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Bakterien und der Abbau von Chemikalien: Natiirliches und durch
Kombination oder Konstruktion Erreichbares

Von Gerhard Gottschalk * und Hans-Joachim Knackmuss

Das natlirliche Abbaupotential von Bakterien fir synthetische Verbindungen ist gréfer als
hiufig angenommen; es erstreckt sich auf viele Heteroarene und sogar bestimmte Chlorarene.
Erst die Hiufung von Substituenten am aromatischen Ring oder ganz bestimmte Substitu-
tionsmuster verleihen Verbindungen Fremdstoffcharakter. Dariiber hinaus fithren zufillige
Verdnderungen von Fremdstoffen durch bestimmte Enzyme mit geringer Substratspezifitat
hidufig zu Produkten, die erst recht Fremdstoffcharakter haben. Hier kann aber eine Lenkung
des Abbaus oder die Kooperation mehrerer Bakterienarten zum Ziel fithren. Schliefilich lassen
sich durch natiirlichen oder induzierten Gentransfer hybride Abbauwege konstruieren, durch
die eine Mineralisierung von Fremdstoffen méglich wird, die bislang als persistent galten;
unter Mineralisierung wird dabei der Abbau organischer Substanz zu Kohlendioxid und
anorganischen Salzen verstanden. Nach einer Einfithrung in die Welt der Bakterien und ihre
Rollc in der Natur wird ihr natiirliches Abbaupotential zundchst am Beispiel aliphatischer und
aromatischer Kohlenwasserstoffe vorgestellt. Anschlieffend wird erortert, welche Substituen-
ten aromatischen Verbindungen Fremdstoffcharakter verleihen, aber auch, wie dicse Substan-
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zen dennoch abgebaut werden konnen.

1. Die zwei Gesichter der Bakterien

Bakterien geht im allgemeinen kein guter Ruf voraus.
Man denkt von ihnen als pathogene Organismen, als die
Erreger von Pest, Cholera, Typhus, Tuberkulose und Ge-
schlechtskrankheiten. Nur zu verstédndlich, hat doch die Pest
im Mittelalter weit mehr Menschen hinweggerafft als kriege-
rische Auseinandersetzungen. Der grofite Pestzug aller Zei-
ten ereignete sich in den Jahren 1347 bis 1352[1-2] Ausge-
hend vom Schwarzen Meer wurde die Pest von Seefahrern
und Kaufleuten in die angrenzenden Linder getragen. Von
Italien breitete sie sich {iber Zentraleuropa aus und schwang
wieder zuriick nach Osten, eine Todespur von etwa 30—
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40 Millionen Menschen hinterlassend; dies entspricht etwa
einem Drittel der damaligen Bevéolkerung Europas. Auch die
Cholera gehorte zu den GeiBeln der. Menschheit; die letzte
groBe Cholera-Epidemie auf deutschem Boden suchte 1892
Hamburg heim. Thre Bekdmpfung wurde von Robert Koch
persdnlich geleitet. Aber noch immer geht von dem Erreger
Vibrio cholerae Gefahr aus, wie die jungsten Nachrichten aus
Siidamerika belegen. Neue pathogene Bakterien machen hin
und wieder von sich reden, so der Erreger der 1976 erstmalig
in Philadelphia bei einem Veteranentreffen beobachteten
,,Legiondrskrankheit*. Wie sich spéter herausstellte, wurden
die Veteranen wihrend der Nachtruhe iiber die Klimaanlage
des Hotels mit einem neuartigen Bakterium infiziert. Viele
erkrankten an Lungenentziindung und 31 starben. Das Bak-
terium ist seitdem unter dem Namen Legionella pneumophila
bekannt 31,

Dies ist das eine Gesicht der Bakterien; das andere ist ein
itberaus freundliches; es betrifft die niitzliche und damit ver-
bunden auch die lebenswichtige Rolle der Bakterien im Zu-
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sammenhang mit den Stoffkreisliufen der Elemente Kohlen-
stoff, Stickstoff und Schwefel auf unserem Planeten.

Es sind die gritnen Pflanzen und die phototrophen Bakte-
rien, die Kohlendioxid mit Hilfe des Sonnenlichts in organi-
sche Substanz umwandeln und damit die Lebensgrundlage
fiir alle anderen Organismen auf der Erde schaffen. Ein Teil
dicser organischen Substanz wird von den phototrophen Or-
ganismen selbst und ein weiterer Teil durch die Nahrungskette
der Tiere zu Kohlendioxid veratmet. GroBe Mengen pflanz-
licher und tierischer Substanz sterben jedoch ab und Fiulnis
setzt ein, ein Prozel}, der im wesentlichen von Mikroorganis-
men bewerkstelligt wird. Uberall auf unserem Planeten fallt
organische Substanz an: im Boden, in den Sedimenten der
Gewisser, in unserer zivilisierten Welt, aber auch in den riesi-
gen Abwisserstromen und den Miilldeponien. Uberall sind
Mikroorganismen am Werk, um diese organischen Substan-
zen letztlich zu mineralisieren und dadurch das Kohlendi-
oxid wieder der Atmosphire zuzufiihren!*..

In Abbildung 1 sind die Stofffliisse getrennt nach Konti-
nenten und Ozeanen zusammengestellt. Rund 200 Giga-
tonnen Kohlenstoff in Form von Biomasse werden jihrlich
oxidiert und der Atmosphére als CO, zugefiihrt, schitzungs-
weise 70 % davon durch die Aktivitit von Pilzen und Bakte-
rien.!”) Namentlich die Pilze mineralisieren Holz und andere
cellulosehaltige Materialien; der beachtliche Anteil der Bak-
terien an der Zersetzung organischen Materials hat im we-
sentlichen drei Grinde:

Atmosphére
712
925 110
Photosynthese 90 110 Photosynthese |

Atmung und Mineralisation Atmung und Mineralisation
durch Pflanzen, Tiere und durch Pflanzen, Tiere und

Bakterien Bakterien

ozeanisch 8 terrestrisch

Verbrennung fossiler
Kohlenstoffverbindungen
Brandrodung

Abb. 1. Kohlenstoffkreisliufe aul den Kontinenten und in den Ozeancn sowie
Kohlenstoffeintrag in die Atmosphire durch Verbrennungsprozesse. Angaben
in Gigatonnen (10° t} Kohlenstoff.

1) Das Substratspektrum der Bakterien in ihrer Gesamt-
heit entspricht der Vielfalt der natiirlich vorkommenden Ver-
bindungen. Dies wird durch unsere Erfahrung dokumen-
tiert, daB sich auf der Erdoberfliche oder in den Gewissern
keine natiirliche organische Verbindung auf Dauer anhéduft.
Hinter dieser Leistung steht ein gewaltiges Abbaupotential,
das Kohlenwasserstoffe, cine Vielzahl aromatischer Verbin-
dungen und beispielsweise auch chlorhaltige Verbindungen
mit einschlieit und bereits in direktem Zusammenhang mit
dem Schadstoffabbau steht.
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2) Bakterien sind an die verschiedensten Bedingungen an-
gepaBt; in Tabelle 1 sind eine Reihe dieser Bedingungen zu-
sammengestellt. Besonders einige Archaebakterien (Arch-
aea), haufig auch Extremophile genannt, bevélkern Stand-
orte, an denen man sich aufgrund der 4uferen Gegebenhei-
ten (Temperatur, pH, Druck oder Tonenstirke) kaum noch
Leben vorstellen kann.

Tabelle 1. Grenzen bakteriellen Wachstums [a].

Bedingung Grenzbereich Beispiele
Temperatur 90-110°C Pyrodictium occultum
Methanopyrus kandleri
15-0°C Photobacterium phosphoreum
pH-Wert 3-1.5 Acidianus brierleyi
9-11 Bacillus alcalophilus
Salinitdt bis 5.2 M NaCl Halobacterium halobium
0,-Konzentration  gegen 0% Girer wie methanogene Bakterien
oder Clostridien
um 1% microaerophile Bakterien wie
Thiomicrospira denitrificans
20% héiufige Boden- und Wasserbakterien

[a] Beispiele aus Lit. [6] und [7].

