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Einleitung : 1

I. Einleitung

1. Freisetzung von Xenobiotika: Auswirkungen auf die Mikrobiologie

Die Folgen einer unzureichend durchgefiihrten Abfallstoffbehandlung und fehlende
Strategien zur Vermeidung und Reduzierung umweltbelastender Chemikalien sind in
den letzten Jahrzehnten in aller Welt spiirbar geworden. Vor allem die halogenierten
Kohlenwasserstoffe sind aufgrund ihres groBen Geféhrdungspotentiales ins éffentliche

Interesse gertickt.

Viele der in den Okosysternen vorkommenden Schadstoffe weisen eine strukturelle Ver-
wandtschaft zu Naturstoffen auf und kénnen durch Mikroorganismen mineralisiert
werden. Daneben existieren Stoffe, die sogenannten Xenobiotika, die neue oder seltene
Strukturelemente oder Substituenten besitzen. Dieses macht sie einer schnellen mikro-
biologischen Verwertung gegentiber persistent und es erfolgt eine Schadstoffakkumula-
tion in der Umwelt (Timmis et al., 1988). Die Ursache fiir die relative Unwirksambkeit der
katalytischen Aktivitdt der Mikroorganismen bzw. der Initialenzyme der katabolen

Abbausequenzen liegt meist in folgenden Faktoren begriindet:

1. Die Konzentration der Xenobiotika ist in den Okosystemen so niedrig, daB sich ein
Abbau dieser Substanzen, d.h. eine Entwicklung neuer Abbauwege (Synthese ent-
sprechender Enzyme) und gleichzeitige Nutzung der Xenobiotika/Intermediate als
Kohlenstoff- und Energiequelle, fiir die Mikroorganismen aus energetischen Griinden
nicht rentiert (Knackmuss, 1983).

2. Der Grund fiir die biologische Persistenz vor allem chlorierter Verbindungen ist auch
in der physikochemischen Natur der Halogen-Arenbindung zu suchen. Der Abbau von
Aromaten wird unter aeroben Bedingungen oft durch eine Dioxygenierungsreaktion des

Aromatenkerns eingeleitet. Fiir die Initial-Dioxygenierung aromatischer Kohlenwasser-
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stoffe wird ein elektrophiler Reaktionsmechanismus angenommen (Gibson, 1968;
Dagley, 1975). Halogensubstituenten, die die Elektronendichte in bestimmten Bereichen
des Benzolkernes mindern, erschweren somit den enzymatischen Angriff am Aro-

matenkern (Reinecke und Knackmuss, 1978).

3. Ein weiterer Grund flir die Akkumulation/Persistenz von Xenobiotika ist in konzen-
trationsabhéngigen Umsatzraten (Inhibierung) zu finden. Hohe Abbauraten treten oft

nur in einem kleinen Konzentrationsbereich auf (Mikroenvironment-Einfluf3).

4. Aufgrund der in den Punkten 1 und 2 aufgefiihrten Faktoren wird die Persistenz der
Xenobiotika in der Umwelt im wesentlichen durch abiotische Prozesse und durch
cometabolische Aktivitdten der Mikroorganismen beeinflut. Dabei ist beim Cometabo-
lismus der Fremdstoffumsatz um so effektiver, je mehr eine strukturelle Ahnlichkeit
zwischen Fremdstoff und natiirlichemn Substrat besteht (Knackmuss, 1983). Durch die in
den Mikroorganismen vorhandenen Enzyme des Naturstoffabbaus werden Fremdstoff-
molekiile zuféllig, ohne Gewinn von Energie oder Synthesebausteinen, umgesetzt.
Unglinstig kann sich hierbei neben oft sehr langsam ablaufenden Xencbiotikaum-

satzraten die Bildung von dead-end Metaboliten auswirken.

2. Konsequenzen der Xenobiotikafreisetzungen fiir Abwasserbehandlungs-

anlagen

Die oben geschilderten Faktoren gelten auch fiir die industrielle Abwasserreinigung.
Gelangen xenobiotikahaltige Abwdsser in die Sammelleitungen zentraler, kommunaler
Abwasserbehandlungsanlagen, werden die Xenobiotika stark verdiinnt. Diese Sub-
stanzen passieren normalerweise nur unvollstdndig oder gar nicht abgebaut die Bele-

bungsbecken, da Mikroorganismen mit speziellen Abbaupotentialen fehlen.

Werden industrielle Kldranlagen oder kommunale Klaranlagen durch Einleiten von

Halogenaromaten hoch belastet, so findet aufgrund fehlender Spezialisten oftmals ein
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nur unvollstindiger Abbau, z.B. durch Cometabolismus statt. Optisch gibt sich dieser
durch Bildung schwarzer, schwer sedimentierender Intermediate zu erkennen. Diese

Intermediate kénnen zudem schon existierende Biozénosen destabilisieren.

Bei der Konzeption moderner Kldranlagen miissen notwendige Verfahrensumstellungen
zur Vermeidung von Abwdéssern, geeignete VorortmaBnahmen zur gezielten Behand-
lung anfallender Abwésser sowie die Leistung der zentralen Kléranlage in einem ausge-
wogenen Verhélinis zueinander stehen. Durch Verfahrensumstellungen kann der Anfall
spezifischer Stoffe wie Schwermetalle, halogenierte organische Verbindungen usw.
vermindert werden, wodurch die zentrale Abwasserbehandlungsanlage entlastet wird
(Strotmann et al., 1992). Durch dezentrale Reinigung miissen standortspezifische
xenobiotikahaltige Abwéasser vor dem Durchmischen mit dem Gesamtabwasser be-
handelt werden, um Xenobiotika von der zentralen Klaranlage fernzuhalten. Verfahrens-
technisch ist dieses maglich, da hier, am Produktionsort, die Zusammensetzung und
Konzentration der Abwésser noch tiberschaubar ist. In den Belebungsbecken der
zentralen Abwasserbehandlungsanlagen etablieren sich Belebtschlammflocken (Misch-
kulturen), deren biologische Zusammensetzung von der qualitativen und quantitativen
Nahrstoffzusammensetzung des Klaranlagenzulaufes abhingt. Die Biomasse eliminiert
organisch verwertbare Stoffe ohne die Nachteile der physikochemischen Reinigung von

Abwdéssern, welche normalerweise stoffspezifisch wirksam ist.

Es existieren fiir jede biologische Abwasserbehandlungsanlage jedoch Leistungsgrenzen,
die erkannt und umgangen werden miissen. Destabilisierende Effekte fiir die Biozéno-
sen, wie sie bei Einleitung von Xenobiotika durch die Bildung von dead-end oder
suicide-Metaboliten oder Schwermetallen auftreten, miissen vermieden werden, soll
Abwasser wirtschaftlich gereinigt werden. Derartige Abwésser mitissen von den zentralen,

kommunalen Abwasserstrémen ferngehalten werden.

Das Fernhalten der Xenobiotika von der zentralen Abwasserreinigungsanlage kann
durch dezentrale Abwasserbehandlung realisiert werden. Folgende Anforderungen

miissen aus verfahrenstechnischer Sicht an derartigen Anlagen gestellt werden:
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- hohe Effizienz
- kleines Arbeitsvolumen

- vollsténdiger Xenobiotikaabbau

Fiir derartige Abbauleistungen sind Abbauspezialisten von Vorteil, die Xenobiotika nicht
nur durch cometabole Stoffwechselaktivitdten umsetzen, sondern diese auch als Kohlen-
stoff- und Energiequelle nutzen; eine Vermehrung der Mikroorganismen auf Kosten der
Schadstoffe wird angestrebt. Fiir derartige Aufgaben sind mikrobielle Reinkulturen von
Vorteil, da hier die Biologie der katabolen Prozesse aufgrund vorangegangener
Laborversuche genau bekannt ist. "End of pipe"-Anlagen werden generell nicht mono-
septisch betrieben werden kénnen. Eine monoseptische Betriebsweise erméglicht im
Labor- oder halbtechnischen Ma@stab die gezielte verfahrenstechnische Auslegung von
Bioreaktoren und vereinfacht durch Kenntnisse entscheidender ProzeBparameter die
Ubertragung in den technischen oder PilotmaRstab. Moderne Immobilisierungstechni-
ken erlauben zudem, hohe Zellkonzentrationen von Abbauspezialisten in biologischen
Systemen ohne aufwendige mechanische Trennoperationen aufrecht zu erhalten
(Ulonska et al; 1995). Eine dezentrale Abwasserreinigung mit Abbauspezialisten bietet
so neben einer exakten Reaktorauslegung die Vorteile einer reproduzierbaren und

steuerbaren Proze@fiihrung.

3. Stammentwicklung Xenobiotika-transformierender Mikroorganismen

Gliicklicherweise entwickeln Mikroorganismen gegeniiber den meisten der heute
bekannten Xenobiotika im Verlauf eines Evolutionsprozesses Abbauaktivitdten, so dai3
eine Selektion von Spezialisten moglich ist (z.B. Rojo et al., 1988, Timmis et al., 1988a,
Timmis et al. 1988b, Knackmuss, 1983). Dieser Evolutionsvorgang kann sich jedoch
Uber sehr lange Zeitraume erstrecken. Die Selektion von Bakterien, die bsw. 3-Chlor-
Benzoesaure (3CB) oder 1,2 4-Trichlorbenzol verwerten, nahm im Chemostat-Anreiche-
rungsversuch Monate in Anspruch (Dorn et al., 1974; Meer et al., 1987; Schraa et al,
1986; Haigler et al., 1988). Grund hierfiir ist das Auftreten notwendiger Veranderungen
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auf der Basis préexistenter oder durch Mutation rekrutierbarer Abbauaktivitdten, was

eine Vielzahl zufélliger genetischer Verénderungen erfordert.

Neben der Selektion unterscheidet man zwischen zwei weiteren Strategien fiir die Her-

stellung von Spezialkulturen (Knackmuss, 1983):

1. Die in vivo-Konstruktion durch konjugative Eigenschaftsiibertragung.

2. In vitro-Evolution neuer Abbausequenzen durch Genklonierung.

1. Die Evolution neuer funktionsféhiger Abbauwege fiir Fremdstoffe 1&3t sich drastisch
beschleunigen, wenn man geeignete Parinerstimme mit komplementéren Abbause-
quenzen zusammenbringt. Ziel dieses Stammkontaktes ist die konjugative Ubertragung
extrachromosomaler Gene (Plasmide) sowie Genaustausch zwischen verschiedenen
Plasmiden und Chromosomen (Knackmuss, 1983; Reineke, 1989).

2. Die in vitro-Neukombination von Genen erlaubt es, die fiir den Xenobiotikaabbau
relevanten Gene noch gezielter als bei der in vivo-Konstruktion manipulieren zu kénnen.
Dadurch kénnen die gewtinschten Abbaueigenschaften frei von stérenden Fremdgenen
fiir den Schadstoffabbau rekrutiert werden.

Somit kann die moderne Mikrobiologie prinzipiell spezifisch adaptierte Mikroorganismen
fiir die Mineralisierung von Xenobiotika bereitstellen. In wieweit solche Laborergebnisse
als praxisrelevant einzuschétzen sind, kann zu diesem Zeitpunkt noch nicht beschrieben
werden. Erfolgreiche Untersuchungen sind ‘mit immobilisierten Mikroorganismen-
Isolaten (z.B. Ulonska et al.; 1995) oder mit genetisch manipulierten Mikroorganismen
(NiiBlein, 1992, Heuer, 1994) erzielt worden. Der biologische Abbau von Xenobiotika
in Bioreaktoren ist bisher reaktionstechnisch noch wenig untersucht. Detaillierte Kennt-
nisse wie die Aufkldirung von Abbaukinetiken, Bestimmung von maximalen
Abbauleistungen, Auswirkungen von StolBbelastungen, Kenntnisse (iber den Erhaltungs-
stoffwechsel, Verhalten nach Substratwechsel und Stabilitdt von Abbauwegen, sind

unumgénglich flr eine optimale Konzeption und Betrieb eines Reaktors bzw. einer
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dezentralen Abwasserreinigungsanlage. Daneben miissen auch physikochemische

Parameter, Stoffaustauschparameter und die Reaktordynamik beriicksichtigt werden.

4. Benzoesiduren als Modellsubstanzen fiir den Abbau aromatischer Kom-

ponenten

Die vorliegende Dissertation stellt die Ergebnisse aus Abbauversuchen von verschieden
substituierten Benzoesduren in Labor-Riihrkesselreaktoren vor. Benzoeséuren sind im
Vergleich zu den Phenolverbindungen wenig toxisch und zugleich gut wasserléslich.
Gleichzeitig stellen Benzoesduren charakteristische Metabolite von verschieden sub-
stituierten Phenolverbindungen wie z.B. Biphenyle, Toluol, Alkylphenole und Vertreter
der verschiedenen, weit verbreiteten eingesetzten Herbizide, dar (Reineke und Knack-
© muss, 1978a). Aus diesen Griinden sind Benzoesauren als Modellsubstanzen fiir schwe-
rer zu handhabende Schadstoffe mit fliichtigen oder gesundheitsgefdhrdenden Eigen-
schaften geeignet.

Substituierte Benzoesauren treten als Metabolite beim Abbau mehrerer Verbindungen
in der Umwelt auf. So fanden Masse et al. (1984) bsw. beim Abbau von 4-Chlorbiphenyl
durch Achromobacter neben anderen Metaboliten 4-Chlorbenzoesdure (4CB) als Haupt-
produkt. Zahlreiche Arbeiten berichten von der oxidativen Verwertung von substituier-
ten Benzoesduren (vgl. Literaturtibersicht; Kap. II). Hier wird tiber den Abbau von 3-
Chlorbenzoesaure (3CB), 4CB, 4-Methylbenzoesaure (4MB) sowie dem Abbau von
Gemischen der drei Substrate berichtet.

Als bakterielles Systemn wurden in dieser Arbeit Bakterien der Gattung Pseudomonas
hinsichtlich ihrer Abbaukapazitéten charakterisiert. Pseudomonas spec. B13, im folgen-
den als B13 bezeichnet, gilt als Spezialist der 3CB Verwertung; Pseudomonas spec. B13
FR1 (SN45P), im folgenden als SN45P bezeichnet, ist ein Derivat des B13-Stammes,
dessen Abbaukapazitat mit gentechnischen Methoden auf die Verwertung von 4CB und
4MB erweitert wurde (vgl. Kap. 11.5.).
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5. Ziele der Arbeit

In Zukunft werden durch die Gentechnik oder durch screening-Verfahren mikrobielle
Abbauspezialisten zur Verfligung stehen, deren Einsatzpotential fiir dezentrale Ab-
wasserbehandlungsanlagen zu tiberpriifen ist. Die Besonderheit des in dieser Arbeit
untersuchten SN45P-Stammes besteht darin, bei herabgesetzter Substratspezifitat der
Initialenzyme potentiell Gemische aus chlorierten und methylierten Aromaten aus-

schlieBlich tiber ortho-Abbausequenzen verwerten zu kénnen. Diese Eigenschaft, die

sonst mit Ausnahme von Vertretern der Gattung Alcaligenes nur von Mikroorganismen-
agglomeraten erfiillt wird, macht diesen Stamm sowie die gentechnischen Methoden der

Stammoptimierung interessant fiir die Abwassertechnik.

Es sollte die Arbeitshypothese tiberpriift werden, ob durch die Lokalisierung der mit
gentechnischen Methoden eingefiihrten Abbausequenzen im Bakterienchromosom ein
leistungsfahiges und im Vergleich zu plasmid-lokalisierten Abbausequenzen stabileres
biologisches System zur Verfiigung steht. Dazu wurde SN45P sowohl in diskontinuierli-
cher wie auch in kontinuierlicher Kultur kultiviert und hinsichtlich seiner kinetischen und
stammspezifischen Eigenschaften charakterisiert. Im Vordergrund standen Untersuchun-

gen

- zur Stabilitdt der neuen Abbaueigenschaften,

- zum Stammverhalten im adjusted batch Versuch bei BelastungsstéBen durch
Applikation von Benzoesduren unterschiedlicher Ausgangskonzentration,

- zur Vollstandigkeit der B‘enzoesfiurenvemertung durch Aufstellung von Massen-
bilanzen im Chemostatversuch,

- Uberpriifung des Potentials zur simultanen Verwertung chlorierter und methylier-
ter Benzoesauren,

- Vergleich der 3CB-Verwertung durch SN45P und B13.
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Il. Literaturiibersicht

1. Abbau von substituierten Benzoesduren

Obwohl halogenierte Verbindungen in der Natur nur selten gebildet werden, sind viele
Mikroorganismen mit Abbaukapazitéten fir diese Chemikalien isoliert worden. Oftmals
sind diese Mikroorganismen unféhig, auf diesen Substanzen zu wachsen; vielmehr
werden Xenobiotika in cometabolen Aktivitdten neben nicht-halogenierten Verbindun-
gen umgesetzt, Spezialisierte Bakterienkulturen sind dagegen in der Lage, auch ver-

schieden substituierte Verbindungen als Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen.

1.1. Reduktive Dehalogenierung

In Sedimenten aus Stildwasserseen konnte die reduktive Dehalogenierung von Chlor-,
Brom- und Jodbenzoesduren zu den entsprechenden unsubstituierten Benzoesauren
nachgewiesen werden (Horowitz et al., 1983). Aus Schlammproben konnte ein unter
anaeroben Bedingungen wachsendes Bakterium isoliert werden, welches in Gegenwart
unsubstituierter Benzoesdure 3CB in Benzoesaure umwandelt (Boyd und Shelton,
1584).

Bei der reduktiven Dehalogenierung wird der Halogensubstituent in chlorierten
Kohlenwasserstoffen durch Wasserstoff ersetzt. Dieser Reaktionstyp wurde haufig unter
anaeroben Bedingungen bei methanogenen und bei denitrifizierenden Bakterien
gefunden. Die reduktive Dehalogenierung tritt sowohi bei aliphatischen als auch bei
aromatischen Verbindungen auf (Miiller, 1987). Es wird diskutiert, da@ der halogenierte

Aromat als terminaler Elektronenakzeptor fungiert (Commandeur und Parsons, 1990).

Eine reduktive Dechlorierung wurde auch flir Alcaligenes denitrificans NTB-1Y beschrie-
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ben (van den Tweel et al., 1987). 2,4 Dichlorbenzoeséure wird nach 4-Hydroxylierung
an der 2-Position reduktiv dehalogeniert. Bock et al. (1991) berichten tiber eine 3CB-
verwertende Mischkultur, welche anaerob auf Tragermaterialen kontinuierlich kultiviert

wurde. In einem Festbettreaktor wurden 11,2 mmol I'' d* abgebaut.

Das reduktive Abbaupotential der Mikroorganismen kénnte in Zukunft auch von
praktischer Relevanz sein (z.B. Problematik Ristungsaltlasten). Im Gegensatz zum
aeroben Abbau mit Sauerstoff als Oxidationsmittel ist die Bioverfligbarkeit der reduzie-
renden Hilfssubstrate des anaeroben Abbaus in der Regel nicht limitierend (Knackmuss,
1994). Die bessere Verfiigbarkeit kann demzufolge dazu fiihren, daB die in-situ Stimulie-
rung reduktiver Abbauprozesse einfacher zu bewerkstelligen ist als die Stimulierung
oxidativer, aerober Abbauprozesse. Durch Kombination einer anaeroben und aeroben
ProzeBfiihrung ergeben sich hieraus neue, praxisrelevante Einsatzméglichkeiten fiir die
Mikrobiologie.

1.2. Hydrolytische Dehalogenierung

Hier erfolgt ein Austausch im Sinne einer nukleopohilen Substitution des Halogens
durch eine Hydroxylgruppe. Das Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe stammt aus dem
Wasser. Die Reaktion kann sowohl unter aeroben als auch unter denitrifizierenden
Bedingungen ablaufen (Commandeur und Parsons, 1990). Thiele et al. (1987) gelang
der Nachweis eines Enzyms aus Pseudomonas spec. CBS3, das unter diesen Bedingun-
gen 4CB in 4-Hydroxybenzoeséure umwandelt. Das die eingefiihrte Hydroxylgruppe
aus der Spaltung eines Wassermolekiils stammt, zeigten Miiller et al., (1984).

1.3. Oxidative Dehalogenierung

Bei der oxidativen Dehalogenierung geht das Halogenatom wéhrend der Oxygenierung

des Aromatenringes verloren. Der Sauerstoff, der den Halogensubstituenten ersetzt,
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stammt aus der Luft. Eine oxygenolytische Eliminierung des Halogensubstituenten
wurde z.B. fiir 2-Chlorbenzoesdure, 4-Chlorphenylacetat, 2-Fluorbenzoeséure oder 3-

Fluortoluol nachgewiesen (Engesser et al., 1980; Renganathan, 1989; Zaitsev, 1982).

2. Abbau von Benzoeséduren: Ortho- und meta-Spaltung intermediirer halo-

genierter Brenzkatechine

Halogenierte Benzoesduren werden hauptséchlich (iber Dioxygenierung des
Aromatenkernes zu Halobrenzkatechinen umgesetzt. In 2-Position substituierte Benzoe-
séuren werden tiber 3-Halobrenzkatechin, in 3-Position substituierte Benzoesduren tiber
3- oder 4-Halobrenzkatechin und in 4-Position substituierte Benzoesduren tiber 4-
Halobrenzkatechinen als zentrales Intermediat umgesetzt. Die substituierten Brenzkate-

chine kénnen tiber eine ortho- oder tiber eine meta-Ringspaltung katabolisiert werden.

Spaltprodukte der ortho-Ringspaltung sind halogenierte cis, cis-Mukonsauren. Eine
Vielzahl von St&dmmen, meist Verireter der Gattung Pseudomonas, sind hinsichtlich ihrer
Abbauwege von halogenierten Benzoesduren beschrieben worden. Eine Literatur-

libersicht bieten z.B. Commandeur und Parsons, (1990).

Spaltprodukte der meta-Ringspaltung der substituierten Brenzkatechine sind halogenier-
te 2-Hydroxymukonséure-Semialdehyde, welche toxische Wirkung auf die Mikroorga-

nismen haben kénnen (Timmis, 1980).

Uber Dehalogenierungen wahrend der Initialreaktion der katabolen Abbausequenzen
berichten Schreiber et. al, (1980). Sie beobachteten, da@ Pseudomonas spec. B13
Zellen, die auf 3CB gewachsen waren, bei Verwertung von 2- und von 3-Fluor-Benzoe-
sauren 2-Fluor-cis,cis-Mukonsaure als dead-end Metabolit akkumulierten. Wahrend des
Cometabolismus von 2-Fluorbenzoesdure wird Fluor wéhrend der Initialreaktion

(Dioxygenierung) abgespalten.
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Higson und Focht (1990) berichten von Arbeiten mit Pseudomonas aeroginosa 2-BBZA.
Dieser Stamm besitzt ein Initialenzym mit breiter Substratspezifitat, welches den Stamm
zum Wachstum auf unterschiedlichen aromatischen Sauren befahigt. Wachstumssub-
strate sind u.a.: 2-Brom-, 2-Chlor-, 2-Jod-, 2-Fluor-, 3-Brom- und 3-Chlor-Benzoeséure.

Das Initialenzym erkennt wéhrend der Dehalogenierung einen ortho-, nicht aber einen

para-Substituenten; im Inialreaktionsschritt wird Salicylsdure (2-Hydroxybenzoeséaure)

gebildet.

Commandeur und Parsons (1990) kommen nach einer Literaturrecherche zu dem
Schlu3, dal die meisten Arbeiten (iber hydrolytische Dehalogenierungen von in 4-
Position substituierten Benzoesduren (iber einen Ersatz des Halogens durch eine
Hydroxylgruppe berichten. Der Abbau von in 4-Position substituierten Benzoes&uren
verlauft tiber 4-Hydroxybenzoesauren und Protokatechuat. Da3 dabei das Wachstum
auf 4CB unabhéngig von der Verwertung der unsubstituierten Benzoeséaure ist, konnten
Keil et al., (1981) zeigen. Pseudomonas spec. CBS 3 verwertet 4CB {iber 4-Hydroxyben-
zoeséure und Protokatechuat. Eine CBS 3-Mutante (CBS 3-317) hat die Fahigkeit zum

Wachstum auf 4CB verloren, wachst aber weiterhin auf Benzoesaure.

3. Abbausequenzen von Pseudomonas spec. B13 und Pseudomonas spec.

B13 FR1 (SN45P)

Pseudomonas spec. B13 zeigt keine meta-Aktivitit (Reineke und Knackmuss, 1980) fiir
die Spaltung der gebildeten Brenzkatechine. Vielmehr besitzt der Stamm zwei ortho-Ab-
bausequenzen fiir die Verwertung von unsubstituierter Benzoeséure (ortho-I) und fiir die

Verwertung von 3CB (ortho-II). Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber den zentralen Ab-

baumechanismus von Benzoesduren durch Pseudomonas spec. B13.

Pseudomonas spec. B13 besitzt neben den Enzymen des 3-Oxoadipatweges weitere
Isoenzyme, die fir die produktive Verwertung chlorierter Intermediate verantwortlich

sind. Bei der Verwertung von 3CB wurde von Reineke und Knackmuss, (1978a) nur ein
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Initialenzym, die Benzoat-Dioxygenase (1), nachgewiesen. Die Umsatzraten dieses
Enzyms mit substituierten Benzoesduren wurden lberwiegend beeintréichtigt von

sterischen Substituenteneinfliissen. Benzoesduren mit Substituenten in meta-Position

wurden deutlich schneller umgesetzt als solche in ortho- oder para-Position. Die Inhibie-

rungsstudien liefBen eine groBe Stereospezifitat der 1,2-Dioxygenierung mit Substituen-

ten in 2- oder 4-Position erkennen.

Legende zu den Abbausequenzen von Pseudomonas spec. B13 der Abb. 1:
1 Benzoat-Dioxygenase
2 3,5-Cyclohexadien-1.2-diol-1-carbonsaure-Dehydrogenase
3 Catechol 1,2-Dioxygenase [ (C120 )
4 Catechol 1,2-Dioxygenase Il (C120 II)
5 cis, cis-Mukonsaure-Cycloisomerase [
6 cis, cis-Mukonsaure-Cycloisomerase II
7 4-Carboxymethylbut-2-en-4-olid-Isomerase
8 4-Carboxymethylbut-3-en-4-olid-Hydrolase
9 4-Carboxymethylenbut-2-en-4-olid-Hydrolase

10 Maleylacetat-Reduktase

Die entstehenden 3- und 5-Chlor-1,2 dihydro-1,2-Dihydroxybenzoesduren sowie die
unsubstituierte 1,2-Dihydro-1,2-Dihydroxybenzoeséuren werden von der Dihydrodihy-
droxyberzoesaure-Dehydrogenasen (DHB; (2)) zu einem zentralen Metaboliten, dem 3-
und 4-Chlorbrenzkatechin bzw. dem unsubstituierten Brenzkatechin dehydrogeniert
(Reineke und Knackmuss, 1978b). Pseudomonas spec. B13 bildet beim Wachstum auf
3CB dieselbe DHB wie beim Wachstum auf unsubstituierter Benzoesédure. Die Autoren
stellten im Vergleich zur unsubstituierten 1,2-Dihydro-1,2-dihydroxybenzoesédure

niedrigere Umsatzraten mit den substituierten Verbindungen fest.
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Abb. 1: Ubersicht des Benzoesaurekatabolismus von Pseudomonas spec. B13.
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Im Gegensatz zu der Benzoat-Dioxygenase und der DHB weisen die weiteren Enzyme
des klassischen 3-Oxoadipatweges nur niedrige Umsatzraten mit chlorsubstituierten
Metaboliten der 3CB-Verwertung auf. Pseudomonas spec. B13 bildet zusétzlich mehrere
Isocenzyme des 3-Oxoadipatweges, welche einen produktiven Metabolismus chlorierter

Brenzkatechine ermdglichen.

Die oxygenolytische Spaltung von Halobrenzkatechinen scheint eine der ausschlag-
gebenden Reaktionen fiir den Totalabbau halogen-substituierter Aromaten zu sein
(Dorn und Knackmuss, 1978). Die Autoren wiesen das Vorhandensein von zwei unter-
schiedlichen Catechol 1,2-dioxygenasen in Pseudomonas spec. B13 nach, die sich
signifikant in der Spaltungsaktivitat von chlorierten Brenzkatechinen unterscheiden. So
wurde neben der Catechol 1,2-Dioxygenase (3) des 3-Oxoadipatweges (C120 I) eine
Catechol 1,2-Dioxygenase nachgewiesen (4), die neben Brenzkatechin auch monochlor-
substituierte Brenzkatechine sowie 3,5-Dichlorbrenzkatechin mit groBen Umsatzraten
umsetzt (C120 II). Ein Cometabolismus mit 3-Methylbenzoeséure, 3- und 4-Methyl-
brenzkatechin durch 3CB-verwertende Pseudomonas spec. B13-Zellen fiihrt zur Bildung
von dead-end Produkten, die meist in stéchiometrischen Mengen als Mukonolaktone
((+)-2,5-Dihydro-5-oxofuran-2-ylessigsdure) akkumulieren (Knackmuss et al., 1976).
Chlor wird vor der Ringspaltung nicht abgespalten.

