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5. Zusammenfassung

Aus aeroben Anreicherungskulturen mit entwässertem Aücklaufseh lamm

als Impfgut und 1-CI-Butan, 1-CI-Pentan bzw. 1-Cl-Hexan als einziger
C- und Energiequelle wurden 3 coryneforme Bakterien isoliert. Einer

dieser Organismen, der als ßrthrobacter ep. HAI bestimmte Bakterien¬

stamm, wurde näher untersucht. Stamm HAI konnte mindestens 28

halogenierte aliphatische KU mit einer Kettenlänge uon 2 bis 16

C-Atomen als alleinige Uachstumssubstrate uerwerten. Die exponen¬

tiellen Uachstuwsraten mit 1-Br-Propan, 1-J-Propan, I-Cl-Butan,

1-CI-Pentan bzw. 1-Cl-Hexan betrugen in der gleichen Aeihenfolge

0,12 h"1, 0,09 h"1, 0,11 h"1, 0,14 h"1 bzw. 0,14 h'1. Die Toxizitäts-

grenze der a-HaIogenaIkane lag im mM-Bereich. Sie sank mit zunehmen¬

der Ketten länge der Substanzen. Jodierte Uerbindungen waren toxi¬

scher als bromierte und diese wiederum toxischer als chlorierte.

Stamm HAI synthetisierte für die Uerwertung unterschiedlicher halo¬

genierter Substrate uerschiedene (mindestens 4) induzierbare Dehalo-

genasen. Eine uon ihnen, die 1-CI-Hexan-Halidohydrolase, wurde aus

diesem Stamm mittels Salzfällung, DEAE-Anionenaustauschchromatogra-

phie und Gelfiltration gereinigt und charakterisiert. Das Enzym war

ein Monomer uon 37 000 und stellte 2 bis 2,5 X des löslichen

Proteins dar. Die Optima für pH-Uert und Temperatur betrugen 8,5-11

bzw. 50 °C. Das Enzym besaß kein ausgeprägtes lonenstärkeoptimum.

Die N-terminale Aminosäurensequenz und die Aminosäurenzusammen¬

setzung wurden bestimmt. In das große Substratspektrum des Enzyms

gehörten neben a-HaIogenaIkanen subterminai substituierte, uerzweig¬

te, disubstituierte, alicyclische und aromatische Halogenuerbin-

dungen. Durch cofaktorfreie Hydrolyse der halogenierten KU entstan¬

den die korrespondierenden Alkohole, und die entsprechenden Halogen¬
ionen wurden freigesetzt. Fluorierte Alkane wurden nicht umgesetzt.

Der K^-Uert für a-HaIogenaIkane sank mit steigender Ketten länge und

lag zwischen 6,4 mM (1-J-Methan) und 0,02 mM (1-Br-Propan).

Aus Grundwasser, das seit mehreren Jahren mit DCM uerunreinigt gewe¬

sen war, wurde ein neues fakultatiu methylotrophes Bakterium (Stamm

DM11) isoliert. Stamm DM11 wuchs mit DCM als einziger C- und

Energiequelle wesentlich schneller (u - 0,22 h"1) als frühere Iso-
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late (u = 0,08 h"1).

Die induzierbare DCM-Dehalogenase uon Stamm DM11 wurde mittels

Protaminsulfatfällung und DEAE-Anionenaustauschchromatographie ge¬

reinigt. Uie die uon anderen Autoren beschriebenen DCM-Dehalogenasen
besaß dieses Enzym eine absolute GSH-Abhängigkeit und ein auf Diha¬

iomethane beschränktes Substratspektrum. Das neu isolierte Enzym
unterschied sich uon den bekannten DCM-Dehalogenasen, die alle glei¬
che oder sehr ähnliche Eigenschaften besaßen, in folgenden Punkten:

(a) Anteil am gesamten löslichen Protein (7 X statt 16 X)

(b) eine 4 bis 5 mal höhere spezifische Aktiuität

(c) unterschiedliche Aminosäurenzusammensetzung und N-terminale

Aminosäurensequenz

(d) starke Bindung bei der DEAE-Chromatographie
(e) sigmoide statt hyperbolische Sättigungskurue für GSH

(f) geringeres MG der Untereinheit (34 000 statt 35 000)

Durch Hybridisierungsexperimente wurde gezeigt, daß eine für die

früher beschriebenen DCM-Dehalogenasen spezifische Gensonde trotz

der strukturellen und kinetischen Unterschiede des neu isolierten

Enzyms an ein 6,6 kb BamHI Aestriktionsfrogment aus Gesamt-DNA uon

Stamm DM11 bindet. Es sollte deshalb möglich sein, das DCM-Deha-

logenase-Strukturgen aus Stamm DM11 zu klonieren und den hier

präsentierten Uergleich zwischen der DCM-Dehalogenase uon Stamm DM11

und den früher beschriebenen Deha1ogenasen durch einen Uergleich der

entsprechenden Strukturgene zu ergänzen.

