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1. Einleitung

In der Natur kommen Halogenaromaten in der Regel nur in sehr ge-
ringen Konzentrationen z. B. als Pheromone bei Zecken (Sonenshein
et al. 1985), als menschliches Schilddriisenhormon Tyroxin (Hager
1981) oder als Antibiotika (Griseofulvin und Aureomycin) vor. King
(1986) beschrieb, dap 2,4-Dibromphenol jedoch auch in Konzentra-
tionen von 70 nmol/g in den Gangwdnden des marinen Haemichordaten

Saccoglossus kowalewskii vorkommt.

Ferner werden chlorierte aromatische Verbindungen industriell her-
gestellt, da sie sowohl fiir technische Anwendungen als auch als
Umweltchemikalien verwendet werden. So werden polychlorierte Bi-
phenyle aufgrund ihrer thermischen Stabilitdt als Kithl- und
Schmiermittel sowie als Hydraulikdle eingesetzt (Durfee et al.
1976, Reineke und Knackmuss 1988). Da polychlorierte Phenole Mi-
kroorganismen bereits bei Xonzentrationen von 4 ummol‘l“l hemmen
{Ruckdeschel et al. 1987), werden sie als Holzschutzmittel einge-
setzt. Auch eine Vielzahl von Herbiziden und Insektiziden enthal-

ten halogenierte aromatische Verbindungen (Lal und Saxena 1982).

Weiterhin stellen chlorierte Aromaten wichtige Ausgangssubstanzen
fir industrielle Synthesen von Pharmazeutika, Schadlingsbekdmp-
fungsmitteln und Farbstoffen dar, wobei geschdtzt wird, daf 1 - 2%
der eingesetzten Mengen als Verluste in die Produktionsabwdsser
gelangen (Reineke und Knackmuss 1988). Neben diesen industriellen
Abwdssern enthalten auch Deponiesickerwasser {(Johnson et al. 1985,
Reineke und Knackmuss 1988) und Bleichereiabwdsser (Lindsstrdm und
Osterberg 1984) halogenierte aromatische Verbindungen. Thom und
Agg {1975) wvermuteten von polychlorierten Biphenylen, Pentachlor-
phencl und chlorierten Benzoesduren, daff sie in biologischen Ab-
wasserreinigungsanlagen nicht abgebaut wiirden und so in die Unwelt
gelangten, wo sie sich in bioclogischen Systemen teilweise um den
Faktor 10° anreicherten {Ghisalba 1983). Deshalb wurden 1979 eine
Reihe chlorierter Phenole und Biphenyle von der "US Environmental
Protection Agency" unter den 129 wichtigsten Umweltschadstoffen

aufgelistet (Patterson und Kodukala 1981).




Fir die Reinigung industrieller Abwdsser werden iberwiegend aerobe
Verfahren eingesetzt. Die  anaerobe Abwasserreinigung hat jedoch
gegeniiber aeroben Verfahren die Vorteile, daR der energieaufwen-
dige Sauverstoffeintrag entfdllt, geringere Mengen an Uberschuf-
schlamm gebildet werden und das entstehende Biogas zur Energiege-
winnung genutzt werden kann (Sahm 1984, Sahm 1988). Flir einen ef-
fizienten Einsatz anaerober Abwasserreinigungsverfahren muften ije-
doch in den letzten Jahren Verfahren zur Biomasseriickhaltung ent-
wickelt werden, um die relativ langen Generationszeiten anaerober
Mikroorganismen durch effiziente Biomasserilickhaltung auszuglei-
chen. Dazu werden im Wirbelschicht-Verfahren (Heijnen et al.
1885), im anaerchen Filter (Young und McCarty 196%) oder im Fest-
bettumlaufreaktor (Aivasidis 1984) unterschiedliche Trdgermateria-
lien eingesetzt, auf denen die Mikroorganismen aufwachsen und so

im Reaktor zuriickgehalten werden.

Als Trdgermaterialien werden dabei so unterschiedliche Materialien
wie Sinterglas (Aivasidis 1989), Sand (Beeftink et al. 1988),
Kohle oder Polyurethanschdume (Pascik 1988) eingesetzt. Bei Un-
tersuchungen =zur Besiedelung wvon Tr&germaterialien durch Mikroor-
ganismen wurde eine Reihe von Parametern untersucht. So fanden
Verrier et al. (1988}, daBf methanogene Bakterien auf hydrophoben
Polymeroberflédchen besser wuchsen, als auf hydrophilen. Huysman et
al. (1983) konnten auferdem zeigen, daf Polyurethan durch methano-
gene Bakterien mit steigender Porositdt =zunehmend schneller und
stdrker besiedelt wurde. Neben den Oberfldcheneigenschaften der
Tragermaterialien wurden auch Einfliisse der Substratkonzentration
und der Substratzusammensetzung (Gorris et al. 1988a), sowie der

Konzentration an deoppelt geladenen Anionen oder des pH-~Wertes des
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1. 1987) auf die Adsorption von Mikroorganismen

Mediums {Mozes et

beschrieben.

Fir den Abbau halogenierter Aromaten stellt die Abspaltung des Ha-
logenatoms den kritischen Schritt dar. Im aeroben Milieu kann
diese Reaktion entweder direkt am aromatischen Ring durch reduk-
tive , hydrolytische und oxidative Dehalogenierung oder nach der
oxidativen Ringdffnung durch spontane Hydrolyse oder Hydrogen-Ha-
lid-p-Elimination erfolgen (Reinecke und Knackmuss 1988). Die




Ringdffnung wird durch die Bildung eines Catecholderivates mit
Hilfe einer molekularen Sauerstoff bendtigenden Dioxygenase einge-
leitet. Halogenaromaten mineralisierende aercbe Isolate gehdren zu
den Gattungen Pseudomonas, Arthrobacter und Alcaligenes, in denen
die beteiligten Enzyme hdufig auf Plasmiden codiert sind (Sangod-
kar et al. 1989). Die Vielzahl von Arbeiten iiber den aeroben Abbau
chlorierter Aromaten wurde kiirzlich in den Reviews von Sahasra-
budhe und Modi (1987), Reineke und ZXnackmuss (1988), Morgan und
Watkinson (1989), H&ggblom (1950) und Chaudry (1991} =zusammenge-
fapt.

Wihrend aus aeroben (kosystemen auf Halogenaromaten wachsende
Reinkulturen isoliert werden konnten, werden diese Substanzen un-
ter Ausschiuf von Sauverstoff durch anaerobe Nahrungsketten abge-
baut, die erst seit einigen Jahren zunehmend untersucht werden.
Die Abbildung 1.1 zeigt exemplarisch den Abbau von 3-Chlorbenzoe-
sdure in methanogenen Mischkulturen, wie er von Dolfing und Tiedije

{1986) und Brunner (1987) beschrieben wurde. Zundchst spalteten
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Abbildung 1.l: Schema des anaeroben Abbaus von 3-Chlorbenzoesiure
in einer anaeroben Nahrungskette aus dehalogenierendem (1) und
Benzoesdure abbauendem Bakterium (2) sowie Methanbakterien (3)

{(nach Dolfing und Tiedje 1986 und Brunner 1987).




dehalogenierende Bakterien das Chloratom von dem aromatischen Ring
ab (1). Die entstandene Benzoesdure wurde von einer weiteren Bak-
teriengruppe zu Acetat, Wasserstoff und CO, umgesetzt (2) und die
Produkte des Benzoesdureabbaus von 2 Methanbakteriengruppen (3)

weiter zu Methan und €Oy umgewandelt.

Der anaerobe Abbau chlorierter Aromaten wird durch die reduktive
Dehalogenierung eingeleitet, wobei wédhrend des Abbaus polyhaolge-
nierter Aromaten in der Regel geringer halogenierte Zwischenpro-
dukte nachgewiesen werden k&Snnen. Gibson und Suflita (1990) be-
richteten iiber den anaeroben Abbau von 2,4,5-Trichlorphenoxyessig-
sdure, wobei 2,4~ und 2,5-Dichlorophenoxyessigsdure neben Mono-
chlorphenoxyessigsduren und Mono- und Dichlorophenolen als Zwi-
schenprodukte auftraten. Zhang und Wiegel (1990) berichteten {iiber
das intermedidre Auftreten von 4-Chlorphenol widhrend des Abbaus
von 2,4-Dichlrophenol, und Kuhn und Suflita (1989) fanden 2,3,5-
Trichlor- und 3,5-Dichloranilin als Metabolite des 2,3,4,5-Tetra-
chloranilinabbaus. Nach Berechnungen von Brown et al. (1987) ist
die Dehalogenierung eines polychlorierten Aromaten stdrker exergo-
nisch, als die Dehalogenierung des monochlorierten Rings. Dies er-
kldart, warum widhrend des Abbaus polychlorierter Aromaten die Deha-
logenierung des monochlorierten Intermediates hdufig geschwindig-
keitslimitierend ist (Suflita et al. 1983, Mikesell und Boyd 1985,
Zhang und Wiegel 1990, Kuhn und Suflita 1989).

Unter anaeroben Bedingungen erfolgt die Dehalogenierung reduktiv,
wobei das Halogenid durch ein Hydridion ersetzt wird und Halogen-
wasserstoff freigesetzt wird. Die dehalogenierenden Enzyme sind
spezifisch fir verschiedene Positionen des Halogenatoms am aroma-
tischen Ring. So beschrisben Sharak CGenthner et al. (1989b), dap
Anreicherungskulturen auf allen Monochlorphenol- und Monochlorben-
zoesdureisomeren nur ihre Jjeweiligen Anreicherungssubstrate meta-
bolisieren konnten; lediglich 2-Chlorphenol konnte auch von den
Anreicherungen auf 3-Chlorphenol und 3-Chlorbenzoesdure umgesetzt
werden. Fir das Halogen scheinen die Enzyme nicht spezifisch zu
sein, da Anreicherungskulturen auf 3-Chlor-Benzoesdure auch auf 3-

Jod~ und 3-Brom-Benzoesdure wachsen konnten.




Obwohl auch Kulturen angereichert werden konnten, die Halogenaro-
maten unter Sulfat reduzierenden Bedingungen abbauten (Hadggblom
und Young 1990, Sharak Genthner et al. 198%a, Kohring et al.
1989), scheinen anorganische Elektronenakzeptoren wie Nitrat oder
Sulfat die reduktive Dehalogenierung zu inhibieren. So fanden Sha~
rak Genthner et al. (1989a} bei ihren Untersuchungen zum anaercben
Abbau von Monochlorphenoclen und Monochlorbenzoesduren, daB diese
Substanzen in 18 methanogenen, 12 denitrifizierenden und 7 sulfi-
dogenen von jeweils 30 Anreicherungskulturen abgebaut wurden.
Adrian und Suflita (1990) berichteten, daB das Herbizid Bromacil
(5-Brom-3-sec-Butyl-6-Methyluracil} anaercb nur unter methanoge-
nen, nicht aber unter sulfatreduzierenden oder denitrifizierenden
Bedingungen abgebaut wurde. Die Inhibierung des anaeroben Abbaus
durch Sulfat wurde bei Chloranilinen (Kuhn und Suflita 1989) und
2,4,5-Trichlorphenoxessigsdure (Gibson und Suflita (1990) beobach-
tet und eine Verlangsamung des anaeroben Abbaus halogenierter Aro-
maten durch Zusatz von Sulfat beschrieben Brunner (1987) und Kuhn
et al. (1990). Dagegen fanden eine Reihe von Autoren bei Anreiche-
rungsversuchen flir Halogenaromaten abbauende Kulturen, daf der Zu-
satz kurzkettiger organischer Sduren und Alkohole den Abbau oder
die Dehalogenierung beschleunigte (Gibson und Suflita 1990, Kuhn
und Suflita 1990) oder {iiberhaupt erst erm8glichte (Nies und Vogel

1390).

Bislang wurden einige Bakterien isoliert, die halogenierte Alipha-
ten reduktiv dehalogenieren konnen. Ohisa et al. (1980) =zeigten
die reduktive Dehalogenierung von Hexachlorcyclohexan in zell-
freien Extrakten aus Clostridium rectum und G311i und McCarty

(1989a und 198%b) isolierten einen weiteren Clostridium Stamm, der
i

1,1«Trichliorethan zu 1,l-Dichlorethan sowie Trichlormethan und
Tetrachlorkohlenstoff zu Dichlormethan reduktiv dechleorierte. Tsu-
chiya wund Yamaha (1984) isolierten Staphylococcus epidermidis

Stamme, die 1,2,4-Trichlorbenzoesiure reduktiv unter einer Hoy-At-
mosphére dehalogenieren konnten. Auch Methanosarcina mazei ist in
der Lage Perchlorethylen zu Trichlorethylen (Fathepure und Boyd
1388) zu dehalogenieren und Methanobacterium sp dechlorierte 1,2-
Dichlorethan zu Ethen (Egli et al. 1987). Eine Reihe weiterer

chlorierter und bromierter aliphatischer Verbindungen wurden in

E




der Untersuchung von Belay und Daniels (1987) durch Methanobacte-
rium thermoautotrophicum, Methanococcus deltae und Methanccoccus
thermolithotrophicus zu Ethan, Ethylen und Acetylen dehalogeniert.

Aus einer methanogenen, Halogenarcmaten abbauenden Kultur konnte
bisher jedoch erst ein dehalogenierendes Bakterium isoliert werden
(Shelton und Tiedje 1984). Dieser Organismus, Desulfomonile tied-
jei (DeWeerd et al. 1990}, ist ein sulfidogenes Bakterium, das 3-
Chlorbenzoesdure nur widhrend des Wachstums auf Pyruvat und in Ab-
wesenhelt von oxidierten Schwefelverbindungen reduktiv dehaloge-
niert, wobel Benzoesdure als Dehalogenierungsprodukt in das Medium
ausgeschieden wird. Die fiir die reduktive Dehalogenierung bendtig-
ten Elektronen scheinen {iber eine membrangebundene Elektronen-
transportkette =zu laufen, die auch an der Sulfitreduktion betei-
ligt ist. Die Dehalogenierung wird durch Sulfitreduktion kompeti-
tiv gehemmt und beide Reaktionen sind durch die selben respirato-
rischen Hemmstoffe inhibierbar (DeWeerd und Suflita 1990, DeWeerd
et al. 1991). Die reduktive Dehalogenierung wird von D. tiedjei
zur Gewinnung von ATP (Dolfing 19906, Mohn und Tiedje 1990) ge-
nutzt. Weiterhin konnten Kamal und Wyndham (1990} einen Rhodopseu-
domonas palustris Stamm isolieren, der auf 3-Chlorbenzoesdure

anaerob unter Licht wachsen kann.

Nach der Dehalogenierung wird der aromatische Ring anaerob durch
acetogene Bakterien zu Essigsdure, H, und CO, abgebaut. Bisher
wurden fermentierende (Patel et al. 1981, Schink und Pfennig 1982,
Schnell et al. 1991), obligat syntrophe (Mountfort und Bryant
1982, Mountfort et al. 1984, Shelton und Tiedje 1984, Brunner
1987, Dolfing et al. 1990), phototrophe (Harwood und Gibson 1988,
Rahalkar et al. 19%1), sulfidogene (wWiddel 1980, Bak und Widdel
1386, Schnell et al. 1989, Tasaki et al. 1991), Nitrat reduzieren-
de (Kuhn et al. 1988, Dolfing et al. 1990, Evans et al. 1991, Sey-
tried et al. 1951) und Eisen reduzierende (Lovley und Lonergan
1990) Bakterien isoliert, die auf einer Vielzahl von Phenol- und
Benzoesdurederivaten anaerob wachsen kénnen. Scholz-Muramatsu et
al. (1990) beschrieben, daf der anaerobe Abbau von Benzoesdure in
einer Mischkultur auch an die reduktive Dehalogenierung von Tetra-

chlorethylen gekoppelt werden konnte.




Seit einigen Jahren wird der anaercbe Abbau monocyclischer Aroma-
ten intensiv untersucht (Berry et al. 1987, Schink und Tschech
1288, Evans und Fuchs 1988, Tschech 1989). Dabei erscheint Ben-
zoyl-Coenzym A als zentrales Stoffwechselprodukt des anaeroben Ab—
baus von Phenol (Tschech und Fuchs 1989, Xnoll und Winter 1887,
Knooll und Winter 1989, Zhang et al. 1990)), 4-Hydroxybenzoesiure
(Glockler et al. 198%), p=Cresol (Rudolphi et al. 1391), Phenyles

CH,~COOH CH-COS-CoA CO-COOH

CoA-SH [:t] H70 Eiij

v N RE
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OH OH on -2
vl {1x1 ~
COOH CoA-SH COS-CoA

(i3 OH m S
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H0 CaA-SH
COOH
H20 CHO II"

Ol LH OH {1}
() (X1
Abbildung 1.2: Bildung von Benzoyl-CoA (VII) aus Benzoesdure (I),

4-Hydroxybenzoes8ure (II), Phenylessigsiure (VI), 4-Hydroxyphenyl-
essigsdure (V), Phenol (ITI) und p=Cresol (IV) in Pseudomonas X
172 unter anaeroben Bedingungen (nach Dangel et al. 1991). Als In-
termediate treten dabei auf: Phenylacetyl-CoA (VIXII), 4-Hydroxy-
phenylacetyl-CoA (IX), Phenylglyoxylat (X), 4-Hydroxyphenylgly=-
oxylat (XI), 4-Hydoxybenzoyl-CoA (XII) und 4-Hydroxybenzaldehyd
(XIII).




sigsdure und 4-Hydroxyphenylessigsdure (Seyfried et al. 1991). Die
Carboxylgruppe kann dabei auf drei unterschiedlichen Wegen ge-
bildet werden: durch Carboxylierung phenolischer Verbindungen (I,
IX), durch anaerobe Hydroxylierung arcmatischer Methylgruppen in
para-Stellung zu phenclischen Hydroxylgruppen (IV, XII, ITI) und
durch «a-Oxydation der Acetylseitenketten von Phenylessigsduren (V
bis XII) {Abb. 1.1 nach bangel et al. 1991). Der aromatische Ring
der Benzoesdure wird dann zu 1-Cyclohexen- oder Cyclohexan-Car-
boxylat reduziert und anschliefend zu Heptanoat gespalten (Koba-
yashi et al. 1989). Dagegen fanden Kluge et al. (1990) die Bildung
von 1,3-Cyclohexandion aus 2,4- und 2,6-Dihydroxybenzoat mit an-
schlieflender Spaltung =zu 5-Oxocaproat in einer Mischkultur aus

Clostridium sp. und einem denitrifizierenden Isolat.

Der Abbau von Benzoesdure unter anaeroben Bedingungen ist nur dann
exergon, wenn der entstehende Wasserstoff sofort verbraucht und so
ein niedriger Wasserstoffpartialdruck erhalten wird (Ferry und
Wolfe 1976, Mountford und Bryant 1982). In syntrophen methanogenen
Mischkulturen dient CO, als terminaler Elektronenakzeptor, wozu
der Wasserstoff von den Arcmaten abbauenden auf die methanogenen

Bakterien {ibertragen werden muf.

Die morphologisch heterogenen Methanbakterien gehOren zu den Ar-
chaebakterien (Mah und Smith 1981, Woese 1987, Jones et al. 1987},
da sie sich aufgrund zahlreicher biochemischer Merkmale wie Aufbau
der Zellwand und der Zellmembran, Zusammensetzung der ribosomalen
16S5—-RNA und einiger Cofaktoren von den Eubakterien unterscheiden.
Typlischerweise enthalten Methanbakterien unter anderem den Cofak-

tor F 420 (Gorris und v. d. Drift 1986, Gorris et al. $88b), der

H
m

ihnen im UV-Licht ihre gringelbe Fluoreszenz ver
gen zum Wachstum ein strikt anaercbes Milieu mit einem Redoxpoten-
tial unter -300 mV (Bryant 1979) und mit Ausnahme
Methanosaeta, Methanosarcina, Methanolobus, Methanococcoides, Ha-
lomethanococcus und einigen taxonomisch nicht eingeordneten Isola-
ten (Jarrell und Kalmokoff 1988) wachsen alle Methanbakterien auf
H, und COZ‘ Acetat, ein weiteres Produkt des anaeroben Aromatenab-
baus stimuliert das Wachstum vieler Methanbakterien, doch nur He-

thanosaeta- (Patel und Sprott 1990) und Methanosarcina-Arten sind




in der Lage, auf Acetat als einziger Kohlenstoff- und Energiequel-
le zu wachsen. Erst durch neuere Untersuchungen wurde bekannt, daf
methanogene Bakterien neben H, auch Ethanol (Frimmer und Widdel
1989) und sekunddre Alkohole wie 2-Propanol (Lalitha und Krishnan
1991), 2-Butanol und 2-Cyclopentanol (Zellner et el. 1990) als
Elektronendonatoren verwerten konnen. Belay und Daniels (1990)
zeigten, daf methanogene Bakterien CO, auch mit elementaren Metal-

len als Elektronendonoren zu Methan reduzieren kénnen.

Die Wasserstoffiibertragung von den aromatenabbauenden auf die me-
thanogenen Bakterien via ‘“interspecies hydrogen transfer" wird
durch den direkten Kontakt der Zellen erleichtert {(Conrad et al.
1985, Conrad et al. 1989). Dies begiinstigt syntrophe Bakterien,
die mit methanogenen Bakterien Flocken bilden kénnen und reichert
sie in syntrophen Mischkulturen an. Solche flockulierenden Kul-
turen besiedeln auch gut die in der anaeroben Abwasserreinigung
e@ingesetzten Trigermaterialien, da sowohl bei der Flockenbildung
als auch bei der Biofilmbildung auf festen Oberflichen die selben
Mechanismen wie z. B. elektrostatische Wechselwirkungen, van der
Waals Krdfte und Bildung von Biopolymeren auf der Zelloberfliche
wirksam sind (v. Loosdrecht et al. 1987a und 1987b).

In der vorliegenden Arbeit sollte der kontinuierliche anaerobe Ab-
bau eines 3-Chlorbenzoesiure enthaltenden Modellabwassers in Fest-
bettumlaufreaktoren mit unterschiedlichen Trigermaterialien un-
tersucht werden. Dabei sollte gekldrt werden, ob alle am anaercben
Abbau von 3-Chlorbenzoesdure beteiligten Bakteriengruppen an den
Trégern adsorbierten und ob sich die Zusammensetzung der Biofilme
in den Festbettumlaufreaktoren von den Batch-RKulturen unterschied.
Weiterhin sollten Mikrcorganismen iscliert und charakterisiert
werden, die 3-Chlorbenzoesdure anaerob umsetzen kdnnen. Die phy-
siologische Bedeutung der Umsetzung von 3-Chlorbenzoesiure in die-

sen Isolaten sollte dann geklirt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Alle wverwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad p.A. und
wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Miinchen) oder Ald-

rich {(Steinheim) bezogen.

Organismen
Flir die Untersuchungen zum anaeroben Abbau von 3-Chlorbenzoesidure
(3-CBA} in Festbettumlaufreaktoren wurde eine im Institut fir Bio-
technologie-1 der KFA Jilich GmbH angereicherte Mischkultur ver-
wendet ., Diese strikt anaerobe Mischkultur wuchsg auf 3-CBA als ein-

ziger Kohlenstoff- und Energiequelle. Die Eigenschaften der Kultur

wurden von Brunner {1987), Brunner et al. (1987) und Schoberth et

DL iiiio Ll = LU

o]
-

1988) beschrieben.