Analog zu der Benennung der beiden Catechol 1,2-dioxygenasen ist auch zwischen zwei
Mukonséaure-Cyclosisomerasen, der cis, cis-Mukonsaure-Cyclosisomerase I und II zu
unterscheiden. Die Cycloisomerase I (6) setzt im Gegensatz zur Cycloisomerase des 3-
Oxoadipatweges (5) auch Chlormukonsduren mit hoher Aktivitét zu chlorsubstituierten
4-Carboxymethylbut-2-en-4-oliden (Dienlactonen) bei gleichzeitiger, spontaner Chlor-
abspaltung, um (Schmidt und Knackmuss, 1980). Die beiden Cycloisomerasen werden
wahrend des Wachstums auf Benzoesdure oder 3CB induziert. Beide Enzyme katalysie-
ren denselben Reaktionstypus; die chlorierten Mukonsduren werden in die gleichen
Folgeprodukte cycloisomerisiert. Die Cycolisomerase | setzt neben der cis, cis-Mu-
konsdure auch 2-Methyl-cis, cis -Mukonséure mit 90% der Umsatzrate des unsub-

stituierten Molekiiles um. Substrate fiir die Cycloisomerase II sind neben der cis, cis-
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Mukonséure auch 2-Methyl-, 3-Methyl-, 2-Chlor- und 3-Chlor-cis, cis Mukonsaure.

Tab.1: Literaturdaten zur Cycloisomerase 1+2 (Schmidt und Knackmuss, 1980)

Cycloisomerase | Cycloisomerase Il

Substrat K, [umol 1] Vi [%] K, [umol I'] Vi [%]

cis, cis Mukonsaure 55,8 100,0 92,8 100
2-Methyl-cis, cis Mukonsdure 105,0 90,0 309 276
3-Methyl-cis, cis Mukonséure 18,0 11,7 13,4 232
2-Chlor-cis, cis Mukonsaure 415,0 0,8 60,1 180
3-Chlor-cis, cis Mukonsaure 134,8 7.1 128,6 201

Die Reaktion der Cycloisomerase I scheint durch die Gré@Be des Substituenten, nicht
aber durch Elektronegativitéit beeinflut zu werden. Die Cycloisomerase II setzt dagegen
sowohl 3-Chlor- wie auch 3-Methylmukonsdure mit hohen Umsatzraten um. Die
Reaktion dieses Enzyms scheint durch die herabgesetzte Substratspezifitat beeinflut zu

werden.

Eine mit der 4-Carboxymethylbut-3-en-4-olid-Hydrolase des 3-Oxoadipatweges ver-
wandte 4-Carboxymethylenbut-2-en-4-olid-Hydrolase (9) setzt 4-Carboxyxmethylenbut-
2-en-4-olid zu Maleylacetat um (Pieper, 1986). Durch eine Maleylacetat-Reduktase (10)
wird letzteres zu 3-Oxoadipinsdure reduziert, und somit die Konvergenz des Ab-

bauweges fiir chlorsubstituierte Brenzkatechine mit dem 3-Oxoadipatweges hergestellt.

4. Ortho- und meta-Spaltungsaktivitit von Mikroorganismen: Bedeutung
fiir die Umweltverfahrenstechnik

Substituierte Phenole und Benzoesduren besitzen ein hohes MalB an Toxizitét flir mikro-
bielle Gemeinschaften. Dennoch entwickeln Mikroorganismen Abbaukapazitdten fiir

diese Chemikalien mit Brenzkatechinen als zentrale Intermediate. Industriemtill enthalt
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jedoch haufig Mischungen aus Chlor- und Methyl-substituierten Phenolen und Benzoe-
séuren (Timmis, 1988). Diese Mischungen werden von mikrobiellen Gemeinschaften oft
nicht oder nur unvollsténdig verwertet. Ursache hierfiir ist a) eine hohe Eigentoxizitét
- derartiger Xenobiotika-Mischungen oder b) die Zellékonomie, die bei niedrigen
Xenobiotika-Konzentrationen und/oder gleichzeitiger Verfiligbarkeit anderer Kohlenstoff-

quellen letztere bevorzugt umsetzt.

Xenobiotika werden oft im bakteriellen Cometabolismus umgesetzt, was jedoch zur
Destabilisierung von mikrobiellen Gemeinschaften (z.B. Belebtschlammflocken) fithren
kann. Ursache hierfiir ist die Existenz von ortho- und meta-Abbausequenzen (Timmis,
1988a+b). Chlorierte und unsubstituierte Brenzkatechine werden (iblicherweise {iber
ortho-Abbausequenzen durch eine Catechol 1,2-dioxygenase gespalten, wihrend

methyl-substituierte Brenzkatechine einer meta-Spaltung durch eine Catechol 2,3-

dioxygenase unterworfen werden (Burlage et al., 1989).

Bodenbakterien besitzen haufig potentiell beide Spaltungsmodi filir die Brenzkatechine.
Ublicherweise ist jedoch nur einer der beiden Abbauwege aktiv, je nach dem verfiig-
baren Substrat. Werden solche Bakterien mit Mischungen aus chlorierten und methylier-
ten Aromaten konfrontiert, kdnnen in einem Mikroorganismus beide Abbautypen
aktiviert sein (Timmis, 1988a+b), wodurch die Brenzkatechine beiden Spaltungsmodi

unterworfen werden.

Wiahrend die ortho-Spaltung von Chlorbrenzkatechinen zur vollstandigen Mineralisie-
rung des Aromaten flihrt, werden Methylbrenzkatechine durch ortho-Spaltung zu dead-

end Produkten umgewandelt.

Ebenso ist die meta-Spaltung methylsubstituierter Brenzkatechine produkiiv, wéhrend

die meta-Spaltung von chlorierten Brenzkatechinen zur Bildung von dead-end oder
suicide Produkten flihrt. Diese schadigen das Ringspaltungsenzym Catechol 2,3-
dioxygenase irreversibel (Bartels et al., 1984; Knackmuss, 1983; Schmidt et al. 1985).
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Wahrend diese akkumulierenden Intermediate im Okosystem Boden durch Adaptation
der Biozénosen an die neuen, potentiellen Substrate nach entsprechender - oft langér -
lag-Phase verwertet werden kénnen, ist die Konsequenz fiir Misch- oder Reinkulturen in
der industriellen Abwasserreinigung fatal: Die Biozénosen werden destabilisiert und/oder
vergiftet, was zur Auswaschung der Kulturen aus den Reaktionsbecken fiihrt. Aus diesem
Grund ist die Selektion von Spezialisten, die derartige Substratgemische z.B. in dezen-

tralen Abwasserbehandlungsanlagen produktiv verwerten kénnen, notwendig.

Alcaligenes eutrophus JMP 134 kann als der erste isolierte Mikroorganismus angesehen
werden, der sowohl chlorsubstituierte Aromate als auch methylsubstituierte 4-
Carboxymethylbut-2-2-4-olide (Methyl-2-en Lakton) tiber Wege der ortho-Spaltung
verwerten kann (Pieper, 1986). Problematisch bei diesem Stamm ist jedoch die Tatsa-
che, daf@ durch bestimmte Substrate wie z.B. Phenol, 2- und 4~Methykphen-ol auch eine

meta-Abbausequenz induziert wird. Chlorsubstituierte Aromaten wie 4-Chlorphenol
oder 4-Chlorphenoxyacetat, die produktiv nur durch ortho-Spaltung umgesetzt werden,

kénnen in die meta-Sequenzen fehlgeleitet werden.

Legende zu den Abbausequenzen von Pseudomonas spec. B13 FR1 (SN45P) der Abb. 2:
1 Benzoat-1,2-Dioxygenase

3,5-Cyclohexadien-1.2-diol-1-carbonséure-Dehydrogenase

Catechol 1,2-Dioxygenase [ (C120 I)

Catechol 1,2-Dioxygenase II (C120 II)

cis, cis-Mukonséure-Cycloisomerase [

cis, cis-Mukonsaure-Cycloisomerase II

4-Carboxymethylbut-2-en-4-olid-Isomerase

4-Carboxymethylbut-3-en-4-olid-Hydrolase

4-Carboxymethylenbut-2-en-4-olid-Hydrolase

Maleylacetat-Reduktase

O 0 N Oy Ul b W N

[
= O

Toluat-1,2-Dioxygenase
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Abb. 2: Ubersicht des Benzoeséurekatabolismus von Pseudomonas spec. B13 (SN45P).
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5. Stammeoptimierung

Mehrere Autoren beschreiben die Konstruktion von Spezialisten-Stdmmen mit dem Ziel
a) das Substratspekirum durch Rekrutierung von Isoenzymen zu erweiterten und b) der
Ausschaltung von dead-end oder suicide Abbausequenzen (z.B. Knackmuss; 1983;
Ramos und Timmis, 1987).

Wie oben beschrieben, besitzt Pseudomonas spec. B13 eine ortho-Spaltungssequenz fiir
die Verwertung von 3CB und 4-Chlor-Phenol. Die groBe Substratspezifitét dieses Stam-
mes sollte durch Rekrutierung zusétzlicher Enzyme mit herabgesetzten Substrat-Effektor-
Spezifitaten vermindert werden (Rojo et al., 1987). Ein Beispiel fiir ein solches Enzym
mit geringer Substratspezifitét ist die Toluat-Dioxygenase, deren Synthese von Sequen-
zen des TOL-Plasmides codiert wird. Pseudomonas putida besitzt das TOL-Plasmid
pWWO. Dieser Stamm wachst auf Benzoesdure und auf mehreren Alkylbenzoesguren
wie 3MB, 4MB, 3,4-Dimethylbenzoesédure und 3-Ethylbenzoesaure (Worsey und Willi-
ams, 1975). Der TOL-Abbauweg (Abb. 2) beginnt mit der Ringdioxygenierung als In-
itialreaktion; anschlieBend erfolgt die Decarboxylierung. Reaktionsprodukte sind
Alkylbrenzkatechine, welche durch meta-Spaltung und weitere Oxidationsreaktionen

dem Tricarbonsdurecyclus zugefiihrt werden.

Die Toluat-Dioxygenase und die Dihydroxycyclohexadien-carboxylat Dehydrogenase
werden durch die Cistrons xylXYZ und xylL codiert. Diese Cistrons bilden ein Operon,
welches durch einen Promotor Pm durch ein xylS Regulatorprotein positiv kontrolliert

wird (Mermod et al., 1984; Ramos et al., 1986).

Um ein stabiles B13-Derivat zu bekommen, in dem die Enzyme des TOL-Plasmides
stabil exprimiert werden, wurden die Gene des TOL-Plasmides, des Promotors sowie die
des xylS Gen in das Transposon Tn5 inseriert. Das Hybrid Transposon wurde in das
B13-Chromosom transponiert (Rojo et al., 1987; Simon et al., 1983). Das entstehende
B13-Derivat, Pseudomonas spec. B13 FR1, konnte 3CB und 4CB vollstindig verwerten.
Gleichzeitig wurden 3MB und 4MB zu 2-Methyl-2-Enlacton und 4-Methyl-2-Enlacton
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umgesetzt. FR1 wuchs, wie schon der Elternstamm, auch auf 3-Methyl-2-en-Lakton,
nicht aber auf den 2-und den 4-Methyl-2-Enlaktonen. Auf Vollmedium wird die Stabili-

tat dieses Stammes von Rojo et al. (1987) mit mindestens 50 Generationen angegeben.

Alcaligenes eutrophus JMP1.34 besitzt eine meta-Abbausequenz fiir die Verwertung von
4MB. Intermediar wirci dabei 4-Methyl-2-en-Lakton gebildet, welches durch die 4-
Methyl-2-en-Lakton Isomerase (mli-Gen) in die 3-Methyl-2-en-Lakton tiberfiihrt wird.
Diese wird zu 4-Methyl-3-oxoadipinsdure transferriert und anschlieBend zu TCC-Inter-

mediaten abgebaut (Pieper et al., 1985).

Da Pseudomonas spec. B13 das 3-Methyl-2-en-Lakton umsetzen kann, fiihrte die Rekru-
tierung der Alcaligenes-Isomerase in den FR1-Stamm zur Konstruktion eines Benzoes&u-
respezialisten, der neben den chlorierten Benzoeséuren auch die methylierte Benzoe-
saure metabolisieren kann (Rojo et al., 1987). Dieser Stamm, Pseudomonas spec. B13
FR1 (pFRCZ20P), besitzt neben den Eigenschaften des FR1-Stammes somit ein zuséatzli-

ches Plasmid, welches die Expression der Isomerase spezifisch reguliert.

3MB und 3-Methylphenol werden von Pseudomonas spec. B13 FR1 (pFRC20P) nur zu
2-Methyl-2-en-Laktonen cometabolisiert, welches weder von den B13-Enzymen noch

von der Alcaligenes-Isomerase umgesetzt wird.

Das enge Substratspektrum von Pseudomonas spec. B13 konnte somit durch die
Einfiihrung der vom TOL-Plasmid. kodierten Enzyme auf die Verwertung von 4CB
erweitert werden. Diese Enzyrﬁausstattung gewdhrt gleichzeitig die Umsetzung von 4MB
zu 4-Methylbrenzkatechin und zum 4-Methyl-2-en-Lakton. Die Akkumulation dieses
Laktons, welches fiir den Elternstamm einen dead-end-Metaboliten darstellt, konnte
durch Rekrutierung der 4-Methyl-2-en-Lakton Isomerase verhindert werden. Da das
Isomerisierungsprodukt 3-Methyl-Z-en-Lakton ein Substrat fiir den B13-Wildstamm
darstellt, wurde somit eine Mineralisierung auch von methylierter Benzoeséure aus-

schlieBlich tiber den ortho-Weg erméglicht.
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SN45P besitzt dieselben Abbaueigenschaften wie der oben beschriebene Stamm, enthalt
aber neben den xulXYZLS auch das mli-Gen im Chromosom des B13-Wildstammes
integriert (Negoro et al, nicht veréff.). Es stehen fiir beide GEMs (genetic engineered
microorganisms) somit zwei ortho-Abbausequenzen fiir die vollstdndige Metabolisierung

von Chlor- und von Methylaromaten zur Verfligung.

6. Enzymausstattung von Pseudomonas spec. B13 FR1 (SN45P)

Die Abb. 2 zeigt die Abbausequenzen fiir die verschieden substituierten Benzoeséuren,

der unsubstituierten Benzoesdure sowie die enzymatische Grundausstattung.

Die Benzoat-1,2-Dioxygenase (vgl. 1 in der Legende zur Abb. 2) von Pseudomonas
spec. B13 zeigt hohe Aldivitaten flir Benzoesaure und 3CB. Die Aktivitét gegentiber 4CB
und 4MB betragt weniger als 1% der Aktivitat flir 3CB und fiir die unsubstituierte
Benzoesaure. Durch Rekrutierung der Toluat-1,2-Dioxygenase des TOL-Plasmides (12,
siehe Legende Abb. 2) wurde das Substratspektrum erweitert (Reineke und Knackmuss,
1978).

Dihydrodihydroxybenzoat Dehydrogenase: Dieses B13-Enzym (2) zeigt groBe Umsatz-
aktivitdt mit der Dihydrodihydroxybenzoesdure (DHB), 3-Chlor-DHB, 4-Chlor-DHB
sowie 4-Methyl-DHB als Substrat (Reineke und Knackmuss, 1978). Die Autoren be-
obachteten eine nur geringfiigige Beeinflussung der Enzymaktivitat durch sterische oder
durch elekironische Substituenteneffekte. Nur bei in 4-Position substituierter DHB
wurden hohe K -Werte nachgewiesen. Durch Rekrutierung der Gene des TOL-Plasmi-
des ist gleichzeitig die vom TOL-Plasmid kodierte Dihydroxycyclohexadiene-Carboxylate
Dehydrogenase aktiv (2).

Catechol 1.2-Dioxugenase: Es sind, je nach induzierendem Substrat, die beiden B13
Dioxygenasen aktiv. Die Catechol 1,2 Dioxygenase des ortho-1 Weges (3) mit 3-Chlor-

brenzkatechin als Substrat zeigt ein v, mit nur einem Prozent der Umsatzrate des
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unsubstituierten Brenzkatechins. 4-Methylbrenzkatechin wird ebenso von diesem Enzym

umgesetzt (Negoro et al., nicht veroff.).

Die Catechol 1,2-Dioxygenase des ortho-II Weges (4) transformiert Brenzkatechin, 3-
Chlor-, 4-Chlor- und 4-Methylbrenzkatechin (Dorn und Knackmuss, 1978).

Die Cycloisomerase-1 (5) (vgl. Tab. 1) zeigt neben dem Umsatz der unsubstituierten

Mukonsdure auch Umsatzaktivitat zur 3-Methyl-cis, cis-Mukonséure (Intermediat des
4MB-Metabolismus) bei niedrigem K -Wert. Die Affinitat dieses Enzym gegeniiber der
2-Chlor-cis, cis Mukonséure ist ausgesprochen gering, wie der hohe K_-Wert zeigt (vgl.
Tab.1).

Das Enzym Cycloisomerase-Il zeigt Aktivitit gegeniiber der cis, cis-Mukonséure sowie
den substituierten 2-Chlor-, 3-Chlor-, 2-Methyl- und 3-Methyl-Strukturanalogen

(Schmidt und Knackmuss, 1980).

Mukonolakton-Isomerase und [8-Ketoadipate Enol-Lakton Hydrolase: Die Abbauwege

fir Chlorbenzoesdure und unsubstituierte Benzoeséure divergieren beim Umsatz der
Laktone zu den B-Ketoadipinsduren. Negoro et al. (nicht verdff.) vermuten, da die
Mukonolakton-Isomerase (7) und B-Ketoadipate Enol-Lakton Hydrolase (8) des ortho-1-
Abbauweges von Pseudomonas spec. B13 fiir die Verwertung der 3-Methyl-cis, cis-
Mukonséure verantwortlich sind. Der entscheidende Schritt fiir den Abbau der 4MB ist
der Transfer der Methylgruppe von Position 4 zu Position 3 des Laktonringes. Dieser

Transfer erfolgt durch enzymatischen Angriff der Mukonolakton-Isomerase.

Somit scheinen die Enzyme der ortho-l Abbausequenzen eine wichtige Rolle bei der

Verwertung methylierter Benzoesauren zu spielen, wahrend die Enzyme des ortho-II

essentiell fiir den 3CB und 4CB-Metabolismus zu sein scheinen (Negoro et al., nicht
veroff.). SNASP kann die ortho-II Abbauenzyme fiir den Umsatz des Brenzkatechins zu
Mukonolaktonen im Benzoesduremetabolismus und fiir den Umsatz vom 4-Methyl-

brenzkatechin zum 4-Methyl-2-en-Lakton im 4MB Metabolismus rekrutieren.
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I1I. Material und Methoden

1. Stammherkunft

Pseudomonas spec. B13 wurde durch eine Chemostat-Anreicherungskultur aus Klar-
schlammproben des Géttinger Raumes isoliert (Dorn et al., 1974). Der Stamm ist ein
gram-negatives, polar begeiBeltes Stabchen. Es bildet auf 3CB-Minimal-Agarmedium
runde, glatte Kolonien von einem bis zwei mm Durchmesser. Die Autoren beobachteten
qutes Wachstum u.a. auf folgenden Substraten: Glukose, Fructose, Testosteron, Succi-
nat, Pyrovat, Fumarsédure, DL-Malat, Glutamat, Acetat, DL,-Milchs&ure, Propionsaure,
Zitronensaure, Pelargonat, ..., Benzoesaure, 3CB, 3-Brombenzoesaure, 4-Hydroxyben-
zoesaure und 3,4 Dihydroxybenzoesdure und in geringen Konzentrationen Phenol, 4-
Chlorphenol und Brenzkatechin. Kein Wachstum erfolgte u.a. auf 4CB, 4-
Fluorbenzoeséure, 4MB, 3-Fluorbenzoesdure, 3-Hydroxybenzoesdure und 3-

Methylbenzoesaure.

Auf die Konstruktion von SN45P wurde bereits in der Literaturlibersicht eingegangen.
Er ist ein B13-Derivat und verwertet Benzoesédure, 3CB, 4CB und 4MB ausschlieBlich
liber ortho-Abbausequenzen. Das erweiterte Abbaupotential dieses Spezialisten ist im
Bakterienchromosom lokalisiert (Negoro et al., nicht verdff.). Neben den erweiterten

Abbausequenzen besitzt der Stamm eine Resistenz fiir Kanamycin (Antibiotika-Marker).

Beide Stimme wurden der Abteilung Bioverfahrenstechnik von der Abteilung Mikrobio-
logie (beide Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung (GBF), Braunschweig) zur
Verfligung gestellt. Pseudomonas spec. B13 wird von der Deutschen Sammlung fiir

Mikroorganismen (DSM) gefiihrt.
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2. Nihrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.1. Pseudomonas M9-Mineralmedium:

Komponente Schiittelkolben Fermenter
Na,HPO,*2H,0 8,78 [g ] 0,88 [g 1]
KH,PO, 3,00 [gI] 0,30 [g 1]
NaCl 0,50 [g I] 0,50 [g1]
NH,CI 1,00 [gI'] -

(NH,),S0, - 1,24 [g 1]
Benzoesaure (n) *1) %2

MgO 13,4 [mg 1] 13,4 [mg 1]
CaCO, 2,50 [mg I''] 2,50 [mg I'']
FeSO, * 7TH,0O 9,05 [mg 1] 9,05 [mg []
ZnSO, * TH,0O 1,80 [mg 1] 1,80 [mg 1]
MnSO, * 4H,0 1,40 [mg 1] 1,40 [mg I'']
CuSO, * 5H,0 0,31 [mg '] 0,31 [mg I'']
CaSO, * 7TH,0O 0,35 [mg I'] 0,35 [mg I'']
H,BO, * 7H,0 0,08 [mg I'"] 0,08 [mg I'']
HCI (conc.) 0,06 [ml 1] 0,06 [ml ]
MgSO, 0,08 [mg I''] 0,08 [mg I'']
Titriplex III (EDTA) - 0,04 [g I']

*1) Fir die Stammhaltung wurden 5 mmol I der Benzoeséure zugegeben (3CB und 4CB: 0,78
[a I']; 4MB: 0,68 [g I'']. Fuir die Abbauversuche im Schattelkolben wurden die Benzoesauren in

den zu testenden Konzentrationsbereichen verwendet.

*2) Die in den Experimenten eingesetzten Konzenfrationen und Benzoesauren sind in den ent-

sprechenden Kapiteln angegeben.

Das Pseudomonas M9-Mineralmedium setzt sich aus mehreren Komponenten/Stamm-

IBsungen zusammen. Bei der Herstellung der Losungen wurde wie folgt vorgegangen:
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2.2. Selektivmedium fiir Schiittelkolbenversuche und Stammhaltung

MS-Puffer (nach Maniatis et al., 1982):

a) Stammlésung: Die im folgenden beschriebene Stammlésung wurde in deionisiertem

Wasser gelost, mit NaOH auf pH 7-7,2 bei einem Endvolumen von 1 | eingestellt und

bei 4 °C maximal 4-6 Wochen gelagert.

Na;HPO,#2H,0..... oo 87,75 g
208 =0 YO 30,00 g
NACL .o 5004
1N/ e IO 10,00 g

Kohlenstoffquelle:

Es wurde jeweils eine 0,5 molare Stammlésung der verwendeten Benzoes&uren ange-

setzt. Dazu wurde die Lésung mit 25-35 ml 10-normaler NaOH versetzt. Fiir die Stamm-

haltung wurden Verdiinnungen [5 mmol I'] der jeweils verwendeten Benzoeséuren

hergestellt. Die bei den Versuchen eingesetzten Substratkonzentrationen werden im

Ergebnisteil benannt. Verwendet wurden:

Benzoesaure (B)
2-Chlorbenzoeséure
3-Chlorbenzoesédure
4-Chlorbenzoeséaure
2-Methylbenzoesaure
3-Methylbenzoesdure

4-Methylbenzoesdure

Merck
Merck
Merck
Merck

Merck -

Merck
Merck

Art. Nr. 136
800463
800473
800476
821901
821902
821903
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Pseudomonas Néhrsalze:

Komponente 1 (Salzlésung; diese ist als Stammlésung vier bis sechs Wochen ver-
wendbar) auf 1 I

o 10,75 g
(- (O T T T 200g
FeSO, * THyOeveovoereoeeoeeeeeeoeeeeeeeoeeeeeeesoeoeee 450 g
ZnSO,* THuO. o, 144 g
MNSO, * AH,0....oovooeeeeeeeeeeeeeoroeeeeeeeeooeeeo 1,12 g
CUSO, * BHO. oo 0,25 g
CaSO, * THyOooeovooeooeoeeeeeeeeee oo 0,28 g
FLBO, * TH,O oo 0,06 g
HCL(CONE.) e 51,30 ml
Kompranerte B2 MaSO), oo 1 mol I’

Komponente 3: FeSO, .......cccoooviviviiiiiinn. 36 mmol I'' (bei jedem

Ansatz neu angesetzt)

Die fertige Nahrsalzlésung wird zum benétigten Zeitpunkt in den folgenden Anteilen der
Einzellésungen hergestellt:

50 ml Salzlésung (Komponente 1)
25 ml MgSO, 1 mol I'* (Komponente 2)
25 ml FeSO, 36 mmol I (Komponente 3)

Ein Medium mit einer Substratkonzentration von 5 mmol I setzt sich somit wie folgt zu-

sammen:
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890 ml H,0

100 ml M9 Puffer

2,5 ml der fertigen Nahrsalzlosung **
10 ml der jeweiligen Kohlenstoffquelle

*#1. Flir Festmedien wurde Agar im (iblichen Konzentrationsbereich zugesetzt; die
Néhrsalze wurden erst nach Abkiihlung des Mediums auf 35-40 °C sterilfiltriert zu-
gegeben.

2.3. Selektives Fermentationsmedium

Das Pseudomonas Minimalmedium wurde fiir Versuche im Fermenter wie folgt moditi-

ziert:

1) NH,Cl wurde durch die fiir Ammonium &quimolare Menge (NH,),SO, ersetzt,
wodurch der Chlorgehalt des Mediums/der Fermentationsbrithe herabgesetzt wird.
Dieses bewirkt durch Senkung des Chlor-Blindwertes eine exaktere Chloridbestimmung

(val. analytische Methoden).

2) Die Pufferkomponenten Na,HPQO, und KH,PO, konnten auf 1/10 der Konzentration
des M9-Puffers reduziert werden, da der Bioreaktor wahrend der Kultivierungen auf pH

7 geregelt wurde.

3) Fir Chemostatversuche wurden gréBere Medienvolumina benétigt. In Vorrats-
behaltern wurden 50 | Medium bei Standzeiten bis zu zwei Wochen bereitgestellt. Da in
Vorversuchen bei kontinuierlicher Kulturfiihrung ein Auswaschen der Teststimme
aufgrund einer Oxidation des FeSO, aufgetreten war, wurde dem Medium ein Komplex-
bildner zugesetzt. 0,333 g FeSO, wurden dazu mit 1,9 g Titriplex Il und 200 ml Wasser
autoklaviert und dem Medium im 50 | Vorratsbehélter aseptisch zugesetzt.
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- Das Fermentationsmedium setzte sich wie folgt zusammen:

M9-Putter modifiziert:
a) Stammlésung: Die im folgenden beschriebene Stammlésung wurde in deionisiertem

Wasser gelést und mit NaOH auf pH 7-7,2 auf einem Endvolumen von 1 | eingestellt.

Na,HPO, * 2H,0..... oo 878 ¢
L =10 N 3,00 g
INACL ..o 5,00 g
1= =T 0 J R 12,34 g

Kohlenstoffquelle (C-Quelle):
Es wurde jeweils eine 0,5 molare Stammlésung der einzelnen Substrate angesetzt. Das
Medium wurde fiir die 50 | Vorratstanks wie folgt hergestellt: (Angaben fiir eine Substrat-

konzentration von 10 mmol I'*:)

44 1 H,0

5 I modifizierter M9-Puffer
0,125 | Mineralsalze *2

1 | Substratlosung

#2. Der Vorratstank wurde mit dem Wasseranteil, dem modifiziertem M9-Puffer und der

Benzoesdureldsung autoklaviert. Die Mineralsalze wurden wie folgt zugesetzt:

0,333 g I FeSO, (Anteil der Komponente 1) wurden mit 1,89 g Titriplex (EDTA) in

200 ml H,O gelést, in einer Animpftlasche autoklaviert und dem Vorratstank aseptisch
zugegeben. Ebenso wurden 66,4 ml der Salzlésung (Komponente 1) mit 33,33 ml der
einmolaren MgSO,-Lésung (Komponente 2) sterilfiltriert und dem Vorratstank aseptisch

zugegeben.
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3. Stammkultivierung

Stammkulturen: Die Stimme wurden von der Abteilung Mikrobiologie, GBF, tibernom-
men, wo sie als Glycerin-Stammkonserve gelagert wurden. Die Reaktivierung erfolgte
{iblicherweise in Pseudomonas M9-Mineralmedium oder, falls der Stamm in diesem

nicht anwuchs, zunachst auf LB-Vollmedium (Maniatis et al., 1982).

Vollmedium LB.:

Pepton, tryptisch verdaut 10,0 [g 1]
Hefeextrakt 10,0 [g ']
NaCl 50([gl]

Vor dem Autoklavieren wurde der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend erfolgte in

beiden Fallen Uberimpfung auf Agarplatten mit Pseudomonas M9-Mineralmedium.

Nach Ubernahme der Staimme wurde die Funktionalitdt der Abbausequenzen durch
Ausstrich auf Kanamycin-LB-Vollmedium (50 mg Kanamycin I' im LB-Vollmedium)
bzw. auf 3CB, 4CB oder 4MB-Mineralmedium {iberpriift. Anschlie@end wurde der
getestete Stamm in Schragréhrchenkultur bei 4°C gelagert. Zur Aufrechterhaltung eines
Selektionsdruckes auf die neuen Xenobiotika-Abbaueigenschaften von SN45P wechselte
die Kohlenstoffquelle in den Schragréhrchen alternierend von 3CB auf 4MB und 4CB.
Die Stdmme in den Schragréhrchen wurden alle drei bis vier Wochen (iberimpft,

maximal 6 mal (vgl. genetische Stabilitat der Stammbkulturen).

