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Abstract

Abstract

The bacterial production of tailored wax esters (WiEom plant oil and other
organic compounds was demonstrated using the hautehlcanivorax jadensis T9.
Previous screening of more than 50 marine bactead shown that many of them
produced WE on incubation with different plant oilVE produced on rapeseed
oil (RP) resembled WE in human sebum. Selectddity acid, n-alcohol, n-alkane or
triacylglyceride substrates led to the formationNE with their acid and alcohol moieties
mainly directly derived from the substrates. Aduhil WE of different chain lengths and
degrees of unsaturation showed that the bacterhoriened, elongated or desaturated the
substrate’s carbon chains before WE synthesfcohols were most suitable considering
the amounts of WE produced. Two-component mixturegsealed selective WE
metabolism.n-Alcohols plus RP led to variable amounts of WE amd extended WE
spectrum compared to-alcohols alone. Tripalmitate, RP @rhexadecene with
substrates reduced WE production compared to {hednpounds alone. Research in this
field should aim at an industrial use of specificdhilored WE e. g. in skin care or

medicine.



Kurzfassung

Kurzfassung

Die bakterielle Produktion geschneiderter WachsegW&WE) durch das Bakterium
Alcanivorax jadensis T9 auf Pflanzendl und anderen organischen Subetameurde
nachgewiesen. Ein Screening von mehr als 50 Bektex¢igte, dass viele davon WE auf
verschiedenen Pflanzentlen produzierten. Auf RapR#l) erzeugte WE ahnelten den
WE des menschlichen Sebumsk-ettsdurenn-Alkohole, n-Alkane oder Triacylglyceride
fuhrten Gberwiegend zu WE mit direkt vom Substrdigedeiteten Saure- und
Alkoholanteilen. WE unterschiedlicher Kettenlangamd Sattigungsgrade zeigten, dass
A. jadensis die Substrate vor der WE-Synthese zum Teil deisaterund ihre Kettenlange
veranderte. Die hochste WE-Ausbeute liefemielkohole. Zweikomponenten-Gemische
fuhrten zu selektivem WE-StoffwechseatAlkohole mit RP bewirkten eine Veranderung
von WE-Menge und -Spektrum gegenliber den einzeméikoholen. Tripalmitat,
RP odern-Hexadecen mit ¢-Substraten reduzierten die WE-Produktion gegendeer
einzelnen Gs-Substraten. Weitere Forschung mit dem Ziel deustidellen Anwendung

geschneiderter WE im Bereich Hautpflege oder Medizire sinnvoll.
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Einleitung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1  Einleitung

Definitionsgemafld sind Wachsester (WE) MonoestergKattiger Fettsauren und
langkettiger Alkohole. Wachsester sind in der Natweit verbreitet. Nattrlich
vorkommende Wachsester ibernehmen verschiedengidnarkin der Natur. Solche mit
fester Konsistenz, die eine hohe Bestédndigkeit eisgn, bieten als Bestandteile der
pflanzen- und insekteneigenen Cuticulen Schutz Wasserverlust durch Verdunstung.
Wachsester mit flissiger Konsistenz, die einen rigeden Schmelzpunkt und eine
geringere Dichte aufweisen, regulieren z. B. defitrAl von Fischen. Bei Fischen sind
solche Wachsester in deren Schwimmblasen und an@eeben zu finden (Pattlal.,
2001). Weitere Wachsester findet man in Kopfhohken Pottwalen (Walrat), in den
Gerlstsubstanzen von Insekten (Bienenwachs) odemenaBakterien. In tierischen
Ausscheidungsprodukten wie Wollfett (Lanolin) undcemachlichem Sebum (Hautfett)
erfullen Wachsester Schutzfunktionen fir die HaMachsester spielen deshalb eine
zunehmend wichtige Rolle fur die Verwendung in medschen und kosmetischen
Hautpflegeprodukten. Die Schutzfunktionen gewinimemer mehr an Bedeutung, da der
Mensch (insbesondere die menschliche Haut) dureiyestde Umweltbelastungen wie

z. B. intensive UV-Strahlung groReren Risiken agsg# ist.

Neben Schutz- und Regulationsfunktionen erfilllen cigaster in eukaryotischen
wie in prokaryotischen Mikroorganismen eine wichtigdufgabe als Speicherstoffe
(Patelet al., 2001). Polymere Lipide, die als Kohlenstoff- uadergiequelle dienen, sind
als Speicherstoffe in Prokaryoten schon langer tekaHierbei handelt es sich
hauptsachlich um Polyhydroxyalkanoate (PHA; Alvageal., 1997) und Triacylglyceride
(TAG; Athenstaedt & Daum, 2006).

Die Beschaffenheit der von Bakterien gebildetenidgmschliisse ist abhéngig von den
gegebenen Wachstumsbedingungen (z. B. Stickstd#r Bhosphatlimitierung) und vom
Substratangebot (Ishig al., 2003). In der letzten Zeit werden immer mehrsBwle fur
WE speichernde Bakterien beschrieben (Stovekere&lsichel, 2008).
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Die WE-Produktion ist unter den Bakterien weit vertet. Von der Klasse der
Actinobacteria ist die WE-Produktion bei Stammen der Gattungkincrococcus
(Gram-positiv; Fixteret al., 1986), Mycobacterium und Rhodococcus (Gram-positiv;
Holtzapple & Schmidt-Dannert, 2007) bekannt. In Héasse dery-Proteobacteria sind
WE bei Stdmmen der GattungeAcinetobacter und Moraxella (Gram-negativ;
Stovekenet al., 2005), Marinobacter (Gram negativ; Holtzapple & Schmidt-Dannert,
2007) sowieThalassolituus und Alcanivorax (Gram-negativ; Bredemeiest al., 2003b;
Stoveken & Steinbichel, 2008) bekannt.

Fur Gram-negative Bakterien ist beschrieben, dasshauptséchlich Wachsester als
Speicherlipide produzieren und akkumulieren (Alzar2010). Der potentielle Einsatz
bakteriell produzierter Wachsester in verschiedangProdukten wie Schmiermitteln,
Farben, Plastik, Oberflachenversiegelungen odermietika wird bereits diskutiert
(Alvarez, 2010).

1.2 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist, da sie sich mit der drktion und Analyse von bakteriellen
Wachsestern beschéftigt, sowohl in den BereichMi&robiologie als auch den Bereich
der Naturstoffchemie einzuordnen. Sie erfolgte irerbihdung mit einem von
der Arbeitsgemeinschaft industrieller Forschungswvegungen (AiF) geforderten
Forschungsprojekt, das die Anreicherung von Pfladkzemit bakteriell produzierten
Wachsestern fir den eventuellen Einsatz in Hawgpfieodukten vorsieht. Ziel
der vorliegenden Arbeit war, zundchst einen geeégmneProduktionsstamm aus
einer Sammlung von Kohlenwasserstoff-abbauendeninerar Bakterien zu finden.
Der Produktionsstamm sollte im Vergleich zu anderearinen Isolaten unter den
gewahlten Kulturbedingungen mit Pflanzendl als koistoff- und Energie-Quelle (C- und
E-Quelle) Wachsestermengen von mindestens 1 pgllRultur (methodisch bedingte
Nachweisgrenze) produzieren und akkumulieren. Adhater Verwendung dieses
Produktionsstammes sollte der Einfluss vafFettsdauren,n-Alkoholen, n-Alkanen/

Alkenen und Triacylglyceriden als mdgliche WachseMorlaufer auf die bakterielle

Wachsester-Produktion und die Wachsesterzusammengetintersucht werden.
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Letzteres stellt den wesentlichen Teil dieser Arldair, da Uber das Substratangebot das
Schneidern von bakteriell produzierten Wachsesteih gezielter Kettenlange und
Zusammensetzung angestrebt wurde.

Im Rahmen des o. g. AiF-Projektes ist eine Anraighg von Pflanzendl mit diesen
Wachsestern geplant, um das angereicherte Ol ealeimtiHautpflegemitteln einzusetzen.
Ziel ist es, Wachsester zu schneidern, deren Kétigen denen des menschlichen Sebums
ahneln. Hierzu sollen die Wachsester-Vorlaufer zimen als jeweiliges Einzelsubstrat
und zum anderen als Komponentengemische dieseelRistrate angeboten werden.
Das hierdurch entstehende Produktspektrum versehgéed Wachsester soll in
Abhangigkeit von den eingesetzten Wachsester-Vimtdusowohl qualitativ als auch
quantitativ untersucht werden.

Die Zusammenhange der in dieser Arbeit ineinantlergreifenden Schwerpunkte sind in
Abbildung 1.1 dargestellt.

WE-Produktion durch
Bakterien auf Einzelsubstraten
und Substratgemischen:

WE-Produktion durch

Bakterien auf Pflanzendl: - Wachstum der Mikroorganismen

- Analyse WE
- Gezielte Synthese (Schneider

- Auswahl: geeignetes Ol
- Auswahl: geeigneter Stamm
- Analyse WE

Herstellung eines mit
bakteriell produzierten
Wachsestern
angereicherten Pflanzenoles

Zellanlagerung
ans Ol:
-TEM

WE im menschlichen
Sebum:

- Analyse WE

Abb.1.1:

Darstellung der Zusammenhénge der fir die vorlidgeArbeit wichtigen Teilbereiche; das mit dieser
Arbeit in Verbindung stehende Projektziel ist inr dditte dargestellt in Verbindung mit den daflr
untersuchten Schwerpunkten dieser Arbeit (blau)esowiteren Analysen
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2 Stand des Wissens

2.1  Wachsester (Eigenschaften)

Wachsester sind Kondensationsprodukte von langleettiAlkoholen mit langkettigen
Fettsauren. Immer mehr Bakterien werden beschrjetienin der Lage sind, Wachsester
zu produzieren (Bryn & Jantzen, 1977; Kanestercal., 1996; Alvarezet al., 1997,
Alvarez et al., 2002). Wachsester erfillen unterschiedliche Eankn, fur die die
Schmelztemperaturen der verschiedenen Wachsester wichtige Rolle spielen.
Die Schmelztemperaturen I von Wachsestern mit unterschiedlichen Kohlenstoff
kettenlangen variieren deutlich (Patel al., 2001). Je langer die Kohlenstoffkette
des Wachsesters, desto hoher liegt sein Schmelgzpwdbei pro Kohlenstoffatom
die Schmelztemperatur um 1-2°C steigt. Wachsesteren Fettsdurekomponente und
Alkoholkomponente unterschiedliche Kohlenstoffkeli@mgen besitzen, haben einen um
1-5°C niedrigeren Schmelzpunkt als Wachsester Ieitlger Kettenlange von Fettséaure
und Alkohol. Eine Doppelbindung (d. h. eine einfadbnsattigung des Wachsesters) fuhrt
wiederum zur Abnahme des Schmelzpunktes. DiesekEffitt starker hervor, wenn sich
die Doppelbindung in der Alkoholkomponente befingitelet al., 2001).

Die Schmelzpunkte der Wachsester sind von biolbgisBedeutung, da viele Funktionen
der Wachsester temperaturabhangig sind. In pflanpex insekteneigenen Cuticulen
bieten Wachsester Schutz vor Verdunstung. Die Sidtemeperaturen dieser Wachsester
sollten deshalb so warmebestandig sein, dass ibheit8unktion auch bei héheren
AulRentemperaturen bestehen bleibt. Auf der merdahii Haut tbernehmen Wachsester
mit Schmelztemperaturen im Bereich der Temperagsrrdenschlichen Koérpers ebenfalls
eine Schutzfunktion. Wachsester, die den Auftrieb ¥ischen oder Bakterien im Meer
regulieren, sollten Schmelzpunkte in unterschiédiic Temperaturbereichen aufweisen,
da die Temperaturen im Meer starken Schwankungéerli@gen wie z. B. durch die
Sonneneinstrahlung, Gezeiten, Jahreszeiten odém@mgen (Bauermeister & Sargent,
1979). Bei Wachsestern des Bakteriuisgcrococcus cryophilus (jetzt Psychrobacter
urativorans, Bowmanet al., 1996) wird z. B. bei einer Temperaturabnahmelidrgebung
eine Abnahme der durchschnittlichen Kettenlangeiesa@ine gleichzeitige Zunahme der
einfach und zweifach ungesattigten WE beschrielveas in Zusammenhang mit der
Regulation der Membran-Fluiditat stehen kénnte @elis Volkman, 1980).
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Prokaryoten, die Wachsester als Speicherstoffzathaar akkumulieren, lagern diese in
Lipideinschlissen innerhalb der Zelle ein. Die Akkuation von Wachsestern wird
u. a. bei den Gattungemicrococcus (Fixter et al., 1986),Acinetobacter (Stovekenet al.,
2005) und Fundibacter (Bredemeieret al., 2003b; reklassifiziert alsAlcanivorax,
Ferndndez-Martineet al., 2003) beschrieben. Unter dem Elektronenmikrosksgpheinen
Wachsestereinschlisse in Abhangigkeit vom jewailiggakterienstamm sowie vom
verwendeten Substrat kugelig, rechteckig oder bemébrmig (Waltermann &
Steinbilchel, 2005).

Acinetobacter calcoaceticus ADP1 (jetztAcinetobacter sp. ADP 1, Uthoft al., 2005) und
Acinetobacter calcoaceticus HO1-N (jetzt Acinetobacter baumanii HO1-N, Bouvet &
Grimont, 1986) produzieren mit Kohlenhydraten bewHexadecan als Substrat kugelige
Wachsestereinschlisse, die umgeben sind von PHgsgbo (Waltermanret al., 2005b;
Waltermann & Steinblchel, 2005). Wackstinetobacter calcoaceticus HO1-N dagegen
aufn-Hexadecanol, produziert er rechteckige Wachsessai@iisse mit doppelschichtiger
Oberflachenstruktur (Singeet al., 1985; Ishigeet al., 2002). Auf n-Hexadecan
gewachsene Zellen vorcinetobacter sp. M1 bilden scheibenférmige Wachsester-
einschliisse ohne Membranstruktur. Die Entstehuagedischeibenférmigen Einschlisse
ist aufeinander folgend, was bedeutet, dass di¢eNaling einer Scheibe in der Bildung
der nachsten Scheibe resultiert (Ishégal., 2002). Ein moglicher Weg fur die bakterielle
Wachsester-Synthese ist in Abbildung 1.2 dargéestell

n-alkane
MWWV
L (a2}
Y =/
alkanol OH
- - - MWV
1
: Y (b)
, alkanal B-oxidation
[ H
s + © CHO Cell constituents
[ alkanoate
1
0000040 ovcon I
i COOH ()
L] O
: | ¢
. VWMWY
[ alkanal \O
L — > AMAAAAA AN
: Jv ® Wax ester
1
P — AMAAAAAOH —J

Abb. 1.2:

Anabolismus von Wachsestern; (a) Alkanmonooxygengbg¢ Alkoholdehydrogenase, (c) Aldehyd-
dehydrogenase, (d) Acyl-CoA-Synthetase, (e) Acyh@eduktase, (f) Aldehydreduktase, (g) Acyl-
CoA:Alkohol-Transferase; Quelle: (Ishigeal., 2003)
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Die in Abbildung 1.2 beschriebene WE-Synthese awilkanen umfasst mehrere
Reaktionsschritte. Der letzte Schritt bei der Wasker-Synthese wird durch eine
Acyl-CoA:Alkohol-Transferase, die i\cinetobacter sp. als bifunktionelle Wachsester
Synthase/Acyl-CoA:Diacylglycerol Acyltransferase $MDGAT) charakterisiert wurde,
synthetisiert (Ishigeet al., 2003). Fur die Bildung von Wachsestereinschliisseckt
die WS/DGAT an die Cytoplasmamembran an und katalys.. a. die Bildung der
Wachsester, wodurch kleine Lipidtropfchen entstefWiltermannet al., 2005b). Viele
dieser kleinen Tropfchen bilden eine dlige Schishtder Membran und haufen sich zu
membrangebundenen Lipid-Vorkérpern (Prebodies) Zie. Autoren beschreiben, dass
diese Prebodies eine bestimmte Grol3e erreicheh, \®a der Membran I6sen, ins
Cytoplasma freigegeben werden und dazu fihren,\Wasfisestereinschliisse entstehen.
In Acinetobacter sp. ADP1 liegt die WS/DGAT assoziiert mit den ldeinschliissen bzw.
der Membran vor (Waltermann & Steinblchel, 2005)ie DNS/DGAT ist ein
unspezifisches Enzym, das eine weite Bandbreitatogter und ungesattigter Acyl-CoA’s
und Fettalkohole mit variierenden Kettenldngeni{Cyo) als Substrat akzeptiert
(Uthoff et al., 2005). Die hochste Aktivitat der WS/DGAT liegeibAlkoholen mit
Kettenldngen zwischen,&Cyg vor (Stovekeret al., 2005).

Acinetobacter sp. HO1-N produziert aufi-Alkanen sowohl gesattigte als auch ein- und
zweifach ungesattigte Wachsester (DeWtital., 1982). Die WE-Produktion durch marine
Bakterien unterschiedlicher Gattungekcifetobacter, Marinobacter und Pseudomonas)
auf Phytol oder Squalen als Substrat wird von Rongaal. (1999, 2003) beschrieben.
Holtzapple & Schmidt-Dannert (2007) beschreiben em BakteriumMarinobacter
hydrocarbonoclasticus die Bildung von Isoprenoid-Wachsestern auf dems8ab Phytol.
Fur die Synthese der Isoprenoid-Wachsester sind wben Autoren eine
Isoprenoid-spezifische Acyl-CoA-Synthetase und zigeprenoid-Wachsester-Synthasen
nachgewiesen, die Ahnlichkeiten zur WS/DGAT aufwais

In Abhangigkeit vom Acyl-CoA katalysiert die WS/DGA die Acylierung von
Diacylglyceriden zu Triacylglyceriden und Fettalkbdn zu Wachsestern, wobeli
Kalscheueret al. (2007) die Existenz eines zusatzlichen WS/DGAT-unabhamgige
TAG-Syntheseweges beschreiben.



Stand des Wissens 7

Neben ihrer Funktion als Speicherstoffe werdenVilachsester auch andere Funktionen
angenommen wie die Sicherung einer Wassergrundgensg in Bakterien, da die
Oxidation von Kohlenwasserstoffketten u. a. Wagsssetzt (Waltermann & Steinbtichel,
2005), und die Lagerung von uberschissigen Fedsduar der Zelle, die in freier Form
potentiell Membran-schadigend wirken (Wéltermahal., 2007).

Acinetobacter sp. undAlcanivorax jadensis (von Bruns & Berthe-Corti 1999 beschrieben
als Fundibacter jadensis) produzieren neben den Wachsestereinschllissererirzelle
extrazellulare Wachsester. Die Funktion dieser WHE allerdings noch unbekannt
(Bredemeieet al., 2003b).

2.2  Alcanivorax jadensis T9

Die GattungAlcanivorax gehort zu den marinepProteobakterien, die bevorzugt lineare
und verzweigte Alkane mit Kettenlangen von 9-32 koktoffatomen als Substrat nutzen
(Capello & Yakimov, 2010). In nicht belasteten Gesgrn treten diese Bakterien in
geringer Anzahl auf, wahrend sie in Kohlenwassérbielasteten bzw. nahrstoffreichen
Gewassern stark vertreten sind und hier 80-90%dWtieeral6l-abbauenden mikrobiellen
Gemeinschaft ausmachen kénnen (Schneikal., 2006). Verschiedene Arten der Gattung
Alcanivorax, wie z. B.Alcanivorax borkumensis oder Alcanivorax jadensis, gehéren zu
den obligat Kohlenwasserstoff-abbauenden BaktgNekimov et al., 2007). Sie spielen
eine groRe Rolle bei der natiirlichen Reinigung @bwerschmutzten marinen Systemen.

Alcanivorax jadensis T9 wurde aus Sediment der deutschen Nordseekdéddieri. Es ist
ein nicht bewegliches Gram-negatives und stabcheng@s vy-Proteobakterium,
das sensitiv gegentber Chloramphenicol, Gentamycid Tobramycin ist (Bruns &
Berthe-Corti, 1999). Die Autoren beschreibétcanivorax jadensis T9 als schwach
halophiles Bakterium mit optimalen Wachstumsbedirggun bei 30°C und einem pH-Wert
von 7,0. Der Stamm ist fakultativ anaerob und waahsAbwesenheit von Sauerstoff,
bendtigt dafur aber Nitrat als ElektronenakzeptSein begrenztes Substratspektrum
umfasst neben Acetat und Pyruvat Kohlenwasserstoitte Tetradecan und Hexadecan.
Der Stamm ist in der Lage, auf Pflanzendlen wieBz.Olivendl zu wachsen und

Wachsester zu produzieren (Bredemeiea., 2003a).
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2.3  Wachsester (Schneidern)

Es ist bekannt, dass Polyhydroxyalkanoate (PHA) WBakterien als Speicherstoffe
produziert werden. Steinbichel & Valentin (1995kdieeiben, dass in Bakterien eine
groBe Vielfalt von Hydroxyalkanoaten in Abh&ngigkeron Precursor-Substraten
entstehen, die als Bestandteile von biosynthetrs€&lodyhydroxyalkanoaten fungieren.

Das bakterielle Schneidern von neuen industrieltzivaren PHA scheint von der
Verfugbarkeit und den Kosten der Chemikalien ablgizg sein, die sich als Precursor-
Substrate eignen konnten. Die SubstratspezifitatRI¢A-Synthase, die die Produktion
dieser Speicherstoffe katalysiert, ist sehr genmgl somit kein limitierender Faktor.
Die Strukturen der Precursor-Substrate sollterrdiigs den Monomeren der angestrebten
PHA ahneln (Steinbluchel & Valentin, 1995).

