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Abstract

Bakterien verwenden fiir den Abbau von Kohlenwasserstoffen
unter oxischen Bedingungen Sauerstoff als Co-Substrat in
Aktivierungsreaktionen sowie als Elektronenakzeptor. Auf-
grund dieser zentralen Rolle des Sauerstoffs wurde viele Jahr-
zehnte angenommen, dass ein Abbau unter anoxischen
Bedingungen (Abwesenheit von Sauerstoff) nicht méglich sei.
In den letzten 30 Jahren wurde jedoch eine Vielzahl von Bak-
terien in Reinkultur isoliert, die auch unter anoxischen Bedin-
gungen Kohlenwasserstoffe abbauen konnen. Die grofRe
Herausforderung ist dabei die initiale Aktivierung des Substrats
und die damit meist einhergehende C—H-Aktivierung, wofir
diese Mikroorganismen unterschiedliche Co-Substrate sowie
bislang unbekannte Enzyme verwenden. Hierfiir konnten bis-
her einige wenige dominierende Strategien festgestellt werden,
durch welche Kohlenwasserstoffe in substratspezifischen, so-
genannten peripheren Abbauwegen in gemeinsame Schlussel-
substrate eines Ubergeordneten, zentralen Katabolismus
Uberfuhrt werden. Ausgewahlte Aspekte dieser anaeroben Ab-
baustrategien werden in diesem Artikel genauer betrachtet.

Einleitung

Aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe kommen als
Produkte abiotischer Transformationen von Biomasse oder
biosynthetischer Prozesse auf der Erde vor. Sie stellen einen
erheblichen Anteil des organischen Materials in der Biogeo-
sphare dar und sind insbesondere in Erdélvorkommen, aber
auch in Blattwachsen oder als Naturstoffe, wie z. B. in Form
von Terpenen, zu finden. Infolge der relativ hohen Wasserlgs-
lichkeit vieler aromatischer Kohlenwasserstoffe und ihrer Toxi-
zitat gelten diese als Schadstoffe, was insbesondere beim Ein-
trag ins Grundwasser problematisch ist.[!

Aufgrund der geringen chemischen Reaktivitat vieler Kohlen-
wasserstoffe ist fir ihren biologischen Abbau eine initiale Akti-
vierungsreaktion erforderlich. Bereits in den 1940er Jahren
wurde erkannt, dass Mikroorganismen und Pilze unter
oxischen Bedingungen in der Lage sind, aliphatische und
aromatische Kohlenwasserstoffe unter Energiegewinnung
vollstandig zu CO2 abzubauen. Hierbei wird Sauerstoff als Co-
Substrat zur Aktivierung dieser Kohlenwasserstoffe und als ter-
minaler Elektronenakzeptor verwendet, weswegen viele Jahre
davon ausgegangen wurde, dass ein solcher Abbau nur mit
Hilfe von Sauerstoff moglich sei.l

Dennoch wurde bereits frih erkannt, dass die Zusammen-
setzung von Kohlenwasserstoffen in Erddlreservoirs biolo-
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gischen Abbauprozessen unterliegt,[s! obwohl diese Lebens-
raume sauerstofffrei sind. Im Laufe der letzten 30 Jahre wurde
eine Vielzahl von Bakterienstdmmen isoliert und charak-
terisiert, die unter anaeroben Bedingungen auf diversen
aliphatischen oder aromatischen Kohlenwasserstoffen als
Substrat kultiviert werden konnten. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Organismen unter anoxischen Bedingungen
grundlegend andere Strategien zur vollstandigen Oxidation von
Kohlenwasserstoffen zu COz nutzen. Anstelle des Sauerstoffs
werden als Elektronenakzeptoren z. B. Nitrat, Eisen(lll) oder
Sulfat genutzt.*5 Beispielhafte Vertreter sind die deni-
trifizierenden Betaproteobakterienstimme Aromatoleum sp.
HxN1,'®l Aromatoleum aromaticum (A. aromaticum) EbN1["
und A. aromaticum pCyNZ1,® die allesamt aus Schlamm-
proben von Bremer Grabensedimenten und der Weser isoliert
wurden.[9] Obwohl sich diese Stdmme auch morphologisch
ahneln, unterscheiden sie sich wesentlich in den von ihnen je-
weils als Substrate verwerteten Kohlenwasserstoffen. Wah-
rend der Stamm HxN1 n-Hexan (1) als Schlisselsubstrat
nutzt,® verwenden EbN1 Ethylbenzol (2)[7 und pCyN1 p-
Cymol (3)®] (Abbildung 1). Dariiber hinaus kénnen alle genan-
nten Stimme weitere Kohlenwasserstoffe als alleinige Kohlen-
stoff- und Energiequelle nutzen.l®-8 Der Abbau von Kohlen-
wasserstoffen in sauerstofffreien Lebensrdumen istim Wesent-
lichen durch das Vorhandensein anaerober Mikroorganismen
gepréagt und sorgt dafir, dass diese Kohlenwasserstoffe in den
globalen Kohlenstoffkreislauf in Form von CO2 zuruckgefihrt
werden. Dies ist fir den globalen Kohlenstoffkreislauf essen-
tiell, da diese Organismen somit dazu beitragen, dass die Abla-
gerung organischen Materials in Sedimentgesteinen nicht als
permanente Kohlenstoffsenke fungiert.®] Ein tiefgehendes
Wissen und Verstandnis der Mechanismen des anaeroben Ab-
baus von Kohlenwasserstoffen durch Mikroorganismen ist von
groRem Interesse, da diese Prozesse eine Moglichkeit zur
Reinigung von natirlich oder anthropogen kontaminierten
Sedimenten oder Gewassern bieten (Bioremediation). Weiter-
hin kann ein grundlegendes Verstandnis dieser Prozesse als
Inspiration zur Entwicklung neuartiger, biomimetischer Kataly-
satoren fur chemische Reaktionen dienen.%
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Abbildung 1: Schlisselsubstrate der denitrifizierenden Bak-
terienstamme HxN1 [Hexan (1)], EbN1 [Ethylbenzol (2)] und
pCyN1 [p-Cymol (3)].