2.3. Medien und deren Herstellung

2.3.1 Medienzusammensetzung

Foldendes Grundmedium wurde fiilr alle Versuche, soweit nicht anders

angegeben, verwendet:

a.) Grundmedium (Widdel, 1980)

NaCl 20,0 mmol- 17t
MgC1 1,5 mmol-1-t
KC1 4,0 mmol-171
CaC12 1,6 mmol'l'l
NH,C1 5,0 mmol-1~1
KH,POy4 1,5 mmol 171
Resazurin (0,1%) 1,0 mi-1-t
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Die einzelnen Medienbestandteile wurden aus 1 M Stammldsungen 2zu-
sarmmenpipettiert. Fir die Stammhaltung des isolierten sulfatredu-
zierenden Bakteriums wurden dem Medium 20 mmol'l~! Sulfat zuge-

geben. Weiterhin enthielt das Grundmedium die folgenden Komponen-

ten:

b.} Vitaminl&sung nach Balch et al. (1879):

Bictin 2 mg'l""l
Folsdure 2 mg°l'l
Pyridoxal-HC1 10 mg’l"’l
Thiamin-HC1 5 mg'l“l
Riboflavin 5 mgr1t
Nikotinsdure 5 mg‘l'l
Vitamin B 12 (Cobalamin) 2 mq“l"'1
p-Aminobhenzoesdure 5 mg']."l
Liponsdure 1 mg'l"l
Ca-Panthotenat 5 mg'l"l

Anwendung: 10 ml'lMedium—l

c.) Spurenelemente SL 10 nach Immhoff-Stuckle et al. (1983):

HCl (7,7 M) 10 m1-171
FeCl, 1500 mg-171
zZncCl, 70 mg-17!
MnCl, 100 mgf'l_l
H4BO4 6 mg°l'"'l
CoCls 150 mg’i"l
CuCl, 2 mg'l'l
NiCl, 24 mg-171
Na,MoO, 36 mg-17?

Anwendung: 1 ml'lMedium—l
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d.) Wolfram-Selen-L&sung:

Na,Se03 * 5 Hy0 3 mg'l“i
NaOH 0,5 g-171
1

Anwendung: 1 Ml lyeqium

e.) Na,S-Ldsung (0,5 M), anaerob:

Um die Oxidationsschicht =zu entfernen wurden die Na,S-Kristalle
mit H,0 gewaschen, abgetrocknet, gewogen und in anaerobisiertem
H,0 geldst. Die 0,5 M LOsung wurde unter N,/CO, (80/20) in ver-

gschlossenen Gefdfen autoklaviert.
Anwendung: 3 ml'lMedium_l

Der pH-Wert der Medien wurde mit 1,3 g‘l'l kristallinem NaHCO5 un-
ter Begasung mit N,/CO, (80/20) eingestellt.

2.3.2. Herstellen von strikt anaeroben Medien

Zur Isolierung und Kultivierung von strikt anaeroben Mikroorganis-
men wurde die von Hungate (1950, 1969) entwickelte und von Miller
und Wolin (1974) abgewandelte Anaerobtechnik eingesetzt. Ausfithr-
liche Beschreibungen finden sich bei Latham und Wolin {1978),
Ljungdahl und Wiegel (1986) und Widdel (1980). Zum Entfernen des
gelisten Sauerstoffes wurden die Medien einige Minuten aufgekocht
und dann unter Begasung mit sauerstoffreiem Schutzgas im Eisbad
abgekithlt. Mit kristallinem NaHCO3 wurde der pH Wert unter stédndi-
ger Begasung mit N,/CO, (80/20) auf 6,7 eingestellt. Die Losung
wurde mit 1,5 mM Na,S reduziert und in zuvor mit Schutzgas ge-
fillte Gefdfe abgefillt. Damit sich die Stopfen wihrend des Auto-
klavierens nicht 1l8sten, wurden die Gefdfe in eine Presse einge-
spannt oder die Stopfen mit Aluminiumkappen befestigt. Nach dem

Autoklavieren wurden die Medien {iber Nacht stehengelassen, damit
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sich das CO, zurlickldsen konnte. Weitere Komponenten konnten mit
anaerobisierten, sterilen  Spritzen durch die Butylgummistopfen zu-

gegeben werden.

Da sich die substituierten Aromaten nur schlecht in Wasser l&sen,
wurden die Stammldsungen mit 1 M NaOH bis zur vollstdndigen L&sung
versetzt und anschliefend auf das Endvolumen verdiinnt. Der pH Wert

dieser Stammldsungen lag dann zwischen 7 und 7,5.

Fliir die Batch-Versuche wurden mit schwarzen Butylgummistopfen
{Bellco) verschlossene XKulturgefife verwendet. Als Kulturgefifie
dienten 25 ml Reagenzgldser (Bellco Nr. 2), 100 ml Serumkappen-
Flaschen mit Serumstopfen (Bellco Glass, USA) sowie 500 ml Infusi-
onsflaschen (B. Braun, Melsungen) mit Bellco Nr. 4 Stopfen und

Schraubverschliissen.

Die anaercbisierten und reduzierten Medien wurden unter NZ/COZ
(80/20) aufbewahrt, das iiber einer S3ule mit 220°C heifem Kupfer-
katalysator (Actimet 13, Dodduco Chemie, Sinsheim/Elsenz)} von Re-
sten an Sauverstoff gereinigt wurde. Zur Equilibrierung des Hydro-
gencarbonates der Medien mit dem CO, der Gasphase wurde das
Schutzgas mit umgebogenen Kaniilen iiber eine mit Watte gestopfte

Spritze mehrere Minuten lang in die Fliissigkeit eingeleitet.

2.3.3. Anaerobes Uberimpfen und Probenentnahme

Fiir steriles Uberimpfen der Kulturen wurde das Schutzgas iber ste-
rile Watte durch ausgegliihte Kaniilen in sterile Spritzen geleitet.
In die geschlossenen Gef#dPe wurde vor der Entnahme von Kulturfliis-
sigkeit das gleiche Volumen an Schutzgas gegeben um die Entstehung

von Unterdruck zu verhindern.

Zur Bestimmung gasfdrmiger Metabolite oder des Wasserstoffver-
brauches wurden die Kulturen =zundchst auf Raumtemperatur abge-
kithit. Uber stwa zur Hilfte mit dem entsprechenden Schutzgas ge-
fiillte sterile Glasspritzen wurde ein Druckausgleich herbeigefiihrt

und die Volumendifferenz bestimmt. Gasf&rmige Proben wurden- bei
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unsterilen Ansitzen direkt entnommen und in den Gaschromatographen
eingespritzt. Da die hierzu verwendeten Hamiltonspritzen nicht au-
toklavierbar waren, wurden aus Reinkulturen 3 - 5 ml Gasproben mit
sterilen Glasspritzen entnommen und kurzzeitig in pneumatischen
Wannen mit Sperrfllissigkeit nach D’Ans und Lax (1967) aufbewahrt.

Alle Gasmessungen wurden auf 20°C und 760 Torr bezogen.

2.3.4. Festbettumlaufreaktoren im Labormafstab

Die Versuche zum kontinuierlichen anaeroben Abbau von 3-CBA wurden
in Festbettumlaufreaktoren mit einem Flissigkeitsvolumen wvon 330
ml durchgefiihrt (Abbildung 2.1). Alle Reaktoren wurden aus einem
Vorratsgefdf3? mit anaerobem Ndhrmedium beschickt. Das Substrat
wurde dem Umlauf zudosiert, der dem Substratflufy i0fach iliberlagert
war und so fir eine sofortige homogene Durchmischung der flissigen
Reaktorphase sorgte. Um ein Absinken des pH-Wertes durch entste-
hende HC1 und Xochlensdure zu verhindern wurde der pH-Wert des Me-
diums mit steigenden 3-CBA-Konzentrationen durch grdfiere Mengen
Hydrogencarbonat erh8ht. Dadurch konnte der pH-Wert in den Reakto-
ren in dem Bereich zwischen 6,6 und 6,8 gehalten werden. Die Bio-
gasbildung wurde iiber eine Biirette gemessen, die mit Sperrflissig-

keit nach D’'Ans und Lax {1967) gefilillt war.

2.3.5. Verwendete Tragermaterialien

Sowohl filir die Untersuchungen zum kontinuierlichen Abbau von 3-CBA
in Festbettumlaufreaktoren, als auch flir die Untersuchungen zur
P B £ -

o YN DR, 7 P TS TN (N - IR [ : N P
Bindu i der Miscnkultu wurden die LO.LgElldﬂ.u gesdinldncecen roiy-

urethanschaumstoffe (PUR-Schaumstoffe) der Fa. Bayer (Leverkusen)

verwendet:
FUR : PUR-Schaumstoff
PUR-B : mit Bindemittel beschichteter PUR-Scheaumstoff

PUR-B 4,8%: mit Bindemittel und ca. ¢,8% Kohle beschichteter PUR-
Schaumstoff

PUR-B 33% : mit Bindemittel und ca 33% Xohle beschichteter PUR-
Schaumgtoff
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2.3.6. Isolierung anaerober Mikroorganismen

Die Isolierung von Eingzelkolonien anaerober Bakterien erfolgte aus
Agarrollrdhrchen (Hungate 1969, Ljungdahl und Wiegel 1986). Dazu
wurden die R&hrchen unter anaerober Begasung gedffnet, die Kolo-
nien.ﬁit an der Spitze etwa 5 mm rechtwinklig umgeschmolzenen ste-
rilen Pasteurpipetten ausgestochen und in 1 ml fliissigem Medium
suspendiert. Aus diesen Fliissigkulturen wurden sofort Verdinnungs-
reihen hergestellt, aus denen neue Rollrdhrchen angeimpft wurden,

um die Isolate auf Reinheit zu liberpriifen.

2.3.7. Bestimmung von Lebendzellzahlen

Lebendzellzahlen wurden sowohl mit der AgarrollrShrchen-Methode
(Hungate 1969, Ljungdahl und Wiegel 1986), als auch mit der "Most

Probabhle Number" Methode {MDT\T, Cochran 1850

Eagt SR 5D L A RURIIE S s, P gl B L0010 L - 2N LNPLP L UF) 5 IF S 35 ¥ 4

bation wurden die Kolonien in den Rollrdhrchen ausgezdhlt und die
bewachsenen Fliissigkulturen (Substratabnahme oder Bildung von

Metaboliten) nach den wvon Haas (1989) berechneten Tabellen ausge-

begtimmt. Nach Inku-

—

wertet.

2.3.8. Anaerobe Dichtegradientenzentrifugation der Mischkultur

Die Anreicherung 3-CBA verwertender Bakterien durch Dichtegradi-
entenzentrifugation erfolgte nach Scherer (1983). Dazu wurde die
Mischkultur mit zuvor anaercbisiertem und reduziertem Percoll mit
0,21 M NaCl in einem Verhdltnis wvon 30:70 gemischt und unter
Schutzgas in Ultrazentrifugenrthrchen (Fa. Beckmann, No. 342 413)
gefiillt, die anschliefend zugeschweift wurden. Die R&hrchen wurden
in einem Ti 50 Rotor 30 min bei 25 TRpm, entsprechend 40.000 g in
einer Beckmann L7-55 Ultrazentrifuge zentrifugiert. Nach der Zen-
trifugation wurde die Spitze des Zentrifugenrshrchens abgeschnit-
ten und mit N,/CO, (80/20) begast. 2Zur Entnahme der Bakterien
wurde das Zentrifugenrdhrchen seitlich unterhalb der Bakterien-
schicht mit einer sterilen anaerobisierten Spritze angestochen und

die Bakterien entnommen. Um die Zerstdrung des Dichtegradienten zu
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verhindern, wurden die Bakterienbanden von oben beginnend entnom-
men. Die in Percoll suspendierten Bakterien wurden dann in anaero-
bem Medium verdiinnt und in Rollr8hrchen vereinzelt. Die Bestimmung
der Dichte der Bakterienbanden erfolgte iiber den Vergleich mit
Dichtemarkern die einem mitzentrifugierten Vergleichsrdhrchen zu-

gegeben worden waren.

2.4. Analysen- und Mefmethoden
2.4.1, Bestimmung organischer Substanzen

Methanol, Ethanol, Acetat und Propionat wurden in einem Hewlett
Packart 5840 A Gaschromatographen mit einem Flammionisationsdetek-
tor (FID) quantitativ bestimmt. Dazu wurden die abzentrifugierten
Proben 1:1 mit 20 mM Iso-Butanol in 0,2 M HCl als internem Stan-
dard versetzt. Die Probenflasche wurde verschlossen und 1 pl die-
ses Gemisches in den Gaschromatographen eingespritzt. Die

Betriebsbedingungen waren (Holdeman et al. 1977):

Sdule H Glas 2 m x 2 mm i. D. (Werner Glinther
Analysentechnik, Diisseldorf)

Sdulenmaterial : Porapak QS, 80 -~ 100 mesh
Ofentemperatur : 170°C
Injektortemperatur : 230°C

Detektortemperatur : 230°C
Ny: 30 ml-171

Trédgergas
Die Nachweisgrenzen lagen zwischen 0,2 und 0,5 mmol-1"1.

Die Bestimmung nichtfliichtiger organischer Sduren wie Pyruvat,
Laktat, Fumarat und Succinat erfolgte ebenfalls gaschromatogra-
phisch. Dazu muften die betreffenden Sduren erst in ihre Me-
thylester iberfiihrt werden. 1 ml der abzentrifugierten Proben
wurde mit 2 ml Methanol, 0,4 ml 50% Hy50, und 0,1 ml einer 55
mM Malonsdureldsung als internem Standard versetzt und an-
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schlieflend fiir 30 min. bei 55 ©°C im Wasserbad inkubiert. Nach
etwa 10 minlitigem Abkihlen auf Raumtemperatur wurden 1 ml H,0
und 0,5 ml Chloroform zugesetzt und die Methylester durch
leichtes Schitteln aus der Wasserphase extrahliert (Laanbroek
1982). Mit einer Mikroliterspritze wurde am ndchsten Tag ein
Aliquot der Chloroformphase direkt in den Gaschromatographen
injiziert und bei folgenden Bedingungen analysiert (Holdeman et

al. 1977):

Gaschromatograph : Varian 3700

Saule ¢ Chromosorb WAW 10% P 1060
3% H3POy

Sdulentemperatur : 120°C

Injektortemperatur : 210°C

Detektortemperatur (FID) ¢ 250°C

Trdgergas No (30 ml/min.)

Injektionsvolumen ¢ 1 opl

Die Nachweisgrenzen fiir alle Substanzen lagen zwischen 0,05 und

0,1 mM.

Der Methangehalt der Gasphase wurde bestimmt, indem nach Druckaus-
gleich mittels einer Hilfskanilile eine Mikroliterspritze (25 ul,
Hamilton) durch den Stopfen gestochen, eine Gasprobe entnommen und
in den Gaschromatographen injiziert wurde. Da die verwendeten Mi-
kreliterspritzen nicht autoklavierbar waren, wurde bel sterilen
Ansdtzen eine definierte gr&fiere Menge (10-50 ml) Gases entnommen
und in ein Reagenzglas injiziert. Das Glas war oben mit einem Bu-

tylgummistopfen verschlossen und unten offen. Es stand in einem

ser gefiillt, so daf das eingespritzte Gas in seiner Zusammenset-
zung nicht wverdndert wurde. Wie oben beschrieben, wurden daraus
Proben gezogen und in einem Gaschromatographen bei folgenden Be-
triebsbedingungen auf den Methangehalt analysiert (Belay und Da-
niels 1987):
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Gaschromatograph : Packard 428/603

Sdule : Glas Im x 2mm i.D.

- (WGA,Diisseldorf)
Sdulenmaterial : Porapack 0S, 80-100 mesh
SBulentemperatur : 145 °c
Injektortemperatur : 130 °cC
Detektortemperatur (FID) : 160 °C

Trdgergas : Stickstoff 30 ml/min
Probenvolumen : 10 ul

Verstidrkung : 64/128

Die Bestimmung von CHy, COq, N>, H, und HsS im Gasraum der Kultur-
gefdfe erfolgte in einem Gaschromatographen mit Kapillarsdulen und
einem Warmeleitfdhigkeitsdetektor (WLD) unter folgenden Bedingun-

gen (Ney et al. 1930}:

Gaschromatograph ¢ Chrompack 438 A

S8ulen : Poraplot Q F§ 25 m x 0,32 mm i.D
Molsieve 5 A 25 m x 0,32 mm i.D

Sdulentemperatur ¢ 30 °cC

Injektortemperatur : 25 ©c

Detektortemperatur : 120 °¢

Filamenttemparatur : 200 °c

Trigergas : Helium (10ml/min; Split 1:2,5)

o0

Stickstoff (40 ml/min Split 1:10)

Mit Helium als Trdgergas war es mdglich, Wasserstoffkonzentratio-
nen = 5 ppm (0,0005%) in Gasproben nachzuweisen. Die Eichung er-
folgte mit Eichgasen (Stimotron, Garmisch}. Bei einem Injektions-
velumen von 1 ml war die Eichkurve fiir die Messungen mit der 3 A
Molsieve-~Analysensdule von 0,0005%-100% Wasserstoff linear. Koh-
lendioxid, Methan, Schwefelwasserstoff und Stickstoff wurden auf
der Analysensdule Poraplot Q mit einem Injektionsvolumen von 250
ul bestimmt. Die Nachweisgrenzen waren fiix Methan 0,01%, Kohlendi-~
oxid 0,1% und Schwefelwasserstoff 0,1%. Die Eichung fiir Methan und
Kohlendioxid erfolgte mit Gasen von Messer-Griesheim. Schwefelwas-
serstoff wurde durch Ansduern einer gesidttigten Na,S5-Losung in ei-

nem plasenfrei gefiillten und verschlossenen Reaktionsglas erzeugt
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(Hollemann und Wiberg 1956) und mit einer Glasspritze aufgefangen.
Vor jeder Injektion wurde der Schwefelwasserstoff auf die entspre-
chende Konzentration mit Argon verdiinnt. Zum Nachweis von h&heren
Konzentrationen (> 1%) an H,, CO, und CH, wurde anstelle von Heli-

um Stickstoff als Tragergas verwendet.

Substituierte Benzoesduren und substituierte Benzylalkohole wurden
mit einer HPLC gquantitativ bestimmt. Die zentrifugierten und ste-
rilfiltrierten Proben wurden in Probenflaschen abgefiilit, die mit

Aluminiumkappen verschlossen wurden. Die Messung erfolgte in einer
HPLC-Anlage der Firma Merck (Darmstadt) mit einer Gradientenpumpe

und UV-Detektor. Die Analysenbedingungen filir die routinemdfige Be-
stimmung von BOH, BA, 3-CBOH und 3-CBA waren (Folkerts et al

1989):

LT

Laufmittel A
Laufmittel B

95% Methanol in H40
0,1% Phosphorsdure

Mischungsverhdltnis : 40 zu 60, isokratisch

Flup : 0,75 ml*17%

Detektionswellenldnge H 210 nm

Sdule : 125 mm Lange, 4 mm 1.D.
Sdulenmaterial : Sphaerisorb 5, ODS 1 (CS-Chromatogra-

phie Service, Langerwehe)
10 ul

Injektionsvolumen

Die unteren Nachweisgrenzen lagen bei 1 pmol'l_l. Konzentrationen
oberhalb 5 - 8 mmol‘l™! konnten nicht mehr bestimmt werden. Die
Bestimmung weiterer substituierter Benzoesduren erfolgte mit an-
sonsten unverdnderten Bedingungenr in einem Gradienten von 100%
0,1%iger Phospheorsdure zu 100% %5%igem Methanol in 30 min (Zeliner

et al. 1990).
2.4.2. Bestimmung anorganischer ITonen
Die Bestimmung von H,S in Fermentationsproben erfolgte nach der

Methode von Pachmayr (1960). Hierbei wird aus N,N-Dimethyl-p-phe-
nylendiammonium und H,S Leukomethylenblau gebildet, das durch
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Fe3'_-Ionen zu Methylenblau oxidiert wird und photometrisch erfaf-

bar ist.

Bendtigte Reagenzien:

L&sung A: Zn-Acetat 2,0 g
HyO ad 100 ml
Losung B NaQH 4 g
Hy0 ad 100 ml
L&sung C: N,N-Dimethyl-p-phenylen-
diammounium-dichlorid 2 g
H,50,, konz. 200 ml
H,0 ad 1000 ml
L&sung D: Eisen (III)-ammonium-
sulfat x 12 H,0 10 g
H,S504, konz. 2 ml
H,0 ad 100 ml

Nachdem in einen 50 ml MeBkolben 30 ml H,0, 0,5 ml LOsung A und 1
ml Ldsung B gemischt worden waren, wurde ein Probenvolumen wvon 9,1
bis 1 ml (je nach Sulfidgehalt) =zugegeben. Nach Zugabe von 5 ml
Losung C, Mischen und Hinzufiigen wvon (,25 ml L&sung D, wurde der
Ansatz mit H,0 auf 50 ml aufgefitllt. Nach 5 min. Reaktionszeit
wurde die Extinktion bei 670 nm gegen einen Leerwert ohne Sulfid
gemessen. Die Eichgrade wurde mit einer Natriumsulfid-Standardlo-
sung erstellt und war iber den Bereich wvon 0,1 = 1,2 umolSulfid‘

l'l im Testansatz linear.

Die Bestimmung von geldstem Sulfit erfolgte ebenfalls nach Pach-
mayr (1560). Fuchsin reagiert dabei in schwefelsauerer L&sung spe-
zifisch mit den Sulfitionen und bildet einen roten Farbkomplex der

photometrisch erfaft werden kann.

Bendtigte Reagenzien:

Fuchsin Reagenz: Fuchsin 400 mg
2,4 M H2SC}4 ad 11
Formaldehyd :  Formaldehyd, 37% 74,8 ml

H,0 ad 100 ml
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In einem 100 ml Mefkolben wurden 10 ml Fuchsin Reagenz mit 70 ml
H50 und einem entsprechenden Probenvolumen (10-160 ug SO3  / An-
satz) gemischt und 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zu-
gabe von 1 ml der FormaldehydlGsung (19 M) wurde der Ansatz mit
H,0 auf 100 ml aufgefiillt und nach weiteren 10 min. Reaktionszeit
die Extinktion bei 570 nm gegen einen Reagentienleerwert bestimmt.
Mit Na,S0O; wurde eine Eichkurve erstellt, die im Bereich von 10 -

160 ug SO43” 7/ Ansatz linear war.

Sulfationen bilden im salzsauren Medium mit Barium einen unl8sli-
chen Niederschlag, der als Tribung im Photometer erfaBt werden
kann (Deutsches Einheitsverfahren 1987). Folgende Reagenzien wur-

den dazu bendtigt:

Konditionsreagenz: Glycerin 50 ml
HC1 konz. 30 ml
NaCl 75 g
Ethanol 100 mi
H40 300 ml

Bel den Bestimmungen wurden zundchst 2 ml einer zentrifugierten
Probe mit 0,1 ml Konditionsreagenz versetzt und gemischt. Nach der
Zugabe einer Spatelspitze BaCl, und 1 minlitigem Mischen auf dem
Whirlmix wurde im Photometer die Trilbung bei 420 nm bestimmt. Eine
mit Na,50, aufgenommene Eichkurve war in dem Konzentrationsbereich
von 0 - 1 mM Sulfat linear. Uber eine Xontrolle ochne BaCl, konnten

stOrende Einfliisse durch gefdrbte Proben korrigiert werden.
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5.1, Trilbungsmessungen an Bakterienkulturen

Das Wachstum in Reagenzglédsern wurde direkt im Photometer (Milton
Roy, Spectronic 301) durch Messung der Extinktion bei 660 nm be-
stimmt (Koch 1981). Auf den R8hrchen wurde die Position minimaler
Absorption markiert und alle Messungen in dieser Position durchge-

fihrt. Bei anderen Kulturgefdfen wurde die optische Dichte von
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Proben in einer 1 ml-Kiivette bei 660 nm gegen Wasser bestimmt.

