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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden der aerobe und anaerobe Stoffwechsel von
Thiosulfat und Tetrathionat bei Thiomonas intermedia K12 untersucht.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

» Der aerobe Abbau von Thiosulfat und Tetrathionat erfolgt zyklisch. In beiden Féallen wird
er durch die Enzyme Thiosulfat-Dehydrogenase, Tetrathionat-Hydrolase und Trithionat-
Hydrolase katalysiert. Dabei werden Thiosulfat, Tetrathionat und Trithionat als
Zwischenverbindungen und Sulfat als Endprodukt gebildet. Die Schliisselverbindung in
diesem Kreislauf ist die Disulfanmonosulfonsaure.

» Das Enzym Thiosulfatdehydrogenase ist im periplasmatischen Raum lokalisiert. Ein
Cytochrom-c ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der Elektronenakzeptor.

» Das Enzym Tetrathionat-Hydrolase ist im Cytoplasma lokalisiert und dort mit der
Cytoplasmamembran assoziiert.

= Unter anaeroben Bedingungen kann der Organismus im Wege einer bislang noch nicht
beschriebenen  Reaktion Tetrathionat nutzen. Dieses wird nach folgender

Reaktionsgleichung unter Bildung von Thiosulfat, Trithionat und Sulfat disproportioniert:
45,05 +4H,0 — 65087 + S04 + SO~ + 8H*

Aus dieser exergon verlaufenden Reaktion steht Thiomonas intermedia K12 ein
Energiebetrag von — 16,1 kJmol Tetrathionat zur Verfugung, der im Rahmen der
oxidativen Phosphorylierung zur Bildung von ATP und damit zum Wachstum genutzt

werden kann.

= Die Disproportionierung von Tetrathionat ist eine Mdglichkeit fir Thiomonas intermedia
K12, trotz Sauerstoffmangel wachsen zu kénnen. Dabel produziertes Thiosulfat kann nach
Wiedereintritt von aeroben Bedingungen als Substrat verwendet werden. Die Ergebnisse
erklaren zum enen, warum Thiomonas intermedia im Biofilm des Biotops
Abwasserleitung massenhaft vorkommt, und sind andererseits eine Bestétigung fir die
Theorie zur Schltsselstellung der Polythionate im Schwefelkreislauf.
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2 Einleitung

Bei Thiomonas intermedia K12 handelt es sich um Schwefel oxidierende, geméaligt
acidophile, gram-negative, monopolar, monotrich begeil3elte Stabchen von 1,4 — 2,0 um
Lange und 0,6 - 0,7 um Breite. Der Stamm ist in der Lage, autotroph mit Biotin als obligatem
Wachstumsfaktor (konz. 10 M), mixotroph mit Hefeextrakt als Kohlen- und Stickstoffquelle
oder rein heterotroph mit Glucose oder Hefeextrakt zu wachsen (Wolff, 1981).

Thiomonas intermedia K12 wurde von Milde et a. (1983) aus Kkorrodierten
Abwassersammlern des Hamburger Sielsystems isoliert. In seinem natrlichen Biotop ist der
Organismus einer hohen Organikkonzentration, wechselnden Sauerstoffpartialdriicken sowie
einer Vielzahl reduzierter Schwefelverbindungen ausgesetzt. Damit stellt Thiomonas
intermedia K12 ein geeignetes Objekt dar, um an ihm sowohl den aeroben as auch den
anaeroben Abbau von Thiosulfat und Tetrathionat zu untersuchen.

Der Schwefelkreislauf

In der Natur liegt Schwefel sowohl in elementarer als auch in einer Vielzahl von organischen
und anorganischen Verbindungen vor. In letzteren nimmt er dabei Oxidationsstufen von — 2
(in Sulfiden, S%) bis + 6 (in Sulfat, SO,%) ein.

Die Beziehungen der unterschiedlichen Oxidationsstufen werden im Modell des
Schwefelkreislaufs beschrieben. Dieses Modell basiert auf der Oxidation von aus
Proteinabbau oder bakterieller Sulfatreduktion entstandenem Sulfid zu Sulfat, was im
Rahmen eines assimilatorischen oder dissimilatorischen Stoffwechsels wieder reduziert
werden kann. Neben diesen kreislaufigen Hauptreaktionen gibt es Nebenreaktionen, in denen
Polythionate und Thiosulfat eine Schlisselstellung einnehmen. In Abb. 2.1 sind
Zwischenverbindungen des Schwefelkreislaufs zusammengefasst.
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Abb. 2.1: Der anorganische Schwefelkreislauf mit ausgewahlten V erbindungen.

Sulfat (SO4?) ist das Endprodukt der Oxidation von reduzierten Schwefelverbindungen wie
Elementarschwefel, Sulfid, Thiosulfat und Polythionate. Diese erfolgt unter aeroben (z.B.
durch Thiobacillen) und anaeroben (z.B. durch phototrophe oder denitrifizierende Bakterien)
Bedingungen.

Sulfid (S?) ist das Hauptprodukt Sulfat reduzierender Bakterien. AuRerdem wird Sulfid aus
organischen Schwefelverbindungen im Prozess der Desulfuration und bei  der
Schwefeldisproportionierung gebildet. Unter anaeroben Bedingungen prézipitiert Sulfid z.B.
mit Fe(11) unter Bildung von Eisensulfid (FeS) und Pyrit (FeS,).

Elementarschwefel (S°) entsteht bei der Oxidation von Sulfid durch Luftsauerstoff oder
anaerob durch Sulfid oxidierende Bakterien (z.B. Chromatiaceae, Chlorobiaceae). Darliber
hinaus tritt es auch als Zwischenprodukt der Oxidation von Thiosulfat und Tetrathionat auf.
Thiosulfat (S,05%) entsteht unter pH-neutralen bis alkalischen Bedingungen durch Oxidation
von Metallsulfiden mit Sauerstoff (Goldhaber, 1983). Unter sauren Bedingungen, wie sie in
Bergbaualtlasten herrschen, ist Pyrit stabil gegenliber einer Oxidation mit Sauerstoff; hier
entsteht Thiosulfat durch Oxidationsmitttel wie Fe(l11)-lonen (Schippers et al., 1996b).

Unter anaeroben Bedingungen entsteht Thiosulfat durch Oxidation von Pyrit mit Mn(lV)- und

Fe(111)-lonen. Vergleichende Untersuchungen an aeroben und anaeroben Sedimenten zeigten,
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dass die Reoxidation von Sulfiden (Metallsulfide, Polysulfide, H,S) und damit die Bildung
von Thiosulfat hauptséchlich in anaeroben Teilen des Sediments stattfindet (Jargensen, 1990;
Schippers und Jargensen, 2001).

Eine weitere Thiosulfatquelle stellt die Reaktion von wahrend der Schwefeloxidation
intermediér entstehendem Sulfit mit Elementarschwefel dar.

Polythionate (S,06>) zeichnen sich durch zwei funktionelle Sulfonsaure- (SOs*) Gruppen
aus, die durch mindestens eine Sulfan-Gruppe von einander getrennt sind. Je nach Gesamtzahl
der Schwefelatome werden sie Tri-, Tetra-, Penta-, Hexathionat etc. genannt. Sie gelten als
instabile Verbindungen, die unter sauren und alkalischen Bedingungen einem raschen
chemischen Abbau unterliegen. Polythionate wurden in verschiedenen Biotopen
nachgewiesen; hierzu zahlen Bergbauatlasten, Salzmarschen sowie anaerobe, hypersaline
Sedimente (Luther et al., 1986; Schipperset a., 1996a; Henneke et a., 1997).

Tetrathionat ist das Produkt der biochemischen Thiosulfat-Oxidation. Umgekehrt wird
Tetrathionat durch bakterielle und chemische Reduktion in Thiosulfat umgewandelt. Eine
weitere Reaktion von Tetrathionat verlduft mit Sulfid unter Bildung von Thiosulfat und
Elementarschwefel (Roy und Trudinger, 1970). Ein enger Zusammenhang von Thiosulfat und
Tetrathionat wurde von Podgorsek und Imhoff (1999) als Tetrathionat-Zyklus for
Ostseesedimente beschrieben. Durch das Zusammenwirken von bakterieller Oxidation von 2
Mol Thiosulfat zu 1 Mol Tetrathionat mit der chemischen Reaktion von 1 Mol Tetrathionat
mit 1 Mol Sulfid, die zur Bildung von 2 Mol Thiosulfat und 1 Mol Elementarschwefel flhren,
kann Thiosulfat erneut in den Zyklus eintreten, wobel sich Elementarschwefel anreichert.
Eine solche Anreicherung von Elementarschwefel wurde von Podgorsek (1998) in
verschiedenen Ostseesedimenten beobachtet. Aufgrund dieses Zyklus ist es fur Tetrathionat
schwierig, in sulfidischer Umgebung zu akkumulieren. Um es zu detektieren, muss mehr
Tetrathionat durch Mikroorganismen gebildet werden, als durch chemischen Abbau verloren
geht.

Uber das Vorkommen hoherer Polythionate al's Tetrathionat an natiirlichen Standorten liegen
wenige Informationen vor. Pentathionat konnte in Material aus Bergbaualtlasten und an
korrodierenden, unlegierten Stéhlen nachgewiesen werden (Schippers et. a., 1996a; von
Rége, 1999).

Trithionat ist unter nattirlichen Bedingungen instabil. Es konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass es von Schwefel oxidierenden Bakterien als Substrat verwendet wird und dass es als
Produkt des Thiosulfat- oder Tetrathionatabbaus auftritt (Trudinger, 1964b; Okuzumi und
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Kita, 1965; Sinha und Walden, 1966; Wentzien et a., 1994). Aulderdem tritt Trithionat als
Zwischenverbindung bel der Sulfatreduktion auf.

Fur die Transformation von Schwefelverbindungen nehmen Polythionate und Thiosulfat eine
zentrale Rolle ein. Hierbel spielen sowohl chemische a's auch bakterielle Umsetzungen eine
Rolle. Die Oxidationszahl des Schwefels betragt im Mittel aller SSAtome bei Thiosulfat + 2
und bei Tetrathionat + 2,5. Bedingt durch diesen, verglichen mit Sulfat und Sulfid,
intermediéren Redoxzustand von Thiosulfat und Polythionaten kdnnen diese Verbindungen
sowohl a's Elektronendonator als auch als Elektronenakzeptor an bakteriellen Umsetzungen
beteiligt sein.

Bakterielle Reduktion von Thiosulfat und Tetrathionat

Die Fahigkeit zur Reduktion von Thiosulfat und Tetrathionat ist bel heterotrophen Bakterien
weit verbreitet. In der Familie der Enterobacteriaceae finden sich Vertreter dieses
Stoffwechseltyps hauptséchlich in den Gattungen Citrobacter, Salmonella und Proteus
(Barrett und Clark, 1987). Sulfatreduzierer wie Desulfovibrio oder Desulfotomaculum kénnen
sowohl Tetrathionat als auch Thiosulfat als Elektronenakzeptor fur die Oxidation von
organischen Verbindungen oder molekularem Wasserstoff verwenden (Ishimoto et al., 1955;
Postgate, 1965). AulRerdem wurde die Tetrathionat-Reduktion fur Vertreter der Gattung
Pseudomonas beschrieben (Pollack und Knox, 1943; Tuttle, 1980).

Mechanismen. Die Reduktion von Thiosulfat und Tetrathionat wird durch Enzyme
katalysiert. Wahrend die Reduktion von Thiosulfat zur Bildung von Schwefelwasserstoff und
Sulfit fuhrt (Gleichung 1), wird Tetrathionat zu Thiosulfat reduziert (Gleichung 2):

Thiosulfat-Reduktase:
2[H] + S,05” - H,S + SO5” (D).

Tetrathionat-Reduktase:
2[H] + S10¢% - 2 S,0:% + 2 H* ).

AulRerhalb der Gruppen der Sulfatreduzierer und Enterobakterien wurde die
Tetrathionatreduktion am intensivsten an dem marinen Bakterium Pseudomonas 16B

untersucht. Hierbei handelt es sich um einen heterotrophen Organismus, der unter anaeroben
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Bedingungen Tetrathionat zu Thiosulfat reduziert und unter aeroben Bedingungen Thiosulfat
zu Tetrathionat oxidiert. Thiosulfat wirkt zwar stimulierend auf das aerobe, heterotrophe
Wachstum (Tuttle und Jannasch, 1973), aber lithoautotrophes Wachstum mit Thiosulfat findet
nicht statt (Tuttle et a., 1974). Anaerobes Wachstum mit Pyruvat oder Laktat wird durch
Tetrathionat und Thiosulfat unterstitzt (Tuttle und Jannasch, 1973). Fir Pseudomonas 16B
wurde eine Thiosulfat-Oxidase beschrieben, die auch Tetrathionat reduziert (Tuttle, 1980).
Aullerdem exprimierten anaerob angezogene Zellen eine zusétzliche, membrangebundene
Tetrathionat-Reduktase, die durch Sauerstoff gehemmt wurde. Dieses Enzym wies
gleichzeitig eine Aktivitéat fur Thiosulfat-Reduktase auf (Whited und Tuttle, 1983). Die
Eigenschaften der durch anaerobe Anzucht induzierten Tetrathionat-Reduktase gleichen den

aus Enterobakterien isolierten Enzymen.

Bakterielle Oxidation von Thiosulfat und Tetr athionat

Bakterien, die die Fahigkeit besitzen, reduzierte Schwefelverbindungen vollstandig zu Sulfat
zu oxidieren, wurden lange Zeit in der Gattung Thiobacillus zusammengefasst (Kelly und
Harrison, 1989). Die Gattung umfasste chemolithoautotrophe, fakultativ chemoorganotrophe
sowie mixotrophe Arten. Phylogenetische Untersuchungen mittels 5s- und 16s-rRNA
Sequenzierung sowie DNA-DNA-Hybridisierungen (Woese et a., 1984, Lane et al., 1985;
Lane et al., 1992; Goebel und Stackebrandt, 1994; McDonald et a., 1997) zeigten, dass sich
die in der Gattung Thiobacillus zusammengefassten Arten auf die a-, 8- und y- Aste des
Stammbaums der Proteobakterien verteilen. Weitergehende Arbeiten schlugen die
Ausgliederung der fakultativ heterotrophen Arten Thiobacillus intermedius, Thiobacillus
cuprinus, Thiobacillus versutus und Thiobacillus acidophilus vor (Katayama et al., 1995;
Moreira und Amils, 1997). Thiobacillus intermedius und Thiobacillus cuprinus sollten
demnach in Thiomonas intermedia bzw. cuprina umbenannt werden. Von Katayama (1995)
wurde Thiobacillus versutus in Paracoccus versutus umbenannt. Thiobacillus acidophilus
wurde von Hiraishi et al. (1997) in die Gattung Acidiphilium eingeordnet und in Acidiphilium
acidophilus umbenannt. Moreira und Amils (1997) schlugen vor, nur die strikt
chemolithoautotrophen Arten wie Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans,
Thiobacillus thioparus, Thiobacillus tepidarius und Thiobacillus neapolitanus in der Gattung
Thiobacillus zu belassen. Von Kelly und Wood (2000a) wurden fur diese Arten ebenfalls
neue Gattungsnamen vorgeschlagen, so dass sich zum heutigen Zeitpunkt folgendes Bild
bietet:
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Die Arten Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus ferrooxidans und Thiobacillus caldus, alle
auf dem y-Ast des Stammbaums der Proteobakterien lokalisiert, werden in der Gattung
Acidithiobacillus zusammengefasst. Der ebenfalls zum y-Ast gehdrende Thiobacillus
tepidarius erhdlt den Gattungsnamen Thermithiobacillus und wird aufgrund seiner
physiologischen Eigenschaften (geméaldigt thermophil, neutrophil) von der Gattung
Acidithiobacillus getrennt, obwohl frihere Untersuchungen (McDonald et al. 1997; Goebel
und Stackebrandt, 1994) ihn in eine Gruppe mit den Mitgliedern der neuen Gattung
Acidithiobacillus einordneten. Thiobacillus neapolitanus, Thiobacillus halophilus und
Thiobacillus hydrothermalis werden in der Gattung Hal othiobacillus zusammengefasst.

Die Gattung Thiomonas sowie der Leitorganismus der Thiobacillen, Thiobacillus thioparus,
sind auf dem B-Ast des Stammbaums der Proteobakterien angesiedelt. Aufgrund seiner nahen
Verwandschaft zu Thiobacillus thioparus wird der Gattungsname Thiobacillus fir
Thiobacillus denitrificans ebenfalls beibehalten (Kelly und Wood, 2000b).

Auf dem a-Ast des Stammbaums der Proteobakterien befindet sich die Gattung Acidiphilium,
der der fruhere Thiobacillus acidophilus zugeordnet wurde. Auf diesem Ast befinden sich
auch Paracoccus versutus mit Paracoccus pantotrophus als nachstem Verwandten und
Sarkeya novella, friher Thiobacillus novellus (Rainey et al., 2000; Kelly et a., 2000c).

Neben Thiobacillus thioparus und Thiobacillus denitrificans behalten nur wenige auf den
Stammbaum verteilte Arten den Gattungsnamen Thiobacillus bei, z.B. Thiobacillus delicatus
(B-Ast) und Thiobacillus prosperus (y-Ast). Die vorliegenden, phylogenetischen Daten

erlauben keine Zuordnung zu den neu gebildeten Gattungen.

Thiosulfat und Tetrathionat werden von Schwefel oxidierenden Bakterien vollstandig zu
Sulfat oxidiert. Dieses erfolgt durch Abbauwege, bei denen Zwischenverbindungen auftreten,
oder durch eine Oxidation ohne Akkumulation von Zwischenverbindungen.

Die Bildung von Polythionaten als Zwischenprodukte ist fir Acidiphilium acidophilum,
Halothiobacillus neapolitanus, Thermithiobacillus tepidarius, Acidithiobacillus ferrooxidans,
Acidithiobacillus thiooxidans und Thiomonas intermedia beschrieben worden (Sinha und
Walden, 1966; Kelly und Tuovinen, 1975; Steudel et al., 1987; Pronk et al. 1990; Meulenberg
et al. 1993a; Wentzien et a., 1994). Den ersten Schritt stellt die Oxidation von Thiosulfat zu
Tetrathionat dar. Meulenberg et al. (1993b) gelangen aus Acidiphilium acidophilum die
Isolierung und partielle Charakterisierung des Enzyms Thiosulfat-Dehydrogenase. Das aus
zwel  Untereinheiten bestehende Enzym mit einem pH Optimum von 3 und einem

Molekulargewicht von 102 kDa ist wahrscheinlich im periplasmatischen Raum lokalisiert.
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Als moglicher Elektronenakzeptor fur die bei der Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat
frelwerdenden  Elektronen  wurde  Cytochrom-c  genannt.  Lokalisierung  und
Elektronenakzeptor decken sich mit den Eigenschaften der Thiosulfat oxidierenden Enzyme,
die aus Thermithiobacillus tepidarius (Lu und Kelly, 1988a) und Thiobacillus thioparus
(Lyric und Suzuki, 1970) angereichert wurden.

