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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Akkumulation schwer abbaubarer naturfremder Stoffe, sog. Xenobiotika, in der
Umwelt erfahrt immer stérkere eAchtung. Ein Abbau dieser persistenten Stoffe kann
biologisch oder technisch eingeleitet werden. Wenn ein biologischer Abbau von Xenobiotika
moglich ist, ist dem meist der Vorrang einzurdumen, da der Schadstoff im gunstigsten Fall
vollstandig zu Kohlendioxid und Wasser umgewandelt werden kann und so dem
biologischen Gleichgewicht zurtickgefuihrt wird, ohne dafl3 toxische oder schwer abbaubare
Intermediate entstehen. Zudem ist die biologische Reinigung meist auch die
kostengunstigere Alternative.

Zu den Xenobiotika werden auch Etherverbindungen gezahlt. Neben industriell eingesetzten
Etherverbindungen, wie Tetrahydrofuran, Diethylether, Polyethylenglykole, u.v.a.m.,
machen Detergenzien und Agrochemikalien, wie Fungi- und Herbizide, den Grol3teil der
anthropogen in die Umwelt entlassenen Etherverbindungen aus (White et al., 1996). In der
Literatur findet man Hinweise darauf, dal3 ein mikrobiologischer Abbau von
Etherverbindungen méglich ist. In der Praxis wird jedoch auch mittels chemischer Oxidation
durch Einsatz von Wasserstoffperoxid und Ozon die biologische Abbaubarkeit von Ethern
unterstutzt (Adams et al., 1994).

Tetrahydrofuran (THF) ist ein gut wasserldslicher, leicht fliichtiger zyklischer Ether, der in
grol3em Mal3e in der Industrie als Losungsmittel Anwendung findet (Brownstein, 1991). Im
Jahr 1997 wurde THF weltweit mit ca. 70 000 t produziert (Jassel, persdnliche Mitteilung),
wobei es auch als Ausgangsprodukt fir andere Produkte dient. THF wird als Losungsmittel
fur Lacke, Klebstoffe und in Spinn-, Tauch- und Streichlosungen eingesetzt. Im chemischen
Labor wird es u.a. bei Extraktionen verwandt. Des weiteren ist es Ausgangsprodukt fur
hochmolekulare Ether (z.B. Polyoxitetramethylenglykole), funfgliedriger Heterozyklen
(Pyrrolidin, Tetrahydrothiophen) und Verbindungen wie Succinatdialdehyd oder 1,4-
Dihalogenbutan (BG Chemie, 1988; ROmpp, 1990).

Chemisch kdnnen Etherbindungen durch Einsatz hoher Temperaturen und konzentrierter
Sauren gespalten werden (Mo et al., 1997). Uber den mikrobiellen Abbau von THF, das im
Mittelpunkt des Interesses der vorliegenden Arbeit steht, ist bis zum gegenwartigen
Zeitpunkt vergleichsweise wenig publiziert worden. In der jungeren Literatur findet man

einige Hinweise auf die Existenz THF abbauender Mikroorganismen (Dmitrenko et al.,
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1987; Gvozdyak et a., 1988; Bernhardt und Diekmann, 1991; Parales et a., 1994; Poupin

et al., 1998; Steffan, 1998), obwohl Painter und King (1985) den zyklischen Ether THF als

eine nicht schnell biologisch abbaubare chemische Substanz bezeichneten. Die wenigen
wissenschaftlichen Arbeiten, die sich mit dem biologischen Abbau dieses zyklischen Ethers
befassen, stehen in klarem Widerspruch zu dessen Bedeutung in der heutigen chemischen
Industrie. In der oben ztierten Literatur finden sich alerdings eingesetzte THF-
Konzentrationen von z.T. weit unterhalb der in situ anzutreffenden 50 mM (3,61 g/l). Diese
Konzentration kann in entsprechenden industriellen, nicht kommunalen, Abwassern
angetroffen werden (J.R. Andreesen, personliche Mitteilung). Wird ein mikrobiologischer
Abbau gewiinscht, missen Organismen isoliert werden, die in der Lage sind die THF-
Konzentrationen, wie sie situ vorkommen, zu tolerieren und abzubauen. Die genetische
Stabilitat der schadstoffabbauenden Bakterien ist von Bedeutung. Oftmals liegen die Gene,
die fir die am Schadstoffabbau beteiligten Enzyme codieren, auf Plasmiden in der
Bakterienzelle vor (Schlegel, 1992; Madigan et al., 1997). Es ist jedoch bekannt, dal3
Plasmide verlorengehen kdnnen und so dem betroffenen Bakterium die dort codierten

genetischen Informationen dann fehlen.