3) Bakterien weisen eine enorm hohe Stoffwechselaktivi-
tat auf. Dies hingt unter anderem mit ihrer Kleinheit und
dem damit verbundenen hohen Oberflichen-Volumen-Ver-
hiltnis zusammen. In Abbildung 2 ist schematisch ein
Schnitt durch eine Bakterienzelle wiedergegeben. Man sieht,

Zuckerautnahme Aminosaureaufnahme

K*-Aufnahme  ATP-Synthase  Antiporter zur

Ausschleusung
von Na*

Abb. 2. Schematische Darstellung einer Bakterienzelle mit Blick auf die zahl-
reichen Funktionen, die in der Cytoplasmamembran lokalisiert sind. Die sich
ganz aullen befindende Zellwand ist nicht dargestcllt, ebenfalls nicht der Inter-
medidrstoffwechsel in der Cytoplasmamembran.

daB Funktionen der Energiegewinnung und natiirlich des
Stofftranports in der das Zellinnere umgebenden Cytoplas-
mamembran lokalisiert sind. Je grofier nun die Flache dieser
Membran im Vergleich zu dem zu versorgenden Volumen
des Cytoplasmas ist, desto mehr Substrate und desto mehr
Energie in Form von ATP kénnen fiir die Synthesemaschine-
ri¢ im Cytoplasma zur Verfigung gestellt werden. Beispiels-
weise atmet der Stickstoffixierer Azotobacter vinelandii
2000mal schneller als Lebergewebe ; auch das Wachstum und
die Vermehrung von Bakterienzellen sind ungleich schneller.
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So kann sich eine Escherichia-coli-Zelle unter optimalen Be-
dingungen alle 20 Minuten teilen, und dies ist nicht einmal
der Rekord: Manche Bakterienarten brauchen fiir eine Ge-
neration lediglich 11 Minuten. Was fiir ein Potential in einer
so schnellen Zellvermehrung steckt, soll an einem (wenn
auch letztlich utopischen) Beispiel veranschaulicht werden:

Die Frage ist, wieviel Bakterienmasse aus einer einzigen E.
coli-Zelle entstehen wiirde, wenn diese sich 48 Stunden lang
mit einer Generationszeit von 20 Minuten vermehrte. Es
wilrden sich 144 Zellteilungen in diesem Zeitraum ereignen
und N =1x2'** =10*3 Zellen entstehen. Eine E. coli-Zelle
wiegt 10712 Gramm — das ergiibe 102° Tonnen; unsere Erde
wiegt 6 x 10?! Tonnen, also entstiinde etwa die 1000fache
Erdmasse an Bakterien. Diese Rechnung zeigt, daB das
Wachstum von E. coli und natiirlich auch von anderen Bakte-
rien stark limitiert sein muB, insbesondere durch verwertbare
Substrate, aber auch durch gebildete Produkte. Es deutet
jedoch an, daB unter geeigneten Bedingungen Verwertbares
schnell durch Bakterien aufgezehrt werden kann.

2. Auf eine energetisierte Cytoplasmamembran
kommt es an

Bakterien sind keine leblosen Biokatalysatoren, kein Netz
voller Enzyme, das durch ein wiBriges Milieu schwebt und
alles hindurchlaBt, irgendwic umsetzt und wieder nach au-
Ben abgibt. Bakterien sind gut von ihrer Umgebung abge-
schirmte Kompartimente; die Konzentrationsunterschiede
zwischen innen und auBen sind gewaltig. So betrigt die K-
Konzentration in einer Bakterienzelle etwa 250 mM (aullen
ist sie hiufig 20 mM oder niedriger), die Na " -Konzentration
liegt bei nur wenigen mM und das auch durchaus im Meer-
wasser, das 600 mM an Na™ ist. Das, was eine Zelle nach
auBen abschirmt, ist die Cytoplasmamembran; sie besteht
aus einer Phospholipid-Doppelschicht, die mit Proteinen
durchsetzt ist!®). Diese Membran bildet nicht einfach nur
eine Hillle um das Zellinnere, sie ist dariiber hinaus
,.energetisiert*, und zwar dadurch, daB {iber der Membran
ein Protonengradient anliegt. Dies hat zur Folge, daB es
innen alkalischer ist als aulen, was wiederum dazu fiihrt,
daB die Membran geladen ist, innen negativ und au3en posi-
tiv. Beide Parameter fafit man zur protonenmotorischen
Kraft zusammen (Abb. 2).

Diese Energetisierung der Cytoplasmamembran ist un-
trennbar mit der Lebensfahigkeit einer Bakterienzelle ver-
bunden. Sie ermdglicht die Selektivitit von Stoffaufnahme
und Stoffabgabe, seien es nun anorganische lonen oder gela-
dene oder neutrale organische Verbindungen, und sie ermog-
licht im allgemeinen auch die Synthese von Adenosintriphos-
phat (ATP). Substrate werden also von den Bakterien
aufgenommen, teilweise iiber die Atmungskette oxidiert,
und es wird die gerade erwédhnte protonenmotorische Kraft
an der Membran aufgebaut™. Substratmangel fiihrt dazu,
daB die Bakterien die Energetisierung der Membran nicht
sehr lange aufrecht erhalten kdnnen und absterben; aber
auch von vorhandenen Substraten geht Gefahr aus. Sind sie
lipophil, so konnen sie die Energetisierung der Membran
zerstoren und die ATP-Synthese verhindern. Eine solche ent-
koppelnde Wirkung haben Verbindungen wie 2,4-Dinitro-
phenol, Tetrachlorsalicylanilid oder auch schwache organi-
sche Sduren, die in undissoziierter Form die Phospholipid-
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schicht iberwinden!'9, im Zellinnern wieder dissoziieren
und so den pH-Gradienten zwischen innen und auBen dissi-
pieren (Abb. 3). Aus diesem Grunde sind organische Sduren
wie Essigsiure oder Milchsidure gute Konservierungsmittel.
Losungsmittel wie Toluol oder Butanol wirken auf andere
Weise; sie brennen gleichermaBen Locher in die Membran
und unterbinden so das Aufrechterhalten von Tonengradien-
ten. Um so bemerkenswerter ist es, dal Horikoshi et al. eini-
ge Stimme von Pseudomonas putida und P. aeruginesa isolie-
ren konnten, die auf Agar unter einer 2 mm dicken Schicht
von Toluol, p-Xylol, Cyclohexan oder n-Heptanol wach-
sen!1"). Obwohl Ausnahmen, sind diese Stimme hochinter-
essant, und die zugrundeliegenden Toleranzmechanismen
sollten so schnell wie méglich aufgeklirt werden.

Hierfiir ist charakteristisch, dafl neben dem zu oxidieren-
den Kohlenwasserstoff ein zelleigenes Coenzym, beispiels-
weise Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NADH) oxidiert
wird. Die entstehenden primiren Alkohole lassen sich dann
iiber die Aldehyde zu den entsprechenden Carbonsiduren
umsetzen, welche nach Aktivierung durch Veresterung mit
Coenzym A der -Oxidation unterworfen werden kénnen.

Bei aromatischen Verbindungen sieht die Abbaustrategie
folgendermaBen aus: Durch ,,Dioxygenase-Reaktionen*
werden Verbindungen mit zwei benachbarten Hydroxygrup-
pen gebildet, im einfachsten Falle das Cyclohexadiendiol 5,
das dann in einer separaten NAD *-abhingigen Reaktion zu
Brenzcatechin 6 dehydriert wird [Gl. (b)]. Dioxygenasen, die

H H
4 5 6

0 H ] NADHH" NAD® ALy NADT NADHeH" OH
— 1| > AN b
0 =~0H oH ®)
3

auflen innen
(sauer, pH 6) {alkalisch, pH 7.5)

CH;COOH CH3COOH
CH3C00™ + H* CH3CO0™ + H'

Abb. 3. Die entkoppelnde Wirkung schwacher organischer Sduren. Es kommt
zum Konzentrationsausgleich der undissoziierten Sduren innen und aufBen.
Dieser wird erst erreicht, nachdem die pH-Differenz weitgehend aufgehoben ist.

Aus dem gerade Gesagten wird deutlich, daB Substrat-
mangel, aber auch ein bestimmtes Substratangebot fiir Bak-
terien problematisch sein kann. Gerade lipophile Verbindun-
gen sind eine potentielle Gefahr, der die Mikroorganismen
im allgemeinen dadurch entgehen kdnnen, daB sie diese Ver-
bindungen schneller metabolisieren als sie in die Nihe der
Zellen diffundieren. WiaBriges Mileu, niedrige Konzentratio-
nen an solchen Verbindungen und die Moglichkeit der enzy-
matischen Umsetzung sind also die Grundvoraussetzungen
fiir den Abbau vieler Substanzen, seien sie¢ nun natiirlichen
oder synthetischen Ursprungs.