Wahrend der Zellaufschluss bei dem neutrophilen Thermithiobacillus tepidarius mit einem
nahezu vollstdndigen Aktivitatsverlust des Tetrathionat abbauenden Enzyms verbunden war
(Luund Kelly, 1988a), konnten aus Spezies der Gattungen Acidithiobacillus und Acidiphilium
(Acidiphilium acidophilum, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans)
Tetrathionat hydrolysierende Enzyme isoliert und charakterisiert werden (Tano et al., 1996;
de Jong et a., 1997a + b). De Jong et a. (1997a+b) postulierten fur Acidiphilium acidophilum
und Acidithiobacillus ferrooxidans unterschiedliche Mechanismen der Tetrathionat-
Hydrolyse, da in den Enzymassays unterschiedliche Zwischenverbindungen auftraten. Die
Gesamtreaktion der Tetrathionat-Hydrolyse ist jedoch fir Acidiphilium acidophilum und
Acidithiobacillus ferrooxidans identisch und in der folgenden Gleichung dargestelt:

S,06% + Ho0 - S+ $,057 + S0O% + 2 H* (3).

Tano et a. (1996) beschrieben fir die Tetrathionat-Hydrolyse von Acidithiobacillus
thi ooxidans folgende Reaktionsgleichung:

4 S,06% + H,0 - 7 S,042 +2S0,2 + 2 HY (4).

Beide Autorengruppen postulierten auf Grund der niedrigen pH-Optima der Reaktionen eine
Lokalisierung der Enzyme im periplasmatischen Raum. Dieses steht im Widerspruch zu
Arbeitsergebnissen von Lu und Kelly (1988a+b) und Hallberg et al. (1996), die fir Zellen von
Thermithiobacillus tepidarius und Acidithiobacillus caldus eine Lokalisierung des Enzyms
im Cytoplasma vorschlagen.

Neben Tetrathionat ist Trithionat als Zwischenprodukt des Thiosulfat-Stoffwechsels fur
Halothiobacillus neapolitanus, Thiobacillus thioparus, Thermithiobacillus tepidarius,
Thiomonas intermedia, Acidithiobacillus ferrooxidans und Acidithiobacillus thiooxidans
postuliert worden (Vishniac, 1952; Okuzumi und Kita, 1965; Sinha und Walden, 1966;
Sklodowska, 1988; Lu und Kelly, 1988a; Wentzien et. al., 1994). Trithionat hydrolysierende

Enzyme konnten aus Acidiphilium acidophilum und Thermithiobacillus tepidarius isoliert und
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tellweise charakterisiert werden (Lu und Kelly, 1988a; Meulenberg et al., 1992a). Die
Autoren beschrieben die Hydrolyse von Trithionat zu Thiosulfat und Sulfat.

Die Reaktionen der Tetrathionat hydrolysierenden Enzyme aus Acidiphilium acidophilum,
Acidithiobacillus ferrooxidans und Acidithiobacillus thiooxidans (Gleichungen 3 und 4)
erklaren nicht die Entstehung von Trithionat. Steudel et al. (1987) erklarten die Bildung
hoherer Polythionate im Kulturverlauf von Acidithiobacillus ferrooxidans durch die
intermediare Bildung von Disulfanmonosulfonsduren. Demnach folgt die Hydrolyse von
Tetrathionat folgender Reaktionsgleichung:

S,06% + Ho0 - S;05% + SO, + 2 HY (5).

Disulfanmonosulfonsduren sind hochreaktive Verbindungen, die u.a nach folgender
Gleichung zu Trithionat oxidiert werden kénnen.
S305% + 1,5 0 = S$3067 (6).

Dariber hinaus unterliegen Disulfanmonosulfonsduren einem chemischen Abbau, der, wie in
Gleichung 7 beschrieben, in der Bildung von Elementarschwefel und Sulfit resultiert:

S:05” > 0,25 Sg + SO5” ).

Durch die Gleichungen 5 und 6 lassen sich die Reaktionen der Enzyme Thiosulfat-
Dehydrogenase, Tetrathionat-Hydrolase und Trithionat-Hydrolase zu einem Kreislaufmodell
verbinden. Die Oxidation von 1 Mol Thiosulfat fuhrt zur Bildung von 1 Mol Sulfat und 0,5
Mol Thiosulfat, wobei als Zwischenprodukte Trithionat und Tetrathionat auftreten. Pronk et
al. (1990) postulierten fur acidophile Thiobacillen einen solchen zyklischen Thiosulfatabbau
unter Beteiligung von Disulfanmonosulfonsauren. Auflerdem stellte Schippers (1998) ein
zyklisches Schema zur biologischen Pyritoxidation durch Acidithiobacillus ferrooxidans vor,
welches die Reaktionen 5 und 6 einschlief3t.

Bel den verzweigten Modellen der Oxidation von Thiosulfat werden die Enzyme Rhodanese
oder Thiosulfat-Reduktase als Schlisselenzyme diskutiert (Briser et. al., 2000). Beide
hochstwahrscheinlich periplasmatischen Enzyme spalten Thiosulfat zu Sulfid und Sulfit.
Sulfit wird, im Periplasma, durch eine Oxidoreduktase zu Sulfat oxidiert. Sulfid wird sofort
zu Elementarschwefel in Form einer reaktionsfreudigen Polysulfankette oxidiert. Eine

Sulfhydryltransferase Ubertrdgt eine Sulfangruppe vom Elementarschwefel auf ein
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organisches Thiol. Das entstandene Perthiol wird in das Cytoplasma transportiert, wo eine
Heterodisulfidreduktase daraus Sulfid freisetzt. Sulfid wird im Cytoplasma zu Sulfat oxidiert.
Das Enzym Rhodanese ist in Sarkeya novella und Thiobacillus denitrificans nachgewiesen
worden (Fukumori et al. 1989; Schedel und Triper, 1980). Die Beteiligung des Enzyms am
Energiestoffwechsel ist nicht eindeutig belegt. So spricht u. a. dagegen, dass die Expression
von Rhodanese in Schwefel oxidierenden Bakterien nicht durch Thiosulfat induziert wird
(Friedrich, 1998). Daruber hinaus ist das Enzym Rhodanese auch in anderen Bakterien wie
Escherichia coli (Alexander und Volini, 1987) und Eukaryoten weit verbreitet, ohne dass
diese Organismen Thiosulfat als Energiequelle nutzen. Mdglicherweise besteht die Funktion
von Rhodanese darin, Sulfanschwefel auf organische , Carriermolekile” zu Ubertragen (z.B.
Glutathion).

Das Enzym Thiosulfat-Reduktase wurde in Thiobacillus denitrificans (Schedel und Triper,
1980) aber auch anderen, nicht Schwefel oxidierenden Bakterien nachgewiesen (Barret und
Clark, 1987).

Fur die heterotrophe Art Paracoccus (P.) versutus (friher Thiobacillus versutus) wurde ein
Thiosulfatabbau ohne die Akkumulation von Zwischenverbindungen beschrieben. Die
Thiosulfatoxidation erfolgt an enem, im periplasmatischen Raum lokalisierten
Multienzymkomplex (Lu und Kelly, 1983; Lu et a., 1985; Lu, 1986). Dabei wurden weder
Elementarschwefel noch Polythionate detektiert. 1 mol Thiosulfat werden dabei vollstandig
zu 2 mol Sulfat oxidiert. Dartiber hinaus kann P. versutus nach Kelly (1989) Polythionate und
Elementarschwefel nicht als Substrate verwenden. Beffa et al. (1991) beschrieben dagegen,
dass P. versutus unter mikroaerophilen Bedingungen mit Elementarschwefel wéchst. Der
beschriebene Multienzymkomplex ist damit untere Umstanden nicht der einzige Weg bei P.
versutus, um reduzierte Schwefelverbindungen zu oxidieren. Fur Sarkeya novella
postulierten Kappler et al. (2000) ebenfals die Existenz von zwei Abbauwegen zur
Thiosulfatoxidation. Zum einen wird Thiosulfat Uber lédliche, periplasmatische Enzyme
abgebaut, wobel der initiale Schritt in der Spaltung von Thiosulfat besteht, vergleichbar mit
der Rhodanese-Spaltung oder der Reaktion der Thiosulfatreduktase. Das entstehende Sulfit
wird dann durch ene Sulfit-Oxido-Reduktase oxidiert. DarUberhinaus erfolgt die
Thiosulfatoxidation zu Sulfat an enem membrangebundenen, periplasmatischen
Multienzymkomplex ohne die Akkumulation von Zwischenverbindungen. Friedrich et al.
(2001) postulierten einen gemeinsamen Mechanismus aller lithotrophen und phototrophen
Schwefel oxidierenden Bakterien zur Oxidation von reduzierten Schwefelverbindungen ohne

die Akkumulation von Zischenverbindungen auf der Basis der Analyse von Gensegquenzen.
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Danach konnten Gene des Sy-Gen-Clusters von Paracoccus pantotrophus in verschiedenen
Schwefel oxidierenden Bakterien nachgewiesen werden. Das Schwefel oxidierende System
von Paracoccus pantotrophus besteht aus vier Komponenten, die zu einem Komplex
zusammengefasst sind: einem Tragerprotein fur Thiosulfat und Sulfit (SoxZY), einem Protein
mit Hydrolaseaktivitét (SoxB), welches aus Thiosulfat Sulfat abspaltet, einer Dehydrogenase
(SoxCD) und einem c-Typ Cytochrom (SoxXA), dessen genaue Funktion ungeklart ist. Die
N-terminale Aminosauresequenz von SoxZY ist hoch homolog zu Enzym A desvon Lu et al.
(1985) beschriebenen Multienzymkomplexes von Paracoccus versutus (Friedrich et a.,
2000). Dieses Enzym bindet ebenfalls Thiosulfat und Sulfit.

Auf SoxB basierende Primersysteme wurden erst kirzlich von Petri et al. (2001) eingesetzt,
um die Verbreitung dieses Gens bel Schwefel oxidierenden Bakterien zu untersuchen. Dabel
wurde das Zie verfolgt, SoxB as Markergen fur Schwefel oxidierende Bakterien bei
Bestandsaufnahmen an natirlichen Standorten einzusetzen. Das SoxB Gen konnte in
phototrophen und lithotrophen Thiosulfat oxidierenden Referenzstdmmen und Isolaten
nachgewiesen werden. SoxB fehlte in den sogenannten Tetrathionat bildenden Arten (z.B.
Pseudomonas stutzeri) und in ausgewahlten, nicht Thiosulfat oxidierenden Bakterien.

Uber den Mechanismus des Thiosulfatabbaus bei der Gattung Thiomonas liegen bislang keine
Untersuchungen vor. Beim Wachstum mit Thiosulfat als Substrat produziert Thiomonas
intermedia K12 Trithionat und Tetrathionat, beim Wachstum mit Tetrathionat als Substrat
Thiosulfat und Trithionat als Zwischenprodukte neben Sulfat als Endprodukt (Wentzien et al.,
1994). Der Nachweis von Tetrathionat, Thiosulfat und Trithionat als Zwischenverbindungen
deuten auf einen zyklischen Abbau mit Disulfanmonosulfonséure as Schlisselverbindung
hin, wie er bisang nur fir acidophile, Schwefel oxidierende Bakterien beschrieben wurde.
Die Existenz eines solchen Abbauweges in Thiomonas intermedia K12 sollte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden.

Von weiterem Interesse war der Vergleich des aeroben und anaeroben Abbaus dieser
Verbindungen. Thiosulfat und Polythionate kdnnen aufgrund ihres Redoxzustandes als
Elektronenakzeptoren und/oder —donatoren eingesetzt werden. Dieses kann fir Thiomonas
intermedia K12 von entscheidender Bedeutung sein, da der Organismus an seinem
natUrlichen Standort wechselnden Sauerstoffpartialdriicken ausgesetzt ist. AuRerdem findet
Thiomonas intermedia K12 dort organische Verbindungen und reduzierte Schwefel-
verbindungen vor. Diese Arbeit sollte Hinweise darauf liefern, ob bei Thiomonas intermedia
K12 anaerobe Stoffwechselleistungen existieren, die Thiosulfat oder Tetrathionat
einschlief3en.
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3 Material und Methoden

3.1 Bakterium

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an Bakterien der Art Thiomonas intermedia (alt:
Thiobacillus intermedius) Stamm K12 durchgefihrt. Die Isolierung und Charakterisierung des
Stammes erfolgten durch Milde (1978) und Wolff (1981).

3.2 Ndhrmedium
Die Kultivierung von Thiomonas intermedia K12 erfolgte nach Matin und Rittenberg (1971,
modifiziert).

Na,S,03 x 5 H,0 5049
MgSO,4 x 7 H,0O 109
CaCl,x 2H,0 0,13¢g
NH,4CI 10g
KH2PO4 0,449
K2oHPO,4 0649
FeEDTA-Stammldsung 5mL
Biotinstamml6sung (1 mM) 10 mL
Spurenel ementestamml 6sung 5mL
aquadeion. ad 1000 mL

Der pH-Wert des Mediums betrug 6,7. Als pH-Indikator wurde der Nahrlésung Methylrot
zugegeben.

12



Material und Methoden

FeEDTA-Stamml 6sung

Fe(111)Cl3 50 mg
EDTA 100 mg
aguadeion. ad 100 mL
Spurenelementel Gsung

NaEDTA 50,09
ZnS0O,4 x 7 H0O 2,29
FeSO, x 7 H,0O 4,999
CuSO4 x 5H,0 1579
CaCl, x 2 H,0 7,349
MnCl; x 4 H,O 5,069
CoCl;, x 6 H,O 1619
(NH,)6M 07024 X 4 H,0 1,10 g
aquadeion. ad 1000 mL

Die Spurenelementelsung wurde durch Zugabe von Kaliumhydroxidpldtzchen auf pH 7,0
eingestellt.

Die Sterilisation des Nahrmediums erfolgte bei 112°C und 1,5 bar fur 30 min.

Zur Herstellung von Festmedium wurde dem Nahrmedium 15 g Agar hinzugefUgt.
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3.3 Kulturfuhrung

3.3.1 Stammkulturen

50 mL Stammkulturen von Thiomonas intermedia K12 wurden bei 28°C auf einem
Rundschdittler bei 150 bis 200 Upm im Dunkeln inkubiert. Das Inokulum betrug 10 % (v/v)
einer gewachsenen Kultur. Nach 3-4 Tagen waren die Kulturen gewachsen, was durch einen
Farbumschlag des pH-Indikators nach rosa (pH < 4) angezeigt wurde. Die Lagerung erfolgte
im Dunkeln bei 4°C. Alle 4 bis 5 Wochen wurden Aliquote der Stammkulturen auf frisches

Nahrmedium Ubertragen.

3.3.2 Zwischenkulturen

Zum Beimpfen von 5 und 10 L Arbeitskulturen wurden Zwischenkulturen angelegt. 500 mL
Nahrmedium wurden mit 5 % Inokulum (v/v) einer Stammkultur beimpft. Die Kultivierung
der Zwischenkulturen erfolgte wie flr die Stammkulturen beschrieben. Die Dauer bis zum

Farbumschlag des pH-Indikators betrug etwa 4 - 5 Tage.

3.3.3 Arbeitskulturen
Arbeitskulturen wurden in 5 L oder 10 L Steilbrustflaschen mit 4,5 bzw. 9 L Ndhrmedium

kultiviert. Thiosulfat wurde in Form einer sterilfiltrierten Stammldosung dem Medium
unmittelbar vor dem Beimpfen hinzugefiigt. Die Arbeitskultur wurde mit Aliquoten einer
gewachsenen Zwischenkultur beimpft. Das Inokulum betrug 5 % (v/v). Die Inkubation unter
konstanter Belliftung mit wasserdampfgeséttigter Luft und RiUhren bel 28°C im Dunkeln
dauerte 2 Tage. Nach 2 Tagen befand sich der pH-Wert bei 2,3, Thiosulfat war vollstandig

verbraucht und die Kultur am Ende der exponentiellen Wachstumsphase.

3.3.4 Reinheitskontrolle

Stamm-, Zwischen- und Arbeitskulturen wurden regelmaldig lichtmikroskopisch auf ihre
Einheitlichkeit getestet. Des Weiteren wurde Festmedium mit den Kulturen beimpft, um die
Einheitlichkeit der Koloniemorphologie zu tberprifen. Stammkulturen wurden regelmaldig
auf Reinheitsagar ausgestrichen (Wolff, 1981).
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3.3.5 Technik der anaeroben Kulturfuhrung

3.3.5.1 Befullung von Serumflaschen

25 mL und 100 mL Serumflaschen wurden vor der Befiillung anaerobisiert und autoklaviert.
Um Sauerstoff aus den Serumflaschen zu beseitigen, wurden mit Gummistopfen luftdicht
verschlossene Serumflaschen abwechselnd mit der Wasserstrahlpumpe entgast und
nachfolgend mit Stickstoff der Reinheitsklasse 5.0 begast. Dieser Vorgang wurde 3 X
wiederholt und die Serumflaschen anschliessend bei 0,5 bar und 112 °C autoklaviert.

Die anaerobe Befillung erfolgte mit Hilfe eines Widdel-Kolbens. Dieser mit einem Steigrohr,
Befllungschlauchen, Gasanschluss, Magnetrihrstédbchen und zwel Probenahmedffnungen
versehene Kolben wurde mit 1,5 L eines 0,05 M Phosphatpuffer (pH 6,5) bzw. Nahrmedium
beflllt und autoklaviert. Sofort nach Beendigung des Autoklavierens (30 min, 0,5 bar,
112 °C) wurde der Kolben verschlossen und unter Rihren mit einem Gemisch aus No/CO,
(80/20, v/v) begast.

Fur die Experimente zum Abbau von Schwefelverbindungen wurde der Puffer unter
kontinuierlicher Begasung mit Stickstoff unter Riihren im Eisbad abgekuhlt.

Das fur anaerobe Wachstumsexperimente benétigte Nahrmedium wurde bei Raumtemperatur
unter konstanter Begasung mit einem No/CO,-Gemisch (80/20, v/v) unter Ruhren abgekuhit,
damit wahrend des Autoklavierens ausgefallene Salze wieder in Losung gingen. War dieses
erfolgt, konnte bis auf Raumtemperatur unter Rihren im Eisbad abgekihlt werden.

Zur Befullung der Serumflaschen wurde der Widdel-Kolben verschlossen, so dass die
Flissigkeit durch den Gasdruck in das Steigrohr und die daran angeschlossenen
Befillungsschlduche mit Kanilen stieg. Durch Offnen der Kantlenhéhne konnte Medium
abgezapft werden. Die ersten 100 mL wurden verworfen.