4. Test auf genetische Stabilitdt von SN45P

Zur Gewdhrleistung der Funktionalitit der Abbausequenzen wurde ein Test auf geneti-
sche Stabilitit der GEMs unter den Bedingungen der Stammhaltung durchgefiihrt. Dazu
wurde die mit den neuen Abbaueigenschaften erworbene Kanamycin-Resistenz als

Marker benutzt. Im Gegensatz zu der (iblichen Stammkulturfiihrung (alternierender -
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Wechsel der Kohlenstoffquelle) wurden zwei SNA5P-Schragréhrchenkulturen in einem
Zeitraum von 30 Wochen sechs mal ausschlieBlich auf 3CB-Pseudomonas-Minimalme-
dium in Schragréhrchenkultur tiberimpft. Nach dieser Zeit wurde ein Schiittelkolben mit
LB-Volmedium mit diesen Kulturen beimpft. Nach dem Anwachsen der Kulturen wurde
in fallender Reihe auf Festmedien unterschiedlicher Zusammensetzung (vgl. Tab. 2+3)

ausgespatelt.

Tabelle 2: Ermittelte Koloniezahlen auf Agarplatten mit der Kultur 1

Verd-Stufe LB LBy, 3CB.  4CB  4MB
10° 1135 1207 1386 1420 1562
0% 197 139 175 144 99

| 10° 5 o 6 9 |17

| [— = g e

Tabelle 3: Ermittelte Koloniezahlen auf Agarplatten mit der Kultur 2

Verd. Stufe LB LBy, 3CB 4CB 4MB

1 10° 1282 1071 1350 1360 1250
i 10* 269 226 269 268 300
| 100 27 21 30 22 32

Die beiden Tabellen zeigen, daB in den beiden getesteten Kulturen die genetischen
Informationen fiir die Abbausequenzen von 3CB, 4CB und 4MB auch nach 5- bzw. 6-
maligem Uberimpfen weiterhin aktiv sind. Die ermittelten Koloniezahlen zeigen zwar
eine methodisch bedingte breite Streuung, sind aber tendenziell eindeutig. Eine Stamm-
haltung mit alternierender Kultivierung auf 3CB, 4CB und 4MB konnte in Schragréhr-
chenkultur somit in den beschriebenen Zeitrdumen ohne die Gefahr des Verlustes der

neuen Abbausequenzen durchgefiihrt werden.

5. Aufzucht einer Batchkultur

Eine Schragréhrchenkultur wurde auf einer Agarplatte mit der Kohlenstoffquelle, die

auch im eigentlichen Versuch angeboten wurde, ausgestrichen und ein bis zwei Tage bei
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30 °C kultiviert. Mit dieser Vorkultur 1 wurden 30 ml Pseudomonas M9-Mineralmedium
mit derselben Kohlenstoffquelle [5 mmol 1] beimpft. Diese Vorkultur 2 wurde ungeféhr
24 Stunden bei 30 °C auf einem Schiittler bei mittlerer Umdrehungsgeschwindigkeit
inkubiert. Die Vorkultur 2 dient als Inokulum fiir 250 ml eines Pseudomonas
Minimalmediums der gleichen Kohlenstoffquelle [5 mmol I'']. Diese Vorkultur 3 wurde
12-15 Stunden bei 30 °C inkubiert. Diese Kultur wurde aseptisch in eine Animpfflasche
gegeben und diente als Inokulum fiir 2250 ml des Fermentationsmediums gleicher
Kohlenstoffquelle und Konzentration. Die weitere Prozedur richtete sich nach Art der

Kultivierung:

Bei Satz-Versuchen wurde erneut das gleiche Substrat in gleicher Konzentration (5
mmol ) zugegeben (Vorkultur 4). Nach 10 bis 15 Stunden wurde mit dem eigentlichen
Satzversuch begonnen (repeated batch).

Bei diskontinuierlichen Satzversuchen (adjusted batch) und bei kontinuierlicher
Kulturfiihrung wurde mit gleicher Methodik gearbeitet. Allerdings wurde nach Einsetzen
der exponentiellen Wachstumsphase der Mikroorganismen mit einer Verdiinnungsrate

von 0,1 h™ auf die jeweiligen Substrate umgeschalten.

6. Fermentersysteme und Betriebsweisen

6.1. Bioreaktoren

Es fanden zwei Bioreaktoren Verwendung. Die kontinuierlichen Experimente sowie die
diskontinuierlichen Satzversuche wurden mit einem 3,5 | Riihrkesselreaktor der Firma
Chemap (FZ-3000) mit einem Arbeitsvolumen von 2,5-2,8 | durchgefiihrt. Die Tempera-
tur wurde auf 30°C und der pH-Wert auf 7,0 geregelt. Die Rihrerdrehzahl wurde, wenn
nicht anders angegeben, auf 300 U min? und die Begasungsrate auf 121 Nl h einge-
stellt. Der pQ,, der Laugenverbrauch und das Reaktorgewicht wurden routinemafBig

erfalt. Der Reaktorkessel, Zuluft- und Abluftleitungen, Zu- und Abluftfilter, das Reaktor-
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probenahmeventil, die doppelte Gleitringdichtung sowie das zugehérige Vorratsgefa3
der Cleitringdichtung waren in-situ dampfsterilisierbar. Die repeated batch Versuche
wurden in 4,5 | Riihrkesselreaktoren der Firma Setric Genie Industrie S.G.1., Frankreich
(Modell 30/set 004 V) bei einem Arbeitsvolumen von 3 | bei gleichen Regelgré8en
durchgefiihrt.

6.2. Versuchsaufbau der Fermenter

Der pH-Wert wurde tiber 1N KOH/H,SO,-Dosierung geregelt. Im Gleichgewichtszustand
konnte bei Kultivierung auf 3CB oder 4CB oder auf einem Substratgemisch aus
3CB/4ACB/4MB ausschlieBlich 1N KOH zum Gegentitrieren verwendet werden. Da der
KOH-Verbrauch proportional zur Transformation der chlorierten Benzoesauren verlauft,

konnte dieser als Schnellkontrolle der Stammfitness genutzt werden.

Bei pO,-Werten unterhalb 20 % der maximalen Sauerstoffséttigung des unbeimpften
Mediums wurde die Riihrerdrehzahl manuell erhéht, um Sauerstofflimitierungen zu
vermeiden. Fiir die kontinuierliche Betriebsweise wurde dem Reaktor aus einem 60 | -
Vorratsgefd@ steriles Medium zugeftihrt. Das Vorratsgefd3 wurde auf einer Waage
plaziert, wodurch sich die Verdiinnungsraten genau berechnen lieBen. Um eine Konta-
minationsgefahr zu minimieren, wurde tiber ein zweites 60 |-Gefa3 das erste Gefal3 bei
Bedarf nachgefiillt. Dazu wurde es tiber ein Sterilfilter mit Druck beaufschlagt und das

frische Medium tiber eine Sterilverbindung dem Vorratsgefd zugefiihrt.

Der Fermentationsabfall wurde in einem 60 |-Stapeltank zwischengelagert. Nach Fiillung
dieses Tanks wurde auch dieses Geta3 mit Druck beaufschlagt und der Inhalt tiber eine

Entsorgungsleitung nach Alkalisierung thermisch inaktiviert.

Die Fermenterabluft wurde nach dem Durchstrémen der Vor- und Sterilfilter der
Abluftanalytik zugefiihrt. Um die Emission von potentiell gesundheitsschédlichen Gasen

zu vermeiden, wurde der Abluftanalyse ein Aktivkohlefilter nachgeschaltet.
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6.3. Durchfithrung der diskontinuierlichen Satzversuche (adjusted batch)

Um eine bessere Reproduzierbarkeit der MeBergebnisse und eine gleichbleibende
Stammfitness zu gewdhrleisten, wurden die Satzversuche aus einer Chemostatkulti-
vierung heraus nach Beendigung der kontinuierlichen Substratzufuhr durchgefiihrt. Vor
einem Satzversuch wurde die Substratzudosierung gestoppt und nach Erreichen von
definierten Abluftwerten (O,: 20,94%; CO,: 0,05%) die jeweiligen Substrate im jeweili-
gen Konzentrationsbereich durch ein Septum oder mit Hilfe einer Animpfflasche
appliziert. Dadurch wurden gleiche Startbedingungen ebenso gewahrleistet wie eine

gleichbleibende Adaptation der Teststimme an die jeweiligen Substrate.

In den 60 [ VorratsgeféBen wurde ein in der Summe 5 mmol I'! &quimolares Gemisch
aus 3CB, 4CB und 4MB vorgelegt. Dadurch wurde die Induktion aller fiir die Ver-
wertung der unterschiedlich substituierten Benzoesduren notwendigen Enzyme durch
gleiche Versuchsstartbedingungen sichergestellt. Genetische Defekte, wie der Verlust
kataboler Enzyme, wiirden durch Akkumulation der korrespondierenden Metabolite
infolge eines Fehlleitens der Intermediate analytisch nachweisbar. Nach Beendigung der
Satzversuche wurde durch Einschalten der Substratddosierpumpen wieder auf kon-
tinuierliche Kultivierung umgeschalten. Vor Beginn des néchsten Satzversuches wurde

die Kultur flir mindestens zwei Verweilzeiten kontinuierlich kultiviert.

7. Analytische Verfahren

7.1. Bestimmung der Biotrockenmasse

Als MaB fiir die Zelldichte wurde bei jeder Kultivierung das Trockengewicht bestimmt.
10 ml Bakteriensuspension wurden in Stahlzentrifugenbechern mit 19000 x g fiir 15 min
zentrifugiert. Verwendet wurde eine Zentrifuge der Firma Heraeus Sepatech (Biofuge 17
S/RS). Nach Beendigung der Zentrifugation wurde der gesamte Uberstand durch ein 0,2
wum Filter (Rezist 30/0,2 um, Schleicher & Schiill; Ref. Nr, 463503) filtriert, um méglicher-
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weise noch vorhandene Mikroorganismen zurtickzuhalten (Sterilschranke) und um die
fltissig-chromatographische Saule vor Verunreinigungen zu schtitzen. Durch Filtration
des gesamten Volumens kénnen Sorptionseffekte durch das Filtermaterial vernachlassigt
werden. Das im Zentrifugenréhrchen zuriickbleibende Pellet wurde nach dem
Abdekantieren durch ein genau dreimintitiges Abtropfen auf Zellstoff von Medienresten
gereinigt und anschlieBend im Vakuumtrockenschrank bei 60°C bis zur Gewichts-
konstanz 2 Tage getrocknet. Vor dem Auswiegen erfolgte ein Temperaturausgleich im

Exsikkator tiber Trockengel (40 Minuten).

7.2. Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte der Bakteriensuspensionen wurde als Hilfsmittel zur Glattung der
Biomassedaten verwendet. Dazu wurden die Werte der optischen Dichte mit der
Biotrockenmasse korrelliert (Anhang Abb. 54 +55). Die optische Dichte wurde bei einer
Wellenlénge von 546 nm gemessen. Die Proben wurden 1:10 verdiinnt. Die Unter-
suchungen wurden mit einem Photometer der Firma LKB Biochrom Ltd. (Ultraspec II)

mit Halbmikroktlivetten der Firma Greiner (Art. Nr. 613101) durchgefiihrt.

7.3. Ammoniumbestimmung

Die Bestimmung des Ammoniums erfolgte potentiometrisch mit einer Ammoniakelek-
trode der Firma Orion (Modell 95-12; Cambridge USA). Als Kalibrierlsungen wurden
(NH,),SO,-Lésungen im Konzentrationsbereich 0,0001 bis 0,1 mol I'! verwendet. 9 ml
deionisiertes Wasser wurden mit 100 ul 10 N NaOH-Lésung versetzt. Nach einer Aquili-
brierungszeit (positiver MeBwert) wurden 100 ul Probe zudosie;t (Eppendorfpipette).
Alle Proben und verwendeten Lésungen hatten Raumtemperatur. Da die Elektrode
wahrend der Messung eine gerétebedingte Drift des Millivolt-Signales aufwies, erfolgte

nach 4 Proben eine erneute Vermessung der Standardlésungen.
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7.4. Chloridbestimmung

Chlorid wurde potentiometrisch mit einer Chloridelektrode der Firma Orion (Modell 96-
17) bestimmt. Als Eichlésungen wurden NaCl-Lésungen im Konzentrationsbereich 0,3
bis 3 g I' verwendet. In 9 ml deionisiertemn Wasser wurden 200 ul ISA-Lésung (5 mol I
NaNO;) und nach einer Aquilibrierungszeit 1 ml der Probe zugegeben. Alle Proben und
verwendeten Lésungen hatten Raumtemperatur. Nach sechs Messungen wurde die

Elektrodendrift durch erneute Messung der Referenzproben korrigiert.

7.5. Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

Flir den Nachweis von Intermediaten des Benzoesdurekatabolismus wurde mit Lauf-

mitteln folgender Zusammensetzung gearbeitet:

Laufmittelgemisch 1: 50 % (v/v) Toluol
40 % (v/v) Essigester
10 % (v/v) Essigsaure

Laufmittelgemisch 2: 30 % (v/v) Diisopropylether
. 40 % (v/v) Chloroform
10 % (v/v) Essigsaure

Laufmittelgemisch 3: 70 % (v/v) Toluol
20 % (v/v) Methanol

5 % (v/v) Aceton
5 % (v/v) Essigsaure

Fiir den Nachweis von Intermediaten fiir die Chlorbilanzierung der Satzversuche sowie
fiir den Nachweis des 3-Methyl-Enlakton wurden 8 ml des Zentrifugationstiberstandes
im Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde in 1,5 ml Methanol aufgenom-

men.
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7.6. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die qualitatative und quantitative Analyse von Substanzen und Substanzgemischen
erfolgte durch Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC). Es wurde mit "reverse
phase" Chromatographie gearbeitet; das Lésungsmittel ist polarer als die stationdre

Phase.

Chromatographiebedingungen zum Nachweis der Einzelsubstanzen:

Saule: RP18; Ultrasphere XL ODS, 3 um
4.6 * 70 mm (Beckmann, Art. Nr. 237500)
Mobile Phase: 55%  [v/v] Methanol (HPLC-grade)

45%  [v/v] Reinstwasser; (Additive: 1 % H,PO4],
0,05% [v/v] NaN,); FlieBrate: 1,5 ml/min

Chromatographiebedingungen zur Trennung von Benzoesduregemischen:

Saule: Wie oben, jedoch zwei RP18 Saulen hintereinander ge-
schalten.
Mobile Phase: 50% [v/v] Methanol / 50% [v/v] Reinstwasser mit den glei-

chen Additiven; FluBrate: 1 ml/min

HPLC-Systeme:

Aus technischen Griinden wurde mit HPLC-Anlagen mehrerer Hersteller gearbeitet.
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Tab. 4: Verwendete HPLC-Systeme

HPLC-System Detektor Wellenlange Probengeber Auswertung
Spectra-Physics LC 871 UV-VIS 236 nm Perkin Elmer SP 4270
[SS-100
Gilson 115 236 nm Data Master 621
mit HPLC-Sy-

stem Controller

Software (714)

Gilson 107 236/270 nm

7.7. Nachweis von Intermediaten in kontinuierlicher Kulturfithrung

Wahrend des Chemostatversuches mit 4MB als alleiniger C-Quelle wurden bei einer
Verdiinnungsrate von 0,4 h' 4 | Fermentationsbriihe aufgefangen und abzentrifugiert.
Der farblose Uberstand wurde vor Aufhebung der Sterilschranke mit einer Laborfil-
trationseinheit (FILTRON) mit 0,2 pm-Filtermodulen sterilfiltriert. Das Filtrat wurde im
Rotationsverdampfer anschlieBend bei 40° C eingeengt. Das erhaltene Kristallgemisch
(3,75 g I') wurde in Ethanol gelést (Ultraschallbad). Die im Ethanol gelésten Stoffanteile
(1,5 g) wurden nach erneuter Einengung im Rotationsverdampfer in Essigester
aufgenommen und wiederum im Ultraschallbad behandelt. Der Essigester wurde im
Spitzkolben eingeengt; im Kolben verblieben 0,382 g eines gelben, sirupésen Ols mit

darin enthaltenen kristallinen Strukturen.

Um die Kristalle zu isolieren, wurde die élige Komponente in Essigester und Chloroform
(je finf mal) gelost und anschlieBend im Rotationsverdampfer eingeengt. Die so
aufgereinigten Kristalle hatten einen Schmelzpunkt von 1135 bis 115°C. Um die
Struktur dieses Stoffes zu klaren, wurde zunéchst die molare Masse bestimmt. Dazu
wurden die Kristalle in Methanol gelést und mit massenspektroskopischen Methoden

untersucht.
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Massenspektrometrie:

ElERE o ssmmisiemmnnvmsnmss direkt
Mode: ..o positiv
lonisierung:........oooocecvvveevinennininnnns El+
Quellentemperatur:..............co....... 200°C
Energies: smmansmanmamsims 70 eV
EinlaBtemperatur:..............cceevne... 90°C
Auflosung: ... 1000

Zur Strukturaufklarung wurde ein Massenspektrum (MAT 95, Fa. Finnigan, Bremen)
aufgenommen und eine NMR-Analyse (AM600/300; Fa. Bruker) durchgeftihrt. (Aus-
wertung und Darstellung des Massenspekirums im Anhang; Abb. 62).

NMR-Analyse:

'H:  AM-600; Firma Bruker (600 MHz)
AM-300; Firma Bruker (300 MHz)
BC:  AM-600; Firma Bruker (150 MHz)

Die Proben wurden in deuteriertern Methanol bei Raumtemperatur gemessen. Die
chemischen Verschiebungen sind in ppm gegen TMS (Tetra-Methylsilan) angegeben
(Auswertung und Darstellung des Spektrums im Anhang; Abb. 63). Es wurde das *H-
Standardspektrum sowie das C-Spektrum ermittelt. Als Lésungsmittel diente

deuterisiertes Methanol.

8. Berechnung der OTR- und CTR-Rate aus abgasanalytischen Messungen

Die Massenstréme des verbrauchten Sauerstoffs und des gebildeten Kohlenstoffs wurden

aus der Konzentrationsanderung von O, und CO, in der Reaktorabluft gegentiber der



40 Material und Methoden

Reaktorzuluft errechnet. Fiir die Abgasmessungen wurde ein Analysensystem der Firma
Maihak verwendet (O,: Oxygor 6N; CO,: Defor). Beide Gase sind in der Fermentations-
briihe I6slich. Daher unterscheidet man zwischen der Sauerstoffeintragsrate (OTR;
oxygen transfer rate) und der Sauerstoffaufnahmerate (OUR; oxygen uptake rate).
Analog hierzu grenzt man die Kohlendioxidbildungsrate (CPR; carbondioxid production
rate) von der Transferrate ab (CTR; carbondioxid transfer rate). Die Abluft wurde {iber
einen Kondensatabscheider am Reaktorausgang tiber ein Vorfilter und einen 0,2 um-
Filter der Abluftanalyse zugeleitet. Vor Eintritt in das MeBsystem durchstrémte die Abluft
liber ein Magnetventil eine Verteilerleiste. Das Magnetventil wurde im Chemostatbetrieb
liber ein Zeitprogramm periodisch mit anderen Magnetventilen (Raumluft und zwei

weitere Reaktoren) angesteuert.

Sauerstoff ist im Fermentationsmedium nur schlecht I6slich (in Wasser: 7,5%10° kg/m®;
30 °C; 1,018 bar und Luftsattigung). Die OTR (1) und OUR-Werte kénnen aus diesem
Grund naherungsweise gleichgesetzt werden. Die Léslichkeit des Kohlendioxids wird
stark beeinflul@t von dem pH-Wert des Mediums. Liegt der pH-Wert oberhalb des
neutralen Bereiches, muf3 die Abweichung des CPR und CTR (2) rechnerisch korrigiert
werden. Da die Kultivierungen pH-gesteuert bei pH="7 durchgefiihrt wurden, entfiel hier
die Notwendigkeit der Berticksichtigung des geldsten CO,,.

M v x - e
OTR = —2 2 .|, - —2 2 [—9 ] (1)
Vs Vi l'xoz,a_xcoz,q [ -h
x ¥ i
co, VGE co. 1E
CTR = . = “Xco,E — (2)
V-V, 1_"02A_x002,4 [ -h

Der respiratorische Quotient (RQ) (Gleichung 3) gibt das molare Verhéalnis vom ge-

bildeten Kohlendioxid zu verbrauchtem Sauerstoff an.
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3)

9. Berechnungen zur instationdren Versuchsfiihrung

9.1. Satzversuche

Subtratbezogener Ertragskoeffizient Yy (nicht Maintenance-korrigiert):

(4)

Der Yy wurde aus den Substrat- und Biomassenanfangs- und -endkonzentrationen

berechnet und stellt somit einen integralen Yield-Koeffizienten dar.

Sperzifische Substratverbrauchsrate mit X, =

Qe = Stl B Stz ) i [ g
s =
b - 4 Xtm

Sperzifische Wachstumsrate:

P S SR
t,t, X

(5)

(6)

(7)
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9.2. Auswaschexperimente

Sperzifische Wachstumsrate:

1 dx |1
:D+_‘¥ J—
# X dt H

Spezifische Substratumsatzrate:

=lSOD—SD—§} [i}
X

s dt ah

10. Berechnungen zur stationaren Versuchsfithrung

Substratbezogener Ertragskoeffizient:

Sauerstoffbezogener Ertragskoeffizient:

_ #» _ DX

Y,
¥ g, ~ OTR

Substratbezogener CO,-Ertragskoeffizient:

v - CTR
CO4S —(So _S)D

CO,-bezogener Ertragskoeffizient:

(8)

9)

(10)

(11)

(12)



Material und Methoden 43
_ DX
Yoo, = g 0
Sperzifische Abbaurate:
(S,-S)D
g = B 1 (14)
X agh
Sperzifische Kohlendioxidbildungsrate:
CTR g
Qes, = —— = (15)
co, X ok
Spezifische Sauerstoffumsatzrate
OTR g
Uy, == = (16)
% x [g-h]
Maintenance-korrigierte spezifische Raten:
Sperzifische Substratabbaurate:
1 g
%= Braw oo (17)
Yys g
Spezifische Sauerstoffumsatzrate:
qo = 1 . 'u'+qo {_.g_; (18)
YooY e
Sperzifische Kohlendioxidbildungsrate:
deo, = " HHGeom i} (19)
2 * h
Yxico, g
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11. Beschreibung der Massenbilanzen

Tab. 5: Elementarzusammensetzungen
a; Stéchiometrischer Faktor des Elementes i in der Summenformel

*: Es wurde mit einer Zellzusammensetzung von CH,O, )N, .. bei einem Ascheanteil von 7,5 % gerechnet

(Roels, 1983).

3CB und 4CB 4MB Zellen CO., NH,
(7,5%Asche)*

a.=0,537 a.=0,705 a.=0,4371 a.=0273

a,=0.204 a,=0,235 a,=0,3030 a,=0,727 -
a,=0,032 a,=0,059 a,=0,073 - a,=0,178
2.=0,226 : 2,=0,1173 e a,=0,823

11.1. Beschreibung der Massenbilanzen unter stationéiren Versuchs-
bedingungen

Kohlenstoffwiederfindung im Chemostatversuch:

ach D + GCC02CTR

Co= (20)
ac, SOD

Chlorwiederfindung im Chemostatversuch:

agS + ag, _[NaCI}

Cl .= (21)
g Sy * agy,  [NaCll,

Sauerstoffwiederfindung im Chemostatversuch:

anXD + aom2CTR

O, = (22)
“osSoD + OTR
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Stickstoffwiederfindung im Chemostatversuch:

ay X + ay  [NH,],
Nrec_ - = (23)
Wiz [NH,],

Wasserstoffwiederfindung im Chemostatversuch:

- X Cl ) (24)

11.2. Beschreibung der Massenbilanzen unter instationiren Versuchs-

bedingungen

Kohlenstoffwiederfindung im Satzversuch:
t ’
ac_ S, +a X, +a, CTR dt
c, =— . e y (25)
ac Sy + ag X,

Chlorwiederfindung im Satzversuch:

o %S+ ag,, NI, o6
" ag, S, + g, INaCl,

Kohlenstoffwiederfindung im Auswaschversuch:

a. XD+a, CTR+a.SD+a gm —
Cx Cco, Cs gt Cs g (27)

rec
ac, S,D
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Chlorwiederfindung im Auswaschversuch:

ds d[NaCl]
. aC,SS D tag [NaCI1D + Ao, d e - WP dt (28)
rec aC!sSDD *ag [NaCi],D

12. Chemostattheorie

Bei einer kontinuierlichen Kultur handelt sich es sich um ein System im FlieBgleichge-
wicht, bei dem das Substrat mit einer konstanten ZufluBrate F dem Systern zugefiihrt
wird und gleichzeitig Fermentationsbrithe mit der gleichen FluBrate abgefiihrt wird.
Nach entsprechenden Adaptationszeiten stellt sich ein FlieBgleichgewicht ein, in dem

alle Parameter konstante Werte annehmen; man spricht von einer Chemostatkultur.

F

D == -1
v [h™]

D ist die Verdiinnungsrate, F ist die ZufluRrate [| h™*] und V das Reaktorarbeitsvolumen
(I). Die Anderung dX/dt errechnet sich aus folgender Beziehung:

dx A
5 CHT¥-BrX g I"h™] (29)

Im Gleichgewichtszustand wird dX/dt = 0 und daraus ergibt sich

D=p [hY (30)

Im steady-state entspricht die Verdliinnungsrate zahlenméBig der Wachstumsrate,
solange die spezifische Substratzufiihrungsrate kleiner als die qq, ., ist. Die Konzentration
der Biomasse ist im FlieBgleichgewicht nur noch abhéngig von der Substratkonzen-
tration im Vorratsgefal (S,) und dem stammspezifischen Ertragskoeffizienten Yy . Aus

der Monod-Gleichung und der Gleichung 30 ergibt sich dann folgende Beziehungen:
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- % (31)
Fnax K, + S,
und daraus
K, -D
y = ————— (32)
s = D

In der Chemostatkultur stellt sich eine konstante Mikroorganismen-Zellkonzentration ein.
Diese vermehrt sich bei der jeweiligen Verdiinnungsrate mit gleichbleibender Wachs-
tumsrate und Substratabbaurate, was eine genaue Charakterisierung des Stamm-

verhaltens bei vorgegebener Verdiinnungsrate erméglicht.

13. Hemmung der Substratverwertung

Wird die Konzentration eines Substrates in einem Konzentrationsbereich von extrem
gering bis extrem hoch wvarilert, kénnen verschiedene Muster wvon
konzentrationsabhéngigen Wechselwirkungen zwischen den Mikroorganismen und dem
Substrat auftreten. Im niedrigen Konzentrationsbereich ist die Auswirkung auf die
physiologische Aktivitat abhéngig davon, in wieweit das Substrat essentiell fiir das
Wachstum der Mikroorganismen ist (Edwards, 1970). Mit steigender Substratkonzen-
tration wird ein Punkt erreicht, wo eine weitere Konzentrationserhéhung keine weitere
Stoffwechselstimulation mehr bewirkt. Hier findet eine Limitierung aufgrund spezifischer
Umwelt-/Medieneinfliisse statt; die Zellen wachsen mit der maximalen, unter den
spezifischen Bedingungen méglichen Wachstumsrate. Bei weiterer Erhéhung der Sub-

stratkonzentration kann eine Inhibierung auftreten.

Mit Hilfe der Michaelis-Menten-Beziehung [&@t sich eine hyperbolische Abhéngigkeit der

Reaktionsrate von der Substratkonzentration beschreiben. Grundlage fiir diese Ab-
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héngigkeit ist die Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes. Unter der Voraussetzung,
daf@ der Zerfall dieses Komplexes geschwindigkeitsbestimmend ist, ist die Reaktions-
geschwindigkeit der Gesamtreaktion der Konzentration des Gesamtkomplexes propor-
tional. Im Satzversuch wird bei Erhéhung der Substratkonzentration die Reaktions-
geschwindigkeit zundchst steigen, d.h. es wird mehr Enzym im Enzym-Substratkomplex

gebunden, bis schlieBlich das Enzym vollstédndig komplexiert vorliegt.

Monod hat diese Michaelis-Menten Beziehung verifiziert. Er bezieht diese Gleichung
nicht mehr ausschlieRBlich auf Enzyme, sondern verallgemeinert die Abhéngigkeiten auf
Mikroorganismen (Zellen). Bei Vernachléssigung des Erhaltungsstoffwechsels durch die
Zellen kann die maximale Wachstumsrate durch die maximale spezifische

Substratabbaurate ersetzt werden (Monod, 1944).

Monod:

S
qS = quax'K +S (33)
S

Nicht (ibertragbar ist das Monod-Modell auf solche Substrate, die das Wachstum bei
niedrigen Substratkonzentrationen limitieren, in hohen Konzentrationen jedoch inhibie-

rend auf die Mikroorganismen wirken (Powell, 1965; Andrews, 1968).