Der Losungsmittelcharakter von Etherverbindungen, der die Integritdit von
Cytoplasmamembranen angreift, stellt einen Schwierigkeitsfaktor beim mikrobiellen Abbau
von Ethern dar. Die Toxizitdt organischer Losungsmittel fur mikrobielle Zellen beruht auf
der Anreicherung in der Cytoplasmamembran, wodurch diese zerstért wird (Sikkema et al.,
1995). Die Bakterien, die lipidauflosende Substrate zur Energiegewinnung nutzen kdnnen,
mussen demzufolge in der Lage sein, sich vor der Zerstorung ihrer Zellintegritat zu

schutzen; sie missen daher auf den Losungsmittelstrel3 reagieren konnen.

Es besteht ein grol3es Interesse an Losungsmittel toleranten Mikroorganismen, die flr
Biotransformationsprozesse eingesetzt werden konnten (Isken et al.,, 1999), und an den
Mechanismen, die zu dieser Toleranz fiihren (Aono und Kobayashini, 1997). Um die

negativen Einflisse von Losungsmitteln zu Uberleben, sind Veradnderungen in der
Zusammensetzung der Cytoplasmamembran erforderlich (Weber und de Bont, 1996). Diese
Mechanismen sind jedoch bisher noch nicht vollstdndig verstanden (Weber et al.,, 1994;
Aono und Kobayashini, 1997). Wahrend durch Lésungsmittel hervorgerufene

Adaptationsprozesse in Gram-positiven Bakterien erst wenig untersucht wurden (Rhee et
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a., 1996; Tsitko et al., 1999), wurden in den vergangenen Jahren die zugrunde liegenden
Mechanismen fur Losungsmitteltoleranz in Gram-negativen Bakterien, insbesondere von
Pseudomonas spp. und E. coli, intensiv untersucht (Isken et al, 1999). Mehrere
Adaptionsmechanismen werden in der Literatur genannt, wobei zwischen Kurz- und
Langzeitantworten unterschieden wird. Durch Verstarkung der Cytoplasmamembran
erreicht der Mikroorganismus, dal3 die Diffusion des Lo&sungsmittels vom Medium ins
Zellinnere erschwert wird. So gilt als erste Antwort der Zelle, wenn sie einem L6sungsmittel
ausgesetzt wird, diecis - trans Isomerisierung der ungeséattigten Fettsduren
(Kurzzeitantwort) (Weber et al., 1994; Isken et al., 1997; Ramos et al., 1997), wobei diese
Umwandlung unabhangig von eingg novo Fettsaure- und Lipidsynthese ist (Holtwick et

al., 1997). Als Langzeitantworten werden die vermehrte Synthese ungesattigter Fettsauren,
Veréanderung der Phospholipidzusammensetzung und Konzentrationsanderungen von den in
den membraneingeschlossenen Proteinen und Hopanoiden genannt (Weber und de Bont,
1996; Segura et al., 1999). Organische Lésungsmittel erhthen die Membranfluiditat;
ungesattigte Fettsduren in deans Konfiguration wirken dem entgegen (Holtwick et al.,
1997; Segura et al., 1999). Diese genannten Adaptationen werden von Ramos et al. (1997)
und Kieboom et al. (1998) als statische Adaptationen angesehen, durch die eine
physikalische, aber dennoch durchlassige Barriere erreicht wird. Die Resistenzen gegenuber
sehr hohen Losungsmittelkonzentrationen koénnen jedoch damit nicht erklart werden
(Ramos et al. 1997; Kieboom et al., 1998). Vielmehr sind hierfir Efflux-Systeme
verantwortlich (Isken und de Bont, 1996; Isken et al., 1997; Kieboom et al., 1998; Li et al.,
1998). Das von Isken und de Bont (1996) beschriebene Efflux-System hat hohe
Sequenzhomologien zu bekannten Efflux-Systemen, die u.a. hydrophobe Antibiotika,
Farbstoffe und Schwermetalle aus den Zellen schleusen (Nikaido, 1996; Paulsen et al.,
1996). Einer weiteren Resistenzantwort, der Metabolisierung der Chemikalie (Ramos et al.,
1997; Segura et al., 1999), messen Segura et al. (1999) interessanterweise nur eine geringe
Bedeutung bei, weil viele Bakterien bekannt sind, die Losungsmittel nur tolerieren und nicht

als Energiequelle nutzen (siehe z.B. Inoue und Horikoshi, 1989).