Anschliessend wurden die Gummistopfen der Serumflaschen mit den Kanulen der
Befllungsschlauche des Widdel-Kolbens durchstochen und durch Anbringen einer
zusétzlichen Entliftungskanile die Serumflasche beflllt. Hierbel wurde sichergestellt, dass
die EntlUftungskantle erst durch den Gummistopfen der Serumflasche gestochen wurde,
wenn sich in der Flasche durch die Befiillungskaniile ein Uberdruck aufgebaut hatte, so dass

kein Luftsauerstoff in die Serumflasche eindringen konnte.

3.3.5.2 Inokulation und Probenahmen
Fur Inokulation und Probenahme wurde der Stopfen mittels einer zuvor mit Stickstoff
gespulten Spritze (Hungate Technik) durchstochen.

Die verwendeten Zell suspensionen wurden vor Versuchsbeginn 15 min mit Stickstoff begast.
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Die sterilfiltrierten Thiosulfat-, Trithionat- und Tetrathionatstammlésungen wurden an der
Wasserstrahlpumpe entgast und nachfolgend 15 min mit Stickstoff begast.
Autoklavierbare Stammlésungen (z.B. organische Substrate) wurden an der Wasserstrahl-

pumpe entgast, autoklaviert und nachfolgend mindestens 15 min mit Stickstoff begast.

3.4 Thiosulfat- und Polythionatabbau durch Zellsuspensionen

3.4.1Zdlernte
Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (10.000 g, 20 min, 4°C, Kontron, Centrikon H-
401). Die Zellen wurden 2 x mit Phosphatpuffer (0,05 M, pH 6,5) gewaschen. Abschlief3end

wurden die Zellen in Phosphatpuffer resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gel agert.

3.4.2 Abbauexperimente unter aer oben Bedingungen

Die Versuche wurden mit Phosphatpuffer (0,05 M, pH 6,5) in Schraubdeckelflaschen (100
mL) im Wasserbad bei 30°C unter Rihren und Bellftung durchgefihrt. Die Versuchsdauer
betrug 15 bis 180 min.

Der mit der Zelsuspenson beimpfte Versuchsansatz wurde 10 min unter
V ersuchsbedingungen vorinkubiert.

Das Experiment wurde durch Zugabe von 1 mL einer in Phosphatpuffer (0,05 M, pH 6,5)
angesetzten Thiosulfat-, Trithionat- bzw. Tetrathionatstammldsung gestartet. Unmittelbar
nach dem Start sowie zu weiteren, ausgewdahlten Zeitpunkten wurde steril 2 mL Probe
entnommen und fir die Bestimmung von Polythionaten und Sulfat sofort steril filtriert.

Fur die Bestimmung des Gehalts an Elementarschwefel (Kap. 3.9.3) wurden die
unbehandelten Proben sofort eingefroren (-25°C).

Die Bestimmung des Gehalts an Polythionaten erfolgte mittels lonenpaarchromatographie
nach entsprechender Verdiinnung unmittelbar nach Beendigung der Versuchsreihe (innerhab
von 10 h) (Kap. 3.9.2).

Die Bestimmung des Sulfatgehalts erfolgte mittels lonenchromatograhie aus eingefrorenen
Proben (Kap. 3.9.1).

Nach Beendigung des Experiments wurden 500 pL Probe fir die Bestimmung des
Proteingehalts (Kap. 3.11) entnommen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Das Préazipitat wurde bis zur weiteren Verwendung bel —25°C gelagert.
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Kontrollexperimente zur Quantifizierung des chemisch bedingten Abbaus von Thiosulfat und
Polythionaten wurden mit durch Dampfsterilisation abgetoteten Zellen unter identischen
V ersuchsbedingungen durchgefihrt.

3.4.3 Abbauexperimente unter anaeroben Bedingungen

Abbauexperimente unter anaeroben Bedingungen wurden in anaeroben und steril mit 25 und
50 mL 0,05 M Phosphatpuffer befiillten Serumflaschen (30 mL und 100 mL; Kap. 3.3.5.1) im
Wasserbad bei 30°C unter Rihren durchgefihrt. Die Versuchsdauer betrug 5 bis 180 min.

In regelmaligen Abstdnden wurden Proben entnommen (Kap. 3.3.5.2). Die Versuchs
durchfiihrung und Probenbehandlung erfolgte, wie fur aerobe Experimente (Kap. 3.4.2)
beschrieben.

3.4.4 Hemmstoffe und Entkoppler

Hemmstoffe und Entkoppler wurden mit Ausnahme von Kaliumcyanid (KCN) in 96 %igem
Ethanol geldst und bis zum Einsatz auf Eis gelagert. KCN wurde in Phosphatpuffer (0,05 M,
pH 6,5) gelOst.

Tabelle 3.1: Entkoppler und Hemmstoffe fiir aerobe und anaerobe Abbauversuche:

Verbindung Abkirzung Wirkung Literatur

Entkoppler:

2,4-Dinitrophenol DNP Aufhebung des Hallberg et al.,
Membranpotentials 1996

Carbonyl-Cyanid-m- CCCP Aufhebung des Hallberg et al.,

Chlorophenyl-Hydrazon Membranpotentials 1996

Hemmstoffe:

Kaliumcyanid CN Hemmung der Luund Kelly,
Cytochrom-c-Oxidase  1988b

Myxothiazol MTZ Blockierung des Luund Kelly,
Cytochrom-bcl- 1988b
Komplexes

2-Heptyl-4-Hydroxyquinolin- HQNO Ubichinonanal ogon Hallberg et al.,

N-Oxid 1996
N-Ethylmaleimid NEM bindet an Hazeu et dl.,
M ercaptogruppen 1988
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3.5 Bestimmung der Aktivitat von Thiosulfat-Dehydrogenase in zellfreien Rohextrakten

Herstellung des Rohextraktes
Die Zdllernte einer 18 L Arbeitskultur erfolgte durch Zentrifugation (10.000 g, 20 min., 4°C,

Kontron, Centrikon H-401). Die Zellen wurden 2 x mit Waschlésung des Anzuchtmediums

gewaschen. Anschlief3end wurden sie in 10 mL Waschlésung (pH 7) resuspendiert.

Zum Zellaufschluss wurde die Suspension wie folgt weiter behandelt:

1. Ultraschallbehandlung (20 min, High Intensity, 0,5 min Intervall, Bioruptor UCD-130,
Toshi Denki Co. Ltd.). Durch mehrmaliges Auswechseln des Eiswasserbades war eine
gleichbleibende KUhlung gewahrleistet.

2. French-Press-Behandlung, 1 x (137 mPa, kleine Druckzelle, American Instruments
Company).

3. Ultraschallbehandlung (20 min)

4. Abtrennen von groben Zeltrimmern durch Zentrifugation (13.000g, 30 min, 4°C,
K uhlzentrifuge Kontron Centrikon 401)

Bis zur weiteren Bearbeitung erfolgte die Lagerung des Uberstandes auf Eis.

Test zur Aktivitat von Thiosulfat-Dehydr ogenase

Die Bestimmung der Aktivitat von Thiosulfat-Dehydrogenase erfolgte, wie von Meulenberg
et a. (1993) beschrieben. Ferricyanid wird in diesem Aktivitatstest al's Elektronenakzeptor fir
die Thiosulfat-Dehydrogenase eingesetzt. Der Reaktionsansatz in einer Halbmikrokiivette
enthielt 1 mL 25 mM (NH4),SO, (pH 7,0), 0,9 mM K3Fe(CN)s und unterschiedliche
Volumina zellfreien Extraktes. Nach Equilibrierung fir 2 min bei 30°C wurde die Reaktion
durch Zugabe von 100 pl einer 55 mM Thiosulfatstamml sung gestartet. Die Reduktion von
Ferricyanid wurde bei 420 nm mit einem Spektralphotometer (Shimadzu, MPS 2000, Kyoto,
Japan, mit Grafikdrucker) als Extinktionsabnahme gegen einen Blindwert ohne Rohextrakt
gemessen. Die Quantifizierung der Ferricyanidreduktion erfolgte mittels eines

Extinktionskoeffizienten von 0,49 x 10° M™-.cm™ (experimentell bestimmt).
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3.6 Bestimmung des Tetrathionatabbaus in zellfreien Rohextrakten

Herstellung des zellfreien Rohextraktes

Nach Meulenberg et a. (1993a) sind hohe Salzkonzentrationen notwendig, um die Aktivitét

des Tetrathionat abbauenden Enzyms wéahrend des Zellaufschlusses zu stabilisieren. Mit

Acidiphilium acidophilum erhielten die Autoren die hdchsten spezifischen Enzymaktivitéaten

bei einem Zellaufschlussin 2 M (NH,4),SO,4 bei pH 3.

Eine 9 L Arbeitskultur wurde vollstandig in sterile 500 mL Zentrifugenbecher tUberfihrt und

durch Zentrifugation geerntet (10.000 g, 20 min., 4°C, Kontron, Centrikon H-401). Die

Pellets wurden 2 x mit 2 M (NH,4)2SO,4, pH 3, gewaschen, und in 5 mL desselben Puffers

resuspendiert.

1. French-Press-Behandlung (2 x, 137 mPa, kleine Druckzelle, American Instrument
Company)

2. Zentrifugation bei 18.000 g (10 min, 4°C, Kuhlzentrifuge Kontron Centrikon 401)

3. Pelletin5 mL (NH,),SO,bei pH 3 resuspendiert, Uberstand bis zur weiteren Bearbeitung
auf Eis gestellt.

4. French-Press-Behandlung des resupendierten Pellets (2 x, 137 mPa, kleine Druckzelle,

American Instrument Company)

Wiederholung von Schritt 2

Vereinigung der Uberstande aus Schritten 2 und 6

Zentrifugation bei 48.000 g (30 min, 4°C, Kuhlzentrifuge Kontron Centrikon 401)

Pellet verworfen, Uberstand bei 48.000 g zentrifugiert (30 min, 4°C, Kiihlzentrifuge

Kontron Centrikon 401)

9. Der Uberstand wurde fiir den Enzymaktivitatstest verwendet.

O N o v

Bestimmung des T etrathionatabbaus

Der Tetrathionatabbau durch Rohextrakte wurde in 20 mL einer 2 M (NH4)SO,4 - Losung mit
pH 3 bei 30°C unter intensivem Rihren bestimmt. Die Proteinkonzentration betrug 0,65
mg/mL. Nach 15 min Aequilibrierung wurde der Versuch durch Zugabe von 2 mL einer 10
mM Tetrathionatstamml6sung gestartet. In regelmélligen Abstdnden wurden Proben fur die
Tetrathionatbestimmung (Kap. 3.9.2) entnommen und sofort mit Flissigstickstoff eingefroren.
Zur Kontrolle wurde mit einem Reaktionsansatz mit autoklaviertem Rohextrakt identisch

verfahren. Die Messung erfolgte Uber einen Zeitraum von 150 min.
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3.7 Thiosulfat Dehydrogenase Aktivitdt und Tetrathionatabbau durch

Fraktionen des periplasmatischen Raums und des Cytoplasmas

Herstellung der Cytoplasma- und Periplasmafraktionen

Um die Lokalisation der Enzyme des Thiosulfatabbaus genauer zu untersuchen, wurde das
Periplasma der Zellen von Thiomonas intermedia K12 vom Cytoplasma (+ Membran)
abgetrennt (Lu und Kelly, 1988a, modifiziert). Hierfir wurde eine 9 L Arbeitskultur
vollstandig geerntet (10.000 g, Kihlzentrifuge Kontron Centrikon 401), das Pellet 2 mal in

Waschlsung gewaschen und anschlief3end in 5 mL folgender Lésung resuspendiert:

0,5M Sacharose

0,05 M K-Phosphat pH 7
0,05 M TrissHCL (pH 7)
5mM EDTA

Nach Zugabe von 1 mL einer 1,5 % Lysozymlésung wurde die Zellsuspension bei 30°C
inkubiert. Die Auflésung der“AulReren* Membran wurde in regelméRigen Abstanden im
Lichtmikroskop (Phasenkontrast, 1000 fache Vergrof3erung) kontrolliert. Nach 1,75 h waren
Uberwiegend Sphaeroblasten zu erkennen.

Sphaeroblasten und vollstandige Zellen wurden anschliefiend durch Zentrifugation bei 4°C
und 10.000 g (15 min, Kihlzentrifuge Kontron Centrikon 401) entfernt. Der Uberstand wurde
als Inhalt des periplasmatischen Raums eingefroren.

Das Pellet wurde in 0,1 M K-PO,4-Puffer (pH 7) aufgenommen und 5 min inkubiert. Dieser as
osmotischer Schock wirkende Schritt fuhrte zur Lysis der Sphaeroblasten. Verbleibende
vollstandige Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4°C (15 min,10.000 g, Kuhlzentrifuge
Kontron Centrikon 401) abgetrennt. Der Uberstand wurde as Inhalt des Cytoplasmas +
Membran eingefroren.

Mit den Periplasma und Cytoplasmafraktionen wurde die Aktivitdt der
Thiosulfatdehydrogenase bestimmt sowie der Abbau von Tetrathionat untersucht.
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Bestimmung des Tetrathionatabbaus durch Fraktionen des periplasmatischen Raums

und des Cytoplasmas (+ Membran):

Der Reaktionsansatz setzte sich folgendermal3en zusammen:
1 mL Proteinfraktion

1 mL 0,05M Tris-HCI (pH 7)

Aquilibrierung fir 10 min bei 30°C

Durch Zugabe von 0,2 mL einer 20 mM Tetrathionatstammldsung wurde der Versuch
gestartet. Zu den Zeitpunkten 0, 5, 15, 30, 60 min wurden 10 pl Probe genommen und sofort
eingefroren (-25°C). Die Bestimmung des Tetrathionatgehalts erfolgte wie unter 3.9.2
beschrieben.

3.8 Wachstumsexperimente unter anaer oben Bedingungen

Zur Uberprifung, ob Thiomonas intermedia K12 unter anaeroben Bedingungen mit
Tetrathionat wéchst, wurden Wachstumsexperimente durchgefihrt. Hierzu wurden folgende
Parameter bestimmt: pH-Wert, Konzentrationen von Schwefelverbindungen (Thiosulfat,
Polythionate, Elementarschwefel, Sulfat), Gesamtzellzahlen.

Die Versuche wurden in mit 45 mL N&hrmedium beflllten (Kap. 3.3.5.1) 100 mL
Serumflaschen durchgefiihrt.

Die Versuchsansitze wurden so beimpft, dass die Zellzahl zu Versuchsbeginn ca. 1 x 10%/mL
betrug. Die Zellen stammten entweder aus aerob angezogenen Zwischenkulturen oder aus
anaerob gehaltenen Kulturen. Im ersten Fall wurden die Zellen bei 10.000 g zentrifugiert
(KUhlzentrifuge Kontron Centrikon 401), 2 x mit Thiomonas intermedia-Waschldsung
gewaschen und in 10 mL Ldsung resuspendiert. Die Gesamtzellzahl dieser Zellsuspension
wurde mikroskopisch bestimmt und das Nahrmedium entsprechend beimpft.

Im Falle von anaerob kultivierten Vorkulturen wurden die Wachstumsexperimente direkt aus
diesen Kulturen mit einem Inokulum von 20 % beimpft.

Tetrathionat wurde in Form einer Stammlésung hinzugegeben.

In regelmalligen Absténden wurden Proben (2 mL) zur Bestimmung der oben benannten
Parameter entnommen.

Die Kulturen wurden 3 Wochen bei 28°C auf einem Rundschittler im Dunkeln inkubiert.
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Um den Einfluss von organischen Verbindungen auf das anaerobe Wachstum von Thiomonas
intermedia K12 mit Tetrathionat zu Gberpriifen, wurden Wachstumsexperimente unter Zusatz
von Hefe, Laktat, Glucose, Acetat und Pyruvat in wechselnden Konzentrationen durchgeftihrt.
Ansonsten wurde verfahren, wie fur die Experimente ohne Zusatz von organischen

V erbindungen beschrieben.

3.9 Chemische Analysen

3.9.1 Sulfat

Der Sulfatgehalt wurde mittels lonenchromatographie bestimmt. Bei dieser Methode erfolgt
die Trennung der lonen aufgrund ihrer unterschiedlichen Grofde und Ladung in einer mit
einem Anionenaustauscherharz gefillten Saule. Die Detektion der lonen erfolgte durch die
Anderung der Leitfahigkeit des Eluenten. Zur Erhéhung der Messempfindlichkeit wurde die
Hintergrundleitfahigkeit des Eluenten mit Hilfe eines Suppressors auf 14 uS herabgesetzt. Als
Eluent diente ene Losung aus 1,8 mM Natriumcarbonat und 1,7 mM
Natriumhydrogencarbonat in deionisiertem Wasser. Die Durchflussrate betrug 2 mL/min. Der
Eichbereich lag zwischen 10 und 1000 uM Sulfat. Das verwendete Chromatographi esystem
DX 500 der Firma Dionex bestand aus folgenden Komponenten: Probenaufgeber AS3500,
Gradientenpumpe  GP40, Vorsdule AG9-SC/4 mm,  Suppressor ASRS-1,
Leitfahigkeitsdetektor CD20, Software PeakNet Version 4.3, Computer

3.9.2 Thiosulfat und Polythionate

Die Bestimmung von Thiosulfat und Polythionaten wurde mittels HPLC (High Pressure
Liquid Chromatography) nach Steudel et al. (1987) durchgefihrt. Die chromatographische
Trennung erfolgte mittels lonenpaarchromatographie.  Bel  diessr Form  der
Flussigkeitschromatographie enthédlt der Eluent ein Gegenion zur entgegengesetzt geladenen
ionischen Probenkomponente. Das verwendete Gegenion war Tetrabutylammonium. Bei dem
Eluenten handelte es sich um ein Wasser/Acetonitril-Gemisch (75/25, v/v) mit Zusatz von 1
mM Dinatriumcarbonat und 2 mM Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat (FLUKA). Der
pH lag bel 7,7. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines Diodenarraydetektors. Dieser Detektor
erlaubt im Gegensatiz zum herkdmmlichen UV-Detektor eine Messung Uber enen
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Wellenlangenbereich und nicht nur bei einer bestimmten Wellenldnge. Bei 215 nm befanden
sich die Absorptionsmaxima von Thiosulfat, Tetrathionat und Pentathionat, bei 195 nm das
Absorptionsmaximum von Trithionat. Die Identifizierung der Chromatogramme erfolgte
anhand der Retentionszeiten und des Vergleichs der Wellenlangenspektren der jeweiligen
Probenkomponente mit denen von Standards. Die Bestimmung der Konzentration erfolgte
anhand der Berechnung der Peak-Fl&che. Die Durchflussrate betrug 1 mL/min. Der Eich- und
Messbereich lagen zwischen 0 und 1000 uM. Als Eichstandards dienten frisch angesetzte,
wassrige Losungen von Natrium- und Kaiumsalzen der einzelnen Verbindungen. Tri- und
Pentathionat wurden von Prof. Steudel (TU Berlin) nach Feher (1975) hergestellt und zur
Verfigung gestellt. Reines Hexathionat stand nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung,
um Standards herzustellen. Die ldentifizierung der Hexathionatpeaks erfolgte Uber en
hinterlegtes Absorptionsspektrum und die Quantifizierung erfolgte aus den Peakflachen mit
dem Absorptionskoeffizienten bei 215 nm fur Pentathionat.