3. Bereits der Abbau natiirlicher Verbindungen ist
faszinierend

Nur durch wenige Beispiele soll hier dokumentiert wer-
den, daB die Vielfalt der Reaktionen, der sich Mikroorganis-
men zum Substratabbau bedienen, weit {iber die Glycolyse
und damit verwandte Reaktionen hinausgeht. Am Abbau
von aliphatischen und von aromatischen Verbindungen ist
im allgemeinen Sauerstoff direkt beteiligt. Aliphatische Koh-
lenwasserstoffe wie 1 werden durch Monooxygenase-Reak-
tionen in primire Alkohole wie 2 umgewandelt [Gl. (a)]®],

C,sH4,CH, + O, + NADH + H*
1 — C,,H,,CH,0H + H,0 + NAD* &
2
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den aromatischen Ring angreifen, sind Mehrkomponenten-
systeme (Abb. 4). Eine Reduktasekomponente, ein Flavo-
protein, ibernimmt Elektronen von NADH und leitet diese
iber Ferredoxin auf die eigentliche Oxygenase; diese enthdlt
Eisen-Schwefel-Zentren und speziell Fe?* im Reaktionszen-
trum der Oxygenierung!*?!, Einige dieser Dioxygenasen sind

NAD" reduziert oxidiert reduziert

H
CE:
NADH+H" oxidiert reduziert oxidiert -ﬂHOH 5
Reduktase Ferredoxin OxygenaseX)
2
Abb. 4. Benzol-Dioxygenase — ein Dreikomponentensystem.

in Tabelle 2 zusammengestellt. Benzoat- und orfho-Phthalat-
Dioxygenase sind Zweikomponentensysteme, bei denen
Elektronen liber Eisen-Schwefel-Zentren direkt von der Re-
duktase auf die Oxygenase libertragen werden. Brenzcate-

Tabelle 2. Multikomponentensysteme zur Hydroxylierung von Arenen
(Dioxygenasen).

Dioxygenase Reduktase Ferredoxin Oxygenase
M [a] Flavin Fe-S- M M Fe-S- Fe?*
Zentrum Zentrum
Benzol-1,2- 60 FAD - 12 168 + o+
Toluol-2,3- 46 FAD - 15 151 + -
Naphthalin-1,2- 3 FAD  2Fe-2S 14 158 + -
Benzoat-1,2- 38 FAD 2Fe-28 - 201 + o+
ortho-Phthalat-1,2- 34  FMN 2Fe-2S - 217 + -

{a] Molmasse in Kilodalton. Daten aus Lit. {12] und [15].

chin 6 und Protocatechusiure werden dann mit Sauerstoff
zwischen den Hydroxygruppen (ortho-Spaltung) oder un-
mittelbar daneben (mefa-Spaltung) zerteilt, und es entstehen
aus 6 cis,cis-Muconséiure bzw. 1-Hydroxymuconaldehydsdure
oder entsprechende Derivate (Schema 1). Die Fahigkeit zur
Spaltung des aromatischen Ringsystems ist unter Bakterien
erstaunlich weit verbreitet; die erforderlichen Gene licgen
entweder auf dem Bakterienchromosom (hdufig bei der or-
tho-Spaltung) oder auf entsprechenden Plasmiden (vorzugs-

Angew. Chem. 1993, 105, 14371448
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Schema 1. Spaltung von Brenzcatcchin 6 durch eine 1,2- oder 2,3-Dioxyge-
nase.

weise bei der meta-Spaltung). Letztere bestehen wie das
Chromosom aus ringférmiger doppelstriangiger DNA, sind
aber sehr viel kleiner (etwa 1 % der GroBe des Chromosoms)
und tragen haufig auch Gene, deren Produkte Resistenz ge-
genilber bestimmten Antibiotika vermitteln.

Auch Heteroarene sind ohne weiteres biologisch abbau-
bar!*31 SchlieBlich finden sie sich in der Natur reichlich, in
Nucleinsduren, einigen Aminosduren, Vitaminen und Alka-
loiden. Der mikrobielle Angriff unsubstituierter Heterocyclen
wird hiufig dadurch eingeleitet, daB eine Hydroxygruppe in
Nachbarschaft zum Heteroatom eingefiihrt wird. Das Hy-
droxy-Sauerstoffatom stammt hier nicht aus molekularem
Sauerstoff (O,), sondern aus Wasser, und die Enzyme ent-
halten den Molybdédn-Cofaktor und zusétzlich meistens Fla-
vine (Tabelle 3).

Tabelle 3. Molybdoenzyme, die Heterocyclen mit Wasser hydroxylieren.

H
OYN N
H'S
Loy
oM

Enzym weitere prosthetische  Produkt

Gruppen
Xanthin-DH {a) FAD, Fe/S Harnsaure
Nicotin-DH FAD, Fe/S 6-Hydroxynicotin
Isonicotinsdure-DH FAD 6-Hydroxyisonicotinsdure
Picolinsiure-DH FAD 6-Hydroxypicolinsdure
Chinolin-DH FAD 2-Hydroxychinolinsdure
Furan-2-carboxyl- 5-Hydroxyfuran-
CoA-DH 2-carboxyl-CoA

[a] DH = Dehydrogenase.

Der in Bakterien vorkommende Molybdin-Cofaktor —
jetzt als Bactoperin bezeichnet — ist ein Molybdopterin-Gua-
nin- oder Cytosin-Dinucleotid (Abb. 5)'4, Wie er an der
Einfithrung der Hydroxygruppe beteiligt ist, gibt der fur die
Xanthin-Dehydrogenase-Reaktion postulierte Mechanis-
mus in Abbildung 6 wieder!*3!,

0 4
N N C=C—CH—CH,~0-(B)-0—R?
QLU
H NSRS N/
H R

0 R
Abb. 5. Der Molybdin-Cofaktor. R* = O: Nitrat-Reduktase, Sulfit-Oxidase:
R! = 8: die meisten bekannten Molybdoenzyme; R = Se: einige Molybdoen-
zyme anaerober Bakterien; R? = Cytosin- oder Guanosinmonophosphat:
(® = Phosphodiestergruppe.
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Abb. 6. Moglicher Mechanismus der Xanthin-Dehydrogenase-Reaktion [15].
Der schraffierte Bereich stellt das Enzym mit den aktiven Zentren (S ~-Gruppe
und redoxaktive Komponenten) dar.

Es ist einleuchtend, daf} diese Enzyme zusitzlich Flavin-
Adenin-Nucleotid (FAD) und auch Eisen-Schwefel-Zentren
enthalten. Das im Zuge der Hydroxylierung zu Mo'" redu-
zierte MoV muB iiber Eisen-Schwefel-Zentren und FAD wie-
der oxidiert werden, wobei die Elektronen letztlich auf
NAD" {ibertragen werden.

4. Fiir einige synthetische Verbindungen fehlen
geeignete Abbaumechanismen

Unter den synthetischen Verbindungen, die vorsetzlich oder
unbeabsichtigt in die Umwelt gelangen, gibt es solche mit
Fremdstoffcharakter. Substituenten wie Chlor und Brom
oder die Sulfonsidure- und Nitrogruppe sind in Naturstoffen
relativ selten anzutreffen. Génzlich unbekannt als Substi-
tuenten am Aren sind Fluor oder Fluoralkyl sowie die Phe-
nylazogruppe. Nicht allein die Art der Substituenten, son-
dern auch deren Zahl und Position kbénnen einer syntheti-
schen Verbindung Fremdstoffcharakter verleihen. So kann
der in Naturstoffen hiufig anzutreffende Methylsubstituent
den biologischen Abbau einer synthetischen Verbindung er-
schweren. Methyl in vicinaler Position zu einem bereits vor-
handenen Substituenten behindert an aromatischen Struktu-
ren den Primérangriff durch Oxygenasen und den Abbau
aliphatischer Verbindungen durch f-Oxidation.

Da die Mikroorganismen solchen xenobiotischen Struktu-
ren im Laufe der Evolution nicht ausgesetzt waren, ist es
klar, daB entsprechende Abbaumechanismen nicht entwik-
kelt wurden. Das Fehlen bestimmter Enzyme fiir den Fremd-
stoffabbau in natiirlichen Biozénosen ist eine der Ussachen
fiir die Persistenz dieser Stoffe.