White et al. (1996) geben eine gute Ubersicht tber die bekannten aeroben und anaeroben
bakteriellen Etherabbauwege und die zugrunde liegenden biochemischen Mechanismen, die
zur Offnung der Etherbindung fiihren. Bereits Alexander (1965) beschrieb, daR es die

Etherbindung ist, die einen biologischen Abbau sehr erschwert. Interessant ist, daf}
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strenggenommen viele einleitende Enzyme, die am Etherabbau beteiligt sind, nicht direkt die
Etherbindung spalten, sondern dal3 sie das Substrat labilisieren, indem sie molekularen
Sauerstoff an ein an der Etherbindung benachbartes C-Atom einfiihren und es so in seine

halbacetale Form uberfuhren, die spontan hydrolytisch gespalten wird (White et al., 1996).

Viele Oxygenasen sind initiale Enzyme in bekannten Schadstoffabbauwegen. Man
unterscheidet bei diesen Enzymen Mono- und Dioxygenasen. Letztere fuhren beide
Sauerstoffatome des,@ das Substrat ein. Monooxygenasen hingegen katalysieren den
Einbau nur eines Sauerstoffatoms in das Substrat, wahrend das zweite zu Wasser reduziert
wird (Lehninger et al., 1994). Oxygenasen bestehen meist aus einer Oxygenase- und einer
Reduktasekomponente und man unterscheidet zwischen Ein- und Mehrkomponenten
Enzymen. Es gibt verschiedene Klassen von Monooxygenasen, die aufgrund der jeweils
involvierten Redoxcofaktoren unterschieden werden (Ziegler, 1988). Neben flavin- oder
eisenhaltigen Monooxygenasen gibt es die Familie der Cytochrés® Paltigen Enzyme,

die ein breites Spektrum von Hydroxylierungsreaktionen katalysieren (Sariaslani, 1991).
Cytochrom P-450 haltige Enzyme sind bei Eu- und Prokaroyoten verbreitet, in der Lage
Etherbindungen zu spalten (White et al., 1996) und oft am Abbau von Xenobiotiligtbete
(Sariaslani, 1991).

Bernhardt und Diekmann (1991) isolierten einen THF abbaueRtledococcus ruber
Stamm, der neben THF augiButyrolacton, 1,4-Butandiol und Succinat, nicht jedoch 3-
Hydroxytetrahydrofuran verstoffwechseln konnte. Aufgrund dieser Substratstudie gingen

sie von folgendem THF-Abbauweg aus:

D e L

1 © 2 O 30

| |

- N N = TN >\ —>=TCC
CH,OH HOCHZ CHO HOCH COOH OCH COOH HOOC COOH
4 5 6 7 8

HOCHJZ

Abb. 1: Postulierter THF-Abbauweg (Bernhardt und Diekmann, 1991). 1, Tetrahydrofuran; 2, 2-
Hydroxytetrahydrofuran; 3, y-Butyrolacton; 4, 1,4-Butandiol; 5, 4-Hydroxybutyraldehyd; 6, 4-
Hydroxybuttersdure; 7, Succinatsemialdehyd; 8, Succinat.
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Die Autoren postulierten, dafl3 es am C2-Atom des THFs zur Hydroxylierung kommt (Abb.
1), die von einer Monooxygenase katalysiert wird. 2-Hydroxytetrahydrofuran kdnnte als
Hemiacetal durch hydrolytische Spaltung des Rings zu 4-Hydroxybutyraldehyd
umgewandelt oder durch eine Alkoholdehydrogenasg-Butyrolacton oxidiert werden.

Aus beiden letztgenannten Intermediaten kdnnte Uber eine Aldehyddehydrogenase- bzw.
Lactonasereaktion 4-Hydroxybuttersaure entstehen, die durch eine Alkoholdehydrogenase-
bzw. Aldehyddehydrogenasereaktionen uber Succinatsemialdehyd zu Succinat oxidiert
werden kann. Succinat kann dann zur Energiegewinnung in den Tricarbonsaurezyklus
(TTC) eingeschleust werden. Die postulierte Hydroxylierung am C2-Atom wurde durch
Arbeiten von Bock et al. (1996) bestéatigt. Da es sich bei 2-Hydroxy-THF um eine instabile
Verbindung handelt, wurden THF induzierte Zellen dResruber Stamms 219 mit 2,5-
Dimethyl-THF inkubiert, um ein stabiles Zwischenprodukt nachweisen zu kdnnen (Bock,
1994). Es wurden zwei Hauptintermediate detektiert, wovon ein Metabolit als Hexan-2,5-
dion identifiziert wurde (Bock et al., 1996). Dies wird als Bestatigung des Reaktionswegs
2,5-Dimethyl-THF - 2,5-Dimethyl-2-Hydroxy-THF— 5-Hydroxy-Hexan-2-on- Hexan-
2,5-dion gewertet (Bock et al., 1996).