Das verwendete Chromatographiesystem der Firma Kontron Instruments bestand aus
folgenden Komponenten: Probenaufgeber 465, Gradientenformer 425, Pumpe 422, Vorsaule,
Trennsdule GPC 150/4,6 mm Polymer Standard Service, Sofware 450-MT2/DAD, Version
1.10, Compuiter.

3.9.3 Elementar schwefé

Elementarschwefel ist in Wasser nahezu unlédich. Kleinere Aggregate werden in Form von
Schwefelglobuli in wassriger Phase gehalten, die sich jedoch durch Zentrifugation nicht
abtrennen lassen (Steudel et al.,1981). Mit n-Hexan ist es moéglich, Elementarschwefel direkt
aus der wassrigen Phase zu extrahieren.

Probenvor bereitung:

Es fanden wahrend der Kurzzeit- und Wachstumsexperimente genommene und bei —18°C
eingefrorene Proben Verwendung. Fur die Bestimmung von in Losung befindlichem
Elementarschwefel wurden zu 800 pL der Probenldsung 600 puL n-Hexan gegeben. Durch
intensives Ruhren (3 x 1 min.) des Reaktionsgemisches auf einem Whirlmix (Ikamag) wurde
sichergestellt, dass beide Ldsungen intensiv gemischt wurden. Anschlief3end wurden beide
Phasen durch Zentrifugation bei 10.000 g voneinander getrennt. Das im Uberstand
befindliche n-Hexan wurde abgehoben, in Gefélde fir den HPLC-Probengeber Uberfiihrt und

sofort gemessen.
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Analyse:

Die Bestimmung des  Elementarschwefels  (Sg-Schwefel) wurde  mittels
Umkehrphasenchromatographie (Reversed Phase Chromatography) nach Steudel et. al.
(1981) durchgefihrt. Bei dieser Form der Hochdruck-Flissigkeitschromatographie ist die
stationare Phase weniger polar als die mobile Phase. Als stationére Phase dient Octadecylsilan
(ODS), as mobile Phase Methanol. Die Detektion erfolgte mit Hilfe enes
Diodenarraydetektors bel 254 nm. Bel dieser Wellenlénge weist das Wellenlangenspektrum
von Schwefel ein charakteristisches Minimum auf. Die Identifizierung erfolgte anhand der
Retentionszeit und des Vergleichs mit dem Weéllenlangenspektrum fir Schwefel. Die
Durchflussrate des Eluenten betrug 1 mL/min. Eich- und Messbereich lagen zwischen 10 und
1000 uM Schwefel. Die Konzentration wurde aus der Peakflache errechnet. Als Eichstandard
dienten Ldsungen von  Elementarschwefel in n-Hexan. Das  verwendete
Chromatographiesystem der Firma Kontron entsprach dem bereits beschriebenen (3.9.2) mit
der Abweichung, dass eine Vorsaule fehlte und eine Trennsaule des Typs Hypersil-ODS-5
pum 125/4,6 mm zum Einsatz kam.
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3.10 Bestimmung der Gesamtzellzahl
Die Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe einer Helber-Zahlkammer bestimmt. Das Zahlen erfolgte
im Phasenkontrast bei 400facher Vergrof3erung mit Hilfe eines Lichtmikroskops.

3.11 Bestimmung des Proteingehalts

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte nach Bradford (1976), modifiziert nach Spector
(1978). Die zentrifugierten und gewaschenen Zellen (siehe Kap.3.4.2) wurden in 500 ul 0,9 %
NaCl/0,3 N NaOH (1:1) Losung resuspendiert und 10 min bei 95°C inkubiert. Um
Zéllbruchstiicke abzutrennen, wurde die Losung 10 min bel 10.000 g (Heraeus
Tischzentrifuge) zentrifugiert. 0,1 mL des Uberstandes wurden zu 1 mL Bradfordreagenz
gegeben und 10 min inkubiert. Der Messbereich lag zwischen 10 und 100 pg Protein. Die
photometrische Messung (LKB) erfolgte bel 595 nm.

BRADFORD-Reagenz:

Serva-Blau G 40 mg
Ethanol (96 %) 40 mL
ortho-Phosphorsaure (85 %) 100 mL
Aquadeion. ad 1000 mL

3.12 Bestimmung des pH
Der pH wurde mit einem pH-Meter pH 522 (WTW) gemessen. Es wurden Elektroden der
Firma Metrohm verwendet.
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4 Ergebnisse

Diese Arbeit baut auf den Ergebnissen meiner Diplomarbeit auf (Wentzien, 1991). In dieser
konnte ich mit Hilfe von Mikrokalorimetrie und on-line Aufzeichnung des pH-Wertes in
Kombination mit Schwefelanaytik charakteristische Muster der Warmefrei setzung sowie der
Produktion von Tetrathionat, Trithionat und Sulfat wahrend des Wachstums von Thiomonas
intermedia K12 mit Thiosulfat darstellen. Bei diesen Versuchen fiel der pH-Wert zu Beginn
der exponentiellen Wachtumsphase von 6,5 schwach ab und stieg intermediér erneut an, um
mit Erschopfung des Substrats steil auf ca. pH 2 abzufallen.

Beim Wachstum mit Tetrathionat als Substrat kam es zu einer kontinuierlichen Ansauerung
des Kulturmediums, die bel einem pH-Wert unter 5 zu einem Einstellen des Wachtums flhrte.
Unter pH-konstanten Bedingungen (pH 6,5) produzierte Thiomonas intermedia K12 wéhrend
des Wachstums mit Tetrathionat as Substrat Thiosulfat und Trithionat als
Zwischenverbindungen sowie Sulfat als Endprodukt (Wentzien et al. 1994).

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden fir diese Arbeit Abbauexperimente in einem
Zeitrahmen von 15 bis 180 min mit Thiosulfat, Tetrathionat und Trithionat durchgefihrt,
deren Ergebnisse im folgenden dargestellt sind. Aus den Ergebnissen sollte auf Abbauwege
und beteiligte Enzyme geschl ossen werden.
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4.1 Aerobe Experimente mit Zellsuspensionen von Thiomonas intermedia K12
4.1.1 Abhangigkeit des Thiosulfatabbaus vom pH

In Abb. 4.1 ist der Thiosulfatabbau bei unterschiedlichen Start-pH-Werten als prozentualer
Anteil am optimalen Abbau bei pH 6,2 dargestellt.
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Abb.4.1: pH-Optimum des Thiosulfatabbaus (1 mM) fir Zellen von Thiomonas intermedia
K12. 30 °C, 0,05 M Phosphatpuffer, 0,1 mg Protein/mL (Mittelwerte aus 3 Experimenten,
Fehler: £ 6 %, jeweils um den Wert der chemischen Kontrolle reduziert)

Das pH-Optimum fir die Thiosulfatoxidation liegt im schwach sauren Bereich um pH 6,2.
Bel niedrigen Werten unter pH 3 dominiert die rein chemische Umsetzung von Thiosulfat.
Oberhalb von pH 3 iiberwiegt der biologische Abbau. Uber pH 7 ist der Abbau deutlich
reduziert. Die Werte lagen nur noch bei 20 % des Maximalwerts.
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4.1.2 Abhangigkeit des Tetrathionatabbaus vom pH
In Abb. 4.2 ist der Tetrathionatabbau bei verschiedenen pH-Werten as prozentualer Anteil
am optimalen Abbau bel pH 7 dargestelit.
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Abb. 4.2: pH-Optimum des Tetrathionatabbaus (1 mM) fir Zellen von Thiomonas intermedia
K12. 30 °C, 0,05 M Phosphatpuffer, 0,1 mg Protein/mL (Mittelwerte aus 3 Experimenten, + 9

%, jeweils um den Wert der chemischen Kontrolle reduziert).

Das Optimum des Tetrathionatabbaus liegt im neutralen bis schwach alkalischen Bereich um
pH 7. Bel stark saurem pH (pH 2 und pH 3) liegen die Aktivitéten bei unter 10 % des
Maximalwertes. Uber pH 5 steigen die Aktivitaten deutlich an. Bei pH 8 sind noch 90 % des
Maximalwertes messbar. Um den Abbau sowohl von Thiosulfat als auch von Tetrathionat
simultan untersuchen zu kdnnen, wurden alle weiteren Experimente bel pH 6,5 durchgefihrt,
da der Abbau beider Verbindungen bei diesem pH-Wert ausreichend gewéahrleistet ist (>60 %
und 90 % der jeweiligen Optima).
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4.1.3 Thiosulfatabbau bel pH 6,5

Der Abbau von Thiosulfat sowie die Entstehung anderer Schwefelverbindungen wurden im
Experiment Uber 15 min verfolgt. Die Ergebnisse eines ausgewahlten Experimentes sind in
Abb. 4.3 dargestellt.

Schwefelverbindungen [mM §]

16

- Abb. 4.3: Thiosulfatabbau durch Zellen von Thiomonas intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M
Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1 x 10" Zellen/ mL). Thiosulfat (m), Trithionat
(a), Tetrathionat (@), Sulfat (&), Gesamtschwefel (—); mM S: Die Konzentration wurde auf
die Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.

Innerhalb der ersten 3 min wird Thiosulfat schnell abgebaut und findet sich zum grofdten Tell
als Tetrathionat wieder. Gleichzeitig werden geringe Mengen Sulfat und Trithionat gebildet.
Wahrend letztere im weiteren Verlauf gleichférmig akkumulieren (1,1 mM S Trithionat und
0,9 mM S Sulfat nach 15 min), folgt der anfanglichen Tetrathionatbildung (1 mM S nach 3
min) eine Abbauphase (0,1 mM S nach 15 min). Elementarschwefel und hohere Polythionate
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wie Pentathionat und Hexathionat konnten bei diesen Experimenten nicht nachgewiesen

werden.

Wie in den Wachstumsexperimenten mit Thiosulfat und Tetrathionat (Wentzien, 1991;
Wentzien et a., 1994) stellt sich im Reaktionsansatz ein Gemisch aus Trithionat, Tetrathionat,
Sulfat und Thiosulfat ein. Nur in den ersten 3 min ist eine dominante Reaktion, die Oxidation
von Thiosulfat zu Tetrathionat, zu erkennen. In den darauffolgenden Minuten schwécht sich
der Abbau von Thiosulfat deutlich ab und Trithionat und Sulfat werden nachweisbar. Die
Tetrathionatkonzentration beginnt ab der 5. min wieder abzunehmen. Auch Trithionat wird
bei verlangerter Inkubation (ca 120 min, nicht dargestellt) vollstdndig abgebaut.
Offensichtlich ist fir Trithionat die geringste Abbaugeschwindigkeit gegeben. Dieses deutet
daraufhin, dass Thiosulfat, Tetrathionat und Trithionat ineinander umgewandelt werden.

Sulfat ist hiervon ausgenommen und akkumuliert kontinuierlich.
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4.1.4 Tetrathionatabbau bei pH 6,5
Der Abbau von Tetrathionat sowie die Entstehung anderer Schwefelverbindungen bel pH 6,5

wurden Uber 15 min verfolgt. Die Ergebnisse eines ausgewahlten Experimentes sind in Abb.
4.4 dargestellt.

Schwefelverbindungen [mM S]

2,5

0 5 min 10 15

Abb 4.4: Tetrathionatabbau durch Zellen von Thiomonas intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M
Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1 x 10" Zellen / mL). Thiosulfat (m), Trithionat
(a), Tetrathionat (@), Sulfat (e), Gesamtschwefel (—); mM S: Die Konzentration wurde auf
die Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.

Tetrathionat (1,8 mM S) wird innerhalb von 3 min vollstandig abgebaut. Dabei werden
Thiosulfat (0,7 mM S), Trithionat (0,56 mM S) und Sulfat (0,6 mM S) gebildet. Nachfolgend
wird Thiosulfat vollstandig abgebaut. Die Trithionatkonzentration nimmt langsam ab
(vollstandige Erschopfung nach 120 min, nicht dargestellt), wahrend Sulfat weiterhin
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akkumuliert. Elementarschwefel und hohere Polythionate wie Pentathionat und Hexathionat

wurden bei diesen Experimenten nicht nachgewiesen.

Die auftretenden Schwefelverbindungen sind identisch mit denen, die bel Versuchen zum
Wachstum mit Thiosulfat und Tetrathionat mit Thiomonas intermedia K12 detektiert wurden
(Wentzien, 1991; Wentzien et al., 1994).

Im Folgenden sollten die Abbauwege mit Hilfe von Hemmstoffen und Entkopplern
unterbrochen werden. Aus den Ergebnissen dieser Versuche sollte abgeleitet werden, auf
welchem Wege und mit welchen Komponenten Zellen von Thiomonas intermedia K12
Thiosulfat und Tetrathionat metabolisieren.

4.1.5 Einflussvon NEM auf den Abbau von Thiosulfat

Bel N-Ethylmalemid (NEM) handelt es sich um einen an Sulfhydrylgruppen (HS)
bindenden Hemmstoff. Dabei kommt es zur Ausbildung von Schwefel briickenbindungen, die
irreversibel sind. Die Mercaptogruppe ist als Bestandteil von Aminosduren (z.B. Cystein,
Methionin) haufig in aktiven Zentren von Enzymen zu finden und damit bei der
Substratbindung und —positionierung von Bedeutung. Hemmung durch NEM deutet auf eine
Beteiligung von Thiol-Gruppen an der Substratumsetzung hin.

In Abbildung 4.5 ist der Abbau von Thiosulfat in Gegenwart unterschiedlicher NEM-
Konzentrationen (10, 100, 1000 uM) im Vergleich zur Kontrolle dargestelt.
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Thiosulfat [mM S]

20

min

Abb. 4.5: Abbau von Thiosulfat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 in Gegenwart
von 10 uM (@), 100 uM (A) und 1000 uM (@) NEM im Vergleich zur Kontrolle (), (pH
6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL); Mittelwerte aus 3 Experimenten
(= 7%); mM S: Die Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatomein der jeweiligen
Verbindung bezogen.

Die Inkubation von Zellen von Thiomonas intermedia K12 mit NEM fihrt zu einer
Beschleunigung des Abbaus von Thiosulfat. In Abb. 4.6 sind die beim Thiosulfatabbau in
Gegenwart von ImM NEM entstehenden Schwefelverbindungen in einem ausgewahlten
Experiment dargestellt.
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Schwefelverbindungen [mM S]

min

Abb. 4.6: Abbau von Thiosulfat in Gegenwart von ImM NEM durch Zellen von Thiomonas
intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca 1 x 10%
Zellen /mL). Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat () Gesamtschwefel (();
mM S. Die Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der jewelligen

Verbindung bezogen.

In Gegenwart von 1 mM NEM wurde Thiosulfat vollsténdig zu Tetrathionat oxidiert. Weitere
Abbauprodukte wie Trithionat und Sulfat waren nicht nachweisbar. Tetrathionat ist somit das
primére Zwischenprodukt des Thiosulfatabbaus. Anscheinend wird die weitere Oxidation von
Tetrathionat durch NEM blockiert. Dieses wurde in Abbauversuchen mit Tetrathionat als
Substrat Uberpruft.
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4.1.6 Einflussvon NEM auf den Abbau von Tetrathionat

In Abb. 4.7 ist der Abbau von Tetrathionat in Gegenwart von verschiedenen NEM-
Konzentrationen dargestellt.

Tetrathionat [mM S]
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Abb. 4.7: Abbau von Tetrathionat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 in Gegenwart
von 10 uM (@), 100 uM (A) und 1000 uM (@) NEM im Vergleich zur Kontrolle (M), (pH
6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca 1 x 10 Zellen/ mL), Mittelwerte
aus 3 Experimenten (Fehler + 5 %). mM S: Die Konzentration wurde auf die Anzahl der

Schwefelatome in der jewelligen Verbindung bezogen.
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NEM hemmt schon in geringen Konzentrationen den Tetrathionatabbau. In Gegenwart von
10 uM NEM waren nur geringe Mengen an Trithionat und Sulfat detektierbar (dargestellt in
Abb. 4.8), wahrend bel einem Zusatz von 100 und 1000 uM NEM kein Tetrathionat abgebaut
wurde. Somit wurden die Ergebnisse des Abbaus von Thiosulfat in Gegenwart von NEM
durch die Ergebnisse der Experimente mit Tetrathionat als Substrat bestdtigt. NEM
unterbricht den Thiosulfatabbau auf der Stufe des Tetrathionats und verhindert damit die
Bildung weiterer Schwefelverbindungen wie Trithionat und Sulfat. Damit fehlt das Substrat
far die Hydrolyse von Trithionat zu Thiosulfat und Sulfat, und Thiosulfat wird folglich nicht
mehr aus Tetrathionat gebildet. Die fehlende ,,Neubildung® von Thiosulfat erklart, warum
NEM den Thiosulfatabbau im Verhdltnis zur Kontrolle beschleunigt (Abb. 4.6). Im
Endergebnis ist der Thiosulfatpool in Gegenwart von NEM deutlich schneller erschopft as
ohne NEM-Gabe.

5 Schwefelverbindungen [mM S]
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Abb 4.8: Abbau von Tetrathionat in Gegenwart von 10 pM NEM durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1
x 10'°Zellen/ mL). Dargestellt ist ein ausgewahltes Experiment. Tetrathionat (@), Thiosulfat
(m), Trithionat (a), Sulfat (e) Gesamtschwefel (—); mM S: Die Konzentration wurde auf die
Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.
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4.1.7 Einfluss von DNP auf den Abbau von Thiosulfat

Als Entkoppler bezeichnet man Substanzen, die ene Trennung der oxidativen
Phosphorylierung von der ATP-Gewinnung bewirken. Dieses kann z.B. durch den Einsatz
von Protonophoren erreicht werden. Protonophoren gelangen in protonierter Form Uber die
Cytoplasmamembran in das Cytoplasma, wo sie dann dissoziieren. Dieses fuhrt zur
Aufhebung des H*-Gradienten zwischen Membraninnen- und —auRenseite und damit zur
Auflésung des Membranpotentials, der Grundlage der ATP-Gewinnung durch die ATPase.
Damit hemmen Entkoppler solche Prozesse, die eine energetiserte Membran oder ATP
benttigen. Die Auflésung des Membranpotentials durch die Entkoppler fuhrt zu einer
verstéarkten Atmung mit dem Ziel, das aufgeldste Membranpotential wieder aufzubauen. Fir
diese Versuche wurden zwei verschiedene Protonophoren eingesetzt: 2,4-Dinitrophenol
(DNP) und Carbonyl-cyanid-m-chlorophenyl-hydrazon (CCCP) (Kap. 4.1.7 und 4.1.8).