Eine Gleichung zur Beschreibung solcher GesetzméRigkeiten wurde von Haldane
(Haldane, 1930) entwickelt. Die Haldane-Gleichung beschreibt die Bildung eines
inaktiven Enzym-Substrat-Komplexes durch eine Substratinhibierung. Eine Vielzahl
weiterer Inhibierungsmodelle sind entwickelt worden. In dieser Arbeit fanden die

folgenden Modelle zur Beschreibung des Stammverhaltens Anwendunag:
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Haldane-Modell:

ds=q ' 2
S 1Smax S 2 (34)

K.+S+—
S KI

Kompetitive Hemmung:

In der Modellvorstellung ist das Kennzeichen der kompetitiven Hemmung, dai3 ein
Inhibitor mit dem Enzym so reagieren kann, da er mit dem normalen Substrat um das
aktive Zentrum konkurriert (Lehninger, 1987). Der kompetitive Inhibitor bindet re-
versibel an das Enzym und bildet den Enzym-Inhibitor-Komplex. Bei konstanter Inhibi-
torkonzentration nimmt bei steigenden Substratkonzentrationen der Grad der Hemmung
ab. Der apparente K,-Wert eines Enzyms nimmt bei Anwesenheit eines kompetitiven
Inhibitors zu. Ein besonderer Fall der kompetitiven Hemmung ist die Produkthemmung.
Sie tritt auf, wenn ein Intermediat auf das Enzym zuriick wirkt und dadurch das Substrat

vom aktiven Zentrum verdrangt.

S

S+(1 "'i)*Ks (35)
I

959 smax’

Nicht kompetitive Hemmung:

In der biochemischen Modellvorstellung bindet bei der nicht kompetitiven Hemmung ein
nicht kompetitiver Inhibitor entweder an das freie Enzym oder an der Enzym-Substrat-
Komplex, wobei er die Interaktion beider stért (Lehninger, 1987). Nicht kompetitive
Inhibitoren binden daher an einer anderen Stelle des Enzyms als das aktive Zentrum.
Der gebildete Enzym-Substratkomplex kann nicht in seine Produkte zerfallen. Durch
eine Erhéhung der Substratkonzentration kann dieser Effekt nicht aufgehoben werden.
Ubertragen auf ein zellulires System deutet man diese Modellvorstellung derart, das der
Inhibitor mit der Biomasse um eine andere Bindungsstelle als die des

wachstumslimitierenden Substrates konkurriert (Pirt, 1975). Die spezifische Wachstums-
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rate wird herabgesetzt, ohne des K.-Wert zu beeinflussen.

S

=q .
qS Smax (1+i) (S+KS) (36)
KI

14. Computeranpassung/Computersimulation:

Die Computeranpassungen der MeBdaten an mathematische Funktionen erfolgte tiber
die Methode der kleinsten Fehlerquadrate mit einem Graphikprogramm (MicroCal
Origin; Version 2.94; Northhampton). Welche Parameter der Gleichungen vorgegeben

und welche angepaf3t wurden, wird im Ergebnis- und Diskussionsteil beschrieben.
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IV. Ergebnisse und Diskussion

1. Charakterisierung des Abbaupotentials von Pseudomonas spec.

B13 FR1 (SN45P)

In Vorversuchen wurde die Verwertung verschieden substituierter Benzoeséuren durch
SN45P tiberpriift. Die Experimente wurden im 500 ml Schiittelkolben und im Riihr-
kesselreaktor durchgefiihrt. Es wurde das Substratspektrum von SN45P durch Ap-
plikation von einfach substituierten Chlor- und Methylbenzoesduren sowie Benzoesau-
regemischen bestimmt. Ebenso wurde der Einflul@ hoher Benzoeséureausgangskonzen-

trationen auf die Abbaukapazitaten von SN45P untersucht.

1.1. Transformation verschieden substituierter Benzoesduren im

Schiittelkolbenexperiment

Zur Bestimmung des Benzoesaure-Subsiratspekirums von SIN45P wurden jeweils 200 ml
Pseudomonas Minimalmedium mit der Kohlenstoff- und Energiequelle Benzoeséure,
2CB, 3CB, 4CB, 2MB, 3MB und 4MB mit 5 ml Bakteriensuspension beimpft und bei
30°C inkubiert. ReaktionsgeféBe waren 500 ml Erlenmeyerkolben mit eingearbeiteten
Schikanen, die zum besseren Stoffiibergang des atmosphérischen Sauerstoffs in das
Medium beitragen sollten. Das Inokulum stammte aus einer auf LB- Medium wachsen-

den Vorkultur.

Abb. 4 gibt eine Ubersicht tiber die vorgelegten Benzoesauren. Mit Ausnahme der in 2-
Position substituierten Benzoeséuren 2CB und 2MB waren nach 9 Tagen Abnahmen
der Konzentrationen aller Ausgangssubstanzen festzustellen. Die Konzentration von 3MB
nahm trotz aufgetretener morphologischer Verdnderungen im Versuchszeitraum signifi-

kant ab. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes zeigten die Mikroorganismen in
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Abb. 4: Verwertung unterschiediicher Benzoesauren durch SN45P im Schiittelkolbenversuch.

den 3MB-Ansétzen eine kugelige bis gekriimmt-kurzstibchenférmige Morphologie mit
der Tendenz zur Bildung von Zellagglomeraten. Die Umsetzung der 3MB war dabei von
einer Schwarzfarbung der Kulturbrithe bei nur schwachem Kolbenbewuchs gekenn-
zeichnet. In den Kulturkolben mit B, 3CB, 4CB und 4MB wies der GEM einen stib-
chenférmigen Habitus bei gleichzeitig hoher Zellmobilitit auf. Nach vollstindiger
Substrattransformation wurde auch hier ein Verlust der Zellmobilitét bei gleichzeitiger

Abnahme der ZellgréBe beobachtet.

Die Fahigkeit von SN45P zur Verwertung von Substratgemischen ist in der Abb. 5
dargestellt. Die Benzoeséuren, die sich in den Yorversuchen zur Ermittlung des Sub-
stratspekirums  als umsetzbar erwiesen haben, werden auch bei Vorlage als
Benzoesauregemisch transformiert. ZCB/2MB-Gemische werden nicht verwertet. Auch
bei gleichzeitigem Angebot einer verwertbaren Benzoesdure wie 3CB erfolgt kein
kometaboler Umsatz der in 2-Stellung substituierten Benzoesduren. Aus dem Gemisch
der Benzoeséduren 2CB/3CB (0,4/0,4 g I) wurde vom GEM im Versuchszeitraum die
3CB zu 85 % umgesetzt; ein Abbau von 2CB wurde auch hier nicht nachgewiesen. In
den Kulturkolben mit 2MB/3MB erfolgte kein Anwachsen des Teststammes.
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Abb. 5: Umsatz von Benzoesauregemischen durch SN45P im 500 ml Schiittelkolbenexperiment.

Wird 3MB dem GEM gleichzeitig mit 4CB angeboten, werden beide Benzoesduren
transformiert. Eine Braunfarbung der Mediums trat hier und tiberall dort auf, wo 3MB
als Substrat vorgelegt wurde (2MB/3B; 3MB/4CB). Die Farbung deutet hier und bei
den 3MB-Monosubstratversuchen auf suboptimale Wachstumsbedingungen hin.
Anhand einer verdnderten Zellmorphologie (Verklumpung) und dem Verlust der
Beweglichkeit wurde dieses deutlich. Eine weil3-cremige Farbung der Kulturbriihe ging
dagegen einher mit physiologischer Aktivitdt des Stammes (starke Beweglichkeit,

deutlicher Substratumsatz).
1.2. Verwertung von 3CB, 4CB und 4MB und von 3CB/4MB: Gemischen bei
hohen Benzoesdure-Ausgangskonzentrationen

Die Uberpriifung des Einflusses hoher Benzoesaure-Ausgangskonzentrationen auf die

Umsetzung der Benzoesduren war Gegenstand dieser Versuchsserie. Dazu wurden die
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Benzoesauren als Monosubstrate sowie als 3CB/4MB-Gemisch den Bakteriensuspen-

sionen zugesetzt (Abb. 6).

6

-3MB| 4CB 3CB| 4CB| 3B [

Benzoesaure [g 1]
N w NN (&)

-
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|

0 | "”L |
Versuchsdauer

Abb. 6: Umsatz verschieden substituierter Benzoeséduren durch SN45P im 500 ml Schiittelkalben.
Die Beprobung der Kulturkolben erfolgte nach 0, 1, 2, 5 und 9 Tagen.

Bis zu einer S, von 5,4 g I'" 3CB und bis zu insgesamt 7,9 g I des Substratgemisches
waren keine irreversible Inaktivierungen der mikrobiellen Abbauleistungen aufgetreten.
Mit Ausnahme der 3MB-Anséatze waren die Kulturkolben dicht bewachsen. Bei S-
Konzentrationen ab 3,0 g I' trat auch in den Kulturkolben mit 3CB als Kohlenstoffquelle
eine dunkle Verfarbung der Kulturbriihe auf, was auf die Autoxidation von Brenzkate-
chinen im Reaktionsgefal® hindeutet. Da dieses Phdnomen bei Abbauexperimenten im
Riihrkesselreaktor nicht aufgetreten ist, sind als Ursache suboptimale Kultivierungs-
bedingungen im Schiittelkolben wahrscheinlich. Die Kolben mit 3MB wiesen in den
Konzentrationsbereichen von 1,5 bis 2,5 g I eine tiefschwarze Farbung auf. Aber auch
hier war eine signifikante Abnahme der 3MB-Konzentration festzustellen. Die Schwarz-
farbung weist auf die Akkumulation von Methylbrenzkatechinen hin, die durch Autoxi-
dation zu tiefgefarbten Polymeren reagieren kénnen. Wie in der Literaturiibersicht
beschrieben, wird 3MB von SN45P (iber 1,2-Dihydro-1,2-dihydroxybenzoesaure zum
3-Methylbrenzkatechin umgesetzt. Dieses wird durch die Catechol 1,2-Dioxygenase zur
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2-Methylmukonséure oxidiert. Aus diesem Metaboliten entsteht das 2-Methyl-2-en-
Lakton, welches weder von den B13-Enzymen noch von der Alcaligenes-Isomerase
umgesetzt werden kann (Taeger et al. 1988). Das Lakton akkumuliert als dead-end
Produkt. DaB die Schwarzfarbung auf nur geringe Konzentrationen des Brenzkatechins
zurtickzufiihren ist, konnte mit HPLC-Untersuchungen nachgewiesen werden. Bei einer
3MB Ausgangskonzentration von 1,5 g I wurde eine 3-Methylbrenzkatechin-Endkon-
zentration von 0,04 g I und bei einer Ausgangskonzentration von 2,5 g I'* eine Endkon-
zentration von 0,12 g I'! ermittelt. Nach Applikation von 3MB wird das intermediar an-

fallende 3-Methylbrenzkatechin somit zumindest anteilig aus der Zelle ausgeschleust.

Die Untersuchungen zur Transformation von 3CB/4MB-Gemischen im Schiittelkolben
zeigten ein von der Ausgangskonzentration abhéngiges Ergebnis. Wahrend ein Ansatz
mit 3CB/4MB (2,7 g I''/3,0 g I*) nach zweitégiger Inkubation eine vollstindige Substrat-
transformation aufwies (nicht graphisch dargestellt), verlangert sich die Adaptations-
phase bei nur geringfiigiger Erh&hung der Substratkonzentration auf 3,0 g ['/3,1 g I
(3CB/4MB) auf zwei Tage (Abb. 6). Nach 5 Tagen wird auch hier eine vollsténdige
Transformation des Ausgangssubstrates festgestellt. Bei weiterer Erhéhung von S, auf
43 g I'/35 g I' ist nach 9 Tagen eine Restkonzentrationen beider Substrate
nachzuweisen (0,7/1,3 g I'* 3CB/4MB). Wihrend des gesamten Kultivierungszeitraumes
wies hier die Farbe der Kulturbriihe nicht auf die Autoxidation von Brenzkatechinen hin.

Die HPLC-Analyse bestéatigte diese Beobachtung.

1.2. Simultanabbau eines 3CB/4MB Gemisches im Riihrkesselreaktor im
repeated batch-Versuch

Unter praktischen Gesichtspunkten ist v.a. die Stabilitdt der Abbauleistung des biologi-
schen Systems bei einer StoBbelastung durch hohe Aromatenkonzentrationen von
Bedeutung. Um dieses im repeated batch Experiment fiir die Benzoeséuren zu testen,
wurde der Umsatz eines 3CB/4AMB-Gemisches durch SN45P mit einer Substratausgangs-

konzentration von insgesamt 7,1 g I'' im Riihrkesselreaktor kinetisch verfolgt. Die Abb.
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7 zeigt den Reaktionsverlauf anhand der Darstellung BTM- und Substratumsatzkineti-

ken.
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Abb. 7: Simultane Verwertung eines Gemisches aus 3,7 g I' 3CB und 34 g I' 4MB im
Ruhrkesselreaktor.

Unterschiedliche Affinitéten des GEM zu den beiden Benzoesduren werden deutlich.
Wéhrend bis zum Zeitpunkt t=8 h die 4MB Konzentration nur geringfiigig abnahm, ist
im gleichen Zeitraum eine 3CB Konzentrationsabnahme um ca. 1 g I'* festzustellen.
Beide Substrate sind zum gleichen Zeitpunkt (16,5 h) verbraucht. Der Kurvenverlauf der
Biomasse macht deutlich, daB eine simultane Verwertung des Substratgemisches
vorliegt. Die Expression und Regulation der neuen Abbausequenzen erwiesen sich als
stabil. Im Versuchszeitraum wurden bei einer maximalen Substratumsatzrate von
Jsne=0,9 g g™ insgesamt 7,1 g I"' des Benzoesauregemisches umgesetzt. Als Ursache
fir die groBere Affinitdt von SN45P zu der 3CB ist zunéchst die doppelte Initialenzy-
mausstattung des GEM anzufiihren. SN45P transkribiert neben der Benzoat-1,2-Dioxy-
genase auch die Toluat-1,2-Dioxygenase des TOL-Plasmids. Diese doppelte Enzymaus-
stattung bedingt zudem eine héhere Umsatzwahrscheinlichkeit der 3CE, Die 4MB
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konkurriert mit der 3CB um Umsatz durch die Toluat-1,2-Dioxygenase, wéahrend 3CB

zusétzlich spezifisch durch die Benzoat-1,2-Dioxygenase transformiert werden kann.

Anhand der Bilanzierung des Elementes Chlor wurde der Simultanabbau des 3CB/4MB-
Gemisches ndher untersucht. Die Auftragung der Chlor-Wiederfindung im parity-plot
(Abb. 8) zeigt eine Abweichung des Chlor-Sollwertes (stéchiometrischer Anteil des
Elementes Chlor in der 3CB bei 100 prozentiger Chlorabspaltung) vom Ist-Wert (analy-
tisch bestimmter Chlorgehalt). Dieses deutet auf die Bildung eines temporéren, zell-

internen chlorierten Metaboliten hin.
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Abb. 8: Chlorwiederfindung beim Abbau von 7,1 g I'' eines 3CB/4MB-Gemisches.

Nach Substraterschépfung (t=15 h) belegt die Chlorbilanz vollstandige Wiederfindung
des vom Aromaten abgespaltenen Chlorids. Ein Abbau der 3CB bis zum 4-Carboxy-
methylenbut-2-en-4-olid (cis- und trans Dienlakton) ist somit experimentell nachgewie-
sen. In den meisten chloraromatischen Systemen sind die Halogensubstituenten verant-
wortlich fiir die Persistenz dieser Komponenten gegentiber einem mikrobiellen Abbau
(Schmidt und Knackmuss, 1980; Sahasrabudhe et al. 1987). Die 100-prozentige Freiset-
zung der Chlorid-lonen kann daher als Indiz fiir die vollstéindige 3CB-Mineralisation

gewertet werden. Um zu iiberpriifen, ob und welche Intermediate extrazellulér auftreten,
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wurde der Kulturtiberstand nach charakteristischen Zwischenprodukten des 3MB- und
4CB-Metabolismus untersucht. Als Referenzsubstanzen standen dafiir 3-Chlor-Brenzka-
techin (3Cl-Cat), 4-Chlor-Brenzkatechin (4Cl-Cat), 3-und 4-Methyl-Brenzkatechin (3M-
Cat, 4M-Cat) und 2-Chlor-Mukonsédure zur Verfligung. Die HPLC-Laufbedingungen
wurden fiir die Auftrennung mdéglicher Intermediate variiert. Dazu wurde die FluBrate
der HPLC-Pumpen auf 1 ml min™ herabgesetzt und das Laufmittelgemisch zugunsten
der walrigen Komponente (Methanol-/Wassergemisch 45/55% v/v) bei gleichzeitiger
Verldngerung der Analysendauer auf 15 Minuten modifiziert. Die HPLC-Laufe wurden
bei Wellenléngen von 225, 239, 254 und 275 nm durchgefiihrt. Komponenten, die
hinsichtlich ihrer Detektorantwort nicht eindeutig den Referenzsubstanzen zuzuordnen
waren, wurden zusatzlich dinnschichtchromatographisch mit unterschiedlichen Lauf-

mittelgemischen untersucht.

Bis auf den 4M-Cat-Peak konnten keine Retentionszeiten der Referrenzsubstanzen Peaks
des Probenlaufes zugeordnet werden. Unterschiedliche RF-Werte beim diinnschicht-
chromatographischer Vergleich des 4M-Cat Referenz mit den Komponenten der Probe
bei unterschiedlichen Laufmittelzusammensetzungen zeigten, dalB auch diese Referenz-

substanz nicht im Kulturiiberstand vorhanden war.
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2. Adjusted batch Versuche

2.1. Satzversuche im Riihrkesselreaktor

Wichtige KenngroBen zur Auslegung einer dezentralen Abwasserreinigung mit einem
Bioreaktor sind Kenntnisse iber maximale Abbauraten, Stabilitat der Abbauleistung bei
Substrat-Unter- oder -Uberversorgung sowie die Bestimmung kinetische Parameter.
Deshalb bildeten den Schwerpunkt der adjusted batch Versuche Untersuchungen zum
Einflu® wechselnder Substratkonzentrationen auf die ReaHionsgeschwindigkeit. Diese
Versuche wurden, wie im Methodenteil beschrieben, unter optimierten Versuchs-
startbedingungen durchgefiihrt. Den Mikroorganismen wurde wéhrend des Chemostat-
betriebes ein Gemisch aus 3CB, 4CB und 4MB in einer Gesamtkonzentration von 5
mmol I als Kohlenstoff- und Energiequelle angeboten. Da im Verlauf dieser kontinuier-
lichen Kultivierung keinerlei Ausgangssubstrate in der Fermentationsbriihe nachzuweisen
waren, wurde sichergestellt, da@ die Synthese aller Initialenzyme des Stammes induziert
war. Fiir reproduzierbare Startbedingungen der Experimente im nachfolgenden Satz-
betrieb war dieses unabdingbar. Die Mikroorganismen waren somit in allen Satzversu-
chen an die jeweiligen Substrate adaptiert und in vergleichbaren physiologischen
Zustanden. Gleichzeitig erméglichte die zu Versuchsbeginn konstante BTM-Konzen-
tration einen zeitlichen Vergleich der mikrobiellen Abbauleistung. Vor den jeweils
durchgefiithrten Satzversuchen wurde die stationére Kultvierung durch Abschalten der
Substratdosierpumpen unterbrochen. Nachdem die Abluftanalyse "definierte" Startwerte

* anzeigte (CO,: 0,05 %; 0, 20,94 %), wurde der Satzversuch durch Zugabe der Benzoe-
sduren begonnen und kinetisch verfolgt. Die Startwerte wurden etwa 10 Minuten nach
dem Ausschalten der Substratdosierpumpen erreicht. Auf ein Erreichen der Sauerstoff-
und Kohlendioxidwerte der Raumluft (CO,: 0,03 % und O,: 20,946%) wurde verzichtet,
da die dazu notwendigen langen Zeitréume zu einer Adaptationsphase der Mikroorga-
nismen durch erneute Induktion der katabolen Enzyme hatten fiihren kénnen. Als Ende
des Satzversuches wurde der Zeitpunkt definiert, an dem mit HPLC-Analyse kein
Substrat mehr nachzuweisen war und/oder der Abluftanalysator die Ausgangswerte fiir
CQO,: 0,05 % und O,: 20,94 % anzeigte.
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2.2. Ubersicht iiber die durchgefiihrten adjusted batch Versuche

Tab.6: Tabellarische Ubersicht tber die durchgefiihrten adjusted batch-Versuche:
oo UNd Qs Wurde aus der Auftragung der spezifischen Raten als Funktion der 3CB-Konzen-
tration graphisch bestimmt: * ' nach vollsténdigem Benzoeséureumsatz; ? Der Y, wurde zeichne-

risch durch Quotientenbildung errechnet (integral).

Cl'-reco-
| Sub- S Zeit' [n] ™ Foa Y2 very
strat [g 1] [h']  [gg'h]
- . (%)
3CB 0,22 12 0.3 0,70 0,3 :
| 4cB 0,21 13 0.3 0,47 0,3 i
 amB 0,19 1.1 03 066 05 -
| scB 0,36 15 0.2 0,92 0.4 -
| 4cB 0,40 15 0,3 0,68 0.4 -
4MB 032 18 03 070 0.4
3CB 0,69 26 0,3 0,92 0,3 -
4CB 0,71 3,0 0,3 0,85 0,3 -
AMB 065 22 0,4 1,39 0.3 -
3CB 1,46 75 0.2 0,85 0,2 105
4CB 1,65 6,0 0,2 0,94 0,2 103
3CB 2.35 10,0 0,3 0,87 02 102
4CB 233 9,0 0,2 0,63 0.3 95
4MB 1,85 55 03 1,00 0.4 :
3CB 4,28 17,8 0,1 1,01 0,1 100
4CB 4,68 12,0 0.2 0,67 0,2 102
4MB 3,65 11,0 0,3 1,20 04 .

Der Einflul3 steigender Benzoesaure-Ausgangskonzentrationen im Konzentrationsbereich
von 0,2 bis 4,7 g I'' (3CB und 4CB) und 0,19 bis 3,65 g I'' (4MB) auf die Reaktions-
geschwindigkeit wurde untersucht. Zum Vergleich der Abbaukapazitaten wurde der

Ertragskoeffizient Yy, die spezifische Wachstumsrate u [h'], die spezifische Substrat-
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abbaurate g [g g'h™] und die Zeit bis zum vollstdndigen Umsatz des jeweils zugesetzten

Substrates als Parameter bzw. MeBgréBe bestimmt.

Tab. 6 zeigt die wichtigsten Abbauparameter der diskontinuierlichen Versuche in der
Ubersicht. Die Kinetiken des Benzoesdureumsatzes sind in den Abb. 56-58 im Anhang
dargestellt. Bei allen durchgefiihrten Experimenten konnte nach Beendigung der
adjusted batch Kultivierungen kein Substrat analytisch nachgewiesen werden. Die
Chlorbilanzierung ergab am Versuchsende eine vollstandige stochiometrische Wieder-
findung des vom Aromaten abgespaltenen Chlors. Die Akkumulation von dead-end
oder suicide-Produkten wurde zu keinem Zeitpunkt analytisch oder optisch durch

Schwarzfarbung der Kulturbriihe beobachtet.

Die 3CB und 4CB-Kinetiken lassen sich im Konzentrationsbereich von 0,20 bis 1,50 g
I* zeitlich gut miteinander korrellieren. Die volumenbezogenen Umsetzungen verlaufen
bei den beiden chlorierten Substraten bis zu Konzentrationen von 0,39 g I, bei der 4MB
bis 1,10 g I, in einer Reaktion O-ter Ordnung. Bei Konzentrationen gréBer als 1,4 g I
wird die 3CB deutlich langsamer abgebaut als die 4CB (Tab. 6). 4,28 g I 3CB werden
in 17,8 Stunden quantitativ umgesetzt, wéhrend fiir 4,68 g I 4CB nur 12 Stunden bei
gleichen Versuchsstartbedingungen benétigt werden. Diese Effekte werden bedingt
durch unterschiedliche Ertragskoeffizienten. Wahrend im Konzentrationsbereich bis 0,7
g I'' mit beiden chlorierten Benzoeséuren gleiche Ertragskoeffizienten bestimmt werden
kénnen (Yys = 0,3 g @), fallt dieser bei zunehmender S, fiir 3CB geringer aus. Es ergibt
sich eine aus der Steigung der Geraden in Abb. 12 berechnete Abfolge der Ertrags-
koeffizienten in der absteigenden Reihenfolge 4MB (0,43 g g') > 4CB (020gg')>
3CB (0,17 g g*). Die Tendenz zu kleiner werdenden Ertragskoeffizienten mit zunehmen-
der S, ist eindeutig und wurde auch von Heuer (1991) nachgewiesen. Als Ursache
hierfiir erscheint zunachst die Deckung des Erhaltungsstoffwechsels plausibel. Mit
zunehmender S,- Konzentration nimmt die Zeit bis zur vollstindigen Substrattrans-
formation in den 3CB-Kinetiken im Vergleich zu denen der 4CB-Kinetiken zu (vgl. Tab.
6). Mit zunehmender Versuchsdauer wird gleichzeitig anteilig mehr Substrat zur Deckung

des Erhaltungsstoffwechsels benétigt, welches dem Anabolismus nicht mehr zur Verfii-
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gung steht. Kleiner werdende Ertragskoeffizienten sind die Folge.

Obwohl die Substrate unter standardisierten Bedingungen (Neutralisation der
Benzoesdure-Stammldsungen; vgl. Material und Methoden) dem Reaktor zugesetzt
wurden, war eine Beeinflussung der Biomasse dabei nicht vermeidbar und verursachte
Schwankungen der BTM-Konzentration. Sowohl die MeRBwerte fiir die OD als auch die
der BTM zeigen nach Substratdosierung ein Aufschdumen der Kulturbriihe sowie eine
Abnahme der anfanglichen Biomassekonzentration (vgl. z.B. Abb. 13). Als Ursache muld
von einem toxischen Einflul der konzentrierten Substrat-Vorratslésung (neutralisierte
Benzoesaurelésung; 50 mmol I?) zum Zeitpunkt der Zudosierung in den Reaktor
ausgegangen werden. Aufgetreten sind diese Effekte bei den Kultivierungen bei 3CB-S,.-
Konzentrationen von 2,35 g I, beim 4CB (S, = 2,33 g I’ und 4,68 g I'!) und bei dem
Substratgemisch in den Ansétzen mit einer S, von 5,7 und 7,5 mmol I*. Nicht be-
. obachtet wurde dieses Stammverhalten in den 4MB-Ansédtzen und bei dem 3CB-

Versuch mit einer Substratausgangskonzentration von 4,28 g I'*.
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Abb. 9 + Abb. 10: Kinetik der Biomassenbildung in Abhéngigkeit von der
Ausgangskonzentration der Benzoes#uren. Dargestellt sind die Ausgleichskurven der
BTM-Konzentration aus den 3CB- und 4CB- adjusted batch Versuchen. Die
dazugehérigen Datenpunkte sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt (Al-A4).
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Abb. 11: Kinetik der Biomassenbildung in Abh&ngigkeit von der Ausgangskonzentration der 4MB.
Dargestellt sind die Ausgleichskurven der BTM-Konzentration aus der 4MB Kultivierung. Die
dazugehorigen Datenpunkte sind im Anhang in AS und A6 aufgefiihrt.

Als Ursache fiir diese nicht reproduzierbar auftretende Effekte ist eine Beeinflussung
durch den Vorgang der Benzoesaureapplikation anzunehmen. Die Zugabe der Benzoe-
séuren erfolgte iiber sterilisierte Animpfflaschen. Um die benétigten Massenanteile der
Benzoesdauren in Wasser losen zu kénnen, mufBte dieses zunichst stark alkalisiert
werden. Um eine zellschadigende Wirkung aufgrund des hohen pH-Wertes zu vermei-
den, wurde die Lésung vor Versuchsbeginn auf pH 7-8 neutralisiert. Trotzdem war nach
der Applikation der Benzoesduren bei Ausgangskonzentrationen ab 1,56 g I* (3CB,
4CB) und 1,36 g I (4MB) ein Aufschdumen der Fermentationsbriihe nicht zu vermeiden
und machte die Zugabe eines Antischaummittels (Desmophen) erforderlich. Dieser
Vorgang 1aBt auf eine Zellysis und/oder eine Verklumpung der Zellen schlieBen, die
lokal dort auftritt, wo die konzentrierte Stammlésung in die Kulturbriihe des Bioreaktors
gelangt. Als alleinige Erkldrung kann dieses allerdings nicht dienen, da z.B. im 3CB-
Ansatz mit 4,3 g I'' Ausgangskonzentration kein Einbruch der anfanglichen Biomasse-
konzentration auftritt. Eine Erklarung hierfiir kénnte darin liegen, daB Animpfflaschen

verschiedener Volumina und Schlauchdurchmesser Verwendung fanden. Bei Verwen-
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Abb. 12: EinfluB der Konzentration substituierter Benzoeséauren auf die Biomassekonzentration.

dung von Animpfflaschen mit groBen Volumina und Schlauchdurchmessern nahm die
Substratapplikation weniger Zeit in Anspruch als bei kleineren Flaschen und
Schlauchdurchmessern. Im ersten Fall ist eine Beeinflussung der Biomasse durch
Verklumpung/Lysis aufgrund héherer "lokaler" Substratkonzentrationen wahrscheinlicher
als im letzteren. Als Folge dieses Vorganges kénnte eine mikrobielle Absterberate der
Wachstumsrate entgegenwirken, welches den anfénglichen Kurvenverlauf der Wachs-
tumskinetiken beeinflussen kénnte. Eine mikroskopische Untersuchung der Mikroorga-
nismen unmittelbar nach einer Schaumbildung im Bioreaktor zeigte allerdings keinen
Befund: Es waren weder die Bildung von Zell-Aggregaten durch Verklumpung gescha-
digter Einzelzellen noch ein Auftreten lysierter Zellen zu beobachten. Lediglich die
Beweglichkeit der Mikroorganismen erschien leicht herabgesetzt. Dieses deutet darauf
hin, daB der Vorgang der Schaumbildung fiir die Auswertung der batch-Experimente

vernachléssigt werden kann.
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2.3. Darstellung typischer Reaktionsverlaufe anhand des Vergleichs und der
Bilanzierung der Satzversuche mit grof8en Substratausgangskonzen-

trationen

Die adjusted batch Versuche mit hohen Substratausgangskonzentrationen zeigten
substratspezifische Unterschiede hinsichtlich der ermittelten Ertragskoeffizienten, der
Anlaufphasen der Wachstumskurven und der Versuchsdauer. Im folgenden werden die
Kultivierungen mit einer S, von 15 mmol I (3CB + 4CB: 2,3 g I?, 4MB: 1,9 g I'})
miteinander verglichen. Als mégliche Ursache fiir das Phanomen des Substratumsatzes
bei konstant bleibender BTM-Konzentration werden mehrere Méglichkeiten diskutiert:
a) Bildung eines Intermediates, b) der Erhaltungsstoffwechsel (Maintenance) und c) eine
Entkopplung der Substratverwertung vom bakteriellen Wachstum (verstérkte Bildung
gasférmiger Reaktionsprodukte). Die Bildung von Stoffwechselmetaboliten soll zunéchst

durch Bilanzierung der Elemente Kohlenstoff und Chlor tiberpriift werden.