In Abwasseraufbearbeitungsanlagen wird THF allgemein im CSB-Summenparameter erfal3t.
Wegen der Flichtigkeit des Ethers ist die Konzentrationsabnahme aufgrund biologischer
Aktivitat im Abwasser nicht exakt zu bestimmen (Diekmatf94). Niedrigere THF-
Konzentrationen in Abwassern wirden zu einem niedrigeren CSB-Wert fuhren, was aus
Okologischer und finanzieller Sicht von grof3em Nutzen ist.

Fur eine biologische Abwasserreinigung ist es vorteilhaft mit immobilisierten Zellen zu
arbeiten, insbesondere bei hohen oder stark schwankenden Schadstoffkonzentrationen, oder
wenn der Abbau stark persistenter oder toxischer Substanzen erwiinscht ist (Rehm, 1990;
Schulz, 1993). Eine héaufig eingesetzte Methode ist die adsorptive lis@ang von
Mikroorganismen (Busscher und Weerkamp, 1987).

Die Bildung eines Biofilms wird von van Loosdrecht et 4090a) in vier Phasen eingeteilt:
Transport von Mikroorganismen an die Trageroberflache (Phase 1), initiale reversible
Adhasion der Mikroorganismen (Phase 1), feste irreversible Anheftung der Organismen an
die Trageroberflache (Phase I1lI) und Ausbildung einesilB®fdurch Wachstum der

adsorbierten Mikroorganismen (Phase 1V).
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Bei der reversiblen Adhasion zeigt die Bakterienzelle noch zweidimensionale Brown’sche
Molekularbewegungen, bei der irreversiblen Adhasion zeigt die Bakterienzelle diese
Bewegung nicht mehr und kann nur durch Einwirkung starker Scherkréfte vom Trager
gelost werden (James, 1982; van Loosdrecht et al., 1990b).

Wenn Zelle und Trager genigend nahe sind, kommt es zu sog. ,short-range” Interaktionen.
Es wird spekuliert, dal3 nun die hydrophoben Gruppen der Bakterienoberflache fir die
Verdrangung des Wasserfilms zwischen Zelle und Trager sorgen. Nimmt ihre Distanz auf
<1,5 nm ab, so wird die Energiebarriere zwischen Zelle und Trager aufgehoben und es kann
zu spezifischen Interaktionen kommefionische Bindungen, Ausscheidungen von
Exopolysacchariden, die Zelle und Trager ,zusammenkleben”). Die weitere Ausbildung des
Biofilms erfolgt durch Synthese der eaxellularen Matrix, Wachstum und Vermehrung der
Mikroorganismen. Die Priméarbesiedlung ist ein Prozel3, der sich im Zeitraum von Stunden
volizieht, wahrend die Ausbildung eines Biofilms Tage oder langere Zeit benétigt (Schaule,
1992).

Es gibt keine allgemein anerkannte Theorie, die die mikrobielle Adsorption beschreibt
(Klein und Ziehr, 1990; Martienssen, 2000a), weil die Gesamtheit der ablaufenden
Interaktionen zwischen Zell- und Trageroberflache noch nicht im Detail verstanden ist
(Marshall, 1991). Van Loosdrecht et al. (1990b), geben eine gute Ubersicht (iber die zwei
bisher am haufigsten diskutierten Theorien: Die Derjaguin-Landau-Verwey-Oberbeek-
(DLVO-) Theorie und die Theorie der Gibb’schen Oberflachenen&@ig (

Die DLVO-Theorie beschreibt die sog. ,long-range” Interaktionen, die Van-der-Waals- und
elektrostatischen Krafte, die die Adhasion beeinflussen. Nach van Loosdrecht et al. (1990b)
ist diese Theorie geeignet, sowohl das Phdnomen der reversiblen, als auch der irreversiblen
Adsorption zu erklaren, wahrend Norde und Lyklema (1989) die biologischen Prozesse, die
zur irreversiblen Adhasion fuihren, durch die DLVO-Theorie nicht erfal3t sehen. Fur die
Theorie der Gibb’schen Oberflachenenergie gilt als Voraussetzung, daf3 unmittelbarer
Kontakt zwischen den miteinander agierenden Oberflachen besteht. Hierbei ist die Adh&sion
allein von den vorhandenen Oberflachenenergien abhangig. Adhasion erfolgh&end

ist (Klein und Ziehr, 1990; van Oss et al., 1995).