2.5.2. Trockengewichtsbestimmung

Zur Bestimmung der Trockenmasse wurden zundchst Aluminiumschdlchen
iber Nacht bei 105 ©°C getrocknet, im Exsikkator abgekiihlt und aus-
gewogen. Dann wurden 20 ml Probe abzentrifugiert (20 min., 12000 x
g). Das Pellet wurde dann mit Ammoniumacetatpuffer (50 mmol 171 pH
7,0) gewaschen und abzentrifugiert, sodann in wenig Wasser aufge-
nommen, in die Aluminiumschdlchen iiberfiihrt und bei 105 ©C bis zur

Gewlichtskonstanz getrocknet und ausgewogen (Gerhardt 1981).
2.5.3. Proteinbestimmung

Je 1 ml Kulturprobe wurde mit einer Tischzentrifuge (10 min.,
13000 Rpm, Fa. Eppendorf, Hamburg) abzentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Das Pellet wurde in 0,5 ml 1 N NaOH resuspen-
diert, 15 min bei Zimmertemperatur und anschliefend fest ver-
schlossen 5 min bei 96 °C inkubiert (Inkubator fiir Eppendorf Reak-
tionsgefdfe). Nach 5 min. Abkihlen im Eisbad wurde abermals abzen-
trifugiert. Der Uberstand wurde im folgenden Test eingesetzt. In
einem Reagenzglas wurden auf 100 pl dieses {Uberstandes je 5 ml
Bradford-Reagenz (40 mg Serva Blau G + 80 ml Ethanol + 100 ml 85%
ige Phosphorsidure, Ho0pigegt. ad 11, nach Bradford (1976)) =zuge-
mischt und nach 1 min. die Extinktion bei 578 nm mit einem Photo-
meter (Shimadzu UV 160 A) bestimmt. Der Blindwert wurde mit Wasser
bestimmt. Fiir die Auswertung wurde dieser Blindwert von den Ex-
tinktionswerten subtrahiert. Die Eichkurve mit Rinderserumalbumin

war im Konzentrationsbereich wvon 0-50 mgProtein.l_$ linear.

2.5.4. Aktivitdtsbestimmungen

Da die maximalen Umsatzaktivitdten der trophischen Gruppen in
der Mischkultur nur sehr gering waren, wurden die Aktivitidtsmes-
sungen mit wachsenden Kulturen durchgefiihrt, um Mefungenauigkei-

ten auszugleichen (Dolfing und Bloemen 1983, Gorris und v. d.
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Drift 1986). Flir die Messungen wurden Kulturrdhrchen mit den
Substraten der trophischen Gruppen angeimpft und in regelmdfigen
Absté&nden die abgebaute Substratmenge, bhzw. die =zwischen den
Mefpunkten gebildete Methanmenge bestimmt. Die zwischen den Be-
stimmungen umgesetzte Substratmenge wurde durch die Zeit zwi-
schen den Mefpunkten geteilt und die so errechneten Umsatzraten
wurden als Maf filir die Biomasse der entsprechenden trophischen
Gruppen in diesem Zeitintervall angesehen. Nach Linearisierung
durch halblogarithmische Auftragung wurden die resultierenden
Geraden =zur Ordinate verldngert, um die Aktivitdt der trophi-
schen Gruppe in der Probe zum Zeitpunkt des Beginns der Messung
zu ermitteln. Unterbrechungen des Wachstums wurden verhindert,
indem alle Transfers im Brutraum bei 30°C und mit vorgewdrmten
Kulturrbhrchen durchgefilhrt wurden. Methanbildungsraten wurden
in Acetat- und Wasserstoffverbrauchsraten umgerechnet. Unter derxr
Vorraussetzung, daf alle Zellen gleich aktiv waren, wurden die
so errechneten Abbau-und Methanbildungsraten als Maf3 fiir die An-
zahl der aktiven Zellen der jeweiligen physiologischen Gruppe in

der Kultur angesehen.

Fiir die Bestimmungen der Umsatzaktivitdten in den Festbettum-
laufreaktoren wurde der Zulauf gestoppt, die entsprechenden Sub-
strate der zu messenden trophischen Gruppen zugegeben und deren
Abbau verfolgt (Kaspar und Wuhrmann 1987). Die Substratkonzen-
trationen in den Reaktoren wurden filber der Zeit aufgetragen und
die maximalen Umsatzraten aus den linearen Anteilen der Abbau-
kurven berechnet, in denen Substratsdttigung der Bakterien vor-

lag. Folgende Substratkonzentrationen wurden eingesetzt:

3-CBA 3,5 mmo1-171

BA 8,0 mmol 1!

Acetat 20 mmol:1~?1
Die zugesetzten Substratmengen wurden in jeweils 6 - 8 h umge-
setzt und die erwarteten Methanmengen wurden zu 95 - 108% gefun-
den. Zur Bestimmung der maximalen Wasserstoffverbrauchsrate

wurde der Gasraum mit H,/CO, gespiilt und das Gas mit dem Umlauf
durch die Flussigphase des Reaktors gepumpt. An der Biirette
konnte die verbrauchte Gasmenge abgelesen werden. Der Gasver-

brauch iiber der Zeit war bis zu einer Methankonzentration wvon 35
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-~ 40 %, entsprechend einer Wasserstoffkonzentration won 50% in

der Gasphase linear und sank bei h8heren Methankonzentrationen

ab.
2.5.5. DNA Bestimmung

Die Bestimmung der Gesamtmenge an DNA in der Mischkultur erfolgte
nach der Methode nach Burton (1956), bei der DNA mit Diphenylamin
in essigsaurer Schwefelsdure einen Xomplex bildet, der bei 600 nm

im Photometer erfaft werden kann.

Zundchst wurden die Zellen geerntet und in eisgekithlitem Saline-Ci-
trat-Puffer aufgenommen. Bewachsene Tragerstiicke wurden direkt in
eiskalten Saline-~Citrat Puffer Uberfiihrt und mit 1/10 des Volumens
eiskalter 2,5 N Perchlorsdure versetzt. Nach 30 min im Eisbad wur-
de 10 min bei 10.000°g und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 4
ml 0,5 N Perchlorsdure resuspendiert. Die Suspension wurde 15 min
unter gelegentlichem Mischen auf 70 °C erhitzt. Nach dem Abzentri-
fugieren (10 min, 5.000'g) wurde der Uberstand abgenommen und das
Pellet erneut in 4 ml 0,5 N Perchlorsdure extrahiert. Die beiden

Extrakte wurden vereinigt und das Volumen bestimmt.

Zwel ml der vereinigten Extrakte wurden mit 4 ml Diphenylamin-
Acetaldehyd-L&sung versetzt und 20 h bei 30°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden tribe Ansdtze abzentrifugiert {15 min.,
10.000°g) und die Extinktion der Uberstdnde bei 600 nm bestimmt.
Flir die Durchfilihrung wurden folgende Reagenzien bendtigt:

Perchlorsdure 0,5 N
Perchleorsiure 1,0 RN
Perchlorsdure 2:5 N
Diphenylamin Reagenz Diphenylamin i,5¢g
Essigsdure abs. 100 ml

Schwefelsdure konz. 1,5 ml

Saline-Citrat L&sung NaCl 8,8 g
NaCitrat 4,4 g
ad 10600 ml

H20pidest.
pH 7
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Acetaldehyd L&sung Acetaldehyd 1 ml
HOpigest. 49 ml

Diphenylamin Gebrauchsl8sung: am Tag der Bestimmung herzustellen
Acetaldehyd Ldsung 1 ml
Diphenylamin Reagenz 200 ml

DNA-Stammldsung DHNA 4 mg
NaOH 5mM 10 ml

Zur Erstellung einer Eichkurve wurde die DNA Stammldsung 1:1 mit 1
N Perchlorsdure versetzt und 15 min auf 70 °C erhitzt. Aus der
hitzebehandelten DNA-LOsung wurden Verdiinnungen (5 - 100 ug/ml)
mit 0,5 N Perchlorsdure hergestellt und im Photometer bestimmt.

2.6. Mikroskopische Untersuchungen
2.6.1. Lichtmikroskop

Zur mikroskopischen Untersuchung der Organismen diente ein Photo-
mikroskop III (Zeiss, Oberkochen), das mit einer Phasenkontrast-
einrichtung und einem Fluoreszenz-Auflicht-Kondensor IIT RS
(%Zeiss, Oberkochen) ausgeriistet war. Die Anregungswellenldnge lag
bei 3%0 - 440 nm. Um die zu photographierenden Organismen mog-
lichst in eine Schidrfenebene 2zu bringen, wurden agarbeschichtete

Objekttrdger benutzt (Brunner 1987).

2.6.2. Rasterelektronenmikroskop (REHM)

Die Proben wurden {iber Nacht in 2,5%iger Glutaraldehydldsung £fi-
xiert, mit H,0 gewaschen und in einer aufsteigenden Acetonreihe
getrocknet. Anschliefend wurden die Proben in fliissigem Kohlendio-
xid nach der Methode von Anderson (1951) gefriergetrocknet (sog.
Kritische-Punkt-Trocknung), auf den Objekthalter mit Klebeband
aufgekliebt und mit Gold gesputtert. Die REM-Untersuchungen wurden
freundlicherweise von Herrn Els (Institut fiir Reaktorwerkstoffe,

KFA Jilich) mit einem Leitz AMX REM-Mikroskop durchgefiihrt.
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2.6.3. Férbungen

Flir die F&drbungen wurden die zu untersuchenden Bakterien =zunichst
auf Cbjekttrdgern hitzefixiert. Die Gramfdrbung wurde mit der wvon
Drews (1983) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Die Geifelfdrbung

erfolgte nach der wvon Doetsch (1981) beschriebenen Methode nach

Leifson.
2.7. Bestimmung des GC-Gehaltes der Bakterien-DHA
2.7.1. Extraktion der Bakterien-DNA

Die Extraktion der Bakterien-DNA erfolgte nach einer von Skyring
(1972) beschriebenen Modifikation der Methode von Marmur (1961).

Dazu wurden die folgenden L&sungen bendtigt:

Saline/EDTA NaCl 4,4 g
EDTA 16,4 g
pH 8
H20bidest. ad 1000 ml
SDS-Ldsung SDS 2,5 g
H20pidest. 10 ml
Perchlorat NaClO4 14 g
H20pidest. 20 ml
Chloroform/Butanol Chlcroform 400 ml
Iso-Butanol 100 ml

Saline/Citrat-Puffer (10fach konzentriert)

10°88C Nall 17,5 g

NajCitrat'2H,0 4,4 g

pPH 7

H50p; dest . ad 100  ml
Diese L&sung wurde 1:10 (SSC) und 1:100 (1/10 SSC) verdiinnt.
Acetat/EDTA NaAcetat ' 3H,0 4,1 g

EDTA 6,003 g

pH 7

ad 10 ml

HoOpidest.
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RNAse Ribonuclease 1 ng
H20pidest. ml
Diese Lésung wurde 10 min. auf 80°C er
hitzt, um eventuell wvorhandene DNAse
Aktivitdten zu zerstdren

Proteinase Proteinase X 2,5 mg
Saline/EDTA 1 ml

Isopropanol

Ethanol! 96%

Etwa 2 g (Feuchtgewicht) Zellen wurden in 10 ml Saline/EDTA sus-

pendiert und in der French Pressure (Cell (Fa. Aminco No. 8408057)
bei 1000 psi (Zelldruck 16.000 psi) aufgeschlossen. Anschliefend
wurde mit Saline/EDTA auf 25 ml aufgefiillt und mit 1 ml der SDS
Ldsung eine Endkonzentration von 1% $DS eingestellt. Nach 10 mini-
tigem Erhitzen auf 60°C und Abkiihlung im Eisbad wurde mit Perchlio-

rat eine Endkonzentration wvon 1 M Perchlorat eingestellt. Diese
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und 30 min. leicht geschiittelt, bis sich eine Emulsion gebildet
hatte. Die Phasen wurden durch Zentrifugation (10 min bei
17.000°g) getrennt und die wdBrige Oberphase erneut extrahiert,

bis kein Proteinniederschlag mehr erkennbar wurde.

Die wdffrige Phase mit der darin geldsten DNA wurde abgekiihlt und
mit kaltem Ethanol (-20°C) versetzt. Das entstehehnde DNA-Prézipi-
tat wurde auf einen Glasstab aufgewickelt, an der Luft getrocknet
und erneut in 20 ml 1/10 SSC geldst. Nach Zugabe von 1ml RNAse-LO-
sung und 0,5 ml Proteinase L&sung wurde iiber Nacht bei 30°C inku-
biert und am n&chsten Morgen mit 2,2 ml 10fach konzentrierter SSC

auf einfache S8C Konzentration eingestellt.

Nach einer weiteren Chloroform/Butanol Extraktion wurde die DNA
erneut mit eiskaltem Ethanol gefdllt und in 9 ml 1/10 SSC geldst.
Nach Zugabe von 1 ml Acetat/EDTA wurden tropfenweise 5,4 ml Iso-
propanol =zugegeben, wobei die entstehenden DNA-Faden auf einen
Glasstab aufgewickelt wurden. Diese DNA-Prdparation wurde in 5 ml

S5C geldst und bei -20°C aufbewahrt.
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2.7.2. Bestimmung des 3%GC-Gehaltes der DHA

Bei Erwdrmung schmilzt doppelstrdngige DNA, was sich in einer Ex-
tinktionszunahme bei 260 nm darstellt und im Photometer gut erfafi-
bar ist. Die Temperatur, bei der die H#lfte der DNA geschmolzen
ist, ist von dem GC%-Gehalt der DNA abhdngig und wird als Schmelz-

punkt bezeichnet.

Da die Schmelztemperatur von der Ionenstdrke des verwendeten Puf-
fers abhdngt, wurden alle DNA Prédparationen und die Standardl&sun-
gen 14 h gegen S8S5C dialysiert (Johnson 1981). Die dialysierten
Proben wurden mit dem selben Ansatz SSC auf Extinktionen von 0,1
verdiinnt und in einem Zeiss Photometer ZM 4, das an ein mit Ethy-
lenglycol gefiilltes Wasserbad angeschlossen war, schrittweise er-
hitzt. Die Temperaturmesssung erfolte mit einem wirmeisolierten

elektrischen Temperaturfihler.

Die Schmelzpunkte wurden graphisch ermittelt und nach den Glei-
chungen von DeLey (1972) in $%GC der DNA umgerechnet. Zur Korrektur
des Faktors wurden die Schmelzpunkte von DNA aus E. cocli und dem

Phagen lambda bestimmt.

2.8. Machweis von Desulfoviridin

Desulfoviridin ist die filir einige Gattungen der Sulfat reduzieren-
den Bakterien charakteristische Sulfitreduktase und 13Rt sich nach
alkalischem Aufschluf der Zellen unter UV-Licht nachweisen (Post-
gate 1959, 1984). Dazu wurden 10 ml Kulturfliisssigkeit abzentrifu-
giert und das Pellet in 1 ml Saline aufgenommen. Nach Zugabe eines
Tropfens 20% NaOH konnte vorhandenes Desulfoviridin an der roten
Fluoreszenz bei Bestrahlung mit UV-Licht bei 365 nm erkannt wer-

den .
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2.9. Enzymatische Bestimmungen
2.9.1. Herstellung zellfreier Extrakte

Zur Bestimmung von Enzymaktivitdten in Rohextrakten wurde der iso-
lierte Desulfovibrio vulgaris Stamm Pyl auf 50 mM Pyruvat mit 5 mM
Sulfit angezogen. Wenn das Pyruvat nahezu wvollstd&ndig verbraucht
war, wurden die Zellen unter einer Argon Gasphase in einer Beckman
Zentrifuge (Modell J-21-C, JA 10 Rotor, 8000 x g 4 °C) abzentrifu-
giert. Die folgende Herstellung zellfreier Extrakte unter anaero-
ben Bedingungen wurde nach Lijungdahl und Andreesen {1978) durchge-
fiihrt. Etwa 1 g Zellen (Feuchtgewicht) wurden in 5 ml Puffer fol-

gender Zusammensetzung resuspendiert:

50 mM Phosphat~Puffer (pH 6,8)

2 mM Na-Dithionit

0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
/m} DNase T

1 Hg /1
Die Zellen wurden unter Argonbegasung mit einer vorgekiihlten
French Pressure Cell (No. 8408057, Fa. Aminco) bei einem Druck von
1000 psi (Zelidruck 16000 psi} aufgeschlossen. Nach mikroskopi-
scher Kontrolle des Lysegrades (80-90%), wurde das Homogenat 20
min bei 14000 * g unter anaeroben Bedingungen abzentrifugiert. Der
klare Uberstand (Rohextrakt) diente fiir die sich sofort anschlie-

Benden enzymatischen Bestimmungen.

Die Abtrennung der Membranfraktion aus den Rchextrakten erfogte
durch 1stiindige Ultrazentrifugation in einem Ti 506 Rotor bei
40000 und 4°C. ie pelletierten Membranen wurden Iin anaerobem

Puffer unter Schutzbegasung resuspendiert und gewaschen.

Zur Herstellung anaercber Bedingungen wurden s&mtliche verwendeten
Pufferldsungen mit vorher ausgekochtem und unter Argon-Begasung
abgekiihltem H,0 angesetzt. Die wverwendeten Testgefdfle wurden ver
Versuchsbeginn mit einem Gummistopfen verschlossen und 10 min. mit
Argon oder Wasserstoff durchspiilt. Vor der Zugabe des Rohextraktes
wurden 10 - 15 pl einer 0,2 M Na-Dithionitli8sung durch den Stopfen
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in die Kiivette injiziert, so daf sich der Farbstoff Methylviologen
leicht blau f&rbte und ein Redoxpotential unter -400 mV anzeigte.
Sdmtliche Testreagentien wurden mit gasdichten, Argon gespiilten
Mikroliterspritzen (Fa. Hamilton, Darmstadt) in die Kiivette iiber-

fihrt. Alle enzymatischen Bestimmungen wurden bei 37°C durch-

gefihrt.

2.9.2. Hydrogenase

Die Hydrogenase-Aktivitdt wurde iiber die Oxidation reduzierten Me-
thylviologens (MV) gemessen. Die Oxidation konnte photometrisch
iber die Extinktionsabnahme bei 578 nm (Zg5g = 9000 M~ 1-cm™!) ver-
folgt werden. Die Bestimmung erfolgte bei 37 ©C in modifizierter
Form nach Schauder (1986). Nach Beendigung der Reaktion koante im

Gasraum der Kiivette Wasserstoff nachgewiesen werden.

Testansatz Konzentration im Test
a,9 ml 0,05 M Na-Phosphat~Puffer pH 6,8 45 mM
0,02 ml 0,05 M Methylviologen 1 mM
0,04 ml 50 mM Dithiothreit 2 mM
10 ul 0,1 M MgCl, 1 mM

einige KOrnchen Na-Dithionit bis der
Kivetteninhalt eine Extinktion von
0,75 bis 1,0 hatte

10 - 30 ui Rohextrakt

Die Bestimmung der Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase erfolgte
ebenfalls nach Schauder (1986) in demselben Testansatz wie die BRe-
stimmung der Hydrogenase mit Methylviologen als Elektronenakzep-
tor. Nachdem die Extinktion auf etwa 0,1 bis 0,2 abgesunken war,
wurden Coenzym A und Pyruvat =zugesetzt und die Reduktion des
Methylviologens bei 578 nm im Photometer verfolgt.
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Testansatez Konzentration im Test
0,9 ml 0,05 ™ Na-Phosphat-Puffer pH 7,8; 45 mM
0,02 ml 0,05 M Methylviologen 1 mM
0,04 ml 50 mM Dithiothreit 2 mM
10 pul 0,1 M MgC12 1 mM
20 ul Coenzym A 1 mM
10 ul 0,5 M Pyruvat 5 mM
10 - 30 pl Rohextrakt
2.9.4. 3-Chlorbenzoesdure Reduktase

Die Bestimmung der 3-Chlorbenzoesdure Reduktase erfolgte iiber die
Bestimmung des gebildeten 3-Chlorbenzylalkchols. Dazu wurde der
Testansatz unter Wasserstoff iiber Nacht inkubiert und der gebil-
dete 3-Chlorbenzylalkohol nach Ende der Inkubation mit einer HPLC

bestimmt. Die wihrend der Reaktion oxidierten Elektrgnenubertramar

T A e Wil Titha WAL FASoro U U U UL 5 N O B G LG B I - A O S8

wurden durch die vorhandene Hydrogenase durch Wasserstoff regene-
riert. Der Test erfolgte in modifizierter Form nach White et al.

{1989) und Fraisse et al. (1988).

Testansatz Konzentration im Test
0,9 ml 0,05 M Na-Phosphat-Puffer pH 6,35 45 mM
0,02 ml 0,05 M Methylviologen 1 mM
0,04 ml 0,25 mM Dithiothreit 10 mM
10 - 30 pul Rohextrakt

Die Inkubation erfolgte unter Wasserstoff auf einem Rundschiittel-

gerdt (New Brunswick)} bei 200 Rpm im Brutraum.

Soweit nicht anders angegeben, wurde in allen Tests Wasserstoff
als Elektronendonor eingesetzt. Fiir die Koppelung der Reduktion
von 3-CBA an die Oxidation von Pyruvat zu Acetat und CO, wurden

dem Test zusdtzlich folgende Substanzen zugesetzt:
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10 ul 0,1 M MgCl, 1 mM
20 ul Coenzym A 1 mM
10 pl 0,5 M Pyruvat 5 mM

unter Argon

2.89.5. 3-Chlorbenzaldehyd Dehydrogenase

Mit Methylviologen als Elektronenakzeptor konnte die Oxidation von
3-Chlorbenzaldehyd zu 3-Chlorbenzoesidure im Photometer bei 578 nm
verfolgt werden. Die Bestimmung erfolgte nach White et al. (1989)
und ‘Fraisse et al. (1988). Die Reaktion wurde durch Zugabe des Al-

dehyds gestartet.

Testansatsz Ronzentration im Test

0,95 ml 0,1 M Tris-HCL-Puffer pH 9,0 95 mM
0,02 ml 0,05 M Methylvioclogen 1 mM
¢g,02 ml 10 mM 3-Chlorbenzaldehyd 0,2 mM

10 - 30 il Rohextrakt
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3. Ergebnisse
3.1 Bindung der Mikroorganismen an die Trigermaterialien
3.1.1. Einflupf der Trigermaterialien auf die HMethanbildung

aus 3~Chlorbenzoesdure

Es ist bekannt, daff Aktivkohle organische Substanzen adsorbiert
(McKay und Bino 1988). Der fiir die Beschichtung der Trdgermate-
rialien verwendete Braunkohlestaub adsorbierte jedoch die 3-
Chlorbenzoesdure nicht. Um zu iberpriifen, ob die Trigermateria-

lien die Methanbildung aus 3-Chlorbenzoesdure durch die anaerobe

[0}

o

Methan (mmol/I)
DA

-
B,
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Abbildung 3.1: Methanbildung (mmol‘l_l) aus 1,5 mmol3_CBA'l'1
‘wihrend der Inkubation der Mischkultur mit den Trigermaterialien
bei pH 6,7 und 30°C. Die eingesetzten Trdger waren Sinterglas
(8), Schaumstoff PUR (C )}, beschichteter Schaumstoff PUR-B
{A), mit 4,8% Kohle beschichteter Schaumstoff PUR-B 4,8% (%),
mit 33% Kohle beschichteter Schaumstoff PUR-B 33% (4 ) und
Braunkohlestaub ((©). Die Kontrolle (&) wurde ohne Trager-

material bebriitet.
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Mischkultur hemmten, wurden die Trdgermaterialien mit der Kultur
inkubiert und die Methanbildung verfolgt (Abbildung 3.1). In den
Kulturen, die mit den Tridgermaterialien PUR-B, PUR-B 4,8% und,
PUR~B 33% inkubiert wurden, war die Methanbildung aus 1,5 mM 3-
CBA etwa 5 Tage eher abgeschlossen als in der Vergleichskultur
und den Kulturen mit den Trdgern PUR und BKS. In keinem der An-
sdtze wurde das Substrat langsamer zu Biogas umgesetzt als in
der Kontrolle ohne Trdger. Die beschleunigte Methanbildung deu-
tete bereits darauf hin, daB die beschichteten PUR-Schaumstoffe

wdhrend der Inkubation besiedelt und so die Diffusionswege der

3.1.2. Bestimmung adsorbierter Biomasse

Un zu ermitteln, wieviel Biomasse auf den Tragermaterialien
immobilisiert wurde, mufite hierflir zunichst eine Methode entwik-
kelt werden. Bei den Versuchen, Bakterienprotein in GCegenwart
der kohlebeschichteten Trédgermaterialien =zu bestimmen, wurden
durch den Zellaufschluf mit kochender 1 N NaOH aus der Xohle
Verbindungen extrahiert, die Proteinbestimmungen nach Bradford,
Lowry und Biuret stark stdrten. Auch ein Zellaufschluff mit dem
Detergens SDS wie in der Methode nach Markwell et al. (1978)

fiihrte zu starken Stdrungen.