Die von den Mikroorganismen fiir den Abbau der Natur-
stoffe hervorgebrachten Enzyme haben keine absolute Sub-
stratspezifitit. Dementsprechend unterliegen Fremdstoffe
.zufdlligen* stofflichen Verinderungen, die man als Come-
tabolismus bezeichnet™ ¢!, Diese Reaktionen fiihren in der
Regel nicht zur Mineralisation der Stoffe, d.h. sie werden
nicht vollstandig zu CO,, H,0, anorganischen Stickstoffver-
bindungen etc. abgebaut. Stattdessen entstehen komplexe
Produktgemische, die weiteren biologischen und chemischen
Folgereaktionen unterliegen (siche Abschnitt 6). Fiir die am
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Cometabolismus beteiligten Mikroorganismen ist dieser
ohne Energiegewinn. Da die aktive Biomasse nicht zunimmt
und der oxidative Abbau fiir die Funktion der Oxygenasen
sogar Energie, beispielsweise NADH, verbraucht, verlaufen
cometabolische Reaktionen in der Regel langsam und sind
von auflen nur durch Zufiittern von Wachstumssubstraten
zu beschleunigen. Wir sprechen beim Cometabolismus von
einem unproduktiven oder, wenn Energieverlust und Zell-
schidigung eintritt, sogar von einem kontraproduktiven
Stoffabbau. Die cometabolisch aktiven Organismen bendti-
gen deshalb ein Cosubstrat, um Energie bereitzustellen und
cometabolisch wirksame Enzyme zu induzieren.

5. ProzeBfiihrung und Cosubstrat konnen
entscheidend sein

Ungeachtet der genannten Probleme gibt es eine Fiille von
Beobachtungen, die cometabolische Umsetzungen von
Fremdstoffen als entscheidende Reaktionsschritte fiir den
biologischen Abbau identifizieren. Ein Beispiel ist Nitroben-
zol, welches durch aerobe Bakterien schwer abgebaut wird.
Dagegen ist die Fahigkeit zur Gratisreduktion von Nitro-
benzol zu Anilin, d. h. zur cometabolischen Reduktion durch
unspezifische, eigentlich fiur andere Reaktionen gebildete
Enzyme, eine in anaeroben Bakterienpopulationen (Faul-
schlamm) generell vorhandene Eigenschaft. Das in Gegen-
wart von Elektronendonoren wie Glucose oder Alkoholen in
glatter Reaktion entstehende Anilin ist durch eine nachge-
schaltete aerobe Abbaustufe ohne weiteres vollstindig ab-
baubar!! 6.

Die unspezifische Gratisrcduktion von Fremdstoffen ist
auch auf andere elektrophile Verbindungen itbertragbar. Sie
birgt ein bislang weitgehend ungenutztes Potential, oxidativ
schwer angreifbare Verbindungen dem vollstindigen biolo-
gischen Abbau durch aerobe Mikroorganismen zu erschlie-
Ben. So werden durch Gratisreduktion Azoverbindungen zu
aromatischen Aminen gespalten, die dann dem elektrophilen
Angriff durch Oxygenasen zuginglich sind (siche Ab-
schnitt 7). Aus hochchlorierten Verbindungen wie Tetra-
chlorethen oder polychlorierten Biphenylen kann ein Teil der
Chiorsubstituenten reduktiv abgespalten werden'' "> 18}, was
die Persistenz der Verbindungen gegeniiber einem oxidativen
mikrobiellen Abbau wesentlich vermindert.

Wihrend Tetrachlorethan durch Oxygenasen sehr lang-
sam angegriffen wird, nimmt die Geschwindigkeit der Oxy-
genierung in der Reihe Trichlorethen 12, Dichlorethene und
Vinylchlorid deutlich zu!*?!, Hier sind Monooxygenasen be-
sonders wirksam, deren natlirliche Funktion die Oxidation
von Naturstoffen wie Methan, Alkylarenen!??! oder Alkenen
ist?11, Als besonders wirksam haben sich Tsopren-abbauende
Bakterienstimme erwiesen(?2], Das durch eine Monooxyge-
nase zuerst gebildete 3,4-Epoxy-3-methyl-1-buten (Isopren-
oxid) 10 (Schema 2) wird durch ein Glutathion(GSH)-ab-
hingiges Enzym zum Diol 11 hydrolysiert. Dieser Enzymak-
tivitdt verdanken es die Isopren-abbauenden Zellen, daB sie
im Gegensatz zu methylotrophen Bakterien hohe Konzen-
trationen an 12 tolerieren. Wihrend die Methan-Monooxy-
genasen der methylotrophen Bakterien durch das bei der
Cooxidation von 12 entstehende hochreaktive Epoxid 13 ir-
reversibel inaktiviert werden!??], liefert die entsprechende
Reaktion bei Isopren-abbauenden Zellen ohne Aktivitits-
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verlust drei Aquivalente Chlorid. Der Vorteil von Isopren 9
gegeniiber Methan als Cosubstrat besteht darin, daB dieses
wegen der Strukturanalogic zu 12 solche Bakterien in ihrem
‘Wachstum bcegiinstigt, die durch eine Epoxid-Hydrolase drei
Aquivalente Chlorid abspalten und sich dadurch vor der
Suizidinaktivierung schiitzen. Eine Freisetzung der aus 12 zu

CH, a
- or=c]
H,C CH, cl a

9 12
0, 2|
2—H20 <i/|onooxygenase
—
O=cH o_ Cl
[Vadkii SN
Sh=C ekt
H,C CH, e cl
1 13

RO
[GSH] \\Hydratase

—

T
(')H [IJH (‘)H (I)H
" C//CH—CI—CHz Cl—CH—Cl—Cl

2 CH, [}

1 14
\ foscr
Gl t
Schema 2. [nitialreaktionen des Ab- \ yoxyi
baus von Isopren und des Cometabolis-

mus von Trichlorethen (gestrichelte
Pfeile) durch Rhodococcus eryihropolis
JE77. TCC = Tricarbonsiure-Cyclus.

\TCC/

erwartenden Menge Chlorid wird auch beobachtet, wenn 12
von Bakterien umgesetzt wird, die mit Isopropylbenzol (Cu-
mol) als Energiesubstrat isoliert wurden!2°.. Hier ist offen-
bar die direkte Bildung von 14 auf eine unspezifische Iso-
propylbenzol-2,3-Dioxygenase zuriickzufiithren.

6. Bakterien helfen sich gegenseitig beim
Fremdstoffabbau

Mit zunehmender Komplexitit des Fremdstoffes konnen
Cooxidationsreaktionen zwar noch eine stoffliche Verinde-
rung bewirken, jedoch ist ein vollstindiger Abbau im Sinne
der Mineralisation nicht mehr zu erwarten. Die Vielfalt der
in einer Mischbiozénose vorhandenen Abbauaktivititen ver-
ursacht eine mindestens genauso grofe Vielzahl von Produk-
ten. Aus aromatischen Verbindungen entstehen unter ande-
rem die in Abschnitt 3 erwdahnten aromatischen 1,2-Diole,
welche sich durch Autoxidation und Polymerisation dem wei-
teren biologischen Abbau entziechen und damit die Abbaulei-
stung biologischer Kldranlagen ungiinstig beeinflussen.

Eine Verbesserung des biologischen Abbaugrades eines
Fremdstoffes ist dann zu erwarten, wenn innerhalb einer
Mischbiozonose vorhandene Aktivititen des Partialabbaus
sich gegenseitig erginzen und unter Beteiligung mehrerer
Organismen schlieBlich die Mineralisierung des Stoffes be-
wirken.