Da physikochemische Wechselwirkungen zwischen Zellen und Tragern die erste Phase der
Adsorption beeinflussen (van Loosdrecht et al., 1989; Dalton et al., 1994; Groening et al.,
1988), solite die Charakterisierung der Bakterienzelloberfliche des THF abbauenden

Bakteriums im Vordergrund stehen, um mdgliches Adhasionsverhalten voraussagen zu



1. Einleitung

kdnnen. Aus der Literatur ist bekannt, dal3 Zellalter und Substrat (Neufeld et al., 1980;
Hazen et al.,, 1986; van Loosdrecht et al., 1987), Inkubationstemperatur (Hazen et al.,
1986) und weitere Inkubationsparameter (Sutherland, 1985), wie z.B. Phosphatgehalt
(Buchs et al., 1988), den Charakter von mikrobiellen Zelloberflachen beeinflussen, aber
auch die Wachstumsphase EinfluR auf die Hydrophobizitat hat. So beschreiben van
Loosdrecht et al. (1987) eine ansteigende Zellhydrophobizitat mit hoher Wachstumsrate im
Chemostaten und in der exponentiellen Wachstumsphase in einer Batch-Kultur. Als
verantwortliche Faktoren fir die bakterielle Adhasion an angebotene Trager werden Ladung
(Olssen et al., 1976; Pelletier et al., 1997), Hydrophobizitat (Rosenberg und Kjelleberg,
1986; Rijnaarts et al., 1993; Pelletier et al., 1997) und extrazellulare Strukturen der
Zelloberflache (Marshall, 1992; Gehrke et al., 1998; liengnd Weiner,1998; Quintera et

al., 1998), wie extrazellulare Polysaccharide, Flagellen und Fimbrien genannt. Zita und
Hermansson (1997) berichten, dal3 eine hohe Oberflachenhydrophobizitat mit erhohter
Zelladhasion an Abwasserflocken korrelierte. Dies ist im Prozefd der Abwasserreinigung
erwunscht, da es die Abscheidung mikrobieller Zellen vom gereinigten Effluentenstrom

erleichtert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine vorhandene Mischkultur an hdimesetu
relevante THF-Konzentrationen zu adaptieren und das fir den THF-Abbau verantwortliche
Bakterium in Reinkultur zu isolieren, um die zugrunde liegende Stoffwechselaktivitat einem
charakterisierbaren Bakterium zuordnen zu koénnen. Das THF abbauende lIsolat sollte
taxonomisch und wachstumsphysiologisch charakterisiert werden. Da das Wachstum mit
Ether einem LoOsungsmittelstre3 entspricht, solite das Wachstumsverhalten unter
verschiedenen Strel3bedingungen (Temperatur, Salz, hohe Ethersubstratkonzentrationen)
untersucht werden, um herauszufinden, inwieweit das Bakterium auf diese untersuchten
Stressoren wachstumsphysiologisch reagiert. Einleitende enzymatische Untersuchungen
solliten klaren, ob eine THF abhangige enzymatische Aktivitat in wachsenden, ruhenden und
permeabilisierten Zellen nachgewiesen werden kann, da aus Untersuchungen von Bernhardt
(1991) und Bock (1994) abgeleitet werden konnte, dafd mit einer geringen und instabilen
Enzymaktivitéat gerechnet werden mufdte. Fir die Reinigung und Charakterisierung eines
Enzyms sind diese Voruntersuchungen wichtig, um so Aussagen uber dessen Stabilitat im
zellfreien Extrakt zu erhalten. Fir einen mdoglichen biotechnologischen Einsatz zur

Reinigung THF haltiger Abwasser wére es vorteilhaft, das THF abbauende bakterielle Isolat
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mittels Adhéasion- oder Zelleinschlul3methoden zu immobilisieren. In Vorversuchen sollten

die physikochemischen Zelloberflacheneigenschaften, die die primare Adhasion beeinflussen,
untersucht werden, um Voraussagen zum mdglichen Adhasionsverhalten machen zu
konnen. Des weiteren sollte untersucht werden, inwieweit das angebotene Substrat die
physikochemischen Eigenschaften der Zelloberflache beeinflul3te. Fur den quantitativen

Nachweis des THFs mul3te eine gaschromatographische Methode erarbeitet werden.
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2. Material und M ethoden

2.1 Verwendete Bakterienstamme und Vektoren

Als Referenzorganismen dienten Escherichia coli Stamm K 12, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus (DSM 31" und Bacillus licheniformis (DSM 13") aus der institutseigenen
Stammsammliung und Pseudonocardia sulfidoxydans (DSM 44248"), der freundlicherweise

von Herrn Dr. A. Lipski (Universitat Osnabrtick) zur Verfligung gestellt wurde. Der in der
vorliegenden Arbeit isolierte Stamm K1 wurde unter der DSM Nummer 44239 bei der
DSMZ in Braunschweig hinterlegt. Fur die molekularbiologischen Arbeiten wurden
kompetente Escherichia coli Zellen XL1-Blue (Epicurian cdli Stratagene GmbH,
Heidelberg) und der Vektor pGEM®-T-Easy (T4 DNA-Ligase System 1; Promega,
Madison, U.S.A.) eingesetzt.