Auch die Schwankungen des Trockengewichtes, des Stickstoffgehal-
tes und des Phosphatgehaltes lagen zu hoch, um geringe Bakteri-
enmengen pro Trager zu erfassen. Die Ergebnisse der Messungen
sowie die Mefischwankungen sind in Tabelle 3.1 dargestellt. Um
die geringe Biomasse auf den Trigern sicher nachzuweisen, wie
sie am Ende eines Bindungsexperimentes erwartet wurden, waren
die Schwankungen des Trockengewichtes mit 12,9 bis 30,9 mg und
die Schwankungen des Proteingehaltes mit 1,1 bis 1,5 mg Protein
pro Trager zu hoch. Auch die Schwankungen des Stickstoff- und
Phosphatgehaltes lieflen mit 1,1 bis 2,3 mg N pro g Triger und
0,25 bis 0,16 nmol Phosphat pro mg Asche eine sichere
Quantifizierung geringer Bakterienmengen nicht =zu. Mit ‘keiner

der:untersuchten Methoden liefen sich die als Kontrolle zugege-
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benen Proteinmengen sicher bestimmen, wie sie am Ende eines

Bindungsexperimentes auf den Trdgern erwartet wurden.

Tabelle 3.1: Untersuchung der beiden kohlebeschichteten Triager-
materialien PUR-B 4,8% und PUR-B 33% auf Stdrreaktionen und Mef3-
schwankungen bei der Bestimmung von Trockengewicht, Proteinge-~

halt, Gesamtstickstoff und -Phosphat.

Trager Trockengew. Protein N Phosphat

(mg) (mg/g) (mg/g)  (nmol/mg Asche)
PUR-B 4,8% 78,1 t 12,9 5,2 £ 1,1 42,3 + 1,1 1,68 £ 0,25
PUR-B 33% 1145 * 30,9 7,0 £ 1,5 30,6 £ 2,3 0,66 £ 0,16
Da Biomassebestimmungen iiber Summenparameter wie Protein, Trok-

kengewicht, Gesamtstickstoff und Gesamtphosphat nicht anwendbar
waren, wurde eine Methode zur indirekten Bestimmung der Biomasse
iber Aktivitdtsmessungen entwickelt. Die Messung von maximalen
Umsatzaktivitdten untexr Substratsdttigung wurde bereits von Dol-
fing und Bloemen (1985), Kaspar und Wuhrmann (1978) und Gorris
et al. (1989) zur Bestimmung von Teilpopulationen in methanoge-
nen Bioreaktoren eingesetzt. Fiir die in dieser Arbeit durchge-
filhrten Untersuchungen mufite die Methode flir Batch-Kulturen mit
geringer Biomasse adaptliert werden. Die Bestimmung maximaler Um-
satzaktivitdten hatte die Vorteile, nur aktive Biomasse zu
erfassen und zwischen den trophischen Gruppen der Mischkultur zu
differenzieren. An die Trdger adsorbierte Biomasse konnte iber
die Differenz der Umsatzaktivit&ten in der Kulturflissigkeit vor
und nach Inkubation der Mischkultur mit den Trdgern bestimmt

werden.

Zur Uberpriifung der Methode wurden in 4 Kulturen die spezifi-
schen Umsatzaktivitdten Dbestimmt und in relative Aktivitdten,
bezogen auf die Umsatzrate von 3-CBA umgerechnet (Tabelle 3.2).
Mit 8,1 umol'mgProtein"l'd_l wiesen die dehalogenierenden Bakte-
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rien in allen Kulturen die niedrigste spezifische Aktivitit auf.
Die spezifischen Umsatzraten der Benzoesiure abbauenden Bakte-
rien lagen mit 12,1 pmol'mgprotein‘l‘d_l nur geringfiigig h&her,
wihrend die Methanbakterien um den Faktor 3,6, bzw. 21,6 hdhere
spezifische Aktivitdten in der Mischkultur hatten, als die deha-

logenierenden Bakterien.

Die Zusammensetzung der Mischkultur aus den trophischen Gruppen
war in den 4 untersuchten Kulturen konstant, da sich die spezi-
fischen Umsatzaktivitdten der Teilpopulationen in den untersuch-
ten Kulturen nur um 10 ~ 20% unterschieden. Die dehalogenieren-
den Bakterien =zeigten die niedrigsten spezifischen Umsatzraten,
was zeigt, daf diese den geschwindigkeitslimitierenden Schritt

des anaeroben Abbaus von 3-CBA zu CH4 und CO, katalysieren.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Mischkultur aus den 4 trophi-
schen Gruppen. Angegeben sind die Mittelwerte der relativen
(mmOlSubstrat'l—l'd_l pro mmol3_CBA'l'l'd“l) und der spezifi-
schen Umsatzaktivitdten (MmOl ' Mgprcrain 'd“i) in 4 batch-Kul-

turen

Substrat relative Umsatzakt. spez. Umsatzakt.
3~CBA : 1,0 ¥ 0,0 8,1 + 2,4
BA H 1,3 £ 90,2 12,1 ¢+ 90,8
Acetat g 3,8 £ 0,6 25,3 £ 4.9
Hq : 21,6 £ 3,6 163,1 £ 12,9

Um Lebendzellzahlen mit Umsatzaktivitdten korrelieren zu kdGnnen,
wurden in zwel dieser Mischkulturen die Gesamtzellzahl im Mikro-
skop ausgezdhlt, sowie die Lebendzellzahlen mit Agarrollrdhrchen
und der "Most-Probable-Number" Methode (MPN) auf den Substraten
Pyruvat, Benzosesdure, Acetat und H2/C02 bestimmt. Pyruvat wurde
eingesetzt, da es das einzige bekannte Substrat war, auf dem das
dehalocgenierende Bakterium in der Mischkultur wachsen konnte

(Brunnexr 1987). Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle
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3.3 dargestellt.

Tabelle 3.3: Zellzahlbestimmungen und spezifische Umsatzraten

(ymol‘mgprotein“l'd'l) der 4 trophischen Gruppen in 2 auf 3-CBA
wachsenden anaeroben Mischkulturen. Die Lebendzellzahlen (2el-

len'ml"l) wurden sowchl mit Agarrollirdhrchen, als auch mit der

"Most-Probable-Number" Methode bestimmt.

Gesamtzellzahl : 4,5 * 107
Proteingehalt : 43,6 mg 1-1

spezifische Umsatzraten fiir die Substrate:

- 3-CBA : 6,9
- BA : n.b
- Acetat H 22,0

2,7 © 107
24,4 mg 171

11,1
11,5
24,6

182,8

Lebendzellzahlen mit AgarrollirShrchen bestimmt auf:

- Pyruvat unter N, : 1,6 - 108 1,2 - 107
- Pyruvat unter H, : 6,6 ' 10° 4,2 - 10°
- Pyruvat unter H,

+ CH,C1, : 5,4 107 ;1 - 10
- BA : 9,0 - 10° , 105
- Acetat : 5,4 * 107 , 10°
~ H,/CO, : 6,6 ° 10° 5,1 ° 10°

Lebendzellzahlen mit der "Most-Probable-Number"

- Pyruvat unter N,

Methanbildung 4,3 - 107
Acetatbildung : 2,3 ° 107
Dehalogenierung : n.b.
~ BA
Methanbildung : 9,3 - 104
_ Acetatbildung : 9,3 - 104
- BA-Abbau : 1,5 - 103
- Acetat : 1,5 ° lO3

L . 5
H,/CO, ;2,0 ° 10

!

~

-

[\e

Methode bestimmt -

i

167
104
104

o

fu

104
10°
104
104
105
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Bei der mikroskopischen Auszdhlung zeigte sich, dap die Misch-
kultur Flocken bildete, die zwar =zerkleinert, aber nicht wvoll-
stdndig aufgeldst werden konnten. Die verbleibenden Aggregate
von maximal 20 Zellen konnten im Mikroskop einzeln erfaft wer-
den, nicht jedoch bei der Bestimmung von Lebendzellzahlen. Dar-
auf ist zurtickzufihren, dap die Summen der Lebendzellzahlen mit
Agarrollrdhrchen um etwa den Faktor 2 und mit "MPN" umd den Fak-
tor 10 - 20 niedriger lagen als die mikroskopische Bestimmung
der Gesamtzellzahl. Die Ursache fiir die unterschiedlichen Le-
bendzellzahlen aus den Bestimmungen mit Agarrollrdhrchen ung
"MPN" konnte nicht ermittelt werden., Eine Korrelation der Le-
bendzellzahlen mit den Ergebnissen der Aktivitdtsmessungen war

nicht erkennbar.

3.1.3. Vergleich der Trégermaterialien

Um zu Uberpriifen, ob die Mischkultur die Trigerstiicke besiedel-
te, wurden zundchst alle Trédgermaterialien mit Ausnahme des Koh-
lestaubes in einem Ansatz mit der Kultur inkubiert. Nachdem 3
mmol3_CBA'l_l abgebaut und die Methanbildung abgeschlossen war,
wurden die Trigermaterialien mit den darauf immobilisierten Mi-
kroorganismen voneinander getrennt und in frisches Medium iiber-
fihrt. In den Kulturen, die mit den in der Vorkultur am dichte-
sten bewachsenen Trigern angeimpft wurden, sollte die Methanbil-
dung aufgrund der héheren Animpfdichte am schnellsten erfolgen.
Die Abbildung 3.2 zeigt die Methanbildung aus 3-CBA in diesen
mit bewachsenen Tragern angeimpften Kulturen. Die Methanbildung
war in den mit kohlebeschichteten PUR-Tr#gern inokulierten An-
s&tzen bereits abgeschlossen, als die mit bewachsenem Sinterglas
inokulierte Kultur gerade erst begann Methan zu bilden. Im Uber-
stand der Vorkultur mit allen Trigern gemeinsam und in der mit
reinem Schaumstoff inckulierten Kultur erfolgte die Methanbil-
dung am langsamsten. Dieses Ergebnis deutete darauf hin, daf die
kohlebeschichteten Trdger widhrend der Vorinkubation stdrker be-

siedelt wurden als die Vergleichsmaterialien.
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Abbildung 3.2: Methanbildung (mmol 1'1) aus 1,5 mmoljy_e~pa 171 in
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den. Die Tr8germaterialien wurden zuvor gemeinsam mit der Misch-
kuitur inkubiert und anschliefend getrennt. Als Vergleich (&)
diente der Uberstand der Vorkultur. Die eingesetzten Triger wa-
ren Sinterglas (D3 ), Schaumstoff (=), beschichteter Schaumstoff
PUR~B (O ), mit 4,8% Kohle beschichteter Schaumstocff PUR-B 4,8%
{A) und mit 33% Kohle beschichteter Schaumstoff PUR-B 33% (+%).

Mit der Methode =zur Bestimmung der Umsatzaktivitdten wurde un-
tersucht, ob alle trophischen Gruppen an die Trédger adsorbiert
wurden. Um den Einflufy der Kohlebegchichtung besser zu erkennen,
wurde in diesem Versuch aufler den oben genannten Tragermateria-
lien auch der Tr3ger PUR-B 50% mit einem Kohleanteil von 50% un-
tersucht. Jedes Trédgermaterial wurde in 2 parallelen Ansdtzen
fiir jede trophische Gruppe getrennt mit 10 ml der Mischkultur
inkubiert. Nach 4 Stunden wurde wurde aus Jjedem Testansatz die
Hilfte des Uberstandes abgezogen und die Umsatzaktivitdten
sowohl im Kulturiiberstand aileine, als auch im Xulturiberstand
plus Trdger ermittelt. Tabelle 3.4 zeigt die ermittelten Umsatz-

aktivitdten der trophischen Gruppen in mmol Substrat-171-g-1.




Tabelle 3.4: Bindung der trophischen Gruppen an die Trigermaterialien. Angegeben - -sind die maximalen
Umsatzraten (mmol'l“l'd“l) der trophischen Gruppen im Substratsdttigungsbereich nach 4 h Inkubation der
Mischkultur mit den Trdgermaterialien. Alle Angaben sind Mittelwerte aus 2 parallelen Ansitzen.

Protein- Umsatzaktivitdten fiir die Substrate

Trager- Kohle- gehalt des Ho Acetat Benzonesdure 3-Chlorns.
material gehalt Uberstandes 12 TP cC ik TP G© ik ob G*¢ pa b G©
ohne 0% 24,7 mg/1 3,44 - 34,4 0,57 - 5,7 0,21 - 2,1 0,14 - 1,4
Sinterglas 0% 23,7 mg/1 1,96 5,40 36,8 6,54 0,41 4,8 0,21 0,24 2,3 0,12 0,14 .
PUR 0% 19,9 mg/L 2,00 5,76 38,8 0,49 0,42 4,6 0,15 0,24 2,0 0,13 0,15 1,4
PUR-B 0% 21,9 mg/lL 1,64 3,28 24,6 0,34 0,41 3,8 0,13 0,31 2,2 0,11 0,17 1,4
PUR.B 4,8% 4,8% 20,3 mg/1 2,56 5,40 39,8 0,25 0,51 3,8 0,12 0,27 2,0 0,12 0,17 ;
PUR.B 33% 33% 19,8 mg/l 1,92 5,76 38,4 0,30 0,23 2,7 6,15 0,25 2,2 0,12 0,18 '
PUR.B 50% 50% 17,6 mg/l 1,52 6,84 41,8 0,29 0,30 3,0 0,21 0,23 2,2 0,15 0,15 '

= Kulturfliissigkeit (Uberstand) nach 4 h Inkubation mit dem Triger (mmol-l~1-d-1y.

= Kulturfliissigkeit plus Trdger (mmol‘l"l'd'l).

= Gesamtaktivitdt; Summe der Umsatzaktivitidten im Uberstand plus Uberstand mit Trédger nach der Inkubation
(umol'd"l)
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Nach 4 Stunden Inkubation hatten die Umsatzaktivitédten filir die
Substrate H,, Benzoesdure und 3-CBA im Kulturiiberstand abgenom-
men, wihrend bei den Ans&tzen mit Trdger eine Zunahme der Um-
satzaktivitdten beobachtet wurde. Die Gesamtumsatzaktivitdten
die Substrate 3-CBA, BA und H, konstant. Dies =zeigt, daff auch
die Gesamtmenge der aktiven Bakterien in den beiden Ans&tzen
konstant blieb, die Bakterien jedoch wdhrend der 4stiindigen In-
kubation teilweise auf den Tr&gern immobilisiert wurden. Die
Differenzen aus den Gesamtumsatzaktivitdten und den Umsatzakti-
vitdten in den Kulturiiberstdnden waren also adhdsiv an die Tra-
ger gebunden (Tabelle 3.5}, WZhrend die hydrogenotrophen Methan-
bakterien mit zunehmendem Kohlegehalt der Trigermaterialisn in
htherem Mafe adsorbiert wurden, nahm die Menge der immobilisier-
ten dehalogenierenden und BA abbauenden Bakterien bei Kohlege~
halten oberhalb 33% wieder ab. Die acetoclastischen Methanbakte-
rien wurden durch die Kohlebeschichtung inhibiert, da ihre Ge-
samtumsatzaktivitdt mit =zunehmendem Kohlegehalt der Trédger auf
ollwertes absank.

50% des Kont

Tabelle 3.5: An die Trégermaterialien adsorbierte aktive Biomas-
se der trophischen Gruppen nach 4stiindiger Inkubation der Misch-
kultur mit den Trdgermaterialien. Bestimmt wurden die maximalen
Umsatzaktivitdten (umol'd'l pro Trdger) im Substratsadttigungsbe-

reich (Mittelwerte aus 2 Parallelen)

Triger- Umsatzaktivitidten umol'd_l pro Triger
material 3-CBA Ba Ho

5G 0,1 0,15 17,2
PUR 0,1 0,45 18,8
PUR-B 0,3 0,9 8,2
PUR-B 4,8% 0,25 0,75 14,2
PURB 33% _ 0,3 0,5 19,2

PUR-B 50% 0 0,01 26,6
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3.1.4. Geschwindigkeit der adhd@siven Bindung der Bakterien

an die Tragermaterialien

Um zu iberpriifen, wie schnell die adhdsive Bindung der Mikroor-
ganismen an die Trdger erfolgte, wurden die im Uberstand ver-
bliebenen Umsatzaktivitdten nach wunterschiedlichen Inkubati-
onszelten der Kultur mit dem Tr&germaterial PUR-B 4,8% bestimmt.
Die Differenz der Umsatzaktivitdten zu dem jeweiligen Kontroll-
wert vor Inkubation mit Tr&ger gab den Anteil der Biomasse an,
der zum Zeitpunkt der Probenentnahme an den Triger adsorbiert
war. Die starkste Abnahme der Umsatzaktivititen erfolgte in den
ersten 60 Minuten und nach etwa 120 min. hatten sich Gleichge-
wichte zwischen gebundenen und nicht gebundenen Bakterien einge-
stellt. Abbildung 3.3 zeigt, daB die Umsatzaktivititen aller
trophischer Gruppen im EKulturiiberstand wihrend der Inkubation

mit dem Trdgermaterial abnahm.
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Abbildung 3.3: Abnahme der Umsatzaktivitidten (mmol'l“l'd'l) der
trophischen Gruppen in der Kulturfliissigkeit widhrend Inkubation
mit dem Trdger PUR-B 4,8% bei pH 6,7 und 30°C. Alle Angaben sind
Mittelwerte aus 2 Parallelen. Dargestellt sind 3-CBA-Dehaloge-
nierung (&), BA-Abbau (0), Methanbildung aus Acetat {&) und
Wasserstoffverbrauch durch Methanbakterien {Q). @
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3.2. Eontinuierliche Kulturen in Festbettumlaufreaktoren

3.2.1. Startphase

Nachdem gezeigt werden konnte, daf alle filir die Umsetzung von 3-
CBA zu CHy und CO, notwendigen trophischen Gruppen an die kohle-
beschichteten Trdgermaterialien adsorbiert wurden, sollte die
Eignung der 6 untersuchten Trdgermaterialien fiir die Biomas-
seriickhaltung in Festbettumlaufreaktorenen untersucht werden. In

dem mit Braunkohlestaub gefiillten Bioreaktor traten aufgrund der

geringen Teilchengrdfe bereits wdhrend des Aufbaus und der Pum-
penprobeliufe hdufig Verstopfungen auf, woraufhin in den weite-

ren Untersuchungen auf dieses Trédgermaterial verzichtet wurde.

Die Reaktoren wurden mit einer Kultur aus der logarithmischen
Wachstumsphase angeimpft und bei pH 6,7 und 34°C vorinkubiert.
Als nach 12 Tagen in allen Reaktoren der Abbau von 3-CBA nach-
weisbar war, wurde der Zulauf auf Verdiinnungsraten zwischen
O,33'd"l und 0,,36'(:1"l eingeschaltet. Die Verdlinnungsraten lagen
damit um den Faktor 2 iber der Verdoppelungsrate der Mischkul-
tur, wodurch nur immobilisierte Bakterien in den Reaktoren zu-
riickgehalten wurden. In der Startphase stiegen die 3-CBA Konzen-
trationen in allen Reaktoren zundchst an. In den Reaktoren PUR-B
4,8% und PUR-B 33% begann die 3-CBA Konzentration Jjedoch nach 7
Tagen zu sinken, bis nach weiteren 2 Wochen keine 3-CBA mehr in
den Reaktoren nachweisbar war (Abb. 3.4). In den Reaktoren SG
(Abb. 3.4) "und PUR-B wurde 3-CBA nicht abgebaut, da in diesen
Reaktoren die 3-CBA Konzentration mit 3 mmol‘l”1l nach etwa 10
Tagen den Wert des Zulaufes erreicht hatte und dort konstant
blieb. In dem Reaktor PUR kam es zu periodischen Auswaschungen
der Bakterien, was sich in starken Schwankungen der 3-CBA Kon-

zentration im Auslauf des Reaktors darstellite.

Da nur in den Reakteoren PUR-B 4,8% und PUR-B 33% der Abbau von
3-CBA erfolgte, wurden alle weiteren Untersuchungen auf diese
Reaktoren beschrédnkt. Nachdem in den Reaktorausldufen keine 3-
CBA mehr nachweisbar war, wurden in beiden Reaktoren aus dem Ab-
~1.4-1

bau von 1 mmolg_cpa‘l zundchst 2,2 - 2,4 mmolp. ¢t
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Abbildung 3.4: 3-CBA Konzentrationen wihrend der Startphase der
Reaktoren PUR (¥), PUR-B (o), PUR-B 4,8% (@), PUR-B 33% ( O)
und SG (& ). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt, als die Verdiin-

nungsrate von 0 auf 0,34'(1"1 umgestellt wurde.

171-g-1 gebildet. Daneben wurden in dem mit PUR-B 4,8% gefiillten
Reaktor ¢,01 mmolMethan'l'l‘d”l und in dem Reaktor mit PUR-B 33%
gebildet.

0,13 mmoly ipan 171 d

Um das Nachwachsen der acetatverwertenden Methanbakterien zu er-
méglichen, wurde der Zufluf der Reaktoren fiir etwa 1 Monat ge-~
stoppt, wonach auch die Methanbildung aus Acetat eingesetzt
hatte und in den folgenden Versuchen auch bei steigenden Raumbe-
lastungen und sinkenden Verweilzeiten weiter erfolgte. Dabeil
wurde die abgebaute 3-CBA weitgehend quantitativ zu COy und CHy
umgesetzt, ohne daf Acetat in den Reaktorausldufen nachzuweisen

war.
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3.2.2. 3-Chlorbenzoesaureabbau bei steigenden Raumbelastungen

In den folgenden Versuchen wurden die Verweilzeiten des Mediums
in den Reaktoren verkiirzt und die Raumbelastungen erhdht. Dabei
betrug die kiirzeste Verweilzeit, bei der 3-CBA liber langere Zeit
abgebaut wurde einen Tag. Die h&chste Raumbelastung war 11,2
mmol'l“l'd‘l, bei der die zugefiihrte 3-CBA mit Umsatzraten wvon
i0,2 mmol 171471 in dem Reaktor PUR-B 4,8% und 10,4 mmol'l“i'
d™! in dem Reaktor PUR-B 33% abgebaut wurden (Tabelle 3.6), was

Abbaugraden von etwa 90% entspricht.

Mit steigenden Raumbelastungen stieg die 3-CBA Auslaufkonzentra-
tion in dem Reaktor PUR-B 33% langsamer an als in dem Reaktor
PUR-B 4,8% (Abbildung 3.5). Bei gleichen Raumbelastungen waren
die Abbaugrade in dem Reaktor mit PUR-B 33% stets um etwa 2% hd-
her als in dem Reaktor mit PUR-B 4,8%. Dies zeigt an, dafp auf
dem Tragermaterial mit dem htheren Kohleanteil auch grdfere Men-
gen an Biomasse im Reaktor zuriickgehalten wurde. Dies wurde
durch eine Biomassebestimmung bei einer Raumbelastung wvon 11,2
mmol-1"1-d"1 bestdtigt, bei der in dem Reaktor PUR-B 33% 4200
mgProtein'l_l gegeniiber 3900 mgProtein'l_l in dem Reaktor PUR-B
4,8% nachgewiesen wurden. Die Biomasse in den Reaktoren wurde
dabei iber die an die Trdger immobilisierte Menge bakterieller
DNA bestimmt, die iiber einern aus 7 unabhdngigen Bestimmungen er-
mittelten Faktor von 0,034 * 0,002 ngNA'mgProteinM1 in Protein-
gehalt umgerechnet wurden. Auch Aktivitdtsbestimmungen bei Raum-
belastungen wvon 5,7 und 11,2 mmol-171-g-1 zeigten maximale Um-
satzaktivitdten der 3-CBA dehalogenierenden Bakterien wvon 9,9
und 23,3 mmol-171-d"! in dem Reaktor PUR-B 33% gegeniiber 8,7 und
21,6 mmol'l_l’d_l in dem Reaktor PUR-B 4,8. Da die maximalen Um-
satzaktivitédten hSher als die Raumbelastungen und Umsatzraten in
den Reaktoren waren, mufl angenommen werden, daf die Auslaufkon-
zentrationen unter der 3-CBA Konzentration lagen, bei der die
dehalogenierenden Bakterien ihr Substrat mit maximaler Rate um-

setzen.




