-Dimethoxybenzol - - - -
1,3-Dimethoxybenzol - - 0,032 0,035
1,4-Dimethoxybenzol - 0,15 0,083 0,15
1,4-Diethoxybenzol - 0,31 0,59 0,21
2-Methoxyphenol - 1,09 1,73 0,79
3-Methoxyphenol - 0,14 0,088 -
4-Methoxyphenol 0,30 0,056 0,11 -
Anm.

1) Die relative Umsatzrate (mMole 1" d™') wurde dadurch untersucht, daP die sich ergebene
Abbaurate einheitlich mit der eingesetzten Biomasse (ODs45 =1,0) umgerechnet wurde.
2) 4-MOP = 4-Methoxyphenol, DEOB = 1,4-Diethoxybenzol mit zuséatzlichem Ethanol
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Vom Umsatz des 1,3-Dimethoxybenzols war aber kein 3-Methoxyphenol (RT: 2,64 min)
nachweisbar, weil der Stamm DEOB100 3-Methoxyphenol schneller (0,088 ~ 0,14 mMole 1" d™)
umsetzte, als 1,3-Dimethoxybenzol (0,032 mMole 1! dh).

Der Stamm DEOB200 setzte auch 1,4-Diethoxybenzol, 1,3-Dimethoxybenzol und 1,4-
Dimethoxybenzol jeweils zu 4-Ethoxyphenol, 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol um (Tab. 3-
21).

2-Methoxyphenol wurde von den beiden Stimmen DEOB100 und DEOB200 schnell umgesetzt
(0,79 ~ 1,73 mMole I d"). Die Abbauenzyme fiir 2-Methoxyphenol schienen ohne Zusammenhang
mit den Abbauaktivititen fiir 1,3- bzw. 1,4-dialkoxylierte Benzole konstitutiv zu sein, weil kein 2-
Methoxyphenol vom Abbau der 1,3- bzw. 1,4-Di-alkoxylierten Benzole produziert wurde. 2-
Methoxyphenol (Guajakol) ist ein O-dealkyliertes Produkt vom Abbau des 1,2-Dimethoxybenzols
(Sutherland, 1986). Kein in dieser Arbeit untersuchter Stamm baute 1,2-Dimethoxybenzol ab.

1,4-Diethoxybenzol
1,3-Dimethoxybenzol
1,4-Dimethoxybenzol

Ethoxyphenol-Produkt vom
,4-Diethoxybenzolabbau

Konzentration [mM]

Methoxyphenol-Produkt vom
,3-Dimethoxybenzolabbau

-Methoxyphenol-Produkt vom

4
1
3
1
4
1,4-Dimethoxybenzolabbau

Abb. 3-19. O-Dealkylierungsreaktionen fiir den Abbau von 1,3- bzw. 1,4-dialkoxylierten
Benzolen durch den Stamm DEOB200 (ODs;s = 5,0): Der Teststamm wurde in
Gegenwart von 1,4-Diethoxybenzol mit Ethanol angezogen.
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Aus der Abbildung 3-19 konnte man erkennen, dal der Stamm DEOB200 durch eine O-
Dealkylierungsreaktion 1,4-Diethoxybenzol via 4-Ethoxyphenol abgebaut hat. 4-Ethoxyphenol wurde
weiter mineralisiert. Damit wurden auch 1,3-Dimethoxybenzol und 1,4-Dimethoxybenzol jeweils zu
3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol umgestzt, aber 3- oder 4-methoxyliertes Phenol schien nicht
weiter abgebaut zu werden. Im Gegensatz dazu konnte der Stamm DEOBI100 3-Methoxyphenol und
4-Methoxyphenol weiter abbauen.

3.3.2. Die Aralkylether-abbauenden Stimme

Zur Untersuchung verschiedender Abbauwege von Aralkylethern wurden der Stamm Rhodococcus
rhodochrous St127, der aliphatische Alkylether-abbauende Rhodococcus Stamm DEES311 und der
unbekannte Actinomycete MOB600 ausgewéhlt.

Alle drei Staimme bauten charakteristischerweise Anisol und Phenetol ab. Dazu baute der Stamm
DEES311 aliphatische Alkylether und Dibenzylether ab, und der Stamm MOB600 degradierte
verschiedene aromatische Chemikalien wie z.B. Benzol, Toluol, Styrol, o/m/p-Kresole, 2-
Methoxyphenol, 3-Methoxyphenol und Biphenyl. Davon baute kein Stamm Di-methoxyliertes Benzol
ab, wie z.B. 1,2-Dimethoxybenzol, 1,3-Dimethoxybenzol, oder 1,4-Dimethoxybenzol.

In der Tabelle 3-22 werden um die Retentionszeiten und UV-Spektren von den verwendeten
Chemikalien aufgefiihrt, die mittels einer mit Diodenarray ausgeriisteten RP8-HPLC analysiert
wurden. Schwer wasserldsliche Aralkylether, wie z.B. 1,2-Dimethoxybenzol, 1,3-Dimethoxybenzol,
1,4-Dimethoxybenzol und 1,2-Methylendioxybenzol, wurden am Anfang des Versuches bei einer
Konzentration von 1 mM eingesetzt. Sonst wurde je 3 mM Phenol, Anisol, Phenetol, 2-
Methoxyphenol, 3-Methoxyphenol, 4-Methoxyphenol, oder Toluol als Testsubstrat genutzt. Zur
quantitativen Bestimmung wurde die Eichgerade jeder Testchemikalie mit der Konzentrationsskala
von 0,1 bis I mM gemacht.

Aus der RP8-HPLC-Analyse ergaben 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol keinen groflen
Unterschied zwischen ihren Retentionszeiten oder UV-Spektren. 2-Methoxyphenol und 3-
Methoxyphenol wurden daher auf einer Diinnschichtechromatographie unterschiedlich gemacht.
Wilrige Proben wurden zweimal mit dem gleichen Volumen Diethylether extrahiert, und die
Konzentrate, die sich in geringes Volumen Diethylether 16sten, wurden auf eine Kieselgel-RP18-
Fs4s-Diinnschichtechromatographie (5x7,5 cm, Fa. Merck) eingeengt. Indem sich DC-Platten mit 60
%igem (v/v) Methanol (0,085 % H3PO,) entwickelten, unterschieden sich 2-Methoxyphenol und 3-
Methoxyphenol unter einer UV-Lampe bei 254 nm mit dem jeweiligen Rf-Wert von 0,49 und 0,57.
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Tab. 3-22. Retentionszeiten und UV-Spektren von Testchemikalien, die anhand einer RPS8-
HPLC mit 50%igem (v/v) Methanol-FlieBmittel (0,085 % H;PO,, FlieBrate: 1 ml

min™') analysiert wurden

Chemikalien RT UV-Spektrum ( 200 ~ 360 nm)
[Min] Maxima Minima Schulter
Phenol 2,58 213,271 207, 240
Anisol 5,61 219,271 208, 240
Phenetol 8,65 220,271 209, 241
2-Methoxyphenol 2,66 276 247 218
3-Methoxyphenol 2,64 274 247 219
4-Methoxyphenol 2,34 225, 288 212,252
Ortho-Kresol 3,79 273 242 213
Meta-Kresol 3,64 274 244 215
Para-Kresol 3,70 223,279 210, 246
2-Ethoxyphenol 3,74 276 248 218
3-Methoxybrenzkatechin | 1,88 268 252 219
2-Methoxyhydrochinon 1,52 290 255 222
1,2-Dimethoxybenzol 4,12 226,275 215, 248
1,3-Dimethoxybenzol 6,57 275 247 220
1,4-Dimethoxybenzol 5,60 226, 288 211, 252
1,2-Methylendioxybenzol | 5.55 232,282 221,252
3,4-Methylendioxyphenol | 2,54 235,295 227,259

Anm.

1) 20 ul Probe wurde anhand eines Autosamplers in die RP8-HPLC-Trennsédule eingespritzt.
Authentische Chemikalien wurden bei einer Konzentration von 0,1 mM, 0,5 mM und 1
mM analysiert, damit die relative Retentionszeit mit dem mittleren Wert abgeschétzt

wurde.

2) Die UV-Spektren wurden mittels eines mit Diodenarray ausgeriisteten Multikanal-
Photodetektors zwischen 200 und 360 nm mit dem Wellenldngeintervall von 2 nm

aufgenommen.

Relative Umsatzrate von Anisol, Phenetol, 2-Methoxyphenol, 3-Methoxyphenol, oder 4-
Methoxyphenol wurde mit ganzen Zellen von den Stdmmen St127, DEE5311 und MOB600
untersucht (Tab. 3-23). Die Initialaktivitdt jedes Stammes fiir den Abbau von Anisol und Phenetol

scheint von dem Anzuchtsubstrat abhéingig zu sein. Der Stamm St127 setzte nur nach der Anzucht mit
Anisol oder Phenetol Aralkylether schnell um. Im Vergelich dazu setzte der Stamm DEES5311 nicht

nur nach der Anzucht mit Aralkylether oder Phenol Aralkylether um, sondern Anisol, Phenetol und 2-

Methoxyphenol wurden auch nach der Diethylether-Anzucht schnell umgesetzt. Der Stamm MOB600

konnte nach der Toluol-Anzucht Aralkylether abbauen. Seine Abbaufdhigkeiten wurden semi-

konstitutiv induziert, oder mehere Enzymsysteme beteiligten sich am Abbau von Aralkylethern.
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Tab. 3-23. Der Umsatz" [mMole I d’l] von Anisol, Phenetol, 2-Methoxyphenol, 3-
Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol mit ganzen Zellen von den Aralkylether-
abbauenden Stimmen St127, DEE5311 und MOB600

Stamm | Anzuchtsubstrat Testchemikalien ? (am Anfang 3mM)
Anisol Phenetol | 2-MOP 3-MOP 4-MOP
St127 Phenol 0,2 0,2 0,7 0,1 <0,1
Anisol 2,3 3,5 3,7 0,4 0,3
Phenetol 0,3 0,2 3,0 0,1 <0,1
DEES311 | Diethylether 4,6 7,7 3.4 - -
Phenol 2,7 6,3 4.5 3,6 2,1
Anisol 8,8 7,6 4,6 0,2 0,8
Phenetol 6,2 1,30 2,8 0,1 0,4
MOB600 |Phenol 6,9 1,3 11,3 17,3 <0,1
Toluol 3,6 3,5 3,6 11,3 -
Anisol 15,9 12,7 10,6 35,8 0,5
Phenetol 11,9 16,0 2,1 35,7 -
Anm.

1) Die relative Umsatzrate wurde dadurch abgeschitzt, daf3 die sich mit einem Testsubstrat
ergebene Abbaurate einheitlich mit der eingesetzten Biomasse (ODs4 = 1.0) umgerechnet

wurde.
2) 2-,3-,4-MOP = 2-, 3-, 4-Methoxyphenol

3.3.2.1. Umsatz- und Oxidationsmuster des Stammes St127

Nach der Anzucht mit Anisol setzte der Stamm St127 Phenetol schneller (3,5 mMole I d'l) als
Anisol (2,3 mMole I d') um. Wurden die Folgemetabolite vom Abbau des Anisols unter
Verwendung authentischer Chemikalien analysiert, wurde nur 2-Methoxyphenol als ein temporéres
Metabolit nachgewiesen, das anhand einer RP8-HPLC eine Retentionszeit von 2,66 min und auf einer
DC-Platte einen Rf-Wert von 0,49 ergab. Vom Abbau von Phenetol wurde aber kein dquivalentes
Folgemetabolit, wie z.B. 2-Ethoxyphenol detektiert (Abb. 3-20).

Wie in der Tabelle 3-23 zu erkennen ist, setzten die Stamme St127 und DEES5S311 2-
Methoxyphenol jedenfalls schneller als 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol um. Ahnliches
Umsatzmuster wurde nach der Anzucht mit Phenol aufgewiesen. Die Abbauaktivitit fir 2-
Methoxyphenol schien (semi)-konstitutiv induziert zu werden, wie bei den 1,4-Diethoxybenzol-
abbauenden Stimmen DEOB100 und DEOB200 erwéhnt.
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Abb. 3-20. Postulierte 2-Monooxygenierungen von Anisol und Phenetol durch den Stamm St127:
Der Teststamm wurde mit Anisol angezogen, und die optische Dichte von Ruhezellen
betrug am Anfang des Versuches 3,7 im 50 mM Phosphat Puffer (pH 7,2). Geringe Menge
an 2-Methoxyphenol wurde vom Abbau des Anisols nachgewiesen (R = Methyl, Guajakol).

Wurde 3-Methoxyphenol oder 4-Methoxyphenol mit ganzen Zellen umgesetzt, stellte der Stamm
St127 'dead-end’'-Produkte her, deren roten Farbe sich in der Fliissigkeit erkennen liel (Abb. 3-21A).
Die beiden Produkte ergaben anhand einer mit Diodenarray ausgeriisteten RP-HPLC dieselbe
Retentionszeit (1,52 min) und dasselbe UV-Spektrum zwischen 200 und 360 nm. Thre Maximum
Peaks lagen bei 226 nm und 273 [1274 nm (schwach) und das Minimum Peak bei 260 [1261 nm
(Abb. 3-21B). Damit war keine authentische Chemikalie, wie z.B. Hydrochinon, Resorcinol, 3-
Methoxybrenzkatechin, oder 2-Methoxyhydrochinon, identisch. Vermutlich war das 'dead-end'-
Produkt ein 4-Methoxybrenzkatechin-Derivat. Weil kein 4-Methoxybrenzkatechin handelsiiblich
verwendbar gemacht wurde, wurde die Produktion des vermutlichen 4-Methoxybrenzkatechins
wihrend des Stoffwechsels von 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol nur mit der zunehmenden
Tendenz von integriertem 'Peak-Area’ ermittelt (Abb. 3-21). Der Stamm St127 schien kein 4-
Methoxybrenzkatechin abzubauen. Dieses Derivat wurde vermutlich schnell zu anderen autoxidiert.

Die Oxidationsmuster vom Stamm St127 wurden je nach der Anzucht mit Phenol, Anisol oder
Phenetol untersucht (Tab. 3-24). Nach der Anzucht mit Phenol wurde keine Oxidation flir Anisol,
Phenetol, 2-Methoxyphenol, 3-Methoxyphenol, und 4-Methoxyphenol nachgewiesen. Die mit Anisol
angezogenen Zellen besallen jedenfalls hohere Oxidationspotentiale auf Aralkylether als die mit

Phenetol angezogenen Zellen.
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Abb. 3-21. Umsatz von 3-Methoxyphenol und
4-Methoxyphenol zu vermutlichem ‘dead-
end’'-Produkt 4-Methoxybrenzkatechin durch
den Stamm St127: Der Teststamm wurde mit
Anisol angezogen, und die optische Dichte von
den Ruhezellen betrug am Anfang des
Versuches 3,7 im 50 mM Phosphat Puffer (pH
7,2). Das 'dead-end’'-Produkt wurde (A) anhand
einer RP8-HPLC bei der Retentionszeit von 1,52
detektiert, wobei das UV-Spektrum
zwischen 200 und 360 nm mit

min
einem
Diodenarray aufgenommen wurde (vgl. Abb. 3-
23)

Tab. 3-24. Relative Sauerstoffaufnahmerate [nMole ml”" min™ pro ODs, = 1] von Ruhezellen
des Stammes St127 je nach der Anzucht mit Phenol, Anisol oder Phenetol

Anzuchtsubstrat
Testchemikalien (1 mM) Phenol Anisol Phenetol
Phenol 4 12,5 3,2
Anisol - 5,4 <1
Phenetol - 8,0 <1
2-Methoxyphenol - 9,8 2,6
3-Methoxyphenol - 1,8 -
4-Methoxyphenol - 1,8 -

Anm.

O, nicht detektierbar im Vergleich zur grundsitzlichen Zellatmung
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3.3.2.2. Umsatz- und Oxidationsmuster des Stammes DEE5311

Der aliphatische Alkylether-abbauende Stamm DEES5311 baute charakteristischerweise aliphatische
Alkylether, Anisol, Phenetol und Dibenzylether ab. Davon diente Anisol im allgemeinen zum
Wachstum fiir die Aralkylether-abbauenden Stimme, nicht aber fiir die aliphatische Alkylether-
abbauenden Stdmme. Der Stamm DEES311 schien daher zwei unterschiedliche Enzymsysteme zum
Abbau von aliphatischen Alkylethern und Aralkylethern zu besitzen. Je nach der Anzucht mit
Diethylether, Phenol, Anisol, oder Phenetol zeigte er unterschiedliche Oxidationsmuster an (Tab. 3-
25).

Die Diethylether-Anzucht war von den anderen unterschiedlich: Die mit Diethylether angezogenen
Zellen oxidierten Diethylether, Phenetol und Dibenzylether, aber weder Phenol, 2-Methoxyphenol, 3-
Methoxyphenol, 4-Methoxyphenol, Brenzkatechin, noch 3-Methoxybrenzkatechin. Die mit einem
aromatischen Substrat angezogenen Zellen oxidierten hingegen weder Diethylether noch
Dibenzylether. Die Oxidationspotentiale auf Aralkylether erhéhten sich jedenfalls nach der Anzucht
mit Ansiol oder Phenetol. In diesem Fall ergaben die mit Anisol angezogenen Zellen damit eine
schnelle Umsatzrate von Aralkylethern als die mit Phenetol angezogenen Zellen. Der Stamm

DEES311 besal} keine Dioxygenase zur Ringspaltung von 3-Methoxybrenzkatechin.

Tab.3-25. Relative Sauerstoffaufnahmerate [nMole mlI”" min™ pro ODs, = 1] von Ruhezellen
des Stammes DEES311 je nach der Anzucht mit Diethylether, Phenol, Anisol, oder

Phenetol
Anzuchtsubstrat

Testchemikalien (1 mM) | Diethylether | Phenol | Anisol | Phenetol
Diethylether 35,9 - - -
Phenol - 71,3 439 7,6
Anisol <1 - 7,0 5,2
Phenetol 10,3 4.6 19,3 9,1
2-Methoxyphenol - 19,5 18,4 17,7
3-Methoxyphenol - 25,1 7,0 -
4-Methoxyphenol - 154 8,8 -
Dibenzylether 17,3 - - -
Brenzkatechin - 214 102 77,2
3-Methoxybrenzkatechin - 26,2 2,6 -

Anm.

U, nicht detektierbar im Vergleich zur grundsétzlichen Zellatmung
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Aus den Tabellen 3-24 und 3-25 zeigten die Stdmme St127 und DEES5311 &hnliche
Oxidationspotentiale auf 2-Methoxyphenol, 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol miteinander.
Die beiden oxidierten 2-Methoxyphenol schneller als 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol. Die
Oxidationsraten von 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol waren dhnlich miteinander. Die mit
Phenol angezogenen Zellen oxidierten besonders Phenol, Brenzkatechin, 3-Methoxyphenol und 4-
Methoxyphenol schnell, aber 2-Methoxyphenol, Phenetol, oder Anisol wurde damit langsam oder
nicht oxidiert. Daraus wurde angenommen, dall eine Phenol-Hydroxylase vom Stamm DEES5311
verschiedene Aralkylether, wie z.B. 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol, unproduktiv oxidierte.

Nach der Anzucht mit Diethylether setzte der Stamm DEES5311 Anisol und Phenetol durch eine O-
Dealkylierungsreaktion an der O-Alkylgruppe zu Phenol um (Abb. 3-22). 3 ~ 5 Stunden nach dem
Versuchsbeginn wurden aber Anisol und Phenetol durch eine 2-Monooxygenierungsreaktion am Kern
jeweils zu 2-Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol umgesetzt. Das 2-Monooxygenasesystem vom
Stamm DEES5311 wurde nur in Gegenwart von Aralkylether induziert.

Die Tatsache, daB die meisten aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme kein Anisol
verwerteten, beruhte wahrscheinlich auf die fehlende Induktion vom 2-Monooxygenasesystem. Wire
die O-Dealkylaseaktivitidt konstitutiv oder mit Anisol induzierbar, wichsten alle aliphatische
Alkylether-abbauende Stidmme mit Anisol, obwohl sie keine vom Anisolabbau freigesetzte
Methylgruppe als einzige C/E-Quelle verwerten konnten. Damit entstand Phenol vom Abbau von
Aralkylethern. Phenol war ein gewohnliches Substrat fiir alle. In der Tabelle 3-25 geht es darum, dal3
die O-Dealkylase weder konstitutiv noch mit Anisol induzierbar ist.

Im Vergleich dazu hatten der Stamm DEES5311 und ebenso der Stamm DEES15 ein anderes
Enzymsystem, ndmlich die 2-Monooxygenase, zum Abbau von Aralkylethern. So konnten sie damit
Anisol via 2-Methoxyphenol abbauen. In diesem Versuch war aber es unklar, ob Phenetol fiirs O-
Dealkylasesystem als Inducer fungiert. Trotzdem wurde aus der Betrachtung aufgenommener
Sustratspektren hypothetisch postuliert, dall diejenigen Ether, die das O-Dealkylasesystem von den
aliphatische Alkylether-abbauenden Stdmmen induzieren, im allgemeinen die folgende chemische

Eigenschaft haben:

eine nicht-substituierte Methylengruppe an der Ca-Position neben dem Sauerstoffatom.

Damit wurde gerechnet, dal3 Phenetol in der Zwischenlage liegt, um entweder eine O-Dealkylase

oder eine 2-Monooxygenase vom Stamm DEE5311 zu induzieren.



- 129 -

[
3.0 :\’—_—‘\’—‘\:ﬂi
1 w
. g
S 2.5 v Phenetol |3
= @
- ]
Kl ]
*@ 2.0
€ 05
(0]
N
C
(o]
x =
@
Q
g
7
o =g =3
— -
0 5 10
Zeit [h]

—e— Phenol-Produkt
vom Anisolabbau

—v— Phenol-Produkt [0]
vom Phenetolabbau —
Anfang

—o—- 2-Methoxyphenol-Produkt
vom Anisolabbau

—v—- 2-Ethoxyphenol-Produkt [0] T
vom Phenetolabbau o

HO.
Nach
3 ~ 5 Studen

Abb. 3-22. Postulierte Abbauwege von Anisol und Phenetol durch den Stamm DEE5311(ODxsyq
= 2,2) nach der Anzucht mit Diethylether: 3 ~ 5 Stunden nach dem Versuchsbeginn
entstanden 2-Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol als Hauptintermediate anstelle des am
Anfang entstehenden Phenols.

Interessant war, dafl die mit Diethylether angezogenen (induzierten) Zellen am Anfang des
Versuches Anisol O-demethylierten. Die hypothetische O-Dealkylase katalysierte auch eine
Hydroxylierungsreaktion am terminalen O-Methyl-C-Atom.

3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol wurden besonders nach der Anzucht mit Phenol schnell
umgesetzt (Abb. 3-23). Die Umsatzraten von 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol waren
hingegen nach der Anzucht mit Diethylether oder Aralkylether nur langsam (Tab. 3-23).
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Abb. 3-23. Der Abbau des 2-Methoxyphenols und der Umsatz von 3-Methoxyphenol und 4-
Methoxyphenol zu vermutlichem ‘dead-end’-Produkt 4-Methoxybrenzkatechin
durch den Stamm DEES5311 (ODsy = 2,4): Der Teststamm wurde mit Phenol
angezogen. Die Produktion von vermutlichem 4-Methoxybrenzkatechin wurde anhand
einer RP8-HPLC mit 50 %igem Methanol-FlieBmittel (0,085 % H;PO,, FlieBrate: 1 ml
min™) bei der Retentionszeit von 1,52 min bestimmt (vgl. Abb. 3-21)

Die beiden Abbauprodukte zeigten dieselbe Retentionszeit von 1,52 min und dasselbe UV-
Spektrum zwischen 200 und 360 nm (A, = 226, 273 [1274 (schwach), Ayin = 260 [1261) an. Das
war mit vermutlichem 4-Methoxybrenzkatechin identisch (sieche Abb. 3-21). Hiermit wurde bestitigt,
dal 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol nicht durch spezifische Enzymreaktionen zu
vermutlichem 4-Methoxybrenzkatechin umgesetzt wurden, sondern daf} sich eine Phenol-Oxidase, die

eine breite Substratspektrum an verschiedenen Phenolen hatte, daran beteiligte.
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Abb. 3-24. Postulierte Abbauwege von Anisol und Phenetol durch den Stamm DEES311 (ODsy4
= 1,9) nach der Anzucht mit Phenetol: Anisol und Phenetol wurden durch eine 2-
Monooxygenierungsreaktion jeweils zu 2-Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol
umgesetzt.

Nach der Anzucht mit Aralkylether setzte der Stamm DEES5311 Anisol und Phenetol jeweils zu 2-
Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol um (Abb. 3-24). Damit wurde angeschlossen, dall sowohl der
Aralkylether-abbauende Stamm St127 als auch der aliphatische Alkylether-abbauende Stamm
DEES311 bevorzugt durch eine 2-Monooxygenierungsreaktion Aralkylether abbauen. Daraus wurde
angenommen, dafl ein O-Dealkylasesystem zum Abbau von Phenetol ungiinstiger ist, als ein 2-
Monooxygenasesystem. Im Prinzip ist die O-Arylbindung wegen der Konjugation zwischen p-
Orbitalen des Sauerstoffatoms und aromatischen T-Elektronen stérker als die O-Alkylbindung. Daher
geschieht die O-Dealkylierungsreaktion mit Aralkylethern bevorzugt an der O-Alkylbindung so
dhnlich wie die O-Dealkylierungen von 1,3- bzw. 1,4-Di-alkoxylierten Benzolen durch die Stimme
DEOB100 und DEOB200. Wird aber Aralkylether durch eine 2-Monooxygenierungsreaktion am
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Kern hydroxyliert, behindert sich die O-Dealkylierung, sondern die ipso-Substitution an der O-
Arylbindung ist der O-Dealkylierung vorzuziehen (Ohe et al., 1994).

3.3.2.3. Umsatz- und Oxidationsmuster des Stammes MOB600

Die Oxidationsmuster vom Stamm MOB600 wurden je nach der Anzucht mit Phenol, Toluol, Anisol
oder Phenetol galvanish untersucht (Tab. 3-26). Die ganze Oxidationskapazitit fiir Anisol, Phenetol
und 1,2-Methylendioxybenzol erhohte sich deutlich nach der Anzucht mit Anisol oder Phenetol. Er
oxidierte Phenol, Toluol, 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol, o/m/p-Kresole und Brenzkatechine
schnell ohne Bezug auf Anzuchtsubstrate. 4-Methoxyphenol wurde hingegen nicht oder nur langsam
oxidiert.

Im Vergleich zu den Rhodococcus Staimmen St127 und DEES5311 vermochte der Stamm MOB600
dazu, nach der Anzucht mit Aralkylether sowohl Aralkylether, wie z.B. Anisol, Phenetol, 2-
Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol, als auch Toluol und 1,2-Methylendioxybenzol zu oxidieren.

Tab. 3-26. Relative Sauerstoffaufnahmerate [nMole ml" min™' per ODsy =
Ruhezellen des Stammes MOB600 je nach der Anzucht mit Phenol, Toluol,

Anisol, oder Phenetol

1,0] von

Anzuchtsubstrat
Testchemikalien (1 mM) Phenol Toluol Anisol | Phenetol

Phenol 62,8 173 228 97,6
Toluol n.u. 43,7 181 120
Anisol 8,0 11,3 72,8 75,9
Phenetol - 1.4 55,4 60
2-Methoxyphenol 80,3 158 225 44,6
3-Methoxyphenol 67,2 138 152 49,4
4-Methoxyphenol 12,4 29,6 8,7 -
ortho-Kresol 54,0 183 183 65,1
meta-Kresol 22,6 110 143 38,6
para-Kresol 62 144 155 48,2
Brenzkatechin 536 1200 514 286
3-Methylbrenzkatechin 228 511 480 228
3-Methoxybrenzkatechin 145 294 181 142
1,2-Methylendioxybenzol 6,6 - 125 35

Anm.