2.2 Medien und Medienzusatze

Mineramedium

Das Mineralmedium wurde, wie bei Koenig (1991) beschrieben, hergestellt.

Salzlésung 50,0 ml
Spurenelementldsung 1,0 ml
Vitaminlésung 5,0 mi

Kaliumphosphatpuffer (1 M, pH 7,4) 50,0 ml
Natriummolybdat (1 mM) 1,0 ml
H,O dest ad 1000 ml

Der Kaliumphosphatpuffer wurde getrennt autoklaviert und mit den sterilen
Spurenelement-, Vitamin- und Natriummolybdatlésungen zu der abgekuhlten autoklavierten

Salzlésung in KO dest gegeben. Der pH-Wert des Mineralmediums war 7,4.
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Salzlosung:
Endkonz. (M) im Mineralmedium
CaC} x 2 H,O 0,2 g/l 0,09
MnSQ, x H,O 0,2 g/l 0,06
MgSO, 10,0 g/l 2,0
NH,CI 6,0 g/l 5,6
NacCl 1,0 g/l 0,85
ad HO dest 11

Spurenelementlésung (modifiziert nach Widdel et al., 1983):

Endkonz. (M) im Mineralmedium

FeCl,x 4 H,0 2,0 gl 1,0 x 1®
ZnCh, 0,070 g/l 5,1x 10
MnCI ,x 4 H,O 0,100 g/l 5,0 x 10
HsBO; 0,006 g/l 1,0 x 163
CoChLx 6 H,O 0,190 g/l 8,0 x 10
CuCh x 2 H,O 0,003 g/l 2,0 x 1%
NiCl ,x 6 H,O 0.024 g/l 1,0 x 10
HCI 25 % (v/v) 10 mi

ad HO dest 11

Das Eisenchlorid wurde zuerst in der Salzsaure geldst und danpOndddt aufgefullt, um
darin die weiteren Spurenelemente zu Iosen. Die Spurenelementldsung wurde getrennt fur

15 Minuten autoklaviert oder sterilfiltriert.

Vitaminlésung (modifiziert nach Genthner et al., 1981):

Pantothensaure 50 mg/l
Riboflavin 50 mg/l
Pyridoxamin-HCI 10 mg/I
Biotin 20 mg/l
Folsaure 20 mg/l

10
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Nicotinsaure 25 mg/l
Nicotinsaureamid 25 mg/l
o-Liponséure 60 mg/l
p-Aminobenzoesaure 50 mg/l
Thiamin-HCI 50 mg/I
Vitamin By, 50 mg/I
ad HO dest 11

Die Vitaminldsung wurde sterilfiltriert und lichtgeschitzt bei 4 °C im Kuhlschrank

aufbewahrt.

Zur Herstellung fester Medien wurden 15 g Agar/l zugegeben.

Nahrbouillon

Die Nahrbouillon wurde von der Fa. Immunpraparate Berlin bezogen.

Pankreatisches Pepton (Casein, Fleisch, Gelatine) 13,50 g/

Eiweil3hydrolysat 3,50 g/l
Hefeextrakt 3,0 g/l
NacCl 50 gl
pH-Wert 7,5

Zur Herstellung fester Medien wurden 10 g Agar/l zugegeben.

TYS-Medium
Bacto Trypton 10 g/l
Bacto Yeast Extract 59/l
Dinatrium-Succinat 2 g/l

Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf pH 7,5 eingestellt.

11
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Beweglichkeitsagar (Koenig, 1991)

Um die Beweglichkeit der Bakterien zu untersuchen, wurde dem TY S-Medium (Kap. 2.2)

0,3 % (w/v) Agar zugegeben Mit einer sterilen Impfése wurde Zellmaterial in das Zentrum
der noch frischen Agarplatte aufgetupft und die Platte inkubiert. Ein schwarmendes
Wachstum, von der Mitte der Agarplatte zu ihrem Rand hin, wurde als beweglich-positiv

gewertet.

Arginin-Glyzerin-Agar(EIl-Nakeeb und Lechevalier, 1963)

L-Arginin 1,0 g/l
Glyzerin 12,5 g/l
NacCl 1,0 gl
K,HPO, 1,0 gl
MgSO, x 7 HO 0,5 g/l
Fe(SOy); x H,O 0,01 g/l
CuSQ x 5 H,0 1,0 gl
ZnSQ, x 7 H,O 1,0 gl
MnSO, X H,0 1,0 g/l
Agar 15 gl

Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf 7,0 bis 7,5 eingestellt. Das
Kaliumhydrogenphosphat wurde getrennt autoklaviert und nach dem Autoklavieren,
zusammen mit dem sterilfiltrierten Arginin zu dem auf etwa 40 °C abgekihlten Medium

gegeben.