Beim Schneidern von Wachsestern werden durch denielggn Einsatz von
unterschiedlichen Precursor-Substraten definiereeWester bakteriell produziert. Neben
der bakteriellen Produktion von PHA bietet das ®aikern von Wachsestern und deren
Akkumulation neue Madglichkeiten fir die industreellNutzung von Wachsestern.
Bis heute werden Wachsester fur die Verwendung\Wakschmacher, Nahrungszusatze
oder Kosmetikzusatze chemisch bzw. mit Hilfe vomdsen produziert (Stoveken &
Steinbichel, 2008). Die Herstellung durch den Emsan Lipasen bendtigt zusatzlich die
chemische Produktion von Fettalkoholen als SubsMatAlternative dazu ermdglicht der
Einsatz der WS/DGAT vielleicht die Wachsester-Sgsth aus gunstigen erneuerbaren
Ressourcen. Neben der Bildung von Wachs-Monoeskatalysiert die WS/DGAT
auch die Bildung von Wachs-Diestern und acylierts&mlich zu den linearen
Alkoholsubstraten auch cyclische, aliphatische odsmrgar aromatische Alkohole
(Stoveken & Steinblchel, 2008). Diese geringe Satsgiezifitat, die auch bei der
PHA-Synthase vorhanden ist, lasst den Schluss ass &s moglich ist, nicht nur
verschiedene PHA, sondern auch eine Vielzahl vaerschiedlichen Wachsestern tber
die Substratzugabe gezielt bakteriell zu schneidé€atscheueret al. (2006) beschreiben
den moglichen Einsatz der WS/DGAT bei der Herstgjlueines Kraftstoffes
(-Microdiesel). Die bakterielle Produktion soll dmbei allerdings Uber einen
rekombinanten Escherichia coli Stamm erfolgen und nicht Uber einen genetisch

unveranderten Bakterienstamm.
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2.4 Pflanzendle

Pflanzliche Ole und Fette sowie Rohstoffe fiir de@ewinnung werden Uberwiegend
importiert. Rizinusoél z. B. stammt aus OsteuropasiBien und Indien. Rohstoffe in Form
von Olfriichten (Leinsaat, Sojabohnen) werden aus d&A, China, Brasilien und
Argentinien eingefuhrt (Baumana al., 1988). Pflanzentle werden in verschiedenen
Bereichen als Rohmaterialien eingesetzt. Sie diel@nHerstellung von Produkten wie
z. B. Kosmetika, Pharmazeutika, Schmierstoffentelumd Biodiesel.

Im Gegensatz zu fossilen Olen sind sie regenetati haben den 6kologischen Vorteil,
COs-neutral zu sein (Spitzer, 1999). HauptbestandtilePflanzendle sind Fettséduren, die
als Bestandteile von Triacylglyceriden vorliegennd&re Inhaltsstoffe wie Glycerin,
Vitamine, Sterolester oder Wasser machen weniget@#o des Oles aus. Die Verteilung
von Fettsauren mit unterschiedlichem Sattigungsagracerschiedenen Pflanzendlen ist in
Abbildung 1.3 dargestellt.

Qualitat und Stabilitat von Pflanzentlen werdenctudie Nebenbestandteile des Oles
beeinflusst (Martini & A&on, 2005). Enthaltenes Vitamin E dient als Anti@id und
schiitzt die Ole vor der Oxidation durch Sauerstoff.

Ol ist nicht gleich Ol

Fettsaure-Anteile im Vergleich (in Prozent)
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Quellen: DGF (Dt. Ges. fir Fettwissenschaft): Souci-Fachmann-Kraut 1994

Abb. 1.3:

Vergleich der Fettsdure-Anteile verschiedener R#able (in Prozent) mit der Unterteilung
in gesattigte, einfach ungeséttigte und mehrfachgesdttigte Fettséuren; Quelle: www.test.de;
(Stiftung Warentest, 2010)
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Freie Fettsauren und Wachsester z. B. senken dialit§uvon Pflanzendlen als
Lebensmittel. Die Qualitat eines Speisedles veerhgich hierbei mit zunehmender
Kohlenstoffkettenlange der Wachsester. Sie verbesadei niedrigeren Temperaturen
eine Tribung des Oles, da sie einen héheren Schurd besitzen und ausfallen. Dem
wird entgegengewirkt Uber den Prozess der Wingeusig, bei dem die Wachsester
entfernt werden (Martini & Adn, 2005).

Baumann et al. (1988) beschreiben, dass Raps6l sich im Gegensatzanderen
Pflanzendlen durch einen hohen Gehalt an OctadgesngOlsaure), einen moderaten
Gehalt an Octadecadiensaure (Linolsaure) und egeimgen Gehalt an gesattigten
Fettsauren auszeichnet (Abb. 1.3). UrspriinglicheapsBl bestand aus einem
Uberwiegenden Anteil Erucasaure,{q. Das natirliche Fettsduremuster des Rapsoles
wurde ziichterisch so verandert, dass die Erucas&weiger als 3% des Oles
ausmacht und die Octadecensdure den Hauptbestard#tei Rapsdles darstellt.
Die Verfugbarkeit zweier Arten von Raps (Sommerd Wdinterraps) ermdglicht es, Raps
in verschiedenen klimatischen Regionen der WeltQilsflanze anzubauen, was seine
Verfugbarkeit deutlich erhoht (Biermaehal., 2000).

2.5 Menschliches Sebum

Auch beim Menschen kommen Wachsester als Besténdtdes Haut-Talgs
(lateinisch: Sebum) vor. Das Sebum wird in den dalgen produziert, die durch
Hormone stimuliert werden (Wertz & Michniak, 200@as in den Talgdrisen gebildete
Sebum besteht hauptsachlich aus Wachsestern, Glwsriden und Squalen, wahrend
Cholesterinester und Cholesterin kaum enthalterl. sbie Wachsester-Fraktion des
Sebums enthéalt ca. 60% einfach ungesattigte undl0éa.gesattigte Fettsaurem §Css).

Die Autoren beschreiben weiter, dass die Triacggtidfraktion dagegen 70% gesattigte
und 30% einfach ungesattigte Fettsauren enthak. dimfach ungesattigten Fettsauren
der Triacylglyceridfraktion leiten sich durch Vamgerung bzw. Verkirzung der
Kohlenstoffketten um E€Einheiten hauptsachlich von der Hexadecensausrg; (£ 6) ab.
Die Hexadecensaure wird von Wille & Kydonieus (2DQ8s Fettsaure mit hoher

antimikrobieller Wirkung beschrieben.
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Von der Octadecensaure 16z A9) leiten sich dagegen nur wenige der ungeséttigten
Fettsduren der Triacylglyceridfraktion des SebuimsEanige der Triacylglyceride werden
nach der Sekretion durch Lipasen gespalten, wakirerkvarum das Sebum auf der
Hautoberflache weniger Triacylglyceride und dafiehmfreie Fettsauren aufweist als das
noch in den Talgdrisen befindliche Sebum (Wertz i&hvliak, 2000).

Das Sebum Ubernimmt beim Menschen eine Schutzumkfiir die Haut. Diese
Schutzfunktion gewinnt immer mehr an Bedeutung,déa Mensch und somit auch
die menschliche Haut aufgrund steigender Umweldbetegen (z. B. zunehmende
UV-Strahlung) immer hdheren Risiken ausgesetztHsthe UV-Strahlungen, denen der

Mensch taglich ausgesetzt ist, wirken sich insbeésmnauf die menschliche Haut aus.

Das Sonnenlicht besteht aus Strahlung verschied&dienlangen. Schadigend ist die
langerwellige UV-A Strahlung, die zu vermehrtertEabildung, frihzeitiger Hautalterung

und DNA-Schéaden fuhren kann sowie die kurzwelligg¥eB Strahlung, die Sonnenbrand

und Hautkrebs hervorruft (Schauder, 2006). Der &mson Hautpflegemitteln wird also

hinsichtlich der Unterstitzung der Hautfunktion uter Regeneration der Haut immer
wichtiger.

Die menschliche Haut ist mehrschichtig und set sius der Oberhaut (Epidermis), der
Lederhaut (Dermis) und der Unterhaut (Subcutislammen. Fir die Geschmeidigkeit
der Epidermis ist das Sebum zustandig (Wertz & Migk, 2000). Es bietet Schutz vor
Hautrissen, Krankheitserregern und chemisdbernwelteinfliissen.

Auf dem Markt befindliche Hautpflegemittel enthalte20-70% mineralische oder
pflanzliche bzw. tierische Ole und Wachse (abhamigigon, ob es sich um Creme oder
Salbe handelt) sowie Fettsdureester und Fettalkolobblematisch sind hierbei sowohl
die pflanzlichen Ole als auch die tierischen PraeduRflanzliche Ole weisen einen sehr
geringen Wachsesteranteil auf (2.4), was dazu ,fidass sich ihre Eigenschaften von
denen des Sebums deutlich unterscheiden. TierBadukte, wie z. B. das Bienenwachs,
sind sehr fest in ihrer Konsistenz und missen veeigiemacht werden. Lanolin als
tierisches Produkt kann durch sein allergenes Hate(Erdmann & Merk, 2003) zu

unerwiinschten Hautreaktionen fuhren.



Stand des Wissens 12

Erdol-burtige Substanzen wie z. B. Paraffin als t8edteil von Hautcremes werden
unterschiedlich eingestuft. Cremes mit einem Pauafteil von >10% beglnstigen die
Faltenbildung und Austrocknung der Haut. Paraffimnk aul3erdem natirliche
Regulationsmechanismen behindern und sich in Lelb&eren und Lymphknoten
anreichern (www.oekotest.de). Mit bakteriellen Wsedtern angereicherte Pflanzenotle
waren im Vergleich dazu ein unschadlicher Ersatkz$to die bisher im kosmetischen
Bereich eingesetzten Substanzen. Die Wachsestikensdiierbei den Wachsestern des

menschlichen Sebums stark dhneln, damit sie eiteeHputvertraglichkeit aufweisen.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Die in der Arbeit verwendeten Chemikalien und Sabsén sind in Tabelle 3.1 aufgefuhrt.

Tab. 3.1: Chemikalien und Substanzen; - = keine Angaben

Substanz Reinheitsgrad Lieferant
Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roth
p-Aminobenzoésaure >99% Merck
Ammoniumchlorid >99,5%, p.a., ACS Roth

Biotin - Biomol
Bleicitrat-Ldsung - Laurylab
Borsaure - Janssen Chimica
Bovine Serum Albumine [20mg/ml] - Omnilab
Calciumchlorid x 2 HO Analytical Reagent Riedel-de-Haén
Casaminoacids (vitaminfrei) - Difco
Cyanocobalamin 96,0-100,5% Merck
Dichlormethan - VWR
Didesoxynukleotide (dNTP’s) - Fermentas
Eisenchlorid x 4 KO - Fluka
Enhancer-Lésung fir PCR - Molzym GmbH
Epoxy Resin - Ted Pella Inc.
Essigsaure (Eisessig) >99,7% Merck

Ethanol Gradient Grade Jurgens
Ethidiumbromid 1% Roth

Ethylacetat - Bedarfslager Universitat Oldenburg
Ethylacetat HPLC grade Scharlau
Ethylendiamintetraessigsaure >99%, p.a., ACS Roth

Tetranatriumsalz (EDTA)
n-Hexan

Kaliumchlorid
Kobaltchlorid x 6 HO
Kupferchlorid x 2 HO
Loading-Dye-L6sung
Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid x 6 D
Magnesiumsulfat x 7 }©
Manganchlorid x 4 KD

>99,5%

99%

>97%
6-fach

>99%, p.a., ACS

>99%

Bedarfslager Universitat Oldenburg
Merck
Merck
Merck
Fermentas
OMNI Life Science
Roth
Riedel-de-Haén
Merck
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Substanz Reinheitsgrad Lieferant

Methanol - Bedarfslager Universitat Oldenburg
Na-Acetat >99%, p.a., wasserfrei Roth

Na-Chlorid 99,8% wasserfrei Riedel-de-Haén

Na-Nitrat - J.T. Baker
di-Natriumhydrogenphosphat x 281  >99,5% Merck

Na-Pyruvat >99% Fluka

Na-Sulfat >99%, p.a. Roth

Nickelchlorid x 6 HO >98% Merck

Nikotinsaure 99,5% Merck

Panthotenséaure >98% Aldrich

Petrolether 100/140 Bedarfslager Universitat Oldeg
Pyridoxamin >99% Merck

Salzséaure - Riedel-de-Haén

Schwefelsaure

Thiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Base)

Uranyl-Acetat

Zinkchlorid

96-98% rein
>98%
>99,9%, p.a.

98%

Bedarfslager Univer€tdenburg
Merck
Roth

Merck
Merck
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Substanzen, die als Standards fur die DC, GC und/MSC eingesetzt
wurden oder als Wachsester-Vorlaufer dienten sin@iabelle 3.2 aufgefuhrt und wurden

mit dem héchstmdglichen Reinheitsgrad verwendet.

Tab. 3.2: Eingesetzte Standards und Wachsester-Vorlaufekeire Angaben

Substanz Reinheitsgrad Lieferant
B-Carotin Type |, syntheticz93% (UV), Sigma-Aldrich
powder
Cetylpalmitat 98% Sigma-Aldrich
Cholesterin >99% Aldrich
Disteldl - Intern. Collection
n-Docosanol 98% Sigma-Aldrich
n-Dodecanol puriss. >98,5% (GC) Fluka
n-Dodecansaure puriss. p.a., standard for G09,5% EGA Chemie
n-Eicosanol 98% Sigma-Aldrich
(Eusolex OS) - Merck
n-Heptadecansaure puriss. >99% (GC) Fluka
n-Hexadecan puriss. p.a., standard for G09,8%  Fluka
n-Hexadecanol 99% Baker
n-Hexadecansaure >97% Merck
n-Hexadecen puriss. >99% (GC) Fluka
n-Hexadecensaure puriss. p.a., standard for G©8,5% Fluka
IR3535 (Insect repellent 3535) - Merck
(N-Lauroylsarcosin) purum p.a.z98% (GC) Fluka
Maiskeimol - Mazola
Myristyl Dodekanoat ~99% Sigma-Aldrich
n-Nonadecanol purum,>97% (GC) Fluka
n-Nonadecansaure puriss. p.a., standard for G09,5%  Fluka
n-Nonadecenséaure >99%, liquid Sigma
n-Octacosan purunx98% (GC) Sigma-Aldrich
n-Octadecanol >96% Merck-Schuchardt
n-Octadecansaure >97% Merck-Schuchardt

n-Octadecensaure
Olivenol

(Paraffindl)

puriss. p.a., standard for GC, naturalfFluka

>99% (GC)

Bertolli

puriss., meets analytical specificatiorBigma-Aldrich

of Ph. Eur., BP, viscous liquid

n-Pentadecansaure puris98,5% (GC) Fluka

Rapsol - Rapso

Retinol syntheticz95% (HPLC), crystalline  Sigma-Aldrich
(Silikonol) - Sigma-Aldrich

Sonnenblumendl

Butella
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Substanz Reinheitsgrad Lieferant
Squalen purung97% (GC) Fluka
Stearinsduremethylester >99% Merck
n-Tetradecanol >98% Merck-Schuchardt
n-Tridecansaure pururr98% (GC) Fluka

Trilaurin purum>97% (GC) Sigma-Aldrich
Tripalmitat technical, ~95%gbasis (GC) Fluka
n-Undecanol puriss=99,5% (GC) Fluka
n-Undecanséaure >98% Sigma-Aldrich
3.2  Gerate

3.2.1 Kultivierung

Analysenwaage : Sartorius A 200 S
Zentrifugen : Eppendorf 5417R
Sigma 3-K1
Mikroskop : Zeiss Axiostar plus
Ultraschallbad : Branson 5210

3.2.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Elektrophoresekammer : Amersham
Thermocycler : Biometra TGradient
UV-Transilluminator Biostep GmbH

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiie PCR sind in Tabelle 3.3

angegeben und wurden von der Firma MWG bezogen.

Tab. 3.3:0Oligonukleotide fur die PCR

o Tm Target rRNA-
NEME SN o= & [°’C]  [rRNA]  Position
1492r  TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T 47,9 165 1492

27f AGA GTT TGATCC TGG CTC AG 44,6 16S 27




Material 17

3.2.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zentrifugen : Beckmann (Rotor JA 2550)
Eppendorf 5417R
Hettich Universal 2S (Schwenkbecher-Rotor)
befilmte Netzchen Plano Pioloform-Film

200 mesh, 3,05 mm
Transmissionselektronen-
Mikroskop : Zeiss EM 902A

3.2.4 Extraktion (organischer Extrakt)

Rotilabo-Faltenfilter © Roth CA18.1

pH-Indikatorstabchen . Macherey-Nagel pH-Fix 1,8-3
Macherey-Nagel pH-Fix 4,5-10,0

Rotations-Vakuum-Konzentrator :  Christ RVC 2-18

3.2.5 Dunnschichtchromatographie (DC)

DC-Alufolien : Merck Kieselgel 60254
Mikroliter-Spritze Hamilton 701N
Aufnahmeeinheit DESAGA Cab UVIS
DC-Kammer

3.2.6 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GE/MS

Safe Lock Tubes : Eppendorf 2,0 ml
Gewindeflaschchen SCP GmbH SB 200250
Ultraschallbad : Branson 5210

Zentrifuge : Eppendorf 5417 R
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Bordelflaschchen CS Chromatographie- R1
service GmbH

Bordel-Kappen IVA Analysentechnik

Federn CS Chromatographie- S20
service GmbH

Mikroeinsatz CS Chromatographie- G30 Is/6
service GmbH

Microliter-Spritze Hamilton 701N
Hamilton 750 RN

Gaschromatograph Hewlett-Packard 6890

Massenspektrometer FinnigsiAT MAT 95Q

3.3  Losungen und Medien

Glasgerate wurden bei 180 °C Uber 4 h sterilisi€getrennt zu sterilisierende

Komponenten wurden nach dem Abkuhlen steril vereint

3.3.1 Ammoniumchloridlédsung

NH.CI 6,19 g [1,16 M]

Aqua dest. 100,00 ml

3.3.2 Natriumhydrogencarbonatlésung

NaHCO, 3,84 g [0,34 M]

Aqua dest. 100,00 ml
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3.3.3 di-Natriumhydrogenphosphatldsung

NaHPO; 1,72 g [0,12 M]

Aqua dest. 100,00 ml

3.3.4 Natriumhydroxidlésung

NaOH 0,40 g [0,1 M]

Aqua dest. 100,00 ml

3.3.5 Natriumnitratlésung

NaNG; 18,22 g [2,14 M]
Aqua dest. 100,00 ml

Alle Loésungen wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert

3.3.6 Vitaminlésung nach Schlegel (1992), modiiitzi

Biotin 0,50 mg [2,05 pmol/l]
Nikotinséaure 5,00 mg [40,61 pumol/l]
Thiamin 2,50 mg [7,41 pmol/l]
4-Aminobezoésaure 2,50 mg [36,46 pmol/l]
Pantothensaure 1,25 mg [5,70 umol/l]
Pyridoxamin 12,50 mg [74,32 umol/l]
Cyanocobalamin 5,00 mg [15,00 pmol/l]
Aqua dest. 250,00 ml

Die Substanzen wurden in den jeweils angegebenemgéfe Aqua dest. geldst,

sterilfiltriert und in Aliquoten von 20 ml bei -2 gelagert.
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3.3.7 Spurenelementlésung nach DSMZ-Katalog (Mmdir. 124), modifiziert

FeCb 1,509 [7,54 pmol/l]
ZnCl, 68,00 mg [0,50 pumol/l]
MnCl;x 4 H,0O 100,00 mg [0,51 umol/l]
H3BOs 62,00 mg [1,00 pumol/l]
CoChkx 6 H,0 120,00 mg [0,50 pmol/l]
CuChkx 2 H,0 17,00 mg [99,71 pumol/l]
NiCl,x 6 H,O 24,00 mg [0,20 pumol/l]
NaMoO, x 2 H,O 24,00 mg [99,19 pumol/l]
Aqua dest. 1,001

Die Substanzen wurden in den jeweils angegebenemgdfe Aqua dest. gelost,
autoklaviert und bei -20 °C gelagert.

3.3.8 Artifizielles Seewasser nach Levring (1946Jach konzentriert

Losung 1:

NacCl 94,40 g [1,62 pumol/l]
KCI 2,56 g [34,34 pmol/l]
MgCl,x 2 H,0 18,12 g [89,13 umol/l]
MgSOyx 7 HO 23,76 g [96,41 pumol/l]
Aqua dest. 800,00 ml

Die Festsubstanzen wurden in 800 ml Aqua dest. sgelind autoklaviert.

LOsung 2:
CaCbx 2 H,O 520¢g [46,76 pmol/l]
Aqua dest. 100,00 ml

Das Calciumchlorid wurde in Aqua dest. gelost, klatdert und nach dem Abkuhlen
zu den 800 ml Lésung 1 gegeben. Das Seewasser wutdgerilem Aqua dest. auf 1 |

aufgefillt.
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3.3.9 Seewasserbouillon X (SWB X)

Na-Pyruvat 1,00 g [4,50 mmol/l]
Na-Acetat 4,16 ¢g [25,00 mmol/l]
Casaminoacids 1,00 g [0,50 g/1]
Aqua dest. 779,00 ml

Die Substanzen wurden in Aqua dest. gelost undkkawiert. Nach dem Abkuhlen
der Losung wurden 190 ml 4-fach konzentriertes %seer nach Levring (3.3.8),
3 ml Vitaminlésung (3.3.6), 1 ml SpurenelementlsB.3.7), 8 ml Natriumnitratldsung
(3.3.5), 8 mldi-Natriumhydrogenphosphatlésung (3.3.3), 3 ml Nathydroxidlésung

(3.3.4) sowie 8 ml Ammoniumchloridlésung (3.3.1¢rétzugefligt. Der pH-Wert wurde
auf 7,2-7,4 eingestellt.

3.3.10 Fermentermedium (FM)

Aqua dest. 736,86 ml
4fach konzentriertes

Seewasser (3.3.8) 250,45 ml
Vitamin-Losung (3.3.6) 3,17 ml
Spurenelement-

Losung (3.3.7) 1,06 ml
NH4Cl-L6sung (3.3.1) 2,75 mi

NaHCQOs-Losung (3.3.2) 2,96 mi
NagHPOs-LOsung (3.3.3) 2,75 ml

Die LOosungen wurden dem Aqua dest. nacheinandder Rihren steril zugegeben.
AnschlieRend erfolgte eine pH-Wert-Einstellung miaHCQO; auf pH 7,2-7,4.
Wurde Ol als C-Quelle eingesetzt, wurde das bettglumen vorher vom Volumen des

Aqua dest. abgezogen.
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3.3.11 Tris-Acetat (TAE)-Puffer 50-fach

Tris (Base) 2422 g
EDTA 18,6 g

Die Losung wird mit ddBO auf 1 | aufgefullt. Der pH-Wert mit Eisessig adf4

eingestellt.