U : nicht detektierbar im Vergleich zur grundsétzlichen Zellatmung, n.u., nicht untersucht
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Der Stamm MOB600 oxidierte 3-Methoxyphenol schneller als 2-Methoxyphenol. Damit wurden
Brenzkatechin, 3-Methylbrenzkatechin und 3-Methoxybrenzkatechin durch extradiolisch arbeitende

Dioxygenierung abgebaut. Diese meta-spaltende Dioxygenaseaktivitidt lieB sich Sekunden nach

Testbeginn anhand der Tautomerie enolischer Produkte mit der gelben Farbe in der Fliissigkeit schnell

erkennen. 1,2-Methylendioxybenzol wurde zu einem 'dead-end’-Produkt umgesetzt (Abb. 3-25).

Handelsiibliches 3,4-Methylendioxyphenol ergab anhand einer mit Diodenarray ausgeriisteten RP8-
HPLC dieselbe Retentionszeit von 2,54 min und dasselbe UV-Spektrum (Apax = 235 nm, 295 nm; Apin
= 227 nm, 259 nm) mit dem 'dead-end’-Produkt. Die Umsatzrate von 1,2-Methylendioxybenzol

verlangsamte sich nach 30 ~ 60 Minuten vom Versuchsbeginn. Wahrscheinlich bewirkte

3,4-

Methylendioxyphenol eine Produktehemmung auf die initiale Oxidase.

Konzentration [mM]
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—— 3,4-Methylendioxyphenol-
Substrat

—e—- 1,2-Methylendioxybenzol-
Substrat

—v—- 3,4-Methylendioxyphenol-
Produkt

Abb. 3-25. Die Biotransformation des 1,2-Methylendioxybenzols zu einem 'dead-end’-Produkt

3,4-Methylendioxyphenol durch den Stamm MOB600 (ODsy =

1,1): Die

Transformation von 1,2-Methylendioxybenzol zu 3,4-Methylendioxyphenol wies eine

Produktehemmung auf.

Wihrend des Abbaues von Anisol und Phenetol wurden jeweils 2-Methoxyphenol und 2-
Ethoxyphenol als Folgemetabolite detektiert (Abb. 3-26). Er wuchs aber mit 2-Ethoxyphenol nicht,
wihrend Phenetol ohne weiteres zum Wachstum diente. Damit wurde gerechnet, da3 der Stamm

MOB600 eigentlich nicht iiber 2-Ethoxyphenol Phenetol abbaute. 2-Methoxyphenol und 2-
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Ethoxyphenol wurden nicht enzymatisch hergestellt, wenn Aralkylether-Dihydrodiole spontan
dehydratisiert wurden (Resnick & Gibson, 1993). In diesem Versuch wurde aber kein
Schliisselmetabolit, wie z.B. 3-Methoxyphenol, 3-Methoxybrenzkatechin, Anisol-dihydrodiol, oder
Phenetol-dihydrodiol, fiir die Dioxygenierungsreaktion nachgewiesen.

2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol wurden dann iiber ein tempordres Metabolit abgebaut.
Das tempordre Metabolit ergab dieselbe Retentionszeit von 1,88 min und dasselbe UV-Spektrum

(Amax = 268 nm, Amin = 252 nm, Schulter = 219 nm) mit authentischem 3-Methoxybrenzkatechin
(Abb. 3-27).

—e— Anisol

—v— Phenetol

—o—- 2-Methoxyphenol-Produkt
vom Anisolabbau

—v—- 2-Ethoxyphenol-Produkt
vom Phenetolabbau

Konzentration [mM]

Y, . . . . . .
0 5 10

CoHs

o}
HO
©1 > 443§<4> ?7?

Abb. 3-26. Umsatzmuster vom Stamm MOB600 (ODsss = 1,2) mit Anisol oder Phenetol: Die
Ruhezellen wurden nach der Anzucht mit Anisol geerntet. 2-Methoxyphenol und 2-
Ethoxyphenol wurden unter Abgleich mit authentischen Chemikalien auf einer RP18-DC

als Intermediate nachgewiesen. Kein 2-Ethoxyphenol dient aber zum Wachstum vom
Stamm MOB600.
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—0— 3-Methoxybrenzkatechin
vom 2-Methoxyphenolumsatz

2 [O]  ocH;,
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Abb. 3-27. Umsatzverliufe von 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol zu 3-Methoxy-
brenzkatechin durch den Stamm MOB600 (ODsy = 2,5): Der Stamm MOB600
wurde mit Phenol angezogen. Aus der RP8-HPLC-Analyse wurde 3-
Methoxybrenzkatechin als ein temporéres Intermediat nachgewiesen.

Der Stamm MOB600 setzte weder 3-Methoxyphenol noch 4-Methoxyphenol zu vermutlichem 4-
Methoxybrenzkatechin um. FEr besall dafiir keine Phenol-Hydroxylase, um eine breite
Substratspektrum an Phenolen zu haben.

Der Stamm MOB600 hatte nach der Anzucht mit phenolischem Substrat verschiedene
Monooxygenasen dabei, um 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol, die durch spontane
Dehydratisierungsreaktion mit  Anisol-2,3,-dihydrodiol  gebildet wurden, jeweils zu 3-
Methoxybrenzkatechin zu oxidieren. Dann wurde 3-Methoxybrenzkatechin extradiolisch abgespalten

Zusammenfassend damit wurde hypothetisch postuliert, da} der Stamm MOB600 unter Bildung
von 3-Alkoxybrenzkatechin Aralkylether abbaut, und daB} ein 2,3-Dioxygenasesystem moglicherweise
fiir die Initialoxidation von Aralkylethern verantwortlich war. Daraus konnten Aralkylether-2,3-
dihydrodiole entstehen, die entweder durch spontane Dehydratisierung zu 2- bzw. 3-Alkoxyphenolen

oder durch enzymatische Dehydrierung zu 3-Alkoxybrenzkatechinen umgesetzt wurden.
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3.3.3. Die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme

Die Stimme DEE5151 und DEES515 bauten charakteristischerweise aliphatische Alkylether, Phenetol
und Dibenzylether ab. Dazu konnten sie 2-Chlorethylethylether abbauen, aber weder 2-Chlorethanol,
2-Chloracetaldehyd, noch 2-Chloressigsdure als C/E-Quelle verwerten. Sie bauten daher 2-
Chlorethylethylether unvollstindig ab, ohne halogenierte Ethylgruppe als C/E-Quelle zu verwerten.
Davon zeigte der Stamm DEES515 zwei unterschiedliche Abbaumuster sowohl mit aliphatischen
Alkylethern als auch mit Aralkylethern an, wie beim Stamm DEE5311 erwédhnt. Daher nahm sich der
Stamm DEES5151 zum Abbaumuster, um die Abbaumechanismen von aliphatischen Alkylethern und

Dibenzylether zu untersuchen.

3.3.3.1. Oxidationsaktivitiaten fiir aliphatische Alkylether und Alkohole

Dimethylether ist die einfachste Verbindung von symmetrischen aliphatischen Alkylethern, aber das
diente nicht zum Wachstum fiir die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme. Das néchst einfache
Diethylether vertrat deshalb diese Bindungsklasse.

Der Abbau wurde nur wihrend des Stoffwechsels von Diethylether bewerkstelligt. Die
hypothetische O-Dealkylase war mit Diethylether induzierbar (Abb. 3-28). In Gegenwart von Ethanol
oder D-Glucose als einzige C/E-Quelle, nahm die Abbauaktivitit fiir Diethylether schnell ab. Die
relative Sauerstoffaufnahmerate nahm nach einem Tag vom Versuchsbeginn allméhlich ab. Dariiber
wurden moglicherweise zwei Ursachen im Abschnitt 3.1.4.3 erwidhnt. Einerseits befand sich ein
unausgewogenes Verhiltnis beim Wachstumversuch mit Diethylether. Dabei nahm die Proportion der
lebenden Zellzahl in der ganzen Biomasse zeitlich ab. Die zweite war, dall die Aktivitdt von der Zelle
bzw. Abbauenzymen wegen der Fliissigkeitsansduerung in der spateren Wachstumsphase erniedrigt
wurde. Die Sauerstoffzehrung von ganzen Zellen mit Diethylether erreichte das Maximum bei ca. pH
7,8 und 30°C (Abb. 3-29).

Die relative Sauerstoffaufnahmerate stand in engem Zusammenhang mit dem aufgenommenen
Substratspektrum. So oxidierte der Stamm DEES5S151 verschiedene aliphatische Alkylether wie z.B.
Diethylether, Di-n-propylether, Di-n-butylether, Di-n-pentylether, Di-n-hexylether, Di-n-heptylether
sowie Phenetol und Dibenzylether (Tab. 3-27). Er konnte weder Dimethylether, Diphenylether,
Benzylphenylether, Isopropylether, noch Methyl-tert-butylether oxidieren, die zum Wachstum nicht

dienten.
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Abb. 3-28. Relative Sauerstoffaufnahmerate (nMole ml”' min™ pro ODs, = 1) vom Stamm
DEES151 mit 1 mM Diethylether: Jede Zellkultur wurde mit tdglicher Zugabe von
Diethylether, Ethanol, oder D-Glucose semi-kontinuierlich inkubiert. Fiir die Messung
der Sauerstoffaufnahme mit ganzen Zellen wurde 100 ml Portion jeder Zellkultur
abzentrifugiert. Die Zellpaste wurde in dem gleichen Volumen 50 mM Phosphat Puffer
(pH 7,2) suspendiert, und 2 Stunden lang bei 30°C geschiittelt. Die Hungerzellen wurden
nach der anderen Abzentrifugierung geerntet.

150 A
B
E B 100 -
w2
E 5
LA
>
= € 501 Puffer
o = pH 4,5 ~ 6,0 : 50 mM Weinsé&ure
2 E pH 6,0 ~ 8,0 : 50 mM Phosphat
pH 8,0 ~ 12 : 50 mM Tris-HCI °
0 -1 ]
4 6 8 10 12

pH-Wert bei 30°C

Abb. 3-29. pH-Optimum zur Oxidation des Diethylethers mit ganzen Zellen (ODs,s = 1) bei
30°C: Die Hungerzellen wurde nach der Anzucht mit Diethylether geerntet, wie in der
Abbildung 3-28 beschrieben.
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Ethylvinylether und 2-Ethoxyphenol waren gute Wachstumssubstrate fiir alle untersuchte
Rhodococcus Staimme, aber der Stamm DEES5151 oxidierte nach der Anzucht mit Diethylether nichts
davon.

Obwohl Ethylvinylether ein Substratanalogon von Diethylether ist, scheint es nicht spezifisch
abgebaut zu werden. Manche getestete Stimme verwerteten Ethylvinylether als einzige C/E-Quelle,
ohne eine O-Dealkylase zu exprimieren. Vermutlich geschah der Abbau von Ethylvinylether eher

unproduktiv oder nicht-enzymatisch an der Vinyldoppelbindung.

Tab. 3-27. Typische Oxidationsmuster [nMole ml"' min” pro ODs,=1] vom Stamm
DEES5151 und sein Wachstumsvermoégen mit verschiedenen Ethern

Testchemikalien " C/E-Quelle * | pO, [nMole mI"'min™'] ¥
Dimethylether - -
Diethylether -+ 147
Ethylvinylether ++ 2,3
Di-n-propylether ++ 94,6
Di-n-butylether + 65,8
Di-n-pentylether + 19,7
Di-n-hexylether + 1,9
Di-n-heptylether + 12,7
2-Chlorethylethylether * 108
2-Bromethylethylether 96,8
Isopropylether - -
Methyl-fert-butylether -
Phenetol ++ 19,6
2-Ethoxyphenol +++ -
Dibenzylether + 15,3
Benzylphenylether - -
Diphenylether - -

Anm.

1) Die Konzentration an Testchemikalien betrug 3 ~ 5 mM zum Wachstumsversuch. Zur
Sauerstoffaufnahmemessung wurden Testchemikalien bei einer Konzentration von 1 mM
eingesetzt.

2) +++: sehr gutes Wachstum, ++: gutes Wachstum, +: Wachstum, +: vermutliches
Wachstum, [J : kein Wachstum im Vergleich zur negativen Wachstumskontrolle

3) Zur Bestimmung der relativen Sauerstoffaufnahme [nMole ml" min' pro ODss; =1]
wurden die mit Diethylether angezogenen Ruhezellen getestet.
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Wie 1im Abschnitt 3.3.2.2 erwdhnt, kam 2-Ethoxyphenol vom durch eine 2-
Monooxygenierungsreaktion eingeleiteten Abbau des Phenetols vor. Die O-Dealkylierungsreaktion an
der Ethylgruppe von 2-Ethoxyphenol wird durch eine nahe liegende ortho-Hydroxylgruppe
verhindert. Da war keine O-Dealkylase von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen an der
oxidativen O-Dealkylierung von 2-Ethoxyphenol beteiligt.

2-Halogenierte Ethylethylether wurden so schnell wie Di-n-propylether oxidiert. 2-Halogenierte
Ethylethylether dienten jedoch zum Wachstum nicht fiir alle. Davon freigesetzte 2-halogenierte
Ethylgruppe war ohne Dehalogenaseaktivitdt schwer abbaubar, und wirkte auf die Zelle toxisch ein.

Die Sauerstoffaufnahme von Ruhezellen neigte dazu, mit zunehmender Kettenldnge aliphatischer
Alkylether von Diethylether bis Di-n-hexylether abzunehmen. Di-n-heptylether wurde aber abseits
dieser Tendenz schneller oxidiert, als Di-n-hexylether. In Ubereinstimmung damit verwertete der
Stamm DEES151 Di-n-heptylether schneller als Di-n-hexylether. Vermutlich wurde lange Alkylkette
von symmetrischen n-Alkylethern nicht nur am O-Methylen-Ca-Atom hydroxyliert, sondern auch am
anderen C-Atom, wie z.B. am terminalen C-Atom.

Die mit Diethylether angezogenen Ruhezellen ergaben auch eine schwache Sauerstoffaufnahme
mit n-Alkanen. Die relative Sauerstoffaufnahmerate war ohne jeglichen Zusammenhang mit der
Kettenlidnge der n-Alkane von n-Pentan (Cs) bis n-Octadecan (C;s) konstant (Tab. 3-28). Die relative
Sauerstoffaufnahmerate betrug durchschnittlich 8 nMole mI™ min™, und ca. 5,9 % im Vergleich zur
Oxidation von Diethylether (100 %).

Tab. 3-28. Relative Sauerstoffaufnahmeraten vom Stamm DEE5151 (ODs4=1) mit n-Alkanen
(Cy) im Vergleich zur 100 %igen Rate mit Diethylether

Testchemikalien Diethyl- n-Alkane (Cy, N: C-Atomzahl)
[1 mM] ether | C; | G | C; | Cs [Cip | Ci3 | Cia | Cis | Cis | Ci7 | Cus
PO, [nMole ml" min™] 137 17,0]10,0/10,0] 80 | 43 |104] 7,1 | 94 | 44 [10,0]| 8,4
%-p0O, 100 5117317315831 ]176(52[691(32([73]6,1
Anm.

Zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahme wurden die mit Diethylether angezogenen Ruhezellen
verwendet. Die relative Sauerstoffaufnahmerate von ganzen Zellen [nMole mI™ min" pro ODss =1]
wurde dadurch nach der Abstraktion der grunsitzlichen Zellatmung von der Substratatmung
berechnet, indem die beobachtete Sauerstoffaufnahme einheitlich mit der eingesetzten Biomasse
(ODs46 =1,0) umgerechnet wurde.
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Symmetrische n-Alkane sind hinsichtlich ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften mit
aliphatischen Alkylethern dhnlich (Hauptmann, 1986). Ungerade n-Alkane, wie z.B. Pentan, Heptan,
Nonan, Undecan, Tridecan, und Petadecan, halten sich fiir dquivalent zu symmetrischen n-
Alkylethern, wie z.B. Diethylether, Di-n-propylether, Di-n-butylether, Di-n-pentylether, Di-n-
hexylether, und Di-n-heptylether. Fiir die spezifische Oxidation symmetrischer n-Alkylether wurde
die unproduktive Oxidation mit der Alkanoxidation ersetzt. Die Oxidationsrate von n-Alkanen hielt

sich fiir unproduktiv.

Relative %-(p0,)
a
o

0 T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Kettenlange

%-Proportion von (pO2) mit n-Alkanen im Vergleich mit Diethylether
%-Proportion von (pO,) mit aliphatischen Alkylethern

im Vergleich zu Diethylether
o {%-(pO2) mit aliphatischen Alkylethern} — {%-(pO2) mit n-Alkanen}

Abb. 3-30. Verhiltnisse zwischen den produktiven und unproduktiven Oxidationsaktivititen
vom Stamm DEES5151 mit zunehmender Kettenlinge von symmetrischen n-
Alkylethern: Der Stamm wurde bevor dem Versuch mit Diethylether angezogen. Die
Kurve 2 (...), die fiir die spezifische O-Dealkylaseaktivitiat verantwortlich war, wurde
dadurch dargestellt, indem unproduktive Sauerstoffaufnahmerate mit n-Alkan aus dem
beobachteten Wert mit dem dquivalenten symmetrischen n-Alkylether (Kurve 1, —)
abstrahiert wurde.
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In diesem Versuch wurde weder Dimethylether noch Ca-verzweigte Alkylether (z.B.
Isopropylether) eingeschlossen, da sie dieser Tendenz nicht folgten. Die spezifische O-
Dealkylaseaktivitidt von ganzen Zellen fiir symmetrische n-Alkylether, wie z.B. Diethylether, Di-n-
propylether, Di-n-butylether, Di-n-pentylether, Di-n-hexylether, und Di-n-heptylether, wurde nach der
Gleichung (3.2) abgeschitzt.

A(pO, )sz -0 =(p0O, )sz -0 ~ (PO, )CMH (3.2)

In der beobachteten Sauerstoffauthahme, pO,, mit einem symmetrischen n-Alkylether wurden die
spezifische Enzymaktivitdt und die unproduktive Zellatmung summiert, vorausgesetzt, dafl die mit n-
(2m+1)-Alkan angeregte Zellatmung fiir die unproduktive Oxidation von Di-n-(2m)-Alkylether
gleichwertig ist. Wurden die sich mit n-Alkanen ergebenen Sauerstoffaufnahmeraten von den mit
symmetrischen  Alkylethern beobacheten Werten abstrahiert, wurden die spezifischen
Enzymaktivititen fiir die Oxidationen symmetrischer n-Alkylether mit dem prozentualen Verhéltnis
berechnet (Abb. 3-30). Dabei ergab die mit Di-hexylether oder Di-n-heptylether angeregte
Sauerstoffaufnahme keinen Unterschied mit den unproduktiven Oxidationsraten von n-Alkanen. Di-n-
hexylether oder Di-n-heptylether scheint nicht durch spezifische O-Dealkylierungsreaktion an der O-
Methylengruppe abgebaut zu werden.

Es war aber unklar, wie die Zelle mit n-Alkanen eine konstante Sauerstoffautnahme zeigte, und ob
n-Alkane eventuelle unproduktiv oxidiert wurden. Lipophile Chemikalien bewirken manchmal eine
Konformationsdnderung der Zellmembran, und erhéhen eine grundsétzliche Zellatmung (Houslay &
Stanley, 1982). Daher wire die unproduktive Sauerstoffaufnahme mit n-Alkanen nicht auf die
enzymatische Oxidation zuriickzufiihren. Im wesentlichen verwerteten die alipahtische Alkylether-
abbauenden Stimme kein fliichtiges n-Alkan als einzige C/E-Quelle, wie z.B. n-Pentan, n-Hexan, n-
Heptan, oder n-Octan.

Halogenierte aliphatische Alkylether dienten zum Wachstum nicht fiir alle aliphatische Alkylether-
abbauende Stimme. Der Stamm DEES5151 konnte 2-Chlorethylethylether als einzige C/E-Quelle
langsam verwerten. Nach der Anzucht mit Diethylether konnte er verschiedene halogenierte
Diethylether-Derivate so schnell wie Di-n-propylether oxidieren (Tab. 3-29).

Einseitig-halogenierte Ethylether, wie z.B. 2-Bromethylethylether, 2-Chlorethylethylether und
*1,2-Dichlorethylethylether, wurden so schnell wie Di-n-propylether oxidiert. Im Vergleich dazu
wurden beiderseitig-halogenierte Ethylether, wie z.B. Bis-(bromethyl)-ether und Bis-(chlorethyl)-
ether, langsamer als -einseitig-halogenierte Ethylether oxidiert. Die Oxidationsrate von Bis-
(bromethyl)-ether und Bis-(chlorethyl)-ether war dhnlich miteinander. 2-Chlorethylphenylether wurde

aber nicht or nur langsam oxidiert.
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Tab. 3-29. Oxidationsmuster” vom Stamm DEE5151 und sein Wachstumsvermégen® mit
Diethylether, Phenetol, und verschiedenen halogenierten Ethern
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Anm.

1) Fiir die Sauerstoffautnahmemessung wurden Testchemikalien bei einer Konzentration
von 1 mM eingesetzt. Die relative Sauerstoffaufnahmerate von ganzen Zellen [nMole
ml”" min™ pro ODsy =1] wurde dadurch nach der Abstraktion der grunsitzlichen
Zellatmung von der Substratatmung abgeschitzt, indem die beobachtete
Sauerstoffaufnahme einheitlich mit der eingesetzten Biomasse (ODsy =1,0)
umgerechnet wurde.

2) Die Konzentration jeder Testchemikalie betrug 3 ~ 5 mM beim Wachstumsversuch.
+++: sehr gutes Wachstum, ++: gutes Wachstum, +: Wachstum, *: vermutliches
Wachstum, [ : kein Wachstum im Vergleich zur negativen Wachstumskontrolle.

Daraus folgte, dal Ethylether mit mehreren halogenierten Ethylgruppen um so schwerer oxidiert
wurden. Die hypothetische O-Dealkylase schien aliphatische Alkylether an der nicht-halogenierten
Ethylgruppe primir zu oxidieren. Halogenatom neigt wegen seiner negativen Polaritit dazu,
Elektronen an sich heranzuziehen. Dadurch wird die Elektronendichte am O-Methylen-Ca-Atom in
der halogenierten Ethylgruppe erniedrigt. Damit wurde gerechnet, daBl die hypothetische O-
Dealkylase bevorzugt ein O-Methylen-Ca-Atom mit einer hohen Elektronendichte attackiert.

Der Stamm DEES5151 besall auch nach der Anzucht mit Diethylether hohe Oxidationspotentiale
auf Alkohole und Glykole (Tab. 3-30). AuBerhalb von Methanol verwertete er die meisten
eingesetzten primdren Alkohole als C/E-Quelle. Methanol wurde langsamer oxidiert als die anderen
primdren Alkohole. Glycerol wurde nur langsam oxidiert. Weder tert-Butanol noch Phenol wurde mit
ganzen Zellen oxidiert.

Das Maximum Oxidationsrate lag zwischen Ethanol und 1-Propanol. Ethanol wurde am Maximum
bei ca. pH 7,7 und 30°C oxidiert (Abb. 3-31). Die Zelle oxidierte Ethanol unter der dhnlichen
Bedingung fiir die Oxidation von Diethylether (vgl. Abb. 3-29).
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Tab. 3-30. Oxidationsmuster” vom Stamm DEE5151 mit Alkoholen und Glykolen
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Anm.

Fiir die Sauerstoffaufnahmemessung wurden Testchemikalien bei einer Konzentration von 1
mM eingesetzt. Die relative Sauerstoffaufnahmerate von ganzen Zellen [nMole ml™ min™
pro ODs4s =1] wurde dadurch nach der Abstraktion der grunsitzlichen Zellatmung von der
Substratatmung abgeschétzt, indem die beobachtete Sauerstoffaufnahme einheitlich mit
der eingesetzten Biomasse (ODs46 =1,0) umgerechnet wurde.
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pH-Wert bei 30°C

Die anderen primdren Alkohole, wie z.B. 1-Butanol, 1-Pentanol, 1-Hexanol, und +2-Methyl-1-
butanol (2-Amylalkohol), wurden in &hnlicher Weise oxidiert. AuBlerhalb aliphatischer Alkohole
wurden Benzylalkohol und Cyclohexanol so schnell wie 2-Propanol oxidiert. Sowohl sekundire
Alkohole, wie z.B. 2-Propanol und Cyclohexanol, als auch Monoglykole, wie z.B. Ethylenglykol, 1,3-
Propandiol, 1,2-Butandiol, 1,4-Butandiol, threo-2,3-Butandiol und erythro-2,3-Butandiol, ergaben

eine dhnliche Oxidationsrate, die im Vergleich zur 100 %igen Ethanol-Oxidation ca. 63 % betrug.
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Abb. 3-32. Oxidationstendenz von Glykolen mit ganzen Zellen vom Stamm DEE5151: Die
Hungerzellen wurden nach der Anzucht mit Diethylether geerntet. Die Oxidationskurve
korrelierte negativ mit dem Logarithmus der Molekiilmasse von Glykolen bei einer
statistischen Konfidenz von 95%

Die Oxidationsrate neigte dazu, mit zunehmender Kettenldnge von verschiedenen Glykolen wie z.
B. Ethylenglykolen (-O-(CH,CH,-O),-) abzunehmen. Die Oxidationsrate korrelierte negativ mit
Logarithmus der Molekiilmasse von Glykolen (Abb. 3-32).

Kein einfaches Glykol, wie z.B. Ethylenglykol oder Diethylenglykol, diente zum Wachstum fiir die
aliphatische Alkylether-abbauenden Stamme. Wahrscheinlich oxidierte die hypothetische Alkohol-
Oxidase Glykole an der terminalen Hydroxylgruppe zu Aldehyden und Carbonsduren, ohne die
Kettenldnge abzukiirzen.

Wie Kawai (1985) behauptet hat, benétigte die Zelle ein zusitzliches Enzymsystem, die
sogenannte O-Decarboxymethylase, um die Folgeprodukte, wie z.B. Glykolsdure, weiter abzubauen
(sieche Abb. 1-2B in Kapitel 1). Die Induktion der Alkohol-Oxidase war nicht konstitutiv, sondern
diese Enzymaktivitit war nur mit Diethylether oder Ethanol bewerkstelligt (Abb. 3-33). Wurde
Diethylether durch eine O-Dealkylierungsreaktion stdchiometrisch zu Acetaldehyd und Ethanol
umgesetzt, konnte die Alkohol-Oxidase tatsdchlich nicht mit Diethylether, sondern mit den

Abbauprodukten von Diethylether, wie z.B. mit Ethanol, induziert werden.
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Abb. 3-33. Relative Oxidationsrate [nMole ml" min'l] von Ethanol wihrend des
Wachstunsverlaufes vom Stamm DEES151: Jede Zellkultur wurde mit téglicher
Zugabe von Diethylether, Ethanol, oder D-Glucose semi-kontinuierlich inkubiert. Fiir
die Messung der Sauerstoffaufnahme mit ganzen Zellen (ODsys = 1) wurde 100 ml
Portion jeder Zellkultur abzentrifugiert. Die Zellpaste wurde in 50mM Phosphat
Puffer (pH 7,2) suspendiert, und 2 Stunden lang bei 30°C geschiittelt. Die
Hungerzellen wurden nach der anderen Abzentrifugierung geerntet.