Anaerober Abbau von n-Alkanen

Der Schliisselschritt zum mikrobiellen Abbau inerter Kohlen-
wasserstoffe ist die C—H-Bindungsaktivierung, welche mit der
Uberwindung einer hohen Energiebarriere einhergeht. In den
letzten Jahren hat eine ganze Reihe von Studien gezeigt, dass
unter anaeroben Bedingungen n-Alkane mit einer Kettenlange
von Cs bis Cz0 von Mikroorganismen abgebaut werden kon-
nen.[*3! Bei der Untersuchung der fir den Abbau verant-
wortlichen Prozesse wurden neuartige Aktivierungs- und
Transformationsreaktionen aufgeklart. Diese Studien legen
nahe, dass Mikroorganismen unterschiedliche Strategien zum
anaeroben Abbau aliphatischer Kohlenwasserstoffe nutzen.
Die am weitesten verbreitete Strategie zur Aktivierung von

Fumarat‘-Weg, welcher bereits Forschungsgegenstand zahl-
reicher Studien war.®! Dabei wurde insbesondere der Abbau
von n-Hexan ausfihrlich untersucht.!*-*4 Demnach wird zu-
nachst aus n-Hexan (1) durch Addition an die Doppelbindung
von Fumarat (4) (1-Methylpentyl)succinat (6) gebildet [Schema
1, Schritte a) und b)]. Diese Reaktion wird durch das Enzym (1-
Methylalkyl)succinatsynthase (Mas) katalysiert. Das durch die
initiale Aktivierungsreaktion gebildete Succinat 6 wird nach
Uberfiihrung in den CoA-Ester 9 durch Kohlenstoffgeriistum-
lagerung und Decarboxylierung in den 4-Methyloctansure-
CoA-Ester (7) transformiert [Schritte c) — e)], welcher schlief3-
lich durch B-Oxidation weiter abgebaut wird (Schema 1). Basie-
rend auf der Identifizierung der beim Abbau auftretenden Meta-
boliten durch Vergleich mit kduflichen oder speziell zu diesem
Zweck synthetisierten Standards sowie durch Kultivierungs-
experimente mit isotopenmarkierten Substraten konnte der
LAddition an Fumarat“-Weg als anaerober Abbauweg von n-
Hexan (1) in dem Bakterienstamm HxN1 beschrieben werden.
Dariiber hinaus konnte durch den Einsatz von stereospezifisch
isotopenmarkiertem (2,5-?Hz)Hexan als Substrat gezeigt wer-
den, dass die radikalische Addition an Fumarat (4) unter Inver-
sion der Konfiguration an C-2 verlauft. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass C—H-Spaltung und C-C-Bindungsknupfung
der initialen Aktivierung von n-Hexan (1) in einem konzertierten
Prozess stattfinden, wodurch die intermediare Bildung eines

Kohlenwasserstoffen ist der sogenannte ,Addition an hochreaktiven 1-Methylpentylradikals umgangen wird [1-1315]
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Schema 1: Postulierter Abbauweg von n-Hexan (1) durch de
Schritte a) — e) siehe Text.
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Anaerober Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe

Aromatische Verbindungen sind neben den Kohlenhydraten
die zweithaufigste organische Verbindungsklasse in der Bio-
sphéare.l*8l Dabei stellt insbesondere die sogenannte BTEX-
Gruppe [Benzol, Toluol, Ethylbenzol (2) sowie die drei Xylol-
isomere] einen signifikanten Anteil des fossilen Kohlenstoff-
pools dar. In der Umwelt sind vor allem Mikroorganismen daftr
verantwortlich, dass aromatische Kohlenwasserstoffe voll-
standig zu CO2 abgebaut werden. Der wichtigste Schritt ist
dabei das Aufheben der Aromatizitat, welches aufgrund der
hohen Stabilitat aromatischer Kohlenwasserstoffe ein energie-
aufwandiger Schritt ist. Beim aeroben Abbau nutzen Bakterien
enzymatisch aktivierten Sauerstoff, um mit Hilfe von
Dioxygenasen den Ring zweifach ortho-stédndig zu hydro-
xylieren und anschlie3end oxidativ zu spalten. Eine weitere Ab-
baustrategie verfolgt zunachst die Epoxidierung des
aromatischen Systems und anschlieBende hydrolytische Ring-
6ffnung.[16171 Beim anaeroben Abbau kann ebenfalls eine all-
gemeine Abbaustrategie beobachtet werden: verschiedene
Substrate werden zunéchst lber periphere Stoffwechselwege
in zentrale SchlUsselintermediate Uberfiihrt, von denen
Benzoesaure-CoA-Ester das haufigste ist. Diese Schlissel-
intermediate werden anschlieend in einem gemeinsamen,
zentralen Abbauweg zu CO2 oxidiert.8-201 Fiir den Abbau von
Alkylbenzolen sind zwei fundamental unterschiedliche peri-
phere Transformationswege bekannt. Neben dem ,Addition an
Fumarat®-Weg, welcher erstmalig 1992 im denitrifizierenden
Stamm T1 anhand der Addition von Toluol an Fumarat
beobachtet wurde Y werden Alkylbenzole in einigen Bakterien
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auch Uber einen ganzlich anderen Weg, die ,anaerobe
Hydroxylierung®, abgebaut. Welcher dieser Wege jeweils und
warum eingeschlagen wird, ist bislang nicht abschlieRend ge-
klart!18-20 So wird das in erheblichen Mengen im Rohol
vorkommende Ethylbenzol (2) in dem Sulfat-reduzierenden,
nicht-klassifizierten Deltaproteobakterienstamm EbS7 analog
zum Abbau von n-Hexan (1) in HxN1 Uber den ,Addition an
Fumarat“Weg abgebaut.?2 In dem denitrifizierenden Beta-
proteobakterium A. aromaticum EbN1 wird Ethylbenzol (2) hin-
gegen Uber den ,anaeroben Hydroxylierungs“-Weg abge-
baut.3-251 Dabei ist der initiale Schritt die stereoselektive
Hydroxylierung der Methylengruppe unter Ausbildung von (S)-
1-Phenylethanol [(S)-12]. Diese Reaktion wird durch das
molybdanhaltige Enzym Ethylbenzol-Dehydrogenase (EBDH)
katalysiert26-281 Nach derzeitiger mechanistischer Auffassung
wird dabei zunachst eine C-H-Bindung der Methylengruppe
homolytisch gespalten. AnschlieBend wird das verbliebene
Elektron des radikalischen Intermediats 10 durch die ent-
standene Molybdan(V)-Spezies abstrahiert und die kationische
Zwischenstufe 11 gebildet. Diese wird nukleophil von der
Hydroxygruppe am Molybdan(lV) angegriffen, wobei (S)-1-
Phenylethanol [(S)-12] gebildet wird (Schema 2). Theoretische
Untersuchungen legen nahe, dass der initiale Schritt der C—H-
Aktivierung bei diesem Prozess der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt ist.? Um den stereochemischen Verlauf dieser
Reaktion ganzlich aufklaren zu kénnen, stellt die Verwendung
beider Enantiomere von (1-?H)-Ethylbenzol als isotopen-
markierte Substrate eine Erfolg versprechende Mdglichkeit
dar.[39

AR Ho
Me QH c(l)l Me . ?H Me O“Mo(IV) e
¢ Mo(VI) N\ Mo(V)
B — —_—
- Mo( IV
2 10 1 )-
Reoxidation

/\

2H +2e

Schema 2: Postulierter Mechanismus der stereoselektiven Hydroxylierung von Ethylbenzol durch das Enzym Ethylbenzol-

dehydrogenase.