Tatsédchlich gibt es solche syntrophen Wechselwirkungen
innerhalb von Mischkulturen, die zu einer vollstandigen Mi-
neralisierung komplexer Fremdstoffe fiithren. Beispiethaft sei
hier der aerobe Abbau von 6-Aminonaphthalin-2-suifo-
nat 15 diskutiert (Schema 3)**1. Die Fahigkeit zum Partial-
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abbau von substituierten Naphthalinen bis zur Stufe der ent-
sprechenden Salicylate ist eine ubiquitdre Eigenschaft. Ent-
scheidend fiir die Selektion Naphthalinsulfonat-abbauender
Bakterien ist die Fahigkeit zur regioselektiven Dioxygenie-
rung in 1,2-Stellung (vgl. auch Lit."*°"). Dadurch wird die
C-S-Bindung labil und die Sulfonsiduregruppe als Sulfit ab-
gespalten. Die Folgereaktionen entsprechen dem bekannten

a anaerob ¢00 _
OH S0;
SO
N=N
17
Cc0o0™
OH S0;
o SeR
NH, H,N
16 15
Stamm BN¢
b aerob ¢ i

COOH *
/C OH ((:)OO_
HO =00 HzN/©/\)S
Hzo‘i ‘* Pyruvat
Fumarat 02*
Per\aof Ne— 16 ce

N\ Stamm BN© /

Schema 3. Mineralisation von Mordant Yetlow 17 durch einen Anaerob-
Aerob-ProzeB unter Verwendung ciner syntrophen Mischkultur: Die reduktive
Spaltung von 17 durch Zellen von Pseudomonas vesicularis BN6 unter anae-
rohen Bedingungen (a) ergibt 6-Aminonaphthalin-2-sulfonat 15 und 5-Amino-
salicylat 16 im Molverhiltnis 1:1, Diese Substanzen werden unter aeroben Be-
dingungen (b) vollstindig und produktiv abgebaut: Nach Desulfonierung und
Ringoffnung gewinnt der Stamm BN6 Pyruvat als verwertbaren Metaboliten.
Das gebildete 16 wird als ,,.Dead-end““-Produkt ausgeschieden, durch den Be-
gleitorganismus  Pseudemonas sp. BN9 aufgenrommen und als Wachs-
tumssubstrat genutzt. Fiir einen kontinuierlichen Abbauproze muB Biomasse
aus der aeroben in die anaerobe Stufe vuriickgefithrt werden.

Stamm BNo6

Naphthalin-Abbau und liefern Pyruvat, das als Wachs-
tumssubstrat dienen kann. Allerdings wird dieser fiir die
Bakterien gewinnbringende Partialabbau durch die Anhiu-
fung von toxischen Salicylaten und deren Oxidationsproduk-
ten beeintréchtigt. Erst bei gleichzeitiger Anwesenheit von
Bakterien, welche durch eine komplementire Abbausequenz
das aus 15 entstehende 5-Aminosalicylat 16 verwerten, wird
der Fremdstoff vollstindig und produktiv abgebaut.
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Bezeichnenderweise ist ein stabiler kontinuierlicher Ab-
bauprozel durch diese Mischkultur'?>! nur dann zu erzielen,
wenn die am Abbau beteiligten Partnerstimme auf einem
inerten Trager (wie Quarzsand) fixiert werden. Offensichtlich
erleichtert der intensive Kontakt zwischen den am Triger
haftenden Zellen der Partnerorganismen den Interspezies-
transfer von 16, d.h. die Ubertragung dieses Metaboliten
von einem Bakterienstamm auf den anderen. Substratverlu-
ste durch Fehlleiten von Zwischenprodukten oder durch Au-
toxidation von 16 konnen durch die Immobilisierung der
Bakterien vollstindig zuriickgedringt werden.

Die durch die Verwertung von 15 als Wachstumssubstrat
entstehenden Bakterienzellen der Mischkultur haben bei Ab-
wesenheit von O, die zuvor erwdhnte Eigenschaft der Gratis-
reduktion von sulfonierten Azofarbstoffen. So wird Mor-
dant Yellow 17 unter anacroben Bedingungen quantitativ in
15 und 16 gespalten (Schema 3a), welche in einer nachge-
schalteten aeroben Stufe vollstindig mineralisiert werdenf2¢!,
Die Fihigkeit zur reduktiven Spaltung der Azogruppe haben
jedoch nur Zellen des Stammes BN6, wenn diese mit Naph-
thalinsulfonat angeziichtet wurden. Offensichtlich hat nur
dieser Organismus ein Transportsystem fiir Sulfonate, das
wzufillig® auch 17 in die Zellen einschleust und damit der
Reduktion zugénglich macht.

7. Amino- und Nitrogruppen kénnen als
Stickstoffquelle dienen

Die Verwertung eines Fremdstoffes als Wachstums-
substrat erfordert in der Regel den vollstindigen Abbau des
Kohlenstoffgeriistes zu Zwischenprodukten des Grundstoff-
wechsels. Frither oder spater im Abbauweg miissen Substi-
tuenten, die den Fremdstoffcharakter bedingen, meist als
Anionen abgespalten werden. Komplexere Strukturen kon-
nen deshalb dem vollstindigen biologischen Abbau wider-
stehen, weil zu vicle neuartige Reaktionsschritte erforderlich
sind. Die klassische Anreicherungskultur, wobei der Fremd-
stoff die einzige und wachstumslimitierende Kohlenstoff-
und Energiequelle fir die Bakterien ist, kann deshalb versa-
gen, und der Fremdstoff scheint dann biologisch nicht ab-
baubar zu sein.

Geinderte Selektionsbedingungen kénnen jedoch zu einer
vollig anderen Beurteilung der biologischen Abbaubarkeit
flihren. Bei Anwesenheit eines leicht abbaubaren Substrates
(z.B. Glucose oder Malat) und unter Stickstoffmangelbedin-
gungen gewinnen solche Bakterien einen Wachstumsvorteil,
die ihren Stickstoffbedarf aus der Abspaltung von Amino-
oder Nitrogruppen befriedigen kdnnen. Anstelle einer kom-
pletten Abbausequenz geniigt hier unter Umsténden ein ein-
ziges Abbauenzym, z.B. eine Ammoniak- oder Nitrit-abspal-
tende Dioxygenase.

Beispielhaft sei hier Sulfanilat 18 genannt, weiches unter
gewohnlichen kohlenstofflimitierten Wachstumsbedingun-
gen dem Abbau widersteht. Anders als beim Metabolismus
von 15 (Schema 3) wird 18 durch Hydrogenophaga palleronii
mit einer Dioxygenase zuerst zu 3,4-Dihydroxybenzolsulfo-
nat 19 desaminiert (Schema 4). Diese Reaktion entspricht
der Desaminierung des Naturstoffes 4-Aminobenzoat 20 zu
Protocatechuat 21. Das Benzoat 20 dient dem Stamm 1 nicht
nur als Stickstoffquelle, sondern kann iber den Protocate-
chuat-4,5-Dioxygenase(P450)-Weg auch als Kohlenstoff-
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quelle verwertet werden kann. 19 wird durch das Enzym
P450 allerdings nicht gespalten.

Dagegen hat Agrobacterium radiobacter (Stamm S2) die
Eigenschaft, sowohl 21 als auch das strukturanaloge 19 zwi-
schen den Diolgruppen durch cine 3,4-Dioxygenase zu spal-
ten und itber eine dem bekannten 3-Oxoadipat-Weg analoge
Abbausequenz vollstindig zu mineralisieren. Anstelle der
aus dem Protocatechuat-Weg bekannten Enzyme der Ring-
spaltung (P340) und Cycloisomerisierung (CME) von Carb-
oxymuconat 22 werden im Falle der sulfonanalogen Sub-
strate 19 und 23 Isoenzyme (CS120 bzw, SMC) wirksam.

Hydrogenophaga pakeronii Agrobacterium radiobacter

Stamm S1 Stamm S2
NH, NH, i
]
Ce 0 |
I
_ _ '
€00 s0; \
i_»NHﬁ—’l !
;
OH OH | OH OH
OH OH ; OH OH
21 19 e 19 21
o0~ S0, S0; 00~
1
P450 l csizo i cstzo l P340 l
“00C~_gH o0~ c00”
OHC | | 00723 | 0072
X = P
€00~ 505 €00~
i SMC l CMLEl
TC

00" oo™ g
00” \—Q=o
0PNF \
ELHl
MAR
00"
TCC +—— {00

Schema 4. Abbau von Sulfanilat 18 durch eine syntrophe Mischkultur: Hydro-
genophaga palleronii (Stamm S1} verwertet 4-Aminobenzoat 20 via Protocate-
chuat 21 und desaminiert entsprechend 18 zu 3,4-Dihydroxybenzolsulfonat 19.
Nach Interspeziestransfer von 19 ( x} iibernimmt vorwiegend Agrobacterium
radiobacter (Stamm S2) dessen Ring6ffnung. Dieser Stamm baut 2% iber den
bekannten 3-Oxoadipat-Weg ab. 18 wird iiber einen weitgehend analogen Weg
assimiliert, erfordert jedoch zusitzliche Enzyme: Brenzcatechin-4-sulfonsiure-
1,2-Dioxygenase (CS120), Sulfomuconat-Cycloisomerase (SMC), Sulfolacton-
Hydrolase (SLH) und Maleylacetat-Reduktase (MAR). ELH = Enol-Lacton-
Hydrolase.