In Abb. 4.9 ist der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von DNP auf den Abbau von
Thiosulfat dargestellt.
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Thiosulfat [mM S]

_ 20
min

Abb. 4.9: Abbau von Thiosulfat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 in Gegenwart
von 200 uM (A) und 1 mM (@) DNP im Vergleich zur Kontrolle (H), (pH 6,5 0,05 M
Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca 1 x 10 Zellen/ mL). Mittelwerte aus 3
Experimenten (Fehler + 5 %). mM S Die Konzentration wurde auf die Anzahl der

Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.
Im Zeitraum O bis 3 min ist kein Unterschied zwischen Kontrolle und Ansdtzen mit DNP zu

erkennen. Legt man die Abbauraten zwischen 1 und 5 min zugrunde, so ergibt sich eine
Reduzierung der Abbauraten um 40 % in Anwesenheit von 1 mM DNP.
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4.1.8 Einfluss von DNP auf den Abbau von Tetrathionat

In Abb. 4.10 ist der Abbau von Tetrathionat in Gegenwart von 100, 200 uM und 1 mM DNP
dargestellt.

Tetrathionat [MM §]

Abb. 4.10: Abbau von Tetrathionat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 in
Gegenwart von 100 (e), 200 UM (A) und 1 mM (@) DNP im Vergleich zur Kontrolle (1),
(pH 6,5 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca 1 x 10 Zellen/mL).
Mittelwerte aus 3 Experimenten (Fehler + 5 %). mM S: Die Konzentration wurde auf die

Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.

DNP hat keinen signifikanten Einfluss auf den Abbau von Tetrathionat durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12.
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4.1.9 Einfluss von CCCP auf den Abbau von Thiosulfat

Beim Entkoppler CCCP handelt es sich um einen weiteren Protonophoren. Um die Ergebnisse
mit DNP zu Uberprifen, wurde auch sein Einfluss auf den Abbau von Thiosulfat und
Tetrathionat bestimmt. In Abb. 4.11 ist der Thiosulfatabbau in Gegenwart verschiedener
Konzentrationen an CCCP dargestel|t.

Thiosulfat [mM S]

20

min

Abb. 4.11: Abbau von Thiosulfat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 in Gegenwart
von 5 (A), 50 uM (e) und 200 pM (@) CCCP im Vergleich zur Kontrolle (H), (pH 6,5
0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1 x 10" Zellen/mL). Mittelwerte aus 3
Experimenten (Fehler + 5 %). mM S:. Die Konzentration wurde auf die Anzahl der
Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.

40



Ergebnisse

Der Abbau von Thiosulfat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 wird durch CCCP
deutlich beschleunigt. Die Geschwindigkeit des Thiosulfatabbaus steigt in Gegenwart von 50
und 200 uM CCCP auf 140 % der Abbaugeschwindigkeit der Kontrolle im Zeitraum 0-3 min.
In Abbildung 4.12 sind die im Versuch mit 200 puM CCCP entstehenden
Schwefel verbindungen dargestellt (ausgewahltes Experiment).

3 Schwefelverbindungen [mM §]

Abb. 4.12: Abbau von Thiosulfat in Gegenwart von CCCP (200 uM) durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca.
1 x 10" Zellen/mL). Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat (¢). MM S: Die
Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der jewelligen Verbindung

bezogen.

Innerhalb von 3 min wurde Thiosulfat vollstéandig abgebaut. Als Hauptprodukt entstand
Tetrathionat (2 mM S nach 3 min). Gleichzeitig wurden Trithionat und Sulfat in Vergleich zu
den Kontrollexperimenten in deutlich reduzierten Konzentrationen gebildet (siehe Abb. 4.3).
Im weiteren Verlauf wurde Tetrathionat langsam abgebaut und Trithionat und Sulfat gebildet.
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4.1.10 Einfluss von CCCP auf den Abbau von Tetrathionat

In Abb. 4.13 ist der Einfluss von CCCP auf den Abbau von Tetrathionat durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12 dargestelIt.

Tetrathionat [mM S]

0 5 10 15 20
min

Abb.4.13: Abbau von Tetrathionat durch Zellen von Thiomonas intermedia K12 in
Gegenwart von 100 (A) und 200 uM (@) CCCP im Vergleich zur Kontrolle (H), (pH 6,5,
0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1 x 10™ Zellen /ml). Mittelwerte aus
drei Experimenten (Fehler + 5 %). mM S: Die Konzentration wurde auf die Anzahl der

Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.

In Gegenwart von CCCP wird Tetrathionat durch Thiomonas intermedia K12 verlangsamt
abgebaut. In den ersten drei Minuten ist der Tetrathionatabbau in Gegenwart von 100 oder
200 uM CCCP gegeniiber der Kontrolle um tiber 80 % reduziert.

Der beschleunigte Abbau von Thiosulfat (Abb. 4.11) sowie der gehemmte Abbau von
Tetrathionat in Gegenwart von CCCP (Abb. 4.13) spiegeln sich in den beim Abbau von
Tetrathionat in Gegenwart von 200 uM CCCP auftretenden Schwefelverbindungen wider
(Abb. 4. 14, ausgewahltes Experiment). Es kommt nicht wie in der Kontrolle (Abb. 4.4) zu
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einer vorubergehenden Akkumulation von Thiosulfat, sondern Thiosulfat tritt im gesamten
Messzeitraum, alerdings in geringen Konzentrationen, auf. Sulfat und Trithionat steigen
kontinuierlich an.

Schwefelverbindungen [mM §]

Abb. 4.14: Abbau von Tetrathionat in Gegenwart von CCCP (200 uM) durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1
x 10" Zellen/mL). Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat (e) Gesamtschwefel
(—); mM S: Die Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen

Verbindung bezogen.

4.1.11 Einfluss von HQNO und Myxothiazol auf den Abbau von Thiosulfat und
Tetrathionat.

In der Atmungskette werden Elektronen von Elektronendonatoren auf den finalen
Elektronenakzeptor, z.B. Sauerstoff, Ubertragen. Hierbei wird ein Redoxpotentialanstieg

ausgenutzt, um einen Protonengradienten aufzubauen, der letztendlich zur ATP-Gewinnung
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genutzt werden kann (chemiosmotische Theorie). Die Atmungskette setzt sich aus mehreren
Multienzymkomplexen zusammen, die jeweils einem Redoxpaar in der Kette entsprechen.
Hemmstoffe der Atmungskette kdnnen an den einzelnen Enzymen angreifen und den
Elektronentransport unterbrechen. Die Wirksamkeit der Hemmstoffe lasst Rickschllsse
darauf zu, an welcher Position Elektronen aus Oxidationsreaktionen in die Atmungskette
eingespeist werden, welcher Energiegewinn damit verbunden sein kann und wie eng die
enzymatische Reaktion mit der Atmungskette verknipft ist. Folgende Hemmstoffe wurden
getestet: HQNO (4-Hydroxyquinolin) ist ein Ubihydrochinonanalogon, dessen hemmende
Wirkung von Hallberg et al. (1996) auf die Oxidation von Sulfit bei Acidithiobacillus caldus
bereits beschrieben wurde. Myxothiazol ist ein Hemmstoff des Cytochrom bc;-Komplexes
und Cyanid (CN’) hemmt die terminale Cytochrom-c-Oxidase (Kap. 4.1.12).

In den Versuchen konnte kein hemmender oder aktivierender Einfluss von Myxothiazol oder
HONO auf die Oxidation von Thiosulfat und Tetrathionat festgestellt werden. In
Konzentrationsbereichen von je 1uM bis 500uM Myxothiazol oder HQNO konnten keine
signifikanten Unterschiede zum Thiosulfat- bzw. Tetrathionatabbau der Kontrollen
festgestellt werden. Das gleiche gdt fur die Muster der beim Abbau von Thiosulfat und
Tetrathionat auftretenden Schwefelverbindungen. Daher kann auf die Darstellung der
Ergebnisse verzichtet werden.

Anders lagen die Verhaltnisse beim Zusatz von Cyanid.

4.1.12 Einfluss von Cyanid auf den Abbau von Thiosulfat

In Gegenwart von 1 mM Cyanid (CN’) wird Thiosulfat nicht durch Zellen von Thiomonas
intermedia K12 abgebaut. Die beim Abbau von Thiosulfat in der Kontrolle auftretenden
Schwefelverbindungen Trithionat, Tetrathionat und Sulfat konnten lediglich in um en

hundertfaches reduzierten K onzentrationen gegenuber der Kontrolle nachgewiesen werden.
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4.1.13 Einfluss von Cyanid auf den Abbau von Tetrathionat

In Gegenwart von 1 mM Cyanid wird Tetrathionat im Verhaltnis zur Kontrolle mit doppelter
Geschwindigkeit abgebaut. Dabel unterscheidet sich das Muster der entstehenden
Schwefel verbindungen grundsétzlich von dem der Kontrolle. Trithionat und Sulfat sind nur in
reduzierten Konzentrationen nachweisbar. Drel Viertel des verbrauchten Tetrathionates
wurden in Form von Thiosulfat wiedergefunden (Abb. 4.15). Da CN™ den Thiosulfatabbau
verhindert (Kap. 4.1.12), tritt eine Akkumulation von Thiosulfat auf. Die Menge an
detektiertem Thiosulfat kann jedoch nicht alein auf die Reaktionen der Tetrathionat-
Hydrolase und Trithionat-Hydrolase zurtickzufihren sein. Wére dies der Fall, hdtten pro Mol
entstandenem Thiosulfat 2 Mol Sulfat entstehen missen. Das entsprache 1,5 mM S Sulfat im
Gegensatz zu den tatséchlich entstandenen 0,3 mM S. Die Stochiometrie der entstandenen
Verbindungen spricht vielmehr dafir, dass ein Teil des Thiosulfates durch eine andere
Reaktion, z.B. eine Reduktion von Tetrathionat, entstanden ist. In Abb. 4.15 ist ein
ausgewahltes Experiment des Tetrathionatabbaus in Gegenwart von 1 mM CN™ dargestellt.

Schwefelverbindungen [mM §]
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Abb. 4.15: Abbau von Tetrathionat in Gegenwart von CN™ (1 mM) durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12. (pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca. 1
x 10" Zellen/mL). Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat (e) Gesamtschwefel
(—); mM S: Die Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen
Verbindung bezogen.
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4.1.14 Tabdlarische Zusammenfassung der Hemmestoff- und Entkopplerver suche zur

Untersuchung des Abbaus von Thiosulfat- und Tetrathionat

Basierend auf den Ergebnissen der Abbauexperimente in Gegenwart von Hemmestoffen oder
Entkopplern wurden in Tab. 4.1 die Abbauraten fir Thiosulfat und Tetrathionat sowie deren
prozentuales Verhdtnis zur Kontrolle zusammengefasst. Die Abbauraten wurden aus der
negativen Steigung der Thiosulfat- oder Tetrathionatkonzentrationen im Zeitraum O bis 3 min
bestimmit.

Tab. 4.1 Einfluss von Carbonyl-cyanid-m-chlorophenyl-hydrazon (CCCP), 2,4-Dinitrophenol
(DNP), N-Ethylmaleimid (NEM), Cyanid (CN’), 4-Hydroxyquinolin (HQNO) und
Myxothiazol (MTZ) auf die Abbauraten [pmol x mg Protein™ x min™}] von Thiosulfat und
Tetrathionat. Prozentangaben bezogen auf die Abbauraten der Anséize ohne Zusatz von

Hemmstoffen und Entkopplern.

$,05” S06”
Konz. [umol x mg™ [%] [umol x mg™ [%]
Protein x min'] Protein x min

Entkoppler:
CCCP 200pM 41+ 0,2 240 04 13
DNP 1ImM 1,8+0,1 100 31+0,3 100
Hemmstoffe:
NEM 1mM 26 +0,.2 150 0 0
CN’ 1mM 0,1 1 6,0+ 0,2 194
HQNO 500 uM 1,701 100 31+0,3 100
MTZ 500 puM 1,701 100 31x0,3 100
Kontrolle 1,7+01 31+0,3

Versuchsbedingungen: 0,05 M Phosphatpuffer pH 6,5, 0,1 mg Protein x mL™, 30 °C,
Thiosulfatkonzentration 1 mM, Tetrathionatkonzentration 0,5 mM.
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Aus der Tabelle geht hervor, dass der Abbau von Thiosulfat sowie der von Tetrathionat durch
jeweils andere Hemmstoffe reduziert werden. Ein Hemmstoff, der die Abbaurate von
Thiosulfat verringert, fuhrt zu einer Beschleunigung des Abbaus von Tetrathionat. Umgekehrt
fahrt ein Hemmstoff, der den Abbau von Tetrathionat hemmt, zu einer Beschleunigung des
Abbaus von Thiosulfat. Am starksten wird der Thiosulfatabbau durch den Entkoppler CCCP
beschleunigt. Der Entkoppler DNP hat im Zeitraum O bis 3 min keinen Einfluss auf den
Thiosulfatabbau. HQNO und MTZ haben weder Einfluss auf den Abbau von Tetrathionat

noch auf den Abbau von Thiosulfat.

4.1.15 Abbau von Trithionat

Ein Hauptprodukt sowohl des Abbaus von Thiosulfat als auch des von Tetrathionat ist
Trithionat. Es wird in den Abbauversuchen nur langsam und nach ca. 120 min vollstéandig zu
Sulfat abgebaut (nicht dargestellt). Versuche, in denen Trithionat als Substrat eingesetzt
wurde, zeigten ebenfalls nur geringe Abbauraten von 0,003 pmol Trithionat x min™x mg
Protein™), wobei als Produkt lediglich Sulfat detektierbar war (0,012 pmol Sulfat x min™x
mg Protein™). Die niedrigen Umsatzraten fiihrten offensichtlich dazu, dass andere Zwischen-
verbindungen nicht Gber die Nachweisgrenze akkumulierten. Nur das Endprodukt Sulfat war
daher nachweisbar.

Hemmstoffexperimente haben gezeigt, dass der Thiosulfatabbau in Gegenwart von Cyanid
vollstandig blockiert war. Thiosulfat ist ein Produkt des Enzyms Trithionat-Hydrolase
(Meulenberg et a., 1992; Lu und Kelly,1988a). Eine weitere Metabolisierung von Thiosulfat
konnte damit durch den Einsatz von Cyanid verhindert werden. In Gegenwart von 1 mM
Cyanid verlauft der Trithionatabbau, wie in Abb. 4.16 dargestellt. Trithionat wird mit einer
Geschwindigkeit von 0,05 + 0,005 pmol x min ™ x mg Protein™ abgebaut. Nach 90 min ist
Trithionat vollstandig verbraucht. Als Hauptprodukte liegen Thiosulfat (0,45 mM S) und
Sulfat (1 mM S) vor. Weitere Schwefelverbindungen wie Elementarschwefel und hohere
Polythionate waren nicht nachweisbar. Die Schwefelbilanz weist jedoch nach 100 min ein
Defizit von 15 % auf.

Legt man zugrunde, dass in diesem Versuchsansatz die isolierte Reaktion der Trithionat-
Hydrolase betrachtet wurde, so hétten Thiosulfat und Sulfat im Verhdltnis 1:1 entstehen
mussen. In dem dargestellten Versuch entsteht jedoch ca 4 mal soviel Sulfat pro mol
Thiosulfat. Dieses Ergebnis legt nahe, dass bel Cyanidhemmung zusétzlich zur Trithionat-
Hydrolase weitere enzymatische Reaktionen am Trithionatabbau beteiligt sind. In Abb. 4.16
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sind die beim Abbau von Trithionat in Gegenwart von 1 mM Cyanid entstehenden
Schwefelverbindungen dargestellt. Es handelt sich hierbei um Mittelwerte aus drei
Experimenten (Fehler £ 10 %).

Schwefelverbindungen [mM §]
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Abb. 4.16: Abbau von Trithionat in Gegenwart von CN" (1mM) durch Zellen von Thiomonas
intermedia K12 (pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL, ca 1 x 10%
Zdlen/mL). Thiosulfat (m), Trithionat (a), Sulfat (e) Gesamtschwefel (—). mM S: Die
Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung
bezogen.
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42 Aeober Abbau von Thiosulfat und Tetrathionat durch zdlfree

Proteinfraktionen

4.2.1 Aktivitat der Thiosulfat-Dehydrogenase

Mittels Ultraschall- und nachfolgender French-Press-Behandlung sowie Zentrifugation
gewonnene, zellfreie Proteinextrakte von Thiomonas intermedia K12 weisen deutlich
messbare Aktivitdten des Enzyms Thiosulfat-Dehydrogenase auf. Zur Messung wird dem
Ansatz in einer Halbmikrok(vette ein kinstlicher Elektronenakzeptor (KsFe(CN)e) zugeflgt,
dessen Reduktion (durch Thiosulfatoxidation) als eine Extinktionsabnahme bei 420 nm
photometrisch messbar ist. Durch Zugabe einer Thiosulfatstammldsung wurde der Test
gestartet. In Abb. 4.17 ist die Aktivitat der Thiosulfat-Dehydrogenase in Versuchsansdtzen
mit unterschiedlichen Proteingehalten dargestellt. In allen Ansétzen werden im Mittel 0,9 +

0,2 mmol Fe(l11) x minx mg Protein™ reduziert.

1,8
1,6 1
1,4 1
1,2 1

0,8 1
0,6 1
04 -
0,2 1

Fe(l11)-Reduktion [mmol/min]

0,375 0,75 1,5 1,8
Proteingehalt mg/mL
Abb. 4.17 Aktivitét von Thiosulfat-Dehydrogenase in zellfreien Rohextrakten von Thiomonas
intermedia K12 bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen. (Versuchsbedingungen: 1 mL

Versuchsansatz in Halbmikrokiivette; 5 mM S,05%, 250 mM (NH4)>SO4, 0,9 mM KsFe(CN)g
pH 7,0, 30°C, Versuchsdauer ca. 3 min)
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4.2.2 pH-Optimum der Thiosulfat-Dehydrogenase

Aus den unter 4.2.1 dargestellten Ergebnissen wurde deutlich, dass Aktivitéten der Thiosulfat-
Dehydrogenase in zellfreien Proteinfraktionen von Thiomonas intermedia K12 nachweisbar
sind. Von weiterem Interesse war das pH-Optimum des Enzyms Thiosulfat-Dehydrogenase.
Hierzu wurde der Start-pH der Versuchsanséatze mit KOH oder H,SO, auf Werte von pH 2 bis
pH 8 eingestellt. Gemessen wurde gegen eine chemische Kontrolle als Blindwert.