Leitungswasseragar (modifiziert nach Atlas, 1993)

12,5 g Agar wurden in 1 | Leitungswasser geldst und autoklaviert. Der pH-Wert des
Mediums war 6,0. Dem Medium wurde 0,01 % (w/v) Succinat aus einer sterilen

Stammldsung zugegeben.

12
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Haferflockenagar (modifiziert nach Atlas, 1993)

Haferflocken 60 g/l
Agar 12,59/l
Spurenelementlésung 1 mll

Die Haferflocken wurden zuerst zermérsert und dann mit JOI éest aufgefilit und unter
Ruhren zum Kochen gebracht. Die Haferflockensuspension wurde durch ein Leinentuch
gegeben und das Filtrat mit dem Agar versetzt, der pH-Wert auf 6,0 eingestellt, das
Medium fur 15 Minuten autoklaviert und die sterile Spurenelementlosung (Kap. 2.2)

hinzugegeben.

Tryptophan-Bouillon

Trypton 10 g/l
D,L-Tryptophan 14/
NacCl 5 g/l
ad HO dest 11

Zur Differenzierung eingesetzte feste Medien

Die nachfolgenden festen Differenzierungsmedien wurden nach Herstellerangaben
hergestellt: Bacto MacConkey Agar (Difco Manual, 1984), Bacto Schaedler Agar mit 5 %
(v/v) Schafsblut (Difco Manual, 1984), Czapek-Dox Agar (DSM Katalog, 1993, Nr. 130)
und Trypticase-Soja-Agar (Sigma).

Medienzusatze

Ampicilin wurde in einer Endkonzentration vai5 pg/ml, IPTG (dioxanfrei) in einer
Endkonzentration von 40 pg/ml und X-Gal in einer Endkonzentration von 48 pg/ml
eingesetzt. Sterile Stammldsungen fur alle Verbindungen wurden in den Konzentrationen
von 100 mg/ml Ampitiin, 40 mg/ml IPTG und 20 mg/ml X-Gal hergestellt und bei -20 °C

gelagert.

13
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2.3. Kulturbedingungen, Zellanzucht und -ernte, Reinheitskontrolle,

Stammbhaltung und Konservierung

Kulturbedingungen fir Wachstumsversuche und Stammhaltung in Flussigkultur:

Routinemalf3ig wurde in flissiges Mineralmedium (Kap. 2.2) tberimpft, dem, wenn nicht
anders erwéhnt, 10 mM THF als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zugeben wurde.
Inkubiert wurde bei 28 °C und 160 Upm auf einem Rundschdittler. Wenn fliichtige Substrate
eingesetzt wurden, wie z.B. THF, wurde in Erlenmeyerkolben mit vier Schikanen und
Schraubverschluf3 mit Teflon-Silikoneinlage (Ochs Glasgeratebau, Bovenden) inkubiert. Bei
nichtflichtigen Substraten wurden Erlenmeyerkolben mit vier Schikanen oder
Reagenzglaser, die mit Wattestopfen und Aluminiumfolie verschlossen wurden, benutzt. Die
Kolben waren maximal mit 18 vol-% gefillt, wenn Schraubverschlisse mit Silikoneinlage
verwendet wurden bzw. mit 30 vol-%, wenn der Kulturkolben mit Wattestopfen
verschlossen wurde. Die Zellen wurden routinemafig mit einer Vorkultur aus der
logarithmischen Wachstumsphase angeimpft, so dal3 in der Regel eine anfangliche optische
Dichte bei 578 nm von 0,1 eingestellt wurde. Die Verdopplungszeiten und Wachstumsraten
wurden wie bei Schlegel (1992) berechnet.

In den Wachstumsversuchen, in denen die Salztoleranz untersucht werden sollte, wurden
die jeweiligen Salze einzeln oder in Kombination vor dem Autoklavieren dem
Mineralmedium zugegeben. Die Ansatze wurden mit einer Vorkultur aus der
logarithmischen Wachstumsphase beimpft und das Wachstum durch Messung der optischen
Dichte in Gegenwart von 10 mM THF oder Succinat verfolgt.

Zellanzucht und -ernte: Die Zellen wurden wie oben beschrieben angeimpft und in der

logarithmischen Wachstumsphase (bzw. auch in der stationaren Phase fur die
Mikrotitrationsexperimente) geerntet. Volumina bis 7 Litern wurden mit der Sorvall 5 RC B
Plus mit 8500 Upm (12210 g) fur 30 Minuten bei 4 °C abzentrifugiert. Gré3ere Volumina
wurden mit der Heraeus Sepatech Biofuge 28 RS, die mit dem Titandurchfluf3rotor 8575
ausgestattet war, bei 15500 Upm (20144 g) und einer Durchflu3rate von ca. 400 ml/min bei
4 °C abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden mit sterilem Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH
7,4) dreimal gewaschen und anschliel3end sofort verwendet oder bei -80 °C oder -20 °C
eingefroren.