Die Abspaltung von Sulfit auf der Stufe des Sulfolactons 24
erfordert ein einzigartiges Enzym, die Sulfolacton-Hydrolase
(SLH), da die Carboxymuconolacton-Decarboxylase (CMD)
des klassischen Protocatechuat-Weges diese Reaktion nicht
katalysieren kann. Die Maleylacetat-Reduktase (MAR)
wird im Protocatechuat-Weg nicht bendtigt. Dieses Enzym
wird beim Wachstum mit 19 als Substrat synthetisiert und
ist, wie aus Abbauwegen von Resorcin und von Halogenare-
nen bereits bekannt, dafiir verantwortlich, daB diese mit dem
3-Oxoadipat-Weg konvergieren.

Die Bakterienstimme S1 und S2 bilden bei Kultivierung
mit 18 als einzige Stickstoff-, Schwefel- und Energiequelle
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eine stabile Syntrophie!>”\. Stamm S2 ist dabei auf die einlei-
tende Ammoniakabspaltung durch eine selektive Dioxyge-
nase vom Stamm S1 angewiesen. Dieser kann 18 zunichst
nur als Stickstoffquelle verwerten, da dessen Enzym CS120
das Intermediat 19 unter normalen O,-Partialdriicken zu
langsam spaltet. Wie Hydrogenophaga am 3,4-Dihydroxy-
benzolsulfonat als Kohienstoff- und Energiequelle partizi-
piert, ist noch ungeklart.

Grundsitzlich lassen sich auch Bakterien aus der Natur
gewinnen, die aus Nitroarenen unter aeroben Bedingungen
Nitrit abspalten und sich durch dessen Assimilation mit
Stickstoft versorgen. Bei entsprechenden Kulturbedingun-
gen werden sogar Nitrophenole abgebaut, die wegen ihrer
hohen Toxizitit bislang als ,,nicht-biologiefihig* galten!?8],
Bezeichnenderweise entwickeln sich bei der Selektion mit
2,4-Dinitrophenolat 25 oder Pikrat 26 als einzige Stickstoff-
quelle nur Gram-positive Bakterien (vorwiegend Rhodo-
kokken), und zwar solche, die gegen die entkoppelnde Wir-
kung dieser Zellgifte weitgehend unempfindlich sind[?°). Da
26 von Oxygenasen nur schwer oxidiert wird, gehen, wie in
Schema 5 dargestellt, diese Bakterien einen ungewdhnlichen
Weg. Sie iibertragen H™ aus NADPH auf den Kern, ohne
Nitrogruppen zu reduzieren®%.

2
26 27 25

o o 0
N NO, O,N ND NO
NADPH 2 2 2 Tco
H Y -2NO;
H -NO;
Noz -O/N\D.— N

Schema 5. Rhodococcus erythropolis HLPM1 verwertet Pikrat 26 und 2,4-Dini-
trophenolat 25 als Stickstoffquelle. Als Primdrmetabolit nachgewiesen ist der
Meisenheimer-Komplex 27, der enzymatisch unter Abspaltung von Nitrit zu 25
abgebaut wird.

Der entstehende Meisenheimer-Komplex 27 ist stabil und
spaltet unter der Wirkung eines zusitzlichen Enzyms Nitrit
ab, wobei Rearomatisierung zu 25 eintritt. Dieses wird voll-
stindig abgebaut, wobei pro Mol 25 nahezu zwei Mole NO,
freigesetzt werden.

8. Mabgeschneiderte Bakterien mit hybriden
Abbauwegen

In der biologischen Entsorgungstechnik kommen fast aus-
schlieBlich mikrobielle Mischpopulationen zum Einsatz.
Diese bergen gegeniiber organischen Substraten naturlicher
Herkunft ein vielseitiges Abbaupotential, welches das einzel-
ner Spezies weit {iberschreitet. Die vollstindige Mineralisa-
tion und Verwertung von Fremdstoffen erfordert jedoch, wie
am Beispiel von 18 und 15 erldutert, ein komplexes Zusam-
menspiel von Partialaktivititen innerhalb der Mischpopula-
tion. Dieser syntrophe Abbau ist wegen der Moglichkeit des
Verlustes und des Fehlleitens von Metaboliten vielfaltigen
Storeinflilssen ausgesetzt. Unter realen Bedingungen wird
ein erheblicher Teil von Fremdstoffen durch cometabolische
Reaktionen zu undefinierten, meist dunklen héhermolekula-
ren Produkten umgewandelt, die wie Huminstoffe einem ra-
schen biologischen Abbau nicht zugénglich sind. Hier wird
deutlich, daB die Interaktion von Mikroorganismen mit kom-
plementiren Abbaueigenschaften im Sinne eines vollstdndi-
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gen Abbaus kritisch sein kann und Fremdstoffe oder deren
Metabotite in unproduktiven Abbaupfaden ,,versickern® so-
wie abiotischen Folgereaktionen unterliegen k6nnen.

Bakterienzellen, die iiber komplette Abbauwege verfiigen
und Fremdstoffe vollstindig und produktiv abbauen, sollten
dementsprechend einen klaren Selektionsvorteil geniefen.
Unter den Bedingungen der kontinuierlichen Kultivierungin
einer Abwasserbehandlungsanlage wiirde sich der Zuwachs
dieser Spezialisten, die Fremdstoffe vollstindig mineralisie-
ren, selbstregulierend auf das jeweilige Angebot an Fremd-
stoffen einstellen und den unproduktiven Abbau durch Co-
metabolanten zurlickdrangen.

Daf3 Bakterien mit neuen kompletten Abbauwegen unter
geeigneten Selektionsbedingungen wirklich entstehen kénnen,
veranschaulicht das Beispiel der Chlornitrophenole. Diese ha-
ben wie andere Nitrophenole wegen ihrer entkoppelnden Wir-
kung auf die Atmungskette hohe Bakterientoxizitit. Wahlt
man die Selektionsbedingungen so, dal} in Gegenwart einer
leicht verwertbaren Verbindung (z.B. Succinat) 4-Chlor-2-ni-
trophenol 28 in niedriger Konzentration vorliegt (< 0.5 mM)
und alleinige Stickstoffquelle ist, so lassen sich leicht Bakte-
rien isolieren, die durch Oxygenierung 28 zu 4-Chlorbrenz-
catechin 29 und Nitrit umwandeln (Schema 6). Nitrit und
Succinat ermdglichen dann das Wachstum der Bakterien,

OH
NO,
28 Nitrit-abspaltender
Bakterienstamm

c Pseudomonas sp. N31

0,, 2H) NO;
OH Chlorbrenzcatechin-
OH Abbauweg
aus Pseudomonas sp. B3
29
oder
Alcaligenes eutrophus
a JMP134
1‘[[‘
TCC

Schema 6. Abbau von 4-Chlor-2-nitrophenol 28 durch in vivo konstruierte
Hybridstimme von Pseudomonas sp. N31 oder Alcaligenes eutrophus IMP 134,

Die leicht selektierbare Eigenschaft des Partialabbaus von
28 zu 29 kann jedoch unter realen Bedingungen der Abwas-
serbehandlung nicht zum Tragen kommen, da Stickstofflimi-
tierung dort kaum zu realisieren ist. Daruber hinaus unter-
liegt das sich anhdufende 29 der Autoxidation und weist
ebenfalls Bakterientoxizitdt auf. Hier kénnen Bakterien-
stimme Abhilfe schaffen, die Chlorbrenzcatechine assimilie-
ren und bei denen sich diese komplementdre Eigenschaft
(Schema 7) auf einem iibertragbaren genetischen Element,
z.B. auf den Plasmiden pJP4, pWR1 oder pAC25 befin-
det!*!!. Dadurch kénnen spontan Hybridstimme mit kom-
pletten Abbauwegen entstehen. Diese durch natiirlichen
Gentransfer entstandenen Bakterien bauen 28 volistindig ab
und nutzen diese Verbindung als alleinige Kohlenstoff-,
Stickstoff- und Energiequelle’*!,

Wie am Beispiel von 28 veranschaulicht, lassen sich neue
hybride Abbaueigenschaften fiir eine Vielzahl anderer Chlor-
arene wie Chlorbenzoate, Chlorphenole, Chloraniline, Chlor-
salicylate, Chlorbenzole, Chlorphenoxyacetate!*!! und Chior-
biphenyle®®! durch natiirlichen Genaustausch entwickeln (321,
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Schema 7. Prinzip der Evolution hybrider Abbauwege fiir Chlorarene: Chlor-
arene werden durch Aren- oder Methylaren-abbauende Bakterien zu Chlor-
brenzcatechinen cometabolisiert. Durch Akquisition der Gene fiir den Chlor-
brenzcatechin-Abbau (vgl. Schema 8) konnen hybride Abbauwege entstehen.
die den vollstindigen Abbau der Chlorarene ermdaglichen. Donorstimme fir
diese Gene sind Bakterien, die 30 oder 31 verwerten und die die katabolische
Information auf Plasmiden wie pWR1, pJP4 oder pAC25 tragen.