Abb. 13-15 geben einen Uberblick tiber die Kinetik der 3CB, 4CB- und 4MB-Ver-
wertung im adjusted-batch Versuch. Trotz gleicher S -Konzentrationen werden charakte-
ristische Unterschiede im Abbauverhalten des Stammes deutlich. Am schnellsten wurde
die 4MB umgesetzt. Zum Zeitpunkt t=6 h war analytisch kein Ausgangssubstrat mehr
nachzuweisen. Im 4MB-Experiment wurde der vergleichsweise héchste Ertragskoeffizient
mit einem Yy, von 0,4 g g* bestimmt. Zum Zeitpunkt t=4 h sind ein Gramm der 4MB
umgesetzt, wahrend im gleichen Zeitraum mit den anderen Substraten 0,6 g der 4CB
und 0,4 g 3CB metabolisiert wurden. Der Umsatz der 4MB ging dabei einher mit der
Bildung eines temporaren Metaboliten. Die C-Bilanz (Abb. 15b) macht deutlich, daB
zum Zeitpunkt t=5 h ein 40 prozentiges Massendefizit des Elementes Kohlenstoffs
auftritt. Zum Zeitpunkt des vollstandigen Substratumsatzes (t=6 h) fehlen 30 % des
Kohlenstoffs. Die Kultur befindet sich hier noch in der exponentiellen Wachstumsphase.
Nach Ubergang in die stationére Wachstumsphase wird die C-Bilanz auf 90 % ausgegli-
chen. Da zum Ende der Satzversuche bei den gemessenen niedrigen CO,-Konzen-
trationen der Reaktorabluft die MeBwertschwankungen drastisch ansteigen, sollen an

dieser Stelle die Endwerte der C-Bilanz nicht diskutiert werden. Die Chemostatkultur
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(Kap. VI.3.) bietet durch die Méglichkeit, Bilanzierungen im FlieBgleichgleichgewicht

durchfiihren zu kénnen, geeignetere Bilanzierungsbedingungen.

In der mikrobiellen Wachstumskurve verlduft der Ubergang in die stationire Wachst-
umsphase nicht zeitgleich mit dem vollstindigem Substratumsatz (Abb. 15). Diese
Beobachtung ist als ein weiterer Hinweis auf eine temporare Metabolitakkumulation zu
werten. Die CTR-Werte steigen unmittelbar nach Applikation der 4MB an und korrellie-
ren somit nicht mit der nur langsam zunehmenden bzw. stagnierenden Biomassekonzen-
tration. Nachdem der Stamm die stationére Phase der Wachstumskurve erreicht, nimmt
die CTR schnell ab, erreicht aber im Versuchszeitraum nicht das Niveau der Ausgangs-
werte. Als Ursache hierfiir ist die nun stattfindende Veratmung der Metabolite der

Benzoesaureverwertung im Citratcyclus wahrscheinlich.

Die Abb. 13 und 14 zeigen eine Ubersicht tiber die Verwertung der chlorierten Substrate
durch SN45P. Dabei treten im Vergleich der Abbau- und Biomassen-Kinetiken Substrat-
spezifische Unterschiede auf. Die 3CB wird langsamer und mit geringerem Yy, umge-
setzt als die 4CB. Im 3CB-Versuch nimmt erst zum Zeitpunkt t=4 h die BTM-Konzen-
tration zu; beim 4CB-Experiment steigt die BTM-Konzentration bereits zum Zeitpunkt t=
2 h. Bezieht man die Anlaufphasen beider Wachstumskurven auf die experimentell
ermittelten Wiederfindungen fiir Kohlenstoff und Chlor (Abt. 13b, 14b), so ergeben
beide Bilanzen keinen Hinweis auf die Akkumulation von Intermediaten; die Verwertung
der chlorierten Benzoesauren 3CB und 4CB ist begleitet von einer der Stéchiometrie der
Ausgangssubstrate entsprechenden COQ-Transferrate. Im weiteren Verlauf der Kulti-
vierung ist nach vollstdndigem Substratumsatz ein Kohlenstoff-Defizit von maximal 10
% zu verzeichnen. Ein Kohlenstoff-Defizit von 10 % kann unter den experimentellen
Bedingungen am Ende des Satzversuches nicht eindeutig bewertet werden. Auch fiir die
chlorierten Substrate soll im Chemostatversuch dem Aspekt der Bilanzierung der
Substratverwertung exakter nachgegangen werden. Nachdem sich die Mikroorganismen
in der stationdren Wachstumsphase befinden, wurden zuletzt 92 % des Kohlenstoffs
wiedergefunden. Nach dem Ubergang in die stationdre Wachstumsphase ist kein

Ausgangssubstrat im Kulturiberstand analytisch nachzuweisen. Die Chlor-Bilanzierung
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ist iber den gesamten Kultivierungsverlauf ausgeglichen. Die CTR-Werte des 3CB-
Versuches zeigen im Vergleich zu denen der 4MB-Versuche einen unterschiedlichen
Verlauf. Unmittelbar nach Substratzudosierung steigt die CTR auf 0,18 g I'h™* an. Bis
zum Zeitpunkt der meBtechnisch erfaBbaren Zunahme der BTM-Konzentration 4
Stunden nach Versuchsbeginn korrelliert der CTR-Wert auf diesem Niveau mit der

Biomasse.

Der stagnierende Anfangsverlauf der Biomasse ist im 3CB- und 4CB-Abbau somit nicht
auf eine Intermediatakkumulation zurtickzufiihren, wie die erfiillte Kohlenstoff- und
Chlorbilanzen belegen. Vielmehr scheint das Reaktionsgleichgewicht in Richtung
gasformige Produkte (CO,) verschoben zu sein. Dieses deutet auf eine Beeinflussung
durch den Erhaltungsstoffwechsel hin, welcher fiir die gleichbleibende Biomassenkon-
zentrationen bis zum Zeitpunkt t=4 h verantwortlich sein kénnte. Je nach Stoffwechsel-
typ und Organismus kann der Erhalhungsstoffwechsel sehr groR sein. Stouthamer &
Bettenhausen (1973) haben fiir Klebsiella aerogenes unter anaeroben Bedingungen
beim Wachstum auf Glukose einen Maintenance-Bedarf von 3,69 g g*h* ermittelt.
Energieverbrauchende Prozesse sind neben dem Umsatz von Zellmaterial und der
Zellmobilitat vor allem osmotische Zellarbeit (Pirt, 1975). In wieweit der Vorgang der
Substratapplikation tiber eine mikrobielle Absterberate die BTM-Konzentration beein-
fluBt, kann nicht eindeutig beantwortet werden. Da allerdings bei den Versuchen mit
groBer S,-Konzentration (z.B. S, 3CB: 4,3 g I'') kein Aufschdumen des Mediums be-
obachtet wurde, und bei den Versuchen mit Schaumbildung mikroskopisch keine
Hinweise auf Zellschadigungen auftraten, wird dieser Effekt in den folgenden Aus-

flihrungen vernachlassigt.
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Abb. 13 a+b: Verwertung der 3CB durch SN45P im adjusted batch Versuch. a): Kinetik des
Substratumsatzes und Wachstumskurve der Mikroorganismen. b): Wiederfindung der Elemente
Kohlenstoff und Chlor sowie Darstellung der CTR.
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Abb. 14 a+b: Verwertung der 4CB durch SN45P im adjusted batch Versuch. a): Kinetik des
Substratumsatzes und Wachstumskurve der Mikroorganismen. b): Wiederfindung der Elemente
Kohlenstoff und Chlor sowie Darstellung der CTR.



Ergebnisse und Diskussion 71

- Optische Dichte * Biomasse + 4MB[gI"]

(=)

©

Biomasse [g I']
o
»

0,3
0,0/
a) Zeit [N]
v CTR = Kohlenstoff
1,25} .
1,00 A
,if 0,75} |
2
E 0,50+ .
O
0,25 |
000- O 2 4 5 § 10
Zeit [h]

Abb. 15 a+b: Verwertung von 1,9 g I' 4MB durch SN45P im adjusted batch Versuch. a): Kinetik
der Substratumsetzung und Wachstumskurve der Mikroorganismen. b): Wiederfindung des
Elements Kohlenstoff und Darstellung der Kohlendioxidtransferrate.
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Abb. 16: Darstellung der spezifischen Substratumsatzrate als Funktion der spezifischen
Wachstumsrate und Abschatzung von qgy. Ermittelt wurden: S,=1,5 g I': q5,=0,6 g g'h™;
Y'ys=05 gg'. Sp= 2.3 gI": qo4=0,3 g g'h"’; Y'xs=0.2 g g*. S;=4.4 g I': q,=0,3 g g'h";
4s=0.5.
Eine Auftragung von g tiber der Wachstumsrate u. erméglicht eine Abschétzung von qgy,
(Schnittpunkt mit der Abszisse) und dem wahren Ertragskoeffizienten (Steigung =
1/Yys ). Die Abb. 16 zeigt die graphische Abschétzung des Maintenance-Bedarfs fiir 3CB
mit den gz und u-MeBwerten aus den Kultivierungen mit einer S, von von 1.5, 2.3 und
4.3 g I'. Die MeBwertschwankungen sind in dieser Darstellung aus methodischen
Griinden sehr grof3, so daf die folgenden Angaben nur eine GréBenordnung angeben

sollen.

Die gg,-Werte liegen mit 0,3 g g*h™ (S, =2,3 und 4,4 g 1) bzw. 0,6 g g'h* (S,=1,5

g I') fiir aromatische Substrate sehr hoch. Unterschiedliche wahre Ertragskoeffizienten
deuten auf andere oder zusatzliche Mechanismen als den Maintenance-Einflu hin. Der
gekrimmte Verlauf der Daten der Fermentationen mit S,-Konzentrationen von 1,5- und
2,3 g I kénnte auf eine Entkopplung der Substratverwertung vom bakteriellen Wachs-
tum zurtickzufiihren sein. Diese Arbeitshypothese wird in den folgenden Kapiteln bei der
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Diskussion des Datenmaterials der Chemostat- und Auswaschversuche {iberpriift

werden.

Der Ertragskoeffizient des 4CB-Experimentes liegt mit Yy=0,27 g g"' deutlich héher als
beim 3CB-Experiment, wo ein Ertragskoeffizient von 0,17 g g* bestimmt wurde. Er-
staunlich ist, daB die Yys-Werte der 3CB/4CB-Experimente trotz der Substrathomolo-
gien deutlich differieren. Dieses Ergebnis ist als weiterer Hinweis daftir zu verwenden,
daB im Satz-Versuch neben dem Erhaltungsstoffwechsel weitere Effekte auf die Sub-

stratumsatzkinetik einwirken.

2.4. Einfluss der Subsiratkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit;
Dynamik der Substratverwertung im Satzversuch

Von besonderer praktischer Bedeutung ist die Gewéahrleistung einer stabilen Abbaulei-
stung des biologischen Systems nach Applikation unterschiedlicher Konzentrationen der
jeweiligen Benzoeséure(n). Fiir eine Anwendung in dezentralen Abwasserreinigungs-
anlagen mul3 Abbauaktivitit des Stammes sowohl fiir niedrige als auch fiir hohe
Aromatenkonzentrationen sichergestellt sein. Vergleichend dargestellt werden im
folgenden die graphisch/rechnerisch ermittelten Datensétze der spezifischen Substratver-
brauchsraten (q--Werte) als Funktion der Substratkonzentration. Ermittelt wurden diese
aus den Abbaukinetiken der zuvor beschriebenen Satzversuche mit Ausgangskonzen-

trationen von 1,5 bis 30 mmol I der jeweiligen Substrate.
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2.4.1. Einfluf3 der 3CB auf die Reaktionsgeschwindigkeit
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Abb. 17: Ubersicht der geglétteten Verlaufe der qs-Werte als Funktion der 3CB-Konzentration. S,
-Konzentrationen der adjusted batch-Versuche: a) S, = 022 glI';b) S, = 0,36 g1%; ¢) S, = 0,70
glhd) S, =146gl%e) S, =235qg1" 1) S, = 4,28 gI''. Die einzelnen Kurvenverlaufe mit den
Wertepaaren sind in Abb. 59 im Anhang aufgeftihrt.
Abb. 17 zeigt zusammenfassend die 3CB-Umsetzung durch SN45P in den adjusted
batch Experimenten bei steigender S;-Konzentration anhand der Darstellung der q.-
Werte als Funktion der 3CB-Konzentration. Es zeigt sich, da der 3CB-Abbau im
Satzversuch komplex reguliert wird. In Abh&ngigkeit von der eingesetzten S, unter-
scheiden sich die Kurvenverlaufe der einzelnen Versuche deutlich voneinander. Die
U Daten dagegen liegen ab einer S;-Konzentration von 0,36 g I'' zwischen 0,85 und
1,0 g g'h™". Von praktischer Relevanz ist die Beobachtung, daR auch bei hohen S-
Korzentrationen liber weite Bereiche hohe q-Werte erreicht werden. Der Kurvenverlauf
der Fermentationen mit hohen S-Konzentrationen weist iiber den gesamten aufgetrage-
nen Konzentrationsbereich sogar héhere ge-Werte auf als die der Versuche mit niedrige-
ren Ausgangskonzentrationen. In dieser Beobachtung spiegelt sich das bereits diskutierte
Phéanomen wieder, dal8 mit zunehmender S, die Dauer der lag-Phase der mikrobiellen

Wachstumskurven bei gleichzeitig analytisch erfaBbaren Abbauraten zunimmit.
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2.4.2. EinfluB der 4CB auf die Reaktionsgeschwindigkeit
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Abb. 18: Ubersicht der geglatteten Verlaufe der q-Werte als Funktion der 4CB-Konzentration. S
-Konzentrationen der adjusted batch-Versuche: a) S, = 0,21 gl; b) S, = 0,40g17;¢) S5, =0,71
gl d)S,=1,65gl";e)S,=2,33gl"; ) §, = 4,68 gI"". Die einzelnen Kurvenverlaufe mit den
Wertepaaren sind in Abb. 60 im Anhang aufgefthrt.

Anhand der unterschiedlichen Kurvenverlaufe in Abb. 18 wird deutlich, dal@ auch hier
eine komplexe Regulation der Benzoesdureverwertung bei adjusted batch Kultivierung
vorliegt. Die Kurvenverldufe kénnen nicht mit einfachen Inhibierungskinetiken be-
schrieben werden. Es unterscheiden sich die qs,,,-Werte als auch die Kurvenverlaufe an
sich. Die qg,-Werte durchlaufen ein Maximum; bei hohen 4CB-S,-Konzentrationen
nimmt qs,,, deutlich von 0,9 g g*h™! auf durchschnittlich 0,65 g g'h™ ab. Dieses kénnte
auf die Bildung eines zellinternen Intermediates zuriickzufiihren sein, welches z.B. nicht-

kompetitiv z.B. auf den Enzym-Substrat-Komplex einwirkt.
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2.4.3. Einflu3 der 4MB auf die Reaktionsgeschwindigkeit
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Abb. 19: Ubersicht der gegltieten Verlaufe der qe-Werte als Funktion der 4MB-Konzentration. S,
-Konzentrationen der adjusted batch-Versuche: a) S, = 0,19g1%b) S, =0,32gl';¢) S, = 0,65
gl:d) S, =1,85gl%e) §, = 3,65 g!I"". Die einzelnen Kurvenverlaufe mit den Wertepaaren sind
in Abb. 61 im Anhang aufgeftihrt.

Die Kurvenverldufe in Abb. 19 zeigen, dalB auch bei der 4MB-Verwertung eine kom-
plexe Inhibierungskinetik wvorliegt. Die Kurvenverldufe der Versuche mit Aus-
gangskonzentrationen von 0,19 bis 0,65 g I nahern sich asympotisch einem Maximal-
wert. Bei weiterer Erhéhung der S, wird qq,, ., erreicht. Die gréBten spezifischen Wachs-
tumsraten wurden mit qq,,=1,40 g g* h" bei einer S, von 0,60 g I bestimmt. Bei
weiterer Erhdhung der S;-Konzentration nimmt qg,., ab, so daB auch hier die die

spezifischen Raten ein Maximum durchlaufen.

Es scheint somit charakteristisch flir die Benzoesaureverwertung durch SN45P im
adjusted batch Versuch zu sein, daR bei einer Erhéhung der S;-Konzentrationen qg,, .,

zunéchst ansteigt. Dieses Phénomen ist bei der 4MB-Verwertung am evidentesten

ausgepragt.
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Die Abnahme der g, -Werte bei weiterer Erhéhung der 4CB und 4MB Ausgangskon-
zentrationen kann (iber eine Inhibierung durch Bildung zellinterner Metabolite zustande
kommen. Mit zunehmender S, erhéht sich die Konzentration eines Inhibitors, welcher
mit dem Substrat, dem Enzym-Substratkomplex oder einem Abbauprodukt des Sub-

strates um eine Bindungsstelle eines katabolen Enzymes konkurriert.

Die adjusted batch Versuche haben gezeigt, dad im gesamten getesteten Konzen-
trationsbereich das Ausgangssubstrat nach Applikation der Benzoesauren volumetrisch
umgesetzt wird. Auch hohe S,-Konzentrationen werden mit groBBen spezifischen Um-
satzraten transformiert. Die Abbaukinetiken von chlorierten und methylierten Benzoe-
sauren sind im adjusted batch System komplex requliert. Aus Zeitgriinden konnten die
adjusted batch Experimente nicht durch ein erweitertes Analysenprogramm ergénzt
werden, in dem gezielt nach méglichen intra- und extrazelluldren Metaboliten gesucht

wird.
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3. Kontinuierliche Kultivierung

Ziel der kontinuierlichen Kultivierung war die Uberpriifung der genetischen Stabilitit der
Abbausequenzen sowie deren Regulation, Untersuchungen auf vollsténdigen Sub-
stratumsatz und die Ermittlung stammspezifischer Abbauparameter von SN45P. Dazu
wurde der GEM {iber einen Zeitraum von 2500 Stunden kontinuierlich auf den Sub-
straten 3CB, 4MB und 4CB kultiviert. In einem weiteren Chemostatversuch tiber 1400
Stunden wurde SN45P auf einem Substratgemisch auf 3CB, 4CB und 4MB bei ver-

schiedenen Verdiinnungsraten untersucht.

3.1. Langzeituntersuchungen zur genetischen Stabilitit der Abbausequen-

zen

Abb. 20 gibt eine Ubersicht tiber einen Chemostatversuch mit den drei Benzoeséuren,
die jeweils als Monosubstrat als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle zudosiert
wurden. Zur Verdeutlichung der untersuchten Gleichgewichtszustande ist neben der
Biomasse die Verdtinnungsrate D und die Kohlendioxid-Transferrate (CTR) aufgetra-
gen. Uber einen Zeitraum von 500 Stunden (118 Generationen) wurden mehrere
Verdiinnungsraten mit 3CB als Kohlenstoff- und Energiequelle eingestellt und die
Gleichgewichtszustdnde vermessen. Der Substratwechsel von der 3CB auf die 4MB
wurde zundchst bei einer Verdiinnungsrate von D=0,09 h* durchgefiihrt. Da dieses zu
einer Abnahme der Biomasse von 0,85 g I'* auf 0,55 g I fiihrte, wurde die Verdiin-
nungsrate fiir 24 h auf D=0,05 h' herabgesetzt, woraufhin sich ein Gleichgewichts-
zustand einstellte. Zu erklaren sind diese anfanglichen Schwierigkeiten mit
Induktionsvorgéngen der hierfiir benétigten Enzymsysteme. In der Folge wurde der
Stamm fiir 770 Stunden (313 Generationen) mit verschiedenen Verdiinnungsraten auf
4MB kultiviert. Der Wechsel von 4MB auf 4CB wurde bei D=0,09 h! durchgefiihrt und
verlief unproblematisch. Auf diesem Substrat wurde der GEM 1110 Stunden (252

Generationen) kultiviert.
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Aufgrund der zusétzlichen Methylgruppe der 4MB nimmt die Biomasse beim Wechse!
von der 3CB auf 4MB zu. Im Gegensatz zu den chlorierten Substraten, wo durch
Destabilisierung des aromatischen Systems eine spontane Chlorid-Abspaltung erméglicht
wird und die zentrale "Abbaustrategie" der ortho-Abbausequenzen darstellt, stellt bei der

4MB die Methylgruppe einen zusétzlichen Energiegewinn dar und wird energetisch
verwertet. Nach Wechsel auf das Substrat 4CB nimmt die Biomasse aus den dargestell-

ten Griinden wieder ab.

Die Kultivierung des GEM {iber einen Zeitraum von 2500 Stunden (680 Generationen)
belegt, daB die Abbausequenzen sowie deren Regulation stabil sind. Wahrend der
gesamten Kultivierungszeit erwies sich der GEM als ein unproblematisch zu kultivie-
render Stamm; zu keinem Zeitpunkt traten wie bei den adjusted batch ein Aufschdumen
der Fermentationsbriihe auf. Anféngliche Kultivierungsprobleme durch Oxidation von
Eisen®*-lonen, was sich in Instabilititen der Biomassenkonzentration wiederspiegelte,
wurden durch Verwendung eines Komplexbildners (EDTA) vermieden. Bei allen
untersuchten steady-states war kein Substrat im Kulturtiberstand analytisch nachzuwei-
sen. Diese Tatsache und die Beobachtung, daB auch die Zellmorphologie auf einen
guten physiologischen Zustand des GEM hinweist (hohe Zellmobilitét, stibchenférmiger
Habitus) unterstiitzen die Aussagen tiber die Funktionabilitét der Abbausequenzen und

deren Regulation.

3.2. Bilanzierung der Verwertung von 3CB, 4CB und 4MB

Ein weiteres Anliegen dieser Versuchsserie war die Bilanzierung des Abbaus der
Xenobiotika, um einer méglichen Akkumulation von unbekannten dead-end Metaboli-
ten nachzugehen. Mit der HPLC-Analytik wurden bei den adjusted batch-Kultivierungen
unter Standartlaufbedingungen in den ersten zwei Minuten der jeweiligen L#ufe mehre-
re Peaks mit im Vergleich zu den Referenzsubstanzen kleinen Peakfléichen detektiert. Bei
kontinuierlicher Kultivierung wurde eine Abhéngigkeit der Peakflachen von der Verdiin-

nungsrate beobachtet. Keiner der Peaks konnte den Metaboliten 3-Chlorbrenzkatechin,
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4-Chlorbrenzkatechin, 3-Methylbrenzkatechin, 4-Methylbrenzkatechin und 2-Chlormu-

konsaure, welche als Referenzsubstanzen zur Verfiigung standen, zugeordnet werden.

Da die chemische Zusammensetzung dieser Komponenten nicht bekannt war, wurde
eine Massenbilanz der Elemente Kohlenstoff, Sauerstoff, Wasserstoff, Stickstoff und
Chlor (bei den chlorierten Substraten) durchgefiihrt. Sie sollte tiberpriifen, in wieweit die
Quantitat der Metaboliten die Massenbilanzen beeinfluBt. Als Edukte wurden die
substituierten Benzoesduren, Stickstoff und Sauerstoff, als Produkte Biomasse, Kohlen-
dioxid und Chlor angenommen und in der Bilanzgleichung (Gleichung 20-24) einge-
setzt. Die Bildung von Reaktionswasser wurde nicht berticksichtigt. In Tab. 7 sind die

Ergebnisse dieser Bilanzierungen aufgeftihrt.

Die Massenbilanzen der Elemente Kohlenstoff, Chlor und Stickstoff zeigen bei allen drei
Substraten eine im Rahmen der MeBgenauigkeit vollstindige Wiederfindung der
Elemente. Wasserstoff und Sauerstoff zeigen mit dem Substrat 4MB einen deutlichen
Massendefekt mit einer 53 %-igen Wasserstoff und einer 87 %-igen Sauerstoffwiederfin-
dung. Dieses deutet auf die Bildung von Reaktionswasser hin und wird durch Auf-
stellung von Reaktionsgleichungen im folgenden Kapitel tiberpriift. An dieser Stelle soll
jedoch angemerkt werden, daB die Kohlenstoffbilanzierung unter den gewdéhlten
Versuchsbedingungen mit Unsicherheiten behaftet ist. Hauptgrund hierfiir war eine mit
Literaturwerten (Roels, 1983) nur abgeschétzte Zusammensetzung der Biomasse.
Aufgrund rechtlicher Vorlagen war im Rahmen des Gentechnikgesetzes kein Versand
der Mikroorganismen zu entsprechenden Institutionen mit dem Ziele der Elementar-

analyse méglich, so dal mit den Literaturdaten gearbeitet wurde.
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Tab.7: Bilanzen der Chemostatversuche iiber die Elemente Kohlenstoff, Chlor, Stickstoff, Sauer-

stoff und Wasserstoff (av=avarage value); die mit "*" markierten Werte stammen nicht aus dem in
Abb. 20 dargestellten Versuch.

D [h'] Sub- C

w O N. O.  H.
|
B stratﬁ - - - - 7 4\
0093*  3CB 1,00 0.94 1,06 0,96 097
| 0182*  3CB 101 (1,17) 1,01 1,00 095 |
| 0175 3cB 1,06 1,04 0,94 1,01 0,89
| 0267  3CB 1,12 1,10 0,98 1,02 097 |
| 0083 3CB 1,10 1,09 089 09 087 |
av 1,07 1,04 0,97 0,99 093 |
(sdev) 004 (007 (007 (003) (004
\ 0,09 4CB 1,09 1,06 0,96 1,00 0,88
013 4CB 1,06 1,07 1,02 0,97 095
0,18 4CB 1,06 1,00 1,10 1,03 101
0,25 4cB 1,00 0.94 1,00 0,98 0,91
0,27 4CB 1,02 0,96 1,04 1,07 098
029 4CB 104 09 102 105 095
! av 1,05 1,00 1,02 1,01 0,95
| lsdev) (003 (005)  (005)  (004)  (005)
0,09 4MB 0.98 : 0.96 0.83 061 |
018 4MB 0,99 . 0,92 0.86 0,38
027 4MB 0,98 . 1,02 0,86 0.46
032 4MB 1,02 i 1,09 0.88 0,55
03 4MB 104 : 103 08 064
B 1,00 : 1,01 0,87 0,53

(sdev) (0,03) (0,07) (0,02) (0,11)

e = —=————=——— e SRS —— —— T |
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Die Massenbilanzen geben somit keinen Hinweis auf eine mengenméfig relevante
Bildung von Intermediaten. Um auch qualitativ eine Aussage iiber das Peakmuster
innerhalb der ersten zwei Minuten der HPLC -Laufe treffen zu kénnen, wurde eine
Isolation eines der Komponenten mit anschlieBender Strukturaufkldrung durchgefiihrt.
Dazu wurden zunichst wahrend der kontinuierlichen 4MB-Kultivierung bei einer
Verdiinnungsrate von D=0,35 h™ vier Liter der Fermentationsbriihe aufgefangen und
abzentrifugiert. Der farblose Uberstand wurde aus Sicherheitsgriinden vor Aufhebung
der Sterilschranke mit einer Laborfilirationseinheit (FILTRON) mit 0,2 um-Filtermodulen
sterilfiliriert. Nach der im Methodenteil beschriebenen Prozedur wurden Kristalle in einer
éligen Komponente erhalten. Die Kristalle hatten einen Schmelzpunkt von 113,5 bis 115
°C. Nach Aufreinigung dieser Kristalle wurden diese im Massenspektrometer untersucht.
Ein Peak mit héchster Masse von 156 wurde gefunden. Das Massenspektrum ist im
Anhang (Abb. 62) ausgewertet und abgebildet. Dieses Molekulargewicht entspricht einer
Summenformel von C,H;O,. Bezieht man diese Informationen auf die im postulierten
Abbauweg existierenden Verbindungen, so kénnte es sich bei diesen Substanzen um die
Verbindungen 4-Methyl-2-enlakton und 3-Methyl-2-enlakton handeln. Zur weiteren
Strukturaufklérung wurde deshalb eine NMR-Analyse durchgefiihrt. Ergebnis eines
Protonenspektrums bestétigte die Laktonhypothese (Auswertung und Darstellung: Abb.
63; Anhang). Im Kohlenstoffspektrum wurde die Existenz von 3-Methyl-2-Enlakton
nachgewiesen. Im Gleichgewichtszustand konnten bei einer Verdiinnungsrate von 0,35
h* mit der HPLC-Analytik eine Enlaktonkonzentration von 0,03 g I? ermittelt werden.
Das verbleibende "Ol" stellt ein Gemisch von weiteren 10 Einzelkomponenten dar, die

aufgrund zu geringer Mengen nicht weiter aufgereinigt wurden.