In Abb. 4. 18 sind die Versuchswerte zusammengefasst.

120
100
80
S 60 -
40 -
20 1
: \ H B |
2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

pH-Wert

Abb. 4.18: Aktivitdt von Thiosulfat-Dehydrogenase im zellfreien Rohextrakt bei Start-pH-
Werten von 2 bis 8. Dargestellt sind die prozentualen Anteile an der maximalen Aktivitét bei
pH 3. (Versuchsbedingungen: 1 mL Versuchsansatz in Halbmikrokiivette, 5 mM S,05%, 0,9
mM KsFe(CN)g 30 °C, 250 mM (NH,4),SOs, 0,1 mg Protein / mL, Start pH eingestellt mit
KOH oder H,SO,).

Die Aktivitét der Thiosulfat-Dehydrogenase ist bei pH 3 am gréften und féallt bei niedrigeren
oder hoheren pH-Werten steil ab. Bei pH 6 weist das Enzym nur noch 12 % der maximalen
Aktivitét (bei pH 3) auf.
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Im Gegensatz zu den Versuchen mit ganzen Zellen (siehe Kap. 4.1.1) weisen diein Abb. 4.18
dargestellten Werte auf ein eindeutiges Maximum hin. Dies ist mit Sicherheit darauf
zuruckzufiihren, dass bei ganzen Zellen nicht nur die isolierte Reaktion der Thiosulfat-
Dehydrogenase betrachtet wird, sondern Folgereaktionen auftreten, die zusdtzlich die
Poolgrofe Thiosulfat beeinflussen.

4.2.3 Lokalisation der Thiosulfat-Dehydrogenase

Wie bel anderen acidophilen, Schwefel oxidierenden Bakterien weist die Thiosulfat-
Dehydrogenase bel dem neutrophilen Thiomonas intermedia K12 ein niedriges pH-Optimum
auf. Zur Bestimmung der Lokalisation, d.h. ob das Enzym im Cytoplasma oder im
periplasmatischen Raum vorkommt, wurden ganze Zellen von Thiomonas intermedia K12
nach Zentrifugation in isotonischem Puffer resuspendiert und mit Lysozym behandelt. Dieses
fuhrte zur Bildung von Sphaeroblasten, Zellen ohne “AuRere Membran“. Die Sphagroblasten
konnten durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt werden. Der dabel anfalende
Uberstand wurde fiir die Versuche als Inhalt des periplasmatischen Raumes verwendet. Die
Sphaeroblasten wurden mittels hypotonischen Puffers zum Platzen gebracht und diese
Suspension nach Abtrennung von Zelltriummern als Cytoplasmafraktion (+ Membran)
verwendet. In Tab. 4.2 ist dargestellt, wie sich die Aktivitdten der Thiosulfat-Dehydrogenase

auf Cytoplasma (+ Membran) und periplasmatischen Raum verteilen.

Tab. 4.2 Aktivitdt der Thiosulfat-Dehydrogenase in Cytoplasma (+ Membran) und
periplasmatischem Raum. (Versuchsbedingungen: 1 mL  Versuchsansatiz in
Halbmikrokivette, 5 mM S,05%, 30 °C, 250 mM (NH.)»>SO4, pH 7,0, 0,9 mM K3Fe(CN)g)

Fe(111)-Reduktion

Fraktion [umol x min™ X mg Protein™]
Periplasma 8,4
Cytoplasma(+ Membran) 0,4

ol
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Die Werte weisen deutlich auf eine Konzentrierung der Aktivitdt der Thiosulfat-
Dehydrogenase im periplasmatischen Raum hin. Die Aktivitdt pro mg Protein ist in der
Periplasmafraktion mehr als 20 x so hoch wie in der Cytoplasma und Membran enthaltenen
Fraktion. Damit konnten Kontrollen auf Verunreinigung der Fraktion des Periplasmatischen
Raums durch Cytoplasmabestandteile vernachlassigt werden. Eine Lokalisierung des Enzyms
im periplasmatischen Raum ist ebenfalls fur andere acidophile und neutrophile,
Schwefelverbindungen oxidierende Bakterien beschrieben worden (Lu und Kelly, 1988a;
Meulenberg et a., 1993b)

4.2.4 Lokalisation des Tetrathionat abbauenden Enzyms

Der Einsatz von Tetrathionat im Enzymtest mit Thiosulfat-Dehydrogenase fuhrte zu keiner
messbaren Reduktion von Hexacyanoferrat (weder mit zellfreiem Rohextrakt noch mit
Cytoplasma- und Periplasmafraktion). Auch mittels HPLC war Uber 60 min kein Abbau von
Tetrathionat durch zellfreien Rohextrakt bzw. Cytoplasma- und Periplasmafraktion oder eine
Produktion von Polythionaten messbar.

4.3 Anaerobe Experimente zum Thiosulfat- und Tetrathionatabbau

Cyanid verhindert als Hemmstoff der terminalen Cytochrom-c-Oxidase die Ubertragung von
Elektronen auf den terminalen Elektronenakzeptor Sauerstoff. Vergleichbare Verhdtnisse
lassen sich durch anaerobe Bedingungen einstellen. Anaerobe Verhéltnisse sollten sich somit

auf den Thiosulfat- und den Tetrathi onatstoffwechsel wie die Cyanidinhibition auswirken.

4.3.1 Abbau von Thiosulfat unter anaer oben Bedingungen

Thiosulfat wurde unter anaeroben Bedingungen nicht durch Zellen von Thiomonas intermedia
K12 abgebaut. Demzufolge waren Tetrathionat, Trithionat und Sulfat, die Produkte des
aeroben Thiosulfatabbaus, nicht nachweisbar (auf die Darstellung wurde verzichtet).

4.3.2 Abbau von Tetrathionat unter anaer oben Bedingungen

In Abb. 4.19 ist der Abbau von Tetrathionat unter anaeroben Bedingungen durch Zellen von
Thiomonas intermedia K12 dargestellt. Der Abbau wurde Uber 130 min verfolgt.
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SSchwefererbi ndungen [mM §]
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Abb. 4.19: Anaerober Tetrathionatabbau durch Zellen von Thiomonas intermedia K12
(Serumflasche mit No-Atmosphére, pH 6,5, 0,05 M Phosphatpuffer, Proteingehalt 0,1 mg/mL,
ca 1 x 10 Zellen/mL). Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat (e),
Gesamtschwefel (—).Einsatzgrafik: Konzentration der Schwefelverbindungen im Zeitraum O
bis 5 min. mM S: Die Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der

jeweiligen Verbindung bezogen.

Tetrathionat wird unter anaeroben Bedingungen binnen 5 min zu Thiosulfat, Trithionat und
Sulfat abgebaut. Nachfolgend wird Trithionat weiter zu Thiosulfat und Sulfat abgebaut. Nach
130 min ist Trithionat nahezu vollstéandig erschopft und Thiosulfat und Sulfat stellen die
Endprodukte des anaeroben Tetrathionatabbaus dar. Da Thiosulfat unter anaeroben
Bedingungen nicht abgebaut wird, akkumulieren folgerichtig Thiosulfat und Sulfat.
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4.3.3 Stochiometrie des Tetrathionatabbaus unter anaer oben Bedingungen

Um Aufschluss tiber die Prozesse zu erhalten, die bei dem Tetrathionatabbau unter anaeroben
Bedingungen ablaufen, wurde die Stéchiometrie bestimmt. Hierzu wurden die Steigungen in
den linearen Bereichen der Verlaufe des Tetrathionatabbaus und der Thiosulfat-, Trithionat-
und Sulfatbildung berechnet. Es wurden ingesamt 18 Experimente  mit
Ausgangskonzentrationen von 0,5 bis 20 mM Tetrathionat fir diese Berechnungen
herangezogen. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3 dargestellt.

Tab. 4.3: Stochiometrie des Abbaus von Tetrathionat unter anaeroben Bedingungen durch
Zellen von Thiomonas intermedia K12

abgebaut gebildet
Schwefel
Verbindung S,06% S,047 S06° SO.*
gem. Verhdtnis 1 1,60+ 0,21 0,23+0,06 0,27+0,02

[mol]

Stochiometrie 4 6 1 1
[mol]

Stochiometrie 16 12 3 1
[mol§]

(Serumflaschen mit Nx-Atmosphéare, pH 6,5 0,05 M Phosphatpuffer, 0,1 mg
Protein/mL, 30°C, +/- = Standardabweichung, gem.= experimentell bestimmt)

Etwa drei Viertel (80 %) des im Tetrathionat enthaltenen Schwefels wurden in Thiosulfat
umgewandelt. Trithionat entstand zu 17 % und Sulfat zu 7 %.

Diese Mengenverhdltnisse lassen sich nur erkldren, wenn ein Teil des Tetrathionates zu
Trithionat und Sulfat oxidiert wurde und der andere, mengenmaldig grofdere, zu Thiosulfat
reduziert wurde. Im Ergebnis wére das nur durch eine Disproportionierung von Tetrathionat

erklérbar.
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4.3.4 Anaerobes Wachstum von Thiomonas intermedia K12 durch Disproportionierung

von Tetrathionat

Im folgenden Versuch sollte Gberpriift werden, ob Thiomonas intermedia K12 in der Lage ist,
durch Disproportionierung von Tetrathionat zu wachsen. Um auszuschlief3en, dass Wachstum
und Tetrathionatabbau nicht auf den Verbrauch von intrazelluldren Reservestoffen aus dem
aeroben Wachstum der Vorkultur zurtckzufUhren war, wurden Experimente mit Uber
mindestens 3 Passagen anaerob kultivierten Zellen durchgefihrt. Hierbel handelte es sich um
50 mL Ansdtze, die anaerob (unter No/CO, - Atmosphéare) mit Tetrathionat als Substrat 20
Tage unter pH-Korrektur kultiviert wurden. Aus einer solchen Kultur wurde das Experiment
mit einem Inokulum von 20 % angeimpft. In Abb. 4.20 ist der Verlauf der Konzentrationen
der Schwefelverbindungen, des pH und der Zellzahlen fir ein ausgewdahltes Experiment
dargestellt.

Die Zellzahl stieg innerhalb von 8 Tagen von 6 x 10° Zellen/mL auf log 5 x 10° Zellen/mL an.
Nachfolgend stieg die Zellzahl weiter an, um nach 20 Tagen 1 x 10 Zellen/mL zu erreichen.
In dem gewahlten Zeitrahmen kam es zu keinem vollstandigen Verbrauch des Tetrathionates.
Es ist eine erhebliche Bildung hoherer Polythionate messbar. Der grofite Anteil des als
Tetrathionat eingesetzten Schwefels findet sich im Pentathionat wieder (50 %). Aul3erdem
waren Thiosulfat, Trithionat, Hexathionat und Sulfat in Uber den Inkubationszeitraum
ansteigenden Konzentrationen nachweisbar. Am Versuchsende war dartiber hinaus 1 mM
Elementarschwefel detektierbar.

Als Ergebnis des Versuches ist festzuhalten, dass Zellen von Thiomonas intermedia K12 mit
Tetrathionat als alleiniger Energiequelle wachsen konnen. Allerdings ist die aus den
Kurzzeitexperimenten abgeleitete Stochiometrie in den Wachstumsversuchen nicht zu
erkennen. Anstelle von Thiosulfat sind vielmehr Polythionate wie Pentathionat und

Hexathionat nachweishar.
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Abb. 4.20 Auf- und Abbau von Schwefelverbindungen beim anaeroben Wachstum von
Thiomonas intermedia K12 mit Tetrathionat nach anaerober Vorkultur mit Tetrathionat.
Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat (e), Pentathionat (x), Hexathionat (o),
pH-Wert (—) und Zellzahl (¢). Schwefelverbindungen in mM S: die Konzentration wurde

auf die Anzahl der Schwefelatome in der jeweiligen Verbindung bezogen.
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Bei Thiomonas intermedia K12 handelt es sich um einen fakultativ heterotroph wachsendes
Bakterium. Aerobes Wachstum mit Hefeextrakt und Glucose wurden fir den Organismus
beschrieben (Wolff, 1981). Um zu Uberpriifen, wie sich die Anwesenheit dieser Verbindungen
im Medium auf das anaerobe Wachstum mit Tetrathionat auswirken, wurden
Wachstumsversuche mit 0,5 und 0,05 % Hefeextrakt durchgefuhrt. In Abb. 4.21 sind der
Verlauf der Gesamtzellzahlen, von Schwefelverbindungen und pH-Wert wahrend des
anaeroben Wachstums der Zellen mit Tetrathionat und 0,05 % Hefeextrakt fir en
ausgewahltes Experiment dargestellt. Die verwendeten Zellen waren aus wiederholter
anaerober Vorkultur. Innerhalb von 17 Tagen stieg die Zellzahl von 9 x 10° Zellen/mL auf 1 x
10" Zellen/mL an. Der pH- Wert sank dabei ab. Wie bei dem vorhergehenden Versuch
werden Thiosulfat, Trithionat, Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat gebildet. Aul3erdem
war am Versuchsende 1 mM Elementarschwefel nachweisbar.

Der Verlauf der Schwefelverbindungen und der Zellzahlen wurde in dem Versuch nur
unwesentlich beeinflusst. Wachstumsversuche mit 0,5 % Hefeextrakt ergaben keine anderen

Ergebnisse, sodass hier auf eine Darstellung verzichtet werden kann.
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Abb. 4. 21 Auf- und Abbau der Schwefelverbindungen beim anaeroben Wachstum von
Thiomonas intermedia K12 (nach anaerober Vorkultur) mit Tetrathionat in Gegenwart von
0,05 % Hefeextrakt. Thiosulfat (m), Trithionat (a), Tetrathionat (@), Sulfat (e), Pentathionat
(x), Hexathionat (o), pH-Wert (—) und Zellzahl (<). Schwefelverbindungen in mM S: die
Konzentration wurde auf die Anzahl der Schwefelatome in der jewelligen Verbindung

bezogen. (T) Titration des pH-Wertes mit IN KOH.
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4.3.5 Einfluss ver schiedener organischer Verbindungen auf das anaer obe Wachstum mit

Tetrathionat

Neben Hefeextrakt wurde auch der Einfluss anderer organischer Verbindungen auf das

anaerobe Wachstum von Thiomonas intermedia K12 mit Tetrathionat gepriift. Die Ergebnisse

sind in Tab. 4. 4 zusammengefasst.

Organische Zuwachs der
Substanz Konz. Zdllzahl / mL
Hefeextrakt ~ 0,05%  15x10
050%  1,5x10
Glucose 20mM 0,6x10’
Acetat 20mM 0,5x10’
Glutamat 20mM 0,7x10’
L aktat 025%  0,5x10'
Kontrolle 1,0x107

Tab. 4.4 Einfluss organischer Verbindungen auf das anaerobe Wachstum von Zellen von
Thiomonas intermedia K12 mit Tetrathionat. Auswertung nach 20 Tagen Versuchsdauer,

Inokulum: Zellen aus aerober Vorkultur. Mittelwerte aus 3 Experimenten. Konz. =

Konzentration im Versuch

Aus den Werten ist zu entnehmen, dass nur der Zusatz von Hefeextrakt zu einem verbesserten

Wachstum der Zellen von Thiomonas intermedia K12 fuhrt. Alle anderen Verbindungen

hemmen offensichtlich das Wachstum.
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5 Diskussion

Aufgrund der Vielfalt der Abbauwege, die fir acidophile und neutrophile Schwefel
oxidierende Bakterien bekannt sind, wurden zur Klérung der Abbauwege bei Thiomonas
intermedia K12 die hier vorgestellten Arbeiten durchgefihrt. Bisher wurden von
verschiedenen Autoren fur acidophile und neutrophile Schwefel oxidierende Bakterien
Experimente mit Entkopplern und Hemmstoffen durchgefuihrt. Uberwiegend wurden dabei
die Umsdtze von Schwefelverbindungen aus Messwerten errechnet, die aus Messungen des
O,-Verbrauchs mit einer O,-Elektrode stammten (Beffa et a., 1992; Lu und Kelly, 1988b;
Hazeu et al. 1988). Nur vereinzelt wurden bei der Oxidation von Thiosulfat oder Tetrathionat
auftretende Schwefelverbindungen gemessen, wobel man sich unpréziser nasschemischer
Methoden bediente (Hallberg et al., 1996; Meulenberg et a., 1992b). In der hier vorliegenden
Arbeit erlaubte der Einsatz von Chromatographiemethoden erstmals die Detektion aller beim
aeroben und anaeroben Abbau von Thiosulfat und Tetrathionat auftretenden
Schwefelverbindungen. Damit wurde es moglich, die Wirkung von Entkopplern und
Hemmstoffen direkt enzymatischen Reaktionen zuzuordnen. Somit lassen sich aus den
Ergebnissen Modelle ableiten, die den Schwefelstoffwechsel von Thiomonas intermedia K12

erkléren konnen und die im Folgenden vorgestellt werden.

Effekte von Hemmstoffen und Entkopplern

Tetrathionat und Trithionat treten als Zwischenprodukte bei der Oxidation von Thiosulfat zu
Sulfat durch Thiomonas intermedia K12 unter aeroben Bedingungen auf. Thiosulfat ist neben
Trithionat wiederum ein Zwischenprodukt der Oxidation von Tetrathionat zu Sulfat. Durch
den Einsatz von Hemmstoffen liefen sich die Abbauwege der Verbindungen an
unterschiedlichen Stellen unterbrechen. NEM blockierte die Oxidation von Tetrathionat.
Folgerichtig wurde Thiosulfat vollsténdig zu Tetrathionat oxidiert. Dartiber hinaus erfolgte
dieser Abbau gegeniber dem der hemmstofffreien Kontrolle beschleunigt. Offensichtlich
entsteht ohne NEM beim Thiosulfatabbau nach mehreren Reaktionsschritten erneut
Thiosulfat, was mit dem von Schippers et al. (1996b) postulierten Modell des zyklischen
Abbaus erklérbar wére. Einen mit NEM vergleichbaren Effekt hat der Entkoppler CCCP.
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Diese Verbindung hemmt den Tetrathionatabbau und fihrt damit auch zu einem
beschleunigten Abbau von Thiosulfat. Auch die Ergebnisse des Einsatzes von Cyanid
sprechen fur einen zyklischen Abbau von Thiosulfat und Tetrathionat. Cyanid blockiert unter
aeroben Bedingungen den Abbau von Thiosulfat, was in der Konsequenz dazu fuhrt, dass
Tetrathionat beschleunigt abgebaut wird, da durch Folgereaktionen kein Thiosulfat
nachgeliefert wird. Diese Ergebnisse passen in das zyklische Modell des Thiosulfatabbaus,
welches Schippers et al. (1996b) fur den Abbau von Pyrit durch Acidithiobacillus

ferrooxidans postulierten. Esist in modifizierter Form in Abb. 5.1 dargestellt.