Unter anaeroben sulfatreduzierenden Bedingungen wurde in

Reinkulturen uon Besulfobacterlu* outatroph(cum HRM2 Transformation

uon CCI4, CHCI3 und 1,1,1-TrichIorethan festgestellt. Uährend den

reduktiuen Reaktionen wurden CHCI3, CHjCIj bzw. 1,1-Dichlorethan

gebildet. Ch^CI2j CHF3, 1,1-DichIorethan, Trichorethen und Tetra¬

chlorethen wurden nicht transformiert. Ruhende Zellen uon B.

autotrophlcu* setzten CCI4 mit einer spezifischen Rbbaurate uon 0,45

mkat/kg Protein zu CHCI3 um. Hemmung des Uachstums uon B.

autotrophlcu* sowie der MinimethanbiIdung durch die transformierten

Substanzen deuten hin auf eine Beteiligung uon Enzymen des

Rcetyl-CoR / CO-Dehydrogenase Ueges an den Transformationen.

In einer Anreicherungskultur uon nitratreduzierenden, wasserstoff-

oxidierenden Bakterien wurden keine Transformationen der polyhalo¬

genierten Uerbindungen und keine Hemmung des Uachstums festgestellt.
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6. Summary

Three coryneform bacteria were isolated from batch enrichments in

mineral medium which contained 1-chlorobutane, 1-chloropentane or

1-chIorohexane as sole source of carbon and energy for growth; the

inoculus was actiuated Sludge from an industrial waste treatment

plant. One isolate was examined in detail. It was identified as an

ßrthrobacter ep. and deeignated strain HAI. Strain HAI utillzed

quantItat luely at least 28 haloalkanes. The growth rates on 1-bromo-

propane, 1-iodopropane, 1-chlorobutane, 1-chloropentane and 1-chlo-

rohexane were 0.12 h"1, 0.09 h"1, 0.11 h"1, 0.14 h"1 and 0.14 h"1',
respectiuely. The toxicity-limit of a-haloalkanes for growth Sub¬

strates lay in the mM-range and decreased with increasing chain

length (C4-C10). At any one a-ha loal kane chain length, the order of

toxicity was I > Br > CI.

Strain HAI synthesized at least four different inducible dehaloge-

nases to utilize different halogenated Substrates. One dehalogenase,
named 1-CI-hexane-haIidohydroIase, was purified by salt fractiona-

tion, anion-exchange chromatography and gel filtration. The enzyme

was monomeric, had a molecular weight of 37 000 and it comprized

2-2.5 X of the soluble cell protein. The pH- and temperature optima

were 8.5-11 and 50 °C, respectiuely. N-terminal amino acid sequence

and total amino acid composition were determined. A wide Substrate

ränge including a-haloalkanes, subterminally substituted, branched-

chain, disubstituted, alicyclic and aromatic halogenated Compounds

was obserued. No actiuity was found towards fluorinated alkanes. The

reaction was shown to be hydrolytic and to require no cofactors. The

K^-ualue for a-haloalkanes decreased with increasing chain length

(Cj-Cg) and showed ualues between 6.4 mM (1-iodomethane) and 0.02 mM

(1-bromopropane).

A new facultatiue methyiotrophic bacterium (strain DM11) was

isolated from groundwater subject to contamination with DCM for

seueral years. The new isolate grew more rapidly in DCM-salts medium

(u - 0.22 h"1) than all earlier Isolates (u - 0.08 h"1). The

inducible OCM-dehalogenase of strain DM11 was purified by Protamine

sulfate fractionation and anion-exchange chromatography. The cofac-
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tor requirement and narrow Substrate ränge were similar to those of

the preuiously characterized enzymes, all of which shared the same

or uery similar properties. The new enzyme differed from the known

enzymes in the following points:

(a) protein concentration in the cell (7 X instead of 16 X)

(b) a 4 to 5-fold higher specific actiuity

(c) different amino acid composition and different N-terminal

amino acid sequence

(d) strong binding on DEAE anion-exchange material

(e) reaction rate a sigmoidal function of GSH-concentration and not

hyperboIi c

(f) lower subunit molecular weight (34 000 istead of 35 000)

Despite these marked differences there was similarity of the DM11-

dehalogenase to the DM4-dehalogenase at the leuel of DNA sequence.

A DNA fragment from strain DM11 hybridized with a gene probe for the

DCM-dehaiogenase from ffethylobacterlu* ep. strain DM4.

Transformation of CCI4, CHCI3 and 1,1,1-triehloroethane was obserued

in pure eultures of Besulfobacterlu* autotrophlcu* HAM2 under

anoerobic, sulfate-reducing conditions. The transformation products

(CHCI3, CH2CI2, 1,1-dichloroethane) indicated reduetiue reactions.

1,1-dichloroethane, tri- and tetrachloroethenes, CH2CI2 and CHF3 were

not transformed. Aesting cells transformed CCI4 to CHCI3 with a

degradation rate of 0.45 mkat/kg protein. Autotrophic growth of D.

autotrophlcu* and mini-methane formation were inhibited by those

haloalkanes which were subject to transformation. This implied an

inuoluement of enzymes of the acetyl-CoA / CO-dehydrogenase pathway.
An autotrophic denitrifying organism showed no transformation of the

polyhalogenoted Compounds and no growth inhibition were obserued

under nitrate-reducing conditions.