3.4  GroRRenstandards fur die Elektrophorese

Fur die Bestimmung von Gréf3e und KonzentrationREA-Fragmente in Agarosegelen

wurden folgende DNA-GroRRenstandards verwendet:

MassRulel” DNA Ladder, Low Range, ready-to-use (Fermentas Bmb

1031 bp/200 ng 20 {#} 900 bp/180 ng 20 {1} 800 bp/160 ng 20 ) 700 bp/140 ng
20 pl*, 600 bp/120 ng 20 [t} 500 bp/200 ng 20 {1 400 bp/80 ng 20 {t| 300 bp/60 ng
20 pl*, 200 bp/40 ng 20 {1 100 bp/20 ng 20 [t| 80 bp/16 ng 20 [t

GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas GmbH):
10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3,5 kb, 3 kb, 2,5 Rbkb, 1,5 kb, 1 kb, 750 bp, 500 bp,
250 bp
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3.5 Bakterienstamme

Tab. 3.4:Einordnung der gescreenten Isolate nach Bruns ghBeCorti (unverdffentlicht)

Bezeichnung Phylum

Alcanivorax jadensis T9" (DSMZ Nr. 12178) Y-Proteobacteria
Alcanivorax borkumensis (DSMZ Nr. 11573) y-Proteobacteria

Isolat A1/10 unbekannt

Isolat B9/10 Gram-positive mit hohem GC-Gehalt
Isolat G4 Gram-positive mit hohem GC-Gehalt
Isolat J1 y-Proteobacteria

Isolat J3 y-Proteobacteria

Isolat K12 Gram-positive

Isolat L11 Gram-positive mit hohem GC-Gehalt
Isolat Q4 y-Proteobacteria

Isolat Q5 y-Proteobacteria

Isolat Q8 y-Proteobacteria

Isolat Q9 y-Proteobacteria

Isolat Q10 y-Proteobacteria

Isolat Q12 y-Proteobacteria

Isolat Q13 y-Proteobacteria

Isolat R3 y-Proteobacteria

Isolat R4 y-Proteobacteria

Isolat R7 a-Proteobacteria

Isolat S1 Gram-positive mit hohem GC-Gehalt
Isolat S2 y-Proteobacteria

Isolat S3 y-Proteobacteria

Isolat S7 y-Proteobacteria

Isolat T1 y-Proteobacteria

Isolat T2 y-Proteobacteria

Isolat T3 y-Proteobacteria

Isolat T4 y-Proteobacteria

Isolat T5 y-Proteobacteria

Isolat T6 y-Proteobacteria

Isolat T7 y-Proteobacteria

Isolat T8 y-Proteobacteria

Isolat T10 y-Proteobacteria

Isolat U2 unbekannt

Isolat U/N6 Gram-positive

Isolat W4 Gram-positive mit hohem GC-Gehalt

Isolat W7 Gram-positive mit hohem GC-Gehalt
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Bezeichnung

Phylum

Isolat W9
Isolat W13
Isolat W15
Isolat W16
Isolat W17
Isolat W18
Isolat W24
Isolat W27
Isolat W29
Isolat W30
Isolat W33
Isolat W37
Isolat W44
Isolat W67
Isolat 12.15.4
Isolat 12.15.9
Isolat 12.15.17
Isolat 12.15.26
Isolat 12.15.35gr

Gram-positive mit hohem GC-Gehalt

y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
y-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
y-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria
a-Proteobacteria

o-Proteobacteria

Cytophaga/Flavobacteria

3.6  Computersoftware, Internetanwendungen unddatenbanken

Tab. 3.5: Computersoftware, Internetanwendungen und Datermank

Programm

Anwendung

Referenz

Bioedit Version 5.0.9
EBI-EMBL

Xcalibur 2.0.7
Excel
ChemStation
Lipid Library

NCBI Genbank
Photoshop Version 7.0
Word

Bearbeitung von
Nukleotidsequenzen
Nukleotidsequenz
Datenbankvergleiche

Auswertung GC/MS

Tabellenkalkulation
Auswertung GC

Einordnung von
Massenspektren
Sequenzdatenbank

Bildbearbeitung

Textverarbeitung

http://www.molbiol.bbsrc.ac.uk/reviews/
bioedit_review.html
http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html

Thermo Fischer 8tifee Inc.

Microsoft Corporation

Agilent Technologies

http://www.lipidlibrary.co.uk

http://www.ncbi.nilmgov/gquery
Adobe

Microsoft Corporation
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4 Methoden

4.1 Inkubations- und Kulturbedingungen

Ansatze fur die Bestimmung geeigneter Kulturvoluaiond die Reproduzierbarkeit
erfolgten in Erlenmeyerkolben mit 10-250 ml Kultalwmen. Bei Kulturen von 10 ml
Volumen bestand eine Probe aus je einem Kulturar(&ailben), der an den jeweiligen

Probetagen eingefroren wurde.

4.1.1 Auswahl von Pflanzendl und Produktionsstamm

Zur Untersuchung, ob Rapsol als Substrat geeiggtetwiurden abiotische Ansatze in
Erlenmeyerkolben mit 10 ml Fermentermedium (FM) &apsol (1% m/v) durchgefihrt.
Untersucht wurde, ob die Kultivierungsbedingungemfléss auf die chemische
Zusammensetzung und auf die Fahigkeit zur Emulbitheng von Rapsoél haben.
Es wurden 4 x 10 ml FM mit Rapsol (1% m/v) bei 3086@d 100 rpm inkubiert,
um festzustellen, ob die Kultivierungsbedingungemfléss auf das Raps6l haben.
Direkt nach dem Ansetzen (Tag 0) und an den Tagénutd 7 wurde je ein Kolben zur

weiteren Analyse eingefroren.

Fur den Nachweis gleichbleibender Qualitat des esiatzten Oles wurden von vier
unterschiedlichen Chargen Rapsdl des gleichen éllenst je 3 Parallelen a 10 ml FM mit
Rapsol (1% m/v) zur weiteren Analyse uber die D@ GC eingefroren.

Die Durchfuhrung samtlicher Screeningversuche egtéolin Erlenmeyerkolben mit
Anséatzen von 100 ml Kulturvolumen. Die Vorkultivierg wurde in FM mit 1% C-Quelle
(Ol bzw. Olgemisch) Uber 3 d bei 30°C und 100 rpmrcHgefiihrt. Das durch
Zentrifugation (3634 x g) gewonnene Zellpellet waiahschlielRend zweimal in 10 ml FM
gewaschen und dann in 10 ml FM resuspendiert. Biperfihrung von Substratresten
und extrazellularen Wachsestern in die Hauptkutiui¢K) wurde hierdurch vermieden.

Die Hauptkulturen wurden mit einheitlicher Biomaggstartet.
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Die HK enthielten entweder Raps-, Distel-, Sonnema@n-, Maiskeim- oder Olivendl als
Einzelsubstrat (je 1% m/v) oder ein Gemisch deragaten Ole (insgesamt 1% m/v) als
Substrat. Die Hauptkulturen wurden 7 d bei 30°C &A@ rpm geschittelt. Direkt nach
dem Beimpfen (Tag 0) und an den Tagen 2, 4 und demuaus den Kulturen jeweils
10 ml Probe entnommen und bei -20°C eingefroreralltazu jedem Kulturansatz wurde
eine Referenz von Einzeldl bzw. Olgemisch in FM Beil 30°C und 100 rpm inkubiert.
Waren hierbei keine Kontaminationen festzustelwnyden die Referenzen bei -20°C

eingefroren.

4.1.2 Schneidern von Wachsestern Ahdanivorax jadensis T9 auf Einzelsubstraten und

Substratgemischen

Samtliche Kulturansatze erfolgten in Erlenmeyerkalb mit Volumina zwischen
50-100 ml. Die Vorkultivierung, d. h. die Aktivieng der bei -80°C gelagerten Stamme,
wurde in Seewasserbouillon X tber 3 d bei 30°C L@d rpm durchgefihrt. Das durch
Zentrifugation (3634 x g) gewonnene Zellpellet wairiveimal in FM gewaschen und
resuspendiert (4.1.1), so dass eine Uberfilhrung Saistratresten und extrazellularen
Wachsestern in die HK vermieden wurdas Starten der HK erfolgte mit einheitlicher
Biomasse. Die HK enthielten unterschiedliche Eisabstrate (je 1% m/v) bzw. ein
Substratgemisch (1% m/v gesamt) als Wachsestet\fers Die HK wurden 9-11 d bei
30°C und 100 rpm inkubiert. An den Tagen 4, 7 uAbtll9vurden jeweils 10 ml Probe
entnommen und bis zur weiteren Analyse bei -20°@gefroren. Wie unter 4.1.1
beschrieben, wurde eine sterile Referenz von FM Smldstrat parallel zu den Kulturen

inkubiert und zur Analyse eingefroren.

Eine Ubersicht der durchgefiihrten Ansétze, geordaeh den jeweiligen Versuchszielen,
ist in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Tab. 4.1:
Ubersicht der durchgefiihrten Ansétze, geordnet Marhuchszielen; abiotische Ansétze sind blau leggr
Zellkultivierungen gelb

Ansatze Kohlenstoffquelle Ziel

Kultivierung - Auswahl Produktionsstamm und Pflanaél

Screening von Isolaten auf Einzeloler Einzelole (je 1% m/v)  Bestimmung eines geeigneten Oles als
Substrat fur die Wachsester-Produktion

Screening von verschiedenen Isolater Olgemisch (1% m/v) Bestimmung geeigneter
auf Olgemisch Wachsesterproduzenten

Inkubation - Olstandard

Fermentermedium mit Rapsél (7 d)  Rapsdl (1% m/v) Bestimmung eines Einflusses der
Inkubationsbedingungen auf das
ausgewdhite Ol

Vergleich unterschiedlicher Chargen Rapsol (1% m/v) Standardisierung des Oles
des ausgewahlten Oles mit Fermente
medium

Kultivierung - Standardisierung

Kultivierung des Produktionsstammes Rapsodl (1% m/v) Standardisierung der

A. jadensis T9 auf dem ausgewahlten Reproduzierbarkeit von Wachstum und
Ol in mehreren Parallelen Wachsester-Produktion

Kultivierung des Produktionsstammes Rapsdl (1% m/v) Standardisierung der Kulturansatze

A. jadensis T9 auf dem ausgewahlten
Ol in unterschiedlichen Kulturvolumin

Kultivierung - Schneidern von Wachsestern

Kultivierung vonA. jadensis T9 auf Einzelsubstrate Gezieltes Schneidern von Wachsestern
verschiedenen Einzelsubstraten (je 1% miv) bestimmter Kohlenstoffkettenlange
Kultivierung vonA. jadensis T9 auf Substratgemische Gezieltes Schneidern von Wachsestern

verschiedenen Einzelsubstratgemisct (1% m/v insgesamt) bestimmter Kohlenstoffkettenlange
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4.2  Taxonomische Einordnung von Isolaten

4.2.1 DNA-Isolierung

Fur die Extraktion der DNA aus den Zellen der Isolavurde das High Pure PCR
Template Preparation Kit der Firma Roche verwendet.Durchfihrung ist den Angaben
des Herstellers zu entnehmen.

Isolierte  DNA wurde mittels Agaroseplatten (1% m/vjachgewiesen, die mit
Ethidiumbromid (1 pgnl™) versetzt wurden. Funf pl Probe wurden auf diett&ta

gegeben, mindestens 30 min im Dunkeln inkubiert anfl dem UV-Transilluminator

ausgewertet.

4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels PCR wurde eine Teilsequenz der 16S rDNA-&ater Isolate amplifiziert.
Als Template diente gereinigte chromosomale DNA Wetate. In Tabelle 4.2 ist die

Zusammensetzung der PCR-Ansatze aufgefuhrt. Diedigser Arbeit verwendeten
Oligonukleotide sind in Tabelle 3.3 aufgefiihrt (3)2

Tab. 4.2: Zusammensetzung der PCR-Ansétze

Substanz Konzentration im Ansatz [50 pl]
Polymerase (Moltaq) 0,05-wI*

10-fach Puffer 1-fach

MgCl, 1 mmoll™

dNTP’s je 0,2 mmol™

Oligonukleotide (Primer) je 0,2 pmbt

Template 1l

BSA 200 mgl™

Enhancer 1l

auffillen mit ddBO auf 50 pl




Methoden 29

Tabelle 4.3 fasst das verwendete Temperaturprograi®sn Thermocyclers zusammen.
Die Reaktion wurde nach der Amplifikation mit Loadi Dye beendet und Uber ein

Agarosegel auf die Prasenz von Amplifikat getestet.

Tab. 4.3: Struktur des PCR-Programmes zur Amplifizierung t&$ rDNA

. Anzahl Zeit
Programmteil der Zyklen Tem[gce]ratur
Initiale Denaturierung 1x 95°C 4 min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 10x 62°C 45 s
Extension 72°C 60 s
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 25x 55°C 60 s
Extension 72°C 60 s
Finale Extension 1x 72°C 10 min
Programmende 1x 4°C

4.2.3 Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragiee

Zur Kontrolle der Qualitat der PCR wurde die Lardgr produzierten DNA-Fragmente
gelelektrophoretisch bestimmt. Das PCR-Produkt wumit Loading Dye (Fermentas:
10 mM Tris-HCI, 0,03% Bromphenol Blau, 0,03% Xyl@yanol FF, 60% Glycerin,
60 mM EDTA) versetzt und im Agarosegel (1-fach TREHer mit 1% Agarose) in 1-fach
TAE-Puffer bei 90 V elektrophoretisch aufgetreris Vergleichsstandard, um die Grél3e
der Fragmente zu ermitteln, diente die GeneRUldr kb DNA Ladder der Firma
Fermentas. Die Agarosegele wurden 30 min mit Btinidtiromid [10 meml™] gefarbt, mit

ddH,O gewaschen und auf dem UV-Transilluminator ausgeive
4.2.4 Reinigung von PCR-Produkten
Zur Abtrennung von Primern, Nukleotiddiinzymen, Salzen und DNA-Bruchsticken von

den DNA-Amplifikaten wurde das E.Z.N.A. Cycle pur€it der Firma Peglab

Biotechnologie verwendet. Die Durchfiihrung erfolgieh Angaben des Herstellers.
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4.2.5 DNA-Sequenzanalyse

Fur die Bestimmung der Teilsequenz der 16S rDNAu8ag wurden 20 ng gereinigte
(4.2.4) und getrocknete DNA pro 100 bp an die FilM&/G-Biotech AG geschickt.
Uber die Datenbanken NCBI und FASTA/EBI (EuropeanirBormatics Institute) wurden

Sequenzhomologien ermittelt.

4.3  Bioverflugbarkeit der Substrate (Transmissionsektronenmikroskopie - TEM)

Mit Hilfe transmissionselektronenmikroskopischerfdahmen wurde die Bioverflugbarkeit
des Oles fur die Zellen (Anlagerung der Zellen as 8ubstrat) und die Lokalisation der
Wachsester (WE) innerhalb der Zellen untersuchte Biufnahmen erfolgten von
Kulturen des StammeA. jadensis T9, Isolat S7 und S1 mit Pflanzendl (1% m/v) als
Substrat. Die Aufnahmen der Isolate S7 und S1 wumd@usammenarbeit mit A. Gutsche
durchgefuhrt (Jenschlet al., 2008). Kultiviert wurden die Zellen hierzu in@tnl FM das
1% Pflanzendl enthielt (4.1.1). An den Tagen vied meun wurde ein Teil der Kulturen
bei 1089 x g abzentrifugiert bis ausreichend Zdipesorhanden war. Das Zellpellet
wurde in Eppendorf Gefal3e tberfuhrt und fur die T&hMgearbeitet. Tabelle 4.4 zeigt die
Schritte zur Aufarbeitung der Proben flr die TEM.

Tab. 4.4: TEM-Praparationsschritte

Arbeitsschritt Substanz Anzahl der Zeit
Arbeitsschrittel  [min]
Fixierung Glutaraldehydldsung (4%) 1x 90
Waschung Natnum-l(((;;\,lium;-zno%ohat Puffgr 6x 10
Fixierung Osmiumtetroxid-Losung (1%) 1x 60
Waschung Natnum-l(((;;\,lium;-zno%ohat Puffgr ax 15
Ethanol (30%) 30
Ethanol (50%) 30
Ethanol (70%) 30
Entwasserung Ethanol (70%) e 1 Uber Nacht
Ethanol (80%) j& X 60
Ethanol (90%) 60
Ethanol absolut 30
Ethanol absolut 60
Epon nach Spurr (25 %) 60
. Epon nach Spurr (50%) 60
Einbettung Epon nach Spurr (75%) o1 60
Epon nach Spurr 1e X 120
Epon nach Spurr Uber Nacht
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Die Zellen wurden in der Eppendorfzentrifuge bei0O@5rpm 3 min pelletiert und
in Beem-Kapseln Uberfihrt, die mit reinem Epon na8purr aufgefullt wurden.
Die Konzentration der Zellen in der Kapselspitzilgte durch Zentrifugation fir 5 min
bei 2700 rpm. Die bei 40°C fur 5 h ausgehartetendtstoffblockchen wurden mit dem
Ultramikrotom zugespitzt und die Anschnittflichegksdigt. Die Probenschnitte von
75 nm wurden auf Gridaufgetragen und dber 1 h in Uranyl-Acetat und arefg¢énd

20 min in Bleicitrat kontrastiert. Die so aufgedtben Proben wurden mit dem

Transmissionselektronenmikroskop EM 902 A (Fa. 2eimalysiert.

4.4  Gewinnung und chemische Analytik der Wachsestdfraktion

4.4.1 Isolierung der Lipidfraktion/Extraktion

10 ml tiefgefrorene Probe wurden bei Zimmertemperaufgetaut und mit 1% HCI auf
einen pH-Wert <4 eingestellt. Die eingestellte Rrolurde anschlieend 2x mit je 10 ml
Extraktionsmittel (Ethylacetat/Methanol 20:1 v/\)sgeschuttelt, die organischen Phasen
vereint, zur Trocknung mit N&Qy, versetzt und filtriert (Faltenfilter). Die filtrree Probe
wurde im Rotations-Vakuum-Konzentrator bei 1500 romd ca. 40°C im Vakuum
zur Trockene eingeengt und der Rickstand bei 4°@kelugelagert. Zur weiteren
Analyse wurde der Ruckstand in 200-400 pl Ethymceufgenommen und 5 min im
Ultraschallbad geschallt.

4.4.2 Gewinnung des menschlichen Sebums

Das Sebum wurde mit Hilfe eines in Ethylacetat gdtten Wattebausches entnommen.
Die Watte wurde in Ethylacetat entfettet und gditabie entsprechende Hautpartie des
Ruckens wurde mit der getrdnkten Watte mehrfachewtsght und die Watte
zwischendurch 1-2 mal in Ethylacetat extrahierte Qewonnene Probe wurde mit der
Watte im Ultraschallbad 5 min geschallt und ansfdénd getrocknet. Zur weiteren
Analyse mittels DC-Analyse (4.4.3), GC-Analyse (4)4und GC/MS-Analyse (4.4.5)
wurden die getrockneten Proben in Ethylacetat anfigenen.
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4.4.3 Dinnschichtchromatographie (DC)

Mit Hilfe der DC wurde (1) Uberprift, ob eine Prob#achsester enthalt (Kontroll-
Dunnschichtchromatogramm) und (2) die Isolierung \@&achsester-Fraktionen aus den
Proben durchgefuhrt. Dazu wurden abhangig von @eeiligen Menge Ethylacetat, die
zur Aufnahme der Proben eingesetzt wurde, bestimiigéagen (4.4.3.1) extrahierte
Proben (4.4.1) auf DC-Platten (MERCK, DC-Alufoli@®dx20 cm, Kieselgel 60 5
aufgetragen und in einer DC-Kammer Uber das Latdiniigetrennt (4.4.3.1).
Bei den Kontroll-Dinnschichtchromatogrammen wurdien getrockneten DC-Platten in
2 M H,SO, getaucht und danach bei 140°C entwickelt. Von B&hPlatten, die der
Isolierung der Wachsester-Fraktionen dienten, wuddes Kieselgel in Ho6he der
Wachsester-Fraktion fur die GC-Analyse abgekrasiehg unten). Als Wachsester-
Vergleichsstandard wurde Cetylpalmitat (10-20 pagPlatte) aufgetragen (Abb. 4.1).

51 Rapsbl (1%) 2.d 1:5 verd.
S1 Rapsdl (1%) 4 d 1:5 verd.
51 Rapsil (1%) 7 d 1:5 verd.

51 Rapsdl (1%) 0.d 1:5 verd,

Cetylpalmitat 20 pg absolut
FM + Rapsil (1%) 1:5 verd.

} Wachsester-Fraktion

: Substanzen héherer
Polaritat

-~ 80000

-l

Abb. 4.1: Dunnschichtchromatogramm des organischen Extraditesr Kultivierung des Isolates S1 in
Fermentermedium (FM) mit 1% (m/v) Rapsol (RP); vinks: Cetylpalmitatstandard (20 pg absolut),
FM mit 1% RP (1:5 mit Ethylacetat verdinnt), sofeach Beimpfen (1:5 mit Ethylacetat verdinnt), Pag
und 7 (jeweils 1:5 mit Ethylacetat verdinnt)
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4.4.3.1 Bestimmung eines geeigneten Laufmittels
Zur Bestimmung des idealen Laufmittels fir den Neaik von Wachsestern in den Proben
und eine semiquantitative Bestimmung der Wachgsestege auf der DC-Platte wurden

unterschiedliche Laufmittel getestet (Tab. 4.5).

Tab. 4.5: Getestete Laufmittelkonzentrationen (DC)

Lariiiel Koan/?Vt]ration Dabei erwies sich eine Mischung aus
Petrolether/Diethylether 955 Hexan/Dichlormethan 60:40 (v/v) als ideal.
Hexan/Diethylether/Essigsaute 80:20:1 | Um in den Proben vorhandene Wachsester
10:90 nachzuweisen, wurden definierte Mengen

20:80 der organischen Extrakte auf die DC-

30570 Platten aufgetragen und wie oben

Hexan/Dichlormethan ggf_jg beschrieben, entwickelt. Um vergleichbare
60:40 Konzentrationen der gewonnenen Extrakte

70:30 (4.4.1) auftragen zu konnen, war das

80:20 Probevolumen hierbei abh&ngig von der

90:10 Menge Ethylacetat, in der der jeweilige

organische Extrakt aufgenommen wurde (4.4.1). 10ded Proben wurden auf die
DC-Platten aufgetragen, wenn die Extrakte vorheR@ pl Ethylacetat aufgenommen
wurden. Erfolgte die Aufnahme der Extrakte in 400HFthylacetat, wurden 20 pl der
Proben aufgetragen. Problematisch erwies sich diswartung der DC, wenn die zu
analysierenden Proben Pflanzendl enthielten. Dialyse wurde durch im Pflanzendl
befindliche Ester gestort, da diese Ester mit dektdsiell produzierten Wachsestern
interferierten (Abb. 4.1FM + Rapsol 1%). Die Methode konnte dennoch genuéztien,
da es anhand steigender Spotintensitaten und $getgrirotzdem mdoglich war, bakteriell
produzierte WE nachzuweisen. Die Ergebnisse detrivDinnschichtchromatogramme
dienten allerdings nur einer ersten Einschatzumd\ée-Produktion.
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4.4.3.2 Gewinnung der Wachsester-Fraktionen aus organischem Extrakt und Sebum

Zur Abtrennung und Gewinnung der Wachsester-Fraktioaus dem organischen Extrakt
(4.4.1) wurde ebenfalls ein Gemisch aus Hexan/Drohéthan in einem Verhaltnis von
60:40 (v/v) eingesetzt. Zur Isolierung der WachseBtraktion Uber die DC wurden
mehrmals 10-20 upl einer Probe nebeneinander aafgir Die aufgetragene
Probenmenge war abhangig von der Uber die Korirdfinschichtchromatogramme
visuell semiquantitativ bestimmten Wachsesterkotraéon. Ein Referenzfleck (Referenz:
Cetylpalmitat) diente zur Bestimmung der Laufsteecter im Extrakt befindlichen

WE-Fraktion und wurde, wie unter 4.4.3 beschriebemtwickelt. Alle weiteren

aufgetragenen Substanzflecken wurden in der Chomregthie getrennt und zusammen

mit dem Kieselgel, in HOhe der Wachsester-Fraktionyeitere Analysen abgekratzt.