3.3.3.2. Spezifische Hemmungen von der O-Dealkylase und der Alkohol-Oxidase zur Kinetischen
Untersuchung

Aus der Bertachtung der Oxidationspotentiale vom Stamm DEES5151 auf verschiedene Ether und
Alkohole her, wurde hypothetisch postuliert, dal zwei Schliisselenzyme, ndmlich die O-Dealkylase
und die Alkohol-Oxidase, am Abbau der Etherchemikalien eine Hauptrolle spielen. In dieser Arbeit
ergab sich jedoch keine Enzymaktivitit direkt nach dem Zellausschlu3 mit verschiedenen Mothoden,
wie z.B. mit dem French-Press, der Ultrasonikation, dem osmotischen Druckgefille gegen 20%ige
Saccharose, oder mit der Chlorform-Extraktion bei Ab-/Anwesenheit von Detergens (z.B. 1%igem
Deoxycholat oder Triton X-100). Die beiden Enzymaktivititen von der O-Dealkylase und der
Alkohol-Oxidase gingen aus der Zelle sogar unter anoxischen Bedingungen schnell verloren.

Verschiedene Hemmstoffe wurden mit ganzen Zellen galvanisch untersucht, um die O-Dealkylase
und die Alkohol-Oxidase spezifisch zu hemmen (Tab. 3-31). Daraus fand man, dafl Glutaraldehyd
und Ethylvinylether die beiden O-Dealkylase und Alkohol-Oxidase spezifisch hemmten.
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Tab. 3-31. Die untersuchten Chemikalien" zur spezifischen Hemmung von der O-Dealkylase
oder der Alkohol-Oxidase vom Stamm DEES151

Klasse” Chemikalien®
Schwermetall-Ionen Arsenit, Kadmium, Kobalt, Quecksilver, Nickel, Selenium
Metallchelator Oxalat, Milchsdure, Fumarat, Succinat, Zitronensdure, EDTA,

1,10-Phenanthroin,
Hemmstoffe gegen Cytochrome | Azid, Cyanid, Kohlenmonoxid

Ether als Analoga® Ethylvinylether, Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran, 2,3-Dihydro-
furan, 2,5-Dihydrofuran, 3,4-Dihydro-2H-pyran, Furan
Aldehyde Formaldehyd, Glyoxal, Glutaraldehyd
Anm.

1) Die Hemmwirkung einer zusétzlichen Chemikalie auf die hypothetische O-Dealkylase oder
Alkohol-Oxidase wurde jeweils in Gegenwart von 1 mM Diethylether oder 1 mM Ethanol
untersucht.

2) Die verwendeten Chemikalien wurden nach ihren chemischen Eigenschaften und bekannten
biochemischen Hemmwirkungen in 5 Klassen beliebig eingeordnet.

3) Bevor Zugabe von 1 mM Diethylether oder 1 mM Ethanol zeigte die mit | mM Hemmstoff 5
min versetzten Ruhezellen die grundsétzliche Zellatmung. Wenn eine zugegebene Chemikalie
auf die O-Dealkylase oder die Alkohol-Oxidase signifikant hemmend wirkte, wurde sie erst als
einen vermutlichen Hemmstoff gehalten. Bei verschiedenen Konzentrationen an diesem
vermutlichen Hemmstoff wurde die spezifische Oxidationsrate von Diethylether oder Ethanol
bestimmt, um ihre spezifische Hemmwirkung festzustellen.

4) Als Hemmstoffe sollten struktuelle Analoga sollten mit ganzen Zellen vom Teststamm nicht
(nur wenig) oxidiert werden (siche Tab. 3-33)

In der 'steady-state’ Enzymkinetik geht es oft um die hyperbolische oder sigmoide Enzymreaktion
(Wong, 1965). Ein-Substrat-Reaktion weist eine hyperbolische Gestalt mit zunehmender
Konzentration an Substrat [S] auf. Diese Reaktionskurve wird mit den zwei kinetischen Konstanten,
sog. dem Maximum Reaktionsgeschwindigkeit, V., und der Michaelis-Menten Konstanten, Ky,
nach der Gleichung (3.3) hyperbolisch dargestellt (Price & Stevens, 1989).

Vinax X[S
Ky +[S]

Wenn ein allosterisches Enzym, das normalerweise aus mehreren Untereinheiten besteht, mit dem

Substrat reagiert, weist die Reaktionskurve keine hyperbolische, sondern eine sigmoide Gestalt auf.

Die sigmoide Reaktion beruht auf die kooperative (allosterische) Wechselwirkung zwischen den n-

Untereinheiten. Diese kooperative Wechselwirkung wird mit dem Koeffizienten, 4, dessen Grof3e
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normalerweise liber Eins und niedriger als die Unterheitszahl (n) liegt (1 < 4 < n), nach der Gleichung
(3.4) kinetisch dargestellt, (Hill et al., 1977).

_ Vi X[5]"

(3.4)
K +[S]"

Aus den Modellgleichungen (3.3) und (3.4) werden bisher verschiedene kinetische
Modellgleichungen abgeleitet, um reale Enzymreaktionen so genau wie moglich darzustellen. Weil in
dieser Arbeit aber keine zellfreie Enzymaktivitdt von der O-Dealkylase oder der Alkohol-Oxidase
hergestellt wurde, sollte die Enzymkinetik mit ganzen Zellen bis zu einem gewissen Grad spekulativ
sein.

Die Zelle galt als ein Komplexsystem, das unzdhlbare zusammenwirkende Komponenten enthielt.
Wegen des Mangels an Vorkenntnissen iiber die Enzymstruktur, wurde vorausgesetzt, dafl ein Enzym
aus n-Untereinheiten besteht, und daB jede Enzymfraktion, K, (n = 1, 2, 3, ...), zum Substrat eigene
Affinitdt hat. In der ganzen Reaktion erhélt sich die initial gegebene Enzymmenge, [E]o, konstant. Nur
wenn die Enzymreaktion eine hyperbolische Gestalt aufwies, konnte man annehmen, daf3 jede
Untereinheit die gleiche Affinitdt ohne allosterische Wechselwirkung hat. In diesem Fall sollte die
Enzymreaktion der Ein-Substrat-Reaktion folgen (4 = 1).

Unter den Voraussetzungen wurde die Enzymreaktion mit dem Substrat [S] in Gegenwart eines
Hemmstoffes [/] im folgenden Schema dargestellt, wobei die Hemmkonstante, K, fiir jeden Enzym-

Substrat-Komplex, ES; (i = 0,1,2, ...,n), gleichwertig war.

S S (n-2)S
E+S <*«—2 ES «—= ES, €«¥ Es,
K, K, K,

I Ki I Ki I Ki I Ki

EI ESI ES,I ES, I
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Demzufolge wurde die kinetische Gleichung (3.5) zur Darstellung einer Enzymreaktion von

ganzen Zellen bei Ab-/Anwesenheit eines Inhibitors modelliert.

Vinax X[51"

_Ka+%5”+wﬁa+%5

1 i

(3.5)

wobei die Reaktionskonstante, K, entweder die Michaelis-Menten-Konstante, K, in der Ein-Substrat-
Reaktion (wenn 42 = 1) oder den Gleichgewichtskoeffizienten zwischen den aktiven und inaktiven
Formen eines allosterischen Enzymes (wenn 4 # 1) meinte.

Der rechtsseitige Wert (1+[/]/K;) im Nenner bedeutet urspriinglich die Hemmung vom Enzym-
Substrat-Komplex, [ES], in nicht- bzw. unkompetitiver Weise, wodurch sich das Maximum
Reaktionsgeschwindigkeit, V.., erniedrigt (Cornish-Bowden, 1974). Der linksseitige Wert (1+[/]/K;)"
im Nenner zeigt die Hemmwirkung eines Inhibitors auf einen allosterischen Enzym an (Spain, 1982).

Nach dem hypothetischen Symmetriemodell zeigt jeder Enzym-Substrat-Komplex, ES; (i =
1,2,...,n), von einem allosterischen Enzym in Gegenwart eines Inhibitors eine negative Affinitdt zum
Substrat (Stryer, 1990). In der Ein-Substrat-Reaktion zeigt hingegen der Enzym keine allosterische
Wechselwirkung an. Deshalb liegt die Faktorzahl, n, bei Null oder Eins. Wenn die Faktorzahl Eins ist,
ist der linksseitige Wert, (1+[/]/Kg;), dasselbe im Hemmeffekt auf die erste Enzymfraktion [E], die mit
Substrat nicht gebunden ist (Price & Stevens, 1989).

Zusammenfassend damit werden verschiedene kinetische Modellgleichungen, die aus der
Gleichung (3.5) abgeleitet werden, in der Tabelle 3-32 tabellarisiert.

3.3.3.3. Hemmwirkung des Glutaraldehydes auf die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase

Die Enzymaktivitidten von ganzen Zellen fiir die Oxidation von Diethylether und Ethanol nahmen in
Gegenwart von Glutaraldehyd (Pentandial) stark ab.

Glutaraldehyd wurde mit ganzen Zellen bis zu 30 uM hyperbolisch oxidiert. Die Oxidationsrate
nahm aber ab, wenn die Konzentration an Glutaraldehyd iiber 30 uM betrug. Die Oxidationskurve
wies eine typische Substrat-Hemmung nach der Gleichung (2.8) auf (Abb. 3-34). Daraus wurde die
Hemmkonstante (Ks)) des Glutaraldehydes mit 72 uM abgeschitzt. Glutaraldehyd ist ein
Membranfixiermittel, das in der Mikroskopie oder in der Membrankristallographie iiblich verwendet
wird. Damit werden Membranproteine ohne Anderung der quaterniren Strukturen stabilisiert

(Tranum-Jensen, 1988).
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Abb. 3-34. (A) Hemmwirkung des Glutaraldehydes von 2,5 uM bis 2,0 mM. (B) Die
Vergroflerung eines Ausschnittes von Null bis 100 pM Glutaraldehyd: Die
Oxidationskurve wurde mit der Hemmkonstante von 72 pM nach dem Substrat-
Hemmungsmodell (Gl. 2.8) bestens dargestellt.

Ahnlich wirksamer Stoff, wie z.B Formaldehyd oder Glyoxal, hemmte aber weder O-Dealkylase
noch Alkohol-Oxidase bis zu 10 mM. Die Hemmwirkungen des Glutaraldehydes auf die O-
Dealkylase und die Alkohol-Oxidase schienen daher spezifisch zu sein.

Die hyperbolischen Diethylether-Oxidationskurven wurden bei Ab-/Anwesenheit von
Glutaraldehyd mit der Gleichung (3.3) angepalit (Abb. 3-35). Ohne Glutaraldehyd betrugen das
Maximum Oxidationsrate, (pO:)max, und der Halbsittigungsgrad, K,,, jeweils 148 nMole ml”" min™
und 7,81 uM. Mit zunehmender Konzentration an Glutaraldehyd nahm der Halbséttigungsgrad um so
mehr zu, wobei das Maximum Oxidationsrate konstant aussah. Die Hemmwirkung des
Glutaraldehydes auf die O-Dealkylase schien kompetitiv zu sein. Zur kinetischen Darstellung dieser
kompetitiven Hemmung wurde die kinetische Modellgleichung (3.9) aus der Gleichung (3.6)
modifiziert.

(PO2)max[S]

[1]} o8]

pO, =
KM |:1 +
K

(3.9)
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Abb.3-35. Hemmwirkung des Glutaraldehydes auf die hypothetische O-Dealkylase bei der
Oxidation von Diethylether mit ganzen Zellen (ODs4, = 1): Bei einer Konzentration
von Null, 10, 20 und 30uM an Glutaraldehyd wurden die Diethylether-Oxidationskurven

nach der Modellgleichung (3.3) mit dem Maximum Oxidationsrate, (pO)m., und der
Michaelis-Menten Konstanten , Ky, dargestellt.
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Diethylether [uM]

Abb. 3-36. Nicht-lineare Anpassungen der Diethylether-Oxidationskurven mit der Gleichung
(3.10) bei Ab-/Anwesenheit von Glutaraldehyd: Aus der nicht-linearen Anpassung

wurden die kinetischen Konstanten, (pO)max, K, und K;, jeweils mit 148 nMole ml”
min™', 17,81, und 20,8 pM abgeschitzt.
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Die realen Messungen wurden aber mit dem kompetitiven Hemmungsmodell (Gl. 3.9) nicht genau
dargestellt. Wurde der Koeffizient, 4, wie in einer allosterischen Reaktion, in die Gleichung (3.10)
eingefiihrt, wurden die Diethylether-Oxidationskurven durch nicht-lineare Anpassung am besten
dargestellt. Die Hemmwirkung des Glutaraldehydes auf die O-Dealkylase wurde mit der
Hemmkonstante, K;, von 20,8 uM abgeschitzt (Abb. 3-36).

PO, = (0,) e [S] (3.10)
K {1+[”}+[5]h
Ki

Das Maximum Oxidationsrate, (pO)max, Und die Reaktionskonstante, K, wurden jeweils mit 148
nM ml" min” und 17,81 abgeschitzt. Aus der nicht-linearen Anpassung fand man, daB Glutaraldehyd
auf die O-Dealkylase eine negative Kooperativitit bewirkte. Der Koeffizient, 4, nahm mit
zunechmendem Glutaraldehyd negativ proportional ab. Ohne Glutaraldehyd war aber die
Oxidationskurve von Diethylether genau so hyperbolisch (2 = 1). Vermutlich hemmte Glutaraldehyd
keine O-Dealkylase am Aktivzentrum kompetitiv, sondern verursachte eine Konformationsianderung

von der O-Dealkylase. Dadurch erniedrigte sich die Enzymaffinitdt zum Diethylether erheblich.

Die Ethanol-Oxidation durch ganze Zellen folgte dem sigmoiden Modell (GI. 3.11). Die Alkohol-
Oxidase zeigte eine allosterische Wechselwirkung mit zunehmender Konzentration an Ethanol [S] an
(Abb. 3-37).

_ (P0;) s X[S1"
K +[S]"

(3.11)

2

Nach der Modellgleichung (3.11) wurden das Maximum Oxidationsrate, (pO:)max, und der
Koeffizient, 4, bei Abwesenheit von Glutaraldehyd jeweils mit 138 nMole ml" min” und 1,35
abgeschitzt. Der Koeffizient, 4, stieg mit zunehmendem Glutaraldehyd ungewdhnlich an, d.h., die
allosterische Wechselwirkung der Alkohol-Oxidase war bei Anwesenheit von Glutaraldehyd groBer
als bei der Abwesenheit. Die Alkohol-Oxidase konnte aus mindestens vier Untereinheiten (Tetramer)
bestehen, da der Koeffizient, 4, normalerweise kleiner als die Untereinheitszahl des allosterischen

Enzymes liegt.
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Abb.3-37. Hemmwirkung des Glutaraldehydes auf die hypothetische Alkohol-Oxidase bei
der Oxidation von Ethanol mit ganzen Zellen (ODs4=1): Bei einer Konzentration
von Null, 10, 20 und 30 uM an Glutaraldehyd wurden die angegebenen kinetischen
Konstanten (pO;)max, und £ jeweils nach der Modellgleichung (3.11) berechnet.
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Abb.3-38. Nicht-lineare Anpassungen der Ethanol-Oxidationskurven mit der Gleichung
(3.12) bei Ab-/Anwesenheit von Glutaraldehyd: Aus der nicht-linearen Anpassung
wurden die kinetischen Konstanten, (pO;)m. K, und K;, sowie die Faktorzahl, n,
jeweils mit 138 nMole ml” min, 302, 7,2 uM und 5,77 abgeschétzt.
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Geringes Glutaraldehyd (10 uM) war genug, um das Maximum Oxidationsrate, (pO:2)max, ZU
erniedrigen, und um hingegen die Reaktionskonstante, K, zu erh6hen. Damit setzte Glutaraldehyd die
Enzymaffinitit zum Ethanol stark herab. Aus dem abnormalen Hemmungstyp wurde vermutet, daf3
Glutaraldehyd die Alkohol-Oxidase nicht allosterisch hemmt, sondern dal3 es sich ans Aktivzentrum
von der Alkohol-Oxidase binden kann, um die Alkohol-Oxidase irreversibel zu hemmen. Es wurde
aber unklar, ob Glutaraldehyd durch irreversible Bindung am Aktivzentrum die Alkohol-Oxidase
inaktiviert.

Die realen Mef3punkte wurden mit der komplexen Modellgleichung (Gl. 3.12) bestens dargestellt,
wobei die Ergdnzung von der Faktorzahl, n, die Hemmwirkung des Glutaraldehydes auf die
allosterische Alkohol-Oxidase klar machte.

0, = (p02)max[S]h

ke Uaspael)

1 1

(3.12)

Wurden die Ethanol-Oxidationskurven nach der Modellgleichung (3.12) dargestellt, betrugen die
Hemmkonstante des Glutaraldehydes, K;, das Maximum Oxidationsrate, (pO:)max, und die
Reaktionskonstante, K, jeweils 7,2 pM, 138 nMole ml™ min™ und 302 abgeschitzt. In diesem Vesuch
weichte die in Gegewart von 10 uM Glutaraldehyd untersuchte Ethanol-Oxidationskurve aus der
nicht-linearen Anpassung mit den oben genannten kinetischen Parametern ab (Abb. 3-38). Nach der
allosterischen Wechselwirkung von der Alkohol-Oxidase wurde die Faktorzahl, »n, mit 5,77
abgeschitzt. Vorausgesetzt, da3 sich Glutaraldehyd an jeder Untereinheit von der Alkohol-Oxidase
spezifisch binden kann, wird die Alkohol-Oxidase vermutlich aus sechs Untereinheiten

zusammengesetzt (Hexamer).

3.3.3.4. Hemmwirkung des Ethylvinylethers auf die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase

Ethylvinylether ist ein Strukturanalogon von Diethylether. Nach der Anzucht mit Diethylether
oxidierte der Stamm DEES5151 keinen Ethylvinylether. Keine O-Dealkylase beteiligte sich am Abbau
von Ethylvinylether.

Ethylvinylether hemmte nicht nur die O-Dealkylase, sondern auch reprimierte die Induktion trotz
des Vorhandenseins von Diethylether in Kuturmedien (Abb. 3-39A). Der Stamm DEE5151 wuchs mit
einem Gemisch von Diethylether und Ethylvinylether (1:1, v/v) so é&hnlich wie nur mit

Ethylvinylether. Wire die lineare Wachstumsrate generell auf die lineare Abbaurate von Substrat
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zuriickzufiihren, wiirde Ethylvinylether linear abgebaut. Es wurde vermutet, dal der primire Abbau

von Ethylvinylether nicht enzymatisch geschah.
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Abb. 3-39. Hemmende Effekte des Ethylvinylethers auf (A) die O-Dealkylase und (B) die
Alkohol-Oxidase vom Stamm DEES5151 wihrend der Wachstumsliufe (Linien) mit
Diethylether (DEE) oder/und Ethylvinylether (EVE): 100 ml Portion jeder Zellkutur
wurde am Anfang, 24 und 48 Stunden nach Versuchsbeginn auf Probe genommen. Die
Sauerstoffaufnahme (Tafeln) wurde jeweils in Gegenwart von (A) 1 mM Diethylether
oder (B) 1 mM Ethanol mit ganzen Zellen untersucht.
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Wihrend des Stoffwechsels von Ethylvinylether nahm auch die mit Diethylether induzierte
Alkohol-Oxidaseaktivitdt stark ab, aber diese Enzymaktivitit stieg wieder an, wenn sich die O-
Dealkylaseaktivitit in der Zellkultur gut erniedrigte (Abb. 3-39B). Ethylvinylether scheint direkt
keine Alkohol-Oxidase zu hemmen, d.h., die Hemmwirkung des Ethylvinylethers auf die Alkohol-
Oxidase wurde vermutlich aus der Hemmung (z.B. Konformationsinderung) der benachbarten O-
Dealkylase hervorgebracht. Daher hemmte Ethylvinylether die O-Dealkylase direkt, und die Alkohol-
Oxidase indirekt.

2,3-Dihydrofuran iibte auch eine dhnliche Hemmwirkung auf die beiden Enzyme aus (Tab. 3-33).
Ethylvinylether und 2,3-Dihydrofuran besitzen eine chemisch dhnliche Eigenschaft fiir eine Ca-C[3-
Doppelbindung neben dem Sauerstoffatom. Thre spezifische Hemmeffekte auf die O-Dealkylase sind

wahrscheinlich in Zusammenhang mit dieser chemischen Eigenschaft.

Tab.3-33. Hemmwirkung von Substratanaloga” auf die hypothetische O-Dealkylase bei der
Oxidation von Diethylether mit ganzen Zellen

Diethylether + Analoga

Testbedingung: = = g : -
Diethylether [1 mM] s | £ £ | = s | €
s |2 |E|& s | 2
ohne oder 5 min nach 5 1% S S S = =
] S S
Zugabe eines Analogons g E‘ :;, :;, :;, = | E
bei einer Konzentration %’ % QT QT QT § § "gx
o =) N W < S °
von 1 mM Al |13 SIS IEIE TS

pO; [nMole mI" min”]® | 113 5 11 107 114 111 110 113

Anm.
1) Die verwendeten Substratanaloga alleine ergaben keine (nur wenige) initiale

Sauerstoffaufnahme mit ganzen Zellen.
2) Testzellen wurden bevor Zugabe des Diethylethers mit einem Analogon (1 mM) 5

Minuten versetzt.

3) Bevor Zugabe des Diethylethers wurde die initiale Sauerstoffaufnahme der mit einem
Analogon 5 Min. versetzten Zellen als die grundsitzliche Zellatmung bestimmt. Die
Substratatmung wurde mit der Zugabe von 1 mM Diethylether bestimmt. Die relative
Sauerstoffaufnahme wurde dadurch abgeschitzt, da3 die beobachte Sauerstoffzehrung
einheitlich mit der eingesetzten Biomasse (ODs45 = 1) umgerechnet wurde.
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Ahnlich wie Ethylvinylether und 2,3-Dihydrofuran besitzt 3,4-Dihydro-2H-pyran eine Ca-Cp-
Doppelbindung neben dem Sauerstoffatom, aber es hemmte keine O-Dealkylase. Vermutlich hatte die
O-Dealkylase keine Affinitdt zum 3,4-Dihydro-2H-pyran. Furan, das zwei Ca-CB-Doppelbindungen
beiderseits vom Sauerstoffatom besaB, iibte auch keinen EinfluB} auf die O-Dealkylase aus. Die Ca-
CB-Doppelbindungen verlichen ihm wahrscheinlich andere chemische Bindungscharaktere durch
aromatische Konjugation von TrElektronen. Andere getestete struktuelle Analoga, wie z.B. 2,5-
Dihydrofuran, Tetrahydrofuran, und Tetrahydropyran, {libten jedenfalls keine Hemmwirkung auf die
O-Dealkylase aus.

Davon war Ethylvinylether fiir die spezifischen Hemmungen von der O-Dealkylase und der
Alkohol-Oxidase sehr wirksam, und seine Hemmwirkung ist von besonderem Interesse wegen
struktueller Ahnlichkeit mit Diethylether. Im Vergleich zu Glutaraldehyd bewirkte Ethylvinylether die
anderen Hemmwirkungen auf die beiden Enzyme.

In Gegenwart von Ethylvinylether sah die Kinetik fiir die Oxidation von Diethylether mit ganzen
Zellen gemischt aus. Ethylvinylether erniedrigte das Maximum Oxidationsrate, (pO;)max, und erhohte
hingegen den Halbsittigungsgrad, Ky (Abb. 3-40). Aus der abnormalen Enzymkinetik wurde
vermutet, da3 Ethylvinylether die O-Dealkylase irreversibel inaktivierte.

150
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F:; 1 0250 “M EVE 119 22,18
g 100 -
- | 5
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o 500 M EVE 98,9 70,47
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= ]
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Abb. 3-40. Hemmwirkung des Ethylvinylethers (EVE) auf die hypothetische O-Dealkylase bei
der Oxidation von Diethylether mit ganzen Zellen (ODsy=1): Die angegebenen
kinetischen Konstanten, (pO;)m.x und K,,, wurden jeweils bei einer Konzentration von
Null, 250, 500 und 750 uM an Ethylvinylether nach der Gleichung (3.3) abgeschitzt.
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Um die Hemmwirkung des Ethylvinylethers auf die O-Dealkylaseaktivitdt darzustellen, wurde die
Modellgleichung (3.13) aus der Gleichung (3.5) modifiziert.

— (pOZ)max[S]
re: s k a+ Iy ysa+ 4 1
K, K,

1

Aus der nicht-linearen Anpassung von den Diethylether-Oxidationskurven wurden das Maximum
Oxidationsrate, (pO2)max, Und die dimensionslose Reaktionskonstante, K, jeweils mit 139 nMole ml!
min”' und 9,64 abgeschitzt. Wurden damit die Faktorzahl, n, und die Hemmbkonstante, K, jeweils mit
5,64 und 1113 uM abgeschitzt, wurden die realen Mef3punkte bei jeder Konzentration von Null, 250,
500 und 750 uM an Glutaraldehyd mit dem kinetischen Modell (Gl. 3.13) bestens dargestellt (Abb. 3-
41).
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Abb. 3-41. Nicht-lineare Anpassungen der Diethylether-Oxidationskurven mit der Gleichung
(3.13) bei Ab-/Anwesenheit von Ethylvinylether (EVE): Die besten Anpassungen
ergaben sich mit den jeweiligen kinetischen Konstanten, (pO;),u K, K;, und n, von 139
nMole ml” min™, 9,64, 1113 uM und 5,64.
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Die O-Dealkylaseaktivitit wies keine allosterische Wechselwirkung fiir die Oxidation von
Diethylether bei Ab-/Anwesenheit von Ethylvinylether auf, d.h., Ethylvinylether wirkte darauf nicht
allosterisch, wahrend Glutaraldehyd fiir Oxidation von Diethylether eine negative Kooperativitét (b <
1) aufwies (vgl. Abschnitt 3.3.3.3). Vermutlich ging die sich in Gegenwart von Glutaraldehyd
ergebene negative Kooperativitit nicht aus der allosterischen Wechselwirkung von der O-Dealkylase
hervor, sondern aus der Konformationsdnderung der in der Zelle benachbarten Zellkomponenten, wie
z.B. die Alkohol-Oxidase, die Glutaraldehyd direkt hemmte bzw. inaktivierte. Das setzte endlich die
Affinitdt von der O-Dealkylase zum Diethylether mittelbar herab.

Bei Ab-/Anwesenheit von Ethylvinylether wiesen die Ethanol-Oxidationskurven, die nach der
Gleichung (3.5) dargestellt wurden, jedenfalls eine sigmoide Gestalt auf. Das Maximum
Oxidationsrate, (pO,)max, War konstant, aber die Reaktionskonstante, K, und die sogenannte Hill-
Konstante, 4, erniedrigten sich in Gegenwart von Ethylvinylether. Ethylvinylether beteiligte sich
mittelbar daran, die Enzymaftinitidt zum Ethanol herabzusetzen (Abb. 3-42).

Die realen MePpunkte wurden nach dem kompetitive Hemmungstyp (GI. 3.10) bestens dargestellt
(Abb. 3-43). Die Hemmkonstante, K;, das Maximum Oxidationsrate, (pO2)max, und der Koeffizient, 4,
jeweils mit 55,7 uM, 75,4 nMole ml™” min"' und 2,34 abgeschitzt.
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Abb. 3-42. Hemmwirkung des Ethylvinylethers (EVE) auf die hypothetische Alkohol-Oxidase
bei der Oxidation von Ethanol mit ganzen Zellen (ODs4=1): Die angegebenen
kinetischen Konstanten, (pO;)max, K, und 4, wurden nach der Gleichung (3.5) abgeschitzt.
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Dabei machte sich der Koeffizient, 4, nach der allosterischen Wechselwirkung von der Alkohol-
Oxidase unverdnderlich, d.h., kein Ethylvinylether bindete sich direkt ans Enzymmolekiil, sondern
erniedrigte nur die Enzymaffinitit zum Ethanol. In diesem Fall ergab sich die beste Anpassung von
den Ethanol-Oxidationskurven mit der Reaktionskonstante, K, von 494.