Tabelle 3.6: Anaerober Abbau eines 3-CBA enthaltenden Modellab-
wassers bei unterschiedlichen Raumbelastungen und Verweilzeiten
in den Reaktoren PUR-B 4,8% und PUR-B 33%.

bei pH 6,7 und 34°C betrieben.
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Die Reaktoren wurden

Raumbelastung
(mmol-1-Ll-q=1y; 1,0 1,90 3,65 5,72 8,39 11,2
Verdiinnungsrate (d71) : 0,34 0,6 0,63 0,94 0,94 0,93
Zulauf (mmols ~pa-17%): 3,03 3,01 5,88 6,12 9,12 12,0
Auslauf (mm013=CBA'l'1)
PUR-B 4,8%: <0,01 0,27 0,54 0,83 1,02 1,12
PUR-B 33,0%: <0,01 0,24 0,48 0,63 0,78 0,85
3-CBA Abbaugrad (%)
PUR-B 4,8%: 99,9 90,9 90,7 86,3 89,8 90,7
PUR-B 33,0%: 99,9 92,0 91,8 89,7 91,4 92,9

1.2 5

0.8

0.6+

0.4 4

3—CBA (mmol/1)

0.2+

<

0 2 4

5
Raumbelastung (mmol/1 = d)
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Abbildung 3.5: 3-CBA-Restkonzentrationen (mmol'l"l) in den Reak-

toren mit PUR-B 4,8% (O )und PUR-B 33%

belastungen.

(&)

bei steigenden Raum-
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3.2.3. Zusammensetzung der Biofilme in den Festbettumlauf-

reaktoren

Nachdem in Batch-Kulturen die Zusammensetzung der Mischkultur
aus den trophischen Gruppen iber Aktivitdtsmessungen untersucht
worden war, sollte auch die Zusammensetzung der Biofilme in den
Reaktoren in &hnlicher Weise untersucht werden. bazu wurden ana-
log zu den Bestimmungen in den Batch-Kulturen die maximalen Um-
satzaktivitdten der trophischen Gruppen mit der Methode von Kas-
par und Wuhrmann (1978) bestimmt. Die Messungen wurden 3 Wochen
nach ErhShung der Raumbelastung von 3,65 auf 5,72 mmol 17t gt

begonnen. Die Ergebnisse von 6 iiber einen Zeitraum von 90 Tagen

verteilten Messungen sind in Tabelle 3.7 dargestellt.

Tabelle 3.7: Maximale Umsatzraten (mmol'l'l'd“l) der trophischen
Gruppen in den mit PUR-B 33% und PUR-B 4,8% geflillten Reaktoren.
Messung erfolgte 19 Tage nach ErhShung der Raumbela-

stung von 3,65 auf 5,72 mmol;_ mpa” 17l-g-1,

PUR-B 33% PUR-B 4, 8%
Mefzelt Umsatz in mmol°1~1-d-1 Umsatz in mmol°l'l'd"'l
in Tagen 3-CBA BA Ac H, 3-CBA BA Ac  H,
19 - 21 11,5 27,5 70,1 202 7,3 25,4 55,4 176
31 - 33 5,6 25,6 73,4 160 8,7 23,1 66,5 142
47 - 49 8,6 31,9 109,0 137 3,1% 27,2 65,1 1037
60 ~ 63 16,8 32,9 93,7 140 1,2 21,9 71,8 112
87 - 90 9,1 30,8 77,8 162 1,3 18,1 60,2 162
102 - 109 10,7 36,6 103,0 174 2,1 20,0 60,3 15

* - - 1 — . a - 1 - ~ (3 -
Am Tag vor dem Beglnn der Messung Xam s zZu einer Storung 1in

dem mit PUR-B 4,8% gefiillten Reaktor, die jedoch hauptsdchlich
die dehalogenierenden und die hydrogenotrophen methanogenen Bak-

terien traf.

In dem Reaktor PUR-B 33% blieben die maximalen Umsatzraten aller
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trophischer Gruppen in dem Zeitraum von 47 Tagen nach Erh3hung
der Raumbelastung bis zum Ende der Messungen konstant. Die deha-
logenierenden Bakterien wiesen mit 9,8 mmol-171-a"1 die niedrig-
sten maximalen Umsatzraten auf, widhrend die Benzoesiure abbauen-
den Mikroorganismen maximal 33,1 mmol 17t d"! umsetzen konnten.
Die h&chsten maximalen Umsatzraten zeigten die Methanbakterien
mit 91,5 mmol'l-l'd'1 fiir Acetat und 153,3 mmol‘l_l'd_l fiir Was-
serstoff. Die daraus errechneten relativen Umsatzraten lagen fiir
die Benzoesdure- und die Acetat- umsetzenden Bakterien 3,4
mmolBA'mmol:,)_CB};1 und 9,3 mmOlAcetat'mmOl3—CBA_l um etwa den
Faktor 3 hSher als in den Batch-Kulturen (1,3 MMOlpy ‘mmMOly ~pa”

und 3,6 mmolAcetat°mmol3_CBA"l). Dagegen wiesen die hydrogeno-
trophen Methanbakterien mit 15,6 gegeniiber 21,6 MmOl ccnpar

mmol3_CBA'l in den Batch-Kulturen leicht erniedrigte relative

Umsatzraten auf.

In dem Reaktor mit dem Trédgermaterial PUR-B 4,8% kam es nach 45
Tagen zu einer Stdrung, die eine Abnahme der dehalogenierenden
Aktivitdt bewirkte. Um toxische Konzentrationen an 3-CBA im Re-
aktor zu verhindern wurde die Raumbelastung auf 3 mmols ~pa”
1=1-g-1 gesenkt und nach 110 Tagen erneut auf 5,7 mmoly ~pa°
171-d71 erhsht. Trotsz vermindertem C-Fluf3 blieben jedoch die Ab-

bauaktivitdten fiir BA, Acetat und H,/CO, im Reaktor erhalten.

Nach Verdoppelung der Raumbelastung von 5,7 auf 11,2 mmol-1"1-
g-1 verdoppelten sich auch die maximalen Umsatzraten der trophi-
schen Gruppen (Tabelle 3.8). Die Anteile der trophischen Gruppen
an der Biomasse, ermittelt aus dem Verhiltnis der Umsatzaktivi-
tdten der trophischen Gruppen =zueinander, blieben dabei kon-

stant.

Bei der Bestimmung der Umsatzraten von H2/C02 zu Methan wurde
beobachtet, daf die sedimentierte und nur lose an die Tréager
gebundene Biomasse durch aufsteigende Gasblasen aufgewirbelt und
in der fliissigen Phase verteilt wurde. Deshalb wurden bei einer
Messung die Umsatzraten Iim Reaktoriiberstand vor und nach dem
Einleiten des szcoz Gasgemisches bestimmt. Die Ergebnisse die-
ser Messungen sind in der Tabelle 3.9 dargestellt.
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Tabelle 3.8: Maximale Umsatzraten der trophischen Gruppen in den
Reaktoren mit den Trdgermaterialien PUR-B 4,8% und PUR-B 33% bei

unterschiedlichen Raumbelastungen.

Raumbela- Kohlege- Umsatzraten in mmol'1™%+-d~1 fiir die
stung in halt der Tra- Substrate
mmol 17%-d"1l ger in $ 3-CBA  BA  Acetat H,/CO,
5,7 33 9,9 30,9 81,5 153
4,8 8,7 23,1 66,5 142
11,2 33 23,3 54,8 186 337
4,8 21,6 48,6 148 268

Zu Beginn des Experimentes waren in beiden Reaktoren nur 0,3%
bis 1% der maximalen Umsatzaktivitdten in der Fliissigkeit nach-
weisbar. Die Umsatzaktivitdten der hydrogenotrophen Methanbak-
terien in der flissigen Phase stiegen durch die Scherbelastung
in beiden Reaktoren auf das 40 - 50fache, widhrend sich die Um-
satzaktivitadten fiir die dehalogenierenden und BA abbauenden
Bakterien nur um den Faktor 5 - 7 erhBhten., Die Umsatzaktivitad-
ten fir Acetat stiegen in dem Reaktor mit PUR-B 4,8% um den Fak-
tor 12, in dem Reaktor mit PUR~B 33% jedoch nur auf das 6,5fa-
che. Insgesamt waren jedoch auch nach der erhShten Scherbela-
stung noch 80 bis $%0% der hydrogenotrophen und mehr als 90% der
dehalogenierenden und Benzoes8urse bzw. Acetat abbauenden Bak-

terien auf den Tr8ger immobilisiert.

Um den Anteil nicht aktiver Biomasse in den Reaktoren abschitzen
zu konnen, wurden die spezifischen Umsatzraten der Biofilme auf
den Trdgern bestimmt. Die auf den Tr&gern immobilisierte Biomas-
se -wurde dabei mit DNA-Bestimmungen nach Burton (1956) ermit-
telt. Die Tabelle 3.10 zeigt die spezifischen Umsatzraten der
trophischen Gruppen in den Reaktoren bei einer Raumbelastung von
11,2 mmol-171-g"1 im Vergleich zu Batch-Kulturen. In dem Reaktor
PUR-B 33% wurde mit 4200 mg'1”! eine um 300 mg-1~1 hdhere Prote-
inkonzentration gemessen, als in dem Reaktor PUR-B 4,8%. Da in
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Tabelle 3.9: Abl&sung der Biofilme durch aufsteigende Gasblasen.
Bestimmt wurde der Anteil der suspendierten an den Gesamtumsatz-
aktivtdten (mmol‘l'l'd_l) der trophischen Gruppen in den in den
Reaktoren mit den Tr8germaterialien PUR-B 33% und PUR-B 4,8% vor
und nach Wasserstoffeinleitung am unteren Ende der Reaktoren.
Die Werte in Klammern geben den prozentualen Anteil an der im

Gesamtraktor vorhandenen maximalen Umsatzaktivitdt an.

Substrat Umsatz im Umsatz im Unsatz im Uberstand
Gesamtreaktor  Uberstand nach Scherbelastung
(mmol'l'l'd"l) (mmol‘l'l'd"l) (mmol‘l'i'd"l)

Reaktor mit PUR-B 33%:

3-CBA 9,6 0,045 (0,5) 0,27 (2,8)
BA 25,1 0,12 (0,5) 0,89 (3,5)
Acetat 73,4 0,76 (1,0) 5,0 (6,8)
Hqy 160 0,56 (0,4) 31,2 (19,5)
Reaktor mit PUR-B 4,8%:

3-CBA. 8,7 0,647 (0,5) 0,29 (3,3)
BA 23,1 0,17 (0,7) 0,85 (3,6)
Acetat 66,5 0,37 (0,6) 4,5 (6,8)
H2/C02 142 0,38 (0,3) 16,0 (11,3)

dem Reaktor PUR-B 33% ebenfalls hbhere maximale Umsatzaktivitd-
ten bestimmt wurden, ergaben sich fiir die Biofilme in beiden Re-
aktoren etwa gleich hohe spezifische Aktivititen aller trophi-
scher Gruppen. Im Vergleich zu den Batch-Kulturen zeigten sich
jedoch Verschiebungen bei den Methanbakterien, wihrend die spe-
zifischen Aktivitdten der dehalogenierenden und BA abbauenden
Bakterien sowohl in den Batch-Kulturen als auch in den Reaktoren
etwa gleich hoch waren. In den Biofilmen der Reaktoren wurden
Acetat umsetzende Methanbakterien angereichert, was sich in den
héheren spezifischen Aktivitdten gegeniiber den Batch-Kulturen
zeigte. Die spezifischen Aktivitdten der hydrogenotrophen Me-
thanbakterien waren gegeniiber den Batch-Kulturen auf etwa die
Halfte verringert, da diese aus den Biofilmen leichter herausge-

16st und so stdrker ausgewaschen wurden, als die dehalcgenieren-
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den und Benzoesdure hzw. Acetat abbauenden Bakterien.
Tabelle 3.10; Spezifische Umsatzraten (umol'mgprotein'l'd_l) fir

die Substrate 3-CBA, BA, Acetat und H2/C02, bezogen auf den

Proteingehalt der Gesamtmischkultur.

spezifische Umsatzraten (umol’mgProtein‘i'd'l)
Reaktor mit Reaktor mit
Substrat Batch-Kulturen PUR-B 33% Pur-B 4,8%

CBA 8,1 5,5 5,5
BA 12,1 13,0 12,5
Acetat 25,3 44,2 37,9
H2/C02 163 80,4 68,8
Raumbelastung der Reaktoren: 11,2 mmol'l'l'd"l

PUR-B 33% : 4200 mg'171
PUR-B 4,8% : 3900 mg'171

3.2.4. Rasterelektronenmikroskopie

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie wurde untersucht, ob
das gesamte Volumen der Trdger in gleichem Umfang bewachsen war
und, ob die Biomasse in den Poren der Schaumstofftriéger zuriick-
gehalten wurde. Auf den Rasterelektronenmikroskopischen Aufnah-
men waren keine Unterschiede zwischen den Biofilmen auf den Trd-
germaterialien PUR~B 4,8% und PUR-B 33% sichtbar. Daher stammen
alle in Abbildung 3.6 zusammengefaften Aufnahmen von dem selben
Trigerstiick PUR-B 4,8%, das gegen Ende der Aktivitdtsmessungen
bei einer Raumbelastung von 5,72 mmol3_CBA'l_l d~! aus dem Reak-

tor PUR-B 4,8% entnommen wurde.

Die Untersuchungen zeigten, daf die Trdger auf der Aufenseite

bismin etwa 1 mm Tiefe am dichtesten bewachsen waren. In Bild 1
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ist ein aufgeschnittenes Trdgerstick mit Blick auf eine Schnitt-
seite dargestellt. Oben ist die ehemalige Aufenseite und am lin-
ken Biildrand eine weitere Schnittseite zu erkennen, wodurch der
auf der Aufenseite stdrkeren Bewuchs deutlich wird. Bild 2
stellt die stark bewachsene Aufenflidche dem Inneren eines aufge-
schnittenen Trégerstiickes in Bild 3 gegeniiber. Auf der Aufen-
seite war von der Schaumstoffstruktur nur mehr wenig zu erken-
nen, wdhrend im Inneren noch grofe, unbewachsene Hohlrdume vor-
handen waren. Obwohl sich ein dichter Bakterienrasen bildete,
wuchsen die Poren des Trédgermaterials auf der Aufenseite nicht
vollstdndig zu. Die Bilder 4 und 5 zeigen Ausschnittvergrdferun-
gen, die die Bakterien in den Biofilmen erkennbar machen. Beide
Bilder =zeigen, daf die Biofilme zu einem hchen Anteil aus fadi-
gen Bakterien bestanden, die dem acetatverwertenden Methanbakte-
rium Methanosaeta morphologisch sehr &hnlich waren. Auf Bild 5
ist ein Steg des Schaumstoffes in verschiedenen Stadien des Be-
wuchses gezeigt. Wdhrend auf der linken Bildseite noch die Ober-
fldche des Schaumstoffes zwischen einzelnen Bakterien und klei-
nen Zellaggregaten erkennbar ist, hat sich auf der rechten Bild-

seite bereits ein dichter Bakterienrasen gebildet.




Abbildung 3.6; Bild 1: REM Aufnahme eines aufgeschnittenen, mit
3-CBA abbauenden Bakterien bewachsenen PUR-B 4,8% Tragerstiickes.
Mafistab = 10C0 pm

Abbildung 3.6; Bild 2:

REM Aufnahme des 3

filmes auf der Aufenseite eines bewachsenen PUR
stiickes.

-CRBA abbauenden Bio-
-B 4,8% Trager-

100fache Vergrdferung: Mafstab = 100 um
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Abbildung 2.6; Bild 3: REM Aufnahme des 3-CBA abbauenden Bio-
filmes im Inneren eines bhewachsenen PUR-B 4,8% Trigerstickes.
Mafstab = 1060 um

Abbildung 3.6; Bild 4: REM Aufnahme des 3-CBA abbauenden Bio-
filmes auf der Aufenseite eines bewachsenen PUR-B 4,8% Triger-
stiickes. Mafistab = 10 um
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3.3. Isolierung eines 3-Chlorbenzoesdure verwertenden Bakte-

riums

Da mit Desulfomonile tiedjei {DeWeerd et al. 1990) bisher nur ein
strikt anaerches 3-CBA verwertendes Bakterium bekannt war,; sollte
versucht werden, aus der Mischkultur 3-CBA umsetzende Bakterien :zu
isoclieren. Pyruvat war das einzige bekannte Substrat, das zu be-
schleunigtem Wachstum der 3-CBA verwertenden Bakterien in der
Mischkultur fiihrte (Brunner 1987). Anreicherungskulturen auf Pyru-
vat fihrten Jjedoch zu verstdrktem Wachstum der Begleitflora, so
dap die spezifische 3-CBA Umsatzaktivitdt in der Mischkultur ab-
nahm (Brunner 1987).'Versuche, 3-CBA verwertende Bakterien mit Py-
ruvat als C-Quelle direkt aus der Mischkultur zu isolieren blieben

erfolglos.

Die Mischkultur konnte durch eine anaerobe Dichtegradientenzentri-
fugation in 5 Banden fraktioniert wexrden, die Dichten wvon 1,030
bis 1,095 g‘ml”l hatten (Abbildung 3.7). Alle Banden wurden ein-
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zeln abgezogen und in Medium mit den Substraten Pyruvat und 3-CBA
iberfiilhrt. Aus diesen Fliissigkulturen wurden sofort Verdiinnungs-
reihen hergestellt, mit denen Rollrthrchen angeimpft wurden. Wah-
rend der Inkubation wurden die Fliissigkulturen auf 3-CBA Verbrauch
untersucht, wobei sich zeigte, daf nur die Bakterien 3-CBA umset-
zen konnten, die in der Bande mit einer Dichte wvon 1,095 gr'ml—l
angereichert wurden. Von den 100 Isolaten aus dieser Bande setzten
5 3-CBA um. Da 2 dieser 3-CBA umsetzenden Isolate Mischkulturen
waren und sich die lbrigen 3 als identisch erwiesen, sind im fol-
genden nur die Ergebnisse aus den Untersuchnungen eines der 3-CBA

verwertenden Isolate (PY1) dargestellt.

Abbildung 3.7: ZentrifugenrShrchen mit 5 Bakterienbanden unter-
schiedlicher Dichte nach der Dichtegradientenzentrifugation der

Mischkultur in anaercobisiertem Percoll.
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3.3.1. Charakterisierung des 3-Chlorbenzoesdure umsetzenden

Organismus

Der isolierte Organismus PYl war ein gram™ , bewegliches, gekrimm-
tes Stdbchen mit polarer monotricher Begeifelung. Die Lange des
Organismus schwankte zwischen 1,5 und 5 pm mit einer von 1 bis 10
schwankenden Anzahl von Kriimmungen (Abbildung 3.8). Sulfat stei-~
gerte sowohl die Wachstumsrate, als auch den Wachstumsertrag auf
Pyruvat, das das einzige untersuchte Substrat war, auf dem PYl in

Abwesenheit reduzierbarer Schwefelverbindungen wachsen konnte.

Aufgrund des wachstumssteigernden Einflusses von Sulfat, der Mor-
phologie und des positiven Nachweises von Desulfoviridin (Tabelle
3.11) wurde das Isolat PYl als Mitglied der Gattung Desulfovibrio
identifiziert (Postgate 1984 und Widdel 1988). Das Substratspek-

trum (Tabelle 3.12) stimmte weitgehend mit den Literaturdaten fir

(
Desulfovibrio vulgar iberein, die sich nur
durch das Wachstum von D. desulfuricans auf Cholin unterscheiden.
Die Einstufung des Isclates als D. vulgaris Stamm PYl und die Un~
terscheidung von D. desulfuricans erfolgte aufgrund des nicht vor-

handenen Wachstums auf Cholin. Dies wurde durch die Bestimmung des

GC~-Gehaltes der DNA mit 64% GC bestdtigt, was mit dem GC-Gehalt
der DNA von D. vulgaris (65%) {Ubereinstimmt und deutlich hdher

liegt, als der GC~Gehalt der DNA von D. desulfuricans mit 59%.
E : .

Abbildung 3.8: REM Aufnahme des 3-CBA umsetzenden Isolates PY1l aus
der 3-CBA abbauenden Mischkultur. Mafistab = 1 um
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Tabelle 3.11: Vergleich der morphoclogischen Eigenschaften des 3~

CBA umsetzenden

Bakteriums PY1

Desulfovibrio desulfuricans.

mit Desulfovibrio vulgaris und

Pyl D. D, desul-
vulgaris furicans
Form Vibrio Vibrio Vibrio
Begeifielung polar, polar, polar,
monctrich monotrich monotrich
Ldnge in um 1,5 - 5 1,5 - 4 1,5 - 4
Dicke in um 0,5 0,5 - 0,8 0,5 - 0,8
Gramfdrbung - - -
Temperaturoptimum 37°C 30 - 36°C 30 - 38°C
pH Optimum 6,3 - 7,5 nevtral neutral
Sporenbildung - - -
Desulfoviridin + + +
GC-Gehalt der DNA 64% 65% 59%

Als Produkte des Wachstums auf Pyruvat mit Sulfat oder Sulfit wur-

den Acetat, CC, und Sulfid nachgewiesen

(Abbildung 3.9). Wihrend

des Wachstums auf Pyruvat ohne reduzierbare Schwefelverbindungen

als Elektronenakzeptor wurden zusdtzlich Wasserstoff, Ethanol und

Succinat gefunden (Abbildung 3.10).
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Tabelle 3.12: Vergleich der von Desulfovibrio vulgaris Stamm PYl
zum Wachstum genutzten Substrate und Elektronenakzeptoren mit Li-

teraturdaten von . vulgaris und D. desulfuricans.

C~-Quelle Elektronenak- Pyl D. D. desul-
(2,2 g'l"l) zeptor (10 mM) vulgaris furicans
Pyruvat Sulfat + + +
Laktat Sulfat + + +
Malat Sulfat + + +
Formiat Sulfat + + +
Fumarat Sulfat + + +
Ethanol Sulfat + + +
Acetat + H, Sulfat + + +
Acetat Sulfat - - -

BA Sulfat - - -
Cholin Sulfat - - +
Hy/CO4 Sulfat - - -
Pyruvat - + + +
Fumarat - - n. b.2 n. b.
Laktat - - n. b. n. b.
Malat - - n. b. n. b.
Formiat - - n. b. n. b.
Ba - - n. b. -
Cholin - - - +
Laktat Sulfit + + +
Laktat Thiosulfat + + +
Laktat Disulfit + + +
Laktat Schwefel - - -
Laktat Nitrat - - -
Laktat Fumarat - n. b, n. b.
Q .

= nicht beschrieben
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Abbildung 3.9: Bildung von Acetat {g), COp ( ) und HyS (&)
waéhrend des Wachstums ( & ) von D. vulgaris Stamm PYl auf 20 mM
Pyruvat (2{) mit Sulfat (O} als Elektronenakzeptor (alle Anga-

ben in mmol'l'l).
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Abbildung 3.10: Bildung von Acetat (@), Ethanol (0d), Succinat

(&) und Wasserstoff (= ) wihrend des Wachstums (&) von D. vulga-

ris

Stamm

PY1

auf

20 mM Pyruvat

{O)

Elektronenakzeptor (alle Angaben in mmol'l“l).
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3.3.2. Umsetzung substituierter Benzoesduren

Die bisher einzige bekannte anaerobe Umsetzung von 3-CBA war die
Dehalogenierung zu Benzoesdure (Tiedje et al. 1987). Da in den
Kulturen keine Benzoesdure nachgewiesen werden konnte, wurde un-
tersucht, welche Produkte der isolierte Organismus D. vulgaris
Stamm PY1 aus 3-CBA bildete. Dabei wurde 3-Chlorbenzylalkohol (3-
CBOH) iber GC-MS als einziges Produkt der 3-CBA Umsetzung nachge-
wiesen. Die Reduktion von 3-CBA zu 3-CBOH erfolgte quantitativ
ohne die Bildung von Zwischenprodukten und endete, nachdem das

Substrat Pyruvat verbraucht war (Abbiidung 3.11)}.
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Abbildung 3.11:; Bildung von 3-CBCH (O ) aus 3-CBA (& ) durch D.

vulgaris Stamm PYl widhrend des Wachstums auf 18 mM Pyruvat bel pH
6,7 und 37 °C in Abwesenheit von Sulfat (Angaben in mmol'l'l}. Der
Pfeil markiert den Zeitpunkt, als in der Xultur kein Pyruvat mehr

nachweisbar war.