Mikroskopische und makroskopische Reinheitskontrolle: Um die Reinheit der isolierten

Bakterien zu Uberprifen, wurden sie regelmalfig lichtmikroskopisch auf einheitliche

14
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Zellmorphologie untersucht und Zellen oder Zelsuspensionen auf Agarplatten
ausgestrichen, um die einheitliche Koloniemorphologie zu tberprufen.

Stammhaltung und Konservierung auf Agarplatten: Die Bakterienkultur wurde auf dem

entsprechenden N&ahrmedien (N&ahr-, Mineral- oder Arginin-Glyzerin-Agar) im
Verdunnungsausstrich ausgestrichen bzw. Zellsuspensionen ausplattiert. Die Platten wurden
mit Parafilm zum Schutz vor Austrocknung verschlossen und solange inkubiert bis
deutliches Wachstum sichtbar war und dann bei 4 °C gelagert. Wenn die Agarplatten mit
THF versetzt werden sollten, wurden in den Agar aseptisch Locher gestanzt (Bernhardt,
1991), die dann mit 10 bis 50 pl THF befulit wurden. Die mit THF beschickten Agarplatten

wurden in einem luftdicht zu verschlieRenden Inkubator inkubiert.

Konservierung mit Kieselgel: Die Konservierung mit Kieselgel erfolgte wie bei Koenig
(1991) beschrieben. 1 g Kieselgel wurde in ein Hungate-Reagenzglas eingewogen, die
Reagenzglasoffnung mit Watte verschlossen und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren
wurden die Rohrchen fur eine Woche bei Raumtemperatur tber Blaugel im Exsikkator
getrocknet. Das zu konservierende Zellmaterial wurde in 1 ml steriler Magermilch (10 g
Magermilchpulver in100 ml HO dest geldst und fir 10 min autoklaviert) resuspendiert.
Die sterilen Hungateréhrchen, deren Kieselgel getrocknet war, wurden auf Eis gestellt, mit
1 ml Bakteriensuspension aseptisch befullt und fur eine weitere Woche bei Raumtemperatur
Uber Blaugel im Exsikkator getrocknet. Dann wurde der Wattestopfen entfernt, die
Hungater6hrchen mit sterilen Stopfen verschlossen und diese bei 4 °C gelagert. Zur
Reaktivierung der Bakterien wurde das "beimpfte” Kieselgel entweder auf eine Agarplatte
aufgetragen oder in Flissigmedium gegeben.

Konservierung auf Schragagarréhrchen mit und ohne Paraffindliberschichtung: Es wurden

mit entsprechenden N&hrmedien, die 1,5 % (w/v) Agar enthielten, Schragagarréhrchen
hergestellt, diese beimpft, inkubiert, die Kolonien mit sterilem Paraffindl Gberschichtet und
das Rohrchen bei 4 °C fur mehrere Monate aufbewabhrt.

Konservierung mit Glyzerin: Flissigkulturen oder von einer Agarplatte resuspendierte

Bakteriensuspensionen, wurden mit sterileFOHdest oder Saline gewaschen und in
frischem Mineralmedium oder Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH 7,4) resuspendiert. Dann
wurden 10 oder 20 % (v/v) steriles Glyzerin zugegeben und die Ansatze bei -80 °C
eingefroren.

Anlegen von Glyzerin-Stammkulturen: Zur Herstellung von Glyzerin-Stammkulturen

transformierter Zellen wurde von jeweils einer Kolonie Zellmaterial in 2 ml steriler
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Né&hrbouillon, die125 pg Ampidlin/ml enthielt, Uberimpft und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Am Morgen wurden 900 pl Medium mit 100 pl sterilem Glyzerin versetzt und bei

-80 °C eingefroren.

2.4 Analytik

2.4.1 Messung der optischen Dichte (OD)

Die optische Dichte (OD) wurde an einem Zweistrahlspektralphotometer Uvikon 930
(Kontron, Neufahrn) bei 578 nm gemessen. Als Referenz diefideddst oder Saline. Die

zu messenden Proben wurden verdinnt, wenn ihre optischen Dichten grof3er als 0,3 waren.

Mit einem Spectronic 2 Photometer (Milton Roy, U.S.A.) wurde die optische Dichte in

Reagenzréhrchen gemessen.

2.4.2 Trockengewichtsbestimmung von frischen Zellen (Koch und Gerhardt, 1994)

Mit THF angezogene Bakterienzellen aus der l