Diese Hemmeffekte des Ethylvinylethers auf die Alkohol-Oxidase waren mit denen von
Glutaraldehyd vergleichbar (vgl. Abb. 3-38). Glutaraldehyd beschleunigte die allosterische
Wechselwirkung von der Alkohol-Oxidase, nicht aber Ethylvinylether. Glutaraldehyd erniedrigte das
Maximum Oxidationsrate von Ethanol, wenn das vermutlich den Enzym irreversibel inaktivierte.
Hingegen ergab Ethylvinylether keine Anderung vom Maximum Oxidationsrate.

Um die Tatsache, dal eine spezifische Hemmung eines Enzymes in der Zelle aufs andere Enzym
eine Negativitdt ausiibte, zu erkliren, sollte die beiden O-Dealkylase und Alkohol-Oxidase nahe
beieinder liegen. Damit wurde gerechnet, dafl die O-Dealkylase von der mit Glutaraldehyd bedingte
Konformationsdnderung der benachbarten Alkohol-Oxidase beeinflufit war. Umgekehrt iibte die mit

Ethylvinylether bedingte Konformationsdnderung von der O-Dealkylase auf die Alkohol-Oxidase

einen mittelbaren Einfluf} aus.
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Abb. 3-43. Nicht-lineare Anpassungen der Ethanol-Oxidationskurven mit der Gleichung
(3.10) bei Ab-/Anwesenheit von Ethylvinylether (EVE): Die besten Anpassungen
ergaben sich mit den jeweiligen kinetischen Konstanten, (pO3)max, K, K;, und A, von
75,4 nMole mI™ min™, 494, 55,7 uM und 2,34.
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3.3.4. Der Abbau von Dibenzylether

Dibenzylether wurde nicht nur von den aliphatische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimmen,
sondern auch von Sphingomonas Stimmen BZE101 und BZE102 abgebaut. Dibenzylether war eine
ausgezeichnete Modellchemikalie zur Erkldrung der Abbaumechanismen von aliphatischen
Alkylethern, die einerseits oder beiderseits nicht-substituierte(s) O-Methylen-Ca-Atom(e) besitzen.
Der Abbau von Dibenzylether durch den ausgewdéhlten Stamm DEES151 basierte auf sein breites
Substratspektrum an alipahtischen Alkylethern, Phenetol und Dibenzylether. Im Vergleich dazu
konnten die Stimme BZE10l und BZE102 nur Dibenzylether abbauen. Sie verwerteten weder
aliphatische Alkylether noch Phenetol. Daraus ging hervor, daBl die beiden Rhodococcus und
Sphingomonas Stammgruppen zum Abbau des Dibenzylethers voneinander unterschiedliche
Enzymsysteme besitzen.

In diesem Versuch wurden die Abbaumechanismen von Dibenzylether mit den beiden
Abbaumustern vergleichend untersucht. Zur RP8-HPLC-Untersuchung wurden zwei FlieBmittel wie
50%iges und 70%iges wélriges Methanol entsprechend der Wasserloslichkeit von den untersuchten
Chemikalien verwendet (Tab. 3-34).

Tab. 3-34. Retentionszeiten der verwendeten Testchemikalien, die anhand einer RP8-HPLC
nach ihrer Wasserloslichkeit mit zwei unterschiedlichen Flieffmitteln analysiert

wurden
Chemikalien RT | Wasserloslichkeit FlieBmittel
[Min] [mM] " (1,5 ml min™")

Na-Benzoesiaure 2,85 n.u. 50%iges (v/v) Methanol
Benzylaldehyd 2,71 n.u. +0,085% H;PO,
Benzylalkohol 2,14 n.u.
Dibenzylether 3,34 0,23 70%iges(v/v) Methanol
Diphenylether 3,75 0,075 +0,085% H;PO,
Benzylphenylether 3,56 0,16

Anm.

Wasserloslichkeiten von Dibenzylether, Diphenylether und Benzylphenylether wurden
bestimmt, wenn die Chemikalien bei Raumtemperatur in Wasser geséttigt wurden. Jede
gesittigte Losung wurde anhand einer RP8-HPLC mit 70 %igem Methanol (+0,085%
H;P0O,) dreimal unabhidngig analysiert. Mit dem Mittelwert von den dreimaligen
Messungen wurde die relative Retentionszeit abgeschétzt. Um die Umsatzrate von
Testchemikalien und die Produktionsrate von Abbauprodukten zu bestimmen, wurde
die Konzentrationsskala von 0,05, 0,1 und 0,2 mM geeicht.

n.u., nicht untersucht
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Abb. 3-44. Wachstumslidufe von den Stimmen (A) BZE101, BZE102, und (B) DEES5151
wihrend des Abbaues von Dibenzylether: Bevor dem Versuch wurden die
Sphingomonas Staimme BZE101 und BZE102 mit Dibenzylether angezogen, und der
Rhodococcus Stamm DEES5151 wurde mit Diethylether angezogen



- 163 -

Handelsiibliches Dibenzylether war mit Benzylalkohol verunreinigt. Zur Entfernung verunreinigtes
Bezylalkohols wurde Dibenzylether mit alkalischem Wasser (0,01 N NaOH) im Verhéltnis, 1 : 5
(v/v), versetzt, und die Wasserphase wurde nach der Phasentrennung dekantiert. Ubriges Wasser in
gereinigtem Dibenzylether wurde mittels getrockneten Natrium-Sulfates entfernt. Die Reinheit von
Dibenzylether wurde anhand einer RP8-HPLC gepriift.

Der Stamm BZE101 wuchs mit Dibenzylether so dhnlich wie der Stamm BZE102 (Abb. 3-44A).
Diese Stamme bauten Dibenzylether wahrscheinlich mit einem &hnlichen Enzymsystem ab. Der
Stamm DEES5151, der bevor dem Versuch mit Diethylether angezogen wurde, wuchs am Anfang mit
Dibenzylether nicht, und sogar nahm die lebende Zellzahl (KBE) schnell ab. Trotzdem konnte er
Dibenzylether schnell umsetzen (Abb. 3-44B). Der Stamm DEES5151 erreichte einem Tag nach dem
Versuchsbeginn eine Lag-Phase, wobei sich weder KBE-Wert noch Konzentration an Dibenzylether
anderte. 3 Tagen nach Versuchsbeginn stieg der KBE-Wert wieder an, und Dibenzylether wurde
weiter abgebaut.

Dibenzylether 16ste sich schwer ins Wasser (0,23 mM), und zeigte eine starke Zellemulgierung mit
der eingesetzten Konzentration von 2,5 mM. Am Anfang des Versuches bewirkte Dibenzylether eine
liphophil bezogenen Toxizitdt auf die Zelle. Aber die mit Diethylether induzierten Enzymsysteme (i.e.
die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase) waren noch aktiv zum Abbau von Dibenzylether. In der
Lag-Phase scheint neue Enzyme zur Verwertung von Dibenzylether und den Folgemetaboliten, wie
z.B. Benzoesédure, induziert zu werden.

Die beiden Stimme BZE101 und BZE102 bauten Dibenzylether iiber Benzoesdure ab.
Benzoesidure wurde vom Abbau des Dibenzylethers stochiometrisch im Verhéltnis, 2 : 1, hergestellt.
Nur geringe Menge an Benzylalkohol wurde beim Stamm BZE102 detektiert (Abb. 3-45A).

Der Satmm DEES5151 baute Dibenzylether auch stdchiometrisch zu Benzoesdure ab, aber die
Abbaurate verlangsamte sich, solange die aktive Zellzahl abnahm (Abb. 3-45B). Daraus folgte, daf3

Dibenzylether durch eine Hydroxylierungsreaktion an einer O-Methylengruppe

abgespalten wurde.

Alle drei Stimme konnten weder Diphenylether noch Benzylphenylether umsetzen. Diphenylether
besitzt keine Methylengruppe als eine initial anzugreifende Stelle. Es ist bekannt geworden, dal3 der
Abbau von Diphenylether durch eine Dioxygenierungsreaktion eingeleitet wird (siche Abb. 1-3B und
C in Kapitel 1.2.2). Benzylphenylether besall eine mittlere Wasserloslichkeit (0,16 mM) zwischen
Diphenylether (0,075 mM) und Dibenzylether (0,23 mM). Seine Struktur sah entweder mit
Diphenylether oder Dibenzylether dhnlich aus.
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Abb. 3-45. Der stochiometrische Umsatz des Dibenzylethers zu Benzoesiure (A) mit den
Stimmen BZE101 (ODs,=4,3), BZE102 (ODs,=8,3), oder (B) DEE5151 (ODsy5 =
13,6): Bevor dem Versuch wurden die Stimme BZE101 und BZE102 mit Dibenzylether
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angezogen, und der Stamm DEE5151 wurde mit Diethylether angezogen.
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Aber kein Benzylphenylether wurde entweder durch die Dibenzylether-abbauenden Stimme oder
durch den Diphenylether-abbauenden Stamm DPE100 abgebaut. Benzylphenylether scheint,
hinsichtlich seiner chemischen Eigenschaften, zwischen Dibenzylether und Diphenylether zu liegen,
aber die biologische Abbaubarkeit war davon unterschiedlich.

In der Tabelle 3-35 werden die Oxidaseaktivititen vom Rhodococcus Stamm DEES5151 zu den
Sphingomonas Stimmen BZE101 und BZE102 unterschiedlich gemacht. Daraus fand man auch, daf3
der mit Diethylether angezogene Stamm DEES5151 zum mit Dibenzylether angezogenen ein
unterschiedliches Oxidationsmuster aufwies. Die Stimme BZE101 und BZE102 oxidierten
Dibenzylether und die Folgemetabolite wie z.B. Benzylalkohol und Benzoesdure, nicht aber
Diethylether. Im Vergleich dazu konnte der Stamm DEES5151 je nach der Anzucht mit Dibenzylether
oder Diethylether sowohl Dibenzylether als auch Diethylether oxidieren. Der mit Dibenzylether
angezogene Stamm DEES5151 oxidierte dazu Benzoesdure, die durch den mit Diethylether
angezogenen Stamm nicht oxidiert wurde. Zusammenfassend damit wurde festgestellt, da3 der mit
Diethylether angezogene Stamm DEES151 eigentlich keine Enzymaktivitit zur Oxidation von
Benzoesdure dabei hatte. Er stellte daher am Anfang vom Abbau des Dibenzylethers nur Benzoesdure
stochiometrisch her, solange aus der Etherspaltung entstandene Benzylalkohol und Benzylaldehyd mit
der Diethylether-induzierten Alkohol-Oxidase weiter zu Benzoesdure oxidiert wurden. Um
Dibenzylether als einzige C/E-Quelle zu verwerten, bendtigte der Stamm DEES151 neue Enzyme, die

Benzoesdure weiter mineralisieren.

Tab. 3-35. Unterschiedliche Oxidaseaktivititen” von den Stimmen BZE101, BZE102 und
DEES5151 je nach der Anzucht mit Dibenzylether oder Diethylether”

Stamm BZE 101 BZE 102 DEE 5151 DEE 5151
Testchemikalien Anzuchtsubstrat
[1 mM] Dibenzylether Diethylether
Diethylether - - 36 73
Dibenzylether 85 79 33 33
Benzoesiure 45 46 29 -
Benzylalkohol 52 124 63 152

Anm.

1) Die Oxidaseaktivititen von Ruhezellen [nMole ml" min! pro ODs4s =1] wurde anhand einer
Clark’schen Sauerstoffelektrode gemessen.

2) Fiir die Sauerstoffaufnahmemessung wurden Hungerzellen von den Stimmen BZE101 und
BZE102 nach der Anzucht mit 2 mM Dibenzylether geerntet. Der Stamm DEES5151 wurde mit
2 mM Dibenzylether oder Diethylether angezogen.
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Die Tatsache, dall der mit Dibenzylether-angezogene Stamm DEES151 die O-Delakylaseaktivitét
fiir Diethylether weiter besal3, bestétigte, dal3

Diethylether und Dibenzylether mit derselben O-Dealkylase initial oxidiert wurden.

Alle Stimme oxidierten Benzylalkohol schneller als Benzoesdure. Benzylalkohol und
Benzylaldehyd bildeten sich stochiometrisch nach der spontanen Spaltung des instabilen Halbacetals,
das durch eine Hydroxylierungsreaktion am O-Methylen-Ca-Atom des Dibenzylethers hergestellt
wurde. Wurden die beiden Intermediate mit der Diethylether- bzw. Dibenzylether-induzierten
Alkohol/Aldehyd-Oxidase oxidiert, wurde nur Benzoesdure offensichtlich wihrend des Abbaues von

Dibenzylether mit ganzen Zellen als Hauptmetabolit nachgewiesen.

3.3.5. Die cyclische Alkylether-abbauenden Stimme

Die meisten cyclische Alkylether-abbauenden Stidmme, auler dem Stamm THF400, lieBen sich zu
Rhodococcus angehdren. Sie alle bauten charakteristischerweise Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran
und Diethylether ab. Davon diente Diethylether auch im allgemeinen zum Wachstum fiir die
aliphatische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme. Um die Enzymaktivitdten fiir die primére
Oxidation von Diethylether vergleichbar zu machen, wurden die Stamme THF100, THF400 und
DEES151 als unterschiedliche Abbaumuster ausgewéhlt.

Aus der Tabelle 3-36 erkannte man, dal3 die Stimme THF100 und THF400 nach der Anzucht mit
Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran, oder Diethylether alle diese Ether oxidierten. Nach der Anzucht
mit Diethylether oxidierte der Stamm DEES151 aber nur Diethylether. Obwohl die Stimme THF100
und THF400 Diethylether abbauten, oxidierten sie weder die anderen aliphatischen n-Alkylether mit
langerer Kettenldnge, wie z.B. Di-n-propylether, Phenetol, noch Dibenzylether, die alle der Stamm
DEES151 nach der Anzucht mit Diethylether oxidieren konnte. Der Stamm DEESIS51 oxidierte
Diethylether ca. 20 ~ 200 mal schneller als die Stimme THF100 und THF400. AuB3erdem konnten die
Stimme THF100 und THF400 weder Alkohole noch Glykole oxidieren, die durch den Stamm
DEES151 schnell oxidiert wurden.

2,3-Dihydrofuran oder Ethylvinylether, das auf die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase vom
Stamm DEES5151 hemmend wirkte, hatte keinen EinfluB3 auf die primédre Oxidase, die sogenannte
THF-Hydroxylase, von den cyclische Alkylether-abbauenden Stammen THF100 und THF400. 2,3-
Dihydrofuran wurde mit den Stimmen THF100 und THF400 oxidiert, nicht aber Ethylvinylether. Der
Stamm DEE5151 konnte weder 2,3-Dihydrofuran noch Ethylvinylether oxidieren.
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Tab. 3-36. Unterschiedliche Oxidaseaktivititen der cyclische Alkylether-abbauenden Stimme
THF100 und THF400 im Vergleich zum aliphatische Alkylether-abbauenden

Stamm DEES5151
Stamm THF100 THF400 DEES151
Testchemikalien Anzuchtsubstrat

[1 mM] DEE THF THP DEE THF THP DEE
Diethylether (DEE) 2,6 2,4 1,6 3,9 0,4 2,9 76
Di-n-propylether - - - - - - 48
Tetrahydrofuran (THF) 2,0 6,1 2,2 4,9 9,7 2,0 -
Tetrahydropyran (THP) 0,8 0,3 1,8 4,8 1,1 2,6 -
2,3-Dihydrofuran 6,2 4.4 5.4 9,3 43 53 -
Ethylvinylether - - - - - - -
1,4-Dioxan - - - - - - -
Methanol - - - - - - 15
Ethanol - - - - - - 71

Anm.

Die Oxidaseaktivititen von Ruhezellen [nMole ml! min’ pro ODs4 =1] wurde anhand einer
Clark’schen Sauerstoffelektrode gemessen.

Fir die Sauerstoffaufnahmemessung wurden Hungerzellen von den Stdmmen THF100 und
THF400 je nach der Anzucht mit Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran, oder Diethylether
geerntet. Dafiir wurde der Stamm DEE5151 mit Diethylether angezogen.

Nach der Anzucht mit Tetrahydrofuran wiesen die Stimme THF100 und THF400 zum Stamm
DEES151  unterschiedliche Oxidationsmuster mit den halogenierten und verzweigten
Etherverbindungen auf (Tab. 3-37). Vergleichend mit der Tabelle 3-30 besagte die Tabelle 3-37, daf}
die Stimme THF100 und THF400 +1,2-Dichlorethylethylether und verzweigte Etherverbindungen,
wie z.B. Ethyl-tert-butylether und Isopropylether, schneller oxidierten, als Diethylether. Im Gegensatz
dazu konnte der Stamm DEES5151 keine Ca-verzweigte Etherverbindung oxidieren.

Der Stamm DEES151 zeigte das hochste Oxidationspotential auf Diethylether, und dann nahm die
Oxidationsrate in der Reihefolge von 2-Brom-/2-Chlorethylethylether und Bis-(2-bromethyl)-/ Bis-(2-
chlorethyl)-ether ab. Im Vergleich dazu ergaben die Stimme THF100 und THF400 einen groflen
Unterschied dazu. Die Oxidationsrate nahm in der Reihefolge von Tetrahydrofuran, 2-halogenierten
Ethylethern, Bis-2-halogenierten Ethylethern und Diethylether ab.

Aus diesen unterschiedlichen Oxidationsmustern wurde festgestellt, da3 sich dasselbe primire
Oxidasesystem von den cyclische Alkylether-abbauenden Stamme, sog. die THF-Hydroxylase, am

Abbau von Tetrahydrofuran, Tetrahydropyran und Diethylether beteiligt, und dall das Enzymsystem
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zur O-Dealkylase vom Stamm DEES5151 unterschiedlich ist, obwohl die beiden Enzyme dieselbe
Position (i.e. O-Methylen-Ca-Atom) von Diethylether initial angreifen.

Tab. 3-37. Oxidationspotentiale von den Stimmen THF100 und THF400 auf
Tetrahydrofuran, Diethylether, halogenierte Ethylether, und Ca-

verzweigte Alkylether
Stamm THEF100 THF400

Testchemikalien [1 mM] Tetrahydrofuran-Anzucht
Tetrahydrofuran 9,1 14
Diethylether 0,3 1,7
2-Bromethylethylether 2,0 0,9
2-Chlorethylethylether 2,2 2,6

+ 1,2-Dichlorethylethylether 2,3 13,7
Bis-(2-bromethyl)-ether 1,7 1,5
Bis-(2-chlorethyl)-ether 1,8 0,6
Ethyl-tert-butylether 4,1 4,5
Isopropylether 1,4 4,4

Anm.

Die Oxidaseaktivititen von Ruhezellen [nMole ml" min™ pro ODs4=1]
wurde anhand einer Clark’schen Sauerstoffelektrode gemessen.

Fir die Sauerstoffaufnahmemessung wurden die Hungerzellen von den
Stammen THF100 und THF400 nach der Anzucht mit Tetrahydrofuran
geerntet.
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4. Diskussion

4.1. Fragestellungen

"Pollution control is a good business practice which a nation can not afford to neglect.
... Deterioration may occur to a level that is intolerable to flora and fauna and cost the
people and the government more than the industry produces. A nation must not
sacrifice its customs and desirable environment to short-term economic advantage”
(Borup & Middlebrooks, 1987)

Ziel der umwelttechnischen Anwendungen von Biodegradation und Biotransformation ist die
Elimination von umwelt- und gesundheitsschiadigenden Chemikalien. Nach der Beseitigung
schéddlicher Chemikalien wiére es zu erwarten, da3 die geschidigte Umwelt in den urspriinglichen
Zustand zuriickgefiihrt bzw. vor der weiteren Kontamination geschiitzt wird.

Die Elimination von Schadstoffen wird nach den folgenden drei Naturgesetzen durchgefiihrt: die
Volatilisierung, die Sorption und die Degradation. Die Volatilisierung und die Sorption sind von
physikalisch-chemischer Natur. Demnach werden Schadstoffe, aufgrund ihrer physikalischen und
chemischen Eigenschaften wie z.B. Wasserloslichkeit, Dampfdruck, Molekiilmasse, usw.,
thermodynamisch eliminiert. Biologische Komponenten, wie z.B. lipophile AuBlen- bzw.
Plasmamembran und biologische Oberflicheaktive Substanzen, beteiligen sich an der Sorption von
hydrophoben Kohlenstoffen (Zhang & Miller, 1994). Die Volatilisierung verursacht oft andere
Umwelt- bzw. Gesundheitsprobleme, wenn in die Luft freigesetzte Schadstoffe unter Tageslicht
einmal radikale Substanzen (z.B. Ozon) bilden, und zum anderen die Stratosphidre zerstoren. Die
Sorption ist auch keine Vorschrift zur vollstindigen Beseitigung von Schadstoffen. Wenn sich
Schadstoffe ins kleinrdumige Kompartiment anhdufen, wird die Gefdhrdung von Menschen und
Umwelt verstdrkt. Die natilirliche Nahrungskette ist besonders dafiir verantworltich, um geringe
Schadstoffe mittels kontaminierter Nahrungsmittel in den Menschenkdrper mehr tausendfach zu
akkumulieren (Boyles, 1980).

Die Degradation ist nicht nur von physikalisch-chemischer Natur, wie z.B. die Sonneneinstrahlung,
die Verbrennung, die Autoxidation, die Hydrierung, und die geophysikalische Zersetzung, sondern
auch von biologischer Natur, sogenannt die biokatalytischen Reaktionen. Physikalisch-chemischer
Abbau ereignet sich unspezifisch. Daraus entstehen manchmal toxische Abbauprodukte, wie z.B.

Epoxide, Peroxide, Arenoxide, Ozon, Dioxine, und Furane. Damit geraten Umwelt und Mensch
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heutzutage in die groBe Gefahr. Der biologische Abbau hat hingegen den Vorteil, dal3
Enzymreaktionen unter milderen Bedingungen substratspezifisch und stereospezifisch verlaufen. Die
durch enzymatische Reaktion abgeleiteten Metabolite, die bis zu CO, und H,O weiter mineralisiert
werden, halten sich nicht mehr fiir schwer abbaubar. Am Abbau von schwer abbaubaren Chemikalien
spielen auch die Cooxidation, das Cometabolismus, und das mikrobielle Konsortium in der Natur eine
erhebliche Rolle. Die Abbaurate ist daher oft in der natiirlichen Bedingung schneller als in der
Laborbedingung. Der Abbau welcher Chemikalie konnte bisher nur durch Mischkulturen demonstriert

werden.

Trotz einiger Beschrdankungen ist die Erhaltung von Reinkulturen fiir die Abbaustudien absolut
notwendig, um den Horizont an Mdglichkeiten fiir die Eliminierung schwer abbaubarer Chemikalien
immer wieder zu erweitern. Zum Beispiel widerlegte der Pyren-abbauende Stamm Mycobacterium sp.
eine alte Vermutung, dall vier oder mehr hoch-kondensierte PAKs gegen den biologischen Abbau
bestindig waren (Heitkamp et al., 1988a und 1988b). Manche Enzymaktivititen werden durch
Genmanipulation technisch optimiert.

Der Einsatz und die Uberwachung von Spezial-Mikroorganismen sind von besonderem Interesse in
der angewandten Mikrobiologie. Die Anwendung von Spezial-Mikroorganismen wurde bisher in der
Petrochemieindustrie intensiv geforscht, um altes bzw. ausgesickertes Ol biologisch abzubauen. Es
war aber schwer, eingesetzte Spezial-Mikroorganismen in natiirlichen Bedingungen ansissig zu
machen. Daher wurden nur wenige Modelle bei den Feldversuchen erfolgreich gemacht (Hegeman,
1985). Dart und Stretton (1980) duBerten sich iiber die Aspekte fiir die Anwendung von Spezial-

Mikroorganismen:

"However, micro-organisms can play a role, both advantageous and disadvantageous,
to man and his activities. They may be pollutants themselves and cause diseases, or
they may cause pollution if their presence is encouraged. In many industrial and
engineering processes, ... , the engineer may not immediately recognize the process he
has designed ... on the microbiological aspects of the subject and not the processing

aspects”

Die Untersuchungen und die Anwendungen von speziell geziichteten Mikroorganismen sind
unvermeidbar, solange sich biotische und abiotische Komponenten in der Biosphire ungleichméBig
verteilen. Die Arten und die Aktivitdten von Spezial-Mikroorganismen sind von Ort zu Ort und von

Zeit zu Zeit verschieden. Ziel des Einsatzes von Spezial-Mikroorganismen ist einmal die Zeit bis zum
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Maximum Eliminationsrate zu verkiirzen, und zum anderen die Eliminationsleistung zu erhohen.
Einer der wichtigsten Faktoren, die den Einsatz von Spezial-Mikroorganismen nachdenklich machen,
ist der sukzessive Prozef3 von Populationen zwischen dem Fremden und dem Autochthonen. Nach
Odum (1969) neigen die Hauptkomponenten ein Klimax zu erreichen. Andererseits lagen Bormann
und Likens (1979) vor, daB3 das Klimax von Zeit zu Zeit zwischen dem Fremden und dem
Autochthonen kreist. Connell und Slatyer (1977) haben drei sukzessive Wege vorgestellt, um eine

vorgefalite Meinung iiber das Verhalten von angewandten Spezial-Mikroorganismen zu haben.

1) Fazilitdtsweg ('facilitation’), auf dem vorhandene Spezies einen sukzessiven

Weg fiir die nachkommenden Spezies vorher festlegen.

i1) Toleranzweg (‘tolerance’), auf dem nachkommende Spezies, die es vor

Hunger aushalten konnen, den Hungerzustand zu ihrem Vorteil ausniitzen.

i) Hemmungsweg (‘inhibition’), auf dem vorhandene Spezies auf die nach-

kommenden Spezies hemmend wirken.

Der Farzilititsweg befindet sich in natiirlichen bzw. kiinstlichen Okosystemen iiberall, wo die
Aktivitdaten von der erst siedelten Mikroflora die néchstfolgenden Populationen begrenzen. Werden
schwer abbaubare PAKs oder Makromolekiile durch eine Population primédr umgesetzt, dienen die
Abbauprodukte zum Wachstum fiir die anderen. Zum Beispiel wurde eine PAK-belastete Bodenprobe
aus Neustadt in der ehemaligen DDR seit Oktober 1995 mit Acenaphthen angereichert. Davon erhielt
sich eine Acenaphthen-abbauende Mischkultur, aber keine Acenaphthen-abbauende Reinkultur wurde
davon gewonnen. Der Stamm ANCI100 war eine Hauptkomponente. Er baute kein Acenaphthen ab,
sondern Acenaphthochinon und Naphthalin-1,8-dicarbonsdure (Anhydrid, Fa., Aldrich), die als
Folgemetabolite vom Abbau des Acenaphthens hergestellt wurden (Schocken & Gibson, 1984;
Selifonov et al.,, 1998). Konnte die primdre Population kein Abbauprodukt, wie z.B.
Acenaphthochinon oder Naphthalin-1,8-dicarbonséure weiter abbauen, herrschte sie nicht als
Hauptverwerter vor, sondern die nichst kommenden Populationen (z.B. ANC100) entwickelten sich
damit als Hauptkomponente in der Biozonose.

Beim Néhrstoffsmangel tritt oft der Toleranzweg auf. Zum Beispiel herrschen Faulepilze wéihrend
des Mangels an C- bzw. N-Quellen im Humus vor. Antibiotika-herstellende Mikroorganismen haben

gegeniiber den empfindlichen Populationen den Vorteile, daB3 sie im ganzen Habitat vorherrschen. Sie
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fungieren oft als Antagonisten im Okosystem gegen die Konkurrenten (Frankland, 1981; Wicklow,
1981).