Die beiden denitrifizierenden Betaproteobakterienstamme
Aromatoleum aromaticum pCyN1 und ,Thauera“ sp. pCyN2
sind die ersten in Reinkultur beschriebenen Stamme, die in der
Lage sind, unter anaeroben Bedingungen para-alkylsub-
stituierte Toluolderivate, wie das natirlich in vielen Pflanzen
vorkommende Monoterpen p-Cymol (3), zu katabolisieren.®!
Obwohl beide Stdmme phylogenetisch eng miteinander ver-
wandt sind, unterscheiden sich ihre peripheren Abbauwege
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deutlich. Wahrend in pCyN1 p-Cymol (3) Uber die anaerobe
Hydroxylierung abgebaut wird, erfolgt die initiale Aktivierung in
pCyN2 Uber die ,Addition an Fumarat®. In beiden Fallen wird
nach einer Reihe weiterer Transformationen das gemeinsame
Schlisselintermediat  p-lsopropylbenzoyl-CoA (13) gebil-
det.[31]
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Fir den Stamm pCyN1 ist der nun folgende zentrale Abbauweg
durch die Kombination von proteogenomischen sowie meta-
bolomischen Daten bereits gut untersucht. Die gro3e Heraus-
forderung beim Abbau von p-Cymol ist die Aufhebung der
Aromatizitat, welche durch die Reduktion des aromatischen
Systems zum 1,3-Cyclohexadienderivat 14 erreicht wird
[Schema 3, Schritt a)].8233] Erst kiirzlich zeigten Unter-
suchungen methylierter Kulturextrakte von pCyN1 mittels GC-
MS das Vorhandensein bisher unbekannter Metaboliten des
zentralen Abbauwegs, welche spezifisch beim anaeroben Ab-
bau von p-Cymol (3) gebildet werden. Die Konstitution dieser
Metaboliten sowie ihre absoluten Konfigurationen wurden
durch den Vergleich mit synthetisierten Standards aller Stereo-
isomere nachgewiesen. Demnach erfolgt der weitere Abbau

des Diens 14 durch folgende Reaktionssequenz: b) Reduktion
zum Monoen 15, c¢) formale Addition von Wasser an die
Doppelbindung zum Alkohol 18, d) Oxidation zum B-Oxoester
17 und e) Ringdffnung zum Isopropylpimelinsdureester 16,
welcher durch B-Oxidation weiter zu CO2 abgebaut wird
(Schema 3).534

Neben dem aromatischen Schlisselsubstrat p-Cymol (3)
wachst der Stamm pCyN1 auch auf nicht-aromatischen Mono-
terpenen wie a-Terpinen als alleinige Kohlenstoff- und Energie-
quelle. Die Untersuchung des Abbaus dieses und weiterer
nicht-aromatischer Monoterpene ist Gegenstand aktueller
Forschung.[3

Me COSCoA COSCoA COSCoA
a) b)
— B —
3 13 14 15
c)
COSCoA COSCoA COSCoA
602 c e) ®) d) HO.,,,
CO, -—— . -
16 17 18

Schema 3: Zentraler anaerober Abbauweg von p-Cymol (3) in dem denitrifizierenden Bakterienstamm pCyN1.

Zur Erlauterung der Schritte a) — e) siehe Text.

Zusammenfassung

Anaerob lebende Mikroorganismen wie die drei denitrifi-
zierenden Betaproteobakterienstdamme Aromatoleum sp.
HxN1, A. aromaticum EbN1 und A. aromaticum pCyN1 sind in
der Lage aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstoffe
unter Energiegewinnung vollstandig zu CO2 abzubauen, wo-
durch diese in den globalen Kohlenstoffkreislauf zurtickgefihrt
werden. Somit tragen diese Organismen dazu bei, dass die
Ablagerung organischen Materials in Sedimentgesteinen nicht
als permanente Kohlenstoffsenke fungiert. Als initialer Schritt
fur den Abbau von inerten Kohlenwasserstoffen unter an-
aeroben Bedingungen ist meist eine C—H-Bindungsaktivierung
erforderlich. Dabei kdnnen die ,Addition an Fumarat“ sowie die
,anaerobe Hydroxylierung“ als die haufigsten Aktivierungs-
mechanismen angesehen werden. Ein tiefgehendes Ver-
stédndnis dieser Aktivierungsmechanismen sowie der
nachfolgenden Abbauprozesse ist von grof3em Interesse, da
diese nicht nur die Qualitat von Rohél beeinflussen kénnen,
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sondern auch das Potenzial zur Bioremediation kontaminierter
Sedimente bieten. Fir die Untersuchung dieser Mechanismen
werden héaufig die proteogenomischen Daten der Bakterien-
stamme mit den Analyseergebnissen aus Kultivierungsexperi-
menten kombiniert. Fir letztere ist die Verwendung stereo-
spezifisch-isotopenmakierter Substrate sowie Standards,
welche speziell fur die jeweiligen Experimente synthetisiert
werden, oft unerlasslich.
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