4.4.4 Gaschromatographie (GC)

Die mit dem Kieselgel in Hohe der Wachsester-Faaktbgekratzten Proben wurden in
1 ml Octacosanstandard (10 pg/ml Ethylacetat, tigekstandard) aufgenommen, im
Ultraschallbad 1-2 min geschallt und das Kieselgelder Zentrifuge sedimentiert.

Der Uberstand wurde in Gewindeflaschchen tberfibet, Raumtemperatur abgedampft
und trocken im Kuhlschrank gelagert. Die chemisch@alyse der so gewonnenen
WE-Fraktionen (4.4.3) erfolgte tber die GC. Gerdd uerwendete Temperaturprogramme
werden in Tabelle 4.6 aufgefiihrt. Glasgerate, die \forbereitung von Proben fir die

GC und die GC/MS (4.4.5) genutzt wurden, sind vorhé Ethylacetat gespdlt worden.

Die Datenauswertung erfolgte mit der Software Clstation Rev. A.09.01 [1206].

Tab. 4.6: Bedingungen der GC/FID-Analyse

Gaschromatograp HP 6890 Serie

Injektor Gerstel KAS 8

Temperaturprogramm 60°C (5 s)— 8°C/s auf >350°C Haltezeit 120 s, splitless 60 s
Injektionsvolumen 1 pl (Autosampler)

Tragergas Helium, 1 ml/min constant flow

Trennséaule 30 m x 0,25 mm ID Quarzkapillare (J & W Scientific)

DB-5 HT; 0,1 um Filmdicke
Temperaturprogramm 60°C (2 min)— 15°C/min auf 170°G- 4°C/min auf 350°C (15 min isothernp)
Detektor FID (Flammenionisationsdetektor)

(300°C, H 40 ml/min, syn. Luft 280 ml/min, N(make up) 30 ml/min)
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4.4.4.1 Qualitative Analyse

Die qualitative Bestimmung der C-Kettenldnge der \&iffolgte anhand der relativen

Retentionszeiten in den Gaschromatogrammen. DiedRaung der relativen Retention
ergab sich hierbei aus dem Quotienten der Retes#@®h des zu bestimmenden
Wachsesters und der Retentionszeit des internend&ts (Myristyl Dodecanoat).

Zur ldentifizierung der in den Gaschromatogrammiraléeenen Peaks wurde eine Tabelle
der fur die WE spezifischen relativen Retentionezeerstellt (Tabellen 9.1-9.4).

4.4.4.2 Quantitative Analyse

Die quantitative Auswertung der nachgewiesenen Wslilmmter Kettenlangen erfolgte

Uber den internen WE-Standard Myristyl Dodecandab( 4.2). Pro untersuchtem Extrakt
betrug die eingesetzte Konzentration des internemdards auf der DC-Platte 10 ug
absolut. Der Standard wurde mit der jeweiligen Brabf DC-Platte aufgetragen (4.4.3.2)
und fur die GC mit aufgearbeitet. Die Peakflachesn ohternen Standards und der jeweils
betrachteten WE wurden ins Verhaltnis gesetzt ure Kbnzentration der WE per

Dreisatz tUber die bekannte Konzentration des ietei®tandards bestimmt. Versuche, die

Genauigkeit der Aufarbeitung zu bestimmen, ergaea Wiederfindung von ca. 84%.

ey

n-Alkan Standard C,,

Wachsester-Standard C,;
Wachsester C,,

Abb. 4.2:

Gaschromatogramm der Wachsester-Fraktionen einéurkKwon Alcanivorax jadensis T9 in Fermenter-
medium (FM) mit n-Hexadecansaure und-Hexadecanol im Gemisch (1% m/v); die Probe wurde
entnommen nach 7 d Kultivierung; als interner Staddliente Myristyl Dodecanoat 4£5.rot markiert)
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4.4.5 Gaschromatographisch/Massenspektrometrisnh/ttk (GC/MS)

Die Zusammensetzung der in der GC (4.4.4) nachgewen bakteriell produzierten WE
wurde Uber die GC/MS bestimmt. Die angewandten t&liapgen der GC/MS sind in
Tabelle 4.7 aufgefiihrt. Die Datenauswertung eréolgit der Software Xcalibur (Thermo
Fisher Scientific Inc., 1998-2007). Die genaue Besibung der durchgefihrten GC/MS
erfolgt in Kapitel funf (Massenspektrometrische Assan). Die Massenspektren der von
A. jadensis T9 produzierten gesattigten und einfach ungeséttigyVachsester sind im

Anhang in den Abbildungen 9.1 und 9.2 aufgefuhrt.

Tab. 4.7Bedingungemer GC/MS-Analyse

Gaschromatograph HP 5890 Serie Il

Injektor Gerstel KAS 8

Temperaturprogramm  60°C (5 s}~ 10°C/s auf 350°C (3 min), splitless
Injektionsvolumen 1 pl (Autosampler)

Tragergas Helium 12 psi

Trennséaule 30 m x 0,25 mm ID Quarzkapillare (J & W Scientific)

DB-5 HT; 0,1 um Filmdicke
Temperaturprogramm  60°C (2 min)— 15°C/min auf 250°G- 3°C/min auf 380°C

Massenspektromete Finnigan MAT 95 Q

lonisierungsenergie 70 eV
Scangeschwindigkeit 1 scan/1,411 s
Scanbereich 50-750 amu
Scanrate 1,2 s/d
Interscanzeit 0,1s

Delay 9 min
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5 Massenspektrometrische Analysen

51 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, dasrieéglicht, lonen in einem Magnetfeld
oder elektrischen Feld nach ihrem Masse-zu-LadMeghkdéltnis (Wz) zu trennen.
Die gangigste lonisierungsform der Analyten ist BiektronenstoRRionisierung (EI), die in
der Gasphase verlauft. Die lonisierung findet nmitee kinetischen Energie von 70 eV
statt. Dies hat den Vorteil, dass sich die erhalteMassenspektren fur den Vergleich
mit bestehenden Spektrenbibliotheken eignen. Beir denisierung werden
Molekulradikalkationen und Fragmentionen erzeugte Bragmentierung findet zum
Abbau und zur Stabilisierung der Uberschusseneatgielonen statt und steht u. a. in
engem Zusammenhang mit der Molekulstruktur.

Die Trennung der lonen erfolgt aufgrund ihres Mamséadungs-Verhalnisses im
magnetischen Feld. Die Aufnahme des Massenspekifsoag) erfolgt hierbei z. B. durch
die Anderung der Magnetfeldstarke. Die Interpretatiies Massenspektrums ermdglicht
Aussagen uber Art und Struktur einer Verbindung.s DMassenspektrum beinhaltet
unterschiedliche Peaks. Der Molekulionen-Peak ast Signal, das die molekulare Masse
einer Verbindung anzeigt. Der Base-Peak (Bp) istideensivste lon im Massenspektrum
und wird Ublicherweise mit 100% Intensitat abgedtildAlle weiteren Fragmentionen

werden in Prozent hiervon angegeben.

Die Fragmentierung ist abhangig von der Molekuldtru Hierbei spielen unterschiedliche
Fragmentierungswege eine Rolle. Bei der in diesdyeih im Vordergrund stehenden
Verbindungsklasse, den langkettigen Wachsestetmern&ragmentierungswege wie die
a-Spaltung und verschiedene Wasserstoff (H)-Umlaggen wie z. B. die McLafferty-
Umlagerung eine herausragende Bedeutung. Die MettgfUmlagerung (Abb. 5.1; A, B
und C) findet bevorzugt bei Carbonylverbindungeattsdie ein H-Atom aufweisen, das
mit dem Sauerstoff der Carbonylgruppe einen sei@ggen Ubergangszustand bilden
kann. Voraussetzung ist eine DB (in diesem Fall©=ine Kette von drei verbundenen
Atomen mit einem H-Atom iny-Stellung sowie dessen sterische Mdglichkeit, neind

Sauerstoff-Atom eine Bindung eingehen zu kénnerdgdaewicz & Schafer, 2005).
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Eine neue Bindung von der Position des Radikaleinem angrenzenden Atom wird
gebildet, parallel hierzu findet eine Bindungsspadft in a-Stellung zum Radikal statt
(Mc Lafferty & Turetek, 1993), was zum Verlust eines Neutralteilcheiistf Diese
Reaktion kann sowohl auf Seite des FettsdurearttetsEsters (Abb. 5.1; A) als auch auf
Seite des Alkoholanteils stattfinden (Abb. 5.1; Bpbei in beiden Fallen ein Fragmention

mit geradem Masse-zu-Ladungs-Verhaltmi&z entsteht.

rH + alpha-Spaltung rH + alpha-Spaltung+) rH + alpha-Spaltung
A (M Lafferty) B (Mc Lafferty) C (Mc Lafferty)

Rl\(/'j:ci:j/& R _H +0H R R &% Hj/RZ
[0 %4
l " l N
j "

R s H_ R "
: R H. _R
MJ e RIT
(> ¢ 3
(& (0]
alpha-Spaltung
alpha-Spaltung alpha-Spaltung
R H + H R Hu: H R
1\%H + J Qj/ - 0 Oj/ HC/RZ R +O/H R3\CH H\O. H R
I +
CH, /u\ )\ CHy . (I_%HZ + )\ j/
o + O

Abb. 5.1: Verschiedene Wege der Fragmentierung von Wachsesiteer McLafferty-Umlagerung mit
a-Spaltung des Molekdls: A) McLafferty-UmlagerungtrBpaltung auf Seite des Fettsdure (FS)-Anteilg des
Wachsesters, B) McLafferty-Umlagerung mit Spaltung Seite des Alkoholanteils sowie C) McLaffenty-

Umlagerung mit Spaltung auf Seite eines einfactesagigten FS-Anteils des Wachsesters;{Rjesattigte
Alkylkette des Fettsaure-Anteils,,R gesattigte Alkylkette des Alkoholanteils; R einfach ungesattigter
Fettsdure-Anteil)

Enthalt die Alkylkette des Saureanteils eine DByrkaies dazu fuhren, dass die Ladung
auf Seite des FS-Anteils bleibt (Abb. 5.1; C) undh@ dieses Fragment des Wachsesters
detektiert wird. Bleibt die positive Ladung auf teedes Alkoholanteils, wird nur das
Fragment mit gesattigtem Alkoholanteil detektiéblp. 5.1; A).

Anders als die eben beschriebene H-Umlagerung mstthrdieR3endes-Spaltung fuhrt eine
zweite H-Umlagerung mit anschlieRender Spaltungemem ungeraden Fragmention
(Abb. 5.2; B). Radikal und Ladung werden hierbereent.

Die Spaltung des Molekils kann aber auch tber amduktiven Effekt (), eine induktive
Spaltung, erfolgen (Abb. 5.2; A). Die Initiierungirdh die positive Ladung beinhaltet die
Anziehung eines Elektronenpaares. Die Stabilisigraier Ladung ist normalerweise

wichtiger als die des Radikals fir die Bestimmungn v Reaktionsprodukten.
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Da diese heterolytische Spaltung eine Ladungswandebenttigt, ist sie normalerweise
weniger bevorzugt als Reaktionen, die mit der Rositles Radikals verbunden sind. Das
Molekul wird gespalten und die Bildung des stabitst Kations bevorzugt
(Mc Lafferty & Turetek, 1993).

A IH+ |ndukt|ver Effekt {) B rI—(I + r)H
+2H

UHT RS
O
l rH l rH
U J/ Ry H +O/Hﬂ:/R2
O

anelltzlungswanderung t
R H _H R R H /H Rs
1 o - 2 1 6 H
Trr 67
A.CH,

Abb. 5.2: Verschiedene Wege der Fragmentierung von Wachsasber H-Umlagerungen mit Spaltung dles
Molekils: A) H-Umlagerung mit induktivem Effekt {iB) zweifache H-Umlagerung mit anschlieRender
Spaltung des Molekils (R= Alkylkette mit des Fettsaure-Anteils;, R Alkylkette des Alkoholanteils;
Rs; = Alkylkette des Alkoholanteils mit kiirzerer C-Kexlange)

Ist der Alkylrest an der Saurekette lang genug, nkdn neben den gezeigten
H-Umlagerungen weitere H-Umlagerungen in mehrgigeir Ubergangszustanden mit
gleichzeitiger Spaltung innerhalb der FS-Kettetstaten (Abb. 5.3). Auch hierbei erfolgt

eine Trennung von Radikal und Ladung.
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CH,Ry CHRy
+
—_— —_— OH
Il + CH,R;
4o H * _ /C\= /(CHZ)ll/
0 OH Re—0 .
[l [l H
/ y m/z = 325
R—O R—O (bei R= 180H)

Abb. 5.3:
Zusatzliche Mdoglichkeiten der H-Umlagerung in dettBaure-Kette der Wachsester; (R Alkylkette de
Fettsdure-Anteils; R= Alkylkette des Alkoholanteils)

"z

Neben den H-Umlagerungsreaktionen konneBpaltungen an verschiedenen Stellen im
Molekul stattfinden (Abb. 5.4). Hierbei ist in deegel die Carbonylgruppe beteiligt. Dies
bewirkt zunachst eine Wanderung des radikalischarirdms, was zu weiteren Spaltungen
im Molekul fihren kann. Die-Spaltungen fiihren grundsatzlich zur Trennung vadikal
und Ladung (Abb. 5.4).

alpha-Spaltung

“+ o

R1V\)J\O/\/ Ro
/ o\

+
(@] O
Rl\/\. + |k R, Rl\/\)| + O/\/ R
O/\/ .

Abb. 5.4: Fragmentierung eines Wachsesters lberadigpaltung rechts oder links der Carbonylgruppe
(Ry = Alkylkette mit des Fettsdure-Anteils; R Alkylkette des Alkoholanteils)

Einige charakteristische Masse-zu-Ladungs-Verhsdtnivon Wachsestern, die innerhalb
der verschiedenen Fragmentierungswege entstehenekgrwerden in den folgenden
Kapiteln gezeigt. Sie ermoéglichen Rickschlisse ither Kettenlangen der beteiligten

Alkohole und Sauren im Molekdl.
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5.1.1 Interpretation von Massenspektren gesattiffchsester

Bei den Massenspektren der gesattigten WE entdeghBase-Peak unter Beteiligung des
FS-Anteils und ist daher fur diese indikativ. Alohihg 5.5 zeigt beispielhaft das
Massenspektrum von Octadecanyl-Hexadecanoat (Miodekkialkationm/z 508).
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Abb. 5.5: Massenspektrum und Struktur des Wachsesters Oectaglddexadecanoat (A), gewonnen aus
einer Kultur vonA. jadensis T9 mit n-Octadecanol als einziger C- und E-Quelle; mark&rtlas Signal des
Saureanteils Yz 257) mit rot, das des Alkoholanteilsn/g 252) mit blau und das Molekiilion (¥
m/z 508) mit schwarz; (B) Vergleichsspektrum mit Stk des WE Octadecanyl-Hexadecanoat
(www.lipidlibrary.co.uk)
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Der Base-Peak entspricht mit einem Masse-zu-LadVegsaltnis vonm/z 257 einer
Abspaltung des fg-Fettsdureanteils des Esters. Dieses bevorzuggmera kann tber
eine zweifache H-Umlagerung (2 sH) und anschlielende Spaltung des Molekils
(Abb. 5.2; B) entstehen. Auch das aus demATkoholanteil resultierende Fragment mit
einem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis vavez 252 ist gut zu erkennen, jedoch mit einer
deutlich geringeren Intensitat als das FS-FragmBmses Fragment wird Uber eine
H-Umlagerung i(H) mit induktiver Spaltungi) gebildet (Abb. 5.2; A).
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Fragmentionen miMasse-zu-Ladungs-Verhéaltnissen varz 239 undnm/z 297 entstehen
durch a-Spaltungen neben der Carbonylgruppe. Anhand ielativ kleinen Peaks ist zu
erkennen, dass diese Spaltung im Vergleich zurfaaleen H-Umlagerung mit Spaltung
weniger bevorzugt ist, aber charakteristische Feagehervorbringt. Ein Fragmention mit
einem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis vorz 325 deutet darauf hin, dass auch Fragmente
Uber eine Reihe von zusatzlichen H-Umlagerungest&men. Ein moglicher Weg solcher
Umlagerungen, die zur Bildung dieses Fragmenteefijhst in Abbildung 5.3 dargestellt.
Anhand ihrer Haufigkeit (Peakintensitat) ist abarschlieen, dass diese Reaktion eine

eher untergeordnete Rolle spielt.

Es wird davon ausgegangen, dass das Massenspelisnaus einer Kulturmessung
stammenden Octadecanyl-Hexadecanoats (Abb. 5.%irn%) hohe Reinheit aufweist, da
es hohe Ubereinstimmungen mit dem Vergleichsspektues reinen Wachsesters
(Abb. 5.5; B; www.lipidlibrary.co.uk) aufweist. Dcin das Angebot von Pflanzendl
(TAG-Gemisch) als Substrat und Substratgemischereimgen Versuchen der hier
vorliegenden Arbeit ist anzunehmen, dass nichtreime WE bakteriell produziert werden.
Auch WE gleicher Kettenlange mit unterschiedlichasammensetzung von Alkohol- und
Saureanteil kommen vor. Sie lassen sich gaschrgrabisch zum Teil nicht trennen, so
dass mit gemischten Massenspektren zu rechneNlasise-zu-Ladungs-Verhéaltnisse, die
fur die Fragmentierung gesattigter WE charaktesgstisind, sind in Tabelle 5.1 flr die in
den Estern enthaltenen Saure- bzw. Alkoholanteillsammengefasst. Sie sind in den
folgenden Abschnitten Basis fur die Zuordnung unterpretation der bei im Rahmen

dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen ernattéVE-Massenspektren.

Tabelle 5.1: Mogliche Fragmentierungswege mit charakteristisclieagmenten (Base-Peak bildende
Fragmente fett dargestellt) fur die Fragmentiergegattigter Wachsester; unterschiedliche Fragnrentis-
moglichkeiten von gesattigten Wachsestern tUberMiieafferty-Umlagerung sind in Abb. 5.1; A und B
dargestelltyH = H-UmlagerungrH +i = H-Umlagerung + induktiver Effekt; FS = Fettsaure

FS- rH rH+rH «a-Spaltung | Alkohol- rH rH +i a-Spaltung  weitere

Anteil | (McLafferty) (Bp) anteil | (McLafferty)  (ca. 15-20%) rH
(Abb. 5.1; A) (Abb. 5.1; B)

1200H 200 201 183 120H 228 168 213 241
1300H 214 215 197 130H 242 182 227 255
1400H 228 229 211 140H 256 196 241 269
1500H 242 243 225 150H 270 210 255 283
1600H 256 257 239 160H 284 224 269 297
1700H 270 271 253 170H 298 238 283 311
1800H 284 285 267 180H 312 252 297 325
1900H 298 299 281 190H 326 266 311 339
2000H 312 313 295 200H 340 280 325 353
2100H 326 327 309 210H 354 294 339 367
2200H 340 341 323 220H 368 308 353 381
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5.1.2 Interpretation der Spektren eines Wachs&sanisches

Ein Spektrum eines WE-Gemisches mit gesattigten Haé&stern gleicher Kettenlédnge,
aber eindeutig unterschiedlicher Zusammensetzghgn iAbbildung 5.6 zu sehen. Diese
Gemische sind bei der Untersuchung von naturlicResben nicht ungewdhnlich. Die
Variationen der Kettenlangen der beteiligten Alkehand S&uren am WE wirken sich
nicht zwingend auf die Gesamtkettenlange und estfignd auch nicht auf den bei der

gaschromatographischen Trennung ausschlaggeberatepf@uck aus.
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Abb. 5.6: Massenspektrum eines Wachsester-Gemisches gldi@tenlange, aber mit unterschiedlicher
Zusammensetzung; Fragmente, die aus dem Wachg@stadecanyl-Hexadecanoat entstanden, sind rot
markiert und die aus Hexadecanyl-Octadecanoat ldas; Masse-zu-Ladungs-VerhaltnisvZ 508) des
Molekiilions (M™) wurde fett gedruckt

Das abgebildete Massenspektrum degs@VE enthalt mindestens zwei unterschiedliche
Ester, die sich als Octadecanyl-Hexadecanoat undxadéeanyl-Octadecanoat
identifizieren lassen. Aus dem WE Octadecanyl-Hegxadoat stammt der Base-Peak, also
das haufigste Fragment, es leitet sich von der E6eKomponente ab mit dem Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnist/z 257. Wie in Abschnitt 5.1.1 bereits erwéhnt, esitstdieses

Fragment wahrend der lonisierung durchi2xmit Spaltung des Molekdls.
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Der zugehdrige 18er Alkohol wird durch das Fragnmeittm/z 252 nachgewiesen, welches
durch rH + i entsteht. Weitere Fragmente, die durch die Fragereng aus diesem
WE entstanden sein konnen, sind Fragmente mi# 256 und myz 239, die durch
rH + a-Spaltung undi-Spaltung entstehen kénnen.

Der WE Hexadecanyl-Octadecanoat mit einer 18er BBy¥onente zeichnet sich durch
die Fragmente mit/z 285 fur den FS-Anteil undvz 224 fur den 16er Alkoholanteil aus.
Die Fragmente kdonnen durch 2rid und rH + i entstehen. Auch diesem Wachsester
konnen weitere Peaks zugeordnet werden. Fragmeittemfn 284 entstehen durch

rH + a-Spaltung, wahrenadvz 267 undmwz 269 durcho-Spaltung entstehen kdnnen.