Schwer wasserldsliche bzw. fliichtige Chemikalien greifen lipophile Zellbestandteile, wie z.B. die
Plasmamembran an. Toxische Chemikalien stoBen die demgegeniiber empfindlichen
Mikroorganismen aus der Artengemeinschaft aus. Indem einige Mikroorganismen die
Zusammensetzungen von Zellkomponenten (z.B. Zellmembran) dndern, verhindert sich der Zugang
von toxischen Substanzen. Aralkylether, wie z.B. Anisol (Methoxybenzol) und Phenetol
(Ethoxybenzol), wirken sowohl generell auf allgemeine als auch auf degradative Vertreter toxisch ein.
Die Stimme St117 und MOPI100 entwickelten demgegeniiber neue Kolonieformen. Die
morphologisch verdanderten Stimme St127 und MOP102 besallen bessere Fihigkeiten zum Abbau von
Aralkylethern. Diese morphologischen und physiologischen Verdnderungen bedeuten eine
fundamentale Adaptation an toxischen Aralkylethern. Das gilt besonders fiir Phenetol.

Die Stabilitdt von einer Spezial-Stammgruppe oder ihrer Spezialaktivitit kommt nach den

folgenden Kriterien in Betracht.

1) Je mehr die dazugehorigen Einzelteile taxonomisch und rdumlich verschieden

sind (Diversitét),

11) Je weniger die abzubauende Chemikalie und die Abbauprodukte auf die Zelle

toxisch einwirken (Toxizitét),

i) Je weniger sich die Stammverdnderungen und die Genmutationen ereignen

(Variation & Mutation),

desto grofBer ist die Stabilitat.

Ziel dieser Arbeit war es, die leicht fliichtige Ether-abbauenden Mikroorganismen aus
verschiedenen Umweltkompartimenten zu isolieren, und ihre stammspezifische Abbaupotentiale zu
untersuchen. Dazu war es beabsichtigt, diese Mikroorganismen zur Eliminierung von
umweltpromatischen Etherverbindungen anzuwenden. Etherverbindungen wurden hinsichtlich ihrer
chemischen Strukturen in acht Bindungsklassen aufgegliedert, wie Glykole, aliphatische Alkylether,
Epoxide, cyclische Alkylether, Aralkylether, Diarylether, Benzylether, und Benzylphenylether. Grof3e
Menge an diesen Bindungklassen wurde bisher aus verschiedenen Emissionsquellen freigesetzt, aber
die biologischen Abbaustudien wurden selten gemacht. Diese Arbeit beriicksichtigte besonders die

Abbauer und die Abbaumechanismen von aliphatischen Alkylethern (z.B. Diethylether und Di-n-
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propylether), cyclischen Alkylethern (z.B. Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran), und Aralkylethern
(z.B. Anisol und Phenetol).

Dazu wurden kinetische Untersuchungen fiir die spezifische Wachstumsrate, den
Halbsittigungsgrad eines Substrates, die Verdoppelungszeit, die Hemmkonstante eines Substrates,
und die Oxidations- bzw. Umsatzrate mit den ausgewdhlten Modellsystemen durchgefiihrt, um die
spiateren Anwendungen von den Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stdmmen z.B. zur

biologischen Abluftreinigung zu verwirklichen.
4.2. Numerische Taxonomie

Die Taxonomie (Klassifizierung) basiert auf das Newtonsche Paradigma. Damit wird die Gesamtheit
aus den maschinellen Funktionen von Einzelteilen zusammengesetzt. Biologische Erscheinung soll
ein maBgebliches Merkmal in der Taxonomie sein. Daraus versteht man ein Okosystem in kausalem
Zusammenhang mit der Taxonomie von den Einzelteilen.

Das reale Okosystem indert sich immer. Neue Mechanismen, Komponenten und Interaktionen
erscheinen und verschwinden immer. Es ist schwer, dynamische Anderungen und organische
Zusammensetzungen von den biologischen Komponenten nach dem determinativen Modell
darzustellen. Daher sollen sich die Einzelteile von einem Okosystem sowohl taxonomisch als auch in
organischem Zusammenhang mit den biotischen und abiotischen Komponenten verstdndlich machen
(Allen, 1988). Im realen Okosystem sind die einzelnen Komponenten durcheinander gemischt
vorhanden, und sie zeigen eine kontinuierliche Komplexitit an. Wird das reale Okosystem mit einer
"typischen Erscheinung (Merkmal)' untersucht, ergibt jede Komponente dafiir ein Testergebnis.
Typische Erscheinungen vereinfachen die Realitit und die Komplexitit im ganzen Okosystem, um die
biologischen Komponenten in Bezug auf taxonomisch relevante oder stammpezifische Merkmale zu
kennzeichnen. Es ist im wesentlichen schwer, ein ganzes Okosystem mit solchen typischen
Erscheinungen zu bestimmen. Daher sind die biologischen Indikator verwendbar. Sie besitzen eine
"typische’ bzw. 'charakteristische’ Eigenschaft, mit der sich die biologischen Indikator in einem
Okosystem schnell erkennen lassen. Die Isolierung und die Stammbehandlung von Reinkulturen sind
ein grundsitzliches Dilemma in der Mikrobiologie, um das Vorhandensein der biologischen Indikator
nachzupriifen. Die Stammerhaltungen beschrinken sich auf die Kultivierbarkeit und die Mehrheit,
obwohl das Okosystem artverschiedene Minderheiten oder unkultivierbare Komponenten enthilt
(Atlas, 1986).

Der neue systematische Name wird nur durch die Verdffentlichung auf der 'International Journal of

Systematic Bacteriology’' autorisiert. Bevor der Autorisierung wird auch der alte Name hiufig
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akzeptiert. Ein Beispiel ist der Stamm JMP134, der umfangreiche Abbaupotentiale auf schwer
abbaubare Chemikalien wie 2,4-D, chlor- und alkyl-substituierte Phenole besitzt. Der systematische
Name wurde von Alcaligenes eutrophus nach Ralstonia eutropha gedndert (Yabuuchi et al., 1995). Im
Jahr 1997 wurde der alte Name Alcaligenes eutrophus noch haufiger verwendet (Filer & Harker,
1997; Sassanella et al., 1997; Valenzuela et al., 1997), als der neue Name Ralstonia eutropha
(Schenzle et al., 1997).

Numerische Taxonomie griindet sich auf phenetische Erscheinungen von den untersuchten
Stammen. Die physiologischen und enzymatischen Aktivititen konnen sich durch eine Genmutation
dndern, aber alle Genmutationen begleiten physiologische bzw. enzymatische Anderungen nicht. Die
Zellzustinde verdndern sich auch ohne Genmutation unter StreBbedingungen. Stamménderungen
gehen aus der Zusammenwirkung von den zwei Faktoren hervor (Ferguson, 1980).

Es gibt noch keine allgemein anerkannte Methode in der numerischen Taxonomie. Die 'Food'-
Mikrobiologie und die medizinische Mikrobiologie entwickeln eigene Methoden zur schnellen
Erkennung von Spezial-Mikroorganismen oder Pathogenen. Die Fachleute halten die angewandte
Taxonomie fiir sinnvoll, aber meiste natiirliche Taxa sind in den angewandten Fachbereichen nicht
inbegriffen (Austin & Priest, 1986).

Zur Ahnlichkeitsabschitzung werden alle mdgliche Merkmale von Mikroorganismen untersucht.
Vorausgesetzt, dall alle untersuchte Merkmale eine gleiche Wichtigkeit (Wertigkeit) haben, fiihrt
jeder Test zum quantitativen oder qualitativen Ergebnis. In der klassischen Taxonomie ist ein
zweierlei Zahlsystem, wie z.B. {+, -} oder {1, 0}, zur Auswertung von Testergebnissen {iblich.
Taxonomische Gruppierung (Cluster) schlie3t sich dann innerhalb eines taxonomischen Grenzwertes
an. Taxonomische Ahnlichkeit zwischen den Stimmen ist aus der Cluster-Analyse in der trigonalen
Matrix abschétzbar (Sneath & Sokal, 1973).

Testergebnisse werden mit dem zweierlei Zahlsystem qualitativ bewertet. Wird jedes Merkmal
mehrmals unabhédngig oder (semi)-quantitativ untersucht, ist die Auswertung der zwischenliegenden
Testergebnisse, wie z.B. *, vonndten. Tetrazolium-violett (Fa., Sigma) ist ein Hilfsmittel, das mit
respiratorischen Tests (semi)-quantitative '+'-Ergebnisse zuverldssig macht (Bochner, 1989). Die
Anwendung dieses Redox-Indikators ist aber mit den kultivierbaren Reinkulturen unter aeroben
Bedingungen begrenzt (Gribbon & Barer, 1995; Smalla et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, taxonomisch relevante Merkmale (z.B. Morphologie
und Physiologie) und stammspezifische Merkmale (z.B. Abbaupotentiale fiir Xenobiotika) mit dem
dreierlei Zahlsystem, {-1, 0, 1}, zu semi-quantifizieren. Der statistische Korrelationskoeffizient, r,
wurde zur Ahnlichkeitsabschiitzung entweder zwischen zwei Teststimmen oder zwischen jedem

Stamm und dem hypothetischen mittleren Organismus (HMO) berechnet. Vorausgesetzt, da3 sich
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biologische Erscheinungen ,zufdllig“ und ,,unabhédngig® ereignen, erfiillt jede Koeffizienten-
abschitzung eine statistische Bedingung. Biologische Komponenten wurden entweder mittels der
zweidimensionalen Koordinierung jedes (x, y)-Paars von Korrelationskoeffizienten auf der XY-
Ebene, {Korr(x, y)| -1 <x <1, -1 £y < 1}, oder aus der Cluster-Analyse auf dem Dendrogramm
schematisch dargestellt.

Die zweidimensionale Analyse lie8 Einzelteile von einer Stammgruppe dicht zuordnen, wenn sie
entweder taxonomisch oder Okologisch untereinander dhnlich sind. Das Dengrogramm ist fiir die
taxonomische Ahnlichkeitsabschitzung gebriuchlich. Je groBer der berechnete Korrelations-

koeffizient ist, desto groBer ist die taxonomische Ahnlichkeit zwischen den Stimmen oder Clustern.
4.2.1. Zweidimensionale Analyse

Die taxonomisch relevanten Merkmale (x-Elemente) und die stammspezifischen Abbaupotentiale (y-
Elemente) wurden beliebig aufgegliedert, um jedes (x, y)-Paar von Korrelationskoeffizienten auf der
sogenannten taxonomischen Landkarte zuzuordnen. Wurde jeder Koeffizient zwischen jedem Stamm
und dem hypothetischen mittleren Organismus (HMO) berechnet, ergab sich jedenfalls der
Korrelationskoeffizient zwischen —1 und 1. Damit wurde jeder Stamm auf eine bestimmte XY -Ebene,
{(x, ) -1 £x <1, -1 <y< 1}, als ein Punkt dargestellt. Die zweidimensionale Analyse stellt die
Ahnlichkeit von Mikroorganismen auf der kontinuierlichen Ebene besser dar, als die beliebige
Gruppierung auf dem Dendrogramm (Austin & Priest, 1986).

Zweidimensionale Analyse ist heutzutage von den chemosystematischen Methoden betroffen, wie
z.B. Fettsdurenanalyse, Proteinprofil und Pyrolyse-Massenspektrum (PyMS). Die (x, y)-Paare
bestehen aus den sogenannten kanonischen Varianten. Wird eine unbekannte Koordinate mit den
taxonomisch anerkannten Zugeordneten verglichen, werden alle euklidische Abstinde zwischen dem
Teststamm und jedem Mittelwert von den taxonomischen Zugeordneten gerechnet, um die
Taxonomie vom unbekannten Stamm mit dem niedrigsten Wert zu bestimmen (MacFie et al., 1978).
Zum Beispiel haben Chun et al. (1993) unter Verwendung artifizieller neuralgischer Netzwerke
(‘artificial neural networks', ANN) PyMS-kanonische Varianten von einigen Streptomyces Stammen
analysiert.

Es ist aber schwer, fiir kanonische Varianten einen Malistab zu stellen. Der hypothetische mittlere
Organismus (HMO), dessen Merkmale aus den empirischen oder taxonomisch anerkannten Daten
z.B. von 'Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology' entnommen werden, gibt einen Malstab fiir

alle ab. Jedes Merkmal vom HMO liegt bei einer unendlichen Zahl zwischen —1 und 1.
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Merkmale vom HMO liegen um so nédher bei Eins, je mehr Testergebnisse positiv sind: z.B.
verwerteten 122 Stimme von 132 getesteten Stimmen Ethylvinylether als einzige C/E-Quelle (HMO
= 0,84). Ethylvinylether wurde durch manche Mikroorganismen leicht abgebaut. Die leichte
Abbaubarkeit von einer Chemikalie stimmt nicht immer mit der Gefdhrdung von Umwelt und
Menschen iiberein. Zum Beispiel wird Bis-(chlormethyl)-ether, das vom U.S. Environmental
Protection Agency auf die Klasse A (bekannt human-carcinogen) eingestuft wird, im Wasser schnell
zerfillt, aber die Abbauprodukte, wie z.B. Chlormethanol und Chlorformaldehyd, sind sehr giftig. Als
ein anderes Beispiel diente 1-Butanol (HMO = 0,83) zum Wachstum von mehreren Teststimmen als
Ethanol (HMO = 0,75), 1-Propanol (HMO = 0,78) und 1-Pentanol (HMO = 0,57). Trotzdem hélt sich
1-Butanol fiir giftiger als Ethanol.

Im Gegenteil liegen Merkmale vom HMO um so ndher bei -1, je mehr Testergebnisse negativ sind.
In dieser Arbeit ergab sich keine positive Reaktion fiir 2-Bromethylethylether, Isopropylether,
Methyl-tert-butylether, fert-Butyl-2,3-glycidylether, Dimethylsulfoxid, 1,4-Dioxan, 1,2-Epoxyhexan,
2-Chlorethanol, Diethylenglykol, Formaldehyd, Chloracetaldehyd, Chloressigsdure, Benzo(b)furan,
Acridon, Benzo(a)pyren, 4-Aminobenzoesédure, und Zellulose als einzige C/E-Quelle (HMO = -1).

Taxonomische Gruppierungen von einigen Stdmmen hatten eine enge Beziehung mit ihren
Abbaupotentialen auf Pyren, Fluoren, Dibenzofuran, und Alkylether. Alle Pyren-abbauende Stimme
gehorten zu Mycobacterium, und alle Fluoren/Dibenzofuran-abbauende Stimme gehdrten zu
Terrabacter. Aullerdem lieBen sich die meisten Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stimme der
Gattung Rhodococcus erscheinen.

Bisherige Studien iiber den PAK-Abbau liegen vor, dal hoch-kondensierte PAKs (z.B.
Phenanthren und Pyren) iiberhaupt durch Bakterien in der Natur abgebaut werden. Uber 97 % an
Phenanthren wird durch bakterielle Stimme in Kiistenboden abgebaut (MacGillivray & Shiaris,
1994). Am Initialangriff von PAKs beteiligen sich bakterielle Schliisselenzymsysteme, sog.
NADH/PAK-Dioxygenase.

Die Pyren-abbauenden Mycobacterium Stimme wurden sowohl aus einer PAK-belasteten
Kokereibodenprobe aus Essen als auch aus einer wenig PAK-belasteten Humusprobe Schwébischer
Alb isoliert. Hoch-kondensierte Aromaten befinden sich nicht nur in den Industriegebieten wie z.B. in
den Kokereiboden (Boldrin et al., 1993; Schneider et al., 1996), sondern auch im Humus, der aus
zahlreichen Verbindungen von Fulvinsduren und Huminsduren zusammengesetzt wird (Choudhry,
1984). Daraus erhalten sich durch katalytische Pyrolyse-Dehydrogenierungsreaktion zahlreiche
polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe, wie z.B. Naphthalin, Anthracen, Phenanthren,

Carbazol, Fluoranthen, Pyren, Chrysen, Perylen, usw. Chemische Pyrolyse-Dehydrierverfahren halten
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sich jedoch fiir unnatiirlich, aber im wesentlichen befinden sich zahlreiche polycyclische aromatische
Kohlenwasserstoffe (PAKs) in der Kohle.

Pyren ist schwer wasserldslich (175 pg I™"), und hilt sich damit fiir schwer abbaubar. Nur wenige
Bakterienarten sind bekannt fiir den Abbau von Pyren. Pyren-abbauende Mykobakterien zeigen ein
breites Substratspektrum nicht nur an leicht wasserldslichen PAKs, wie z.B. Phenanthren (1600 ug I
", Fluoren und Fluoranthen (Boldrin et al., 1993), sondern auch an schwer wasserldslichen PAKs, wie
z.B. Benz[aJanthracen (10 pg I'") und Benzo[a]pyren (< 1 pg 1", Schneider et al., 1996).

Im Vergleich dazu 16st sich Phenanthren leicht ins Wasser (1600 pg I'). Das bedingt seine leichte
Abbaubarkeit (Bossert & Bartha, 1984). Verschiedene Bakterienarten sind bekannt fiir den Abbau von
Phenanthren. In dieser Arbeit wurde die Heterogenitdt von den Phenethren-Abbauern bestitigt.

Die beiden Stammgruppen von den Pyren- und Phenanthren-Abbauern verwerten Phenanthren im
allgemeinen als einzige C/E-Quelle. Durch Anreichrung mit Phenanthren entwickelten sich die
Phenanthren-abbauenden Stidmme PHE222 und PHE223 als Hauptverwerter in einer Kokerei-
Bodenprobe. Der Pyren-abbauende Stamm PYR400 herrschte hingegen in der mit Pyren
angereicherten Probe vor. Die Pseudomonas Stimme PHE222 und PHE223 wuchsen mit Phenanthren
schneller als der Mycobacterium Stamm PYR400. Daher herrschten die ersten Verwerter im ganzen
vor, wenn die Probe mit Phenanthren angereichert wurde. Dazu spielte der Stamm PYR400
wahrscheinlich am Abbau von Phenanthren eine Nebenrolle. Wenn man eine Probe, worin
Phenanthren-Abbauer und Pyren-Abbauer vorhanden sind, mit einer Mischung von Phenanthren und
Pyren behandelt, verschwindet wahrscheinlich Phenanthren schneller als Pyren. Mit zunehmendem
Mengenverhéltnis von Pyren zu Phenanthren wird die Abbaurate von Pyren um so schneller, solange
die Proportion der Pyren-Abbauer allmdhlich zunehmen. Unter den selektiven Bedingungen
entwickelt sich ein Spezial-Mikroorganism erst aufgrund seiner Abbaupotentiale. Dazu ist die
schnelle Wachstums- bzw. Abbaurate eine hervorragende Leistung fiir die Vorherrschung.

Die in dieser Arbeit verwendeten Fluoren bzw. Dibenzofuran-abbauenden Stdmme stammten aus
verschiedenen Orten. Die zwei Stamme Terrabacter sp. DPO360 und DPO1361 wurden bislang von
verschiedenen Autoren morphologisch, physiologisch, biochemisch und taxonomisch geforscht. Aus
dieser Arbeit ging hervor, dal die anderen Fluoren/Dibenzofuran-abbauenden Stimme (DPM201,
DPM202, DPO210, DPO320 und DPO340) auch innerhalb von Terrabacter zugeordnet werden. Alle
DPO/DPM-Stimme verwerten Fluoren und Biphenyl als einzige C/E-Quelle. AuBler den Stimmen
DPM201 noch DPM202 verwerten die anderen DPO-Stimme auch Dibenzofuran als einzige C/E-
Quelle. AuBerhalb von Terrabacter ist der Sphingomonas Stamm RWI1 fiir den Abbau von
Dibenzofuran bekannt geworden (Wittich et al., 1992). Die Abbaufdhigkeit fiir Dibenzofuran ist
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weder eine determinative Bedingung flir die Taxonomie von Terrabacter, noch eine hinreichende
Bedingung.

Als ein anderes Beispiel gehoren die Pyren-abbauenden Stamme zu Mycobacterium an. Jedoch
besitzen alle Spezies von Mycobacterium die Pyren-Abbaufdhigkeit nicht. Die Abbaufdhigkeit fiir
Pyren ist auch keine determinative Bedingungen fiir die Taxonomie von Mycobacterium, aber die
stammspezifische Abbaufahigkeit scheint dafiir eine hinreichende Bedingung zu sein.

Hexan-Abbauer und Styrol-Abbauer sind angewandte Beispiele im Fachbereich biologische
Abluftreinigung an der Universitdt Stuttgart. Alle Hexan-abbauende Stimme stammten aus einem
Hexan-beaufschlagten Biofiltermaterial, wihrend die Herkiinfte von den Styrol-abbauenden Stimmen
verschieden sind: Vier Stimme VLB120, VLB130, VLB140 und VLB160 stammten aus einem
Styrol-zugefiihrten Kompost, und drei Stimme MLB110, MLB120 und ELB120 stammten aus einer
Toluol (MLB) bzw. Ethylbenzol (ELB) zugefiihrten Bodenprobe, und der Stamm M2A wurde von
einem Styrol-beaufschlagten Biofiltermaterial stammend isoliert. Der Biphenyl-abbauende Stamm
Pseudomonas sp. NCIB10643, der Styrol abbauen konnte, arbeitete sich in der Styrol-abbauenden
Stammgruppe zusammen. Neun Hexan-abbauende Stimme bestanden aus mehreren Bakterienarten
als neun Styrol-abbauende Stimme. Trotzdem ergaben die ersten aus der zweidimensionalen Analyse
eine dichtere Zuordnung als die letzten. Vermutlich bildet die ganze Biozdnose, einschlieBlich der
Hexan-abbauenden Stimme, seit langem eine dichte Zonierung unter StreBbedingungen (i.e. n-Hexan)
im geschlossenen Habitat.

Die zweidimensionale Analyse von Spezial-Mikroorganismen hat, beziiglich ihrer taxonomisch
relevanten und stammspezifischen Merkmale, eine groe Bedeutung fiir die Taxonomie und die

Okologie.
4.2.2. Klassifizierung der Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme

Alle 45 Aralkylether- und Alkylether-abbauende Stamme wurden aus einer Belebungsanlage des
Klarwerks Stuttgart-Biisnau stammend isoliert. Auler den Stimmen THF400 und MOB600 zeigten
die anderen 43 Stimme eine 6kologische und taxonomische Ahnlichkeit an. Demzufolge wurden die
43 Stamme aus der zweidimensionalen Analyse innerhalb von Rhodococcus dicht zugeordnet.
Rhodococcus zeigt einen komplizierten Pedigree an. Seit der ersten Einleitung von 'rhodochrous
(Zopf)' innerhalb der Actinomyceten (Gordon & Mihm, 1957) ist es bekannt, dal Rhodococcus
zwischen Mycobacterium und Nocardia liegt. Rhodococcus befindet sich in der Natur {liberall, wie

z.B. in Boden, SiiBwasser, Meer, Darmtrakten, und Atemwegen. Die meisten Spezies sind keine
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Human-Pathogene (Lechevalier, 1988). In dem 'International Code of Nomenclature of Bacteria’
(Sneath, 1992) besteht der Gattung Rhodococcus aus 18 Typspezies.

Die morphologischen und physiologischen Charakteristika von den 43 Stammen stimmten mit der
Beschreibung iiber Rhodococcus von 'Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Vol. 4’ (Williams
et al.,, 1989) iiberein: Alle Stdimme sind Gram-positiv und aerob. Sie besitzen eine Katalase, aber
keine Oxidase. Sie zeigen einen Lebenslauf zwischen Stibchen und Kokken an, und sie bilden
gelegentlich Substratmyzelien unter der Agaroberfldache. Die Koloniemorphologie ist glatt, rauh, oder
schleimig, und die Koloniefarbe ist kremefarben, gelb, orangenfarben, oder rot.

Sie haben ein breites Substratspektrum an verschiedenen Substraten: Alle 43 Stimme verwerten D-
Arabinose, Mannitol, Sorbitol, Milchsdure, Fumarat, Ethinylethylether, Ethylvinylether, Ethanol, 1-
Propanol, 1-Butanol, 1-Pentanol, 2-Methyl-1-butanol, 3-Methyl-1-butanol, Hexadecan, Essigsdure-
ethylester, 2-Methoxyphenol (Guajakol), 2-Ethoxyphenol, Benzylalkohol, und L-Tyrosin als einzige
C/E- bzw. C/N-Quelle. Manche Stamme, deren Zahl von den positiven Ergebnissen in der Parenthese
angegeben ist, verwerten D-Glucose (41), D-Fructose (33), Brij58 (40), 2,3-Dihydrofuran (29) 1,4-
Butandiol (31), Essigsdurevinylester (30), Phenol (41), Benzylaldehyd (36), L-Isoleucin (38), L-
Leucin (38), L-Valin (37) und Monoethanolamin (35) als einzige C/E- bzw. C/N-Quelle. Alle Stimme
wachsen auf Komplexmedien (z.B. NA-Medien, R2A-Medien und TSA-Medien) ohne weiteres, um
sich mehrere Monate aktiv zu erhalten. Die meisten Stimme haben Wachstumsoptima in R2A-
fliissigen Kulturen bei einer Salzkonzentration von 0 ~ 1 %(w/v) und 30°C unter neutralen oder
alkalischen Bedingungen.

Alle Stamme sind gegeniiber Kanamycin (30 pg), Rifampicin (30 pg) und Tetracyclin (10 pg),
empfindlich, aber gegeniiber Cycloheximid (50 pg), Nalidixinsdure (30 pg) und Kalium-Tellurit (37,5
pg) resistent. Die Applikation von einem Gemisch von Cycloheximid, Nalidixinsdure und Kalium-
Tellurit erhoht die Medienselektivitit fiir die Isolierung solcher Stimme. Mit der Zugabe von
Penicillin erhoht sich die Selektivitit fiir den opportunistischen Krankheitserreger Rhodococcus equi
(Barthon & Hughes, 1981), aber in dieser Arbeit weist Penicillin (10 pg) gegeniiber den Aralkylether-
und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimmen unterschiedliche Empfindlichkeitsmuster auf
(Tab. 4-1).

Die Koloniemorphologie und die Koloniefarbe von den Aralkylether- und Alkylether-abbauenden
Stimmen dndern sich von Zeit zu Zeit nach der Anzucht mit einem selektiven Substrat. Die
Koloniemorphologie von einigen Aralkylether-abbauenden Stimmen verdndern sich nach der
Anzucht mit Anisol oder Phenetol. Rauhe und unregelméfige Kolonien von den Stimmen St117 und
MOP100 é&nderten sich nach der schleimigen und glattrandigen Form von den Stimmen St127 und

MOP102. Nach langer Kultivierung auf Komplexmedien ohne Substratdruck kehrte die evolvierte



- 180 -

Koloniemorphologie von den Stammen St127 und MOP102 nach der urspriinglichen Form von den
Stammen St117 und MOPI100 zuriick. Die morphologischen Verdnderungen sind kein
Mutationsereignis, sondern eine fundamentale Adaptation an giftigen Aralkylethern.

Die Koloniefarbe von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stammen &@ndert sich spontan von
orange nach gelb ohne jeglichen Verlust ihrer Abbaufdhigkeit fiir aliphatische Alkylether, Phenetol
und Dibenzylether. Die Farbe dndert sich andererseits ohne Substratdruck (z.B. Diethylether) von
orangenfarben nach rot. Das verursacht den vdlligen Verlust von ihren Etherabbaufdhigkeiten.
Pigmente von den aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen @ndern sich ohne Riickkehr nach der
urspriinglichen Koloniefarbe. Daher ist die Pigmentinderung von den aliphatische Alkylether-
abbauenden Stimmen auf die Genmutation zuriickzufiihren.