Cyt_cred 0,5 02+2 H+

Cyt-c-
2 i Oxidase
2 X e
- t-
SO +2H' g hZ Szgf Cyte,o HO
) 10sulfat
CNt NEM *
cccp t (1)
CN™
H,O 2 |
S,0,” Trithionat S0, Tetrathionat
NEM + H,O
3 CCCP } (2
CN™- ¢t
1.5 02 ] SO42'+ 2 H+
[HSSSO, |

Disulfanmonosulfonsiure

Abb. 5.1: Zyklischer Abbau von Thiosulfat in Zellen von Thiomonas intermedia K12 unter
aeroben Bedingungen. Hemmender Einfluss (!); férdernder Einfluss (T); instabile
Verbindung [ ]; 1, Oxidation von Thiosulfat (Thiosulfat-Dehydrogenase); 2, Hydrolyse von
Tetrathionat  (Tetrathionat-Hydrolase); 3, Oxidation der Disulfanmonosulfonséaure
(enzymatisch (Enzym unbekannt) oder chemisch); 4, Hydrolyse von Trithionat (Trithionat-
Hydrolase). Komponenten, Reaktionen und Enzyme (1-4) werden im Text néher erlautert.
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Die Reaktion 1 in diesem Schema, die Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat, wird durch
das Enzym Thiosulfat-Dehydrogenase katalysiert. Durch NEM lief3 sich die Reaktion bei
Thiomonas intermedia K12 von den Ubrigen Kreislaufreaktionen isolieren, da NEM eine
weitere Verstoffwechselung von Tetrathionat unterbindet. Cyanid, ein Hemmstoff der
terminalen Cytochrom-c-Oxidase, blockiert die Oxidation von Thiosulfat. Hemmstoffe der
oxidativen Phosphorylierung, die an Elektronenakzeptoren mit negativerem Redoxpotential
as Cytochrom-c angreifen (HQNO, Myxothiazol), bliecben ohne Einfluss auf die
Thiosulfatoxidation durch Thiomonas intermedia K12. Dieses spricht dafr, dass die bei der
Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat frei werdenden Elektronen auf Cytochrom-c
Ubertragen werden. Diese Interpretation steht im Einklang mit Ergebnissen, die fur acidophile
(Acidiphilium  acidophilum) und neutrophile Schwefel oxidierende Bakterien
(Thermithiobacillus tepidarius) erzielt wurden (Lyric und Suzuki, 1970; Lu und Kelly, 19883;
Meulenberg et al., 1993b). Als wahrscheinlicher Elektronenakzeptor der Thiosulfat-
Dehydrogenase wird von allen Autorengruppen Cytochrom-c angesehen.

Eine enge Kopplung der Thiosulfat-Dehydrogenase aus Thiomonas intermedia K12 an die
oxidative Phosphorylierung wird auch durch den, verglichen mit NEM, starker
beschleunigenden Einfluss des Entkopplers CCCP untermauert. Die durch CCCP entkoppelte
Atmungskette oxidiert beschleunigt Cytochrom-c, was direkt auf die Thiosulfat-
Dehydrogenase riickwirkt und die Umsetzung von Thiosulfat steigert.

Dariliber hinaus wurde nachgewiesen, dass lUber 95 % der Enzymaktivitét im Periplasma
lokalisiert sind. Es ist somit davon auszugehen, dass das Enzym Thiosulfat-Dehydrogenase
ein periplasmatisches Enzym ist. Auch bel dem neutrophilen Thermithiobacillus tepidarius
wurde der Uberwiegende Anteil (73 %) der Enzymaktivitét im Periplasma nachgewiesen (Lu
und Kelly, 19884). Die Lokalisation im Periplasmaist ebenfalls fur Acidiphilium acidophilum
und Acidithiobacillus ferrooxidans auf Grund eines niedrigen pH-Optimums von pH 3
beschrieben worden (Meulenberg et al., 1993b).

Reaktion 2, die Hydrolyse von Tetrathionat zu Disulfanmonosulfonséaure, Sulfat und 2 mol
Protonen wird durch das Enzym Tetrathionat-Hydrolase katalysiert. Bei Thiomonas
intermedia K12 findet kein Tetrathionatabbau in Gegenwart von 1 mM NEM statt. Diese
Hemmung bedarf keiner Inkubationszeit. Wurde zu einem Tetrathionat abbauenden Ansatz
NEM hinzugegeben, so stoppte die Reaktion sofort, bzw. wahrend der Thiosulfatoxidation
wurde das Thiosulfat ab diesem Zeitpunkt quantitativ als Tetrathionat wiedergefunden. Der
Befund spricht dafur, dass Tetrathionat und NEM um die Bindungsstellen am Enzym

62



Diskussion

konkurrieren. NEM bindet an SH-Gruppen von Proteinen. M ercaptogruppen sind Bestandteile
von reaktiven Zentren und damit haufig direkt an der Positionierung eines Substrates in einem
reaktiven Zentrum eines Enzyms beteiligt. Die Empfindlichkeit der Reaktion gegentiber NEM
deutet darauf hin, dass SH-Gruppen in dem Enzym Tetrathionat-Hydrolase eine solche
Funktion haben. Darauf basierend wurde ein Modell des Reaktionsmechanismus der
Tetrathionat-Hydrolase entwickelt, welches in Abbildung 5.2 dargestellt ist.

S-Enzym

0,8%5-S-S0, (A)
'0O,S-S-Enzym <.l-> [S,0,7]
H,0

(B)
S-Enzym + 2 H'

Joks

Abb. 5.2 Modell fir den Reaktionsmechanismus der Tetrathionat-Hydrolase. Erl&auterungen
der Reaktionschrittte A und B siehe Text. [ ] = instabile Verbindung

Eine SH-Gruppe im reaktiven Zentrum der Tetrathionat-Hydrolase greift im Rahmen eines
nucleophilen Angriffs die Bindung zwischen einer Sulfonsauregruppe (elektrophil) und einem
Sulfanschwefel an. Die Sulfonsduregruppe wird an die Sulfidgruppe des Enzyms gebunden,
wahrend die Disulfanmonosulfonsdure freigesetzt wird (A). Sulfat wird danach durch
hydrolytische Spaltung gebildet, wobei die Ausgangsform des Enzyms wiederhergestellt wird
und 2 mol H" gebildet werden (B). In Gegenwart von NEM bindet anstelle von Tetrathionat
NEM an das Enzym und blockiert die Bindungsstelle fur Tetrathionat. Folglich wird im Falle
des Thiosulfatabbaus in Gegenwart von NEM Tetrathionat nicht weiter verstoffwechselt und
akkumuliert. Darlber hinaus konnen Folgeprodukte der Hydrolyse von Tetrathionat wie
Disulfanmonosulfonsaure, Trithionat und Sulfat nicht auftreten.
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Ein hemmender Einfluss von NEM auf den Sauerstoffverbrauch ist auch fur Acidithiobacillus
caldus, Acidithiobacillus ferrooxidans und Acidithiobacillus thiooxidans beschrieben worden
(Hazeu et al. 1988; Hallberg et al. 1996, Masau et a., 2001). Spektrophotometrische oder
colorimetrische Analysen der Resktionsansdtze belegten in alen Fdlen jedoch eine
Akkumulation von Elementarschwefel wéahrend des mit NEM gehemmten Abbaus von
Tetrathionat. Diese Ergebnisse kann man dahingehend interpretieren, dass in diesen Féllen
nicht wie bei Thiomonas intermedia K12 die Tetrathionat-Hydrolase gehemmt wird, sondern
die Verstoffwechselung des Zwischenproduktes Elementarschwefel. Hier soll jedoch auch
eine andere Moglichkeit in Betracht gezogen werden.

Die Entstehung von Elementarschwefel wird durch folgende Reaktionsgleichung erkléart, die
von de Jong et a. (1997a) und de Jong et a. (1997b) fur die Reaktion der Tetrathionat-

Hydrolase aus Acidithiobacillus ferroxidans und Acidiphilium acidophilum postuliert wurde.

Si06% + H,0 — S,05% + L+ S0O,% + 2 HY (8).

Gleichung 11 steht nun in einem scheinbaren Widerspruch zu der hier fur Thiomonas
intermedia K12 postulieten Reaktion der Tetrathionat-Hydrolase —mit  der
Schlisselverbindung Disulfanmonosulfonsiure. Der Widerspruch 10st sich auf, wenn man
Gleichung (8) als Summenformel fur die Reaktionsprodukte der Tetrathionat-Hydrolase und
die Zerfalsprodukte der  Disulfanmonosulfonsdure  unter  den  gewdhlten
Reaktionsbedingungen betrachtet. Bel Acidithiobacillus ferrooxidans und Acidiphilium
acidophilum handelt es sich um acidophile Bakterien. Das Optimum der Tetrathionat
Hydrolase liegt bei pH 3. Gleichung (8) lasst sich in Teilreaktionen zerlegen, die das
Verhalten der Disulfanmonosulfonsdure unter diesen Bedingungen berticksichtigen
(Schippers, 1998).

Durch Hydrolyse von 1 mol Tetrathionat entstehen 1 mol Disulfanmonosulfonséure, 1 mol
Sulfat und 2 mol Protonen:

Si06% + HyO — S305% + SO,% + 2 HY (9).
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Im zweiten Schritt entstehen unter sauren Bedingungen durch chemischen Abbau aus 1 mol

Disulfanmonosulfonsaure rasch 2 mol Elementarschwefel und 1 mol Sulfit:

S05% — 2 S+ SO57 (10).

Im dritten Schritt reagiert 1 mol Sulfit mit der Halfte des entstandenen Elementarschwefels

chemisch zu 1 mol Thiosulfat:

S0s% + S — S,05% (12).

Eine Akkumulation von Elementarschwefel, wie sie von Hallberg et al. (1996) und Hazeu et
al. (1988) bei Acidithiobacillus caldus und Acidithiobacillus ferrooxidans gemessen wurde,
lasst sich somit damit erkléren, dass bei diesen beiden Organismen eine Folgereaktion, die
Verstoffwechselung der Disulfanmonosulfonséure durch NEM, gehemmt wurde. Der
Elementarschwefel resultiert somit aus der bekannten, chemischen Reaktionsfreudigkeit der
Disulfanmonosulfonsdure und ist nicht die Folge einer Hemmung der Verstoffwechselung
von Elementarschwefel. Das bedeutet, dass NEM bei pH-neutralen Bedingungen, wie sie im
Cytoplasma von Thiomonas intermedia K12 vorliegen, bereits den ersten Schritt der
Tetrathionat-Hydrolase hemmt, wahrend bei saurem pH wie im Periplasma von z.B.
Acidithiobacillus ferrooxidans eine Hemmung mit NEM nicht moglich ist, well z.B. die SH-
Gruppen alle protoniert sind. Erst die Folgereaktion, der Disulfanmonosul fonsaureabbau, wird
durch NEM gehemmt. Dieses konnte sich z.B in einer veranderten Bindung des Produkts
Disulfanmonosulfonsaure an das Enzym auflern. In Gegenwart von NEM kommt diese
Bindung nicht zustande und die Disulfanmonosulfonsaure wird freigesetzt und unterliegt
einem raschen chemischen Zerfall. Moglicherweise wird auch bei Thiomonas intermedia K12
der Abbau der Disulfanmonosulfonséure durch NEM gehemmt dieses bleibt jedoch verdeckt,
da bereits die Bindung von Tetrathionat an die Tetrathionat-Hydrolase durch NEM gehemmt
wird.

Ein weiteres Merkmal des Enzyms Tetrathionat-Hydrolase in Thiomonas intermedia K12 ist
dessen  Empfindlichkeit  gegenlber  Zellaufschlussbedingungen  (French  Press,
Ultraschallbehandlung, osmotischer Schock). In zellfreien Rohextrakten konnten keine
Aktivitéten dieses Enzyms nachgewiesen werden. Auch mit unter anaeroben Bedingungen

hergestellten, zellfreien Rohextrakten war kein Abbau von Tetrathionat nachweisbar. Diese
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Befunde sprechen dafur, dass dieses Enzym mit der Cytoplasmamembran assoziiert ist. Eine
intakte Membranstruktur scheint eine Voraussetzung dafir zu sein, dass das Enzym
Tetrathionat-Hydrolase funktioniert. Bei Versuchen mit dem neutrophilen Bakterium
Thermithiobacillus tepidarius erhielten Lu und Kelly (1988a+b) dhnliche Ergebnisse. Es
konnte kein Sauerstoffverbrauch durch zellfreie Rohextrakte trotz Gegenwart von
Tetrathionat gemessen werden.

Die Empfindlichkeit des Enzyms Tetrathionat-Hydrolase gegentiber Zellaufschluss-
bedingungen ist auch ein weiterer Beleg fir die Beteiligung von Sulfidgruppen am reaktiven
Zentrum des Enzyms. In Gegenwart von Luftsauerstoff oxidieren SH-Gruppen unter Bildung

von Disulfidbindungen, was die in Abb. 5.2 dargestellten Reaktionen unmdglich macht.

Ein weiteres Ergebnis meiner Versuche ist, dass das Enzym Tetrathionat-Hydrol ase durch den
Entkoppler CCCP gehemmt wird. Protonophoren wie CCCP heben das Membranpotential
auf. Neben dem Effekt der Entkopplung von Atmung und ATP-Gewinn werden durch die
Aufhebung des Membranpotentials aktive Transportprozesse durch die Cytoplasmamembran
unmdglich gemacht. Die gemessene Hemmung des Tetrathionatabbaus durch CCCP deutet
somit auf eine Lokalisation des Enzyms Tetrathionat-Hydrolase im Cytoplasma hin.

Im Gegensatz zu CCCP hat der Entkoppler DNP (2,4-Dinitrophenol) keinen hemmenden
Einfluss auf den Tetrathionatabbau. Ein dhnlicher Befund wurde bereits fur Acidiphilium
acidophilum beschrieben und als unspezifische Wirkung des Entkopplers CCCP interpretiert
(Meulenberg et al., 1992b). Der stark beschleunigende Einfluss von CCCP auf den
Thiosulfatabbau bei Thiomonas intermedia K12 ist ein Beleg dafir, dass CCCP unter den
gewdhlten Versuchsbedingungen das Membranpotential aufhebt. Die Unempfindlichkeit des
Tetrathionatabbaus gegentiber DNP kann bedeuten, dass DNP bei Thiomonas intermedia K12
keine entkoppelnde Wirkung hat. Von Bacillus subtilis, B. megaterium und E. coli sind
Mutanten bekannt, die unempfindlich gegentiber Entkopplern sind (Ito und Ohnishi, 1981,
Decker und Lang, 1977). Als Ursache hierfur wurden bei Bacillus subtilis Verénderungen im
Spektrum der Membranlipide der Mutante genannt (Guffanti et al., 1987). Eine
Unempfindlichkeit von Thiomonas intermedia K12 gegeniber DNP wirde die
unterschiedlichen Einfltsse von DNP und CCCP erkléren. Das konnte jedoch in dieser Arbeit

nicht mehr geklart werden.
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Cyanid hat einen beschleunigenden Einfluss auf den Tetrathionatabbau. Der beschleunigende
Effekt ist in der Hemmung der Thiosulfatoxidation durch Cyanid begriindet. Unter Cyanid-
Einfluss wird kein Tetrathionat aus der Thiosulfatoxidation nachgeliefert. Dadurch wird der
Tetrathionatpool im Vergleich zur Kontrolle schneller erschopft.

Reaktion 3, die Oxidation der Disulfanmonosulfonsdure zu Trithionat, kann rein chemisch
durch Sauerstoff oder andere Oxidationsmittel wie Fe(lll)lonen (Schippers et a., 1996hb)
erfolgen. Neben der rein chemischen Oxidation ist aber auch eine enzymatische Ubertragung
von Elektronen auf Cytochrome unter Beteiligung eines Enzymkomplexes, der Tetrathionat-
Hydrolase Aktivitdt und Disulfanmonosulfonsdure-Dehydrogenase Aktivitét aufweist,
moglich. Die bei der letzteren, enzymatischen Reaktion frelwerdenden Elektronen werden
dann z.B. auf Cytochrom-c Ubertragen. Fiur eine eng an die Tetrathionat-Hydrolase
gekoppelte, enzymatische Oxidation der Disulfanmonosulfonsdure spricht, dass sich die
Oxidation der Disulfanmonosulfonsdure nicht durch die hier verwendeten Hemmstoffe und
Entkoppler von der Hydrolyse von Tetrathionat durch das Enzym Tetrathionat-Hydrolase
trennen lie}. Eine Hemmung einer enzymatischen Oxidation der bel der Tetrathionat
Hydrolyse entstandenen Disulfanmonosulfonsdure zu Trithionat hétte sich in einer rein
chemischen Umwandlung z.B. der Disulfanmonosulfonsaure zu Elementarschwefel oder zu
hoheren Polythionaten in Folge von Kondesationsreaktionen niederschlagen sollen. Dieses

wurde nicht beobachtet.

Reaktion 4, die Hydrolyse von Trithionat durch das Enzym Trithionat-Hydrolase, liefert
Thiosulfat und Sulfat. Thiosulfat dient wiederum as Substrat des Enzyms Thiosulfat-
Dehydrogenase, das den Kreis schlief?t (Reaktion 1). Eine Trithionat-Hydrolase wurde bereits
aus Acidiphilum acidophilus und Thermithiobacillus tepidarius isoliert bzw. aufgereinigt (Lu
und Kelly, 1988a; Meulenberg et al., 1992a).

Trithionat wird von Thiomonas intermedia K12 langsam abgebaut; wahrend des Abbaus
wurden lediglich Thiosulfat und Sulfat detektiert. Bei dem geringen Umsatz akkumulierte das
durch Resktion 1 zu postulierende Tetrathionat nicht bis zur Nachweisgrenze. Die
zunehmenden Sulfatwerte weisen jedoch daraufhin, dass Thiosulfat nachfolgend weiter
(zyklisch) abgebaut wird. Trithionat akkumuliert offensichtlich im Laufe des Abbaus von
Tetrathionat und Thiosulfat, weil Reaktion 4, wie experimentell belegt, die langsamste im
Kreislauf ist.
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In Gegenwart von 1 mM Cyanid war ein deutlich verstarkter Trithionatabbau messbar. Unter
diesen Bedingungen ist die nachfolgende Thiosulfat-Dehydrogenase blockiert. Einzig
auftretende Verbindungen waren somit Sulfat und Thiosulfat. Bei einer Reaktion von 1 mol
Trithionat entstehen durch die Hydrolyse 1 mol Thiosulfat und 1 mol Sulfat. Gemessen wurde
allerdings ein Verhdtnis von 1 mol Thiosulfat zu 4 mol Sulfat. Mdglicherweise hat ein Telil
des gebildeten Thiosulfats mit Cyanid zu Thiocyanat reagiert, welches dann von den Zellen
zu Sulfat oxidiert wurde. Kontrollexperimente mit toten Zellen ergaben keine Bildung von
Thiosulfat und Sulfat aus Trithionat in Gegenwart von CN’, so dass eine rein chemische
Entstehung von Sulfat auszuschlief3en ist. Eine weitergehende Klarung des Sachverhaltes war

im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich.