Da aus Wachsestern unterschiedlicher ZusammenggetEtagmente gleichen Masse-
zu-Ladungs-Verhaltnisses entstehen konnen, sind é&eem WE-Gemisch die

charakteristischen Fragmente nicht immer eindeutigzuordnen. Eine genauere
Zuordnung kann in diesem Fall nur im Vergleich ohéim Massenspektrum eines reinen

Wachsesters stattfinden.

5.1.3 Interpretation der Spektren einfach ungegattivachsester

Im Vergleich zu den gesattigten (5.1.1) weisen @igach ungesattigten WE aufgrund
ihrer Doppelbindung Unterschiede in der Fragmeatigrund somit den charakteristischen
Fragmenten auf. Abbildung 5.7 zeigt ein Spektrum elafach ungesattigten Wachsesters
Octadecanyl-Hexadecenoat.

Das Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis vovz 506 des Molekilion-Peaks zeigt die einfache
Unsattigung des Wachsesters an. Wie bei den ggsatWachsestern wird der Base-Peak
von Fragmenten der FS-Komponente gebildet. Nebem d#ase-Peak entstehen
zusatzliche intensive Signale, die Fragmente deK&i8ponente darstellen.

Der Base-Peak in Abbildung 5.7 mit einem Masse-adungs-Verhaltnis vom/z 236
entsteht wahrscheinlich durch-Spaltung neben der Carbonylgruppe auf Seite der
Alkoholkette. Fragmente mit einem Masse-zu-Laduvigdidltnis vonm/z 255 entstehen
durch die zweifache H-Umlagerung mit anschlie3eiseitung des Molekils (Abb. 5.4).
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Abb. 5.7: Massenspektrum und Struktur des Wachsesters Oetiaglddexadecenoat, gewonnen aus einer
Kultur von A. jadensis T9 mit n-Hexadecanol und Rapsél (Gemisch) als einzigerrd-ErQuelle; markiert
sind Signale des Saureanteitd’{ 236, 255,194) mit rot, Signale des Alkoholantéitéz 252) mit blau und
das Molekilion (M"; m/z 506) mit schwarz; der Pfeil weist auf ein Primdgiment hin, entstanden durch
Abspaltung eines Alkylradikals

Die Differenz vonnvz 257 der gesattigten 16er Fettsdure umi@d 255 der einfach
ungesattigten 16er Fettsaure ergibt sich durchDiie durch die 2 H-Atome weniger im
einfach ungesattigten Molekil vorkommen. Auch dassdé-zu-Ladungs-Verhéltnis von
m/z 194 gehort zu einem Fragment der FS-KomponentenEteht tber die McLafferty-
Umlagerung auf der Seite des einfach ungesattig&Anteils (Abb. 5.1; C). Da auch bei
m/z 254 ein Signal geringerer Intensitat zu erkenrstn Zeigt sich hier, dass sich die
Ladung bei ungesattigtem FS-Anteil sowohl auf demagfent des Alkoholanteils
(Abb. 5.1; A) als auch auf dem Fragment des FS{iBbntdefinden kann.
Fragmente mit geladenem FS-Anteil scheinen hiestahiler zu sein, da das Signal in
wesentlich hdherer Intensitdt vorkommt. Das Signat einem Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnis vonnvz 297 entsteht durck-Spaltung neben der Carbonylgruppe auf Seite der
FS-Kette (Abb. 5.4).
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Das Signal mitnVz 379 kann durch Abspaltung einer Alkylkette mit neG-Atomen
entstehen.

Die Spektren der gesattigten und einfach ungeggttig/E zeigten hohe Ubereinstimmung
mit verglichenen Bibliotheksspektren, was eine gena Interpretation moglich macht.
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse, die fir die Fragreemig einfach ungesattigter WE
Uber bestimmte Fragmentierungswege charakteristsod, werden in Tabelle 5.2
zusammengestellt. Fragmentionen, die Rickschlusgedan Alkoholanteil im WE
zulassen, sind vergleichsweise wenig vorhandersetasich jedoch aus der Differenz

berechnen.

Tab. 5.2: Mogliche Fragmentierungswege mit charakteristischesgmenten fir die Fragmentierung einfach
ungesattigter Wachsester; mogliche Fragmente baih¥éstern mit einfach ungesattigtem Saureanteil dize
McLafferty-Umlagerung sind in Abb. 5.1; C dargedtalie Tabelle zeigt die charakteristischen Frageéiir den
jeweils ungesattigten Anteil des einfach ungesatiigidachsesters; die Fragmente der geséttigten Ardete
Wachsesters sind Tab. 5.1 zu entnehmiéh= H-Umlagerungyrh +i = H-Umlagerung + induktiver Effekt;
FS = Fettsaure

FS- rH rH+rH a-Spaltung/ Alkohol- rH rH a- weitere
Anteil (McLafferty) -H anteil (McLafferty) +i Spaltung rH
(gesattigte (Abb. 5.1; A)/ (geséttigter
Alkohol-Anteil, | (Abb.5.1; C) FS-Anteil,
Tab. 5.1) Tab. 5.1)
1200H:1 198 /138 199 180/181 120H:1 226 166 211 239
1300H:1 212 /152 213 194/ 195 130H:1 240 180 225 253
1400H:1 226 /166 227 208 /209 140H:1 254 194 239 267
1500H:1 240/ 180 241 2221223 150H:1 268 208 253 281
1600H:1 254 /194 255 236 /237 160H:1 282 222 267 295
1700H:1 268 /208 269 250/ 251 170H:1 296 236 281 309
1800H:1 282 /222 283 264 / 265 180H:1 310 250 295 323
1900H:1 296 /236 297 2781279 190H:1 324 264 309 337
2000H:1 310/ 250 311 292 /293 200H:1 338 278 323 351
2100H:1 324/ 264 325 306 / 307 210H:1 352 292 337 365
2200H:1 338/278 339 320/321 220H:1 366 306 351 379

5.1.4 Interpretation der Spektren zweifach ungegéttWachsester

Wie in Abschnitt 6.3.2 zu ersehen, waren zweifangeasattigte WE in den mikrobiellen
WE-Fraktionen kaum vertreten. Aufgrund dieser Tetsa und einem Mangel an
Vergleichsspektren werden daher hier nur einige IMkikeiten der Interpretation gegeben.
Es werden nur Spektren interpretiert, in denen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis des
Molekulions eine zweifache Unsattigung bestatighlgAS5.8 und 5.9).
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Abb. 5.8: Massenspektrum und Struktur des Wachsesters Oetaylddexadecenoat, gewonnen aus einer
Kultur von A. jadensis T9 mit n-Hexadecen und Rapsél (Gemisch) als einziger C-Ex@glelle; markiert
sind Signale des SaureanteityZ 264, 222, 283) mit rot, Signale des Alkoholantéiféz 222, 267, 295) mit
blau und das Molekillion (M nvz 504) ist fett gedruckt; die Pfeile weisen auf Ruifragmente hin,
entstanden durch Abspaltung von Alkylradikalen

Die Annahme, dass es sich um einen zweifach urtggesat WE handelt, wird durch das
Molekulion [M]™ mit mVz 504 und durch das Retentionsverhalten in der G&hAe
bestatigt. Die Signale der Fragmentionen bei derifash ungesattigten Wachsestern
haben eine deutlich geringere Intensitat als beialefach ungesattigten. Die intensivsten
Signale werden im Bereich der niedermolekularegfentionen angetroffen.

Dem FS-Anteil des Wachsesters Octadecenyl-Hexadatetonntenm/z 264, welches
durch a-Spaltung (- H) entstehen kann undz 283, das durch 2 xH gebildet wird
zugeordnet werden. Das Fragmention miz 222 kann sowohl aus dem FS-Anteil des
Wachsesters durch eine McLafferty-Umlagerung (Abl; C) entstehen, als auch aus dem
Alkoholanteil des Wachsesters durch eine H-Umlaggrunit induktivem Effekt.
Fragmentionen mit/z 267 und 295 aus dem Alkoholanteil kénnen duseSpaltung

sowie weitere H-Umlagerungen entstehen.
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Weitere  Abspaltungen von C-Ketten verschiedener gkan denen kein
Fragmentierungsweg zugeordnet werden kann, sincchdu?feile gekennzeichnet.

Die Intensitat der Signale ist hierbei sehr gering.

” Octadecenyl Octadecenoat (Cs.5)

100
a5
50 23
a5 o 250251 -H)
- Iok
20 W\/W\/\ﬁ\/ o —
222
75 (223-H) 2547ms
(265~ H)
70 783
81 +2H
6 2 )
&0
g
&35
5
QSD
245
=
&40 - CysHay
35 (211
o - GHyg
30 < RE)
25
'C6H13
20 (85)
M
15 532
10
’ 293 405 447
0 L I
| L L L L L L L L L L L I L L L L L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

mfz

Abb. 5.9: Massenspektrum und Struktur des Wachsesters OetagleéDctadecenoat, gewonnen aus einer
Kultur von A. jadensis T9 mit n-Hexadecen und Raps6él (Gemisch) als einziger C-En@@lielle; markiert
sind Signale des Saureanteitd4 265, 264, 222, 283) mit rot, die des AlkoholamstdilVz 250) mit blau und
das Molekiilion (M"; m/z 532) ist fett gedruckt; die Pfeile weisen auf Ruifragmente hin, entstanden durch
Abspaltung von Alkylradikalen

Auch im Spektrum des Wachsesters Octadecenyl-Ca#adat (Abb. 5.9) lassen sich
bestimmte Fragmentionen zuordnen. Signale mi# 265 und 264 stammen aus dem
FS-Anteil und entstehen durehSpaltung undw-Spaltung (- H).

Das Fragmention mitnw/z 222 bildet sich bei dieser WE-Zusammensetzung éoes
McLafferty-Umlagerung nur aus dem FS-Anteil, gensie m/z 283, das wieder Uber
2 xrH entsteht. Das SignaWz 250 des Alkoholanteils zeigt eine recht hohe Intéhsnd
entsteht Uber eine H-Umlagerung mit induktivem EffeZzusatzliche Abspaltungen von

C-Ketten unterschiedlicher Lange wurden mit Pfertearkiert.
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Innerhalb der Spektren von zweifach ungesattigtéh dminieren die niedermolekularen
Fragmentionen sehr stark (s. 0.), was dazu fulags dincharakteristische Alkylfragmente
den Base-Peak bilden. Da die WE aus naturlichebeprdsoliert wurden, ist es mdglich,
dass die Kettenverknipfung nicht mehr den Base-Beakmmt. Trotzdem sind fur die
WE charakteristische Fragmente vorhanden, die dieswe&rtung der Spektren
ermoglichen. Beide Spektren der zweifach ungeséttig/E wurden in Analogie zu den in

der Lipid Library (www.lipidlibrary.co.uk) enthalten Spektren interpretiert.

5.1.5 Weichmacher als Hauptverunreinigung in dersifehsansatzen

In der GC immer wieder stark auftretende Verungringen konnten mit Hilfe der GC/MS
als Phthalate identifiziert werden. Das fur Phtteleharakteristische Schlisselfragment
mit m/z 149 ist in Abbildung 5.10 dargestelit.
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Abb. 5.10:
GC/MS Totalionenchromatogramm (Ausschnitt) einer céagster-Fraktion mit lonenchromatogramm
(m/z 149) und Struktur des Schlisselfragmentes deraRttéh

Weichmacher, wie hohere Phthalsdureester, werderighdiber L&sungsmittel aus
Plastikflaschen, Plastikschlauchen usw. in die Sulzproben eingeschleppt. Ein
intensives lon beim/z 149 deutet deshalb fast immer auf Phthalsaureesier
(Budzikiewicz & Schafer, 2005).
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1  Screening bakterieller Isolate hinsichtlich ihrer Wachsester-Produktion mit
Pflanzendl als Kohlenstoff (C)- und Energie (E)-Quiée

In enger Zusammenarbeit mit einem DrittmittelprojékiF), bei dem die Anreicherung
eines Pflanzentles mit bakteriell produzierten Véastern im Vordergrund stand,
wurden erste Versuche hinsichtlich der bakterieféachsester-Produktion durchgefihrt.
Pflanzendl wurde hierbei als einzige Kohlenstofid iEnergiequelle eingesetzt, um einen
Stamm zu finden, der WE auf Pflanzenolbasis pratizind im Weiteren das Ol zu
bestimmen, das in Bezug auf bakterielles Wachstach WE-Produktion am besten als
Substrat geeignet ist. Fur die Bestimmung einesggeten Produktionsstammes sowie
eines geeigneten Pflanzendles wurden unterschiedi8creeningversuche durchgefihrt.
Bei der spateren Verwendung anderer Substrate 2vBen-Fettsduren odan-Alkohole)
anstelle des Pflanzendles ist anzunehmen, dasshiegtene Substrate den Metabolismus
eines Bakterienstammes unterschiedlich beeinflu€3amie Reaktionen der Bakterien auf
diese Substrate nicht bekannt ist, muss mit Abwgigkn und Variationen bei Wachstum,

WE-Produktion und WE-Zusammensetzung gerechnetemerd

6.1.1 Einzeldle als C- und E-Quelle

Zur Untersuchung von bakteriellem Wachstum und WadBktion standen Rapsél (RP),
Maiskeimol (MK), Sonnenblumendl (SB), Olivendl (Oupd Disteldl (DS) zur Auswahl.
Hauptbestandteile der Pflanzenéle sind Fettsduikab.( 6.1) als Bestandteil von
Triacylglyceriden. Die Fettsaurezusammensetzungen genannten Ole sind in der
Literatur angegeben (Tab. 6.1). Nebenbestandteiie, in vergleichsweise geringen
Mengen im Ol vorkommen, sind mit <10% Glycerin, qige, Vitamine, Sterolester und
Wasser. Qualitat und Stabilitdt von Pflanzendlemdee durch die Nebenbestandteile des

Oles beeinflusst.
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Tab. 6.1:

Fettsdurezusammensetzungen der untersuchten Ritd@fapsoél (RP), Maiskeimol (MK),
Olivendl (OL), Sonnenblumendl (SB) und Distel6I) angegeben in g Fettsauren/100 g Ol;
- = keine Angaben; FS = Fettsauren; Quelle: wwkwosfline.net; 2008

Zusammensetzung der Pflanzendle (g FS/100 g)

Fettsaure RP MK OL SB DS
Hexadecansaure (£) 4,64 10,90 10,80 6,15 6,35
Hexadecensaure (£) 0,60 0,50 1,23 0,50 -
Octadecansaure {£x) 1,53 1,80 2,76 4,40 2,36
Octadecensaure (£) 52,20 25,50 69,40 19,90 10,30
Octadecadiensaure {£3) 22,40 55,50 8,30, 63,10 75,10
Octadecatriensaure {£3) 9,60 0,96 0,86 0,50 0,47
Eicosansaure (£, 0,48 0,50 0,41 0,40 0,47
Eicosensaure (£.1) 4,45 - - - 0,47
Cetoleinsaure (6.1 0,57 - - - -
Tetracosansaure §6x) 0,60 - - - -

Das Vorkommen von freien Fettsauren und Wachsestenkt die Qualitat eines Oles
als Lebensmittel. Olivenél z. B. wird als mindertigrbezeichnet, wenn es eine hohe
Konzentration an geradkettigen Wachsestern aufyBistlermanret al, 2008). WE mit
langeren Kohlenstoffketten verursachen bei niedeigelemperaturen eine Tribung des
Oles, da sie einen hoheren Schmelzpunkt besitzeh daher ausfallen (Martini &
Anon, 2005).

Im Rahmen des Screenings wurden das Wachstum and/EiProduktion von 20 Isolaten
aus dem marinen Wattsediment bei Einsatz eines rméérerer Pflanzendle als Substrat
untersucht. Als Referenzstamm der eingesetzteratésalienteA. jadensisT9', da er
von Bredemeieret al (2003b) als WE-Produzent beschrieben wurDer Stamm
A. borkumensigproduzierte unter den im Rahmen dieser Arbeitggjeten Bedingungen
keine WE und wurde deshalb als ,Negativkontrollefgesetzt. Eine beh. borkumensis
nachgewiesene Produktion von extrazellularer polrgmiglatrix konnte beA. jadensisl9
nicht eindeutig nachgewiesen werden (unverotffemiidaten).

Ansatze zur WE-Produktion mit Einzel6l als C- uneQgelle stellten erste Richtung
weisende Versuche dar. Produzierten die IsolateRaylsol keine bzw. nur wenig WE,
wurden sie, bis auf wenige Ausnahmen, nicht aukesr Einzelolen oder Olgemischen
getestet. Fast alle Isolate, die mit RP als C-@ueithdeutig WE produzierten (Tab. 6.2),
wurden mit weiteren Olen auf WE-Produktion getestetsnahmen waren die Isolate Q9
und Q12, fur die aus Zeitgriinden diese Tests mahthgefuhrt wurden. Die meisten der

untersuchten Isolate wuchsen auf Rapsol und predeni hierbei Wachsester.
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Bei sieben der zwanzig Isolate (35%) wurde einedeaitige Wachsester-Produktion
nachgewiesen, wahrend funf weitere Isolate (25%). &VE auf Rapsol produzieren
(Tab. 6.2). Maiskeim-, Sonnenblumen- und Oliven@ieken als Substrat fur die
WE-Produktion eine untergeordnete Rolle, da dietdratle WE-Produktion auf diesen
Substraten zu gering war. Disteldl hat auf die WaeRktion haufig eine eher hemmende
Wirkung und wurde daher nicht weiter getestet (Ghugs mundliche Mitteilung). Von den
getesteten Isolaten stellten sich di@i weitere Versuche als besonders geeignet heraus.
Es wurde gezeigt, dass der ReferenzstafgadensisT9" und die Isolate S7 und Q4 auf

mindestens vier der fiinf eingesetzten Ole eindaMigproduzierten (Tab. 6.2).

Tab. 6.2: Wachsester-Produktion ausgewahlter Isolate bei 30feC100 rpm in Fermentermedium mit den
Einzeldlen Rapsdl (RP), Maiskeimél (MK), OlivendDIl(), Sonnenblumendl (SB) oder Disteldl (DS,
je 1% m/v) als C- und E-Quelle Uber 7 d kultiviewt= eindeutige Wachsester-Produktian= mégliche
Wachsester-Produktion, - = keine Wachsester-Pramtukt = nicht getestet

Einzeldle
oL

Y
o
<
x
2
W
O
n

Isolat
A. jadensisT9
A. borkumensig
K12
Q4
Q5
Q9
Q12
Q13
S7
T1
u2
W9
W13
W16
W17
W29
W33
W67
12.15.17
12.15.35 gr - / / /

i=ni=snl Bl Bl NI B BE B

V] [~~~ (||~ |~|m|m ]

—|<|=[O| |<|O|<|<|<[m|[m|<|[<[O|m || |m
AR R [ P N R S Y A Y 0 s S ) 0 e g I 1
—| [~ ~||=|=|O ] [<|~] [m || |m

OO (3]

~| |

~

A. jadensisT9, Isolat S7 und Isolat Q4 produzierten WE aup$td, Maiskeimol, Olivendl
und Distel6l.A. jadensisT9 und Isolat S7 nutzten zusatzlich auch Sonnenéhdl zur
WE-Produktion (Tab. 6.2). Diese Drei konnten alsordeisten der angebotenen Einzeldle
als C- und E-Quelle nutzen. DarlUber hinaus erziedtejadensisT9, Isolat S7 und Isolat
Q4 auch die grof3ten WE-Ausbeuten im Vergleich zualeleren untersuchten Isolaten.
Eine erste Kontrolle der WE-Produktion vén jadensisT9 und den Isolaten S7 und Q4,
kultiviert auf Rapsol, erfolgte semiquantitativ iiloge DC-Analyse (Abb. 6.1).
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Abb. 6.1: Dinnschichtchromatogramm von Lipidfraktionen audtiten vonA. jadensisT9, Isolat S7
und Isolat Q4 gewachsen in Fermentermedium mit &afi®6 m/v), entnommen zu unterschiedlichen
Kultivierungszeiten; jeweils von links: CetylpalmitStandard [20 pg absolut]; kurz vor dem Beimpfen;

Tag 0 direkt nach dem Beimpfen; Tag 2, 4 und 7 Kldtivierung; die Proben wurden 1:5 in Ethylacetat
verdiinnt aufgetragen

Die Spotintensitat in Hohe der Wachsester wurderdithgs durch Substanzen im Ol, wie
z. B. Sterolester, beeinflusst (4.4.3.1). Die elntim@n Sterolester fordern zusatzlich die
Qualitat des Rapsoles als Kosmetikzusatz, da dasehkche Sebum von sich her bereits
Sterolester enthalt (6.2). Die Auswertung der Dghichtchromatogramme war trotz

der Interferenzen zwischen Estern aus dem Ol utkéebell produzierten Wachsestern
maoglich. Fur den Nachweis bakteriell produziertemadhsester wurden in Hb6he der
Wachsester-Fraktionen Spots von abiotischen Ansatné Rapsol (ohne bakteriell

produzierte Wachsester = Blindwerte) und Probenbatiteriell produzierten Wachsestern
verglichen. Zunehmende Spotgrof3en und steigendéin&pwsitaten ermdglichten den

eindeutigen Nachweis bakteriell produzierter WE.
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Da es nicht moglich war die erlangten WE-Ausbeutgnausreichender Genauigkeit tber
die DC zu bestimmen, wurden erganzend gaschronagbgiche Analysen durchgefihrt.
Die Ergebnisse der Gaschromatographie zeigten, BagadensisT9 und die Isolate
S7 und Q4 Wachsester in gut nachweisbaren Mengdn Raypsol produzierten.

Die Kettenlangen der WE lagen im Bereich vaia-Css.

Um eine nahe Verwandtschaft vén jadensisT9 und den geeigneten Isolaten S7 und
Q4 auszuschlieBen, wurde ihre DNA isoliert und segiert (ca. 1500 bp)um sie
anschlielend taxonomisch einzuordn@n2). Die Ergebnisse zeigten, dass Isolat S7
(99,7% A. jadensiy und Isolat Q4 (99,8%A. jadensiy¥ nahe verwandt sind mit dem

Referenzstamm. jadensisT9".