AuBerdem ist es bekannt, dal Rhodococcus umfangreiche Abbaupotentiale auf schwer abbaubare
Substanzen besitzt, wie z.B. Alkane, alicyclische Kohlenwasserstoffe, Nitroaromate, polycyclische
aromatische Kohlenwasserstoffe, Pyridine, Steroide (Cain, 1981b), Detergentien, Warfarin
(Goodfellow & Williams, 1983), S-Ethyl-dipropylcarbamothionat, Atrazin (Behki et al., 1993; Nagy
et al., 1995; Shao & Behki, 1996), polychlorierte Biphenyle (Masai et al., 1995; Maeda et al., 1995),
Dibenzothiophen (Piddington et al., 1995), Lignin-verwandte Substanzen (Rast et al., 1980) und
Huminséure (Cross et al., 1976). Der Stamm Rhodococcus sp. NCIMB12038 stellt sowohl durch eine
Dioxygenierungsreaktion tliber cis-Diol von Indol als auch durch eine Monooxygenierungsreaktion
iiber trans-Diol Indigo her (Allen et al., 1997).

Es ist kein Wunder, dal Rhodococcus zu zahlreichen Diskussionen iiber den Abbau von
umweltproblematischen Chemikalien gestellt wird. Heutzutage nimmt man an, dal Actinomyceten
die prokaryotische Aquivalenz von Pilzen sind. Sie sind nicht nur morphologisch #hnlich, sondern
ihre Rolle ist auch dhnlich in der Natur (Goodfellow et al., 1988).

4.2.3. Differenzierung der Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stimme
Die Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Stimme werden, beziiglich ihrer Abbaupotentiale auf
ausgewdhlte Etherchemikalien wie 1,4-Dialkoxybenzol, Monoaralkylether, cyclische Alkylether und

aliphatische Alkylether, in vier Gruppen untergeteilt.

Die 1.4-Dialkoxvbenzol-abbauenden Stimme

Die Stimme DEOB100 und DEOB200 verwerten charakteristischerweise 1,4-Diethoxybenzol als
einzige C/E-Quelle, und dealkylieren 1,4-Dimethoxybenzol ohne jegliches Wachstum. Sie kdnnen die
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korrespondierenden Metabolite 1,4-Hydrochinon bzw. Chinone nicht weiter abbauen. Der Stamm
DEOB100 verwerten dazu Phenol, aber der Stamm DEOB200 nicht.

Die Aralkylether-abbauenden Stimme

Sie verwerten charakteristischerweise mono-alkoxylierte Benzole, wie z.B. Anisol und Phenetol als
einzige C/E-Quelle. Die Rhodococcus Stamme St117/127 und MOP100/102 sind hinsichtlich ihrer
Morphologie und Abbaufdhigkeit sehr dhnlich untereinander. Die beiden Gruppen zeigen die
morphologischen und physiologischen Verdanderungen in Gegenwart von Aralkyether wie z.B. Anisol
und Phenetol an. Die Stimme MOP100 und 102 besitzen eine Pectin-Hydrolase. Das macht sie zu den
damit negativen Stimmen St117 und 127 unterschiedlich.

Der orangenfarbene bzw. rote Stamm MOB100 zeigt eher dhnliche morphologische physiologische
Charakteristika mit den aliphatische Alkylether-abbauenden Stdmmen als mit den oben beschriebenen
Aralkylether-abbauenden Rhodococcus Stammen. Er besitzt aber keine Fihigkeit zum Abbau von
aliphatischen Alkylethern oder Dibenzylether. Aufler den Aralkylethern kann er Eugenol (4-Allyl-2-
Methoxyphenol) als einzige C/E-Quelle verwerten.

Der Stamm MOB600 wird auferhalb von Rhodococcus entfernt zugeordnet. Er verwertet
auBBergewohnlich 2-Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol als einzige C/E-Quelle. Nach der Anzucht
mit Aralkylether setzt er 3-Methoxyphenol schneller um, als 2-Methoxyphenol. Sogar wichst er mit
2-Methoxyphenol langsam nach einer Lag-phase. Im Vergleich dazu verwerten die anderen
Aralkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme nur 2-Methoxyphenol als einzige C/E-Quelle, nicht
aber 3-Methoxyphenol. AuBlerdem baut der Stamm MOB600 kein 2-Ethoxyphenol ab, wéhrend die
anderen Aralkylether-abbauenden Rhodococcus Stamme 2-Ethoxyphenol ohne weiteres verwerten.
Der Stamm MOB600 baut auch verschiedene Aromaten ab, wie z.B. Benzol, Phenol, Styrol, Toluol,
o/m/p-Kresole, und Biphenyl. Trotz seiner umfangreichen Abbaupotentiale auf Phenole und Benzole
wichst er in/auf Komplexmedien schwer, ohne ein aromatisches Substrat (z.B. Phenol) zugetan wird.
Er kann manche Kohlenhydrate, Aminosiuren, und Alkohole nicht als einzige C/E-Quelle verwerten.
Seine Abbauwege von Aralkylethern scheinen zu den Aralkylether-abbauenden Rhodococcus
Stammen unterschiedlich zu sein. Die Aralkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme leiten eine 2-
Monooxygenierungsreaktion unter Bildung von 2-Hydroxy-Aralkylethern ein. Vermutlich katalysiert
ein Dioxygenasesystem vom Stamm MOB600 die initiale Oxidation von Aralkylethern, um cis-
Aralkylether-Dihydrodiole zu bilden.

Alle aliphatische Alkylether-abbauende Stimme verwerten Phenetol als einzige C/E-Quelle, nicht
aber Anisol mit den Ausnahmen, dal3 die zwei Stimme DEE5311 und DEE515 auch Anisol als
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einziges Substrat verwerten. Phenetol ist ein gemeinsames Substrat flir die beiden Stammgruppen von
den Aralkylether- und aliphatische Alkylether-Abbauern. Im Vergleich dazu ist Anisol ein
charakteristisches Substrat fiir die Aralkylether-Abbauer.

Die cvclische Alkylether-abbauenden Stimme

Sie verwerten charakteristischerweise Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran als einzige C/E-Quelle.
Sie verwerten nur Diethylether aus der aliphatischen Etherbindungsklasse. Sie konnen auch 2,3-
Dihydrofuran als einzige C/E-Quelle verwerten, aber 2,5-Dihydrofuran dient zum Wachstum nicht fiir
alle.

Einseitig Ca-C[B-ungesittigte Etherbindungen, wie z.B. 2,3-Dihydrofuran (HMO = -0,02), 3,4-
Dihydro-2H-pyran (HMO = -0,40), Ethinylethylether (HMO = 0,37), und Ethylvinylether (HMO =
0,84), werden nicht nur von Spezial-Mikroorganismen als einzige C/E-Quelle verwertet, sondern auch
von manchen allgemeinen Mikroorganismen. Ca-CB-ungesittigte Etherbindungen werden entweder
durch nicht-enzymatische Ozonierung unter Bildung von Ozonid (i.e. 1,2,4-Trioxolan) (Bunnelle,
1989), oder durch enzymatische Monooxygenierung unter Bildung von Epoxid abgebaut (Sone et al.,
1989).

Die Stimme THF100, THF102, THF200 und THF202 gehoren zu Rhodococcus an. Sie ergeben
eine hohe Ahnlichkeit miteinander (» > 0,9). Sie kénnen Di-carbonséiuren, wie z.B. Bernsteinsiure, L-
Apfelsiure und Adipinsiure, als einzige C/E-Quelle verwerten. Hingegen kénnen die meisten
Aralkylether- und aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme keine Di-carbonsdure verwerten.

Die Koloniemorphologie von den Stimmen THFI00 und THF200 sind wihrend der
Agarkultivierung mit cyclischem Alkylether glattrandig und gelegentlich schleimig. Die schleimigen
Kolonieform von den Stimmen THF100 und THF200 hat den Vorteil zum Abbau von
Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran gegeniiber der rauhen Kolonieform von den Stimmen THF102
und THF202. Die Stimme THF100 und THF200 haben eine hohere Toleranz (K, ) gegen cyclische
Alkylether als die Stimme THF102 und THF202. Als einzige C/E-Quelle macht Saccharose die damit
positiv gewachsenen Stimme THF100 und THF102 zu den damit negativen Stimmen THF200 und
THF202 unterschiedlich. Daraus wird vermutet, dal3 sich die Stimme THF100 und THF200 durch
Anreicherung mit cyclischem Alkylether jeweils aus den Stammen THF102 und THF202 evolviert
haben. Die ersten passen sich an cyclische Alkylether mehr an.

Der Stamm THF400 wird auf3erhalb von Rhodococcus entfernt zugeordnet. Er wichst langsam und
bildet oft Zellflocken in fliissigen Zellkulturen. Er verwertet manche Chemikalien nicht, die die

Rhodococcus Staimme als einzige C/E- oder C/N-Quelle verwerten konnen: z.B. ergab er kein
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Wachstum mit D-Arabitol, Mannitol, Sobitol, Milchsdure, Hexadecan, 2-Methoxyphenol, 2-
Ethoxyphenol, Benzylalkohol, L-Isoleucin oder Valin. Der Stamm THF400 kann hingegen Inositol,
+2-Butanol, +2-Pentanol und Glycerol als einzige C/E-Quelle verwerten, die die Rhodococcus
Stimme nicht gewohnlich verwerten. Der Stamm THF400 verwertet auch einige Di-carbonséuren,
wie z.B. Bernsteinsiure und L-Apfelsiure, nicht aber Adipinsiure. Die Wachstumsrate vom Stamm
THF400 ist langsamer als bei den anderen Rhodococcus Stimmen. Der Stamm THF400 ergibt eine
langsame lineare Wachstumsrate, (4, /K, mit geringer Konzentration an cyclischen Alkylethern.
Trotzdem kann sich er bis zur hohen Konzentration als Hauptverwerter entwickeln, weil er
demgegeniiber eine hohe Toleranz ( K, ) hat. Diethylether bewirkt eine starke Substrat-Hemmung
gegen den Stamm THF400. In Gegenwart von Diethylether zeigt er nur ein langsames Wachstum und

eine niedrige Toleranz demgegentiber.

Die aliphatische Alkvlether-abbauenden Stimme

Sie alle gehdren zu Rhodococcus an. Sie verwerten charakteristischerweise verschiedene aliphatische
Alkylether als einzige C/E-Quelle, wie z.B.

symmetrische aliphatische Alkylether wie Diethylether, Di-n-propylether, Di-n-
butylether, Di-n-pentylether, Di-n-hexylether und Di-n-heptylether

unsymmetrische aliphatische Alkylether wie fert-Butylethylether, n-Butylethylether
und n-Butylmethylether

eine Mischung von 2- und 3-Isoamylether, sowie Phenetol und Dibenzylether

Werden die beiden etherischen Gruppen aus Methylgruppe, Ca-verzweigten Alkylgruppen (z.B.
Isopropyl- und tert-Butyl-) oder Phenylring zusammengesetzt, wie z.B. Dimethylether, Methyl-tert-
Butylether, Isopropylether, tert-Butyl-2,3-glycidylether, Anisol, und Diphenylether, werden diese
Etherverbindungen durch die aliphatische Alkylether-abbauenden Stidmme nicht mehr abgebaut.
Weder Benzylphenylether noch cyclische Alkylether (z.B. Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran)

wird abgebaut. Daraus fand man, daf3

ein O-Methylen-Ca-Atom (R-°CH»-O-R’) durch aliphatische Alkylether-abbauende

Stdmme initial angegriffen wird.
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Die aliphatische Alkylether-Abbauer wachsen mit Diethylether schnell (Verdoppelungszeit, t4 = 3
~ 4 h), wobei sich keine sichtbare Substrat-Hemmung bis zu 25 mM aufweist. Diethylether wirkt aber
eventuell auf die aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme toxisch ein. Wéihrend des
Stoffwechsels von Diethylether nahm die gesamte Biomasse zu, aber die aktive Zellzahl (KBE) war
konstant. Ein unausgewogenes Wachstumsverhiltnis befand sich zwischen der aktiven Zellzahl und
der gesamten Biomasse. Die Ansduerung der Zellkulturen trat dazu in der spiteren Wachstumsphase
auf. Das schnelle Abbau von Diethylether und die dadurch bedingte schnelle Wachstumsrate von den
aliphatische Alkylether-abbauenden Stimmen sind eine Uberlebensstrategie, um eine schnelle
Absterberate auszugleichen.

Unter Verwendung 6kologischen Begriffes iiber r-/K-Strategisten (Atlas & Bartha, 1981), scheinen
die aliphatische Alkylether-Abbauer ein r-Strategist zu sein. Die Populationsgréfle vom r-Strategist ist
von Zeit zu Zeit schwankend, und das Wachstum ist normalerweise schwer im Hungerzustand, wie
z.B. im Humus. Im Gegensatz dazu halten sich K-Strategisten vor Hunger aus. Mit geeignetem
Substrat (z.B. Diethylether) entwickeln sich die r-Strategisten gelegentlich als Hauptkomponente.
Unter dem starken Substratdruck herrschen die r-Strategisten, die sich demgegeniiber aushalten, im
ganzen vor. Aus den Hemmexperimenten mit Diethylether kommen die aliphatische Alkylether-
Abbauer mit der hohen Konzentration an Diethylether (ca. 10 mM) in einer Belebtschlammprobe vor,
aber die anderen r-Strategisten, wie z.B. der Stamm THF102, konnen mit geringem Diethylether
Hauptverwerter vertreten. Der Stamm THF102 hat den Vorteil zum Wachstum bei einer niedrigen
Konzentration an Diethylether, wobei er eine schnelle lineare Wachstumsrate ergibt. Wenn die beiden
cyclische und aliphatische Alkylether-Abbauer am Abbau von Diethylether in derselben Nische eine
Rolle spielen, werden ihre dynamische Verhalten nach Atlas (1986) zusammengefal3t. So fungieren in

Gegenwart von Diethylether

die aliphatische Alkylether-Abbauer als 'hoch-tolerierende’ r-Strategisten,
und
die cyclische Alkylether-Abbauer als 'nieder-tolerierende’ r-Strategisten

Die meisten aliphatische Alkylether-abbauenden Stimme verwerten keine halogenierte
aliphatische Alkylether wie z.B. 2-Bromethylethylether oder 2-Chlorethylethylether als einzige C/E-
Quelle mit den Ausnahmen, daf3 die Stimme DEES515 und DEES5151 mit 2-Chlorethylethylether
wachsen. Die Stamme DEES15 und DEES5S151 verwerten aber keine chlorierte Abbauprodukte, wie
z.B. 2-Chlorethanol, 2-Chloracetaldehyd und 2-Chloressigsdure. Sie bauen 2-Chlorethylethylether
unvollstdndig ab. Phenetol dient zum Wachstum fiir alle aliphatische Alkylether-abbauende Stamme,
nicht aber Anisol mit den Ausnahmen von den Stimmen DEES5311 und DEES515. Die Stimme
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DEES311 und DEES1S besitzen die beiden unterschiedlichen Abbaufihigkeiten. Daher liegen sie

zwischen den Aralkylether- und aliphatische Alkylether-Abbauern.

Tab. 4-1. Charakteristika zur Unterteilung von den Aralkylether- und Alkylether-abbauenden
Rhodococcus Stimmen'
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1,4-Diethoxybenzol + - - - - - -
Anisol -+ - S (R .
Phenetol I T T T T R
C/E-Quelle | Dibenzylether S U R T (R i
Diethylether - + + + + +
Di-n-propylether - - - + |+ | + | +
2-Chlorethylethylether - - - - -+ ]+
Tetrahydrofuran - - + - -
Tetrahydropyran - - + - -
Antibiotika® | Penicillin (10ng) n? o+ |
Chloramphenicol (30pg) |n + |+ | - - - -
Anm.

1) Die taxonomisch unterschiedlichen Stimme THF400 und MOB600 werden aus dieser
Tabelle ausgeschlossen.
2) Die Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme unterteilen sich in
Uberein-stimmung mit ihren stammspezifischen Abbaupotentialen auf aufgefiihrte

Etherverbindungen.
3) Zur Bestimmung der Empfindlichkeit gegeniiber antibiotischen Hemmstoffen wurde
iiblicherweise die Hemmzone ums jegliche [1 6 mm-Filterblatterchen herum gemessen,
auf dem eine bestimmte Menge an Hemmstoffen aufgetragen wurde.

4) n : nicht untersucht
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SchlieBlich werden die Charakteristika zur Unterteilung von den Aralkylether- und Alkylether-
abbauenden Rhodococcus Stimmen in der Tabelle 4-1 zusammentassend tabellarisiert.

Die Empfindlichkeiten gegeniiber antibiotischen Hemmstoffen bestdtigten, daBl die
stammspezifischen Gruppierungen von den Aralkylether- und Alkylether-abbauenden Rhodococcus
Stimmen eine taxonomische Bedeutung haben. Die Empfindlichkeiten gegeniiber Chloramphenicol
(30 pg) und Penicillin (10 pg) sind von grofer Bedeutung: Die Aralkylether-abbauenden
Rhodococcus Stamme St116, St117, MOP100 und MOP102 sind gegeniiber Chloramphenicol (30 pg)
empfindlich, aber gegen Penicillin (10 pg) resistent. Alle cyclische Alkylether-abbauende
Rhodococcus Staimme sind gegeniiber den beiden Antibiotika empfindlich. Die aliphatische
Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme sind gegen Chloramphenicol resistent, aber gegeniiber
Penicillin empfindlich. Statt des Penicillins weist Carbenicillin (100 pg) ein &hnliches
Empfindlichkeitsmuster auf. Aus den Empfindlichkeitstests gegeniiber Chloramphenicol und
Penicillin her, lassen sich die Stimme DEES5311 und DEES15, die die beiden Charakteristika von den
Aralkylether- und aliphatische Alkylether-Abbauern anzeigen, deutlich innerhalb der aliphatische
Alkylether-abbauenden Stammgruppe kennzeichnen, d.h., sie sind gegen Chloramphenicol resistent,

aber gegeniiber Penicillin empfindlich.

4.3. Hypothetische Abbauwege der Alkylether

Die oxidativen Abbaumuster von Aralkylethern und Alkylethern wurden mit den ausgewédhlten
Bakterien untersucht, die jeweils eigene Abbaufdhigkeiten fiir Etherverbindungen besaflen. Jedes
hypothetisches ~ Abbauenzymsystem, das sich in einer Stammgruppe befand, konnte
charakteristischerweise eine Etherbindungsklasse oxidieren, wie z.B. 1,4-Di-alkoxylierte Benzole,
Monoaralkylether, cyclische Alkylether, oder aliphatische Alkylether.

Wie von White et al. (1996) zusammengefalit, wird die Etherbindung nach der Initialoxidation
nicht direkt abgespalten, sondern der oxidative Etherabbau vollzieht die Bildung von der instabilen

Halbacetalbindung (O-C---OH), das spontan abgespalten wird.

4.3.1. 1,4-Dialkoxybenzole

Einige Studien berichteten, dal 1,3- bzw. 1,4-Di-alkoxylierte Benzole durch aerobe Bakterien
oxidativ O-dealkyliert wurden. Zum Beispiel wird Acetylgruppe der Ethoxybenzoesdure durch
oxidative ~O-Deethylierungsreaktion von Nocardien abgespalten, wobei NADH und O,
stochiometrisch verbraucht werden (Cartwright & Smith, 1967; Ribbons, 1970). Bernhardt et al.
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(1975) berichteten, daBl ein 4-Methoxybenzoesdure-Monooxygenasesystem (EC 1.14.99.15) von
Pseudomonas putida DSM1868, das aus einer NADH-abhdngigen Reduktase und einer
Monooxygenase besteht, 4-Methoxybenzoesdure oxidativ demethyliert. Daraus entstanden
Formaldehyd und 4-Hydroxybenzoesdure stochiometrisch.

Die O-Arylgruppe besitzt wegen der Konjungation zwischen dem p-Orbital des Sauerstoffatoms
und den aromatischen TrElektronen eine hohere Bindungsenergie als die O-Alkylgruppe. Die
Initialoxidation am O-Alkyl-C-Atom scheint energetisch giinstig zu sein. Daher werden Aralkylether
wahrscheinlich an der O-Alkylgruppe dirgierend oxidiert.

Die 1,4-Diethoxybenzol-abbauenden Rhodococcus Stimme DEOB100 und DEOB200
dealkylierten 1,3- bzw. 1,4-Di-alkoxylierte Benzole, wie z.B. 1,3-Dimethoxybenzol, 1,4-
Dimethoxybenzol und 1,4-Diethoxybenzol. Daraus entstanden jeweils 3-Methoxyphenol, 4-
Methoxyphenol und 4-Ethoxyphenol als Zwischenmetabolite. Sie verwerteten nur freigesetzte
Ethylgruppen von 1,4-Diethoxybenzol als einzige C/E-Quelle, aber keine freigesetzte Methylgruppe
von 1,3-Dimethoxybenzol oder 1,4-Dimethoxybenzol. Der Stamm DEOBI100 dealkylierte 3-
Methoxyphenol bzw. 4-Methoxyphenol weiter zu Hydrochinon/Chinon-Derivaten, wahrend der
Stamm DEOB200 sie nicht mehr umsetzte. Die Stimme DEOB100 und DEOB200 konnte weder
Anisol, Phenetol, noch 1,2-Dimethoxybenzol (Veratrol) dealkylieren.

Nach der Anzucht mit Phenol oder Aralkylether setzten diese Stimme 2-Methoxyphenol schnell
um. lhre O-Dealkylierungsaktivitidten fiir 2-Methoxyphenol haben keine Beziehung mit den O-
Dealkylierungsaktivititen fiir 1,3-/1,4-Di-alkoxylierte Benzole und 3-/4-alkoxylierte Phenole. 2-
Methoxyphenol oder 2-Ethoxyphenol fungieren als ein Inducer fiir Cytochrom-P450gg; vom Stamm
Rhodococcus rhodochrous St116, um damit zu Brenzkatechin oxidiert zu werden. Andererseits
induzieren 4-Methoxybenzoesdure und 4-Ethoxybenzoesidure ein unterschiedliches Cytochrom-
P450rro-Enzym (Karlson et al., 1993). Cytochrome-P450, die eine O-Dealkylierungsreaktion mit
phenolischen Etherverbindungen katalysieren, kommen in Rhodococcus, Nocardia (Cartwright et al.,
1971) und Streptomyces (Sutherland, 1986) vor. Zum Beispiel ist ein Cytochrom-P450-Enzymsystem
von Streptomyces setonii, das entweder mit 1,2-Dimethoxybenzol oder 2-Methoxyphenol induziert
wird, fir die O-Demethylierungsreaktionen verantwortlich. Die O-Dealkylierungsreaktion von
Cytochrom-P450-Enzymen wird noch nicht ausfiihrlich gemacht. So steht die Frage offen, ob das O-
Aryl- oder O-Alkyl-C-Atom von Aralkyletherverbindungen initial attackiert wird (White et al., 1996).
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4.3.2. Aralkylether

Die Aralkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme St127 und DEES311 oxidierten Anisol und
Phenetol. Daraus entstanden 2-Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol.

Am Benzolring substituiertes Sauerstoffatom, das ein elektronenziehendes Effekt hat, neigt sein
freies Elektronenpaar an den Kernring umzustellen. Damit bilden sich die o-Komplexe zur o-/p-
dirigierenden Substitution. Die 0-Komplexe vollziehen keine oder nur wenige m-Substitution. Wenn
Aralkylether an der ortho-Stelle mit elektrophiler Hydroxylgruppe substituiert werden, wird damit die
nichste O-Dealkylierungsreaktion an der O-Alkylbindung sterisch behindert. Statt dessen wird die
ipso-Substitution an der O-Arylbindung vereinfacht (Ohe et al., 1994). Nach der ipso-Substitution
zerfallt die Alkylgruppe nicht via Hemiacetal ins Aldehyd, sondern via Benzochinon-Hemiketal ins
Alkohol. Dafiir sind Cytochrom-P450-Enzyme verantwortlich.

Wurde der aliphatische Alkylether-abbauende Rhodococcus Stamm DEES5311 mit Diethylether
angezogen, setzte er am Versuchsbeginn durch eine O-Hydroxylierungsreaktion am O-Alkyl-C-Atom
Aralkylether zu Phenol um. Nach einigen Stunden wurden Anisol und Phenetol nicht mehr durch eine
O-Hydroxylierungsreaktion umgesetzt, sondern durch eine 2-Monooxygenierungsreaktion jeweils zu
2-Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol. Wurde der Stamm DEES5311 mit Anisol oder Phenetol
angezogen, setzte er Aralkylether nur durch eine 2-Monooxygenierungsreaktion um. Daraus wird
festgestellt, daB3 das aliphatische Alkylether-abbauende Enzymsystem (i.e. O-Dealkylase) und das
Aralkylether-abbauenden Enzymsystem (i.e. Aralkylether-2-Monooxygenase) unterschiedlich
induziert werden.

Der Stamm DEES5311 besitzt wihrend des Stoffwechsels von aliphatischen Alkylethern (z.B.
Diethylether) keine Fdhigkeit zum phenolischen Abbau. Toxisches Phenol wird durch eine O-
Dealkylierungsreaktion mit Aralkylethern akkumuliert. Wéahrend des Stoffwechsels von Aralkylethern
werden hingegen die Abbauenzyme zum Abbau phenolischer Produkte vollig bewerkstelligt. Daher
belastet die 2-Monooxygenierung von Aralkylethern die Zelle weniger als die O-Dealkylierung. Aus
den Umsatzversuchen mit dem Stamm DEES5311 geht hervor, daf die primére 2-Monooxygenierung
wihrend des Stoffwechsels von Aralkylethern giinstiger ist, als die O-Dealkylierung.

AuBerdem bewirkte Phenetol wihrend des Wachstums toxische Emulgierung auf die Zelle. Der
Stamm DEES311 war gegen die Toxizitdt von Phenetol widerstandfdhiger (Kg; = 5,03 mM) als der
Stamm St127. Nach der Anzucht mit Diethylether setzte der Stamm DEES311 Phenetol schneller um
(0,57 mM h'! pro ODs46 = 1,0), als nach der Anzucht mit Anisol (0,055 mM h! pro ODs46 = 1,0). Die
O-Dealkylase entgiftete Phenetol ca. 10 fach schneller als die 2-Monooxygenase.
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Nach der Anzucht mit Anisol oder Phenetol setzten die beiden Stimme St127 und DEES5311 3-
Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol zum vermutlichen 4-Methoxybrenzkatechin um, das als ein
'dead-end’-Produkt nicht mehr abgebaut wurde. Nach der Anzucht mit Phenol waren die Umsatzraten
von 3-Methoxyphenol und 4-Methoxyphenol zu 4-Methoxybrenzkatechin noch schneller, aber Anisol
und Phenetol wurden damit nur langsam umgesetzt. Daraus resultiert, dal 3-Methoxyphenol und 4-
Methoxyphenol durch unspezifische Enzymreaktionen von der Phenol-Hydroxylase zu 4-
Methoxybrenzkatechin oxidiert werden. Ahnlich katalysieren Phenol-Hydroxylasen von den
Pilzstimmen Candida tropicalis (Bayly & Barbour, 1984) und Penicillium Bi7/2 (Hofrichter &
Scheibner, 1993) unspezifische Oxidationen mit 3-Methylphenol und 4-Methylphenol, um 4-
Methylbrenzkatechin zu bilden.