Neben 3-CBA konnte D. vulgaris Stamm PYl noch eine Reihe weiterer

substituierter Benzoesduren widhrend des Wachstums auf 20 mM Pyru-
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Tabelle 3.13: Umsetzung unterschiedlich substituierter Benzoesiu-

ren (Anfangskonzentration: 500 umol'l“l} durch D.
PYl wdhrend des Wachstums mit 20 mmol Pyruvat-1"1 bei 37 °C und pH

6,3. Alle Angaben sind Mittelwerte aus 4 Parallelen.

Umgesetzte Menge

vulgaris Stamm

Benzocesdure

2-Cl-Benzoesiure
2-Br-Benzoesidure
2-0OH~Benzoesiure

3-F-Benzoesidure
3-~Cl-Benzoesiure
J-Br-Benzoesiure
3-J-Benzoesidure
3-0OH-Benzoesiure
J-Amino-Benzoesiure

4-F-Benzoesiure

4~Cl-Benzoesdure
4-Br-Benzossiure
4-0H-Benzoesiure

2,3~Cl-Benzoesgiure
2,4~-Cl-Benzoesiure
2,5-Cl-Benzoesdure
2,6-Cl-Benzoesiure
2-0H,5-~Cl-Benzoesiure

3,4-Cl-Benzoesidure
3,5-Cl-Benzoesiure
3,5-0H-Benzoesiure

vat reduzieren (Tabelle 3.13).

umol'l‘l
440 * 12
15 & 26
15 & 24
10 £ 13
317 £ 17
425 + 28
378 £ 39
318 & 46
=10 + 32
400 + 32
220 t 22
385 £ 19
340 £ 17
-10 £ 8
B + 26
150 = 23
100 £ 36
13 = 17
ig8 £ 17
330 £ 27
152 + 55
20 * 29

Wahrend der 30 t&gigen Inkubation

bei pH 6,3 und 37°C nahm die Konzentration aller zur Carboxylgrup-

pe 1n meta- und para-Position monohalcgenierter Benzoesduren um

220 bis 430 pmol*1” 1l ab. Dabei hatte die Art des

~ 1
Hal

ogenatoms Ein-
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flup auf die umgesetzte Menge. Die chlorierten Benzoesduren wurden
mit etwa 400 umol'l"1 in anndhernd dem gleichen Umfang umgesetzt
wie Benzoesdure, wihrend die umgesetzte Menge bromierter, fluo-
rierter und Jodierter Benzoesduren in dieser Reihenfolge abnahm.
Hydroxylierte wund in ortho-Stellung halogenierte Benzossduren

konnte D. vulgaris Stamm PY1l nicht umsetzen.

Neben den aromatischen Carbonsduren konnte D. vulgaris Stamm PY1
auch aliphatische Carbonsduren reduzieren. Dabei wurde die Bildung
von Propanol, iso- und n-Butancl sowie von n-Amylalkohol aus den

entsprechenden Sduren nachgewiesen.

Bei der Reduktion von organischen Sduren zu Alkoholen wird Wasser-
stoff fixiert. D. vulgaris Stamm PY1l konnte auf Wasserstoff und
Sulfat als Energiequelle mit Acetat als Kohlenstoffgquelle wachsen
(Tab. 3.12). Deshalb wurde untersucht, ob D. vulgaris Stamm PY1
auch den im 3-CBOH fixierten Wasserstcocff mit Sulfat zur Energiege-
winnung nutzen konnte. Wahrend der lmonatigen Inkubation konnte in
den EKulturen mit Acetat als (C-Quelle jedoch weder die Bildung wvon

3-CBA aus 3-CBCH, noch eine Zunahme der PBiomasse beobachtet

werden.

3.3.3. Einfluf von Kulturparametern auf die Reduktion von

3=Chlorbenzoesdure

Der Einfluff von Kulturparametern auf die Umsetzung von 3-CBA durch
D. vulgaris PYl wurde untersucht, um das Wachstum und die Reakti-
onsbedingungen zu optimieren. Bei der Untersuchung des Einflufes
er Sulfatkonzentrationen begann in der XKontrollkul-
tur cohne Sulfat die Reduktion wvon 3-CBA sofort und endete nachdem
kein Pyruvat mehr nachweisbar war (Abbildung 3.12). In der Kultur
mit 1 mM Sulfat begann die Umsetzung von 3-CBA erst nach 5 Tagen,
als kein Sulfat aber noch Pyruvat vorhanden war. In dieser Kultur
wurde mit 0,3 mmol * 171 gegeniiber 0,7 mmol-1"1 in der Kontrollkui-
tur um etwa den Faktor 2 weniger 3-CBA reduzieri, widhrend in der
Kultur mit 6 mM Sulfat keine Abnahme der 3-CBA Konzentration becb-

.achtet wurde.
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Abbildung 3.12: Umsetzung von 3-CBA in Kulturen mit unterschied-
lichem Sulfatgehalt bei pH 6,7 und 37°C. Die Sulfatan-
fangskonzentrationen waren 0 mmol-1~1 {e), 1 mmol * 171 (m) und 6

mmol-1-% (9Q).

Neben Sulfat inhibierten auch S8Sulfit, Disulfit und Thiocsulfat die
Reduktion wvon 3-CBA (Tabelle 3.14). Mit molekularem Schwefel und
Nitrat im Medium wurde wdhrend des Wachstums auf Pyruvat mit etwa
800 ;mlol‘l_l die gleiche Menge 3-CBOH gebildet, wie in der ZKXon-
trolle.

Um zu klé&ren, ob die Hemmung der 3-CBA Reduktion durch reduzier-
bare Schwefelverbindungen kompetitiv erfolgte, wurden zu 3-CBA re-
duzierenden Kulturen unterschiedliche Mengen Sulfat =zugegeben.
Nach der Sulfatzugabe setzte sofort erhBhtes Wachstum ein (Abbil-
dung 3.13a), w&hrend die Reduktion wvon 3-CBA mit unverdnderter

Geschwindigkeit erfolgte (Abbildung 3.13b). Mit =zunehmender Sul-




66

Tabelle 3.14: Bildung von 3-CBOH aus 1 mmol 1”1 3-CBA wihrend des
Wachstums von D. vulgaris Stamm PY1l auf Pyruvat mit verschiedenen

anorganischen Elektronenakzeptoren (10 mM).

Elektronenakzeptor 3-CBOH (umol'l_l)
Kontrolle (-) 868 *+ 14
Nitrat 808 = 37
Schwefel 782 t 10
Sulfat 22 £ 4
Sulfit 6 + B8
Thiosulfat 35 £ 15
Disulfit 19 + 20

0.121
£ 0.14
&
© 0.084
S 0.06-
€ 0.04+
e
0
£
O
[®]
=
0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit {d)

Abbildung 3.13a: Wachstum von D. vulgaris PY1l bei nachtraglicher 2
Zugabe unterschiedlicher Sulfatmengen w&hrend des Wachstums auf 20 |
mmol Pyruvat'l_l bei pH 6,7 und 37°C. Die nachtrdglich zugegebenen
Sulfatmengen waren 0 {&®), 0,1 (@), 90,5 (&) und 1 mmol:1™1 (Q).
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fatmenge sank jedoch die wdhrend des Wachstums reduzierte Menge 3-
CBA, da Pyruvat schneller verbraucht wurde und die entstehenden
reduzierten Reduktionsdquivalente durch die Sulfidbildung regene-
riert werden konnten. Da keine Verringerung der 3-CBA Reduktions-
rate beobachtet wurde, konnte eine kompetitive Hemmung durch Sul-

fat ausgeschlossen werden.

Abbildung 3.13b: 3-CBA-Verbrauch durch D. vulgaris PYl bei nach-
trdglicher Zugabe unterschiedlicher Sulfatmengen wBhrend des
Wachstums auf 20 rn;rnolPyruvat"l"l bei pH 6,7 und 37°C. Die nach-
trdglich zugegebenen Sulfatmengen waren 0 (® ), 0,1 (o), 0,5 {e&)
und 1 mmol-1-1 (O).

Da Sulfat zwar das Wachstum stimulierte, aber die widhrend des
Wachstums reduzierte Menge 3-CBA verringerte, wurde versucht, das
Wachstum und die Reduktion wvon 3-CBA durch Verdnderungen des pH-
Wertes zu steigern. Fir die Bestimmung der pE-Optima des Wachstums
mit und ohne Sulfat wurde das Medium in dem pH-Bereich von 6 - 7,5
mit Carbonat und von pH 7,5 - 8,2 mit Tris-HCl gepuffert. Wdhrend
des Wachstums sank der pH-Wert um etwa 0,1 pH-Einheiten ab. Abbil-
dung 3.14 zeigt, daf D. vulgaris PY1l auf 20 mM Pyruvat mit 10 mM
Suifat in dem Bereich wvon pH 6,3 bis 7,5 mit einer Xkonstanten
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Wachstumsrate von 0,075 - 0,08 h'l wuchs. Dies entsprach einer
Verdoppelungszeit von 8,7 Stunden. Bei pH-Werten unter pH 6,0 und
iiber pH 8,0 wuchs D. vulgaris PY1l nicht.

0.1

=

~

< 0.075-

= 0

9

S 0.05- o

w0

&

=

0

2 0.025-

S

= i \
(oF = ; ' . =CIL
6 6.5 7 7.5 8

pH

Abbildung 3.14: Wachstumsraten von D. vulgaris Stamm PYl auf Pyru-
vat plus Sulfat in Abhdngigkeit vom pH-Wert in Carbonat- (@ ) und
Tris-HCl (o) gepuffertem Medium,.

Auch auf Pyruvat ohne Sulfat wuchs der Organismus iliber den gesam-
ten pH-Bereich wvon 6,3 bis 7,6 mit Wachstumsraten von §,1i6 bis
0,18 d™1 etwa gleich schnell. Damit war das Wachstum gegeniiber
Kulturen mit Sulfat um den Faktor 10 verlangsamt. Die wdhrend des
Wachstums auf 20 mM Pyruvat reduzierte 3-CBA-Menge nahm jedoch mit
sinkendem pH-Wert von 0,17 mmol-1"1 bei pH 7,6 auf 0,87 mmol-1"
l-bei pH 6,3 zu (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Bildung von 3-CBOH (mmol®17*)
tumsraten ( 0) mit Pyruvat als Substrat bei unterschiedlichen pH-

Werten 37°C.

Das Isclat D. vulgaris Stamm PYl war auf demselben Mineralsalzme-
dium isoliert worden, auf dem auch die Mischkultur wuchs. Dieses
Medium enthielt jedoch Vitamine, die fiir methanogene Bakterien und
Mischkulturen optimiert waren (Balch et al. 1979). Deshalb sollte
untersucht werden, ob D. vulgaris PYl diese Vitamine, sowie die
zugesetzten Spurenelemente und Vitamine zum Wachstum und zur Re-
duktion von 3-CBA bendtigte. Dazu wurde D. vulgaris Stamm PY1l auf
Pyruvat ohne anorganische Elektronenakzeptoren mit variierenden
Konzentrationen dieser Medienzusidtze angezogen. Nach 2ltdgiger In-
kubation wurden nicht metabolisiertes Pyruvat, 3-CBA Verbrauch und
Zunahme der Optischen Dichte bei 660 nm bestimmt (Tabelle 3.15).
Im Vergleich zu der Kontrolle wurden nur in den Ansdtzen ohne Ei-
sen und Molybddn um den Faktor 2 - 3 geringere Zunahmen der opti-
schen Dichte und um den Faktor 2 erh8hte Pyruvatkonzentrationen
beobachtet. In den Kulturen mit doppelten Gaben Spurenelementld-
sung oder Wolfram-Selen-L8sung, sowie in der Xultur ohne Selen
wurden kein Pyruvat und leicht erhShte OD-Werte gefunden. In allien
Kulturen wurden etwa 0,9 mmol3_CBA'l“l reduziert. Lediglich in den
Kulturen ohne Eisen und Wolfram wurden nur 0,46 bzw 0,3 mmol-171
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3-CBA umgesetzt. Die mit dem Inokulum eingetragenen ibrigen Spu-
renelemente und Vitamine reichten also aus, das Wachstum wvon D.

vulgaris Stamm PY1l zu unterstitzen.

Tabelle 3.15: Einfluf von Vitamin- und Spurenelementmangel auf das
Wachstum von D. vulgaris Stamm PYXI auf 50 mmOleruvat'l_l bei pH
6.4 und 37°C. Angegeben sind die Endwerte nach 21 Tagen Inkuba-

tion.
oD660nm Restpyruvat 3-CBA Verbrauch
(mmol'l"l) (mmol'l"l)

Kontrelle 0,061 11,9 0,94

2'SL 10 0,064 o 0,90
2'W-SE-Lsqg. 0,069 - 0,83

- Vitamine 0,064 19,7 0,78

- Fe 0,021 39,7 0,456

- Ni 0,051 15,4 0,89

- Zn 0,060 4,1 0,91

- W 0,058 15,3 0,80

- Se 0,072 -— 0,95

- Mn 0,056 15,5 0,90

- Cu 0,049 14,8 0,91

- Co 0,057 17,8 0,91

- Mo 0,030 37,2 0,30

~ H3BO;y 0,057 14,3 0,91

3.3.4 Einfluf variierender Aromatenkonzentrationen auf das

Wachstum mit Pyruvat

Nach der Optimierung der Xulturparameter filir das Wachstum auf Py-
ruvat ohne Sulfat und die Reduktion von 3-CBA wurde untersucht, ob
die Reduktion von BA oder 3-CBA einen Wachstumsvorteil filir D. vul-
garis PY1 auf Pyruvat ohne Sulfat darstellte. 3-Chlorbenzoesdure
in Konzentrationen von wenigen mmol*1~1 hemmte jedoch die Misch-

kultur, aus der D. vulgaris PY1l isoliert worden war (Kj~Wert: 12
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mM, Brunner 1987) und das Wachstum von Desulfomonile tiedjei bei 1
mmol 171 (Shelton et al. 1984). Daher wurden zunichst die K; -Werte
fur BA und 3-CBA bei Wachstum auf Pyruvat mit Sulfat bestimmt, um
so iber die Auswahl des geeigneten aromatischen Cosubstrates in
den folgenden Versuchen eine Wachstumsinhibierung durch hohe Aro-

matenkonzentrationen auszuschliefen.

Wachstumsrate (1/h)

0 5 10 15 20 25 30
BA bzw., 3—-CBA (mmol/1)

Abbildung 3.16: Wachstrumsraten D. vulgaris PY1l auf 20 mmol Pyru-
vat*17! plus 10 mmol Sulfat'1™! bei unterschiedlichen BA- (m) und
3-CBA-Konzentrationen (o).

Per K;-Wert fiir 3-CBA wurde mit 6 mmol'1”! und fiir BA mit 17 mmol-
-1 ermittelt. Bei einer Anfangskonzentration von 10 rm:nol3_‘GBA'l‘”l
wuchs D. vulgaris PY1l nicht, wihrend bei 30 mmolBA'l'l noch stark
verlangsamtes Wachstum von PY1l beobachtet wurde. (Abbildung 3.16).
Die Inhibierung des Wachstums war bereits bei 3 mmol-1~! 3-CBA
deutlich erkennbar, wihrend 3 ﬁmmlBA‘l'l die Wachstumsrate nicht

verringerten.




72

Da BA das Wachstum von D. vulgaris Stamm PYl weniger stark ver-
langsamte als 3-CBA, wurde der Einfluffi steigender Aromatenkonzen-—
trationen auf das Wachstum chne Sulfat mit BA als Cosubstrat un-
tersucht. Dabei wurde in Kulturen mit 2 mmol'l”! Benzoesdure eine
Wachstumsrate von 0,1 pro Tag becbachtet, wahrend in der Kultur
mit 0,05 mmolBA'l“l eine um den Faktor 2 niedrigere Wachstumsrate
von (0,049 pro Tag gemessen wurde. In dem Bereich von 2 bis 5
mmolBA'l‘1 trat keine weitere Erhdhung der Wachstumsrate auf (Ab-
bildung 3.17). In allen Kulturen wurden 25 mg Protein 17} gebil-
det.
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Abbildung 3.17: Abhidngigkeit der Wachstumsrate von der Benzoesdu-
rekonzentration., D. vulgaris PY: wuchs auf 20 mmocl Pyruvat-l

ohne Sulfat bei pH 6,3 und 37°C.

Neben der Wachstumsrate beeinflufte Benzoesdure auch die Produkte
des Pyruvatstoffwechsels. In Tabelle 3.16 sind die Produkte des
Wachstums auf 20 mmol-1-! Pyruvat ohne Sulfat mit 2 mmol- 171 Ba
und ohne BA dargestellt. Durch die Reduktion wvon 0,8 mmol-1"! Ba
wurden 0,3 mmol-171 weniger Laktat, 0,3 mmol - 171 weniger Succinat
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und 1,3 mmol 17! weniger Ethanol gebildet. Bei gleicher Ausbeute
an Acetat, wurden jedoch in der Kultur mit BA etwa 3 mmol- 11 Co,
mehr gebildet als in der Kultur ohne BA. Die Kohlenstoffbilanz in
beiden Kulturen lag bei etwa 97%, widhrend die nach Gottschalk
(1988) berechnete Wasserstoffbilanz in der mit BA gewachsenen XKul-
tur etwa 5% niedriger lag als in der Vergleichskultur. Der Versuch
zeigte einen quantitativen Zusammmenhang zwischen der Bildung ven
Benzylalkohol, Succinat und Laktat, und machte deutlich, daf die
Funktion der 3-CBA Reduktion in der Regenerierung von Elektronen-

Ubertrdgern lag, die wdhrend des Wachstums auf Pyruvat reduziert

wurden.

Tabelle 3.16: Produkte des Wachstums auf 20 mmol* 171 Pyruvat ohne
Sulfat bei pH 6,4 und 37°C mit Zusatz von 2 mmol:l”1 Benzoesidure
und Vergleichskultur ohne Benzoesiure (Angaben der Konzentrationen

in mmol‘l”l, Bilanzen in %).

Substrate Pyruvat 20 20
BA -

Produkte Acetat 15,7 15,6
Ethanol 4,5 3,2
Succinat 1,05 0,7
Hqy 4,3 3,6
Co, 13,8 17,0
Laktat 0,3 -
BOH - 0,8
BA - 1,2

Bilanzen Kohlenstoff 97,2 96,5
Wasserstoff 89,8 83,6

3.3.5. Funktion des Isolates in der Mischkultur

Da das Isolat PYl {iber 4 Jahre der Kultivierung mit 3-CBA als ein-
ziger Kohlenstoff- wund Energiequelle in der Begleitflora der




74

Mischkultur erhalten blieb, wurde iiberpriift, ob 3-CBOH ein Zwi-
schenprodukt des 3-CBA Abbaus in der Mischkultur darstellte. Zur
Uiberpriifung dieser Vermutung wurde die Mischkultur mit 3-CBOH als
Substrat inkubiert und der 2abbau mit regelmdfigen HPLC Analysen
verfolgt. Erst nach einer 15tdgigen Adaptationsphase begann die 3-
CBOH Xonzentration zu sinken, wobei 3-CBA als Intermediat des Ab-
baus von 3-CBOH auftrat (Abbildung 3.18). Auch unter einexr Wasser-
stoffatmosphire, die den weiteren Abbau von BA verhindert und die
Dehalogenierung stimuliert, konnte nur BA als Dehalogenierungspro-
dukt nachgewiesen werden, jedoch wurde weder BOH gebildet, noch
wurde 3-CBOH abgebaut.
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Abbildung 3.18: Abbau von 3-CBOH ( &) und Wachstum ( @ ) der Misch-
kultur mit intermedidrer Bildung von 3-CBA (nm) bei 37°C und pH
6,7.

In enzymatischen Untersuchungen sollten die an der Reduktion von
3-CBA beteiligten Enzyme charakterisiert und ein Modell fir die
Funktion dieser Enzyme widhrend des Wachstums ohne oxidierte Schwe-
felverbindungen entwickelt werden. Da keine Informationen iiber die

natiirlichen Elektroneniibertrdger der Reduktion von 3-CBA zu 3-CBOH
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verfligbar waren, wurde der Enzymtest zunichst mit Methylviologen
als Elektroneniibertrédger entwickelt. Reduziertes Methylviologen
wird jedoch durch in Desulfovibrio vulgaris mit hohen Aktivitdten
vorkommende Hydrogenasen unter Freisetzung von Wasserstoff oxi-
diert (Lissolo et al. 1986). Da diese Reaktion reversibel ist wur-
den die Untersuchungen unter Wasserstoffatmosphire durchgefiihrt,
um das eingesetzte Methylviologen im reduzierten Zustand zu hal-
ten. Neben Wasserstoff konnte auch Pyruvat als Elektronendonor
eingesetzt werden, um Methylviologen zu reduzieren. Diesen An-
sdtzen mufte neben Pyruvat auch Coenzym A und Magnesium zugesetzt
werden, da die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase diese Cofaktoren
bendtigt (Schauder et al. 1986). Sowohl die Hydrogenasen als auch
die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase waren bei pHE 6,35 mit spezi-
fischen Aktivitdten von 0,025 und 0,011 umol‘mgprotein_l'min"l ak-
tiv, obwohl die Aktivitdtsmaxima mit 0,046 und 0,074
umol'mgprotein' ‘min~! bei pH 7,8 lagen.

Bei den Bestimmungen von Enzymaktivitdten =zeigte sich, daff die
spezifischen Aktivitdten der 3-CBA reduzierenden Enzyme sehr ge-
ring waren und die Testansdtze ilber mehrere Stunden inkubiert wer-
den mufiten. Deshalb wurde zundchst untersucht, ob die Reaktion
Uber die lange Inkubationszeit linear war. Die spezifische Bil-
dungsrate von 3-CBOH aus 3-CBA war ilber einen Zeitraum von 25
Stunden konstant (Abbildung 3.19). Daraufhin wurden in den weite-
ren Untersuchungen nur noch die Endkonzentrationen an gebildetem

3-CBOH nach 18 - 25 Stunden Inkubation bestimmt.

Wahrend in den Ansdtzen ohne Rohextrakt keine Bildung von 3-CBOH

nachgewiesen werden konnte, stieg mit zunehmender Menge Rohextrakt

v g N . T3 e 2 : : - i e -1 . ™
auch die Geschwindigkeit der 2Alkoholbildung proportional an. Die

L1l

spezifischen Aktivitdten in allen Ansdtzen lagen zwischen 5,1 und

5,5 nmol'mgprotein“l'min'l (Abbildung 3.20). Da die Bildung von 3-

CBOH durch Rohextrakte aus D. vulgaris PYL durch Autoklavieren der
Rohextrakte inaktiviert werden konnte, war die Umsetzung von 3-CBA

enzymatisch katalysiert.
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Abbildung 3.19: Bildung wvon 3-Chlorbenzylalkohol aus 3-Chlorben-
zoesdure durch Rohextrakt im enzymatischen Test.
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Abbildung 3.20: 3-Chlorbenzylalkoholbildungsraten bei wvariierenden
Mengen Rohextrakt im enzymatischen Test mit Wasserstoff als Elek-

tronendonator und Methylviologen als Elektroneniibertriger bei pH
6,35 und 37°C.
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Abbildung 3.21: Einfluf der Inkubationstemperatur auf die spezifi-
sche Aktivitdt in einem Rohextrakt aus D. vulgaris PYl bei pH 6,35
mit Wasserstoff als Elektonendonator und Methylviologen als Elek-

troneniibertrdger.