Da die bakterielle WE-Produktion nicht ausschlief8livom Produktionsstamm und
vom Substrat abhangt, wurden erweiternde Untersigdnugemacht. Es wurde verglichen,
ob ein Bezug zwischen bestimmten Kultivierungsbgdingen (Wachstum oder pH-Wert)
und der WE-Produktion besteht. Eine Relation zweschVachstum oder pH-Wert und
WE-Produktion wurde nicht nachgewiesen. Die opts&uswertung des Wachstums
zeigte jedoch, dass hohere Konzentrationen an Watdre nur bei gutem Wachstum
(deutliche Kulturtribung) nachweisbar sind. Einerfdlgung des pH-Verlaufes zeigte,
dass der pH-Wert von ca. 7,7 zu Kulturbeginn béenaldrei Isolaten wahrend der

Kultivierung auf Pflanzendél auf 4,5-5,0 sank.

6.1.2 Olgemisch aus Pflanzenolen als C- und E-@uell

Es wurden 42 Bakterienisolate (Abb. 6.2) auf ihéhigkeit hin, WE auf einem standardi-
sierten Olgemisch zu produzieren, untersucht. Alss8at diente ein Gemisch der vorher
getesteten Ole Rapsol, Maiskeimdl, Sonnenblumedivendl und Disteldl (6.1.1). Die

Kultivierung auf Olgemisch anstatt der Einzeloldfolgte, um Arbeitsaufwand und

Arbeitszeit zu reduzieren. Von den 42 getestetelatien produzierten neun Isolate (21%)
deutliche Mengen Wachsester (Abb. 6.2), was miti@3 anhand der Spotintensitat
nachweisbar war. Interferenzen durch bereits in @em enthaltene WE konnten hierbei

ebenfalls durch den Vergleich mit ,Blindwerten* gaschlossen werden (6.1.1).
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Bei sieben Isolaten (17%) wurde eine nur schwache-Rhkbduktion gezeigt, da die
Spotintensitat in Hohe des WE-Standards nicht eitigleauswertbar war. Fir 26 Isolate

(62%) wurde keine WE-Produktion nachgewiesen.

WE-Produktion bakterieller Isolate

21%

@ deutliche WE-Produktion
O schw ache WE-Produktion
O keine WE-Produktion

17%
62%

Abb. 6.2: Einordnung von 42 Isolaten hinsichtlich ihrer Waester (WE)-
Produktion in Prozent; die Isolate wurden kultiviguf Olgemisch (1% m/v)
in Fermentermedium bei 30°C und 100 rpm Uber efeitraum von 7 d

6.1.3 Auswahl eines geeigneten Pflanzendles alst&ib

Aufgrund der regionalen Verfugbarkeit wurde RP gdignetes Pflanzen6l-Substrat fir
eine bakterielle Anreicherung mit WE ausgewahlt.ddach den Einsatz von Gentechnik
inzwischen Rapsole bestimmter Fettsaurezusammemgetmd damit zusammenhéngend
bestimmten Eigenschaften gewonnen werden kénnearrfBinnet al, 2000), besteht
potentiell die Mdglichkeit, gezielt RP mit festgglen Eigenschaften einzusetzen. Rapsol
enthalt viele einfach und mehrfach ungesattigtésaten, was bei einer Verwendung fur
die WE-Synthese zu niedrigeren SchmelztemperaueeWE fuhrt. Aul3erdem bietet das
Rapsol durch sein im Vergleich zu den anderen tpgtas Olen breiteres Spektrum an
Fettsduren (Tab. 6.1) mehr Mdoglichkeiten fur derkté@ellen Metabolismus. Dazu
kommt, dass auf dem RP eine Vielzahl der getestetéate WE produzierte (Tab. 6.2).
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6.1.3.1 Qualitat und Stabilitat des Rapsoéles

Wichtig fur die Nutzung eines Pflanzendles als $wabsist eine gleichbleibende
Zusammensetzung verschiedener Olchargen sowie @&iedilitat unter den gewahlten
Inkubationsbedingungen. Um einheitliche Bedingungenerhalb der Kultivierungen
mit Olen zu gewahrleisten, muss sichergestellt a@rdlass die Inkubationsbedingungen
im abiotischen Ansatz keine chemischen bzw. phiisit@en Veranderungen des Oles
hervorrufen. Eine weitere Voraussetzung fur dienBiny eines Oles ist, dass der Anteil
an Sterolestern konstant und damit abschatzbar dst, diese in dunnschicht-
chromatographischen Kontroll-Analysen mit den ba&tieproduzierten WE interferieren.

In einem abiotischen Kontrollansatz wurde Fermenéglium mit Rapsol Uber 7 d
inkubiert (4.1.1), um den Einfluss der Inkubatioedimgungen auf das Ol zu untersuchen.
Eine erste Auswertung erfolgte Uber Dunnschichttlatographie (4.4.3). Rapsol enthalt
natlrlicherweise geringe Mengen an Sterolesterre Bpotintensitat in Hohe der
WE-Fraktionen auf der DC-Platte blieb jedoch an dagen 0, 2, 4 und 7 der Inkubation
unverandert. Durch die anschlieRende GC-Analytéseli WE-Fraktionen (4.4.4) wurde
dieses Ergebnis bestatigt (Abb. 6.3).
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Abb. 6.3: Gaschromatogramme der Esterfraktionen aus eineotisdfiem Ansatz von Fermentermedium
(FM) mit Rapsdl (1% m/v), entnommen nach 2, 4 urdiRultivierung; als Standard diente dag @-Alkan

[10ug/pl]



Ergebnisse und Diskussion 57

Die Inkubation des Oles unter Kulturbedingungenri@®en Zeitraum von mehreren

Tagen fuhrt somit zu keiner Substratveranderung.

Zur Bestimmung der Zusammensetzung unterschiedli€hargen des Rapsdles wurden in
je drei Parallelen vier unterschiedliche Chargempd®a (gleicher Hersteller) untersucht.
Anhand der DC war zu erkennen, dass die Spotiriégaesi sowohl in Hohe der

Wachsester-Fraktionen als auch bei den polarer&st&wen tberwiegend auf ahnliche

Konzentrationen in den einzelnen Chargen hinweiaéb. 6.4).

Cetylpalmitat 20 ug absolut
07 059 Parallele | 10 ul
07 059 Parallele || 10 pl
07 059 Parallele 11l 10 ul
07 250 Parallele | 10 pl
07 250 Parallele 1| 10 pl
07 250 Parallele 11l 10 pl
07 169 Parallele | 10 ul
07 169 Parallele || 10 pl
07 169 Parallele 11l 10 ul
06193 Parallele | 10 I
06 193 Parallele Il 10 pI
08 193 Parallele 11l 10 ul

~ } Esterfraktion

- PO OoOODocOD O O
b J
Abb. 6.4: Dunnschichtchromatogramm des organischen ExtradesFermentermedium (FM) mit jeweils
(1% mlv) verschiedener Chargen Rapsol (RP); vokslitCetylpalmitatstandard [20 pug absolut], FM mit
1% RP (Charge 07 059)-Parallele 1, 1l und IIl, FNt &% RP (Charge 07 250)-Parallele I, Il und [IM it
1% RP (Charge 07 016)-Parallele I, Il und Il sowM mit 1% RP (Charge 06 193)-Parallele I, Il ufid |

Bei den polareren Substanzen handelt es sich uacylgiyceride, Fettsduren, Diacyl-
glyceride und Monoacylglyceride, die, wie von K&isaeret al. (2007) beschrieben, als
Spot unterhalb der WE (kurzere Laufstrecke) erkansind. Mittels GC-Analytik wurde
gezeigt, dass sich Qualitdt und Quantitat der ilpsBhavorhandenen Sterolester innerhalb
der untersuchten Olchargen nicht unterscheideniglieldl bei zwei Chargen war in je

einer Parallele eine Abweichung zu erkennen.
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Da in diesen Fallen die Spotintensitaten in Hohs W&E-Standards und in Hohe der
polareren Substanzen geringer waren als bei deglewdibaren Proben, ist nicht

auszuschlieBen, dass dies auf einen Verlust wahdendAufarbeitung zurtickzufihren

ist. Innerhalb unterschiedlicher Olchargen des chem Herstellers wurden keine

Veranderungen der Zusammensetzung festgestellistEkaher davon auszugehen, dass
eventuelle Variationen im bakteriellen Wachstumzelner Kulturansatze und deren

Wachsester-Produktion nicht durch VeranderungenSadsstrates bedingt sind. Damit ist
Rapsol zum Einsatz als einzige C- und E-Quellegyesti

6.1.4 Bestimmung eines geeigneten Produktionsstamme

Neben den drei Isolaten, die auf Einzeldlen WE proeten (6.1.1), wurden bei dem
Einsatz des Olgemisches (6.1.2) neun weitere ksajafunden, die fur den Einsatz als
Produktionsstamm potentiell geeignet waren. Es wmurdber keine weiterfihrenden
Versuche hinsichtlich ihrer WE-Produktion durchdetii sondern der Referenzstamm
A. jadensisT9" als Produktionsstamm bestimmt. Ausschlaggebendiihiesar, dass der
von Bruns & Berthe-Corti (1999) alBundibacter jadensig9 beschriebene Stamm seit
seiner Beschreibung in der Arbeitsgruppe etabiiad gut kultivierbar ist. Des weiteren
ist bekannt, dassAlcanivorax. jadensisT9 auf n-Hexadecan Wachsester produziert
(Bredemeieet al, 2003a). Zudem zeigten eigene Untersuchungeriljedass der Stamm
T9 gut auf Rapso6l wachst und WE produziert (TaB).6.

6.1.5 Reproduzierbarkeit der Wachsester-ProdukttomA. jadensisT9

Grundlage fur Versuche zur bakteriellen Produktanes Sekundarproduktes (WE) auf
Basis eines unkonventionellen Substrates ist sowdiel Reproduzierbarkeit der
Kultivierung des Produktionsstammes als auch die 8eoduktbildung. Da der
Referenzstamni\. jadensisT9' fiir den Einsatz in weiterfilhrenden Versuchen besti
wurde, wurde die Reproduzierbarkeit der Kultiviggudes Stammes T9 und die damit
verbundene WE-Produktion auf einem bereits bekan@ebstrat (Rapsdl) untersucht.
Hierflr wurden drei unabhangige Kulturansatze des$&es T9 in Fermentermedium mit

RP angesetzt und bei gleichen Kultivierungsbediggun(4.1.1) Gber 7 d inkubiert.
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Das Wachstum wurde optisch anhand der Tribung bgerfur Auswertung der
WE-Produktion wurden DC- und GC-Analytik verwandipbei quantitative Aussagen
Uber die GC-Analyse erfolgten. Der Vergleich des@momatogramme (Abb. 6.5) zeigt,
dass eine gute Reproduzierbarkeit der WE-ProduklgsnReferenzstammes mit Rapsdl als

Substrat zu erreichen ist.
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Abb. 6.5:

Gaschromatogramme der Wachsester-Fraktionen ausudedhéngigen Kulturen vor\. jadensisT9
auf Fermentermedium mit Raps6l (1% m/v), entnommach 4 d Kultivierung; die Peaks innerhalb
der markierten Bereiche zeigen die bakteriell proelten Wachsester mit Kettenlangen vogy-Csg;

? = Retentionszeit deutet aufg®in, konnte in der GC/MS aber nicht eindeutig amthaines Molekilions
zugeordnet werden; als Standard diente das-Blkan [10ug/ul]

Alcanivorax jadensis T9 produziert auf Raps6l hauptsachlich einfach und
zweifach ungesattigte WE, deren Kettenlangen zwisc, und Gg liegen (Abb. 6.5).
Octadecenyl-Octadecenoat macht hierbei ca. 60% geésamt produzierten WE aus
(Tab. 6.3). Die Uberwiegende Produktion von OctadgkcOctadecenoat und die Tatsache,
dass das RP zu 52,2% Octadecensaure enthalt (TBb.l&sen darauf schliel3en, dass
aufninonmet zum  Tell
korrespondierenden Alkohol (Octadecenol) reduziertAnschluss werden Fettsduren und
Auch die

Tatsache, dass nahezu alle auf RP produzierten W&d€censaure als FS-Komponente

der Stamm T9 die Octadecensaure aus dem Ol zum

korrespondierende Alkohole direkt in die WE-Synthesingeschleust.

enthalten (Tab. 6.3), lasst Rickschlisse zu, d@ssdRP hauptsachlich vorkommende

Octadecensaure direkt fur die WE-Synthese verwenildt
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Die auf Rapsol produzierten WE enthalten auch Aditkbmponenten mit weniger als
18 C-Atomen (Tab. 6.3), deren Kettenlangen kiirzeat als die Kettenlangen aller im Ol
enthaltenen Fettsduren. D. h. in der Zelle findechaKettenverkirzungen des Substrates
statt, bevor das Substrat fur die WE-Synthese vedetewird.

Tab. 6.3:

Wachsester-Produktion voh. jadensisT9 in einer Kultur mit Rapsél (1% m/v) als C- uBdQuelle, mit
Angaben zu produzierten Wachsestern: C-Kettenla8g#jgungsgrad und WE-Konzentration (in Prozent
der gesamt produzierten WE); n. b. = nicht bestimmb= Zusammensetzung nicht eindeutig bestimmbar

C + E-Ouelle produzierte Wachsester (WE) ——
(1% m/iv) C-Zahl Zusammensetzung [%]

Cs1 | Tetradecanyl-Octadecenoat1800H:1-140H) n. b.

Cspp» | Tetradecenyl-Octadecenoaf{1800H:1-140H:1)  n. b.

. Casn Hexadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-160H) 10,4

Rapsol (RP) Cas Hexadecenyl-Octadecenoaf1800H:1-160H:1)| 29,5
Cas:2 Octadecenyl-Octadecenoat (1800H:1-180H:1) 60,1

Cas:2 n. b. n. b.

Es besteht ebenfalls die Annahme, dass der StammNVE9mit Kettenldangen von
38 C-Atomen auf dem RP produziert (Abb. 6.5), diesn aber lediglich anhand
der Retentionszeit in der Gaschromatographie urgindt Fragmentbruchsticke in
der GC/MS angenommen werden. Dem WE kodnnen weder Molekilion noch

charakteristische Fragmente flr die Bestimmung Zlesammensetzung in der GC/MS

zugeordnet werden.
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6.1.6 Anlagerungsmechanismen der Isolate an Pftéihze

Die Verwendung apolarer Substrate hangt stark daaonin welcher Form sie flr
die Zellen bioverfugbar sind. Daher wurden in Zussnarbeit mit A. Gutsche
TEM-Untersuchungen durchgefuhrt, um die Verwenduog Pflanzendl als Substrat fir
Bakterien und die Anlagerung der Zellen an das Satb®optisch nachzuvollziehen.
Getestet wurden Kulturen der Isolate S7 und S1 esolWi jadensisT9. Die TEM-
Aufnahmen lassen auf Unterschiede in den Anlagesmeghanismen der Bakterien an das
Pflanzendl schlieen. Zu erkennen ist eine sedliéimlagerung des Isolates S7 an die
Oberflache des Oltropfens (Abb. 6.6; A) und einl&jern in den Oltropfen bei Isolat S1
(Abb. 6.6; B). Die unterschiedlichen Anlagerungsheatsmen deuten auf verschiedene

Mechanismen der Isolate hin, sich das Pflanzewsdbabstrat bioverfiigbar zu machen.

Abb. 6.6:
TEM-Aufnahmen von Zellen der Isolate S7 (A) und(B)angelagert an Oltropfen (Jensclatel, 2008)

Abbildung 6.7 zeigt im Vergleich die elektronennukkopische Aufnahme einer Kultur
des Stammes T9, der Uber 4 d auf Rapsol gewachsadier ist, wie bei Isolat S7, eine
seitliche Anlagerung an die Tropfenoberflache Zeenen. Die TEM-Aufnahmen lassen
aulBerdem erkennen, dass Zelleinschlisse einen myrédeeil der Zelle ausmachen
konnen. Bisher ist nicht genau bekannt, ob die &kton von Lipideinschlissen der
Speicherung oder der Entsorgung hoher intrazeul&onzentrationen des Substrates

dient.
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Die Mdoglichkeit, dasA. jadensisT9 Wachsester produziert, um tberschiussiges Siibstr
zu beseitigen, wird ebenfalls von Manilla-Péeg¢zal (2010) beschrieben, die in Abhan-
gigkeit vom Substrat die Produktion von sowohl aa#llularen als auch extrazellularen
Wachsester-Einschlissen ki jadensisT9 nachwiesen. Der Transportmechanismus der
WE-Einschlisse aus der Zelle heraus ist hierbeh notbekannt. Anhand der in dieser
Arbeit gezeigten TEM-Aufnahmen konnte nicht gezevgrden, ob der Stamm T9 neben
den intrazellularen WE-Einschlissen (vermutlich dResstoffspeicherung) zusatzlich
extrazellulare WE-Einschlisse (angenommene Ausdehgi Uberschissigen Substrates)

produziert.
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Abb. 6.7:
TEM-Aufnahme einer Kultur vorA. jadensisT9 in Fermentermedium (FM) mit Rapsol (1% m/v) mac
4 d Kulturzeit

Inhalte von Zelleinschliissen lassen sich optiscterimalb der einzelnen Bakterienzellen
differenzieren. Bei Isolat S7 (Abb. 6.6; A) sindoBe runde helle Einschliisse zu
beobachten, was auf Wachsester (Wéltermann & Steldd, 2005) oder aber
Polyhydroxyalkanoate (Alvareet al, 1997) hindeutet, die durchlassiger fir Elektrone
sind als Triacylglyceride (TAG). Graue Einschlisse in Zellen von Isolat S1 (Abb. 6.6;
B), deuten auf die Einlagerung von Triacylglycend¢TAG) in den Zellen hin.

Bei A. jadensisT9 sind Zelleinschlisse mit unterschiedlicher Hiakendichte zu

erkennen (Abb. 6.8). Es lassen sich sowohl Einssklidie auf WE, als auch solche,
die auf TAG hindeuten, erkennen, was bedeutet, dassStamm T9 innerhalb einer
Kultivierung auf Raps6l Zelleinschlisse unterschoben Inhaltes (WE oder TAG)

produziert.
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TAG

560l

Abb. 6.8:
TEM-Aufnahme der Zellen vorAA. jadensisT9 gewachsen auf Rapsél (1% miwit Zelleinschliissen
unterschiedlicher Elektronendichte; (WE = WachseJtAG = Triacylglyceride)

Die Bildung von Wachsestern und Triacylglyceridemrde ebenfalls bei der Kultivierung
von Alcanivorax borkumensisSK 2 und Alcanivorax jadensisT9 mit Hexadecan
beschrieben (Manilla-Péret al, 2010).

Fur die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrteerdlche ist eine der wichtigsten
Eigenschaften im Hinblick auf die Bioverfugbarkeite LoOslichkeit der Substrate im

wassrigen Medium. Substrate mit hoher Léslichkigitl sm Medium gut verteilt, was den

Zellen durchgangig Kontakt zum Substrat erméglidpolare Substrate mit geringerer
Loslichkeit bilden Bereiche, wie z. B. Tropfen, denen sie sich akkumulieren, und sind
deshalb nur in diesen Bereichen in ausreichenderg®ldir die Bakterien vorhanden.
Ist das Substrat ungleich im Medium verteilt, wane Mechanismus, der es den Zellen
ermoglicht auf Konzentrationsunterschiede des S$afest im Medium zu reagieren

(Chemotaxis), von Vorteil.

Die Aufnahme der Substrate ist letztendlich davioméagig, ob das Substrat per Diffusion
in die Zelle gelangen kann oder spezifische Aufnaimechanismen diesen Vorgang
regulieren. Der Begriff Bioverfigbarkeit beschreialso den Ablauf verschiedenster
Prozesse, die voneinander abhangig sind, um denelatk eine mdglichst effektive

Substratnutzung zu ermdglichen. Das Wachstum diéerzbangt davon ab, Uber welche
Mechanismen die Zellen verfugen, das Substrat irditve zu erreichen, es zu binden und

aufnahmefahig zu machen sowie es aufzunehmen.
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Die Bioverfugbarkeit apolarer Substrate kann durmdie bakterielle Bildung von
extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) bzw.nfHéehen-aktiven Substanzen
(z. B. Biotenside) erhoht werden. Ahnlich wie diekterielle Produktion von WE
(Waltermann & Steinbuchel, 2005) ist die bakteeieRroduktion von EPS nicht nur
abhéangig vom jeweiligen Organismus, sondern auch gen Nahrstoffbedingungen
(Flemming & Wingender, 2002). Die EPS-Produktiomesnt eine Antwort der Zellen
auf Stress zu sein, wie z. B. Stickstoff- oder Phas-Limitierung. Genau wie die
WE-Zusammensetzung (6.3.2.1) ist die Zusammensgtaler EPS abhangig vom
Substratangebot (Flemming & Wingender, 2010). Digofen beschreiben fur die EPS
unterschiedliche biologische Funktionen. Sie ermcbgh die Bildung von Flocken
und Biofilmen (dienen der Immobilisierung von Zelland héherer Zelldichte), fungieren
als Schutzbarriere (z. B. vor Bioziden), erméglitiige Rickhaltung von Wasser (Schutz
vor Austrocknung) und erleichtern die Adhasion arbe@achen (Bildung von
Primarbiofilmen und Mikrokolonien).

Die Bioverfugbarkeit wird daher u. a. dariber bastt, ob und wie gut die Zellen an das
Substrat binden konnen (z. B. Uber Adhésion) odedeér Lage sind, Biotenside zu
produzieren und auszuscheiden. Biotenside erleitide Anheftung der Zellen an das
Substrat, indem sie die Grenzflachenspannung hetradys und somit flr eine bessere
Emulgierbarkeit des Substrates im Medium sorgeatddside kbnnen apolare Substanzen
wie Kohlenwasserstoffe dispergieren (Martiensseral, 2003). Die dabei entstehenden
Micellen lagern sich an der Bakterienoberflache wrd die in ihnen vorhandenen
Kohlenwasserstoffe werden entweder durch EnzymdearZelloberflache oxidiert, oder
der Inhalt der Micelle wird von der Bakterienzel@ifgenommen und anschlielRend
metabolisiert.