Auf Grundlage der beschriebenen Ergebnisse l&sst sich ein Modell Uber die Lokalisierung der
einzelnen Reaktionen und Enzyme des Thiosulfat Abbaus bei Thiomonas intermedia K12
erstellen. Esist in Abb. 5.3 dargestellt. Thiosulfat wird im periplasmatischen Raum durch die
Thiosulfat Dehydrogenase zu Tetrathionat oxidiert (1). Die dabel frei gewordenen Elektronen
werden auf Cytochrom-c Ubertragen, welches wiederum von der auf der periplasmatischen
Seite der Cytoplasmamembran lokalisierten Cytochrom-c-Oxidase oxidiert wird. Tetrathionat
wird durch einen aktiven Transportmechanismus in das Cytoplasma transportiert. Im
Cytoplasma wird Tetrathionat durch einen membranintegrierten Enzymkomplex aus
Tetrathionat-Hydrolase (2) und einer zu postulierenden Disulfanmonosulfonséure-
Dehydrogenase (3) erst zur Disulfanmonosulfonsdure und Sulfat hydrolysiert. Die
Disulfanmonosulfonsaure wird nachfolgend unter Ubertragung von Elektronen auf
Cytochrom-c zu Trithionat oxidiert. Das auf der periplasmatischen Seite der
Cytoplasmamembran freigesetzte Trithionat wird langsam durch die Trithionat-Hydrolase (4)
zu Thiosulfat und Sulfat hydrolysiert, wodurch das Enzym das Substrat fir die Thiosulfat-
Dehydrogenase liefert.

68



Diskussion

Cytoplasma CM

Periplasma
3 H,0
6 H,O

H,0
/
/
/ ).
A
\ A, 050,+2H
\ Cytochrom-c-
\ \ Oxidase
\
\ H,0
AN
A ~ - g
aktiv- ~ 4 _ - - -

S0~ \

e

/
/

y
S,0.7

OM

Abb. 5.3 Hypothetisches Modell fur die Lokalisation der am Thiosulfatabbau beteiligten
Enzyme und Reaktionen bei Thiomonas intermedia K12. CM: Cytoplasmamembran; OM:
,Outer membrane*; Cytc: Cytochrom-c; red: reduziert; ox: oxidiert ; €: Elektronen; aktiv:
aktiver Transport; DH = Dehydrogenase; = =9 = kreislaufige Hauptreaktionen
1 = Thiosulfat-Dehydrogenase; 2 = Tetrathionat-Hydrolase; 3 = Disulfanmonosulfonsiure-

Dehydrogenase; 4 = Trithionat-Hydrolase
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Abbau von Thiosulfat und Polythionaten unter anaeroben Bedingungen

Der Einsatz des Hemmstoffs Cyanid simuliert anaerobe Bedingungen. Die Ubertragung von
Elektronen auf Sauerstoff als terminalem Elektronenakzeptor wird dadurch unmdglich.
Folgerichtig sind bei Thiomonas intermedia K12 die Ergebnisse des anaeroben Thiosulfat-
und Tetrathionatabbaus nahezu identisch mit denen, die unter Cyanidhemmung erzielt
wurden. Unter anaeroben Bedingungen ist die Thiosulfatoxidation ebenfalls blockiert, der
Tetrathionatabbau erfol gt jedoch beschleunigt.

Die Stochiometrie des anaeroben Abbaus von Tetrathionat durch Thiomonas intermedia K12
weist auf eine Disproportionierung von Tetrathionat hin. Tetrathionat wird zum Teil oxidiert,
nadmlich zu Trithionat und Sulfat, und zum Teil reduziert, némlich zu Thiosulfat.

In der Literatur sind  unterschiedliche  Disproportionierungsreaktionen  fur
Schwefelverbindungen beschrieben worden. Um zu berechnen, ob diese Reaktionen
thermodynamisch sinnvoll sind, wurden die AG*-Werte von Thauer et a. (1977)
herangezogen. Es handelt sich hierbei um Gibbs freie Bildungsenergien unter physiologischen
(pH 7) Bedingungen.

Aus der experimentell bestimmten Stochiometrie (Kap. 4, Tab. 4.3) lassen sich folgende
Gleichungen (12 bis 14) zur Disproportionierung von Tetrathionat ableiten.

Si06* +4H,0  —> S0 + SO + 6H+2H' AG” =+1885k]  (12).

35,065 +6H —> 63,07 +6H" AGY =-253kJ (13).

4508 +4H,0 —» 65,04 + 067 + SO,” + 8H” AG® =- 64,5kJ (14).

Aus den Gleichungen 12, 13 sowie 14 ergibt sich, dass die Oxidation von Tetrathionat unter
anaeroben Bedingungen durch Disproportionierung in Trithionat und Sulfat sowie Thiosulfat
energetisch maoglich ist. Die endergonische Reaktion 12 wird durch die exergonische
Reaktion 13 ermdglicht.

Fur die Bewertung, ob eine Stoffwechselleistung ausreichend Energie zum Wachstum liefert,
wird der A G*-Wert einer Reaktion herangezogen. Grundvoraussetzung fiir die Nutzung zur
Energiegewinnung ist eine exergonische Reaktion, d.h. ein negativer AG™-Wert. Fir die
Bildung von 1 mol ATP werden von Thauer et al. (1977) Werte zwischen -41,8 und -50,2 kJ
angegeben. Der AG™-Wert der Gesamtresktion, also von Oxidation und Reduktion
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zusammen, muss mindestens in diesem Bereich liegen, damit die Reaktion zur
Energiegewinnung nutzbar ist. Weiter liefert der Wert Hinweise auf die mdgliche Art der
Energiegewinnung. Eine Substratkettenphosphorylierung, d.h. die Bildung einer
energiereichen Zwischenverbindung, deren nachfolgende Hydrolyse direkt zur Bildung von
ATP flhrt, setzt voraus, dass mindestens ein Wert zwischen —41,8 und -50,2 kJ pro mol
Substrat erreicht wird. Niedrigere Werte pro mol Substrat weisen darauf hin, dass die
Energiegewinnung durch eine energetisierte Membran erfolgt.

Der AG*-Wert von — 64,5 kJ fiir die Gesamtreaktion der Tetrathionat Disproportionierung bei
Thiomonas intermedia K12 ist ausreichend, um die Bildung von 1 mol ATP zu erméglichen.
Der AG*-Wert von -16,1 kJ/mol Tetrathionat spricht fir einen an Elektronentransport
gekoppelten Energiegewinn.

Aus den Ergebnissen lief3 sich dasin Abb. 5.4 dargestellte Reaktionsschema abl eiten.

S,0”
46 H,0
Tetrathionat-
Hydrolase SO+ 2H'
[HSSSO_f’]

3 H,0 e-Akzeptor_. 38,07

. Akzeptor-
3X2e molekiil
6H -Akzeptor, 4 6 82032
SvO >
3~6

Abb. 5.4 Hypothetisches Modell fir die anaerobe Disproportionierung von Tetrathionat in
Zelen von Thiomonas intermedia K12.
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Das Enzym Tetrathionat-Hydrolase hydrolysiert Tetrathionat sowohl unter aeroben als auch
unter anaeroben Bedingungen. Die dabei entstehende Disulfanmonosulfonsdure wird zu
Trithionat oxidiert, wobei die frel werdenden 6 Elektronen auf einen Elektronenakzeptor
Ubertragen werden. Dabel kann es sich z.B. um ein Cytochrom handeln. Die Elektronen
werden danach auf Tetrathionat als terminalem Akzeptor Ubertragen, das dabel zu Thiosulfat
reduziert wird.

Von dem marinen Pseudomonaden Stamm 16 B wurde eine Thiosulfat-Oxidase beschrieben,
die zusétzlich zur Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat die Umkehrung der Reaktion,
namlich die Reduktion von Tetrathionat zu Thiosulfat katalysiert (Withed und Tuttle, 1983).
Auch far Thiomonas intermedia K12 ist eine solche Funktion des Enzyms Thiosulfat-
Dehydrogenase denkbar.

Untersuchungen des anaeroben Stoffwechsels von Tetrathionat bei anderen Schwefel
oxidierenden Bakterien wie Halothiobacillus neapolitanus und Acidithiobacillus ferrooxidans
wiesen ein stochiometrisches Verhdltnis von 1:1 fir abgebautes Tetrathionat und gebildetes
Thiosulfat auf (Trudinger, 1964a; Kelly und Tuovinen, 1975). Der fehlende Schwefelanteil
fand sich in Form von Elementarschwefel und Sulfat wieder. Im Gegensatz zu Thiomonas
intermedia K12 wurde bel diesen Organismen die durch die Tetrathionat Hydrolyse
entstehende Disulfanmonosulfonsdure unter anaeroben Bedingungen nicht weiter oxidiert,

vielmehr akkumulierten ihre Zerfall sprodukte.

Der sich aus der Gesamtbilanz des anaeroben Tetrathionatabbaus von Thiomonas intermedia
K12 ergebende Stoffwechselweg der Disproportionierung von Tetrathionat, also die partielle
Nutzung von Tetrathionat als Elektronendonator und auch Akzeptor unter anaeroben
Bedingungen, ist vergleichbar mit der anaeroben Fermentation organischer Verbindungen.
Bel diesen Reaktionen wird eine organische Verbindung, z.B. Glucose, Uber die Reaktionen
der Glykolyse unter Energiegewinn (Substratkettenphosphorylierung) oxidiert. AulRerdem
wird ein Abbauprodukt (Pyruvat) dieses Weges zur Regeneration der fur die oxidativen
Schritte bendtigten Elektronenakzeptoren reduziert. Je nach Fermentationsart entstehen dabel
z.B. Ethanol, Milchsdure oder Bernsteinsdure.

Die hier aufgezeigte Disproportionierung von Tetrathionat reiht sich in die Vielzahl von
dhnlichen Reaktionen en, die bereits fir Disproportionierungsreaktionen von

Schwefelverbindungen beschrieben worden sind. Die Nutzung der Disproportionierung von
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Schwefelverbindungen zum Wachstum wurde z.B. am Sulfatreduzierer Desulfovibrio
disulfodismutans (spéter Desulfocapsa thiozymogenes) entdeckt (Bak und Cypionka, 1987,
Bak und Pfennig, 1987). Dabei wurden Elementarschwefel, Thiosulfat, Tetrathionat und
Sulfit untersucht, wobei nur die Disproportionierung von Thiosulfat (Gleichung 15) oder
Sulfit (Gleichung 16) eindeutig an Wachstum gekoppelt sind.

Disproportionierung von Thiosulfat:
S,05% + H,0 —» SO% +HS + H™. (15).

Disproportionierung von Sulfit:
48057 +H" — 3S0,% + HS. (16).

Ein nicht Sulfat reduzierender, chemolithoautotropher, ausschliefdich  durch
Disproportionierungsreaktionen wachsender Organismus wurde von Finster et al. (1998)
beschrieben. Desulfocapsa sulfoexigens ist in der Lage, durch Disproportionierung von
Elementarschwefel (Gleichung 17), Thiosulfat (Gleichung 15) oder Sulfit (Gleichung 16) zu
wachsen. Die Nutzung der Disproportionierung von Elementarschwefel zum Wachstum ist
alerdings nur durch Kopplung mit einer chemischen Sulfidoxidation durch Eisen(l11)- oder
Mangan(1V)oxide moglich. Die Gesamtreaktion der Schwefeldisproportionierung (Gleichung
17) ist endergonisch und weist unter Standardbedingungen einen AG® Wert von
+ 40,9 kImol S auf.

Disproportionierung von Schwefel
45+ 4H,0— SO +3HS +5H" (17).

In Gegenwart von Fe(I11)-lonen tritt kein freies Sulfid auf, es liegt in Form von FeS und FeS;
vor. Das stéchiometrische Verhédltnis von verbrauchten Fe(l11)-lonen zu gebildetem Sulfid
betrug 2:1. Das Verhdltnis wurde bereits von Thamdrup et a. (1993) fur die
Disproportionierung von Schwefel durch Anreicherungskulturen in  Gegenwart von
Ferrihydrit gemessen. Mit dem Entzug eines Endproduktes durch die benannten Sulfidféanger
wird die Reaktion thermodynamisch moglich und, wie Finster et a. (1998) durch

Wachstumsexperimente belegten, fir die Bakterien nutzbar.
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Der fur Thiomonas intermedia K12 ermittelte AG®* -Wert von —16,1 kJ/mol Tetrathionat liegt
im Bereich derer, die fur die Disproportionierung von Thiosulfat und Sulfit durch
Desulfovibrio sulfodismutans von Bak und Cypionka (1987) verdffentlicht wurden. Die
A G°*-Werte dieser Substrate sind dhnlich niedrig wie die von Tetrathionat und erlauben
maximal die Bildung von 1 mol ATP/mol Substrat (-21,9 k¥mol Thiosulfat, -58,9 kJ/mol
Sulfit).

Wachstum dur ch Disproportionierung von Tetrathionat unter anaer oben Bedingungen

Die Ergebnisse der Experimente zum anaeroben Wachstum belegen, dass Thiomonas
intermedia K12 durch Disproportionierung von Tetrathionat wachsen kann. Der Anstieg der
Zéellzahl auf etwa das Zehnfache der Ausgangszellzahl war vergleichbar mit dem, der fir
Desulfocapsa sulfoexigenes beim Wachstum mit Schwefeldisproportionierung beschrieben
worden ist (Finster et al., 1998).

Allerdings lasst sich die aus den Kurzzeitexperimenten abgel eitete Stchiometrie nicht direkt
auf die der Wachstumsexperimente Ubertragen. Das ist durch das Turnover der
Schwefelverbindungen bedingt. Pentathionat, Hexathionat und Elementarschwefel sind ein
Resultat der hohen Reaktionsfreudigkeit der intermedi&r auftretenden
Disulfanmonosulfonsaure (Gleichungen 18 bis 21).

S$05” + 4067 — S0+ S0 (18).
2 S0 +S507 - 2 S0+ S0 (19).
S$05” + 067 — S0+ S0¢” (20).
4 S;05% N + 4 SO~ (21).

Organische Verbindungen zeigten keinen positiven Einfluss auf das anaerobe Wachstum mit
Tetrathionat. Lediglich im Falle von Hefeextrakt konnte bereits mit einer Zugabe von 0,05 %
eine geringfugige Steigerung des Wachstums beobachtet werden. Hohere Dosierungen
fuhrten jedoch zu keinen erhdhten Zellzahlen. Die Zusammensetzung der
Schwefelverbindungen war dabei identisch mit der, die in den Versuchen ohne Zusatz von
Organik gemessen worden war. Der positive Effekt von 0,05% Hefeextrakt ist vermutlich auf

im Hefeextrakt enthaltene Spurenelemente oder Vitamine zurtickzufihren. Wenn es sich um
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ein im Hefeextrakt enthatenes Substrat gehandelt hétte, sollte bel  zunehmender
Konzentration ein besseres Wachtum messbar gewesen sein, was jedoch nicht der Fall war.
Der Ertrag an Trockengewicht pro mol Tetrathionat in Gegenwart von Organik ist identisch
mit den unter lithotrophen Bedingungen erreichten Werten:

Der Ertrag, ermittelt aus dem Verhdtnis vom Zelltrockengewicht zum Zellvolumen von 0,305
g/cm® (Neidhardt, 1987), betrug bei lithotropher Anzucht 0.24 + 0.08 g und bei Zusatz von
Organik 0.25 + 0.1 g Trockengewicht pro mol verbrauchtem Tetrathionat. Diese Werte sind
identisch mit denen, die fir Desulfocapsa sulfoexigenes beim Wachstum durch
Schwefeldisproportionierung bestimmt wurden (0,24 g Trockengewicht /mol verbrauchtem
Schwefédl).

Diese Werte sowie die gesamten Ergebnisse der anaeroben Wachstumsexperimente belegen,
dass es sich beim anaeroben Tetrathionatstoffwechsel von Thiomonas intermedia K12 um
einen lithoautotrophen Stoffwechsel handelt. Eine anaerobe Oxidation organischer
Verbindungen unter Ubertragung von Elektronen auf Schwefelverbindungen konnte nicht
nachgewiesen werden.

Okologische Bedeutung der anaer oben Disproportionierung von Tetrathionat

Wie bereits durch eine Vielzahl von Autoren beschrieben, spielen Polythionate und andere
reduzierte Schwefelverbindungen in Okosystemen mit wechselnden Sauerstoffverhaltnissen
eine besondere Rolle. Hierzu zéhlen Bergbaualtlasten, marine bzw. Sii3wassersedimente und
Abwassertransportleitungen. In den erwdhnten Bereichen kommt es zu periodisch
auftretenden und/oder rdumlich begrenzten anoxischen Verhdtnissen. Mit Hilfe der
anaeroben Disproportionierung von Tetrathionat ist es dort Iebenden Organismen méglich,
periodisch auftretende Situationen von Sauerstoffmangel zu Gberstehen. Gleichzeitig liefert
die Reaktion mit ihrem Produkt Thiosulfat ein Substrat, welches nach Beendigung der
anoxischen Verhéltnisse leicht verwertbar ist.

Unter strikt anaeroben Bedingungen wird die Disproportionierung von Tetrathionat nur
geringe Bedeutung haben, da Polythionate nur in geringen Mengen vorkommen. Das Modell
der Disproportionierung von Tetrathionat impliziert ein strategisches Stoffwechselkonzept,
mit dem die Bakterien anoxische Milieubedingungen zumindest kurzfristig Uberdauern

konnen.
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In der Literatur sind Disproportionierungsreaktionen zum Energiegewinn ausschliefdich bel
strikt anaeroben Organismen beschrieben worden. Die Entdeckung der Fahigkeit zur
Disproportionierung von Tetrathionat unter anaeroben Bedingungen bei Thiomonas
intermedia K12, einem bislang as strikt aerob geltenden Organismus, belegt, dass
Polythionate as Verbindungen mit intermedifrem Redoxzustand von den auf se
spezialisierten Organismen vielfaltig genutzt werden kénnen und spiegelt die zentrale Rolle
der reduzierten Schwefelverbindungen im Schwefelkreislauf wider. Aul3erdem stiitzen die
Disproportionierung von Tetrathionat sowie die Ergebnisse der Hemmstoffexperimente die
Hypothese des zyklischen Abbaues von Thiosulfat mit Disulfanmonosulfonsaure als
Schlusselverbindung, wie er fur acidophile Schwefel oxidierende Bakterien bereits

beschrieben worden ist.
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