Die optimale Temperatur der enzymatischen Reduktion von 3-CBA
lag mit 0,66 nmol'mgp,oreing-1'min~t bei 40°C (Abbildung 3.21).
Bei der Bestimmung des pH~Optimums wurden die h&chsten spezifi-
schen Aktivitdten zwischen pH 6 und 6,7 mit 0,48 nmol ‘MIprnrein
Lomin=1 gemessen (Abbildung 3.22). Jedoch wurden auch bei pH 4

. A 4 . =1,
und pH 8 noch schwache Aktivitdten von (,03 nmol MIpratein

min~1 nachgewiesen.

Alle weiteren Messungen erfolgten in den Aktivitdtsmaxima bei pH
6,35 und 37°C. Das Temperaturoptimum der enzymatischen Messung
stimmte mit dem Optimum fiir das Wachstum (37°C) {iiberein. Die En-
zyme zeigten: jedoch ein breiteres pH-Optimum als es fiir die Um=-

setzung mit wachsenden Zellen gefunden wurde.

i
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Abbildung 3.22: Einfluf des pH-Wertes auf die spezifische Aktivi-
tdt in einem Rohextrakt aus D. vulgaris PY1l bei 37°C mit Wasser-
stoff als Elektonendonator und Methylviologen als Elektroneniiber-

trager.
ager.

3.4.1. Charakterisierung der 3-CBA reduzierenden Enzyme

Da die natiirlichen Elektroneniibertrdger filir die 3-CBA Reduktion
nicht bekannt waren, wurde untersucht, ob neben Methylviologen
auch Ferredoxin, FAD, FMN, NAD und NADP zur Bildung wvon 3-CBOH
durch Rohextrakte fiihrten. Dabei wurde Ferredoxin aus Clostridium
pasteurianum verwendet, da es wie das Ferredoxin in D. vulgaris
ein reaktives Zentrum vom Typ 4Fe-4S besitzt (Odom und Peck 1984).
Die untersuchten Elektroneniibertriger wurden sowohl mit Wassser-
stoiff, als auch mit Pyruvat als Elektronendonator getestet. Die
Cofaktoren Ferredoxin, FAD und FMN filihrten mit beiden Elek-
tronendonoren zur Bildung von 3-CBOH mit spezifischen Aktivitédten
von 0,25 bis 0,8 nmol'mgprotein'l‘min'l {(Tabelle 3.17). Die im
Vergleich zu Methylviologen erniedrigte spez. Aktivitadt mit Ferre-
doxin kann auf die niedrigere Konzentration im Test zuriickzufilhren
sein. Mit NAD wund NADP erfolgte die. Reduktion von 3-Chlox-
benzoesdure im enzymatischen Test etwa 10fach langsamer als mit

Methylviologen (Tabelle 3.17). In der Oxidation von FAD und FMN
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deutete sich bereits die Funktion der 3-CBA reduzierenden Enzyme
wdhrend des Wachstums ohne reduzierbare Schwefelverbindungen an,
da das Redoxpotential dieser Elektroneniibertriger mit etwa -200 mV

zu hoch ist, um Wasserstoff freizusetzen.

Tabelle 3.17: Einfluf der Elektroneniibertrdger auf die spezifische
3-CBA Reduktionsrate in einem Rchextrakt aus D. vulgaris PYl. Die
Ansdtze mit Pyruvat als Elektronendonator enthielten 1 mM CoA und
1 mM MgCl, als Cofaktoren.

e” Donator e~ Ubertriger nmol 3-CBOH

Min * ®dprotein

Pyruvat Methylviologen 0,86
FAD 0,60
FMN 0,27
Ferredoxin 0,69
NAD <0,01
NADP 0,02
- <0,01
Wasserstoff Methylviologen 0,62
FAD 0,47
FMN 0,35
Ferredoxin 0,25
NAD 0,05
NADP 0,04
-—— <0,01

Die Bestimmung der ky~Werte fir BA und 3-CBA erfolgte mit Methyl-
viclogen und Wasserstoff als Elektronendoncr. Der kaWert fir Ben-
zoesdure wurde mit 8,6 mM und flir 3-Chlorbenzoesiure mit 3,8 mM
bestimmt. HBhere 3-CBA Konzentrationen als 10 mM fiihrten zu einer
Inhibierung der Enzyme, widhrend mit BA erst ab etwa 50 mM die Sub-
stratinhibierung einsetzte. Die maximale Umsatzrate fiir 3-CBA

wurde mit 1,09 nmol'mgprotein'l'min"l ermittelt (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Bestimmung der ky-Werte fiir die Reduktion wvon
Benzoesdure {& ) und 3-Chlorbenzoesdure (@0 ) durch Rohextrakte aus

D. vulgaris PYl mit Wasserstoff als Elektronendonator und Methyl-

viologen als Elektroneniibertrager (Lineveawer-Burk Darstellung).

Um zu ermitteln, ob die 3-CBA reduzierenden Enzyme im Cytoplasma
oder in den Membranen lokalisiert sind, wurden in einem Rohextrakt
zundchst die Membranen in einer lstiindigen Ultrazentrifugation bei
40.000 g abgetrennt. Beli den anschliefenden enzymatischen Messun-
gen wurden in der 1&slichen Fraktion mit 0,464 nm013~CBOH.
mgprotein'l'min“l etwa 85% der spezifischen Aktivitidt des Rohex-
traktes gefunden, wdhrend die Membranfraktion mit 0,027 nmoljy_
CBOH°qurotein_1!minql nur 5% der spezifischen Aktivitdt des Roh-
extraktes von 0,545 anl3—CBOH'mgProtein_l'min_l aufwies. Die En-

zyme sind also im Cytoplasma der Zellen lokalisiert.

Bel den Untersuchungen zur Sauerstoffempfindlichkeit der Enzyme
(Abbildung 3.24) zeigte sich, daf bereits nach 7 min Exposition
unter Luftsauerstoff nur noch 50% der anfdnglichen Aktivitdt des
Rohextraktes vorhanden waren. Nach 30 min war die spezifische Ak-
tivitdt auf 5% der Aktivitdt des Rohextraktes vor Inkubation an
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Luft abgesunken. Die Schiddigung der Enzyme war irreversibel und
die Reduktion des Rohextraktes durch 1 mM Dithionit nach der Sau-
erstoffexposition flhrte nicht zu einer Rekonstitution der 3-CBA

reduzierenden Aktivitat.
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3—~CBA Umsatz
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Abbildung 3.24: Einfluf3 von Luftsauerstoff auf die spezifische Ak-
tivitdt der 3-CBA reduzierenden Enzyme in einem Rohextrakt aus D.
vulgaris PYl mit Wasserstoff als Elektronendonator und Methylvio-
logen als Elektroneniibertriger. Der Rohextrakt wurde bei Raumtem-

peratur unter Luft gerihrt.

3.4.2. Einfluf von oxidierten Schwefelverbindungen auf

die Reduktion von 3-CBA durch Rohextrakte

Zusdtze von Sulfat, Sulfit oder Dithionit 2zu den Testansidtzen
zeigten keinen Einfluf} auf die spezifische Aktivitdt. Sowohl in

der Kontrolle, als auch in den Ansidtzen mit jeweils 5 mM Sulfat,

[
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Sulfit oder Dithionit wurden spezifische Aktivitdten von 0,57 bis
0,71 nm013—CBOH'mgProtein_l'min_l beobachtet. Dadurch Xonnte eine
Inhibierung der reduzierenden Enzyme durch diese Zusdtze ausge-
schlossen werden. Die Menge an reduzierten Elektroneniibertriagern
war alsoc ausreichend, beide Reaktionen parallel ablaufen zu lass-

Sern.

Da aber wdhrend des Wachstums auf Pyruvat mit oxidierten Schwefel-
verbindungen kein 3-CBCH aus 3-CBA gebildet wurde, scllte nun ge-
klart werden, ob unter diesen Wachstumsbedingungen weniger aktive
Enzyme gebildet werden. Die Rohextrakte aus solchen Zellen hatten
mit 9,13 mrnol'mgprotein_1'm:Ln_1 nur etwa 20% der spezifischen Ak-

tivitdt des Vergleichsrohextraktes {(Tabelle 3.17).

Auch in Clostridium thermoaceticum wurden von White et al. (1989)
um 98% verminderte spezifische Aktivitdten der Carbonsdure-Reduk-

tase gemessen, wenn der Organismus nur mit Sulfat als Schwefel-
wurde. Durch erhdhte Wolframga-
ben zum Wachstumsmedium konnte die kompetitive Hemmung der Wolf-
ramaufnahme durch Sulfat aufgehoben werden (White et al. 1989). Um
zu {iiberpriifen, ob auch in D. vulgaris Stamm PY1l die verminderte
spezifische Aktivitit der 3-CBA reduzierenden Enzyme auf den Man-
gel an Anionen der Gruppe VIIa zurlickzufiihren sei, wurde PY1l mit
20 mM Sulfat und unterschiedlichen Wolfram- und Molybdatkonzentra-
tionen im Medium angezogen. In allen Ans&dtzen ohne oder mit erhdh-
ten Konzentrationen an Molybdat oder Wolframat wuchs D. vulgaris
PYl langsamer und =zu niedrigeren Zelldichten als in den Ver-
gleichskulturen. Nur in dem Rohextrakt aus den Zellen ohne Molyb-
dat betrug die spezifische Aktivitdt der 3-CBA reduzierenden En-
zyme mit 0,02 nmoi‘mgprotein‘Lmin“1 nur etwa 10% der ibrigen Roh-
extrakte aus mit Sulfat gewachsenen Zellen (Tabelle 3.18). Bei
Molybdatkonzentrationen wvon 10 uM und hdher wuchs D. vwvulgaris
Stamm PYl aufgrund der wachstumshemmenden Wirkung ven Molybdat auf
sulfatreduzierende Bakterien nicht mehr (Newport und Nedwell
1988). Die héchste spezifische Aktivitdt hatte der Rohextrakt aus
Zellen mit 5 mM Sulfit im Medium, was nicht ausreichte, um die aus
dem Metabolismus von 50 mM Pyruvat anfallenden Elektronen abzuzie-

hen.
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Tabelle 3.18: Einfluf verschiedener Schwefeloxyanionen~, Wolframat
und Molybdatkonzentrationen wdhrend des Wachstums auf 50 mM Pyru-

vat auf die spezifische Aktivitdt in Rohextrakten.

Sulfat Sulfit Mclybdat Welframat nmol 3-CBOH
mM mM mM mM min * Mdprorain
- 5 0,15 0,012 0,58 *

—-——— 20 0,15 0,012 0,13
20 - 0,15 0,012 0,13
20 -— e 0,012 0,02
20 e 1,0 0,012 0,13
20 - 0,15 - 0,11
20 e 0,15 0,1 g,1

20 ——— 0,15 1,0 0,12
20 -—— G,15 10,0 0,17
20 —— 0,15 160,0 0,15

Diese Kultur wurde nach Verbrauch des zugesetzten Sulfites wei-

ter inkubiert, um die 3-CBA reduzierenden Enzyme zu induzieren.

3.4.3. Aktivierung der 3-Chlorbenzoesidure

In Bakterien, die anaerob auf Benzoesiure wachsen k&nnen, wird die
Benzoesdure durch die Bildung des Thioesters mit Coenzym A akti-
viert (Dangel et al. 1991). Um zu kliren, ob die Bildung des 3~
CBA-CoA-Thioesters die Reduktion wvon 3-CBA zu 3-~CBOH einleitet,

wurden zwei Experimente durchgefiihrt.

Im ersten Versuch wurden ganze Zellen in phosphatfreiem Puffer ge-
waschen um die Synthese von ATP zu unterbinden. Die spezifischen
Aktivitdten wurden dann in phosphatfreiem Puffer mit Zusatz von
Sulfit oder Phosphat unter Wasserstoff bestimmt. Die Reduktion des
Sulfits mit Wasserstoff sollte es den Zellen zusammen mit Phosphat
ermdglichen ATP zu synthetisieren (Odom und Peck 1984) und so die
Stoffwechselenergie flir eine etwa notwendige Aktivierung der 3-CBA
zu gewinnen. Es ergaben sich jedoch in allen Ansdtzen gleich hohe

spezifische Aktivitdten von 0,26 bis 0,29 nmol'mgProtein‘l'min'l,
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ohne daf die Energetisierung der Zellen die Umsatzaktivitdt stei-

gerte.

In einem weiteren Experiment wurden aus einem Rohextrakt {iber eine
G-25 Gelfiltrationssdule etwa 95% aller Bestandteile mit einem
Molekulargewicht niedriger als 5.000 D entfernt. Das Gelfiltrat
ohne Coenzym A und ATP zeigte etwa 78% der spezifischen Aktivitéat
des Rohextraktes. Auch die Zugabe von Coenzym A zusammen mit ATP
und Magnesium fihrte weder in dem Rohextrakt noch in dem Gelfil-

trat zu einer Erhdhung der spezifischen Aktivitat (Tabelle 3.19).

Tabelle 3.19: Spezifische 3-CBA Reduktionsraten mit Wasserstoff
als Elektronendonor in einem Rohextrakt sowie in dem Gelfiltrat

mit und ohne Zusatz von ATP, Coenzym A oder Magnesium.

Zusatz Konzentration nmol 3-CBOH

min ®

nin mag :
YProtein

Rohextrakt Ohne ——- 0,63
Mgt 2 mM 0,64
Coenzym A, 1 mM
+ Mgt 2 mM 0,58
ATP 1 mM
+ Mght 2 mM 0,53
ATP 1 mM
Coenzym A, 1 mM
+ Mgt 2 mM 0,66
Gelfiltrat Chne -——- 0,49
o Mg©* 2 mM 0,64
Coenzym A, 1 mM
+ Mgt 2 mM 0,62
ATP 1 mM
+ Mgt 2 mM 0,61
ATP 1 mM
Coenzym A, 1 mM
+ Mg++ 2 mM 0,73
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In beiden Experimenten fiihrte der Zusatz von Stoffwechselenergie
nicht zu einer erhdhten Umsatzrate der 3-CBA. Damit konnte die Ak-
tivierung der 3-CBA durch eine Bindung an Phosphat, Coenzym A oder

Nucleosidphosphaten ausgeschlossen werden.

3.4.4. Untersuchungen zZur Oxidation von 3-Chlorbenzal-
dehyd zu 3-CBA in Rohextrakten

Wdhrend der Reinigung der Carbonsidure-Reduktase aus Clostridium
thermoaceticum wurde parallel eine Aldehyd-Dehydrogenase Aktivitit
angereichert, wobei das Verhdltnis der Aktivitdten (Aldehyd-Dehy-
drogenase/Carbonsdure-Reduktase) bei etwa 20 konstant blieb (White
et al. 18839). Deshalb wurde untersucht, ob eine 3-Chlorbenzalde-
hyd-Dehydrogenase Aktivitdt auch in den Rohextrakten von PY1 nach-
zuweisen war. In 0,1 M Tris-HCl-Puffer (pH 9,0) mit Methylviologen
als Elektronenakzeptor katalysierte der Rohextrakt auch die Oxida-
tion von 3-Chlorbenzaldehyd zu 3-CBA (Abbildung 3.25), wobei das
Endprodukt der Reaktion mit der HPLC nachgewiesen werden konnte.
Die Reaktion wverlief mit etwa 450 nmol'mgprotein'l'min'l
schnell, daff sie {liber die Reduktion von Methylviologen im Photome-
ter verfolgt werden konnte. Die Oxidation des Aldehyds erfolgte
damit um etwa den Faktor 700 schneller als die Reduktion der SHure
zum Alkohol. Der kM—Wert der Enzyme wurde auf 0,23 mM 3-Chlorbenz-
aldehyd bestimmt, etwa 20fach niedriger als der ky-Wert der 3-CBA

SO

reduzierenden Enzyme. Die sowohl h8here Umsatzaktivitdt, als auch
der niedrigere Ky-Wert gegeniiber den 3-CBA reduzierenden Enzymen
erkldren, daff weder in den Kulturen noch in den enzymatischen
Tests 3~Chlorbenzaldehyd als Zwischenprodukt der 3-CBA Reduktion
nachweisbar war, da dieses sofort in der Riickreaktion zu 3-CBA

reoxidiert worden wire.
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Abbildung 3.25: Bestimmung des ky-Wertes filir die Oxidation von 3-
Chlorbenzaldehyd zu 3-CBA durch einen Rohextrakt aus D. vulgaris

PYl mit Methylviologen als Elektronenakzeptor (Lineveawer-Burk
Darstellung).
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4. Diskussion

Der anaerobe Abbau halogenierter Aromaten durch methanogene Misch-
kulturen war seit einigen Jahren Gegenstand umfangreicher For-
schungsarbeiten. Der ilberwiegende Anteil der Arbeiten beschiaftigte
sich jedoch mit der Anreicherung von Mischkulturen aus unter-
schiedlichen &kologischen Habitaten oder mit Untersuchungen 2zum
Abbau von Aromaten mit variierenden Substituenten in Batch-Kultu-
ren (Tiedje et al. 1987, Reinecke und Knackmuss 1988, Higgblom
1990). Untersuchungen zum kontinuierlichen anaeroben Abbau haloge-
nierter Aromaten lagen kaum vor (Hakulinen et al. 1982, Brunner et
al. 1987, Krumme et al. 1988). Obwohl iiber die Mikrobiologie und
Physiologie des anaeroben Aromatenabbaus umfangreiche Kenntnisse
existierten (Evans und Fuchs 1988, Berry et al. 1987), war Jjedoch
nur ein strikt anaerober Organismus isoliert worden, der haloge-
nierte Aromaten unter methanogenen Bedingungen umsetzen konnte.
Die von diesem Organismus durchgefiihrte Dehalogenierung war die
einzige bisher beobachtete Umsetzung von halogenierten Benzoesiu-

ren unter anaeroben Bedingungen.

Die Bestimmung maximaler methanogener Aktivitdten wurde auch in
friheren Arbeiten von Dolfing und Bloemen {1985) und Gorris et al.
(1989) =zur Quantifizierung methanogener Biomasse in Bioreaktoren
eingesetzt. Zum ersten Mal wurden jedoch in der vorliegenden Ar-
beit auch die maximalen Umsatzaktivititen acidogener und acetoge-
ner Bakterien bestimmt, und die maximalen Umsatzraten aller Mit-
glieder einer syntrophen Nahrungskette miteinander in Zusammenhang
gesetzt. Dabei ergaben sich in 4 getrennten Xulturen konstante
Verhdltnisse zwischen den maximalen Umsatzraten der trophischen
Gruppen. In allen untersuchten Xulturen zeigten die dehalogenie-
renden Bakterien die geringsten Umsatzaktivititen, wodurch die Be-
funde von Brunner (1987) bestédtigt wurden, daB diese den geschwin-
digkeitslimitierenden Schritt im anaeroben 3-CBA Abbau darstellen.

Die ermittelten spezifischen Umsatzaktivitdten lagen in den Batch-
Kulturen und in den Biofilmen der Festbettumlaufreaktoren in der
gleichen Grdfenordnung. Auch Ahring und Westermann (1987) fanden
bei ihren kinetischen Untersuchungen einer Butyrat abbauenden me-
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thanogenen Mischkultur nur geringe Unterschiede der maximalen Um-

satzraten in Batch- und Chemostat-Kulturen.

Die spezifischen maximalen Aktivitdten der Methanbakterien (in
pmol'mgprotein“l'd“l) waren mit 40 - 50 (Acetat) und 70 - 160 (Hy)
in der selben Gréfenordnung wie sie auch von Dolfing und Bloemen
(1985) sowie von Gorris et al. (1989) gefunden wurden. Mit einem
Umrechnungsfaktor von etwa 2 mgVSS'mgProtein_l (Dolfing et al.
1985) lassen sich flir die Methanbakterien spezifische maximale
Umsatzaktivitdten (ebenfalls in umol‘mgprotein_l'd_l) von 3 - 47
(Acetat) und von 58 - 179 (H,} aus den Daten von Dolfing und Bloe-
men (1985) errechnen. Mit dem selben Umrechnungsfaktor ergaben
sich aus den Daten von Gorris et al. (1989) maximale spezifische
methanocgene Aktivité&ten von 37 -~ 108 umol'mgProtein“l'd“l fiir Ace-

tat und und von 4 - 62 umol'mgprotein“l‘d"l fur Hy.

Zur Umsetzung von 1 Mol 3-Chlorbenzoesdure zu Biogas ohne interme-
didre Bildung von Zwischenprodukten mufiten mindestens 1 Mol Ben-
zoesdaure, 3 Mol Acetat und 2 Mol H, in der selben Zeiteinheit ver-
braucht werden. Da in den Mischkulturen keine Zwischenprodukte ge-
funden wurden ergaben sich Mindestwerte der relativen Umsatzakti-
vitdten von 1 fiir Benzoesdure, 3 fiir Acetat und 2 fir H,. Wahrend
die relativen Umsatzaktivititen fiir Benzoesdure und Acetat mit 1,3
und 6 die theoretischen Mindestwerte nur um 30% bzw 100% lber-
schritten, lag die relative Umsatzaktivitdt der hydrogenotrophen
Methanbakterien mit 21,6 um den Faktor 10 iber dem theoretischen
Mindestwert. Daraus ergibt sich, daP etwa 50% der acetoclastischen
und nur 9,3% der hydrogenotrophen maximalen Methanbildungsaktivi-
tdten wahrend des Abbaus von 3-CBA zu Biogas genutzt wurden. Die
nohen Uberschufaktivitdten der hydrogenotrophen Methanbakterien
bei Wasserstoffsdttigung verhindern ein Ansteigen des Was-
serstoffpartialdruckes in den Kulturen, woduxch die Umsetzung der
Benzoesdure zu Hy, CO, und Acetat zum Erliegen kdme, da sie unter
Standardbedingungen mit 89,7 XJ *Mol™?t endergon ist (Ferry und
Wolfe 1976). So zeigten Mountfort und Bryant (1982) sowie Mount-
fort und Asher (1986) an strikt anaeroben Isolaten, daf diese nur
syntroph mit Wasserstoff gzehrenden Sulfatreduzierern oder Methan-

bakterien auf Aromaten wuchsen und, daf das Wachstum dieser defi-
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nierten Mischkulturen durch hohe Wasserstoffpartialdriicke inhi-

biert wurde.

Hohe Uberschufaktivit#ten der hydrogenotrophen im Vergleich zu den
acetoclastischen Methanbakterien wurden in methanogenen Reaktoren
mit unterschiedlichen Substraten auch von anderen Arbeitsgruppen
gefunden. So bestimmten Dolfing und Bloemen (1985) die Methanbil-
dungsaktivitdten aus Propionsdure, H2/C02 und Acetat in 6 Modell-
reaktoren f{fiir die anaerobe Abwasserreinigung, die mit unterschied-
lichen, teilweise komplexen Substraten betrieben wurden. Die maxi-
malen Methanbildungsaktivititen aus H,/CO, lagen um den Faktor 5,2
bis 12,2 iiber dem flir die Methanbildungsaktivit#ten aus Propion-
sdure berechneten Mindestwerten, widhrend die Methanbildungsakti-
vitdten aus Acetat die theoretischen Mindestwerte nur um den Fak-
tor 1,1 bis 4 liibertrafen. Auch Gorris et al. (1988b) fanden bei
ihren Untersuchungen zur Methanbildung aus Butyrat das 1,1 bis
4fache der theoretischen Mindestaktivitd&t der Acetat umsetzenden
Methanbakterien, die sich aus den beobachteten maximalen Methan-
bildungsaktivitdten aus Butyrat ergaben. Die wvon Gorris et al
(1988b) bestimmten maximalen Methanbildungaktivitdten aus H, lagen
jedoch teilweise unter den theoretischen Mindestwerten. Auch die
von Ahring und Westermann (1987) aus kinetischen Daten errechneten
maximalen Umsatzgeschwindigkeiten der hydrogenotrophen Methanbak-
terien Uberstiegen den fiir die beobachtete Methanbildung aus Buty-
rat ndtigen Mindestwert um den Faktor 13,5. Die maximale Methan-
bildungsaktivitdt aus Acetat betrug jedoch nur 83% der errechneten

Mindestaktivitit.