Grundlage fiir dieses Evolutionspotential sind die natiirlichen
cometabolischen Aktivitdten, die Chlorarene zu Chlorbrenz-
catechinen cooxidieren. Enzyme, die Methylarene abbauen,
sind hier wegen der Strukturanalogie mit den entsprechen-
den chlorsubstitutierten Verbindungen besonders wirksam.

Bakterien mit der komplementéren Eigenschaft zur Assi-
milation von Chlorbrenzcatechinen bilden in natiirlichen
Populationen zwar nur eine Randgruppe, sie sind jedoch
ubiquitdr. Durch Substrate mit geringer Bakterientoxizitdt
wie 3-Chlorbenzoat 30 oder 2,4-Dichlorphenoxyacetat 31
(Schema 8) lassen sich solche Spezialisten aus Boden- oder
Gewdsserproben relativ leicht anreichern und in Reinkultur
gewinnen[33),

Es ist bemerkenswert, daf3 die katabolische Sequenz fiir 30
und 31 derjenigen des klassischen Benzoat-Weges (3-Oxoadi-
pat- oder ortho-Weg) analog ist (Schema 8). Bestimmte Enzy-
me, z.B. die Chlorbrenzcatechin-1,2-Dioxygenasen (CC120)
und die Chlormuconat-Cycloisomerasen (CMC und DCMC)
sind Isoenzyme, die nicht nur die entsprechenden halogen-
substituierten, sondern auch die gewdhnlichen chlorfreien
Substrate umsetzen. Diese Enzyme werden nur beim Wachs-
tum mit 30 (Pseudomonas sp. B13) oder 31 (Alcaligenes eu-
trophus) gebildet. Die gewdhnliche Brenzcatechin-1,2-Dioxy-
genase (C120) und Muconat-Cycloisomerase (MC, Schema 8)
des 3-Oxoadipat-Weges sind gegeniiber chlorsubstituierten
Metaboliten wenig wirksam.

Die zum Teil hohen Homologien in den Aminosaurese-
quenzen der Isoenzyme deuten darauf hin, dafi die Enzyme
fiir den Chloraren-Abbau aus den entsprechenden Proteinen
des klassischen ortho-Weges hervorgegangen sind. Aus der
Hiufigkeit der Anderungen der DNA-Sequenz, die sich nicht
in der Aminosduresequenz auswirken, 14t sich abschitzen,
daB zumindest das Enzym CMC aus dem 3-Chlorbenzoat-
Abbau und das Enzym DCMC aus dem 2,4-Dichlorphen-
oxyacetat-Abbau von den klassischen Muconat-Cycloiso-
merasen (MC) divergierten lange bevor anthropogene Sub-
strate, d.h. Produkte der chemischen Industrie, die Evolu-
tion dieser Proteine begiinstigen konnte!3#],

Beim Sulfolacton-hydrolysierenden Enzym (SLH in Sche-
ma 4) des Sulfobrenzcatechin-Weges hatten wir bereits ein
fir den Fremdstoffabbau einzigartiges Enzym kennenge-
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lernt, das hinsichtlich seiner katalytischen Wirkung keine
Analogie im Protocatechuat-Weg hat.

In der Dienlacton-Hydrolase (DLH) des modifizierten or-
tho-Weges (Schema 8) finden wir ein Enzym, welches nur die
Dienlactone 32 und 33, jedoch nicht die entsprechenden Lac-
tone des klassischen ortho-Weges (siche Benzoat-Abbau in
Schema 8) angreift!**]. Inwieweit diese Hydrolasen dennoch
miteinander verwandt sind, wird gegenwiirtig untersucht.

Normalerweise existieren der klassische!® und der modifi-
zierte ortho-Weg nebeneinander, wobei ersterer chromoso-
mal und letzterer meist plasmidisch kodiert (in Schema 6, 7
und 8 jeweils durch Umrandung gekennzeichnet) vorliegt
und die entsprechenden Enzyme nur in Gegenwart chlorier-
ter Verbindungen gebildet werden. Bei Substratgemischen
von Arenen und Chlorarenen treten beide Wege in Aktion,
ohne sich gegenseitig zu beeinflussen.
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?H SOH HOi OH
H H Cl
Cl
Ci

@f @ SO

| c120 ] ccio cc120]
[ .
7
Cl # Cl & Cl
Cl
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CO0” ¥
L}coo‘ cogoo oo
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Tricarbonsédure-
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Schema 8. Fiir den Abbau von Chlor- und Dichlorarenen wie 3-Chlorben-
zoat 30 bzw. 2,4-Dichlorphenoxyacetat 31 sind in Bakterien (z.B. Psendomonas
sp. B13 oder Alcaligenes eutrophus IMP134) Reaktionsfolgen verwirklicht, wel-
che derjenigen des bekannten ortho-Weges (Brenzcatechin-Zweig des 3-Oxoadi-
pat-Weges [8]) analog sind. Beim Wachstum mit Chlorarenen werden fiir den
Abbau von Chlorbrenzcatechinen spezifische Enzyme synthetisiert, welche ge-
geniiber den dabei auftretenden Metaboliten hohe Akldivitiiten aufweisen
(Enzyme des ,,modifizierten ortho-Weges* durch dicke Pfeile gekennzeichnet).

Eine vollig andere und fir die Baktcrien fatale Situation
ergibt sich, wenn Chlor- und Methylarene gleichzeitig vorlie-
genB®, Letztere bewirken die Synthese der Enzyme des
meta-Weges'®l. Aufgrund der sterischen Analogie spaltet die
meta-Pyrocatechase nicht nur methyl-, sondern auch chlor-
substituierte Brenzcatechine (Schema 9). Aus 34 entsteht da-
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bei das Sdurechlorid 35, welches das ringspaltende Enzym
durch Acylierung irreversibel inaktiviert. Die meta-Spaltung
von 29 erzeugt stabile chlorhaltige Dead-end-Metabolite,
vorwiegend 5-Chlor-5-formyl-2-hydroxypenta-2,4-dienoat 36.

Y (¥=H, COO", OH, NH,)
@»x (X=Cl, CHy)
meta-Spaltung l ortho-Spaltung
OH OH
- el o COO _vE(jO—» TCC
-—
X |=0 ol
35 U 34
unproduktiv
OH
~00C OH OH €00~ _ 0.
we O [ <b @ o [[ = 0 TCG
(EQS o A o €00 =
36 29 33
OH
“00C OH OH €00~ 0
TCC e OH)C\j -— Ay Ji/coo — o e
CHy X CH3
37 41
unproduktiv
OH
"00C~_oH OH €00” _ 00" g
TCC - CH:ﬁ:O\j -— — [| (00— 0 >em
CHY S CH, N CH, —
38 40 42 CH,

Schema 9. Aufgrund eingeschrinkter Spezifitit der Chlorbrenzcatechine ab-
bauenden Enzyme (modifizierter ortho-Weg in Schema 8) und der Brenzcate-
chin-2,3-Dioxygenase des meta-Weges [8] kdnnen Methylarene in den ortho-
Weg und Chlorarene in den meia-Weg fehlgeleitet werden. Daraus entstehen
Stoffinkompatibilititen, wenn z.B. Gemische von Chlor- und Methylarenen
vorliegen und dadurch beide Abbauwege gleichzeitig induziert werden.

Offenbar ist der meta-Weg fiir den Abbau von Chlorare-
nen nicht nur unproduktiv, sondern verliert in Gegenwart
hoher Konzentrationen an Chlorarenen wegen der Inaktivie-
rung der Brenzcatechin-2,3-Dioxygenase auch fiir den pro-
duktiven Abbau von Methylarenen seine Wirksamkeit. Dar-
uber hinaus wird die Unvertriglichkeit von Methyl- und
Chlorarenen noch verstirkt, indem die Methylbrenzcatechine
37 und 38 leicht in den modifizierten ortho-Weg des Chlor-
brenzcatechin-Abbaus flieBen. Dieser Abbau fiihrt jedoch
ebenfalls in eine Sackgasse, da die entsprechenden Methyl-
muconsduren 39 bzw. 40 keine Dienlactone bilden kdnnen.
Deshalb sind die Methyllactone 41 und 42 Dead-end-Meta-
bolite, die durch enzymatische Cycloisomerisierung in op-
tisch reiner Form angehéuft wird.