Man unterteilt Grenzflachen-aktive Substanzen lgisichen Ursprungs - zu denen u. a.
die Biotenside zadhlen - in niedermolekulare Sulmgan die die Grenz- und
Oberflachenspannung herabsetzen, oder hochmolek8lanstanzen, die an Oberflachen
binden (Ron & Rosenberg, 2001). Grenzflachen-aktiSabstanzen biologischen
Ursprungs sind nicht toxisch und bioabbaubar (Flemgn& Wingender, 2010). Neben
Funktionen wie dem Herabsetzen der Oberflachenspannnd der Stabilisierung von
Emulsionen (Flemming & Wingender, 2010) erfiullee sieitere Funktionen, wie z. B. die
OberflachenvergrofRerung von in Wasser unloslichdrs®aten (Ron & Rosenberg, 2001).
Die Phasengrenze zwischen Wasser und Ol beispisiswstellt potentiell einen

limitierenden Faktor fur die Wachstumsrate von Bakin dar.
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Limitierend deshalb, weil Bakterien lediglich anrdehasengrenze in der Lage sind,
das Substrat als C- und E-Quelle zu nutzen. Diderobereits erwahnte Oberflachen-
vergrofRerung an der Phasengrenze fuhrt zur erh&ediigbarkeit des Substrates fur die
Bakterien.

Die Adsorption hydrophober Substrate an verschigi@e@berflachen bedingt oftmals eine
geringere Substratverfligbarkeit in der Kulturbri@eerflachen-aktive Molektle erhéhen
die Verfugbarkeit der Substrate, indem sie derensofgtionsfahigkeit deutlich
herabsetzen (Ron & Rosenberg, 2001). Hinzu komuws dakterien in der Lage sind,
Uber die bakteriell produzierten Oberflachen-aktivBubstanzen die Bindung bzw.
Ablosung der Zellen von Substraten zu regulierenerb¢i wird der Grad der
Hydrophobizitat von Zelloberflachen erhéht bzw. nregert. Weiterhin wird fir die
beschriebenen Substanzen eine Rolle bei der Biofilung durch Ubertragung auf andere
Organismen und Veranderung deren Zelloberflachgkutert (Ron & Rosenberg, 2001).
Genetische Analysen des Organisnflsanivorax borkumensiSK 2 z. B. zeigten die
Fahigkeit des Stammes zur Produktion von Oberfldaitiven Substanzen und
Biofilmbildung (Schneikeret al, 2006). Der Stamm ist in der Lage, sich an Ol-$&as
Phasengrenzen von Kohlenwasserstoffen in Salzweamseulagern. Dabei bildet der
Stamm SK 2 stabile Emulsionen der Kohlenwasserstoffe mit denas$€ér. Die
Oberflachen-aktiven Substanzen erleichtern es deami8, Alkane zu emulgieren, und
erhohen deshalb die Bioverfugbarkeit der Alkane. Eenom von Alcanivorax
borkumensisSK 2 wurden entscheidende Gensequenzen flr Peoteathgewiesen,
welche an Biosynthese, Ausscheidung, Modifikatiomd u Polymerisation von
Exopolysacchariden beteiligt sind. Diese Exopolghacide sind an der Bildung
von Biofilmen beteiligt (Schneikeat al,, 2006).

Martins dos Santogt al (2010) beschreiben, dass der Stamm SK 2 Gluciqmsedel
als Oberflachen-aktive Substanzen fur die Bildungn vstabilen Emulsionen von
Kohlenwasserstoffen im Wasser produziert, wodunehAbbaurate dieser hydrophoben
organischen Substanzen erhéht wird. Die Autorechregben, dass die Glucose-Lipide in
zwei Formen auftreten, (i) als Vorlaufer der Gréidien-aktiven Substanz, der Glycin
enthalt und an die Zelloberflache gebunden ist, uuchd die Hydrophobizitat der Zellen
und ihre Affinitat zu Substrattropfen (die im Wasserteilt sind) erhéht wird, und (ii) als
fertiges Lipid, das von der Zelle ins Medium abdesye wird und hier die Bildung von
Micellen mit wasserunldslichen Fraktionen und somiite hohere Verfugbarkeit des

Substrates ermdglicht.
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6.1.7 Fazit (Screening)

Die Verwendung von Rapsoél bietet gleich zwei VadeteNeben der Funktion als Substrat
dient es gleichzeitig als Anreicherungsmedium fiér lwhkteriell produzierten WE. Rapsol
ist hierbei das Substrat, auf dem die meisten ine€3ting getesteten Bakterienstamme in
der Lage waren, zu wachsen und WE zu produzieren. dén insgesamt flunf getesteten
Pflanzendlen verfiigt das Raps6l zudem Uber dasebtei FS-Spektrum, das innerhalb
einer Kultivierung gleichzeitig das Substratspektrist. Ein breiteres Substratspektrum
erweitert die Madoglichkeiten der bakteriellen WE-8u&tion eines Kulturansatzes.
Das Rapsol enthalt Fettsduren mit Kettenlangen ®@grC,,, die als Bestandteile von
Triacylglyceriden vorliegen. Die hauptséchlich extbnen FS sind einfach bzw. mehrfach

ungesattigte FS mit Kettenlangen von 18 C-Atomen.

Aus 55 einem Screening unterworfenen Isolaten wukdgadensisT9 als optimaler
Produktionsstamm ausgewahlt. Der Stamm T9 zeigtdeinvorliegenden Arbeit gutes
Wachstum auf Rapsol und eine eindeutig nachweisdtd’roduktion (6.1.1). Zusatzlich
liegen umfangreiche Kenntnisse uber das Wachstuimsiten des Stammes vor, und er ist
als guter WE-Produzent bekannt. Erweiternd lief@faM-Aufnahmen Hinweise auf
unterschiedliche Anlagerungsmechanismen von Baktean Oltropfen im Medium
(6.1.6). In zwei Fallen erfolgte die Anlagerungdas Substrat seitlichA( jadensisT9 und
Isolat S7). Im Fall des Isolates S1 dagegen drirdjerZellen in den Substrattropfen ein
(Isolat S1), was zu einer grél3eren Kontaktzonetfuhr

A. jadensisT9 produziert mit Rapsdl als einziger C- und E-[@UEVE mit Kettenlangen
von 32-36 C-Atomen. Sowohl die C-Kettenlange alshader Retentionsbereich dieser WE
stimmen mit den aus dem menschlichen Sebum isatiedWachsestern tberein (6.3.2).
Es ist daher davon auszugehen, dass die baktepieltiuzierten WE &hnliche
Eigenschaften (z. B. im Schmelzpunkt) wie die WIS denschlichen Sebums besitzen.
Es ware somit von Vorteil, potentielle Rohstoffa (liesem Fall RP) fir den méglichen
Einsatz in Kosmetika mit diesen bakteriell produeile Wachsestern anzureichern, anstatt
wie bisher Naturstoffe wie z. B. Bienenwachs zumgrden, deren WE mit Kettenlangen
von C-Cs; (6.3.1) sich deutlich von denen des menschlichenu®s unterscheiden.
Es kann erwartet werden, dass der Einsatz bakéeri®lE durch ihre hohe Ahnlichkeit zu
den Wachsestern des menschlichen Sebums die Funkigs Hautschutzes von

Kosmetika besser unterstitzt.
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6.2 Wachsester aus menschlichem Sebum

Die Lipidzusammensetzung des menschlichen Sebuors der Hautoberflache) umfasst
Fettsauren (47%), Wachsester (17%), Ceramide (1S%walen (11%), Cholesterin (7%),
Triglyceride (3%) und Cholesterinester (2%) (W#ldydonieus, 2003).

Durch die heutige Lebensweise der Menschen wk. zlen vermehrten Aufenthalt in
geschlossenen Raumen oder die haufige VerwendungDebtergenzien (Duschgel oder
Seife) ist davon auszugehen, dass der Sebummasrtdalit immer starker strapaziert
wird. Die Entwicklung von Hautpflegeprodukten zuffe&tiven Unterstlitzung des
Hautschutzes gewinnt hierdurch immer mehr an BemhgutUm einen Rohstoff mit
gezielter Zusammensetzung (&hnlich der Zusammansgtdes menschlichen Sebums)
und bestimmten Eigenschaften (wieBz Hautschutz) fir die Herstellung von Hautpflege-
produkten (Abb.l.1) produzieren zu kdnnen, ist es wichtig, die Zusansetaung des
Sebums zu kennen, wobei fur die vorliegenden Uanténgngen die WE-Fraktion und ihre

genaue Zusammensetzung von vorrangigem Interassbe si

6.2.1 Qualitative Bestimmung der Wachsester desaitichen Sebums

Funf Probanden unterschiedlichen Geschlechts utetsAWurde im Bereich der mittleren
Ruckenpartie Sebum entnommen (4.4.2) und Uber diz UBd GC/MS analysiert.
Die Entnahme des Sebums wurde auf der Ruckenpamobgefihrt, da dieser Bereich fur
die Hautpflege mit Seife, Duschgel etc. schwierigarerreichen ist, und somit davon
auszugehen ist, dass gentgend Hautfett gewonnaemdsann. Untersucht wurde die
Zusammensetzung der WE im Sebum, d. h. C-Kettealangd Sattigungsgrad. Ziel war
die genaue Kenntnis der WE-Zusammensetzung des nfSelier Probanden und
darauf basierend eventuelle Unterschiede dieseardoensetzung in Abh&ngigkeit von
Alter, Geschlecht, Korperpflege- und Essgewohnheiter Probanden zu erfassen
(Tab. 6.4).
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Tab. 6.4:
Untersuchte Probanden mit Angaben einiger, im Hikbhuf die Sebum-Zusammensetzung wichtiger
Eigenschaften wie Alter, Geschlecht und Dusch- lizsegewohnheiten

Probanden Duschverhalten Nahrung
Q
0O =
Bz
Alter Geschlecht| Anwendung Duschgel Temperatur | & = =
S & 5 2
S 5 a ©
o om L L
75 Jahre I taglich ja 30-35°C a a b a
36 Jahre I taglich ja 25-30°C a b c a
65 Jahre Q jeden 2. Tag ja 30°C a a b ;1
60 Jahre Q jeden 2. Tag nein 35°C a )
34 Jahre Q taglich ja 30-35°C a b c a

(a= > 1x pro Woche, b = 1x pro Woche, ¢ xpro Woche, - = gar nicht)

Zur Charakterisierung der WE-Verteilung wurde dmwgilige prozentuale Anteil an der
Gesamtsumme der nachgewiesenen Wachsester bestianGC-Analyse der WE aus
den Sebumproben der Probanden ergab Kettenlang@&eiieich von Gy-Cy4 (Tab. 6.5).
Die aus dem Sebum der Probanden gewonnenen WHnait ielativen Retentionszeiten
sind im Anhang in Tabelle 9.4 aufgefiihrt. Ein Veigh der prozentualen Anteile der
nachgewiesenen WE zeigt, dass deutlich mehr WEgenddzahliger Kettenlange (>70%)
vorkommen als WE mit ungeradzahliger Kettenlangebb(A6.9). Sowohl bei den
geradzahligen als auch den ungeradzahligen WEdgntlich mehr ungesattigte WE im
Sebum enthalten als gesattigte. Die zweifach unggtetan WE kommen hauptséchlich im
langkettigen Bereich (§5-Cag) vor und sind im Bereich zwischeny&Cs4 selten bzw. gar
nicht nachweisbar. Die einfach ungesattigten WEedeg sind vor allem bei Kettenlangen
von Ggo-Csg Vertreten. Die GC/MS Untersuchung der WE-Frak#iemgt, dass die einfache
Unsattigung auf die FS-Anteile der WE beschrartkt is

Es wurden zwei Beprobungen zu unterschiedlichemedahiten (1. Sommer, 2. Herbst)
durchgefuhrt. In beiden Fallen ergibt sich eine lighe WE-Verteilung (Abb. 6.9).
In den WE-Fraktionen des Sebums der Probanden igggw einfach ungesattigte WE im
Bereich von Go-Cyo (Tab. 6.5).
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Tab. 6.5:
Anteil gesattigter und ungesattigter Wachsester j(iWEProzent der insgesamt nachgewiesenen WE-Menge)
im kurzerkettigen (65-Cs4) und langerkettigen Bereich {£C,0), zweier unterschiedlicher Probenahmen

WE (C30-Cz4) WE (C35-Cao)

Proband einfach zweifach einfach zweifach
(1. Probenahme) | gesattigt ungesattigt ungesattigt| gesattigt ungesattigt ungesattigt

[%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
Q 34 Jahre (A) 15,6 32,9 54 1,7 22,6 2117
4 36 Jahre (B) 18,3 33,4 3,2 6,5 20,8 17,8
Q 60 Jahre (C 17,2 39,6 0 6,3 23,2 13}7
34 75 Jahre (D 32,1 58,7 0 1,7 4.4 3.1
(2. Probenahme)
Q 34 Jahre (A) 12,4 35,5 6,0 2,5 21,2 22,5
d 36 Jahre (B) 20,4 28,3 0 12,0 20,8 18,6
Q 60 Jahre (C 18,0 30,3 2,6 4.8 26,3 18,0
& 75 Jahre (D 15,3 29,0 4,8 49 24,0 22,0

Der Vergleich der Anteile der in beiden Beprobungechgewiesenen Wachsester mit
gleicher Kettenlange und gleichem Sattigungsgragt reaximale Abweichungen von ca.
4% (2, 36 Jahre) und 8%( 34 Jahre un@®, 60 Jahre). Wahrend die Abweichungen bei
diesen drei Probanden die 10% nicht Uberschregegeben sich gréRere Abweichungen
von bis zu 18%bei dem méannlichen Probanden von 75 Jahren. Obkesheé Umstande
im Umfeld des Probanden vorlagen, die dies hatemirken kénnen, unterscheidet sich
die WE-Verteilung der ersten Messreihe deutlich atlen anderen Proben (Tab. 6.5).
Ein Aufarbeitungsfehler kann in diesem Zusammenhaioht ausgeschlossen werden.
Bei der weiblichen Probandin (65 Jahre) wurden nediger geringen Menges&o keine
weiteren WE nachgewiesen (Daten nicht dargestéligache hierfur ist eine ohnehin nur
sehr geringe Menge gewonnenen Hautfetts, was wadirdich auf eine sehr trockene

Haut zurtckzufiihren ist.

Ein Einfluss der aufgefihrten Ernahrungs- und Kipflegegewohnheiten auf die
produzierten WE der Probanden ist nicht erkenntarderen WE-Verteilungen kaum
voneinander abweichen (Tabellen 6.4 und 6.5; sébla 6.9).
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‘WE-Verteilung (1. Messreihe)
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Abb. 6.9:
Vergleich der bei den Probanden nachgewiesenen $¥atdhr (WE); Angaben in Prozent der insgesamt

nachgewiesenen WE-Mengen; aufgefiihrt sind zweillptgaviessreihen von vier Probandeén:34 Jahre
(A), & 36 Jahre (B)Q 60 Jahre (C) und 75 Jahre (D)
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6.2.2 Bestimmung der Zusammensetzung der Wachskesteanenschlichen Sebums

Neben Kenntnis von Kettenldnge und Sattigungsgsadlie genaue Zusammensetzung
der WE aus dem menschlichen Sebum von Interesse. ntassenspektrometrische
Bestimmung der in den WE enthaltenen Saure- unsbidikkomponenten gibt weitere
Aufschlusse Uber Aufbau, Produktion und Funktion\WW& auf der Haut.

Die Analyse der Gaschromatogramme und Massenspekteggte, dass die einfach
ungesattigten WE 50-60% der gesamt nachgewiesertemWmachen (Tab. 6.5), wobei
aufgrund der massenspektrometrischen Daten diaatiaf Unsattigung im vorliegenden
Fall im FS-Anteil auftritt. Dies steht im Einklangiit Untersuchungen von Wertz &
Michniak (2000), die in der Wachsester-Fraktion nesschlichen Sebums ungefahr 60%
einfach ungesattigte Fettsauren nachwiesen, diehddydrolyse aus den Wachsestern
freigesetzt wurden.

Weiterhin zeigten die GC/MS Untersuchungen, dass @&S-Komponenten der
untersuchten WE-Fraktionen Kettenlangen im Berawlischen G, und Gg aufweisen
(Tab. 6.6). Im Bereich der gesattigten WE tratberiviegend FS der Kettenlangesg
und Ggo auf, wobei Hexadecansaure 1{G m/z 257, siehe Massenspektrometrische
Analysen Kap. 5) die dominierende FS darstellte. ibaBereich der gesattigten WE
hauptsachlich Kettenlangen vonzCund G, vorkommen und Hexadecansaure die
dominierende FS-Komponente ist, haben die domind=e Alkoholkomponenten
Kettenlangen von .0 (M/z 224) und Gg,o (M/z 252). Bei den einfach ungeséttigten
Wachsestern wurden FS der Kettenlangap@y nachgewiesen. Ebenso wie bei den
gesattigten Wachsestern ist auch hier neben demteenden Hexadecensaure/¢ 236,
194, 255; Abb. 5.7) eine FS mit 18er Kettenlangecté@ecensaure) eine Haupt-
fettsdurekomponente. Die dominierenden Alkoholetbexs daher Kettenlangen vondg
(m/z224), Gs.0(Mm/z252) und Go.o(m/z280), da die ungesattigten WE hauptsachlich mit
Kettenlangen von 32, 34 und 36 C-Atomen vertrsted.

Im menschlichen Sebum wurden hauptsachlich WE resiegen, die eindeutig aus einer
Mischung von Isomeren bestehen. So wurde massdnsmpatrisch u. a. ein 4o
WE-Gemisch 1n/z 480) nachgewiesen, dessen Saure- und Alkoholkoemen die
Kombinationen 16:0/16:0, 14:0/18:0 und 18:0/14:0thelten (Massenspektren nicht
dargestellt). Die Zusammensetzung der nachgewias@/e einer Probandin (60 Jahre,

2. Messreihe) mit charakteristischer WE-Verteilistgn Tabelle 6.6 ersichtlich.
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Tab. 6.6:

In der GC/MS Analyse erfasste Molekiilionen*{Mund nachgewiesene Fettsaure- und Alkoholanteite d

bei einer Probandin (60 Jahre, 2. Messreihe) naglegenen Wachsester

WE-Zusammensetzung

WE M*
(Kettenlange und Sattigungsgra (m/2
Czo0 452
Cso1 450
Csto 466
C32:0 480
Cs21 478
C33:0 494
Cssa 492
Caao 508
Caaa 506
Css:0 522
Css 520
Css:0 536
Cse1 534
Cse:2 532
Csro 550
C.%?:l 548
Css1 562
Css:2 560
Cao01 590
Cao:2 588

1600H/140H, 1400H/160H

1600H:1/140H

1500H/160H, 1600H/150H, 1700H/140H
1600H/160H, 1400H/180H, 1800OH/140H
1600H:1/160H, 1800H:1/140H

1600H/170H, 1500H/180H, 1700H/160H
1600H:1/170H

1600H/180H

1600H:1/180H

1500H/200H, 1600H/190H, 1700H/180H, 1400H/210H
1600H:1/190H

1600H/200H, 1800H/180H, 1400H/220H
1600H:1/200H, 1800H:1/180H, 1900H:1/170H
1600H:1/180H:1

1600H/210H

1600H:1/210H, 1700H:1/200H

1600H:1/220H

1600H:1/220H:1

1600H:1/240H, 1900H:1/210H
1600H:1/240H:1

6.2.3 Fazit (menschliches Sebum)

Durchgefiihrte Untersuchungen (6.2.1) ergaben, da&s8VE-Fraktionen aus dem Sebum

der Probanden hauptsachlich gesattigte und einfexgjesattigte WE im Bereich von

C30-C40 enthalten (Abb. 6.9). Diese Ergebnisse gehen konfonit Analysen von

Fitzgerald & Murphy (2007), die bei Probanden Ubegend gesattigte und einfach

ungesattigte WE im Bereich,£C4o nachwiesen. Wachsester mit einer geraden Anzahl

an C-Atomen enthielten dabei Uberwiegend auch Sdamw. Alkoholkomponenten mit

einer geraden Anzahl an C-Atomen. Grundlage der Witrgerald & Murphy (2007)

durchgefihrten Analysen waren allerdings WE, dies awenschlichem Haar isoliert

wurden und nicht wie in der vorliegenden Arbeit desn menschlichen Hautfett.



Ergebnisse und Diskussion 73

In der vorliegenden Arbeit wird, im Gegensatz zalem bisherigen Arbeiten die ihren
Schwerpunkt in der Analyse der einzelnen FS-Komptare der Esterfraktionen des
menschlichen Sebums haben (z. B. Wertz & Michn2®Q0), die WE-Verteilung im
menschlichen Sebum beschrieben (6.2.1).

Wahrend Tachi & Iwamori (2007) unterschiedliche tértangen epidermaler WE von
Erwachsenen und Kindern nachwiesen (wobei die WiERmvachsenen Kettenlangen von
C,-C42 aufwiesen), war die WE-Verteilung bei den in deorliegenden Arbeit
untersuchten Probanden unterschiedlichen Alters784dahre) relativ stabil (Tab. 6.5).
Die differenzierte Untersuchung der WE-Verteilumgadb, dass die gesattigten WE, die im
Sebum im Vergleich zu den einfach ungesattigten N&stern einen geringeren Anteil
ausmachen, hauptsachlich im Bereich zwischgru@d G, auftreten. Einfach ungesattigte
WE treten im Bereich £-Css auf (6.2.1). lhr Sattigungsgrad wird, genau wie bei
Wachsestern isoliert aus menschlichen Haaren @fitd) & Murphy, 2007), durch die
jeweilige FS-Komponente bestimmt. Zweifach ungegi@tWE des Sebums kommen
hauptséachlich im Bereich3&Cyo vor. Genau wie die von Fitzgerald & Murphy (2007)
untersuchten WE aus menschlichem Haar, die im Gadgerzu synthetischen Vergleichs-
Wachsestern eindeutig aus isomeren Gemischen bestedind auch die in der
vorliegenden Arbeit analysierten Wachsester dessoigichen Sebums Uberwiegend aus

einer Mischung von Isomeren zusammengesetzt (T@p. 6

Der Nachweis der Hexadecan- bzw. Hexadecensaurelamsnierende FS (6.2.2) ist
konsistent mit Untersuchungen von Yamametoal (1987) und Wertz & Michniak
(2000). Yamamotecet al (1987) wiesen Fettsduranit einer Kettenldnge voiC;s als
Hauptkomponenten in geséttigten und einfach untgwit Wachsestern des
menschlichen Sebums bei einer Gruppe von Probandéiter zwischen 3 Monaten und
86 Jahren nach. Wertz & Michniak (2000) zeigterssdBalmitinsaure (Hexadecansaure)
als haufigste FS der Esterfraktionen des mensdnicBebums auftritt. Aul3erdem
beschreiben die Autoren u. a. eine mogliche antiobilelle Wirkung des Sebums auf der
Haut. Eine entscheidende Rolle bei dieser antiriktten Wirkung tGbernehmen die im
Sebum enthaltenen Fettsauren, wobei S&uren mit 31Ato@en, gewonnen aus
Lipidfraktionen des menschlichen Sebums, besondweise antimikrobielle Aktivitat
zeigen (Wille & Kydonieus, 2003).
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Letzteres legt den Schluss nahe, dass dies derdGtafiir ist, dass Hexadecan- bzw.
Hexadecensaure die dominierenden FS im Sebum $i2d2) und dass die WE des
Sebums, ahnlich wie die enthaltenen Triacylglyaeralf der Hautoberflache hydrolysiert
werden. Die hierdurch bedingte Freisetzung von l&rviegend mit 16er Kettenlange)

bewirkt einen antimikrobiellen Effekt des Sebums.