Obwohl diskutiert wird, ob Wasserstoff oder Formiat als Elektro-
neniibertrdger in syntrophen Mischkulturen fungiert (Thiele und
Zeikus 1988b, Ozturk et al. 1988), ist sicher, dap beide Elektro~
nenlibertrdger von der selben Gruppe der Methanbakterien oxidiert
werden, deren maximale Aktivitit mit H2/C02 bestimmt werden kann.
Wasserstoff 1dst sich jedoch nur in geringem Umfang und langsam,
wodurch bei Aktivitdtsbestimmungen die Wasserstoffkonzentration in
der Fliissigkeit bei hohen Biomassekonzentrationen hdufig geschwin-
digkeitslimitierend ist (Dolfing und Bloemen 1985, Boone et al.
1989). "Da in den Reaktoren bei verdoppelter Raumbelastung auch
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eine verdoppelte maximale Methanbildungsaktivitdt aus H2/C02 be-
stimmt wurde und die Daten gut mit den Literaturwerten iberein-
stimmen, scheint wihrend der beschriebenen Experimente aber nicht
die Wasserstoffkonzentration in der Fliissigkeit, sondern die Bio-

masse geschwindigkeitslimitierend gewesen zu sein.

Die in den Bioreaktoren erreichten Raumbelastungen und Umsatzraten
von 10,4 mmol-171+d”! (1759 mg; opa17%'d™%) sind héher als die
aus der Literatur bekannten Werte flilr den anaeroben, kontuinuier-
lichen Abbau von Halogenaromaten. So berichteten Dietrich und Win-
ter (1990) iber den kontinuierlichen Abbau von 375 Mgy _chlorphe-
l'l_l'd_l mit auf Liapor immobilisierten Anreicherungskulturen
=i g-1 L . .
und 180 mdy_chlorphenol 1 d mit kontinuierlichen Suspensions-
kulturen. In der Untersuchung zum kontinuierlichen anaeroben Abbau
von 3-Chlorphenol von Krumme und Boyd (1988) wurden dagegen nur 20
mg3—chlorphenol'l_l'd_l in einem "Upflow" Bioreaktor =zu CHy und
CO, umgesetzt. Der kontinuierliche anaerobe Abbau halogenierter

ven Bedingungen auch parallel zur Umsetzung leicht abbaubarer Sub-
stanzen in anaeroben Abwasserreinigungsanlagen. Dies konnten Haku-
linen und Salkinoja-Salonen (1982) an einem mit Bleichereiabwasser
betriebenen anaeroben Wirbelschichtreaktor =zeigen, in dem unter

anderem auch 16 mgChlorpenole-lﬂl'd"l abgebaut wurden.

Gegeniiber der Untersuchung von Brunner et al. (1987) konnte in der
verliegenden Arbeit die Verweilzeit durch den Austausch des Tra-
germaterials gegen kohlebeschichteten Polyurethanschaumstoff von
zehn auf einen Tag gesenkt und die Raumbelastung um den Faktor 3
von 550 auf 1758 mg3_CBA'l"i'd'l erhd8ht werden. Die erreichte
Raumbelastung entsprach dabei einer C(SB-Belastung von 2.5 kg CSB*
m3-d-, Dies zeigt, daf auch ananaerobe Reinigungsanlagen fiir den

Abbau persistenter Substanzen in Industrieabwdssern geeignet sind.

Sowohl in den Experimenten zur Adhdsion der Mischkultur, als auch
in den Bioreaktoren wurden auf den Trdgern mit hohem Kohleanteil
grbfiere Mengen an Biomasse immobilisiert. Dies mup auf die durch
die Kohlebeschichtun verdnderten Oberfldcheneigenschaften der

Tradger zurlickgefiihrt werden, da sich durch die Beschichtung die

R
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Porengrdfe nur geringfiligig verdnderte. Mit zunehmendem Kohleanteil
nahm die Oberfldchenladung der Trdger zu und die Oberfldchen wur-
den zunehmend hydrophober (Fa. Bayer, pers. Mitteilung}. Auch Ver-
rier et al. (1988) fanden, daf methanogene Biofilme auf hydropho-
ben Polymercberfl&chen besser wuchsen, als auf hydrophilen. Inwie-
weit die pordse Struktur der Trdger die Biofilmbildung beeinfluf-
te, wurde nicht untersucht, 3jedoch berechneten Wang und Wang
{1989), dap fiir die Immobilisierung von Bakterien in Poren ein
Verhdltnis der Porendurchmesser zu Bakteriengrdfe von 2,5 optimal
sei. In den verwendeten Trdgern waren die Poren jedoch mit 50 bis
500 um zu grofi;, um einzelne BRakterien zurilickzuhalten, so daB die
Poren strimungsberuhigte Zonen darstellten, in denen die auf der
Oberfldche adsorbierten Bakterien geringeren hydrodynamischen

Krdaften ausgesetzt waren.

Mit Ausnahme der Untersuchungen an dem dehalogenierenden Bakterium

Desulfomonile tiedjei beschrieben alle bisherigen Arbeiten anae-

robe Umsetzungen halogenierter Aromaten durch Mischkulturen, di
auf diesen Substanzen wuchsen. Daher war weniqg iiber Mikroorganis-
men bekannt, die diese Substanzen umsetzen kSnnen. Mit D. vulgaris
Stamm PY1l liegt nun das =zweite strikt anaerobe Isolat aus einer
methanogenen, auf 3-CBA wachsenden Mischkultur vor, das 3-CBA wih-
rend des Wachstums auf Pyruvat umsetzt. Die Einstufung des Isola-
tes als Desulfovibrio vulgaris und die Unterscheidung von D. de-
sulfuricans erfolgte in Ergédnzung der physiologischen Daten haupt-
sdchlich aufgrund des GC~Gehaltes der DNA (Skyring und Jones
1972), da sich D. vulgaris und D. desulfuricans in ihren physiclo-
gischen Eigenschaften nur geringfiligig unterscheiden {Postgate
1984, Widdel 1988}.

Zwischen den beiden bisher isolierten strikt anaercben, 3-CBA um-
setzenden Organismen bestehen eine Reihe von Gemeinsamkeiten. Bei-
de Organismen setzen 3-CBA nur wadhrend des Wachstums auf Pyruvat
um, und die Umsetzung wird durch oxidierte Schwefelverbindungen
unterdriickt, die beide Organismen unter Energiegewinn reduzieren
kdnnen (DeWeerd 1990). Wdhrend des Wachstums auf Pyruvat ist die
Umsetzung von 3-CBA filir beide Organismen vorteilhaft, da sie bei
D. tiejei den Wachstumsertrag (Mohn und Tiedje 1990) durch die
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Koppelung der Dehalogenierung an die ATP-Synthese erhdht (Dolfing
1990) und die Wachstumsrate bei D. vulgaris Stamm PY1l steigert.

Sowohl in den Biofilmen, als auch in der Mischkultur war die Deha-
logenierung die einzige nachgewiesene Unmsetzung der 3-CBA. Mit D.
vulgaris Stamm PY1l konnte jedoch aus dieser Mischkultur ein strikt
anaerobes Bakterium isoliert werden, das die bis dato unbekannte
Reduktion von 3-CBA zu 3-CBOE durchfiihrte. Zwar konnten Neilson et
al. (1988) die Bildung von halogenierten Benzylalkohclen aus halo-
genierten aromatischen Aldehyden durch Anreicherungskulturen zei-
gen, Jjedoch wurden weder Reinkulturen isoliert, noch wurde die Re-
duktion von Benzoesdurederivaten nachgewiesen. Die Untersuchungen
an D. vulgaris Stamm PY1l zeigen nicht nur die Reduktion von 3-CBA
zu 3-CBOH, sondern lassen auch vermuten, daf 3-Chlorbenzaldehyd
als Intermediat der Reduktion nicht auftritt, weil es aufgrund dex
hohen spezifischen Umsatzrate des Aldehyds sofort in der

Riickreaktion zu 3-CBA reoxidiert wlirde.

Thermodynamische Berechnungen nach Thauer et al. (1977) =zeigen,
daP} bei der Reduktion der undissoziierten Benzoesdure zu Benzylal-
kochol 22,9 kJ‘Mol'l (Gleichung 1) frei werden, wdhrend bei der Re-
duktion der dissoziierten Form Benzoat 17,1 xJ Mol~1 (Gleichung 2)
aufgewendet werden missen. Es erscheint Jjedoch unwahrscheinlich,
daff die aus der Reduktion freiwerdende Energie von maximal 22,9
kJ'Mol™1 von D. vulgaris Stamm PY1l an die Synthese von ATP gekop-
pelt ist, da eine Ertragssteigerung durch die Reduktion wvon Ben-
zoesdurederivaten nicht nachgewiesen werden konnte, wie es Mohn
und Tiedje (1990) fiir die Dehalogenierung durch D. tiedjei =zeig-
ten. Bei einem pK_ -Wert der Benzoesdure von 4,2 liegen von 2
mmol 1™t bei pH 6,3 etwa 3,2 pmol'l_l in cer undisscziierten Form
vor und bei pH 7,3 nur noch 0,32 umol‘l'l. Dies kann erklaren,
warum D. vulgaris PY1 bei pH 6,3 gegeniiber pH 7,3 die 5fache Menge
an BA reduziert, da die undissoziierte Form leichter reduziert

werden kann.
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Benzoesdure + 2 Hy = w—---- > Benzylalkohol + H,0 (1)
G°’ = =22,9 Ki/mol

Benzoat™ + HY + 2 Hy  ==-=- > Benzylalkohol + H,0 (2)
G°" = +17,1 RJ/mol

Neben den oben aufgefiihrten physiclogischen Gemeinsamkeiten zwi-
schen Desulfomonile tiedjei und D. vulgaris PY1l ergaben die enzy-
matischen Untersuchungen jedoch auch Unterschiede zwischen den Or-
ganismen. Wihrend die Dehalogenierung in D. tiedjei membrangebun-
den ist (DeWeerd et al. 1990) und vermutet wird, daB die Reaktion
an Elektronentransport ilber die Membran gekoppelt ist {DeWeerd et
al 1991) wurde die 3-CBA reduzierende Aktivitit der Rochextrakte
aus D. vulgaris PYl in der 1&slichen Fraktion nachgewiesen. Auch
eine Hemmung der 3-CBA Reduktion durch Sulfat oder Sulfit wie sie
DeWeerd et al. (1991) filir die Dehalogenierung beschrieben, konnte

in D. vulgaris PYl nicht nachgewiesen werden.

In Clostridien wurden jedoch Carbonsidure Reduktasen nachgewiesen
(White et al. 1989, Fraisse und Simon 1988), die eine Reihe von
Eigenschaften mit den untersuchten Enzymen in D. vulgaris Stamm
PYl gemeinsam haben. So konnten White et al. (198%) =zeigen, dap
bei der Reinigung einer Aldehyd Dehydrogenase aus (. thermoaceti-
cum auch eine Carbonsdurereduktase Aktivitit angereichert wurde,
deren Aktivitdt etwa 20fach niedriger war als die der Aldehyd De-
hydrogenase. Auch in den Rohextrakten aus D. vulgaris Stamm PY1
konnte eine 3-Chlorbenzaldehyd Dehydrogenase nachgewiesen werden,
wobel deren Aktivitdt ebenfalls wesentlich héher war als die 3-CBA
Reduktase Aktivitdt. Auch Zellner et al. (1990) =zeigtem in 3 D.
vulgaris Stdmmen die Bildung von 4-Hydroxy-, 4~-Hydroxy-3~Methoxy~,
2-Methoxy- und 3,4,5-Trimethoxy-Benzoesiure aus den korrespondie-
renden Benzaldehyden. Auf CO, als Kohlenstoffguelle konnten diese
D. vulgaris Stdmme mit Sulfat als Elektronenakzeptor und den Benz-
aldehydderivaten als Elektronendonator wachsen, nicht jedoch auf

den Benzoesiurederivaten.

Die Carbonsdure Reduktase aus C. thermoaceticum enthilt Wolfram
(White et al. 1989). Fir D. vulgaris PY1l kann hingegen vermutet
werden, daP in den 3-CBA reduzierenden Enzymen Molybdin enthalten
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ist, da Molybdatmangel in den entsprechenden Rohextrakten aus D.
vulgaris PY1l zu einer Verminderung der Enzymaktivitdt um den Fak-
tor 6 filhrte und das Wachstum auf Pyruvat chne Sulfat unter Molyb-
datmangel bei gleichzeitig verminderter 3-CBA Reduktion verlang-
samt war. Molybddn enthaltende Enzyme wurden bisher ebenfalls in
Desulfovibrio africanus Stamm Benghazi, D. salexigens Stamm Bri-
tish Guaiana, D. desulfuricans Stamm Berre-Sol und ATCC 27774 so-
wie in D. gigas beschrieben { LeGall und Faugue 1988). In D. gigas
konnte eine Aldehyd Oxidase Aktivitdt des Molybddn enthaltenden

Enzyms nachgewiesen werden (Turner et al. 1987).

Eine weitere Ubereinstimmung zwischen den untersuchten 3-CBA redu-
zierenden Enzymen in D. vulgaris Stamm PYl und Carbonsidure Re-
duktasen aus Clostridium thermoaceticum (Simon et al. 1987) und C.
formicoaceticum (Fraisse und Simon 1988) besteht darin, dapB die
S3uren vor der Reduktion zum Alkohol nicht aktiviert wurden. Beil
allen erwdhnten Organismen waren sowohl ruhende, ganze Zellen in
erte Rohextrakte in der
Lage, die Reaktion zu katalysieren. Auch die Ky-Werte der reduzie-
renden Enzyme lagen in vergleichbaren Grdfienordnungen. Fiir die Re-
duktion von Propionat zu Propancl bestimmten Fraisse und Simon
(1988} einen Ky-Wert von 3,5 mM, wdhrend fir die Enzyme aus D.
vulgaris Stamm PY1l Ky,-Werte von 3,8 mM fiir 3-CBA und 8,6 mM fir BA
gefunden wurden. Die natiirlichen Elektronenakzeptoren der Carbon-
sdurereduktasen in (lostridien sind nicht bekannt, jedoch zeigten
Rafii et al. (1991), daf ein nicht ndher charakterisiertes Isolat
der Gattung Clostridium FAD zur Reduktion nitroaromatischer Sub-

stanzen zu arcomatischen Aminen bendtigte.

in D. vulgaris Stamm PY1 wurde wadhrend des Wachstums mit Suifat
als Elektronenakzeptor um den Faktor 5 geringere spezifische Akti-
vitdten der 3-CBA reduzierenden Enzyme gebildet. Auch in (. ther-
moaceticum wurden von White et al. (1989) mit Sulfat als einziger
Schwefelguelle etwa 100fach niedrigere Enzymaktivtdten der Alde-
hyddehydrogenase gefunden, was auf die durch Sulfat kompetitiv ge-
hemmte Wolframaufnahme wihrend des Wachstums zuriickzufiihren war.
Mit erhdShten Wolframkonzentrationen im Medium oder mit Dithionit

als-alternativer Schwefelquelle wurden keine verminderten spezifi-
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schen Enzymaktivitdten gefunden. Dem Medium von D. vulgaris Stamm
PY1l wurden jedoch routinemdfig 1,5 mM Sulfid sowie Spuren an Di-
thionit zur Reduktion des Mediums zugesetzt und auch erhéhte Wolf-
ram- oder Molybddnkonzentrationen konnten die Verminderung der En-
zymaktivitdten nicht aufheben. In D. vulgaris Stamm PY1l muB also
ein anderer Mechanismus die verminderten Enzymaktivititen bewirken

als die Hemmung der Molybdinaufnahme.

Ein Erkldrungsmodell (Tabelle 4.1) filir die Steigerung der Wachs-
tumsrate auf Pyruvat ohne Sulfat durch die Reduktion von Benzoe-
sdurederivaten wurde aufgrund folgender Befunde entwickelt:
A.} FAD und FMN konnen als Elektroneniibertriger fiir die Reduk-
tion von 3-CBA zu 3-CBOH im enzymatischen Test eingesetzt wer-
den.
B.} Durch die Reduktion von Benzoesiure wurde weniger Ethanol,
Succinat und Laktat aus Pyruvat gebildet als in der Vergleichs-
kultur ohne Benzoesidure,
C.) Nur wihrend des Wachstums ohne oxydierte Schwefelverbindun-
gen als Elektronenakzeptoren wurde 3-CBOH gebildet, obwohl die
Enzyme auch wdhrend des Wachstums mit Sulfat oder Sulfit gebil-

det wurden.

Weiterhin wurde vermutet, daf die Wachstumsrate wihrend des Wachs-
tums auf Pyruvat ohne reduzierbare Schwefelberbindungen durch die
Regenerationgeschwindigkeit reduzierter Elektroneniibertriger limi-
tiert war. Dies erscheint sinnvoll, da das durch die Pyruvat:Fer-
redoxin Oxidoreductase reduzierte Ferredoxin iiber die Bildung mo-
lekularen Wasserstoffes durch eine im Cytoplasma sulfatreduzieren-
der Bakterien vorhandene Hydrogenase reoxidiert werden kann {Gdom
und Peck 1984, Lupton et al. 1584, Moodie und Ingledew 1550), die-
se Reaktion aber durch hohe Wasserstoffpartialdriicke erschwert
wird. Hit Sulfat im Medium bleibt der Wasserstoffpartialdruck je-
doch niedrig, da der gebildete Wasserstoff entweder durch die pe-~
riplasmatische Hydrogenase oxidiert wird und die Elektronen iiber
eine Elektronentransportkette auf Sulfat ibertragen werden (Odom
und Peck 1984) oder reduziertes Ferredoxin direkt durch Sulfatre-
duktion reoxidiert wird (Lupton et al. 1984). Ohne reduzierbare

Schwefelverbindungen kann zwar aufgrund des niedrigen Potentials
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des Ferredoxins von etwa -420 mV (Odom und Peck 1984) Wasserstoff
freigesetzt werden, ijedoch liegt ein h&herer Anteil des Ferredo-
xins in reduzierter Form vor, so daf die Elektronen auch auf an-
dere Elektroneniibertriger mit h8herer Elektronegativitat abflie-
pen. So wiesen MOller-Zinkhan und Thauer (1988) eine Ferredo-
xin:NADP Oxidoreductase in Desulfobacter postgatei nach und Uyeda
und Rabinowitz (1971) zeigten, dap die Pyruvat:Ferredoxin Oxidore-

ductase aus Clostridium acidi-urici auch FAD und FMN reduziert,

nicht jedoch Pyridin-Nucleotide.

Tabelle 4.1: Modell der Regeneration reduzierter Elektroneniiber-
triger durch die Reduktion organischer Sduren wdhrend des Wachs-

tums von D. vulgaris PY1l auf Pyruvat ohne Sulfat.

Redox~ Elektronsn- Elektronen- Produkt

potential libertrager akzeptor

=420 mv Ferredoxin u* Hy

-320 mv NAD/NADP Acetat Ethanol

-190 mv FAD/FMN Benzoesdure Benzylalkohol
Pyruvat Laktat
Fumarat Succinat

Reduzierte Nicotin-Adenin-Dinucleotide mit einer Elektronegativi-
tdt von etwa -320 mV kdnnen dann durch die Bildung von Ethanol aus
Acetat reoxidiert werden (Gottschalk 1888). Die Oxidation von FADH
und FMNH bei etwa =190 mV kann durch die Bildung von Succinat (+30
mV) aus der Reduktion wvon Fumarat oder durch die Reduktion von
Pyruvat =zu Laktat (- 190 mV) erfolgen. Da die enzymatischen
Untersuchungen ergaben, dapf auch 3-Chlorbenzoesdure mit FADH oder
FMNH zu 3-CBOH reduziert werden kann, ergab sich durch die 2ugabe
von 3-CBA oder BA ein dritter Weg zur Oxidation reduzierten FADs
oder FMNs, was deren Regenerationsrate erhShte. Da ein anndhernder

guantitativer Zusammenhang zwischen der Bildung von Laktat und
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Succinat einerseits und 3-CBOH andererseits gefunden wurde, kann
angenommen werden, daff der die Wachstumsrate limitierende “Fla-
schenhals" in der O=xidationsgeschwindigkeit wvon FADH oder FMNH
layg, der durch die M&glichkeit =zur Bildung von 3-CBOH aus 3-CBA

geweitet wurde und so ein schnelleres Wachstum erm&glichte.

Das vorgestellte Modell bietet eine Erkldrung fiir die Steigerung
der Wachstumsrate, ohne daff auch eine Steigerung der Energieaus-
beute des Pyruvatstoffwechsel impliziert ist. Dies h&tte auch eine
Steigerung des Wachstumsertrages bedeutet, die aber nicht gefunden

wurde.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der anaercbe Abbau von 3-Chlor-
benzoesiure durch eine strikt anaerobe Mischkultur untersucht, die
eine anaerobe Nahrungskette aus dehalogenierenden und Benzeosdure
abbauenden Bakterien sowilie hydrogenotrophen und acetotrophen Me-

thanbakterien darstellte.

Die quantitative Zusammensetzung der anaeroben Mischkultur aus den
4 trophischen Gruppen wurde lber Aktivitdtsmessungen im Substrat-
sdttigungsbereich bestimmt, wobei die dehalcgenierenden Bakterien
mit 8,1 umol'mgprotein'l'd‘l die niedrigsten spezifischen Umsatz-
aktivitdten aufwiesen und die hydrogenotrophen Methanbakterien mit
163 umol'mgprotein'l’d'1 die héchsten. Damit lagen die maximalen
Umsatzaktivitdten der hvydrogenotrophen Methanbakterien um den Fak-
tor 10 iiber dem theoretischen Mindestwert fiix die Umsetzung von 3-
CBA zu Biogas ohne Bildung von Zwischenprodukten. Die Zusammenset-

1Im A My ea~hlrial +a
uri aeXr f1se o

]
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Festbettumlaufreaktoren mit den Trédgermaterialien PUR-B 4,8% und

PUR-B 33% unterschieden sich nur geringfiigig.

Bei einer Verweilzeit von einem Tag und einer Raumbelastung von
11,2 mmol3_CBA‘l'l'd'l wurden in den Festbettumlaufreaktoren Um-
satzraten von 10,4 mmol3=_c}-:m'l'“'l‘d"’1 erreicht, was einem Abbaugrad
von 90% entspricht. Bei Verdoppelung der Raumbelastung verdoppel-
ten sich auch die maximalen Umsatzaktivitdten der trophischen
Gruppen, was die Verdoppelung der in den Reaktoren immobilisierten

Biomasse anzelgte.

Aus der Mischkultur wurde ilber eine Pbichtegradientenzentrifugation
ein D. vulgaris Stamm isoliert, der widhrend des Wachstums auf Py-
ruvat ohne Sulfat 3-Chlorbenzoesdure zu 3-Chlorbenzylalkohol redu-
zierte. D. vulgaris Stamm PY1l stellt das zweite strikt anaercbe

Bakterium in Reinkultur dar, das 3-Chlorbenzoesdure umsetzi.

Die Reduktion wvon Benzoesdure zu Benzylalkochol steigerte die Wach-
stumsrate von D. vulgaris Stamm PYl auf Pyruvat ohne Sulfat von
0,05 auf 0,1 da-1 gegeniiber Vergleichskulturen ohne Benzoesdure,
wdhrend gleichzeitig 0,3 mmol-1~1 weniger Laktat, 0,3 mmol- 1”1 we-~
niger Succinat und 1,3 mmol-1~1 weniger Ethanol gebildet wurden.
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In Rohextrakten aus mit Sulfat gewachsenen Zellen wurden mit 0,13
nmol'mgProtein"l'min"l um den Faktor 4 geringere spezifische Akti-
vitdten nachgewiesen als in Rohextrakten aus Zellen, die ohne Sul-
fat gewachsen waren. Als natiirliche Elektroneniibertridger der En-
zyme wurden FAD, FMN und Ferredoxin nachgewiesen. Eine Aktivierung
der 3-Chlorbenzoes&dure durch Bindung an Coenzym A, Phosphat oder

Nucleosidphosphaten erfolgt nicht.
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