Der nicht weiter klassifizierte Stamm MOB600 setzte Anisol und Phenetol ebenfalls zu 2-
Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol um. Die Umsatzrate von Anisol und Phenetol erhohte sich 7 ~
40 fach nach der Anzucht mit Anisol. Die Zelle setzte nach der Anzucht mit Anisol oder Phenetol
nicht nur Anisol und Phenetol um, sondern auch Toluol und 1,2-Methylendioxybenzol. Damit wurde
1,2-Methylendioxybenzol zu 3,4-Methylendioxyphenol transformiert. Der Stamm St127 oder der
Stamm DEES311 setzte hingegen kein 1,2-Methyldioxybenzol um. Nach der Anzucht mit Phenol
oder Toluol setzte dieser Stamm aber kein 1,2-Methylendioxybenzol um. Die Transformation von 1,2-
Methylendioxybenzol zu 3,4-Methylendioxyphenol wird mit dem primiren Oxidasesystem
katalysiert, das mit Aralkylether bewerkstelligt wird. 3,4-Methylendioxyphenol wirkt als ein 'dead-
end’'-Produkt eine Produkt-Hemmung aufs primére Oxidasesystem vom Stamm MOB600 aus.

Aus den Umsatzversuchen mit 3-Methoxyphenol oder 4-Methoxyphenol bildete der Stamm
MOB600 kein 4-Methoxybrenzkatechin als ein 'dead-end’-Produkt. Er besitzt keine unspezifische
Phenol-Hydroxylase.

Im Vergleich zu den Rhodococcus Staimmen St127 und DEES311 oxidierte der Stamm MOB600 2-
Methoxyphenol und 3-Methoxyphenol schnell zum transitorischen 3-Methoxybrenzkatechin. Der
Stamm MOB600 wuchs mit 2-Methoxyphenol oder 3-Methoxyphenol, aber die anderen Aralkylether-
und Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme verwerteten kein 3-Methoxyphenol als einzige
C/E-Quelle. Der Stamm MOB600 besal dazu eine Dioxygenase nach der Anzucht mit einem
aromatischen Substrat wie z.B. Anisol, Phenetol oder Toluol, um Brenzkatechin, 3-
Methylbrenzkatechin und 3-Methoxybrenzkatechin extradiolisch abzubauen. Der Stamm, der eine
extradiolisch arbeitende Dioxygenase besitzt, hat normalerweise ein hohe Oxidationspotentiale auf
verschiedenen Aromaten und die ortho-Diphenole. Zum Beispiel baut Pseudomonas putida U (PsU)
verschiedene Aromaten ab, wie z.B. Phenol, o-/m-/p-Kresole, 2,3-Xylolol und 3,4-Xylolol, wobei die
ortho-Diphenole extradiolisch oxidiert werden (Bayly & Barbour, 1984). Ahnlich baut der Stamm
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MOB600 verschiedene aromatische Substanzen ab, wie z.B. Phenol, o-/m-/p-Kresol, Toluol, 2-
Methoxyphenol, 3-Methoxyphenol, Anisol, und Phenetol, wobei ortho-Diphenole, wie z. B.
Brenzkatechin, 3-Methylbrenzkatechin und 3-Methoxybrenzkatechin, extradiolisch oxidiert werden.
Die Initialoxidase vom Stamm MOB600 hat eine Reaktionsprioritit fiir eine Reihe von 3-
Methoxyphenol > 2-Methoxyphenol > 4-Methoxyphenol. Im Vergleich dazu zeigten die Rhodococcus
Stamme St127 und DEES5311 die andere Reaktionsprioritit fiir 2-Methoxyphenol >> 3-
Methoxyphenol = 4-Methoxyphenol.

Aus den Umsatz- und Oxidationsmustern vom Stamm MOB600 wird hypothetisch postuliert, daf3
sich ein 2,3-Dioxygenasesystem an der primdren Oxidation von Aralkylethern beteiligt, um
Aralkylether-2,3-Dihydrodiole zu bilden. In dieser Arbeit war es schwer, Aralkylether-2,3-
Dihydrodiole nachzuweisen. Resnick und Gibson (1993) berichteten, da3 der Toluol-2,3-Dioxygenase
von Pseudomonas putida F39/D Anisol und Phenetol zu den entsprechenden Aralkylether-2,3-
Dihydrodiolen oxidiert. Weil Aralkylether-2,3-Dihydrodiole in Wasser instabil sind, werden sie zu 2-
Alkoxyphenolen oder 3-Alkoxyphenolen dehydratisiert.

HO
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Abb. 4-1. Hypothetische Abbauwege von Aralkylethern durch den Stamm MOB600. An der
priméiren Oxidation beteiligt sich entweder eine 2,3-Dioxygenase (1a) oder eine 2-
Monooxygenase (1b): 1a) 2,3-Dioxygenase, 2) Aralkylether-1,2-dihydrodiol-
dehydrogenase, 3) 2-Alkoxyphenol-3-monooxygenase, 4) 3-Alkoxyphenol-2-
monooxygenase, 5)  3-Alkoxybrenzkatechin-2,3-dioxygenase, = N) spontane
Dehydratisierung, 1b) Aralkylether-2-monooxygenase, 6) 2-Alkoxyphenol-O-dealkylase
(z.B. Cytochrom-P450; vgl. Abb. 1-6 im Kapitel 1.2.6)
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Aus den Umsatzversuchen mit dem Stamm MOB600 wurde nur geringe Menge an 2-
Alkoxyphenolen, wie z.B. 2-Methoxyphenol und 2-Ethoxyphenol, nachgewiesen. Daraus spontan
entstandene 2-Alkoxyphenole und 3-Alkoxyphenole wurden jeweils nach der enzymatischen 3- oder
2-Monooxidation zu 3-Alkoxybrenzkatechinen wie z.B. 3-Methoxybrenzkatechin umgesetzt. Dabei
werden 3-Alkoxyphenole mit ganzen Zellen schneller umgesetzt, als 2-Alkoxyphenole. Die 2- oder 3-
Monooxygenase wurde jedenfalls nach der Anzucht mit Aralkylether induziert (Abb. 4-1).

In der Abbildung 4-2 geht es darum, dal3 die Transformation von 1,2-Methylendioxybenzol zu 3,4-

Methylendioxyphenol mit einem 2,3-Dioxygenasesystem katalysiert wird.

o/\O o/\O
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Abb. 4-2. Hypothetische 3,4-Dioxygenierungsreaktion und spontane Reaktionen fiir die
Biotransformation von 1,2-Methylendioxybenzol zu 3,4-Methylendioxyphenol durch
den Stamm MOB600: (1), Aralkylether-2,3-dioxygenase, (2) Bildung -einer
intramolekularen Wasserstoffbriicke, (3) Rearomatisierung, (4) Dehydratation.

Wenn sich eine Monooxygenase vom Stamm MOB600 an der Oxidation von 1,2-
Methylendioxybenzol beteiligte, wire die Bildung von 2,3-Methylendioxyphenol zu erwarten, denn
die Monooxygenierung an der O-Arylbindung ist eine o/p-dirigierende Reaktion. Vermutliches
Dihydrodiol von 1,2-Methylendioxybenzol ist sehr instabil, weil vier elektronenreiche
Sauerstoffatome in engem Raum nahe liegen. Die elektronenreichen Sauerstoffatome neigen auf dem
Wege der Rearomatisierung zur Stabilisierung intramolekulare Dehydratation zu vollziehen. Dabei
bildet die proximale Hydroxylgruppe des transitorischen 3,4-Methylendioxybenzol-1,2-dihydrodiols
eine intramolekulare Wasserstoff-Briicke mit dem benachbarten Sauerstoffatom an der
Methylendioxybindung. Die Hydroxylgruppe fungiert als Trager einer zusdtzlichen positiven Ladung
(H"), die von Hydronium-Ton ("H;O) iibergeht. Das ist energetisch erheblich giinstiger als eine
positive Ladung am Kernring. Wenn sich die Rearomatisierung spontan ereignet, zerfallt die positiv

geladene Hydroxylgruppe ins Wassermolekiil (Dehydratation).
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Tab. 4-2. Verschiedene Abbauwege von Aralkylethern mit den ausgewiihlten Bakterien"

Abbauweg 0-Dealkylation | 2-Monooxgenation | Dioxygenation
Stamm DEES5311 (Dee’) | DEE5311 (Mob') | MOB600 (Mob")
St127 (Mob")

Oxidationsaktivitit fiir

Toluol - - +

1,2-Methylendioxybenzol = = +
Brenzkatechin-Abbauweg - ortho-Spaltung meta-Spaltung
Transformation
Ausgangsmaterial Folgemetabolit RP8-HPLC-Analyse
Anisol Phenol + - -
Anisol 2-Methoxyphenol +)? + +
3-/4-Methoxyphenol 4-Methoxybrenzkatechin = + =
2-/3-Methoxyphenol 3-Methoxybrenzkatechin - - +
1,2-Methylendioxybenzol | 3,4-Methylendioxyphenol = = +

Anm.

1) Die Stimme wurden bevor Versuch mit Diethylether (Dee") oder Anisol (Mob") angezogen

2) Wurde der DEE5311 mit Diethylether angezogen, konnte er am Anfang des Versuches Anisol
und Phenetol zu Phenol umsetzen. Einige Stunden nach dem Versuch wurde Anisol nur zu 2-
Methoxyphenol umgesetzt.

In der Tabelle 4-2 werden verschiedene Abbauwege von Aralkylethern mit den ausgewéhlten
Aralkylether-abbauenden Stammen DEES5311, St127 und MOB600 zusammengefalit. Daraus wird
bestitigt, dal Aralkylether via drei unterschiedliche Abbaumechanismen abgebaut werden, namlich

die O-Dealkylierung, die 2-Monooxygenierung, und die 2,3-Dioxygenierung.

4.3.3. Aliphatische Alkylether

Die aliphatische Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme verwerten aliphatische Alkylether mit
verschiedenen Kettenlédngen, wie z.B. Diethylether und Di-n-propylether, Phenetol und Dibenzylether
als einzige C/E-Quelle. Aus den bisherigen Studien wurden die Abbaumechanismen von aliphatischen
Alkylethern selten bekannt gemacht. Wenige Studien haben hypothetisch die primére
Monooxygenierung vorgeschlagen. Dadurch entstanden Alkohole und Aldehyde stochiometrisch
(Stirling & Dalton, 1980; Hardison et al., 1997; Hur et al., 1997). Die bisherigen Studien bestitigten
grundsitzlich den oxidativen Abbau von aliphatischen Alkylethern durch enzymatische O-

Dealkylierung.
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4.3.3.1. Schliisselenzyme zum Etherabbau: O-Dealkylase und Alkohol-Oxidase

Der aliphatische Alkylether-abbauende Rhodococcus Stamm DEES151 besitzt wiahrend des
Stoffwechsels von geeignetem Ether (z.B. Diethylether) eine O-Dealkylase und eine Alkohol-
Oxidase. Die Alkohol-Oxidase scheint eigentlich mit alkoholischem Substrat induziert zu werden, das
vom Etherabbau entsteht. Die beiden O-Dealkylase und Alkohol-Oxidase zeigen jeweils breite
Substratspektren an aliphatischen Alkylethern und den alkoholischen Produkten an. Aus den
Induktionsverhalten und den Substratspektren wird hypothetisch postuliert, dal die O-Dealkylase und
die Alkohol-Oxidase zum Abbau von aliphatischen Alkylethern zusammen wirken.

Die hypothetische O-Dealkylase oxidiert nicht nur aliphatische Alkylether mit verschiedenen
Kettenldngen wie z.B. Diethylether, Di-n-propylether, Di-n-butylether und Di-n-pentylether, sondern
auch Aralkylether und Dibenzylether. Mit zunehmender Kettenldnge von symmetrischen Alkylethern
neigt die Oxidationsrate abzunehmen.

Wurde der Stamm DEES5151 mit Diethylether angezogen, ergab er eine Kkonstante
Sauerstoffaufnahmerate mit n-Alkanen ohne jegliche Beziehung mit ihren Kettenldngen von n-Pentan
bis n-Octadecan. Vermutlich oxidierte die Zelle kein n-Alkan produktiv, da die aliphatische
Alkylether-abbauenden Rhodococcus Stimme keine fliichtige n-Alkane, wie z.B. n-Pentan, n-Hexan,
n-Heptan, oder n-Octan, als einzige C/E-Quelle verwerteten. Aus den Oxidationsmustern vom Stamm
DEES151 mit n-Alkanen und symmetrischen Alkylethern wird angenommen, da3 aliphatische
Alkylether sowohl durch enzymatische O-Dealkylierungsreaktion am O-Methylen-Ca-Atom als auch
durch unproduktive Monooxygeneirungsreaktion am terminalen bzw. distalen-C-Atom abgebaut
werden. Die letzte gilt besonders fiir lange Kettenldngen von aliphatischen Alkylethern wie z.B. Di-n-
hexylether und Di-n-heptylether. Im wesentlichen wurden Di-n-butylether und Di-n-pentylether auch
durch die Dibenzofuran/Fluoren-abbauenden Terrabacter Stdmme (DPM/DPO) und die Styrol-
abbauenden Rhodococcus Stamme MLB120 und ELB120 als einzige C/E-Quelle verwertet.
Insbesondere wurde n-Butylmethylether nicht nur durch die aliphatische Alkylether-abbauenden
Rhodococcus Staimme, sondern auch durch die Dibenzofuran/Fluoren-abbauenden Terrabacter
Stimme DPM202, DPO210, DP0O320, und DPO340, und die taxonomisch verschiedenen Hexan-
abbauenden Stimme HXN500, HXN600, HXN1000, HXN1100, HXN1200, HXN1400, HXN1500
und HXNI1900 als einzige C/E-Quelle verwertet. Auflerhalb von der aliphatische Alkylether-
abbauenden Rhodococcus Stimmen verwerteten die oben genannten Stimme weder Diethylether
noch Di-n-propylether als einzige C/E-Quelle. Weil Diethylether auch zum Wachstum fiir die
cyclische Alkylether-abbauenden Stimme dient, hélt sich Di-n-propylether als ein charakteristisches

Substrat fiir die aliphatische Alkylether-abbauenden Stamme.
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Abb. 4-3. Relative Oxidationsrate (%) von Diethylether, Di-n-propylether und halogenierten
Ethylethern mit der hypothetischen O-Dealkylase vom Stamm DEES5151. Der Stamm
DEES5151 wurde bevor Versuch mit Diethylether angezogen

Die O-Dealkylase oxidiert halogenierte Alkylether. Thre halogenierte Abbauprodukte, wie z.B. 2-
Chlorethanol, 2-Chloracetaldehyd, und 2-Chloressigsdure, werden aber durch die aliphatische
Alkylether-abbauenden Stimme nicht als einzige C/E-Quelle verwertet, ohne enzymatisch
dehalogeniert zu werden. In der Abbildung 4-3 geht es ums typische Oxidationsmuster vom Stamm
DEES151 mit Diethylether, Di-n-propylether und halogenierten Ethylethern.

Daraus folgt, dall die O-Dealkylase bevorzugt nicht-halogenierte Alkylgruppen angreift, d.h., die
O-Dealkylase attackiert primér ein O-Methylen-C-Atom mit hoher Elektronendichte.

Die Alkohol-Oxidase, die mit Diethylether oder Ethanol induziert wird, besitzt ein hohes
Oxidationspotential auf aliphatische Alkohole, Glykole, Cyclohexanol und Benzylalkohol. Die
hochste Oxidationsrate erhilt sich mit Ethanol oder 1-Propanol. Mit zunehmender Molekiilmasse von
Glykolen nimmt die Oxidationsrate logarithmisch ab. Einige Pilzstimme besitzen auch Alkohol-
Oxidasen (EC 1.1.3.13 und EC 1.1.3.31), die breite Substratspektren an priméren n-Alkoholen, 2-
Propen-1-ol, 2-Buten-1-ol, halogenierten n-Alkoholen, Isopropanol, Isobutanol, 2-Propyn-1-ol, 1,4-
Butandiol, Ethylenglykol, Ethylenglykol-mono-methylether und Formaldehyd haben.
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4.3.3.2. Die Hemmwirkungen von Glutaraldehyd und Ethylvinylether auf die O-Dealkylase und
die Alkohol-Oxidase

Die zwei Oxidase, die O-Dealkylase und die Alkohol-Oxidase, vom Stamm DEE5151 werden bei der
Oxidation von Diethylether oder Ethanol mit der Zugabe von Glutaraldehyd oder Ethylvinylether
gehemmt. Niedrige Konzentration an Glutaraldehyd (< 30 uM) wurde mit ganzen Zellen hyperbolish
oxidiert, aber die Oxidationskurve wies mit der zunehmenden Konzentration eine Substrat-Hemmung
auf, wobei die Hemmkonstante des Glutaraldehydes mit 72 uM abgeschétzt wurde.

In Gegenwart von Glutaraldehyd wurde die O-Dealkylase bei der Oxidation von Diethylether
kompetitiv gechemmt, wobei die Hemmkonstante (K;) nach der Modellgleichung (3.10) mit 20,8 uM
abgeschatzt wurde. Glutaraldehyd bewirkte eine negative Kooperativitit (4 < 1) auf die O-Dealkylase,
wihrend sich ohne Glutaraldehyd keine negative Kooperativitit (2 = 1) ergab. Mit der zunehmenden
Konzentration wurde der Koeffizient um so niedriger als Eins. Erst gebundenes Glutaraldehyd
erschwerte die Bindung des néchsten Substrates (i.e. Diethylether) am Aktivzentrum.

Die Ethanol-Oxidationskurve wies eine sigmoide Gestalt auf. Bei Anwesenheit von Glutaraldehyd
zeigte die Alkohol-Oxidationskurve eine Abnormitdt an, daf3 sich das Maximum Oxidationsrate,
(»O2)max, erniedrigte, und daf3 der Gleichgewicht-Koeffizient, K, zwischen den aktiven und inaktiven
Formen von der Alkohol-Oxidase nach der allosterischen Wechselwirkung anstieg. Zur Folge nahm
die Enzymaffinitdt zum Ethanol stark ab. Aus der Abnormitit von der Enzymkinetik wird vermutet,
daB Glutaraldehyd die Alkohol-Oxidase modifiziert oder irreversibel hemmt.

Ethylvinylether ist leicht abbaubar, aber hemmt die O-Dealkylase und reprimiert die Induktion.
Auf dhnliche Weise fungiert 2,3-Dihydrofuran als Inhibitor auf die O-Dealkylase und die Alkohol-
Oxidase. Vermutlich sind die Ca-CB-Doppelbindungen von den beiden Substratanaloga fiir die
spezifische Hemmung von der O-Dealkylase verantwortlich. Die Hemmwirkung des Ethylvinylethers
auf die O-Dealkylase war nicht allosterisch, d.h., die O-Dealkylase gehorcht der Ein-Substrat-
Reaktion, wobei der Koeffizient, 4, ohne Bezug aufs Vorhandensein des Ethylvinylethers bei Eins
liegt. Wie oben erwihnt, bewirkte Glutaraldehyd hingegen eine negative Kooperativitit auf die O-
Dealkylase. Glutaraldehyd scheint keine O-Dealkylase unmittelbar zu hemmen, sondern die Alkohol-
Oxidase. Die damit bedingte Konformationsinderung von der Alkohol-Oxidase bewirkte eine
Negativitiat auf die benachbarte O-Dealkylase in der Zelle, wenn die beiden Oxidasen in engem

Zellkompartiment nahe liegen.
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In Gegewart von Ethylvinylether wies die Diethylether-Oxidationkurve eine Abnormitét auf.
Damit erniedrigte sich das Maximum Oxidationsrate, und der Halbsattigungsgrad erhohte sich.
Ethylvinylether hemmte die O-Dealkylase vermutlich durch irreversible Bindung am Aktivzentrum.

Ethylvinylether hemmt auch die Alkohol-Oxidase bei der Oxidation von Ethanol. In Gegenwart
von Ethylvinylether nahm die Gleichgewicht-Konstante, K, nach der allosterischen Wechselwirkung
von der Alkohol-Oxidase zu, wobei das Maximum Oxidationsrate, (pO:)max, konstant war.
Ethylvinylether bewirkte keine allosterische Wechselwirkung auf die Alkohol-Oxidase.
Ethylvinylether scheint die Enzymaffinitit zum Ethanol zu erniedrigen, ohne sich ans Aktivzentrum
oder an die allosterische Stelle zu binden.

Zusammenfassend mit den Hemmwirkungen von Glutaraldehyd und Ethylvinylether auf die O-

Dealkylase und die Alkolhol-Oxidase werden die folgenden Hypothesen vorgestellt:

i) Die beiden Enzyme, die O-Dealkylase und die Alkolhol-Oxidase, werden voneinander
unterschiedlich induziert. Die O-Dealkylase wird mit geeignetem Ether induziert, der
ein nicht-substituiertes O-Methylen-Ca-Atom besitzt. Die Alkolhol-Oxidase wird
wdhrend des Abbaues von Ethern mit alkoholischem Produkt oder mit der Zugabe
eines Alkohols (z.B. Ethanol) induziert.

ii) Die O-Dealkylase folgt der Ein-Substrat-Reaktion, und die Alkohol-Oxidase gehorcht

der allosterischen Enzymreaktion.

iii) Die beiden Enzymsystemen kuppeln sich nicht nur mechanisch, sondern auch
sterisch. Alipahtische Alkylether, Phenetol und Dibenzylether werden durch eine
Kettenreaktion von den beiden Enzymen abgebaut. Zur Optimierung der
Kettenreaktion werden die beiden Enzyme wahrscheinlich in der Membran
naheliegend konfiguriert. Damit oxidiert die Alkohol-Oxidase Alkohole und Aldehyde

weiter zu Sduren ohne Freisetzung in die Fliissigkeit.

4.3.3.3. Hypothetische Abbauwege des Ethylvinylethers

Ethylvinylether wird heutzutage als ein Baustein der Polymere in der Industrie breit verwendet. Es
gibt nur wenige Berichte iliber den biologischen Abbau der Vinylether. Vinylether werden
enzymatisch durch eine Monooxygenierungsreaktion via reaktives Epoxid zu Glykolaldehyd und

Ethanol abgebaut (Sone et al., 1989). Weil Epoxide normalerweise instabil sind, werden die
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Abbauwege nur mit den chemischen Epoxibildungen von Phenylvinylethern in aprotischem
Losungsmittel bestdtigt. Der Nucleophilangriff eines Hydroxyl-lons ans Epoxid veranldft die
spontane Etherspaltung. Daraus entstehen Glykolaldehyde und Phenole in wéBrigem 0,1 M Phosphat
Puffer stochiometrisch. In diesem Fall greift nucleophiles Hydroxyl-lon nur ein Oxiran-Ca-Atom von
der Epoxibindung an (Abb. 4-4).

a B
R—O—CH—=2=CH,

1 i (O]

Abb. 4-4. (1) Die Monooxidation von

R—O—HC/—\CH2 Vinylethern (R = Phenyl- oder Alkylgruppe):

(2) Der Abbau von instabilem Epoxid erfolgt mit

2 H,0 dem Nucleophilangriff eines Hydroxyl-lons in

Wasser, um Halbacetalbindung zu bilden. (3)

(')H (le Halbacetal zerfillt spontan ins Glykolaldehyd und
R—O—CH—CH, Alkohol.

oy

R—OH + HO-CH,-CHO

Vinylether werden andererseits nach der 'anti-Markownikoff -Anlagerung eines Radikals abgebaut.
Die Additionsreaktion ereignet sich nicht am O-Methinyl-Ca-Atom, sondern am Methylen-C3-Atom.
Daraus entsteht ein transitorisches Epoxid-Radikal, und das zweite Radikal lagert sich ans O-
Methinyl-Ca-Atom an. Thiolgruppen von Glutathion (GSH) oder Cystein sind flir die biologische
'anti-Markownikoff -Addition wichtig. Thiyl-Radikal [R-S’] bildet sich nach der Abstraktion eines

Wasserstoffatoms von der Thiolgruppe, um nach der 'anti-Markownikoff -Addition mit Alkenen zu
reagieren.

HS-R+°X « "S-R+HX

R'-0-°CH =PCH, + 'S-R « R’-O-°CH,PCH,-S-R
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Zum Beispiel besitzt Rhodococcus sp. wahrend des Stoffwechsels von Isopren (2-Methyl-1,3-
butadien) eine GSH-abhingige S-Transferase, die fiir die Transformation von Isopren, cis-1,2-
Dichlorethen und frans-1,2-Dichlorethen jeweils zu 3,4-Epoxy-3-methyl-1-buten, cis-1,2-
Dichlorepoxyethan und trans-1,2-Dichlorepoxyethan verantwortlich ist (Ewers & Knackmuss, 1991;
van Hylckama Vlieg et al., 1998). Epoxide werden mit der GSH-abhéngige S-Transferase weiter zu 2-
Oxoaldehyden abgebaut. 2-Oxoaldehyde (z.B. Glyoxal) reagieren mit Glutathion, wodurch
Hemithioacetale entsteht. Diese GSH-abhédngige S-Transferase ist zur Entgiftung von 2-
Oxoaldehyden im Zytosol von grof3er Bedeutung.

Die Addition eines Sauerstoff-Diradikals (O,) konkurriert mit der enzymatischen Monooxidation
von Vinylethern in der Zelle. Daraus entsteht jeweils ein Hydroperoxid (Alkoxy-Dioxetan) oder ein [3-
Hydroxy-hydroperoxid als Intermediate. Diese instabilen Intermediate zerfallen spontan in zwei
Formaldehyd. Formaldehyd ist ein endgiiltiges Produkt, das wihrend des Stoffwechsels von
Vinylethern die Zelle beschiadigt (Abb. 4-5).

R—O—CH=—CH,

, o
Oi/ \ 'O\
o { o

R—O—CH—CH, R—O—CH—CH,
-O_O-

0, OH O—0  Aikoxy-
R—O—CH—-=CH, R—O—CH——=CH, Dioxetan
XH

spontan
X+

OH OH spontan

R_O_CH_CH2 ﬁ' R—OH + 2HCHO
H,O

Abb. 4-5. Hypothetische Abbauwege von Vinylethern unter Beteiligung vom Sauerstoff-
Diradikal (O;). Zwei Formaldehyd Molekiile entstehen vom Abbau des Ethylvinylethers
stochiometrisch. Am Anfang der Reaktion wird Hydroxyl-Radikal nach der 'anti-
Markownikoff-Addition' am O-Methylen-C[3-Atom (rechtsseits) hinzugefiigt, oder ein
Sauerstoff-Diradikal greift unmittelbar die Vinylbindung an (linksseits).
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Vinylether werden auch nach dem chemischen 'Criegree'-Mechanismus unter Bildung von Ozonid
(1,2,3-Trioxolan) bei der Ozonolyse abgebaut. Damit zerféllt instabiles Carbonyloxid ins Formyloxid
und Ethylformat (Bunnelle, 1989).

4.3.3.4. Der Abbau von Dibenzylether

Dibenzylether ist eine ausgezeichnete Modellverbindung zur biochemischen Untersuchung der
oxidativen Abbauvorgidnge, um die primidre Monooxidation am O-Methylen-C-Atom (Ca-
Hydroxylierung) zu erkléren.

Zahlreiche Benzylether befinden sich in Lignin-Kohlenhydraten. Der biologische Abbau ist von
hohem Interesse in der industriellen Papierbleichung. Manche chemische Prozesse lassen schwer
abbaubare Chlorverbindungen als Nebenprodukte iibrig (Jefferies, 1990). Extrazelludre Peroxidasen
von Faulepilzen und einigen Actinomyceten spielen am Abbau des Lignins eine wichtige Rolle (Tien
& Kirk, 1983 und 1984; Ramachandra et al., 1988). Aus den zahlreichen Bindungsarten von Lignin ist
die [-Aryletherbindung eine Hauptkomponente. [(-Arylether werden {iiberhaupt mit Lignin-
Peroxidasen von Weillfdaulepilzen in der Natur abgebaut. Aufler dem radikalischen Abbau werden
bisher die anderen Abbaumechnismen selten bekannt gemacht. Durch chemische Oxidation mit einem
Elektronenakzeptor, wie z.B. 2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ), wird Benzylether
unter Bildung von Benzyl-Kation abgebaut (Watanabe et al. 1989). Diese chemische Oxidation
erfolgt auf Kosten von zwei Elektronen mit der Abstraktion eines Hydrid-lons (' H) von der
Methylengruppe. Benzyl-Kation wird dann vom Hydroxyl-Anion (‘OH) in Wasser attackiert (Sxy).
Daraus entstandenes Halbacetal wird spontan zu Benzylaldehyd abgespalten (Penn & Lin, 1990).