3.3. Reaktionsgleichungen fiir die Substrate 3CB, 4CB und 4MB

Das Aufstellen der Reaktionsgleichungen erlaubt die Uberpriifurig der experimentell
ermittelten Daten. Bei der Aufstellung der Gleichungssysteme wurde der experimentell
ermittelte Ertragskoeftizient sowie die Bildung von Reaktionswasser berticksichtigt. Fiir

die monochlorierten Substrate wurde der experimentell ermittelte Yy von 0,47 g g-!
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und fiir die 4MB ein Yy, von 0,70 g g* eingesetzt. Eine konstante chemische Zusam-
mensetzung der Mikroorganismen bei einem Ascheanteil von 7,5 % wird vorausgesetzt.

Folgende Reaktionsgleichung wird vorgeschlagen:

(37)
CHO,Cl+4,117 0,+0,620 NH ,~ 2,7CH ;0 N,,. +4,3CO ,+HCI +0,23 H,0

Fir 3CB und 4CB ergaben die Massenbilanzen des Elementes Wasserstoff eine durch-
schnittliche Wiedertindung von 93 % (3CB) und 95 % (4CRB). Dieses &Rt auf die
Bildung von Reaktionswasser schlieBen. Der Vergleich der experimentell ermittelten
Yields fiir Wachstumsraten gréBer als 0,15 h™! mit den berechneten Yields zeigt Tab. 8.
Die Yields fiir die kleineren Verdiinnungsraten wurden wegen der vergleichsweise
starken Beeinflussung durch den Erhaltungsstoffwechsel bei der folgenden Mittel-

wertdarstellung vernachléssigt.

Tab.8: Vergleich der theoretischen (stéchiometrisch berechneten) mit den experimentell bestimm -

ten Yields (fur D>0,15 k).

- - 3CB-t!1e¢£ ~ 3CB-exp. o _ll-C_B-theor. 4CB-exp.
Yys - 0,47 - 0,47 I
Y eoos 1,21 1,36 1,21 1,27 '
Yoos 0,84 0,91 0,84 0,84
Yyicoz 0,39 0,35 0,39 0,38
Wi 0,56 0,52 0,56 0,57 !
| RQ 1,04 1,05 1,04 1,08 |

Die Massenbilanzen zur Uberpriifung der 4MB-Verwertung weisen auf eine stirkere
Bildung von Reaktionswasser hin als wie beim 3CB und 4CB-Abbau beschrieben. Es
wurden durchschnittlich 53 % des Wasserstoffs und 87 % des Sauerstoffs wiedergefun-
den. Fir den Abbau der 4MB wird folgende Reaktionsgleichung vorgeschlagen:

(38)
CH0,+5.299 0,+0,797 NH .~ 3,467 CH 0 N, +4,533 CO ,+1,729 H,0
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Die theoretische Wasserstoffbilanz ohne Beriicksichtigung der Reaktionswasserbildung

[4Bt sich aus der Reaktionsgleichung mit 66,7 % errechnen. Experimentell wurden 53

% des Wasserstoffs wiedergefunden.

Die rechnerische Sauerstoffbilanz (ohne Reaktionswasser) betragt 87 %, was die Experi-

mente bestitigten. Der Vergleich der experimentell ermittelten Koeffizienten (Tab. 9) mit

den theoretisch errechneten Daten zeigt eine Ubereinstimmung der Daten und bestatigt

somit die experimentellen Ergebnisse. Die RQ-Werte liegen mit 0,86 in dem Bereich, der

auch von anderen Autoren fiir aromatische Systeme ermittelt wurde (Jones et al., 1973;

Miethling et al., 1993).

Tab.9: Vergleich der theoretischen (stéchiometrisch berechneten) mit den experimentell bestimm-

ten Koeffizienten fiir das Substrat 4MB (fur D>0,27 h''.

Yys
Yeows
Yours
Yoz
Yxon
RQ

4MB

-theor.

1.47
1.25
0,48
0,56
0,86

4MB

-exp.

0,70
1,46
1,30
0,49
059
0,86
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Abb. 21: Vergleichende Darstellung der Yield-Koeffizienten aus den Chemostatversuchen nach
Kultivierung mit a) 3CB, b) 4MB und ¢) 4CB.
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3.4. Spezifische Raten und Erhaltungsstoffwechsel

Die Yield-Koeffizienten Yy, Yyenp Und Yyg in Abb. 21 liegen im 4MB und 4CB-
Experiment bei niedrigen Verdiinnungsraten unterhalb der Mittelwerte. Der Y s liegt
oberhalb der Mittelwerte. Dieses Phanomen ist auf den Einflu des Erhaltungsstoff-
wechsels zuriickzufiihren. Bei niedrigen Verdiinnungsraten wird ein groBerer Anteil des
Ausgangssubstrates fiir den Erhaltungsstoffwechsels genutzt; das Verhalinis der End-

produkte der Reaktion ist zu den gasférmigen Produkten verschoben.

In Abb. 22 sind die spezifischen Raten qs, Qe Und g4 als Funktion der Wachstumsrate
aufgetragen. Die spezifischen Raten steigen bei den untersuchten Verdiinnungsraten
linear mit der Wachstumsrate an. Der aus den MeBwerten der Abb. 22 bestimmte
Maintenance Bedarf von SN45P liegt mit 0,02 g g*h? (0,13 mmol g* h) fiir die chlo-
rierten Benzoesduren und 0,04 g g*h™ (0,29 mmol g'h™) fiir die 4MB im Vergleich zu
Literaturdaten relativ hoch. Miethling et al. (1994) ermittelten fir den mikrobiellen
Chinolinabbau mit Comamonas acidovorans einen gg,, von 0,011 mmol g'h™, Yang
und Humphrey (1975) bestimmten fiir den Phenolabbau mit Pseudomonas putida einen
ey von 0,0003 mmol g’h?. Der ggy, liegt deutlich unterhalb der Werte, die die Ergeb-
nisse der adjusted batch Versuche hinsichtlich des Phénomens der gleichbleibenden

BTM-Konzentration nach Applikation von 3CB, 4CB erkldren wiirden (vgl. Abb. 16).
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Abb. 22: Vergleichende Darstellung der experimentell ermittelten spezifischen Raten als Funktion
von D fir die Substrate a) 3CB, b) 4MB, und c) 4CB.
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Tab. 10: Spezifische Raten und Y’y der kontinuierlichen Kultivierung von SN45P jeweils auf
3CB, 4CB und 4MB.

Substrat  ai  dulegh'  Yiulgell  r
3CB S 0,02 0,51 0,993
0, 0,02 0,56 0,996
co, 0,01 0,36 0,996
4MB S 0,04 0,79 0,995
0, 0,06 0,66 0,994
CO, 0,06 0,54 0,996
4CB S 0,02 0.49 0,998
0, 0,06 0.65 0,984
CO, 0,07 0,43 0,999
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Abb. 23: Simulation der Verlaufe der BTM als Funktion der Verdiinnungsrate nach den in Tab.
11 dargestellten Parametern. Die Symbole stellen die empirisch bestimmten Datenpunkte dar, der
Kurvenverlauf wurde mit einer Simulationsrechnung mit den Parametern in Tab. 11 bestimmt. Die
unterbrochenen Kurvenverldufe sind auf die Berlicksichtigung von Schwankungen der
Ausgangskonzentration bedingt durch unterschiedliche Autoklavierzeiten der Vorratstanks
zurtickzuflihren.
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Tab. 11: Parameter fiir die Simulationsrechnung zur Beschreibung der BTM* im Abb. 23.

_ Substrat D'l Solsll Yt
3CB 0,093 1,55 0,51
3CB 0,182 1.55 0,51
3CB 0,175 1.57 0,51
3CB 0,267 1,57 0,51
~ 3CB 0,088 157 051 -
4MB 0,09 1,36 0,79
4MB 0,18 1,31 0,79
4MB 0,27 1,33 0,79
| 4MB 0,32 1,31 0,79
B 03 131 079,
| 4CB 0,09 1,53 0,49
4CB 0,13 155 0,49
4CB 0,18 1.55 0,49
4CB 0,25 1,57 0.49
4CB 0,27 1,62 0,49
4(;B 7 0,29 1,52 0,49

Abb. 20 zeigt in der Fermentationstibersicht relativ hohe MeRBwertschwankungen der
BTM'. Deshalb wurde in einer Simulationsrechnung die empirischen mit den berechne-
teten Biomassekonzentrationen bei Auftragung der BTM'-Konzentration iiber der
Verdlinnungsrate verglichen. Nach Pirt (1975) kann im Gleichgewichtszustand die

BTM'-Konzentration mit folgender Gleichung beschrieben werden:

D Yys (S,-S)

(D+qgy Yys*)

BTM* (39)

Abb. 23 zeigt den simulierten Verlauf der BTM' als Funktion von D. Der unterbrochene

Verlauf der Graphen ist auf unterschiedliche S;-Konzentrationen im Vorratstank zurtick-
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zufiihren. Verursacht wurden diese durch unterschiedliche Autoklavierzeiten, wodurch
eine Aufkonzentrierung des Mediums aufgetreten ist. Mit den durch die Simulations-
rechnung bestimmien Biomassenkonzentrationen lassen sich die gemessenen Werte
tiber alle vermessenen Verdiinnungsraten beschreiben und bestatigen die experimentel-

len Ergebnisse.

3.5. Simultanabbau eines Gemisches aus 3CB, 4CB und 4MB in kontinuier-
licher Kultivierung

Ziel dieses Chemostatversuches war die Uberpriifung, Bilanzierung und Charakterisie-
rung des Abbauverhaltens des GEM bei Zudosierung eines in der Summe 10 mmolaren
Gemisches aus 3CB, 4CB und 4MB bei unterschiedlichen Verweilzeiten. Unter prakti-
schen Gesichtspunkten ist neben der Stabilitdt der Abbausequenzen vor allem die
Vollstandigkeit der Substratumsetzung von Interesse. Es war somit zu kldren, ob unter
diesen Kultivierungsbedingungen alle drei Benzoesauren simultan umgesetzt werden,
oder ob durch unterschiedliche Affinititen bestimmte Substrate bevorzugt transformiert
werden. Es wurde im gleichen Konzentrationsbereich gearbeitet wie bei Kultivierung auf
den Einzelsubstraten. Die NaCl-Konzentration des Mediums wurde um 50 Prozent auf
0,25 g I minimiert, um den Chlorid-Blindwert des Mediums herabzusetzen und eine

Verbesserung der Testgenauigkeit des photometrischen Chlorid-Nachweises zu er-

reichen.

3.5.1. Ergebnisse im Chemostatversuch

In den ersten 400 h des Chemostatversuches (Abb. 24) konnte SN45P nicht im steady-
state kultiviert werden. Unter Standartbedingungen fiihrte die Kultiviérung bei einer
Verdiinnungsrate von 0,08 h™ zum Auswaschen des Stammes. Um einen limitierenden
EinfluB von méglicherweise oxidierten Eisenkomponenten der Spurenelementlésung

auszuschlieBen, wurde bei einer Verdiinnungsrate von 0,03 h* nach 160 h nochmals



92 Ergebnisse und Diskussion

frische Spurenelementlésung zugegeben, was jedoch ohne Auswirkung auf Einstellung
eines Gleichgewichtzustandes blieb. Nach 165 h wurde die kontinuierliche Substrat-
zudosierung beendet und diskontinuierlich 5 mmol I* Substratgemisch zudosiert. Gegen
Ende der exponentiellen Wachstumsphase wurde bei D = 0,03 h™ erneut auf kontinu-
ierliche Kultivierung umgeschalten, was wiederum zum Auswaschen des Stammes
fiihrte. Nach 371 h wurde die Konzentration von NaCl auf 0,5 g I erhéht. Wie die Abb.
24 zeigt, war die NaCl—Kc_nnzentration offensichtlich verantwortlich fiir die Instabilitét des
biologischen Systems. Nach dieser Konzentrationserh6hung war ohne weitere Ma@@-
nahmen eine Zunahme der Biomasse zu verzeichnen. Der weitere Verlauf der Biomasse-
MeRBdaten macht deutlich, daB diese von der gewéhlten Verdiinnungsrate beeinflul3t

wird.

Trotz groBer Streuung der MeBwerte wird erkennbar, daid sich bei weiterer Erh6hung
von D die Biomasse auf die veranderten Verweilzeiten mit einem neuen Gleichgewicht
einstellt. Die Abb. 26 b verdeutlicht dieses anhand der Darstellung der Koeffizienten als
Funktion von D. Das Substratgemisch wird bei abnehmender Verdiinnungsrate weniger
effektiv flir das mikrobielle Wachstum verwertet, was auch hier auf eine Beeinflussung
durch den Erhaltungsstoffwechsel hinweist. Die Simulationsrechnung (Kurvenverlauf
dargestellt in Abb. 25) bestatigt den Verlauf der experimentellen Daten. Die Abb. 26 a
zeigt den Verlauf der spezifischen Raten qg, g, und gpep als Funktion der Verdiinnungs-
rate. Uber die Geradengleichungen konnten nach Gleichung 17 die Maintenance-

Anteile errechnet werden (vgl. Tab. 12).

Tab. 12: Darstellung der Maintenance-korrigierten spezifischen Raten und Koeffizienten

Substrat ai q. qmlag'h’l Yy, lag'l r i
B (g g"h7] _
3CBACB/ S & 0,043 0.44 099 |
4MB 0, e 0,045 0,36 0,991
CO, Qe 0,093 0,32 0987
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Abb. 25: Simulation der Verlaufe von BTM* als Funktion der Verdiinnungsrate. Die Symbole
stellen die gemittelten BTM'-Konzentrationen der untersuchten Verdiinnungsraten dar, die
Graphen die simulierten Kurvenverlaufe mit den Parametern aus Tab. 13. Die unterbrochenen
Kurvenverlaufe sind auf Schwankungen der Ausgangskonzentration der Benzoeséuren in den
VorratsgefaBen, hervorgerufen durch unterschiedliche Autoklavierzeiten, zurickzufiihren,

Die Werte flir g, und gen; liegen in der gleichen GréBenordnung wie die spezifischen
Raten der Monosubstrat-Chemostatversuche. Die qq,-Werte liegen mit 0,043 g g*h? in
einem Bereich, wie auch fir die methylierte Benzoeséaure bestimmt. Der experimentell
bestimmte Erfragskoeffizient bei Kultivierung auf 10 mmol/l Substratgemisch nimmt mit
zunehmender Verdiinnungsrate zu (Abb. 26 b). Der Vergleich der wahren, Maintenance-
korrigierten Ertragskoeffizienten mit denen der Monosubstratversuche ergibt unter-
schiedliche Werte. Wahrend bei den Monosubstrat-Chemostatversuchen fiir 3CB ein
Yys von 0,51, fiir 4CB ein Yys von 0,49 und fiir 4MB ein Yy von 0,79 bestimmt
wurde, liegt der Yy bei der kontinuierlichen Verwertung von 3CB/4CB/4MB-Ge-
mischen mit Yys =0,44 g g’ unterhalb dieser Vergleichswerte. Die simultane Ver-
wertung von Benzoeséuregemischen bedingt offensichtlich eine energetisch aufwendige-
re Systhese und Reguiation der nun vollstindig aktivierten Enzyme des ortho-1 und

ortho-2 Abbauweges.
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Tab. 13: Parameter fiir die Simulationsrechnung zur Beschreibung der BTM im Abb. 25.
: ] ,

Substrat D [h] _ S, [a 1'1] _ Yys

B-Mix 0,03 1,51 0,44

B-Mix 0,09 1,55 0,44

B-Mix 0,17 1,55 0,44

B-Mix 0,22 1,51 0,44

| B-Mix 0.24 1,51 0,44

| B-Mixi ) 0,27_ 1,54 0,44
3.5.2. Massenbilanzen

Tab.14.: Massenbilanzen der kontinuierlichen Kultivierung von Pseudomonas spec. B13 FR1

(SN45P) auf einem Substratgemisch aus 3CB, 4CB und 4MB

D [h] Substrat G Cl,. N.. - D ~ He
0,03 Mix 0,94 1,03 0,89 0,97 0,66
0,09 Mix 0.96 1,00 0,96 0,84 0,74
0,17 Mix 0,96 1,07 0,95 0,86 0,75
0,22 Mix 0,92 1,02 0,92 0,81 0,73
0,24 Mix 0,96 1,04 0,93 0,82 0,76
0,27 Mix 094 n.g. n.g. ~081.  ng

av 0,95 1,03 0,93 0,85 0,72
sdev 0,02 0,03 0,08 10,06 0,04

Die Massenbilanzen zeigen im Rahmen der analytischen MeRBgenauigkeit eine voll-
standige Substratverwertung. Die Sauerstoff- (85%) und Wasserstoffbilanzen (72%)

weisen auf die Bildung von Reaktionswasser hin. Durch Aufstellung der Reaktions-

gleichung fiir die simultane Verwertung des Benzoesduregemisches und Berechnung der
theoretischen Koeffizienten wurde die Wertegiite der im Experiment ermittelten Daten

{iberpriift. Fir die Aufstellung der Reaktionsgleichung wurde das Substratgemisch,
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welches sich aus zwei Teilen chlorierter und einen Teil methylierter Benzoesaure
zusammensetzt, durch die Bildung des arithmetischen Mittels des stéchiometrischen
Anteils der jeweiligen Atome zu einem Modellsubstrat mit der Summenformel
C;33HO,Cly; vereinfacht. Folgende Reaktionsgleichung wird, bei Vorgabe von
Yys =0,44 vorgeschlagen:

(40)
C;a5Hi0,Clyg, + 5,1080, + D551NH, ~ 2,397CH,0, Ny + 4936CO, + 0,667HCI + 1097H,0

Den Vergleich der experimentell und stéchiometrisch ermittelten Koeffizienten zeigt die
Tabelle 15. Im Vergleich zu den Koeffizienten der Monosubstratversuche ergeben sich
fiir den Simultanabbau von Benzoesduregemischen einige Unterschiede zu den Einzel-
substraten, die auf den erhéhten Syntheseaufwand/Regulation des nun vollstandig

aktivierten Enzymsystems zurtlickzufiihren sind.

Tab.15: Vergleich der theoretischen mit den experimentellen Yields (fur D>0,17h") bei kontinu-
ierlicher Kultivierung von SN45P auf einem Substratgemisch 3CB/4CB/4MB

Yxs Yys

theor. exp.

Yesin 1,45 1,47
Yeama 1,09 1,20
Youras 0,30 0,28
Y 0,40 0,33
RQ 0,96 0,86
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Abb. 26: Simultane Verwertung eines 3CB/4CB/4MB-Gemisches durch SN45P. a) spezifische
Raten und b) errechnete Koeffizienten als Funktion der Verdlinnungsrate.
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4. Auswaschversuche: Bestimmung kinetischer Parameter

Diese Versuchsserie beschaftigt sich mit Untersuchungen zum dynamischen Verhalten
von SN45P nach Erhéhung der Verdiinnungsrate auf einen Wert oberhalb der maxima-
len Wachstumsrate. Auf eine Chemostatkultur kénnen duBere Stérungen in Form von
Verweilzeitschwankungen und Konzentrationsdnderungen im Zulauf einwirken. Die
Mikroorganismen missen in diesem Fall ihre spezifische Substratverbrauchsraten an die
neuen Bedingungen anpassen. Prinzipiell ist dieses um sc schwerer méglich, je mehr die
Anderung der Verdiinnungsrate in die Nahe der maximalen Wachstumsrate anzuordnen
ist und/oder hoher die Konzentrationsdnderung des wachstumslimitierenden Substrates
ist. Getestet wurde das Auswaschverhalten des Stammes sowohl bei Kultivierung mit
den Einzelsubstraten 3CB, 4CB und 4MB. Die S,-Ausgangskonzentration betrug bei

allen Experimenten 10 mmol I'*.
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4.1. Auswaschversuch nach kontinuierlicher Kultivierung auf 3CB

*  Biomasse
v OD
3CB

0,60+ 0.8 T T T . 24

1

Biomasse [g ']
OD [546 nm]

0,00-

Zeit [h]

Abb. 27: Auswaschversuch von SN45P nach kontinuierlicher Kultivierung auf 3CB; der
Auswaschvorgang wurde durch Erhéhung der Verdiinnungsrate von D = 0,32 h' auf D = 0,37 h”!
eingeleitet. Die Ausgleichskurve der MeBpunkte der Biomasse wurde tiber eine Korrelation mit der
optischen Dichte bestimmt.

Die Abb. 27 zeigt den Auswaschvorgang von SN45P nach kontinuierlicher Kultivierung
auf 3CB. Der Auswaschvorgang wurde durch Erhéhung der Verdiinnungsrate von
D=0,32 h™ auf D=0,37 h * eingeleitet. Insgesamt nimmt die BTM im Reaktor in den
ersten 6 Stunden des Versuches von 0,5 g I auf ca. 0,25 g I ab. Bis zum Zeitpunkt
t=2,5 h ist dieser Vorgang nicht mit eine Substratakkumulation gekoppelt, was zu
gréBeren q.-Werten fiihrt. Bei kleineren Biomassekonzentrationen als 0,25 g I'' werden
die MeRBwertschwankungen, bedingt durch die nur kleinen Probenvolumina von 10 ml,
sehr groB3. In der Abb. 27 wurde deshalb die Ausgleichskurve der Biomassedaten tiber
eine OD-Korrelation ermittelt. Eine differentielle Bilanzierung der Elemente Kohlenstoff
und Chlor sollte tiberpriifen, in wieweit das Auswaschen des Stammes von einer
Intermediatakkumulation begleitet ist bzw. eine Akkumulation von dead-end-Metaboli-
ten ausgeschlossen werden kann. In der Abb. 28 sind die Verlaufe der Chlor- und der

Kohlenstoffwiederfindung dargestellt. Die Chlor-Bilanz kann als erfiillt betrachtet
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werden. In der Kohlenstoffbilanz tritt unmittelbar nach Beginn des Sprungversuches ein
Massendefizit von 10 % auf. Diese fiir Auswaschexperimente nicht ungewdhnliche
experimentelle Beobachtung ist biochemisch auf eine Anpassung des Enzymgehaltes,
der Nukleinsduren und anderer zelluldrer Strukturen auf die Verdnderung der Verdiin-
nungsrate zuriickzufiihren (Pirt, 1975). Mit dem Einsetzen der 3CB-Akkumulation im

Medium nach t=4 h wird das Massendefizit ausgeglichen.

%  Kohlenstoff
= Chlor

1,2 T T — r
1'0§.II'.;WW.**X _

*
X 1
0,8 1

0,6 : ;

'

recovery

0,4 .

0,2+ 1

24 5 8 10 12

t [h]

Abb. 28: Auswaschversuch 3CB: Kohlenstoff- und Chlorbilanzen.

Zur mathematischen Beschreibung von Substratinhibierungen kann haufig das Modell
von Haldane Anwendung finden (Haldane, 1930). Unter der Vorraussetzung, daB die
Substratkonzentration sehr viel gréBer als K ist, kann die Haldane-Gleichung wie folgt

linearisiert werden:

S TP

1
H KI’ H, max 'u‘max

(41)

Die Anwendung dieser Gleichung auf die Daten des Auswaschversuches zeigt, dai@ die
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Datensétze (iber weite Bereiche durch dieses Modell mit groBen K-Werten beschrieben
werden kénnen (Abb. 29). Ein hoher K-Wert belegt das nur geringe toxische Potential
der 3CB fiir SN45P und bestitigt die Ergebnisse der 3CB-Verwertung im adjusted batch
Versuch. Aus der Geradengleichung kénnen folgende kinetische Parameter berechnet

werden:

4— : . :
L *x** X k- ow ox X
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Abb. 29: Linearisierung der Haldane-Funktion: Bestimmung von ., e, und K far die 3CB-
Verwertung durch SN45P aus der Geradengleichung.

b = 0,29 05 K = 6,2 gl (r=0,87);

Gsnee = 1,28 gg'h; K = 6,3 (r=0,80).

Setzt man die erste Ableitung der Haldane Gleichung (Gleichung 41) gleich Null, so
kann nach der Gleichung 42 der Ks-Wert abgeschétzt werden.

1
% (42)

Im Gleichgewichtszustand wurde im Kulturiiberstand kein 3CB nachgewiesen. Im
Auswaschversuch akkumulierte erst nach 2,2 Stunden Substrat im Kulturtiberstand des
Bioreaktors. Zu diesem Zeitpunkt hat die BTM bereits deutlich abgenommen, was auf

einen sehr niedrigen K.-Wert hinweist. Nach t=2,2 h wurde eine 3CB Konzentration
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von 0,0017 g I'* bestimmt. Nach Gleichung 42 kann ein Ks-Wert kleiner oder gleich
0,0005 mg I abgeschétzt werden. Dieser Wert ist im Vergleich zu Literaturangaben
(Ulonska et al, 1995; Miethling et al., 1993) sehr gering und ist auf die doppelte In-
itialenzymausstattung des GEM zurtickzufiihren. Mit den so bestimmten bzw. abgeschétz-
ten kinetischen Parameter K, und K wurde in einer Computersimulation .., nach der

Haldane-Gleichung bestimmt. Ein w,,” von 0,29 h'! wurde errechnet.

Die vor dem Sprungversuch eingestellte Verdiinnungsrate hat somit geringfiigig tiber
toas Gelegen. Die im Chemostatversuch zuletzt eingestellte Verdiinnungsrate von
D=0,27 h' stellt somit eine Kultivierung auf oder in unmittelbarer Nahe von y,,., dar.
Die Haldane -Inhibierungsfunktion fiir die 3CB-Verwertung durch SN45P wird durch die
folgende Abbildung wiedergegeben (Abb. 30).

0,40 T o

0,35} |
0,30} .
0,25} ‘ ]
- 0,20} -
E = I ]
= 0,15+ N,
0,10} .

0.05} ]

00T %1 1 10
cs[gl]

Abb. 30: Haldane-Inhibierungsfunktion fiir die 3CB-Verwertung durch SN45P: 1, ."=0,29 h';
K=6.2 gl"; K=0,0047 mg .

In den adjusted batch Versuchen mit 3CB als Ausgangssubstrat wurde das Phanomen
eines Substratumsatzes bei gleichbleibender BTM-Konzentration diskutiert. Als mégliche
Ursache wurde die Arbeitshypothese eines hohen Maintenance-Bedarfes von SN45P
und/oder eine Entkopplung von Substratverwertung und mikrobiellen Wachstum

aufgestellt. Diese Hypothese kann nun mit den aus den Chemostat- und Auswasch-
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versuchen zur Verfiigung stehenden Parametern iiberpriift werden. Nach Gleichung 17
1Bt sich mit Yy = 0,51 (Tab. 11); ., = 0,29 (Abb. 29) und qgy = 0,02 g g’h? (Tab.
10) ein gs,., von 0,59 g g'h? errechnen. Ein hoher Maintenance-Bedarf kann demnach
nicht das beschriebene Phdnomen beschreiben. Im Auswaschversuch wurde mit
Usn=1.28 g g*h? eine deutlich gréBere spezifische Abbaurate bestimmt. Nach den
vorliegenden Ergebnissen erméglicht eine Entkopplung der Substratverwertung vom
Wachstum die hohen spezifischen Abbauraten des GEMs. Gleichzeitig bedingt ein sehr
Kleiner Ks-Wert bereits bei niedrigen Substratkonzentrationen eine hohe Substrataffinitat

des Stammes.

4.2. Auswaschversuch nach kontinuierlicher Kultivierung auf 4CB

= 4CB
¥ Biomasse
v OD
20
16
£
c
41,2 g
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@]
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o2 4 "6 & 0 12 14°
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Abb. 31: Auswaschversuch von SNA5P nach kontinuierlicher Kultivierung auf 4CB. Der
Auswaschvorgang wurde durch Erhéhung der Verdiinnungsrate von D = 0,30 h' auf D = 0,37 h"'
eingeleitet.

Durch eine Erhéhung der Verdiinnungsrate von D=0,30 h™* auf D=0,35 h™ wurde die
stationare Kultivierung gestdrt und der Auswaschversuch eingeleitet (Abb. 31). Erst 5
Stunden nach Erhéhung der Verdiinnungsrate nimmt die Biomassenkonzentration ab.