Die zuvor diskutierte Evolution neuer Abbauwege fiir
Chlorarene unter Beteiligung von Initialenzymen des Methyl-
aren-Abbaus erfordert die Abschaltung des fiir Methylarene
essentiellen merfa-Weges'®), Dementsprechend haben Bakte-
rienstimme, welche die Fahigkeit zum Abbau von Chlorare-
nen erlangt haben, gleichzeitig das Potential zur Verwertung
von Methylarenen eingebiift. Es ist bezeichnend, dal zu-
nichst instabile Hybridstimme entstehen, welche in Gegen-
wart von Chlorarenen den meta-Weg durch Suizidinaktivie-
rung von C230 abschalten. Bei lingerer Kultivierung mit
Chlorarenen setzen sich schneller wachsende Spontanmu-
tanten durch. Diese haben das Strukturgen von C230 durch
Insertion inaktiviert und umgehen damit die kostspielige Re-
gulation durch Suizidinaktivierung von C2300371.

Angew. Chem. 1993, 105, 1437-1448



9. In vitro manipulierte Abbaustimme
als Ultima ratio

Obwohl es Mikroorganismen gibt, welche Chlorarene ab-
bauen kénnen oder diese Fahigkeit unter Rekrutierung von
Enzymen des Methylaren-Abbaus rasch evolvieren konnen,
ist das gleichzeitige Auftreten von Methyl- und Chlorarenen
offenbar fatal. Ein Ansatz, mit dem es moglicherweise ge-
lingt, diese inkompatiblen Stoffgemische vollstindig und
produktiv abzubauen, wire ein multifunktioneller ortho-
Weg, der nicht nur die Assimilation von Arenen und Chlor-
arenen ermdoglicht, sondern auch durch ortho-Spaltung Me-
thylarene als Wachstumssubstrate erschlieBt{39],

Fiir die Entwicklung eines solchen multifunktionellen or-
tho-Weges entsprechend Schema 10 ist Pseudomonas sp. B13
geradezu ideal, da dieser Organismus 6 und die Chlorbrenz-
catechine 34 und 29 durch ortho-Spaltung abbaut und keine
den Chloraren-Abbau stdrende mera-Spaltungsaktivitit auf-
weist. Fiir die Assimilation von 37 fehlt hier lediglich ein En-
zym, welches 41 in das isomere 3-Methyllacton 43 umwandelt.
Letzteres ist dann wie das Muconolacton des bekannten or-
tho-Weges (siehe Schema 7) zum Enollacton isomerisierbar
und damit in analoger Reaktionsfolge vollstindig abbaubar.
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Schema 10. In-vitro-Konstruktion eines hybriden Abbauweges fiir den Simul-
tanabbau von Chlor- und Methylarenen: Der Stamm Pseudomonas sp. B13
erwirbt die Fihigkeit zum Abbaun von 4-Chlorbenzoat (44, R = Cl) durch In-
sertion der Gene des Initialenzyms des Toluolabbaus (TOL-Plasmid). Die zu-
silzlich rekrutierte Lacton-Isomerase aus dem Chromosom von Alcaligencs
eutrophus ermoglicht auch den Abbau von 4-Methylbenzoat (44, R = CH,;).
Der Konstruktionsstamm FR1 (pFRC20P) kann 4-Chlorbenzoat und 4-Me-
thylbenzoat gleichzeitig verwerten, nach spontaner Mutation (Stamm
FR1(pFRC20P)-1) auch 4-Chlorphenol (46, R = Cl) und 4-Methylphenol (46,
R = CH,).
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Das Gen fiir die erforderliche Lacton-Isomcrase wurde auf
dem Chromosom von Alcaligenes eutrophus IMP134 pefun-
den. Nach Klonierung auf einem Cosmidvektor (pFRC20P)
wurde die entsprechende Eigenschaft konjugativ auf den
Stamm B13 ibertragen. Um die neu erworbene Fihigkeit
zur Assimilation von 37 durch orthe-Spaltung fiir ein sclekti-
ves Wachstumssubstrat nutzen zu konnen, wurden mit einem
hybriden Transposon (Tn5: xyl XYZLS) dem Stamm B13
zuvor die Gene der Initialenzyme des Toluolabbaus inseriert.
Durch die Genprodukte Toluat-1,2-Dioxygenase (xyl XYZ),
Cyclohexadiendiol-1-carboxylat-Dehydrogenase (xyl L) sowie
einem regulatorischen Gen (xyl S) erwirbt der Stamm B13
Initialenzyme des Abbaus mit erniedrigter Substratspezifitit
und damit zunichst die Fahigkeit zur Verwertung von 4-
Chlorbenzoat (44, R = Cl). Durch die konjugativ rekrutierte
Isomerase tritt zusdtzlich die Fihigkeit zum Abbau von 4-
Methylbenzoat (44, R = CH,) in Funktion. Das konstruiertc
B13-Derivat FR1(pFRC20P) baut dann gleichzeitig 4-Chlor-
und 4-Methylbenzoat (44, R = Cl bzw. CH;) ab, ohne dal}
Teile des Substratgemisches fehlgeleitet werden oder als Dead-
end-Mctabolite in die Kulturfliissigkeit abgegeben werden.

Praxisrelevanter als Chlor- und Methylbenzoate sind Mi-
schungen aus Chlorphenolen und Kresolen. Da der Stamm
B13 a priori 4-Chlorphenol (46, R = Cl) vollstéindig ab-
bauen kann, sollte das Derivat auch die Fahigkeit zum Ab-
bau von Kresol erwerben konnen. Dies erfordert jedoch eine
Spontanmutation (Mutationsrate 10~7 —10~%), durch wel-
che das Bakterium (Stamm FR1(pFRC20P)-1) ,,lernt*, Kre-
sol (46, R = CH,) als Induktor der Chlorphenol-Hydroxylase
zu ,,erkennen‘.

Die Evolution eines komplexen Abbauweges kann, wie
das Beispiel des Simultanabbaus von Chlor- und Methyl-
arenen lehrt, eine Vielzahl genetischer Ereignisse erfordern
(vgl. Lit.*®), Da diese nacheinander stattfinden miissen und
durch Selektion nur der letzte Entwicklungsschritt begiinstigt
ist, kann dieser Prozel3 in der Natur nur sehr langsam voran-
schreiten. Offensichtlich erfordert dic Neukombination in
der Natur vorhandener Aktivititen des Partialabbaus zu
neuen funktionsfihigen Abbausequenzen fiir Fremdstoffe
einen klaren Konstruktionsplan, bei dem jeder einzelne Ent-
wicklungsschritt mit einem entsprechenden Selektionsprin-
zip verkniipft sein muB. Ist dies erfiillt, so lassen sich durch
genetische Manipulation kritische Reaktionsschritte iiber-
winden. Durch Mobilisierung bestimmter Gene und Gen-
blocke, welche unspezifische multifunktionelle Abbause-
quenzen kodieren, wird das Evolutions- und Abbaupotential
natiirlicher Bakterienpopulationen gegeniiber strukturver-
wandten Fremdstoffen entscheidend erhoht.

Ein wesentlicher Vorteil der experimentellen Evolution
von Abbauwegen besteht in der Méglichkeit des planvollen,
gezielten Vorgehens. Dieses erfordert jedoch detaillierte
Kenntnisse der Biochemie und Regulation des Fremdstoff-
abbaus sowie die Analyse der Organisation der entsprechen-
den Gene.

Da fir die Mehrzahl der in der Praxis relevanten Fremd-
stoffe noch die erforderlichen Grundlagenkenntnisse fehlen,
ist bei der Anwendung mikrobieller Abbaumethoden mo-
mentan eine eher pragmatische, wissenschaftlich weniger an-
spruchsvolle Vorgehensweise angezeigt. Um die Abbau-
leistung natiirlicher Biozoénosen gegeniiber Fremdstoffen zu
steigern, sind Mallnahmen, welche den Néhrstoff- und Ener-
giebedarf der Mikroorganismen befriedigen und der Einsatz
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von Hilfssubstraten, welche die Keimzahlen cometabolisch
aktiver Organismen erhdhen und damit den natiirlichen
Gentransfer begiinstigen, beim gegenwirtigen Kenntnis-
stand noch die Methode der Wahl.
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