Die Snp-Substitution verlduft mit zunehmender Elektronendichte um so einfacher. Methylgruppe,
Ethylgruppe und Benzylgruppe zeigen unterschiedliche Reaktionsleichtigkeiten fiir die Syp-
Substitution an. Wurde Phenol oder Benzoesdure (dM/dt, uM min™') wihrend des Abbaues von
Anisol, Phenetol oder Dibenzylether quantifiziert, ergab sich die Produktionsrate in der Reihefolge
von Dibenzylether > Phenetol > Anisol. Die Ergebnisse stimmten mit der Oxidationsrate (pO,, nMole
ml" min™ = pM min™") gut iiberein. Vorausgesetzt, daf die hypothetische O-Dealkylase vom Stamm
DEE 5151 bevorzugt ein O-Methylen-Ca-Atom angreift, neigt die Reaktionsleichtigkeit von
Dibenzylether, Phenetol und Anisol dazu, von der O-Methylen-Ca-Atomzahl abhédngig zu sein (Tab.
4-3). Ethylgruppe des Phenetols enthilt fiinf Wasserstoffatome. Die relative Oxidationsrate von
Phenetol war 7,7 pM min™'. Vorausgesetzt, daB die Methyl-CB-Hydroxylierungsrate [CH,(OH)CH,-
O-Phenyl] mit der Oxidationsrate von Anisol [1,3 pM min™'] gleichwertig ist, betrigt die O-Methylen-
Ca-Hydroxylierungsrate [CH;CH(OH)-O-Phenyl] 6,4 uM min™ (6,4 =7,7 - 1,3).
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Tab. 4-3. Reaktionsleichtigkeiten von Anisol, Phenetol und Dibenzylether mit ganzen Zellen vom

Stamm DEES5151
Chemikalien Anisol Phenetol Dibenzylether
CH;-0-C¢H; | CPH,CH,-0-C¢Hs | (CsHsCH,),-0
Ca-O-Bindung Methyl Ethyl Benzyl
Relative Ca-H-Bindungsstiirke " 1 4,4
pO; [tM min™]? pro ODs=1 1,3 7,7 13,1
dM/dt [uM min™']® pro ODs,=1 1,7 8,0 222
Anm.
1) Relative Ca-H-Bindungsstirken von Methylgruppe und Ethylgruppe wurden vom Sykes (1988)
entnommen

2) Die relative Sauerstoffaufnahmerate [nMole ml" min™'] wurde nach der Molkonzentration [uM
min"'] umgerechnet.

3) Die Produktionsrate von Phenol (beim Abbau von Anisol und Phenetol) und Benzoesiure (beim
Abbau von Dibenzylether) wurde jeweils aus der Abbaurate von Anisol, Phenetol und
Dibenzylether berechnet, wenn die mit Diethylether angezogene Zelle am Versuchsbeginn weder
Phenol noch Benzoeséure abbauen konnte.

Damit werden die Reaktionsleichtigkeiten von der Methyl-C(3-H-Bindung und der O-Methylen-
Ca-H-Bindung nach der sich daran gebundenen H-Atomzahl jeweils mit 0,43 und 3,2 abgeschitzt.
Die O-Methylen-Ca-H-Bindung wird mit einer Hydroxylgruppe ca. 7,4 fach schneller substituiert, als
die Methyl-C3-H-Bindung. Wird die Reaktionsleichtigkeit von der O-Methylen-Ca-H-Bindung aus
den chemischen relativen C-H-Bindungsstirken zwischen Methylgruppe und Ethylgruppe (1 : 4,4)
berechnet, wird die O-Methylen-Ca-H-Bindung mit einer Hydroxylgruppe 6,7 fach schneller
substituiert, als die Methyl-Cp3-H-Bindung. Die empirische Reaktionsleichtigkeit von der O-
Methylen-Ca-H-Bindung ist ein bilchen groBer als der theoretisch berechnete Wert. Im wesentlichen
wurde keine terminale Hydroxylierung von Phenetol, wie z.B. 2-Phenoxyethanol und 2-
Phenoxyessigsdure, nachgewiesen. Die hypothetische O-Dealkylase vom Stamm DEE5151 vermochte
dazu, Phenetol am O-Methylen-Ca-Atom spezifisch zu hydroxylieren.

Methylengruppe von Benzylether wird andererseits mit den TeElektronen des Benzolringes
konjungiert. Das sz-hybridisierte Benzyl-Radikal [C¢HsC H-O-] ist reaktionstriger als Alkyl-
Radikale. Ein Wasserstoffatom wird vom Benzyl-Radikal weiter abstrahiert, damit sich
reaktionsfdhiges Benzyl-Kation bildet. Benzyl-Kation unterzieht sich dann dem nukleophilen Angriff
eines Hydroxyl-lons (Sny2) in Wasser. Daraus entstandenes Halbacetal wird dann stéchiometrisch zu

Benzylaldehyd und Benzylalkohol abgespalten.
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Wurden Benzylaldehyd und Benzylalkohol mit ganzen Zellen schnell zu Benzoesdure oxidiert,
erhielt sich offensichtlich ein stochiometrisches Verhiltnis, ca. 2 : 1, zwischen der Produktionsrate
von Benzoesiure (22,2 pM min™) und der Oxidationsrate von Dibenzylether (13,1 pM min™). Dieses
Verhiltnis bestitigt, da3 die O-Dealkylase Dibenzylether an einer Methylengruppe primir oxidiert.

Aus den unterschiedlichen Abbaustudien mit den Sphingomonas Stimmen BZE101 und BZE102
her, wird bestitigt, daB3 sich der biologische Abbau von Dibenzylether durch monooxidative
Hydroxylierung an der Methylengruppe ereignet (Abb. 4-6). Bei diesen Stimmen erhielt sich am
Versuchsbeginn die Produktionsrate von Benzoesdure gegeniiber dem Abbaurate von Dibenzylether
stochiometrisch, weil die Zelle allerdings eine Benzyl-Alkohol/Aldehyd-Oxidase dabei hatte.

Wurde der Stamm DEES151 mit Diethylether angezogen, oxidierte er Diethylether, Dibenzylether
und Benzylalkohol, nicht aber Benzoesdure. Kein Enzym zum Abbau von Benzoesdure war mit
Diethylether bewerkstelligt. Damit wurde Dibenzylether unvollstindig abgebaut. Wenn dieser Stamm
mit Dibenzylether wuchs, wurden die Enzyme fiir die Oxidation von Diethylether, Dibenzylether,
Benzylalkohol, und Benzoesdure vollstindig induziert. Die O-Dealkylase wurde eigentlich entweder
mit Diethylether oder Dibenzylether induziert. Daraus wird festgestellt, da sich dasselbe
Oxidasesystem (O-Dealkylase) an der Initialoxidation von Diethylether oder Dibenzylether beteiligt,
und daB verschiedene Etherbindungen, die ein nicht-substituiertes O-Methylen-Ca-Atom besitzen, die

O-Dealkylase induzieren.

HO=CH

CH,

| H,O
(:3 o, Q spontan t 2 2
CH, CH, 0,

Abb. 4-6. Hypothetische Abbauwege von Dibenzylether durch den Rhodococcus Stamm
DEES151 und durch die Sphingomonas Stimme BZE101 und BZE102: (1) O-
Methylen- Ca-Hydroxylase, (2) und (3), Benzyl-Alkohol/Aldehyd-Oxidase
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Hinsichtlich dieser Abbaumechanismen, scheint die Funktionen von den beiden priméren
Oxidasesystemen von dem Rhodococcus Stamm DEES5151 und den Sphingomonas Stimmen BZE101
und BZE102 &hnlich zu sein, aber die beiden unterscheiden sich voneinander aufgrund ihrer

Substratspezifititen an Etherverbindungen.
4.3.4. Cyclische Alkylether

Der Abbau von cyclischen Alkylethern ist noch unklar. Trudgill (1984) hat postuliert, dal3
Tetrahydrofurane an der nicht-substituierten 2- oder 5-Position primdr hydroxyliert werden (Abb. 4-
7A). Bernhardt und Diekmann (1991) bestétigten es mit einigen cyclische Alkylether-abbauenden
Rhodococcus Stimmen, die Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran durch oxidative Hydroxylierung an
der 2- oder 5-Position abbauen konnten. Bock et al. (1996) berichteten, dall der Stamm Rhodococcus
ruber 219 2,5-Dimethyltetrahydrofuran an methyliertem Ca-Atom hydroxyliert (Abb. 4-7B).

(A) R»] [O] R OH _ [H] R»] + HZO R»]
R\"' HR\\" "’I/H R\“' \O R\\" COOH >
2 o) 1 2 f0) 2 2 2

0] 3 OH

g M ch.  [O1 HC cH,  C CHy
( ) W ; ’ - W + e ‘s
HW ‘0, HW /] H i

o) H OH ©O OH HO H

Abb. 4-7. Hypothetische Abbauwege von Tetrahydrofuranen durch eine Monooxy-
genierungsreaktion: (A) Der oxidative Abbau erfolgt mit dem Initialangriff nicht nur
an einem nicht-substituierten O-Methylen-C-Atom unter Beteiligungen von (1) O-
Methylen-Hydroxylase, (2) Dehydrogenase, und (3) Esterase (modifiziert aus Trudgill,
1984), (B) sondern auch an einem methylierten Ca-Atom von 2,5-
Dimethyltetrahydrofuran (Bock et al.1996)

Aus dieser Arbeit geht hervor, daf3 Diethylether durch die cyclische und aliphatische Alkylether-
abbauenden Stimme im allgemeinen abgebaut wird. Auflerhalb von Diethylether bauen die cyclische

Alkylether-abbauenden Stamme weder aliphatische Alkylether mit langeren Kettenldngen (z.B. Di-n-
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propylether), Phenetol, noch Dibenzylether ab, die alle die aliphatische Alkylether-abbauenden
Stamme als einzige C/E-Quelle verwerten. Im Gegenteil dazu bauen die cyclische Alkylether-
abbauenden Stidmme Tetrahydrofuran und Tetrahydropyran ab, die kein aliphatische Alkylether-
Abbauer abbauen kann.

Ethylvinylether, das die O-Dealkylase vom Stamm DEES5151 spezifisch hemmt, hat keine
Hemmwirkung auf die THF-Hydroxylase von den Stimmen THF100 und THF400. Die beiden
Enzymsysteme sind voneinander unterschiedlich, obwohl sie Diethylether in dhnlicher Weise
oxidieren konnen.

Wenn sich die terminalen Methylgruppen von Diethylether nach der freien Rotation von den sp’-
Orbitalen auf verschiedene Positionen umdrehen, hitte die THF-Hydroxylase von der cyclische
Alkylether-abbauenden Stammgruppe eine Substratspezifitdt am cis-Rotationsisomer (Abb. 4-8). Das
cis-Rotationsisomer &dhnelt dem Tetrahydrofuran, mit dem die THF-Hydroxylase die hdchste
Oxidationsrate ergibt. Im Gegensatz dazu besitzt die DEE-Hydroxylase (i.e. O-Dealkylase) die

hochste Substratspezifitit vermutlich am #rans-Rotationsisomer.

CHz H3C
AG

H3CZ&OZ&CH3 -~

@)

DEE-hydroxylase THF-hydroxylase

Abb. 4-8. Rotationsisomere von Diethylether zur Erkliarung iiber die Substrat-spezifititen
von der THF-Hydroxylase und der DEE-Hydroxylase: Die DEE-Hydroxylase (i.e.
O-Dealkylase) von den aliphatische Alkylether-Abbauern hat die Substratspezifizitit
am trans-Rotationsisomer von Diethylether. Die THF-Hydroxylase von den cyclische
Alkylether-Abbauern zeigt im Gegensatz dazu die Substratspezifizitit am cis-
Rotationsisomer, das dem Tetrahydrofuran dhnelt. Weil die Potentialenergie, AG®, zur
Rotation vom sp’-Orbital niedrig ist, bilden sich diese Rotationsisomere freiwillig in
der Raumtemperatur.
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Das erklért sich aus der Tatsache, dal die cyclische Alkylether-Abbauer kein Di-n-propylether
oxidieren. Lange aliphatische Alkylether, wie z.B. Di-n-propylether, behindern das Vorkommen des
cis-Rotationsisomers wegen der sterischen AbstoBung zwischen den terminalen Methylgruppen. Die
DEE-Hydroxylase oxidiert hingegen aliphatische Alkylether mit verschiedenen Kettenldngen,
Phenetol und Dibenzylether, aber keinen cyclischen Alkylether. Diese Tatsache unterstiitzt die
Hypothese, dal die DEE-Hydroxylase nicht am cis-Rotationsisomer, sondern am trans-
Rotationsisomer von Diethylether eine Substratspezifitdt hat.

Die cyclische Alkylether-abbauenden Stimme THF100 und THF400 oxidierten auch Ca-
verzweigte Etherverbindungen, wie z.B. Ethyl-fert-butylether und Isopropylether, schneller als
Diethylether. Verzweigte Etherverbindungen haben eine grofere Neigung dazu, die terminalen
Methylgruppen anzunihern. Diese Tendenz ist groer mit mehreren Methyl-Substituenten an den O-

Methylen-Ca-Atomen von Diethylether.

In der Abbildung (4-9) geht es ums Oxidationspotential vom Stamm THF100 auf verschiedene

Etherverbindungen.
<|:|
0 Cl
N L, 20%
(0] (i)| CHZ'CHZ_O_CHZ_CH3 H2C_CH2_O_CH2_(|:H2
S ] H2C—CIJH2—O—CH2—CH3 Il3r 24% 19% Br
Cl H,C—CH,—0—CH,—CH, HyC—CH,—0—CH,—CH,
100% 25% 22% 3%

HyC——CH,—CH,—0—CH,—CH,—CH,
0%

» °/°-p 02

Abb. 4-9. Relative Oxidationsrate von Tetrahydrofuran, halogenierten Ethylethern,
Diethylether und Di-n-propylether mit der hypothetischen THF-Hydroxylase vom
Stamm THF100 (vgl. Abb. 4-3)
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Wird das Oxidationspotential vom Stamm THF100 mit dem vom Stamm DEES5151 verglichen
(vgl. Abb. 4-3), ergibt die THF-Hydroxylase zur DEE-Hydroxylase ein unterschiedliches
Oxidationsmuster. Beim Stamm THF100 wird die Oxidationsrate um so schneller, je mehr
Ethylgruppe von Diethylether halogeniert wird. Halogeniertes Kohlenstoffatom besitzt eine wenige
Elektrondichte wegen der elektronenziehenden Effekte von Halogenatom(en). Mehr substituierte
Halogenatome erschweren die freie sp’-sp’-Rotation, weil halogenierte Ethylgruppe einer hoheren
Potentialenergie als nicht-halogenierte bedarf. Die Potentialenergie zur sym-periplanaren (cis-)
Konformation liegt in der Reihefolge von +1,2-Dichlorethylgruppe > 2-halogenierte Ethylgruppe >
nicht-halogenierte Ethylgruppe. Diese Reihefolge stimmt genau mit der THF-Hydroxylaseaktivitidten
vom Stamm THF100 fiir eine Reihe von *1,2-Dichlorethylethylether > 2-halogenierten Ethylethern >
Diethylether tiberein.

2-Halogenierte Ethylethylether, wie z.B. 2-Bromethylethylether und 2-Chlorethylethylether,
werden durch die cyclische Alkylether-Abbauer schneller oxidiert, als Bis-(2-halogenierte Ethyl)-
ether. Bis-(2-halogenierte Ethyl)-ether haben eine zusitzliche Repulsionskraft zwischen den negativen
Dipolmomenten (X& X&) von Halogenatomen (X), um die Potentialenergie zur syn-periplanaren
Konformation zu erhéhen. Die Repusionskraft wird groBer, wenn sich die gleichen Dipolmomenten

anndhern.
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Summary (English)

A purpose of this study was the enrichment and isolation of aryl alkyl ether- and alkyl ether-utilizing
bacteria from various samples. 45 strains were isolated from the enrichment cultures using various
ethers as a sole carbon and energy source. According to the phenotypic characterization, 43 strains of
them belonged to Rhodococcus except for two strains MOB600 and THF400.

The bacterial isolates were characterized and divided into aryl alkyl ether-, aliphatic ether- or
alicyclic ether-utilizing bacteria according to their substrate spectrums. The arbitrary categorization
was consistent with the antibiotic susceptibility against chloramphenicol (30 pg) and penicillin G (10
ng). The antibiotic susceptibility against chloramphenicol and penicillin was a useful tool for the
characterization and the classification of aryl alkyl ether- and alkyl ether-utilizing Rhodococcus
strains. Aryl alkyl ether-utilizing Rhodococcus strains were resistant to penicillin, but sensitive to
chloramphenicol. Alicyclic ether-utilizing Rhodococcus strains were sensitive to both antibiotics.
Aliphatic ether-utilizing Rhodococcus strains were sensitive to penicillin, but resistant to
chloramphenicol.

Ether bond is usually broken through a hydroxylation at the O-methylene carbon atom to form
unstable semiacetal. The primary enzyme systems could be characterized based on the physical and
chemical properties of oxidized ethers as well as the physiological and biochemical characteristics of
microorganisms. Both of aryl alkyl ether- and aliphatic ether-utilizing Rhodococcus strains degraded
phenetole (ethoxybenzene) in common as a sole carbon and energy source. Aryl alkyl ether-utilizing
Rhodococcus strains utilized both anisole (methoxybenzene) und phenetole through a hydroxylation at
the ortho-position of the aryl ring. Aliphatic ether-utilizing Rhodococcus strains utilized various
aliphatic ethers such as diethylether, di-n-propylether, di-n-butylether, di-n-pentylether, di-n-
hexylether, di-n-heptylether, ethyl-tert-butylether, and 2-/3-isoamylether as well as phenetole and
dibenzyl ether through a hydroxylation at the O-methylene carbon atom. The aliphatic ether-utilizing
strains also oxidized anisole perhaps at the O-methyl carbon atom, but most of them could not utilize
anisole as a sole carbon and energy source with the exception of two strains DEE5311 and DEES1S5.
Therefore, phenetole was initially attacked at the different positions by two different bacterial groups.
Exceptionally, strains DEE5311 and DEES15 possess both enzyme systems to oxidize phenetole at
the O-methylene carbon atom (i.e. O-Dealkylase) or the ortho-position of the aryl ring (i.e. 2-
Monooxygenase).

As another example, both of aliphatic ether- and alicyclic ether-utilizing strains degraded

diethylether in common as a sole carbon and energy source. Alicyclic ether-utilizing strains utilized
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characteristically alicyclic ethers, such as tetrahydrofurane and tetrahydropyrane, as a sole carbon and
energy source, but did not utilize other longer aliphatic ethers (e.g., di-n-propylether). In contrast,
aliphatic ether-utilizing strains utilized various chain-lengths of aliphatic ethers, but neither
tetrahydrofurane nor tetrahydropyrane. The initial oxidation of alicyclic ethers and aliphatic ethers
seems to occur at the cyclic or aliphatic O-methylene carbon atom. Although the substrate specificity
of DEE-hydroxylase (or O-dealkylase) of aliphatic ether-utilizing strains was quite different from that
of THF-hydroxylase of alicyclic ether-utilizing strains, both enzymes oxidized diethylether perhaps at
the O-methylene carbon atom. The substrate specificities of both enzymes seem to be dependent on
the rotational isomerism of diethylether: The DEE-hydroxylase may be specific to the trans-
conformation, while the THF-hydroxylase may have the substrate specificity to the cis-conformation.

Rotational cis-isomer of diethylether appears to be structurally analogous with tetrahydrofurane to

which the THF-hydroxylase shows the highest activity. Longer aliphatic ethers, such as di-n-

propylether, are hindered to form any cis-conformation. The steric hindrance explains the reason, why

the THF-hydroxylase could not oxidize long-chained aliphatic ethers. In contrast, the DEE-
hydroxylase oxidized various aliphatic ethers, phenetole and dibenzylether, but not alicyclic ethers.

Consistent with the substrate spectrum, the DEE-hydroxylase seems to be specific to the rotational

trans-isomers.

Various degradation pathways of aryl alkyl ethers and alkyl ethers were summarized below with
adequate model systems.

1. Rhodococcus sp. DEOB100 and DEOB200, which utilized 1,4-diethoxybenzene as a sole carbon
and energy source, were able to dealkylate 1,3-dimethoxybenzene and 1,4-dimethoxybenzene, but
not 1,2-dimethoxybenzene. They could utilize only dissociated ethyl group as a sole carbon and
energy source, but dissociated methyl group or quinone derivatives did not serve as a sole carbon
and energy source.

2. Anisole and phenetole were transformed to 2-methoxyphenol (guaiacol) and 2-ethoxyphenol,
respectively, through a 2-monooxidation by Rhodococcus sp. St127 and DEE5311 which had
grown with anisole or phenetole as a sole carbon and energy source.

When Rhodococcus sp. DEE5S311 was cultivated with diethylether, the resting-cells transformed
anisole and phenetole to phenol through a hydroxylation at the O-alkyl groups (O-dealkylation).
After a few hour incubation, the resting-cells produced only 2-methoxyphenol and 2-ethoxyphenol
through a 2-monooxidation of anisole and phenetole, respectively.

Taxonomically not-classified strain MOB600 utilized not only aryl alkyl ethers, such as 2-, 3-
methoxyphenol, anisole and phenetole, but also a broad range of aromatic hydrocarbons, such as

benzene, toluene, styrene, o-/m-/p-cresols, and biphenyl. This strain utilized 3-methoxyphenol,
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whereas other aryl alkyl ether-utilizing Rhodococcus strains did not. Strain MOB600 appeared to
possess different biochemical tools to degrade aryl alkyl ethers. Different from other aryl alkyl
ether-degrading Rhodococcus strains, strain MOB600 converted 2-methoxyphenol and 3-
methoxyphenol to 3-methoxycatechol, suggesting that strain MOB600 degrades aryl alkyl ethers
primarily through a dioxygenation. When the resting cells of strain MOB600 transformed 1,2-
methylendioxybenzene to 3,4-methylendioxyphenol, the primary dioxygenase system appeared to
be inhibited with increasing of 3,4-methylendioxyphenol.

3. All of aliphatic ether-utilizing strains, which could characteristically utilize a broad range of
aliphatic ethers, phenetole and dibenzylether as a sole carbon and energy source, belong to
Rhodococcus. After the cultivation with diethylether, they possess also an alcohol-oxidase with a
broad substrate range of alcohols and glycols. These two enzyme systems, so called O-dealkylase
and alcohol-oxidase, play an important role in the degradation of aliphatic ethers and related
compounds. The O-dealkylase showed a one-substrate reaction with diethylether. The alcohol-
oxidase showed a sigmoid reaction with ethanol, suggesting that this enzyme consisted of
allosteric subunits.

Both O-dealkylase and alcohol-oxidase were strongly inhibited with ethylvinylether, 2,3-
dihydrofurane or glutaraldehyde. Ethylvinylether and 2,3-dihydrofurane are regarded as structural
analogues of diethylether to which the O-dealkylase shows the highest activity. Ca-C[3-
unsaturated alkylethers inhibited the O-dealkylase probably by the irreversible binding at the
active center. Ethylvinylether reduced the affinity of the alcohol-oxidase to ethanol, but the
maximal reaction velocity, V.., was constant at various concentrations of ethylvinylether,.
Glutaraldehyde exhibited another inhibitory effect on the alcohol-oxidase and the O-dealkylase.
Glutaraldehyde reduced the affinity of the alcohol-oxidase to ethanol, probably by the irreversible
inhibition. Glutaraldehyde had an inhibitory effect on the O-dealkylase, resulting in the increase of
Michaelis-Menten-constant, Ky. However, the maximal reaction velocity, V.., was constant. In
the presence of glutaraldehyde, the O-dealkylase displayed an unusual negative cooperativity like
an allosteric enzyme.

The inhibitory effects of glutaraldehyde or ethylvinylether on the O-dealkylase and the alcohol-
oxidase of aliphatic ether-utilizing strains revealed that the enzyme reactions of the O-dealkylase
and the alcohol-oxidase were coupled in the degradation of various ethers: The O-dealkylase
produced alcohol and aldehyde through a hydroxylation of ether, and the alcohol-oxidase could
immediately transform alcohol and aldehyde to carboxylic acid. The coupled reactions of both
enzymes could be optimized, provided that their active centers are adjacent to each other in the

cell compartment (i.e. membrane).
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4. Dibenzylether was a common substrate to examine the degradation pathways by aliphatic ether-

utilizing Rhodococcus strain DEE5151 and dibenzylether-utilizing Sphingomonas strains BZE101
and BZE102. Both bacterial groups possessed a benzyl alcohol/aldehyd-oxidase to degrade
dibenzylether via benzoic acid. Therefore, the degradation of one dibenzylether molecule resulted
in the stoichiometric production of two benzoic acid molecules by the coupled reactions of the O-
dealklyase and the alcohol-oxidase. The O-dealkylase of Rhodococcus sp. DEE5151 was more
highly potent for the oxidation of aliphatic ethers, phenetole and dibenzylether than those of
Sphingomonas sp. BZE101 and BZE102, which were able to oxidize only dibenzylether.
The O-dealkylase activity of Rhodococcus sp. DEE5151 increased in the following order of
anisole, phenetole and dibenzylether, which indicated that the enzyme activity depends on the
number of O-methylene C-atoms. The O-dealkylase preferably attacks an O-methylene carbon
atom (O-metylene-Ca-position).

5. Alicyclic ether-utilizing strains utilized diethylether as well as alicyclic ethers, such as
tetrahydrofurane and tetrahydropyrane. Both of Rhodococcus sp. THF100 and a not-classified
actinomycete THF400 exhibited similar oxidation potentials to ethers.

Compared with aliphatic ether-utilizing strain Rhodococcus sp. DEE5151, strains THF100 and
THF400 displayed another substrate specificity to aliphatic, alicyclic and halogenated ethers. The
DEE-hydroxylase (i.e., O-dealkylase) activity of strain DEE5151 decreased in the following order
of diethylether, di-n-propylether, 2-halogenated ethylethylether, +1,2-dichloroethylethylether, and
bis-(2-halogenated ethyl)-ether. The DEE-hydroxylase was unable to oxidize tetrahydrofurane. In
contrast, the THF-hydroxylase activity of strain THF100 decreased in the following order of
tetrahydrofurane, *1,2-dichloroethylethylether, 2-halogenated ethylethlyether, bis-(2-halogenated
ethyl)-ether, and diethylether. The THF-hydroxylase did not oxidize di-n-propylether.

After the cultivation of strains THF100 and THF400 with diethylether, the alcohol-oxidase was
not induced, and the THF-oxidase activity was not inhibited with ethylvinylether, which indicated
that the THF-hydroxylase of alicyclic ether-utilizing strains is quite different from the DEE-
hydroxylase of aliphatic ether-utilizing strains, and that the THF-hydroxylase activity is not
coupled with an alcohol-oxidase activity. Even though both enzymes attack the same O-methylene
carbon atom of diethylether, their substrate specificities are different. From examination of the
oxidation potentials of these two enzyme systems, the rotational isomerism of diethylether
probably accounts for the substrate specificity. The THF-hydroxylase is specific to the cis-

conformation, whereas the DEE-hydroxylase is specific to the trans-conformation.
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