Dieser Vorgang verlduft hier zeitgleich mit einer Substratakkumulation. Der Sprung auf



104 Ergebnisse und Diskussion

D=0,35 h' ist offensichtlich ein Sprung auf ., .. In den ersten 5 Stunden stellt sich ein
Gleichgewichtszustand ein. Hier ist die Verdiinnungsrate geringfligig kleiner als die
kritische Verdiinnungsrate. Das Einsetzten des Auswaschens zum Zeitpunkt t=>5 h ist auf
leichte Schwankungen der Verdiinnungsrate zuriickzufithren, wodurch die kritische
Verdiinnungsrate erreicht wird. Die spezifische Umsatzrate und Wachstumsrate liegen

Uiber weite Bereiche des Versuchszeitraums in der Nahe ihrer Maximalwerte.
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Abb. 32: Linearisierung der Haldane-Inhibierungsfunktion; Bestimmung von g, ..., und K fiir
den 4CB-Abbau durch SN45P:

B = 0,35 W K = 0,83 g1 (r=0,98)

Qene = 0,78 ga' b K = 1,45 g1 (r=0,95)

Mit dem Einsetzen der 4CB-Akkumulation im Kulturiiberstand nehmen die spezifischen
Raten ab. Die spezifischen Raten g5 und w lassen sich im 4CB-Konzentrationsbereich
von 0 bis 0,2 g I in der Haldane-Linearisierung nach Gleichung 41 darstellen. Ein u,.,
von 0,35 h™ und ein K, von 0,83 g I'* wurden aus der Geradengleichung errechnet. Im
Gleichgewichtszustand wurde bei allen eingestellten Verdiinnungsraten kein Ausgangs-
substrat im Kulturiberstand nachgewiesen. Im Auswaschversuch wirkte eine 4CB-
Konzentration von 0,003 g I' bereits inhibierend, was auf einen kleinen K.-Wert hin-

weist. Die Abschatzung des Kg nach Gleichung 42 ergibt eine Halbsattigungskonstante
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fiir 4CB von Kkleiner oder gleich 0,01 mg I, Die Haldane-Inhibierungsfunktion fiir den
4CB-Abbau durch SN45P wird in der folgenden Abb. 33 wiedergegeben:

0‘4 LR L LR | TR T 33N

M [1/h]

000601 01 1 10

cs[gl]

Abb. 33: Haldane-Inhibierungsfunktion fiir die 4CB-Verwertung durch SN45P: i, " = 0,35 h';
K =083gl": K = 0,01 mgl™.

Die Ergebnisse dieses Auswaschversuches deuten nicht auf eine Entkopplung der 4CB-
Verwertung vom mikrobiellen Wachstum, wie bei dem Substrat 3CB beschrieben, hin.
Nach Einsetzen der ermittelten kinetischen Parameter in Gleichung 17 errechnet sich ein
Qs von 0,73 g g'h, was empirisch im Auswaschexperiment mit einem g, von 0,78
g g-*h™ bestatigt wurde. Da dieses Experiment bei einer Verdiinnungsrate nur geringfii-
gig oberhalb von u,,,, durchgefiihrt wurde, besteht die Méglichkeit, da@ unter diesen
Bedingungen wegen fehlender "Stress-Bedingungen" keine Entkopplung von Wachstum
und Substratverwertung induziert wurde. Der Vergleich der q,,,,-Werte aus stationarer
und instationérer Versuchsfiihrung (adjusted batch und Auswaschversuche) zeigt jedoch
Werte in der gleichen GréBenordnung und 148t diese Hypothese als unwahrscheinlich
erscheinen. Die 4CB-Verwertung lieferte somit keinen Hinweis auf eine Entkopplung

von Substratverwertung und mikrobiellen Wachstum.
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4.3. Auswaschversuch nach kontinuierlicher Kultivierung auf 4MB

Der Sprungversuch mit 4MB als alleinige C- und Energiequelle wurde bei einer Verdiin-
nungsrate von 0,41 h'', ausgehend von 0,34 h?, durchgefiihrt. Erst vier Stunden nach
Einstellen der neuen Verdiinnungsrate war 4MB im Ablauf des Reaktors nachzuweisen
(Abb. 34a). Im gleichen Zeitraum hat die Biomasse bereits von 0,62 g I'* auf 0,53 g I'!

abgenommen.

Zum Zeitpunkt t=13 h weichen die Mel@werte der Biomasse zunehmend von denen der
OD ab. Ursache fiir diese Divergenz ist die am Ende des Auswaschversuches geringe
Biomassekonzentration von 0,1 g I' . Bei der Bestimmung der Biomassekonzentration
sind MeBwertschwankungen bei 10 ml Probenvolumina nicht zu vermeiden. Der
Kurvenverlauf wurde in diesem Bereich mit der OD korrelliert. Aufgrund des nicht
eindeutigen Kurvenverlaufs der Biomassedaten t>13h beschrénken sich die folgenden
Aussagen auf den Zeitraum t=0 h bis t=13 h. Die Kohlenstoffbilanz zeigt nach Stérung
des FlieBgleichgewichtes im Zeitintervall t=0 h bis t= 5 h einen Kohlenstoff-Massende-
fekt von maximal 20 %. Dieses wird im weiteren Verlauf des Experimentes ausgegli-

chen.

Nach den Ergebnissen der adjusted batch Versuche war eine Beeintrachtigung von g
erst bei hohen Substratausgangskonzentrationen zu erwarten. Im Haldane-Inhibierungs-
modell spiegelt sich diese Tatsache durch hohe K, Werte wieder. Die Anwendung der
[inearisierten Haldane-Funktion auf die Daten des Auswaschversuches zeigen, daf3 sich
die Daten der spezifischen Wachstumsrate gut beschreiben lassen. In Abb. 35 sind die
linearisierten Verldufe der Datenséatze dargestellt. Aus der Geradengleichung wurde ein

My von 0,36 b und ein K von 5,2 g I errechnet.
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Abb. 34: Auswaschversuch nach kontinuierlicher Kultivierung auf 4MB (a). Der Auswaschvorgang
wurde durch Erhéhung der Verdiinnungsrate von D = 0,34 h'' auf D = 0,41 h! eingeleitet.
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Abb. 35: Linearisierung der Haldane-Inhibierungsfunktion: Bestimmung von w,, und K, fir die

4MB-Verwertung von SN45P.
B = 0,36 h; K = 5,2 gI; (r=0,94).

Wie bei den anderen untersuchten Benzoesauren wurde im Gleichgewichtszustand im
Kulturtiberstand kein 4MB nachgewiesen. Im Auswaschversuch ist erst nach 2,3 Stunden
4MB im Reaktor nachzuweisen. Zum Zeitpunkt t=2,3 h wurden 0,001 g I'* 4MB in der
HPLC-Analyse bestimmt. Mit Gleichung 42 kann ein K.-Wert von 0,0002 mg I abge-
schétzt werden. In der Computersimulation zeigt sich bei Vorgabe von K und K, dai3
der wachstumshemmende EinfluB der 4MB keinen groBen Einflu auf u, .~ besitzt.
Durch Computeranpassung wurde ein 4. von 0,35 h” bestimmt. Die daraus abgeleite-

te Haldane-Inhibierungsfunktion fiir den 4MB-Abbau durch SN45P zeigt Abb. 36.

Nach Gleichung 17 kann mit Yy, = 0,79 (Tab. 10), u,., = 0,36 h™ (Abb. 35) und qqy,
= 0,04 g I'"' (Tab. 10) eine maximale spezifische Abbaurate von g5, = 0,49 g g'h*
berechnet werden. Im Auswaschversuch wurde fiir das Substrat 4MB ein deutlich
gréBBeres qs,,.. von 0,98 g g’h? bestimmt. Wie schon beim 3CB-Versuch sind auch beim
4MB-Abbau die Zellen nach Stérung des FlieBgleichgewichtes, also unter mikrobiellen
"Stress-Bedingungen", in der Lage, durch eine Entkopplung der Substratverwertung
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vom Anabolismus auf die Stérung des FlieBgleichgewichtes zu reagieren. Bei der 4MB-
Verwertung ist dieses mit einer temporaren Intermediatakkumulation verbunden, wie

der Abb. 34 b zu entnehmen ist.

Zu den in diesem Kapitel bestimmten Ki-Werten ist anzumerken, daB es sich um
abgeschétzte GréBen handelt, welche aufgrund der Bestimmungsmethode natiirlich mit
Fehlern behaftet sind. Ursache hierfiir sind die im Vergleich zu anderen aromatischen
Systemen hohen K-Werte, welche mit Variation der Steigung in der linearisierten
Haldane-Gleichung Schwankungen unterliegen. Unter Berticksichtigung des weiteren
Vorgehens der Abschétzung, namlich der Quotientenbildung aus sehr niedrigen S'-
Konzentration und den groBen K-Werten, geht hervor, daB3 sie lediglich die GroBen-

ordnung des Parameters angeben kénnen.
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Abb. 36: Haldane Inhibierungsfunktion far die 4MB-Verwertung durch SN45P. i, "= 0,35 h';
Ks = 0,0002 mgl™; K, = 5,18 g .
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5. Dynamische Versuche zur Charakterisierung des Simultanabbaus von
3CB/4CB/4MB-Gemischen durch SN45P im adjusted batch Versuch

und im Auswaschversuch

5.1. Simultanabbau von Gemischen aus 3CB, 4CB und 4MB in diskontinu-
ierlicher Kulturfithrung

Im folgenden werden die Ergebnisse des Abbaus von 3CB, 4CB und 4MB Gemischen
im adjusted batch Versuch vorgestellt. Die Modellkomponenten wurden in der jeweiligen
Testkonzentration im &quimolaren Mischungsverhaltnis appliziert. Da es sich bei der
4MB um ein im Vergleich zu 3CB und 4CB energetisch héherwertiges Substrat handelt,
war zunachst die Frage zu klaren, ob wie im Chemostatversuch die Verwertung von
Substratgemischen im simultanen Abbaumodus erfolgen wiirde. Der Abbau von Sub-
stratgemischen bietet die Moglichkeit, die Funktionalitét aller Abbausequenzen sowie
deren Regulation auf einfache Art und Weise zu tiberpriifen. Eine Akkumulation von
dead-end Metaboliten wiirde sich in der Bilanzierung der Elemente Kohlenstoff und
Chlor bemerkbar machen und sich auch optisch durch eine Medienschwarzfarbung und
analytisch durch Bildung und Akkumulation substituierter Brenzkatechine zu erkennen
geben. In dieser Versuchsserie wurde die Verwertung aquimolarer Substratgemische im
Konzentrationsbeich von insgesamt 0,5 bis 3.8 g I (iberpriift. Es gelten die gleichen
Fragestellungen und Versuchsbedingungen, wie flir die Einzelsubstrate in Kap. IV.2.

beschrieben.

Die Tab. 16 gibt eine Ubersicht iiber die eingesetzten Substratkonzentrationen der
Substratgemische. Die Chlorbilanz deutet auch hier nach Umsatz der Ausgangssubstrate
auf einen vollstindigen Abbau der chlorierten Benzoesauren hin. Die Ursachen fur die
relativ hohen Chlor-Wiederfindungen liegen in der schlechten fliissig-chromatographi-
schen Trennung der 3CB von der 4CB. Der stdchiometrische Bezug des Chlors zu den
entsprechenden Substratwerten ist als Folge dessen mit einem methodischen Fehler
behaftet, der sich hier in permanent (10 %) zu hohen Chlorwiederfindung zu erkennen

gibt.
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Charakteristisch ist weiterhin, daB mit zunehmender Ausgangskonzentration eine
Abnahme des integralen Ertragskoeffizienten auftritt. Ein vergleichbares Stammverhalten

ist auch im 3CB-adjusted batch Experiment aufgetreten. p, ., bleibt davon unbeeinfluBt.

Tab. 16: Ubersicht tiber die Ausgangs- und Abbauparameter bei der Verwertung von dquimolaren
Gemischen aus 3CB, 4CB und 4MB.

B-Mix B-Mix Zeit Mo s Yy Cl-recovery |
Ig1"] _ [mmoll'l [l "] [mmolg’h'l [gg"] (%)
0.48 32 15 025 48 0,38 . |
0,60 47 28 0.25 6.7 0,31 i |
0,70 57 28 027 9,5 0,39 110 |
124 9,0 7.0 025 8,0 021 114 |
182 120 90 027 55 023 110 ‘

Es kann aufgrund des Datenmaterials nicht eindeutig zwischen einer lag-Phase bzw.
einer Anlaufphase der bakteriellen Wachstumskurve unterschieden werden (Abb. 37).
Die zeitliche Ausdehnung dieses Bereiches der Wachstumskurve ist deutlich l&nger als
bei den Monosubstratversuchen (vgl. Abb. 9-11). Im folgenden wird der adjusted batch-

Versuch mit einer S, von 12 mmol I (3*4 mmol I'!) ausfiihrlich diskutiert.

Alle 3 Substrate werden simultan umgesetzt (Abb. 38 a), wobei 3CB am schnellsten und
mit der gréBten volumetrischen Abbaurate transformiert wird. Zum Zeitpunkt t=6 h sind
3,25 mmol 3CB (0,51 g) umgesetzt; von den eingesetzten 4 mmol 4MB sind 2,2 mmol
(0,3 g) und von der 4CB 1,1 mmol (0,17 g) transformiert. Eine grof@e 3CB-Umsatz-
aktivitit des GEMs ist somit auch in dieser Versuchsserie nachzuweisen. Die Ergebnisse
der 3CB-und B-Mix Auswaschversuche sowie die der 3CB adjusted batch Versuche
lassen eine bevorzugte Transformierung der 3CB durch die doppelte Initialenzymaus-
stattung und die daraus resultierende hohe Affinitit des GEMs zu diesemn Substrat
erwarten. Die Ergebnisse der Experimente mit dem B-Mix unterstlitzen diese experimen-
tellen Befunde. Mit der Benzoat 1,2-Dioxygenase ist ein fiir 3CB hoch spezifisches
Enzym aktiv. Die gleichzeitig aktive Toluat 1,2-Dioxygenase transformiert neben der
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Abb. 37: Kinetik der Biomassebildung von SN45P nach Applikation unterschiedlicher
Konzentrationen eines Benzoesauregemisches.

3CB auch 4CB und 4MB, wobei hier neben unterschiedlicher Affinitdten auch ein
kompetitiver Konkurrenzmechanismus der drei Benzoesduren um die Enzymbindungs-
stelle méglich ist. Somit kann die 3CB hoch spezifisch durch die Benzoat 1,2-Dioxygena-
se und in Konkurrenz zu der 4CB/4MB durch die Toluat 1,2-Dioxygenase transformiert
werden. Diese Tatsache spiegelt sich in dem sehr kleinen Ks-Wert wieder, welcher im
Auswaschversuch mit 0,005 mg I bestimmt bzw. abgeschétzt wurde. Fiir 4MB wurde im
Auswaschexperiment ebenfalls ein sehr niedriger Ks-Wert abgeschatzt. Fiir den 4CB-
Versuch lag der abgeschétzte K.-Wert mit 0,01 mg I um eine Zehnerpotenz héher. Zum
Zeitpunkt t=6h entspricht die BTM-Konzentration noch der Ausgangskonzentration. Es
stellt sich die Frage, wie in dieser Zeitspanne 6,5 mmol des Benzoesauregemisches
transformiert wurden. Nach den Ergebnissen der Chemostat- und Auswaschexperimente
war eine Entkopplung von Substratverwertung und Wachstum (3CB und 4MB) sowie
die temporére Bildung von Stoffwechselmetaboliten zu erwarten. Im folgenden wird
untersucht, in wieweit sich diese Ergebnisse in dieser Versuchsserie bestétigen lassen.

Einen ersten Hinweis liefert die Betrachtung der CO, und O,-Abluftwerte (Abb. 38 b).
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Unmittelbar nach Applikation von 12 mmol I' des Substratgemisches sinken die O, -
Werte bei ansteigenden CO,-Werten, was auf eine sofortige Transformation des Aus-
gangssubstrates hinweist. Bei gleichbleibender Biomassekonzentration werden die
Substrate (iber einen Zeitraum von 4 Stunden mit gleichbleibenden Abluftwerten
metabolisiert. Die Datenpunkte der Kohlenstoffwiederfindung belegen die gleichzeitige
Bildung eines Metaboliten. Im Zeitintervall t=8 Stunden bis t=9 Stunden durchlaufen
die MeBpunkte der Kohlenstoffbilanz mit einem Massendefizit von 30% ein Minimum.
Im weiteren Verlauf der Zeitachse erfolgt eine Abreaktion der Metaboliten auf eine
zuletzt 85 prozentige Wiederfindung des Kohlenstoffs, was zeitlich mit dem Beginn der
stationdren Wachstumsphase der Mikroorganismen zusammentfallt. Die Bilanzierung des
Elementes Chlor unterstiitzt diese Beobachtung nicht, so daB es sich in Analogie zum

4MB-Experiment um die Akkumulation eines nicht- halogenierten Substrates handelt.

Die mit zunehmender Ausgangskonzentration des Benzoesauregemisches kleiner
werdenden Ertragskoeffizienten (Tab. 16) deuten auf eine zusatzliche Beeinflussung
durch eine Entkopplung von Substratverwertung und Wachstum und/oder Erhaltungs-
stoffwechsels hin. Im folgenden soll die GréBenordnung eines méglichen Maintenance-
Einflusses durch Auftragung der ermittelten q.-Werte tiber der Wachstumsrate abge-
schatzt werden (Abb. 39). Trotz eines schlechten Korrelationskoeffizienten wird tenden-
ziell deutlich, daf3, wie schon bei den 3CB-Versuchen, der graphisch bestimmte g, sehr
hoch in einer GréBenordnung von 0,7 - 0,9 g g'h” anzusetzen ist. Unterschiedliche
Ertragskoeffizienten (Steigungen) weisen auch hier auf weitere Effekte hin. Die Ergeb-
nisse der Monosubstratversuche lassen auch fiir die Verwertung von Benzoesdurege-
mischen eine Entkopplung von Substratverwertung und mikrobiellen Wachstum erwar-
ten. Ein hdherer Maintenance-Anteil als bei den Monosubstratversuchen ist allerdings
anzunehmen, da bei der Verwertung von Benzoesduregemischen die vollsténdig

aktivierten Enzymsysteme fiir die ortho-1 und ortho-2-Abbausequenzen und deren

Regulation aktiv sind.
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Abb. 38: Simultane Verwertung eines Benzoesauregemisches aus 3*4 mmol I'' 3CB, 4CB und
4MB. a) Substrat- und Wachsturnskinetik; b) Abluftwerte als Funktion der Zeit; c) Wiederfindung

der Elemente Kohlenstoff und Chlor.



Ergebnisse und Diskussion 115

Sy = 9,0 mmol I

S, =12,0 mmol I

o

S
—T
L

o

N
T
L

095 0.1 0.2 0.3

uih

Abb. 39: Abschatzung von ey, und Yys*fir die adjusted batch Versuche mit einer S, von 9,0 und
12 mmol I''|Folgende Parameter wurden bestimmt:

S,=9 mmol I'': q4=0,9 g g'h™; Yys*=0,71 gg'; r=0,7.

So=12 mmol I': qg4=0,7 g g’h™'; Yys*=>2; r=0.6.

Ausgehend|von einem "apparenten" qs\ von 0,7 g g’h™* und bei Beriicksichtigung einer
bis zum Zeitpunkt t=6 h gleichbleibenaen Biomasse von 0,2 g I, wiirden in 6 Stunden
0,84 g (5,27 mmol) Benzoesiduregemisch (—3,5 mmol/l der chiorierten Substrate; 1,8
mmol 4MB) transformiert, die den Zellen nicht mehr fiir den Anabolismus zur Verfligung

stehen. Diese Abschatzung entspricht der beobachteten Substrattransformation in Abb.
38.

Der stofflichen Ursache des Kohlenstoff-Massendefizits konnte im adjusted batch
Experiment aus zeitlichen Griinden nicht nachgegangen werden. Im Chemostatversuch
(vgl. Kap. IV. 3.) konnte bei kontinuierlicher Zudosierung von 4MB 3-Methyl-2 -En-
lakton als In;termediat nachgewiesen werden. Da die Chlor-Bilanz keinen Massendefekt

aufweist, ist zu erwarten, daB das Intermediat des 4MB-Stoffwechsels auch hier an dem

Massendefizit beteidigt ist.
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Die Abb. 40 gibt einen Uberblick der qs,,.-Werte als Funktion der Konzentration des
Substratgemisches. Dazu wurden die Benzoesauren als ein idealisiertes Substrat betrach-
tet, welches sich aus der Summe der Konzentrationen der drei Benzoesauren zusam-
mensetzt. Der Verlauf der MeBwerte wurde geglattet und g, aus dem Kurvenverlauf

bestimmt.

Tab. 17: Beeinflussung von gg,,,,, von der S,-Konzentration.

B-Mix Ysmax '
- [mmell]  [mmolg’h’]

3,2 45 i

47 6.0

8,7 9,0 ‘

6,9 7.5 ‘

125 .60

Trotz der starken Vereinfachung wird deutlich, dal3 die Verldufe der g;-Werte als
Funktion der Substratkonzentration denen der Monosubstratversuche mit 3CB und 4MB
als Substrat dhneln. Auch hier durchlduft qg,,,, mit zunehmender S,-Konzentration ein
Maximum (9,0 mmol g'h?). Bei weiterer Erhéhung von S, sinkt qg,,., auf 6 mmol g*h™.
Fiir das Absinken von g, bei einer Konzentration von 12,5 mmol I'* ist die Bildung

eines Intermediates wahrscheinlich.
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Abb. 40: Spezifische B-Mix Abbauraten als Funktion der Substratkonzentration.
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4.4. Auswaschversuch nach kontinuierlicher Kultivierung auf dem

Substratgemisch

Der Auswaschversuch mit einem in der Summe 10 mmol I* Substratgemisch aus
gleichen molaren Anteilen 3CB, 4CB und 4MB wurde durch Erhéhung der Verdiin-
nungsrate von D = 028 h' auf D = 0,41 h! eingeleitet. Durch Untersuchung des
Auswaschverhaltens nach kontinuierlicher Kultivierung auf dem Benzoesauregemisch
sollte tiberpriift werden, in wieweit sich die kinetischen Daten der Monosubstratversuche
(adjusted batch und Auswaschversuch) in diesem Experiment bestétigen lassen. Abb. 41
zeigt, dald die Benzoesauren in der Reihenfolge 4CB>4MB>3CB, also in einer dem
Satzversuch entsprechenden -umgekehrten- Reihenfolge akkumulieren. Die Abb. 42
weist einen Anstieg der g.-Werte innerhalb der ersten 8 Stunden nach Erhéhung der
Verdiinnungsrate auf. Dieses Phanomen weist auf eine Entkopplung der Substratver-
wertung vom mikrobiellen Wachstum hin. Wie der Abb. 41 zu entnehmen ist, hat die
Biomasse nach 6,5 h um 50 % abgenommen. In dieser Zeitspanne wurden im Kultur-
liberstand keine Ausgangssubstrate nachgewiesen. Aus Abb. 43 geht hervor, dal3 die
Kohlenstoffbilanz des Auswaschversuches ein Defizit aufweist. Zehn Stunden nach
Versuchsbeginn ist ein Massendefekt von 30 % zu verzeichnen. Dieses C-Defizit trat im
adjusted batch-Versuch nach Applikation von dquimolaren Benzoes&urengemischen
ebenfalls auf. Nach vollsténdigem Substratumsatz verbesserte sich im Satzversuch die
Kohlenstoffwiederfindung auf zuletzt 82%. Im Auswaschexperiment erhsht sich die
Kohlenstoffwiederfindung 10 Stunden nach Versuchsbeginn auf 90 %, was dem Aus-

gangsniveau entsprach.



Ergebnisse und Diskussion 119

= 4VB x Biomasse

= 3CB ¢ (D
A& 4ACB
161 08+ Q24%
121 061 E
7y D0
E =%
[i¥]
© Q8 g 04 SoRrf
5 % =$
(] = 8(1(;3#
O (@] N
Q4 ﬂ—J Q24 c
Q qut
mﬂ
a0’ a0/ 0%

Zeit [h]

Abb. 41: Auswaschversuch nach kontinuierlicher Kultivierung von SN45P auf einem aquimolaren
Gemisch aus 3CB, 4CB und 4MB. Der Auswaschvorgang wurde durch Erhéhung der
Verdtinnungsrate von D= 0,28 h'! auf D=0,41 h" eingeleitet.
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Abb. 42: Spezifische Substratumsatzrate und Wachstumsrate als Funktion der Auswaschzeit.
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Abb. 43: Bilanzierung des Elementes Kohlenstoff im Auswaschversuch.

Da die g5 und u-Datensétze sehr wahrscheinlich mit der Zusammensetzung des Sub-
stratgemisches variieren werden, kann Abb. 42 nur eine Abschétzung der maximalen
Umsatzraten bieten. Die in der Computeranpassung ermittelte ., -Wert von 0,33 h™
und gs,,, von 11,1 mmol g’h™ (1,66 g g'h) ordnen sich jedoch sinnvoll in das Daten-
material der vorangegangenen Versuche ein. Auch hier liegen die im Auswaschversuch
bestimmten maximalen Substratumsatzraten deutlich oberhalb der Werte, die sich
entsprechend der Gleichung 17 berechnen lassen (mit Y'ys=0,44 (Tab. 12); qs,=0,043
g g'h? (Tab. 12) U =0,33 h! (Abb. 42)). Die im 3CB und 4MB aufgetretenen Ent-
kopplungseffekte finden sich somit auch im Auswaschversuch mit dem Substratgemisch

wieder.

5.3 Diskussion der Entkopplungsphianomene

Die Auswaschexperimente haben somit gezeigt, daBB in dem GEM ein groBes Abbaupo-

tential steckt, welches produktiv in der Abwasserreinigung eingesetzt werden kann. Vor
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allem die Kultivierung im Chemostaten ist hierfiir geeignet, da einerseits eine gute
Nahrstoffversorgung aufrecht erhalter: werden kann, andererseits durch einen Abtrans-
port von Reaktionsprodukten wie bsw. Chlorid oder temporéren Intermediaten sub-

optimale Wachstumsbedingungen vermieden werden kénnen.

Ein Uberschreiten der maximalen Wachstumsrate wird meBtechnisch leicht durch
Abnahme der BTM-Konzentration, Anstieg der CTR und Abnahme der OTR erkennbar.
Wie die hohen berechneten K-Werte der Auswaschversuche gezeigt haben, sind die
Benzoeséuren flir den GEM {iber weite Konzentrationsbereiche nicht / wenig toxisch.
Somit kann bei ungewollter Stérung des Gleichgewichtzustandes durch Verlangerung
der Verweilzeit dem Uberschreiten von ., und einem damit verbundenen Auswaschen
des Stammes entgegengewirkt werden. Eine irreversible Vergiftung des biologischen

Systems trat in den untersuchten Konzentrationsbereichen nicht auf.

Eine Steigerung der Abbauleistung des GEMs a3t sich erreichen, wenn eine Verdiin-
nungsrate D>p, . eingestellt wird. Unter diesen Bedingungen wurde fiir die 3CB, 4MB
und dem Benzoesduregemisch eine Entkopplung der Benzoesdureverwertung vom
mikrobiellen Wachstum nachgewiesen. Durch eine Kultivierung von SN45P auf Tréger-
materialien sollte eine stabile Kultivierung des Stammes unter diesen Bedingungen
moglich sein. So beschreibt z.B. Ulonska (1993), den Abbau von Chinolin mit einem
passiv immobilisierten biologischen System (Comamonas acidovorans). Unter diesen
Bedingungen war der Airlift-Schlaufenreaktor in der Lage, Konzentrations- und Durch-
fluBratenschwankungen in weiten Grenzen abzufangen. Auch unter dem Aspekt der
biologischen Sicherheit (L2-Stamm) ist eine tragerfixierte Kultivierung mit nachgeschal-
teter Zellriickhaltung sinnvoll und wiirde die politische Akzeptanz dieser Technologie

erleichtern.

Greift man die urspriingliche Fragestellung der adjusted batch Versuche hinsichtlich des
Phénomens der Substratverwertung bei gleichbleibender BTM-Konzentration bzw. OD-
Werten fiir die 3CB, 4MB und B-Mix Versuche auf, so konnte gezeigt werden, dal3 ein

hoher Maintenance-Bedarf des Stammes nicht die alleinige Ursache dieses Abbaupha-
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nomens sein kann. Vielmehr stellt der GEM nach einer mikrobiellen Stressbelastung, wie
sie die Applikation grolBer Konzentrationen des Ausgangssubstrates oder die Kulti-
vierung oberhalb ., darstellen, seinen Stoffwechsel auf eine erhéhte Substratum-
satzrate um. Dieses ist fir die Verwertung der 4MB tiberlagert von einem temporéren C-
Massendefizit, wahrend fiir 3CB die C-Bilanz ausgeglichen ist. Derartige Entkopplungs-
phéanomene wurden auch von anderen Autoren flir den Abbau von Chinolin be-

schrieben (Miethling, 1993; Ulonska, 1993).

Uber die biochemischen Hintergriinde einer Entkopplung und die Bedeutung fiir das
biologische System kann an dieser Stelle nur hypothetisch diskutiert werden. Méglich
ware, dal3 3CB bei Kultivierung des GEMs unter optimalen Wachstumsbedingungen,
wie Chemostat-Kultivierung bei D<y, ., nicht die Bildung der Benzoat 1,2-Dioxygenase
induziert. Wenn erst bei sprunghaften Veranderung dieses Zustandes, wie das Einstellen
einer Verdlinnungsrate von D>y, oder die Applikaticn von 3CB im hohen S,-Berei-
chen, die Benzoat 1,2 Dioxygenase induziert wiirde, wére ein Stammverhalten wie das

in den vorherigen Kapitels diskutierte, méglich.

Fir die 4MB-Versuche wurde im Chemostatexperiment nicht der Nachweis eines
Massendefizites flir das Element Kohlenstoff erbracht. Erst unter den Bedingungen einer
adjusted batch Kultivierung oder im Auswaschversuch traten Kohlenstoff-Massendefekte
auf. Unter mikrobiellen Stressfaktoren verfolgt das biologische System offensichtlich eine
andere Strategie des Substratumsatzes als bei Umsatz der 3CB: Wahrend beim chlorier-
ten Ausgangssubstrat eine Anreicherung chlorierter Intermediate oder von Chlorid in der
Zelle zu erheblichen Schadigungen fiihren wirde, so stellen die nicht halogenierten
Intermediate des 4MB-Katabolismus fiir SN45P offensichtlich kein groBes toxisches
Potential dar. Bei suboptimalen Wachstumsbedingungen akkumulieren hier Metabolite,

welche in einer Abreaktion zu einem spateren Zeitpunkt weiter umgesetzt werden.
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6. Abbau der 3CB: Stammuvergleich von SN45P mit dem Parentalstamm

Pseudomonas spec B13

Gegenstand dieses Kapitels ist der Vergleich der Abbaukapazititen des rekombinanten

SN45P mit Pseudomonas spec. B13, dem Donor der ortho-Abbausequenzen (Wild-
stamm). Es wird zunéchst tber die Ergebnisse einer kontinuierlichen Kultivierung in
einem Zeitraum von 500 Stunden bei unterschiedlichen Verdiinnungsraten berichtet.
Die zweite Versuchsserie beschreibt das Stammverhalten in diskontinuierlicher Kulti-
vierung. Hier wurde das Abbaupotential beider Stdmme gegeniiber steigenden 3CB-

Konzentrationen untersucht.

6.1. Stammvergleich bei kontinuierlicher Kultivierung auf 3CB

Beide Stémme wurden 500 Stunden kontinuierlich auf 3CB kultiviert. Gegenstand der
Untersuchungen war die Bilanzierung der Substratverwertung hinsichtlich der Elemente
Kohlenstoff und Chlor, der Vergleich spezifischer Raten und Koeffizienten sowie der zeit-
liche Vergleich der Abbauversuche. In der Abb. 44 und 45 sind die Kultivierungsverldufe
vom Wildstamm (Flores, 1994) und vom GEM vergleichend dargestellt. Der Kulti-
vierungsverlauf des rekombinanten Stammes wurde bereits in Kap. IV.3. diskutiert.
Beide Stamme zeigen im Chemostaten grundlegend verschiedene Kultivierungsverhal-
ten. Bei SN45P stellt sich bei allen eingestellten Verdiinnungsraten eine BTM -Konzen-
tration entsprechend der Abb. 45 ein. Rechnerisch wurde eine nur geringe Beein-
flussung der Biomassenkonzentration durch einen qq, von 0,02 g g*h™ festgestellt (Abb.
23). Beim B13 Wildstamm wird der Kurvenverlauf der BTM durch den Erhaltungsstoff-
wechsels stark beeinfluBt. Durch Auftragung der spezifischen Raten als Funktion der
Verdiinnungsrate kann der Maintenance-Anteil nach Gleichung 17 bestimmt werden
(Abb. 46a),
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Abb. 44: Kontinuierliche Kultivierung von Pseudomonas spec. B13 auf 3CB (ber einen Zeitraum
von 450 Stunden.
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Abb. 45: Kontinuierliche Kultivierung von SN45P auf 3CB (ber einen Zeitraum von 500 Stunden.
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SN45P (b).
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Folgende Parameter wurden (iber die Geradengleichung berechnet:

Tab. 17: Vergleich des Erhaltungsstoffwechsels anhand der spezifischen Raten von SN45P und
B13

Stamm Qsm r Qcozm r Qo2m T

| fgg'h - CF i I Y- |

' B13 0,18 0,957 0,18 0,93 0,25 0,857
| SN45P 0,02 0,993 0,01 0,996 0,02 0,996

Tab. 18: Parameter zur Beschreibung des Kurvenverlaufes der Biomasse als Funktion der

Verdiinnungsrate nach Gleichung 39. (qq, = 0.18 gg’'h™").

Substrat 771)7[11'1] 7 S, [al'] Y
3CB 0,050 1,57 0,51
3CB 0,093 1.56 0,51
3CB 0,142 1,55 0,51
3CB 0,198 1.59 0,51
3CB 0249 1,54 0,51

Die Datenauswertung ergibt als Ursache flir das unterschiedliche Kultivierungsverhalten
von Pseudomonas spec. B13 und SN45P einen vergleichsweise groBen Maintenance-
Bedarf des B13-Stammes. Der "wahre" Ertragskoeffizient liegt bei beiden Stdmmen bei
YW;:O,BL Da die MeBwerte der B13-Kultivierung zum Teil einen hohen Datenscatter
aufweisen, wurde in einer Computersimulation nach Gleichung 39 der Verlauf der
BTM -Werte als Funktion der Verdiinnungsrate (iberpriift. Der der Simulationsrechnung
zugrunde liegende Kurvenverlauf in Abb. 47 mit den Parametern der Tab. 18 liegt tiber
weite Bereiche unterhalb der empirisch bestimmten BTM'-MeBwerte. Daher wurde der
‘Maintenance-Term in Gleichung 39 an die MeRwerte bei vorgegebenen D, Yy und S-
Konzentrationen angepafdt. Die Computeranpassung ergab einen Wert von 0,13 g g'h™.
Gleichung 17 erméglicht die Uberpriifung dieser Werte mit denen aus der Literatur
(Schreiber et al; 1980). Einsetzen des Literaturwertes fiir u, .. = 0,308 h* mit den oben
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bestimmten Parametern Yx/s‘ = 0,51 (Tab. 18), und g5, = 0,13 g g’h? (Abb. 46) ergibt
einen gg,.., von 0,73 g g'h"!, welcher in dieser Arbeit empirisch bestimmten gs-Werte

(Abb. 46 b) sinnvoll ergénzt.
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Abb. 47: Simulation der Verldufe der Biomasse als Funktion der Verdiinnungsrate mit den
Parametern der Tab. 18 nach Gleichung 39. Die durchgezogene Linie stellt den Verlauf mit dem
experimentell bestimmten qq, dar; bei der gestrichelten Linie wurde qe, durch Computeranpassung
bestimmt. Dabei wurde D, S, und Yy bei variablen qey vorgegeben. Ein ggy von 0,13 wurde in
der Computeranpassung bestimmt. Der unterbrochene Kurvenverlauf ist auf Schwankungen der S,
durch unterschiedlich lange Autoklavierzyklen zurtickzufiihren.
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Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Stammen ist die Tatsache, da@ mit
Pseudomonas spec. B13 tiber weite Bereiche der kontinuierlichen Experimente 3CB im
Reaktorablauf nachzuweisen war (5 mg 1! bei D=0,25 h'). Dieses Stammverhalten
wirde auf eine durch einen hohen K;-Wert bedingte geringe Affinitat des Wildstammes
fir die 3CB hinweisen. Wahrscheinlicher ist allerdings die These, daf es sich hierbei um
ein Artefakt durch eine Hersteller-bedingte Verunreinigung der 3CB mit 4CB handelt.
Da B13 4CB nicht verwerten kann, ist erst nach Umsatz der 3CB die Kontamination

analytisch erkennbar.
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Abb. 48: Vergleichende Darstellung der Koeffizienten nach kontinuierlicher Kultivierung auf 3CB:

a) B13; b) SN45P.



Ergebnisse und Diskussion 129

Durch C-und Cl-Bilanzierung wurde {iberpriift, ob beim B13 Stamm ein Massendefekt
auf die Bildung von Intermediaten hinweist. Tab. 19 zeigt die Ergebnisse dieser Elemen-
tarbilanz; zum Vergleich sind noch einmal die Bilanzen der Versuche mit dem re-
kombinanten Stamm aufgefiihrt. Bei allen getesteten Verdiinnungsraten wurden die

Elemente Kohlenstoff und Chlor vollstindig wiedergefunden.

Tab.19: Vergleichende Bilanzierung der Chemostatversuche anhand der Elemente Kohlenstoff und
Chlor mit B13 und SN45P.

Element Stamm sdev

B3 SN45P B13 SN45P
| C 1,09 1,11 0,09 0,03
cl 1,04 107 0,03 0,09

Den Vergleich der Koeffizienten Yy, Yerps, Yieos Yxes zeigt die graphische Gegen-
liberstellung in Abb. 48. Aufgrund der bereits diskutierten Beeinflussung durch gg, ergibt
sich fiir B13 eine Zunahme der aufgetragenen Koeffizienten mit zunehmender Verdiin-
nungsrate. Der Verlauf von Y, kann wegen MeBwertschwankungen nicht eindeutig
beurteilt werden. Theoretisch miiBte der Y.,4 bei Nachweis einer Maintenance-Beein-

flussung mit zunehmendem D abnehmen.

6.2. Stammvergleich unter diskontinuierlichen Versuchsbedingungen

In diesem Kapitel sollen die beiden Stamme unter kinetischer Fragestellung nach
Applikation von 3CB im unterschiedlichen S,-Bereichen miteinander verglichen werden.
Zur zeitlichen Gegeniiberstellung der Stimme wurden zwei Satzversuche ausgewdhlt,
die zu Versuchsbeginn die gleiche Biomasse-Konzentration aufwiesen. Der Abbau von

0,78 g I und 2,35 g I'' 3CB durch beide Stamme wird im folgenden beschrieben:

In der Abb. 49 ist die Abbaukinetik von 0,78 g I'' 3CB und in Abb. 50 die von 2,35 g I'*
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3CB sowie das Wachstum der Mikroorganismen als Funktion der Zeit vergleichend
dargestellt. Wahrend in Abb. 49 die Kurven der Substratverwertung und Biotrockenmas-
se flir beide Stdmme nahezu deckungsgleich verlaufen, zeigt Abb. 50 in der gleichen
Auftragung Unterschiede im Bereich groBer Konzentrationsbereiche. B13 baut das
Substrat sofort und tiber weite Konzentrationsbereiche mit konstanter spezifischer
Wachstumsrate ab. Bei einer S,-Konzentration von 2,35 g I'* setzt der B13-Stamm 3CB
schneller und mit héherem Ertragskoeffizienten um als SN45P. Als Ursache ist eine
léngere lag-Phase in der Wachstumskurve des GEMs anzufiihren, wihrend B13 die 3CB

ohne erkennbare lag-Phase und mit gréBerem Yy transformiert.

An dieser Stelle soll auf einen Unterschied in der Kultivierung beider Stimme hingewie-
sen werden, welcher das Stammverhalten beeinflussen kénnte. Wahrend B13 zwischen
den Satzversuchen kontinuierlich auf 3CB kultiviert wurde, wurde SN45P in den
kontinuierlichen Phasen auf einem Gemisch aus 3CB, 4CB und 4MB kultiviert. Zum
Zeitpunkt t=0 jedes Satzversuches war somit das komplette Enzymsystem des Benzoe-
saurekatabolismus aktiviert. Nach Zugabe grofBer 3CB-Konzentrationen muf3 sich der
rekombinante Stamm an diese Milieuveranderungen durch verstarkte Bildung 3CB-
spezifischer Enzymsequenzen anpassen. Die Enzymsequenzen auf der Basis des TOL-
Plasmids sollten aufgrund der groBen Affinitat zur 3CB hierbei keinen Einflu3 haben.
Wie die Kinetiken der Auswaschversuche gezeigt haben, induzieren bereits geringe
Substratkonzentrationen hohe Abbauaktivititen bei vollstdndiger Substratumsetzung.
Mégliche Ursache kénnte vielmehr in der Induktion der Benzoat-Dioxygenase des ortho-

1-Abbauweges zu suchen sein.

Um den Einflul einer steigenden 3CB-Konzentration auf den Reaktionsverlauf fiir B13
modellhaft beschreiben zu kénnen, wurden in doppelt reziproker Darstellung im
Lineweaver-Burk-Diagramm g, ., und K bestimmt. In der Abb. 51 sind die Graphen

aller Kultivierungen dargestellt.

Tabelle 20 zeigt die berechneten g, und Ks-Werte mit den entsprechenden Korrela-

tionskoeffizienten. Demnach nimmt qs,, mit zunehmender S,-Konzentration bei
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ansteigendem K;-Wert ab. Eine Eadie Hofstee-Auftragung (Abb. 52) bestatigt die
Ergebnisse der Lineweaver-Burk-Darstellung bei nur geringfiigig schlechteren Korrela-
tionskoeffizienten. Der Ansatz mit einer S, von 0,7 g I zeigt dabei groBe Schwankungen
der MeBwerte, die sich in beiden Linearisierungsverfahren in niedrigen Korrelations-
koeffizienten wiederspiegelt. Auch in der Eadie-Hoffstee-Darstellung werden q,,., und
K von der 3CB-Ausgangskonzentration beeinfluBt. Tab. 21 zeigt die berechneten K.

und gg,..-Werte sowie die dazugehérigen Korrelationskoeffizienten.

Formell beschreibt der Modellansatz der kompetitiven Hemmung die experimentellen
Daten. Dieses Modell setzt die Bildung eines Intermediates voraus. Um dieses zu
Uberpriifen, wurde in den adjusted batch-Versuchen eine Kohlenstoff- und Chlor-Bilanz
durchgefiihrt. Wie den Tab. A 16- und A17 im Anhang zu entnehmen ist, geben die
Chlor-Bilanzen keinen Hinweis auf die Bildung eines chlorierten Intermediates. Die
Kohlenstoff-Bilanzen zeigen dagegen, daf3 ein maximal 10-15 prozentiges Massendefizit

des Elementes Kohlenstoffs auftritt.
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Abb. 49: Abbau der 3CB durch B13 und SN45P: $,=0,78 gI'.
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Abb. 50: Abbau der 3CB durch B13 und SN45P: S, = 2,35 g 1.
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Abb. 51: Doppelt reziproke Darstellung von qs und S im Lineweaver-Burk plot.
Untersucht wurde im batch-Versuch die 3CB-Verwertung durch B13.
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Tab. 20: Berechnete g, und K-Werte aus Abb. 51.

S, [gI'] Qsimax KslgtmT sdev
0,2 0,90 0,01 0,90 0,04
0,4 0.86 0,03 0,89 0,07
0,8 0,76 0,02 0,47 0,11
14 0,71 0,47 0,98 0,30
23 0,76 0,40 0,99 0,05
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Abb. 52: Verwertung der 3CB durch B13 in der Eadie-Hofstee Auftragung.
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Tab. 21: Berechnung der K; und qg,..-Werte aus der Eadie-Hofstee-Auftragung (Abb. 52).

. S¢3CB[gl] Ks[gI'] Usex [997D']

0.2 0,01 0,89 0,84

0,4 0,03 0,84 0,78 |
0,8 0,01 0,76 0,33 |
| 14 0,36 063 0.87 |
| 2.3 0,39 _ 076 098 |

Im q.=f(S)-Diagramm wurde in der Computersimulation das Modell auf Anwendbarkeit
auf das Datenmaterial Gberprift (Abb. 53). Dazu wurden die bei der geringsten S.-
Konzentration graphisch bestimmten qg,... (0,9 g g'h?) und K.-Werte (0,014 g )
vorgegeben. Ein K-Wert wurde abgeschatzt.

Tab.22: Parameter fur die Computersimulation zum 3CB -Abbau durch Anpassen der Inhibitor-
konzentration. Modell: Kompetitive Hemmung; Vorgabe: g,,=0.9 g g'h; K=0,014 g I'’;
K,=0,007 gI'".

S, [a 1] csl[glh] _ _C!'liZ-TeSt _1
i 0.2 0,01 0,001
| 0.4 0,06 0002 |
0.7 0,15 0,009
14 0.3 0,002

2.3 0,35 0,001

Abb. 53 zeigt, dal die Meldwerte der 3CB-Verwertung durch B13 im getesteten Konzen-

trationsbereich mit dem kompetitiven Inhibierungsmodell beschrieben werden kénnen.
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Abb. 53: Abbau der 3CB durch B13 mit folgenden S,-Konzentrationen: a) 0,2 g1, b) 04 g I, ¢)
0.7gl',d) 14 gl und e) 2,3 g I''. Modellsimulation zur kompetitiven Hemmung. Vorgabe:

Genn=0.9 g g' h'; Ks=0,014 g I''; K=0,007 g I'. Die Inhibitorkonzentation wurde durch
Computersimulation angepalBt (vgl. Parametersatz Tab. 22).
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V. Zusammenfassung

Pseudomonas spec. B13 FR1 (SN45P), ein mit gentechnischen Methoden optimierter
Abbauspezialist, wird in dieser Arbeit hinsichtlich seines Abbaupotentials zur Verwertung
unterschiedlich substituierter Benzoesduren untersucht. Ziel der Konstruktion des GEMs
war es, das Substratspekirum des Stammes zu erweitern sowie die Verwertung chlorier-
ter und methylierter Aromaten ausschlieBlich tiber ortho-Abbausequenzen ohne die
Bildung von dead-end- oder suicide-Metaboliten zu erméglichen. Die betreffenden
Enzymsequenzen sind im Bakterienchromosom eingebracht und versprechen somit eine
hohe Stabilitdt der Abbauleistung. Es wird iiberpriift, in wieweit die Strategie der
horizontalen und wvertikalen Expansion biochemischer Abbausequenzen einen Ab-
bauspezialisten hervorbringen kann, welcher hinsichtlich der Kriterien Abbauleistung
und Stabilitdt fiir eine Anwendung in dezentralen Abwasserbehandlungsanlagen
geeignet ist. Dazu wurde SN45P mit verschiedenen Kultivierungstechniken (repeated
batch, adjusted batch, Chemostatversuch und Auswaschversuch) kultiviert, die Abbau-
kapazitdten bestimmt und kinetische Daten ermittelt. Anhand der Verwertung der 3CB
wird die Abbauleistung des GEMs mit der von Pseudomonas spec. B13, dem Donor der
ortho-Abbausequenzen, im adjusted batch Versuch sowie in Chemostatkultur ver-
glichen.

In Schiittelkolbenversuchen wurde das Spektrum verwertbarer methylierter und
chlorierter Benzoesduren durch SN45P bestimmt. 3CB, 4CB, 4MB und unsubstituierte
Benzoesdure werden transformiert. 2CB und 2MB werden nicht verwertet. Die 3MB (3-
Methylbenzoeséure)-Verwertung sowie Experimente mit 3CB-Ausgangskonzentrationen
tiber 3,0 g I' sind im Schiittelkolben von einer Medienschwarzfarbung begleitet, welche
auf die Bildung von Autoxidationsprodukten hinweist. Die héchsten getesteten Aus-
gangskonzentrationen von 3CB (5,4 g I''), 4CB (4,5 g I'') und 4MB (3,6 g I'!) fithren zu
einer Verldngerung der lag-Phasen, nicht aber zu irreversiblen Vergiftungserscheinungen
der im Schiittelkolben suspendierten Kultur.

Um reproduzierbare Versuchsstartbedingungen fiir die Uberpriifung des Einflusses
unterschiedlicher Substratausgangskonzentrationen auf die Benzoesdureverwertung zu
gewahrleisten, wurde eine adjusted batch Kultivierungstechnik entwickelt. Die ortho-

Abbausequenzen haben sich im getesteten Konzentrationsbereich als funktionell erwie-
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sen. Bei Ausgangskonzentrationen von 1,5 bis 30 mmol I* werden 3CB, 4CB und 4MB
ohne verbleibende Restkonzentrationen und ohne die Bildung von dead-end oder
suicide-Produkten umgesetzt. Je nach eingesetzter Benzoesaure werden charakteristi-
sche Unterschiede im Abbauverhalten des biologischen Systems deutlich. Mit steigender
Startkonzentration &ndert sich der Ertragskoeffizient in Abhangigkeit vom Ausgangssub-
strat. Bei den héchsten getesteten Ausgangskonzentrationen (3CB: 4,23 g I''; 4CB: 4,67
g1’; 4MB: 3,65 g 1) ergibt sich eine abfallende Reihenfolge der Ertragskoeffizienten mit
4MB (0,43)>4CB (0,2)> 3CB (0,17). In den Satzversuchen mit 3CB, 4MB sowie mit
dem Benzoesduregemisch tritt das Phénomen eines volumetrischen Substratumsatzes
bei gleichbleibender BTM-Konzentration auf. Die Bilanzierung der Elemente Kohlenstoff
und Chlor (bei den chlorierten Substraten) in dem diesbeziiglich entscheidenden
Zeitintervall zeigt, da auch hier substratspezifische Unterschiede auftreten. Fiir Experi-
mente mit 3CB als Ausgangssubstrat treten keine Massendefizite in der Bilanz auf, was
auf eine Verschiebung der Verhéltnisse der Reaktionsprodukte in Richtung CO, hin-
weist. Die Transformation der 4MB ist begleitet von einer temporéaren Intermediatakku-
mulation. Zu dem Zeitpunkt, wo im Kulturiiberstand analytisch keine 4MB mehr nach-
zuweisen ist, tritt ein Kohlenstoff-Defizit von max. 40% auf. Die Kultur befindet sich zu
dieser Zeit noch in der exponentiellen Wachstumsphase. Im stationaren Bereich der

Wachstumskurve wird dieser Massendefekt auf 90 % ausgeglichen.

Die Abbaukinetiken der Benzoesduren durch SN45P sind komplex reguliert. Einfache
Inhibierungsmodelle sind nicht zur Beschreibung der batch-Kinetiken geeignet.

Die Verwertung von Benzoeséuregemischen wurde sowohl im batch- als auch im
adjusted batch Versuch tiberpriift. Im batch Versuch wird ein 3CB / 4MB Gemisch in
einer Gesamtkonzentration von 7,1 g ' simultan mit einer spezifischen Abbaurate von
0,9 g g’h? verwertet. Die Substratiransformation ist dabei von einem temporéren Chlor-
Defizit begleitet, welches am Ende des Versuches ausgeglichen wird. 3CB wird von
SN45P mit gréBerer Affinitdt und mit gréBerer Abbaurate umgesetzt als 4MB. In
adjusted batch Experimenten wurde die Verwertung von dquimolaren Benzoesau-
regemischen aus 3CB/4CB/4MB im S.-Konzentrationsbereich von 0,5 bis 3,8 g 2
untersucht. Alle drei Substrate werden simultan mit komplexen Abbaukinetiken umge-
setzt. 3CB wird auch hier mit der héchsten Affinitat zum GEM und mit der héchsten
Umsatzrate transformiert. Mit zunehmender S,-Konzentration nimmt der Ertragskoetfti-
zient ab.
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Im 3 | Riihrkesselreaktor wurde SN45P auf den Substraten 3CB, 4CB und 4MB (jeweils
als Einzelsubstrat appliziert) (iber einen Zeitraum von 2500 Stunden (680 Generationen)
sowie 1350 Stunden (218 Generationen) auf einem aquimolaren Gemisch der drei
Benzoesauren im Chemostatversuch bei Verdiinnungsraten von D = 0,09 h* bis 0,35
h? kultiviert. Im Kulturiiberstand bleibt die Konzentration der Ausgangssubstrate bei
allen eingestellten Verdiinnungsraten unterhalb der analytischen Nachweisgrenze. Nach
schrittweiser Anndherung der Verdiinnungsrate an u,, ., kann der GEM bei folgenden
Verdiinnungsraten noch im steady-state kultiviert werden: 3CB: D=027 h'. 4CB:
D=0,30 h'; 4MB: D=0,35 h'; B-Mix: D=0,27 h'. Die Expression der Bildung der
Toluat-1,2 Dioxygenase (xulXYZ), der Dihydrodihydroxybenzoat-Dehydrogenase (xull)
des positiven Regulators (xylS) und der 4-Carboxymethyl-4-Methylbut-2-ene-1,4-olid-
Isomerase (mli-Gene) hat sich wahrend der Kultivierung als stabil erwiesen. Fiir die
Verwertung der 3CB, 4CB, 4MB und des Benzoesduregemisches als alleinige
Kohlenstoff- und Energiequelle kdnnen Elementarbilanzen der Elemente Kohlenstoff,
Chlor (3CB/4CB), Wasserstoff, Sauerstoff und Stickstoff aufgestellt werden. Die iiber-
priiften Benzoesduren werden im Chemostatversuch vollstindig abgebaut. Bei kontinu-
ierlicher Kultivierung auf dem Mineralmedium entstehen aus der jeweiligen Benzoesau-
re, Sauerstoff und Ammonium die Produkte Biomasse, CO,, H,O und HCI (bei chlorier-
tem Ausgangssubstrat). Der Abbau der Benzoesduren l&[3t sich mit den folgenden
Reaktionsgleichungen beschreiben:

1) 3CB und 4CB:

C,H,0,Cl +4,1170,+0,620NH, - 2,7CH,0, ,N, ,, +4,3CO, +HCI +0,23H,0

C,H,0, +5,2990, +0,797NH, - 3467CH,0, N, ,, +4.533CO, +1,729H,0

3) 3CB/4CB/4MB-Gemisch:

CyaHiOClosy + 5,1080, + 0,551NH, = 2,397CH,04 Ny + 4,936C0, + 0,667HCI + 1,097H,0

Die spezifischen Abbauraten nehmen mit steigender spezifischer Wachstumsrate fiir
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D<p, . linear zu. Folgende Maintenance-Koeffizienten lassen sich fiir die jeweiligen
Benzoesduren errechnen: 3CB: 0,02 g g*h" (0,13 mmol/g*h); 4CB: 0,02 g g*h* (0,13
mmol/g*h); 4MB: 0,04 g g*h* (0,29 mmol/g*h); 3CB/4CB/4MB: 0,04 g g*h? (~0,27
mmol/g*h).

Im Auswaschversuch kann der Verlauf der q.-Werte als Funktion der Substratkonzen-
tration mathematisch mit der linearisierten Haldane-Funktion beschrieben werden. Aus

den Geradengleichungen lassen sich die K-Werte bestimmen und K abschatzen.

_ 3CB _ - 4CB _ __ 41\45'7 B
o T 0.29 0,35 0,35
Qs [@ @ 'HY] 1,28 0,78 0,97

Kgl] 6,20 0,83 5,20

Kimgl]  ~00005  ~001  ~00002

Die 3CB, 4MB und B-Mix Verwertung ist durch eine Entkopplung der Substratver-
wertung vom mikrobiellen Wachstum gekennzeichnet. Die Kohlenstoff- und Chlor-Bilanz
des 3CB Auswaschversuches ergab keine Hinweise auf einen Massendefekt der Elemen-
te, was auf eine Verschiebung zu den gasférmigen Reaktionsprodukten hinweist. Das
4MB-Experiment ist dagegen von einer temporéren Akkumulation von Intermediaten
begleitet.

Im Auswaschversuch nach Kultivierung auf dem Benzoesguregemisch akkumulieren die
Ausgangssubstrate in der Reihenfolge 4CB, 4MB und 3CB. Diese Reihenfolge ergibt sich
aus den unterschiedlichen Affinitéten von SN45P zu den einzelnen Benzoesiuren sowie

aus unterschiedlichen, von der Art des Substrates anhéngigen spezifischen Abbauraten.

SN45P wurde hinsichtlich der Verwertung von 3CB mit Pseudomonas spec. B13 im
Chemostaten und im adjusted batch Versuch verglichen. Beide Stamme wurden im
Chemostaten 500 Stunden kultiviert. Fiir dem B13-Wildstamm zeigt die mit der Verdiin-
nungsrate ansteigende Biomassenkonzentration eine Beeinflussung durch den Erhal-
tungsstoffwechsel. Ein Maintenance-Anteil von 0,13 g g*h™® 3CB wurde durch eine
Computersimulation bestimmt. Der Ertragskoeffizient liegt bei einer Verdiinnungsrate
von D=0,25 h™ mit Yy4=0,4 g g” niedriger als bei SN45P. Die adjusted batch Versuche
mit Pseudomonas spec. B13 bei Ausgangskonzentrationen von 0,2 bis 2.3 g I' sind
formell mit dem Modell der kompetitiven Hemmung zu beschreiben.
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Abb.54: Korrelation der optischen Dichte mit der BTM-Konzentration anhand der Wertepaare
aus den adjusted batch-Versuchen mit einer S,-Konzentration von

a) Pseudomonas spec. B13: r=0,990; sdev=0,05
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Abb. 56: Kinetik der 3CB-Verwertung durch SN45P im adjusted batch Versuch.
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Abb. 57: Kinetik der 4CB-Verwertung durch SN45P im adjusted batch Versuch.
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Abb. 58: Kinetik der 4MB-Verwertung durch SN45P im adjusted batch Versuch.
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m/z= 156 (M*, 8), 138 (M*-18, 20), 128 (M*-28,4), 110 (M*-18-28, 100),
97 (57), 69 (80), 68 (25), 41(35)
SPEC: m0474bv 28-8ep-92 Elapse: 00:03:10.2 62
Samp: RM K - IV Start : 17:39:45 62
Comm: DIP-standard
Mode: EI +VE +LMR BSCAN (EXP) UP LR Study : 3.1.2
Oper: sw Client: Pape Inlet : DIP
Base: 108%.9 Inten : 7277429 Masses: 40 > 1000
Norm: 102.9 RIC £ 30731285 #peaks: 119
Peak: 1000.00 mmu
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Abb. 62: Massenspekirum von 4-Carboxymethyl-3-Methyl-but-2-en-1,4-olid.
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'H-NMR (300 MHz): o = 2,17 (s, 3H,-CH,); 2,56 (dd, 1H,-CH-COOH); 3,00
(dd, 1H,-CH,-COOHY); 5,38 (m, 1H,>CH-0-); 5,92 (s,
1H, =CH-C=0).

P'C-NMR (150 MHz): & =139 (C7); 37,9 (C5); 83,3 (C4); 118,1 (C2); 171,5

(C3); 172,9 (C6); 175,3 (C1) |
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Abb. 63: NMR-Spektrum von 4-Carboxymethyl-3-Methyl-but-2-en-1,4-olid.
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VII. Anhang
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