6.3  Darstellung von artifiziellem Sebum und Schneid®a von Wachsestern

6.3.1 Charakterisierung von Bienenwachs

Bienenwachs (BW) wird in der Kosmetik fur vielfgé Zwecke eingesetzt. Es dient z. B.
als Grundlage fir die Herstellung von Hautcremegen@&wachs enthalt jedoch im
Gegensatz zum Sebum WE mit Kettenlangen venGs,, die dem Wachs eine relativ
feste Konsistenz geben (Abb. 6.10).

FID1 A, (DWGCDATE~1V1006~1.02WC 131006 D)
PA
7 Ca WE-Fraktion, ¢ 60 Jahre
100 1

C

20 ng 36
B0 1 CBD
an CBS Cm
204 L

L N T

a T T T T T

a 10 20 30 40 S0 &0 mi

FID1 A, (DAGCDATE~CONSTA~IWCOT0S~1 OTIBWZ0_035 D)
PA
] WE-Fraktion, Bienenwachs
100 o
a0 H
B0 o
a0 C45
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Abb. 6.10:
Gaschromatogramme der Wachsester-Fraktionen desrSediner 60 Jahre alten Probandin und von
Bienenwachs [100 pg absolut]
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WE des menschlichen Sebums weisen deutlich kiUrketenlangen auf als das
Bienenwachs (Abb. 6.10), was dem Sebum eine edrelgeschmeidigere Konsistenz
verleint. Die erhohten Kettenlangen der WE im BWhr@n zu deutlich hdheren
Schmelzpunkten im Vergleich zu denen des Sebums semdit einem ganz anderen
Schmelz- und Verteilungsverhalten auf der Haut. \2eewendung von BW in Kosmetika
ist also nur bedingt optimal.

6.3.2 Schneidern von Wachsestern

Die WE des menschlichen Sebums dominieren im Berewischen Kettenlangen von
Cs0-Cq0. Langkettige WE XCs0) kommen nur in geringen Anteilen vor (Abb. 6.10).
Ziel fur ein bakterielles Schneidern ist daher eadglichst hoher Anteil an WE mit
Kettenldngen zwischensECyo, die denen entsprechen, die tberwiegend im mdokehl

Sebum auftreten.

Wird A. jadensisT9 auf Rapsol kultiviert, produziert der Stamm Weé&ren Kettenlangen
hauptsachlich zwischenz&£Csg liegen (Abb. 6.11). Dies entspricht dem Grol3teit WE

des menschlichen Sebums.

FID7 A, (DVG L DAT Em 11008~ 1.08WIC 13 1005.0)
A

G WE-Fraktion, ¢ 60 Jahre
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T T T i i
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FID7 A, (DAVGLDATE~TWICOKT O~ T3 TS I4DA DY
A
120 4

T9" Parallele Ill, FM mit 1% RP, 4d
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34 Sterolester

T
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Abb. 6.11: Gaschromatogramme der Wachsester-Fraktionen desrSetiner 60 Jahre alten Probandin
und der Wachsester-Fraktion einer Kultur VarjadensisT9in Fermentermedium mit Rapsol (1% m/v),
entnommen nach 4 d Kultivierung
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Der Vergleich der vorAA. jadensisT9 auf Raps6l produzierten WE mit den Wachsestern
des Bienenwachses zeigt deutlich, dass die baktpraduzierten WE hinsichtlich ihrer
Kettenlange und daraus resultierenden EigenschéfteB. Schmelz- und Verteilungs-
verhalten auf der Haut) den Wachsestern des medsehlSebums weitaus ahnlicher sind
und teilweise sogar identische Kettenlangen autweiDer mogliche Einsatz von auf
diese Weise gewonnenen Rohstoffen in Kosmetika evidaher die natirlichen
Funktionen des Sebums besser als bisher in kosinetis Produkten eingesetzte

WE-Produkte, wie z. B. Bienenwachs, unterstiitzen.

Mit ausgewahlten organischen Verbindungen als $atbsoll die gezielte Produktion von
WE durch Bakterien untersucht werden. Die bisherigegebnisse zeigen die Fahigkeit
von A. jadensisT9 bei Wachstum auf Pflanzendl WE ahnlich denes menschlichen
Sebums zu produzieren (Abb. 6.11). Diese Fahigksatvie die Beschreibung
der geringen Substratspezifitat bakterieller WE{Bgsen (Waltermanret al, 2007)
lassen die Annahme zu, dass es mdglich ist, WEinm@aser C-Kettenlange und

Zusammensetzung Uber den Einsatz ausgewahlterl&ibzseate bakteriell herzustellen.

6.3.2.1 Einzelstoffklassen als Wachsester-Vorlaufer

FUr das Schneidern bakteriell produzierter Waclesansit bestimmter C-Kettenlange und
Zusammensetzung wurden Reinstoffe unterschiedlictoffklassen als Substrat
eingesetzt. Die Aufnahme von Substraten und dashg¥iam der Zellen sind u. a. abhéngig
von der Bioverflugbarkeit der eingesetzten Substfitezesse wie (i) die Aufnahme des in
der wassrigen Phase gelosten Substrates, (ii) dieaAme des Substrates durch Bildung
von Emulsionen sowie (iii) die Aufnahme des Sultegaurch direkten Kontakt zwischen
Bakterien und Oltropfen spielen hierbei ein Rolkbgchnitt 6.1.6; Singer & Finnerty,
1984). Im Folgenden sollen verschiedene Subseateeln und in Kombination (auch mit

RP), auf ihr spezifisches WE-Bildungspotential usiieht werden.
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n-Fettsauren, Rapsdl und Triacylglyceride als Wastese/orlaufer

Die als WE-Vorlaufer eingesetztemFettsauren haben Kettenlangen im Bereich von
C11-Cio. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die é&déingen in Anlehnung an
das Rompp Chemielexikon wie folgt definiert: kurizlge (C;-C;), mittlere Kettenlange
(Cs-Cy11) und langkettig ¥Cy,). Die in Tabelle 6.7 aufgefuhrtamFettsduren wurden als

Einzelsubstrate eingesetzt.

Tab. 6.7:

Wachstum und Wachsester-Produktion yYorjadensisT9 in Kulturen mitn-Fettsauren als C- und E-Quelle
(je 1% m/v), mit Angaben zu produzierten Wachsest&onzentration, C-Kettenléange, Sattigungsgrad und
eindeutig nachweisbare Zusammensetzungen; n. bcht bestimmbar; n. i. = Signal nicht integrierbar;
- = kein Wachstum, + = Wachstum; ++ = gutes Wachstum; = sehr gutes Wachstum

produzierte Wachsester
Konz.
C + E-Quelle (1% m/v) | Tribung | C-Zahl &121{10] ml Zusammensetzung
ultur
n-Undecansaure (1100H) -I+ n. b. n.b n. b.
n-Dodecansaure  (1200H) ++/+++ n.b n.b n. b.
n-Pentadecansaure (1500H) - n. bl. n. h. n. b.
Cao:0 5,8 | Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-16QH)
n-Hexadecansaure (1600H) ) Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-14QH)
Cazp 36,6 | Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-16QH)
n-Octadecanséure (1800H) + n.b n. bl n. b.
Cazo 0,97 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-16QH)
n-Nonadecansaure (1900H) r Tetradecanyl-Octadecanoat (1800H-14QH)
Ca70 n.i. Octadecanyl-Nonadecanoat (1900H-18QH)

Da A. jadensisT9 bei funf der sechs-Fettsduren geringes bis sehr gutes Wachstum
zeigte (Tab. 6.7), ist davon auszugehen, dassesrdib entsprechendes Aufnahmesystem
fur n-Fettsauren dieser Kettenlangen verfugt. Ein mbgbkc Aufnahmesystem fur
langerkettige FS (ohne Angaben der genauen Ketigai§ wurde von Black & DiRusso
(2003) bei dem Gram-negativen Bakteritascherichia colibeschrieben. Das Aufnahme-
system vonE. coli umfasst ein Transportprotein (Fad L) mit hoher shatspezifitat,
das die auflere Membran umspannt. Das Protein beateh zwei Doméanen, die
unterschiedliche Funktionen besitzen. Eine der Dwna befindet sich an der
Zelloberflache und reguliert die Bindung des Sudiss, wobei hierbei die Carboxylgruppe
der FS essentiell ist. Die zweite Doméane ist inMeEmbran eingebettet und bildet einen
spezifischen Tunnel fur langkettige Fettsauren. @i Bindung einer Fettsaure an die
erste Domane bewirkt eine Konformationsanderungzdeiten Domane die Erweiterung

dieses Tunnels, und erleichtert somit den TrangparEettsauren durch die Membran.
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Ein weiteres Protein (FACS), das mit der inneremdean assoziiert ist, katalysiert unter
ATP-Verbrauch die Aktivierung der Fettsduren zu IACpA (Weimaret al, 2002). Da es
sich bei A. jadensis T9 ebenfalls um ein Gram-negatives Bakterium hkndst
anzunehmen, dass dieser Uber ein vergleichbareglichrweise auch genau dieses

Aufnahmesystem verfiigt, umFettsauren als Substrat nutzen zu kénnen.

Das Wachstum voA. jadensisl'9 auf den in Tabelle 6.7 genanntefettsauren und seine
WE-Produktion auf diesen Substraten waren nichheitich. Der Stamm T9 zeigte mit
drei der sechs-Fettsauren kein bzw. nur geringes Wachstum undek&/E-Produktion.
Moglicherweise sind diese Ergebnisse auf einen hemden Effekt den-Fettsauren auf
das Zellwachstum Gram-negativer Bakterien zuridkaen, wie er von Fay & Farias
(1975) beschrieben wurde. Die Autoren beschreidass diese hemmende Wirkung von
unterschiedlichen Bedingungen abhangig ist, wie Wachstumsphase, Kettenlange der
FS, eventuellen Adaptationsphasen und dem verwendatlturmedium.

Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zs, Bedingungen wie unterschiedliche
Kettenlangen dem-Fettsauren und evtl. Adaptationsphasen eine Rulldinblick auf eine
maogliche Hemmung des Zellwachstums durch die egtgemnn-Fettsauren spielen.

Auf n-Hexadecansaure unatNonadecansdure dagegen wuchs der Stamm T9 gut und
produzierte extrahierbare Mengen Wachsester, wdhneih n-Dodecanséure zwar gutes
Wachstum, aber keine WE-Produktion nachweisbar (fab. 6.7). Ein Nachweis Uber
Wachstum der Zellen auf Substraten ohne nachwesB@éE-Produktion lasst darauf
schlief3en, dass die Organismen die Substrate auérelund Uber andere Stoffwechsel-
wege (unabhangig von der WE-Produktion) metabobsieDies verdeutlicht, dass nicht
zwangslaufig ein Zusammenhang zwischen Wachstum WfgProduktion besteht
(Abb. 6.12). Bei dem Einsatz vanFettsauren unterschiedlicher Kettenlange als $aibst
zeigte sich nur ber-Dodecansaure unitHexadecansaure gutes bis sehr gutes Wachstum
jedoch mit Ausnahme vom-Hexadecansaure eine generell schwache WE-Produktio
(Abb. 6.12).
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n-Fettsauren:

n-Undecansaure (1100H)

n-Dodecansdure (1200H)

Wachstum/
andere n-Hexadecansaure (1600k,——>

Stoffwechselwege

n-Octadecansaure (1800H)

n-Nonadecansaure (1900H———

<10 pg WE/10 ml Kultur =———

10-50 pug WE/10 ml Kultur —— >

------ = -+ geringes Wachstum

- =+ mittelméaRiges Wachstum)| 50-200 g WE/L0 mi Kultur

«—— =+ deutliches Wachstum 200-500 pg WE/10 mi Kultur {::>

4 = ++-+++ gutes Wachstum

@ = +++  sehr gutes Wachstum > 500 pg WE/10 ml Kultur :>
Abb. 6.12:

Schematische Darstellung zur Verdeutlichung des hataens vonA. jadensisT9 und der produziertgn
Wachsester-Mengen andFettsauren mit unterschiedlichen KettenlangerSalsstrat; die Pfeilstarken gelden

zum einen das Wachstum des Stammes auf den jesveiigbstraten wieder (schwarz) und zum andergn die
Konzentrationsbereiche der produzierten WE-Mengjénkif)

Widerspruchlich hierbei ist, dass die Hexadecaresganau die Fettsdure ist, fur die Wille
& Kydonieus (2003) eine besonders hohe antimikitgbid/irkung nachgewiesen haben
(6.2.3). Dies fuhrt zu der Annahme, dass die WEdBkton dem Schutz der Zelle dient,
indem Uberschissige und damit moglicherweise sgbade freien-Fettsduren fixiert

werden (6.3.3). Diese Hypothese wird durch Waltenma& Steinblichel (2005a)

unterstutzt, die beschreiben, dass die Produktiom Wachsestern als eine Art
Entgiftungsmechanismus fungieren konnte, um uUbéssibe freie Fettsduren zu
deponieren und gleichzeitig eine toxische Wirkungsdr Fettsauren auf die Zelle zu
verhindern. Eine Umwandlung in nicht toxische Bedtaile, wie z. B. WE, kdnnte somit
zum Schutz der Zelle vor einer zu hohen Konzeminatin intrazellularen freien Fettsduren
dienen, die auch dadurch entstehen kann, dassettiéren nicht in die Membran- bzw.

Phospholipidbiosynthese eingehen.
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Fraglich bleibt hierbei, ob eine hohe WE-Produktaursschlie3lich den optimalen Schutz
der Zelle vor toxischen Substanzen ermdglicht, mtedie WE weitere unterschiedliche
Funktionen Ubernehmen wie z. B. die SpeicherungReservestoffen oder den Ausgleich
von Temperaturschwankungen in der Umgebung (2.1).

Ungeachtet dessen entsteht bei der Verwendungnvdexadecansaure (1600H) als
Einzelsubstrat (Tab. 6.7) der zur Veresterung notlige Alkohol direkt durch Reduktion
des Substrates. AuflRerdem wird eine WE-Bildung narkirzung der C-Kette
und Reduktion des Substrates beobachtet. Die \éwegf zu Wachsestern ohne
Kettenverkirzung des Substrates findet jedoch lengbrstatt, da der WE Hexadecanyl-
Hexadecanoat (1600H/160H) ca. 86% der afexadecansdure gesamt produzierten
WE ausmacht. Die Verkirzung der C-Ketten betrage €i-Einheit, was folgern lasst,

dass sie Uber dig Oxidation dem-Fettsauren verlauft.

Im Gegensatz zu denFettsauren handelt es sich beim Rapsdl nicht ankizelsubstrat,
das aus einer Komponente besteht. Das Rapsél besteleinem Gemisch verschiedener
Fettsauren, die in Form von Triacylglyceriden efitmasind (Tab. 6.1). Zusatzlich enthalt
das Rapsol weitere Inhaltsstoffe in geringen Mengéri.1l), die Einfluss auf die
Verfugbarkeit des Rapsodles haben kdnnten. Dennadhirmerhalb einer Kultivierung die
hauptséachlich im Rapsol enthaltenen Fettsaureisdbastrat, d&\. jadensisT9 nicht in der
Lage ist, die auRerdem in den TriacylglycerideniRapsdles enthaltene Substanz Glycerin

als Substrat zu nutzen (Bruns & Berthe-Corti, 1999)

Wie auch bei der Kultivierung des Stammes T9 alfettsauren (Tab. 6.7) ist gutes
Wachstum bei der Kultivierung auf Triacylglyceridand Rapsol (Tab. 6.8) nicht immer
ein Zeichen fur gute WE-Produktion (Abb. 6.13). Qi keine direkte Wachstums-
kopplung gezeigt werden konnte, war umgekehrt g¥teshstum in jedem Fall eine
notwendige, aber nicht alleinige Voraussetzung WE-Produktion. Eine extrahierbare
Menge an produzierten Wachsestern bei gleichzeitiglechtem Wachstum trat mit
keinem der Substrate auf. Die Tatsache, dass WEbaurdeutlichem Zellwachstum
nachgewiesen wurden, kann darauf zuriickzufihrem dess (i) die Zellen bei geringem
Wachstum keine WE produziert haben oder (ii) didefezwar WE produziert haben, die
Zellmasse und damit die WE-Menge aber nicht ausesid fir einen Nachweis dieser WE

war.
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Triacylglyceride (TAG)
und Rapsél (RP):

— Trilaurin (TL)

Wachstum/

andere o
Stoffwechselwege | <= Tripalmitat (TP) —

S — Rapsol (RP) —

<10 pg WE/10 ml Kultur =————

10-50 pg WE/10 ml Kultur ———— >
D =+  geringes Wachstum 50-200 pug WE/L0 mi Kultur ">
------ =+ mittelmaRiges Wachstum| Ko i
«—— =++  deutliches Wachstum 200-500 pg WE/10 ml Kultur {:>
<4——— = ++-+++ gutes Wachstum
@ = +++  sehr gutes Wachstum > 500 pg WE/10 ml Kultur l:>
Abb. 6.13:

Schematische Darstellung zur Verdeutlichung des hataens vonA. jadensisT9 und der produziertgn
Wachsester-Mengen auf Triacylglyceriden und RafRRBl) mit unterschiedlichen Kettenlangen als Substra
die Pfeilstarken geben zum einen das Wachstum dasin$es auf den jeweiligen Substraten wig¢der
(schwarz) und zum anderen die Konzentrationsbezaieln produzierten WE-Mengen (tirkis)

Wachst A. jadensis T9 auf Rapsol, findet genau wie bei denFettsduren eine
direkte Veresterung der Substrate mit den durch stBatbReduktion entstandenen
korrespondierenden Alkoholen statt (Tabellen 6.8 &:8). Vorherige Kettenverkirzungen
der Substrate wurden ebenfalls nachgewiesen. Wie dee WE-Produktion auf
n-Alkoholen bewiesen (S. 89; AbschmitAlkohole als WE-Vorlaufer), verfugt der Stamm
Uber Desaturasen. Bei der WE-Produktion afettsauren erfolgte keine Desaturierung
der Substrate und der jeweils korrespondierendéwhille (Tab. 6.7), da die auf den
n-Fettsduren produzierten WE keine ungesattigtemeSader Alkoholanteile enthielten.
Deshalb ist davon auszugehen, dAsgadensisT9 die haufig vorkommenden einfach
ungesattigten Saureanteile der WE, die er auf RBuyaiert, direkt aus dem Ol in die WE-
Synthese Uberfuhrt. Diese Hypothese wird bestédtigth die Tatsache, dass der Stamm T9
auf RP zu 60% den WE Octadecenyl-Octadecenoat piertiu(Tab. 6.3), der
ausschlie8lich Octadecensaure und Octadecenol lentbie mit 52% im Rapsol
hauptséachlich vorkommende Octadecensdure wirddatsét in die Zelle aufgenommen,

teilweise zu ihrem korrespondierenden Alkohol redizind zum WE metabolisiert.
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Es ist anzunehmen, dass der Stamm T9 die Octadecensihnlich wieEscherichia
coli, Uber das Transportprotein Fad L bzw. ein Trartppotein mit vergleichbarem
Aufnahmemechanismus aufnimmt, einen Teil zum kpoedierenden Alkohol reduziert
und fur die Veresterung zum WE um eine oder meh@ef€inheiten verkirzt (Tab. 6.8).
Dies ware auch mit Hexadecensaure moglich, die aher zu 0,6% im Rapsol
enthalten ist, deshalb ist die Aufnahme und Umwamgll der Octadecensaure
wahrscheinlicher.

Auch einfach ungesattigte Fettsauren mit langereRetien (2000H:1 und 2200H:1)
kommen im Rapso6l vor. Diese konnten aber nichKalmponenten der voA. jadensisT9

auf Rapsdl produzierten WE nachgewiesen werdenlddiifeibt die Zusammensetzung
des auf Rapso6l produziertensgg@Vachsesters. Der anhand der Retentionszeit in der
GC-Analyse vermutete WE (Abb. 6.5) misste Saurer ddkoholanteile besitzen, die
Kettenlangen von mehr als 18 C-Atomen aufweisers. Warde bedeuten, dass vermutlich
eine Verlangerung der C-Ketten der Substrate stffattglen hat, da die Annahme besteht,
dass Substratkettenlangen von mehr als 19 C-AtodenSubstrataufnahme oder die
WE-Synthese limitieren (6.3.3). Im Raps6l kommenchawweifach und dreifach
ungesattigte Fettsduren (1800H:2 und 1800H:3) Boei- bzw. vierfach ungesattigte
WE, die aus einer direkten Nutzung solcher FS farWE-Synthese entstehen mussten,
wurden allerdings nicht nachgewiesen. Die im Rapsithaltenen Fettsauren mit
mehrfacher Unsattigung weisen Kettenlangen von -H&dtnen auf, und es wurde bereits
nachgewiesen, dags jadensisT9 die einfach ungesattigte Fettsdure (Octadeceasnit
der gleichen Kettenlange aus dem Rapsdl fir dieSyithese nutzt (s. 0.). Eine mogliche
Limitierung durch die Kettenlangen der Substratarkdaher als Grund daflr, dass der
Stamm T9 die Fettsauren Octadecadiensaure und €eciizignsaure aus dem Rapso6l nicht
direkt fur die WE-Synthese einsetzt, ausgeschlossaden. Im Rapsél treten neben den
Uberwiegend ungesattigten auch gesattigte Fettséufe Da die FS-Komponenten der auf
Rapso6l produzierten WE ausschlie3lich ungesatingk & ab. 6.8), stellt sich die Frage, ob
eine erleichterte Aufnahme flr einfach ungesattigtettsduren besteht oder eine
Beseitigung von Uberschissigem und somit moglicemsevtoxischem Substrat in Form

von Wachsestern stattfindet.

Weitere WE-Vorlaufer, die ausschlielich FS als St liefern sind synthetische
Triacylglyceride (TAG). Im Falle der angebotenen @ AtehenA. jadensisT9 jeweils

Fettsauren mit nur einer bestimmten Kettenlange/eutiigung.
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Bei Trilaurin ist der Glycerinanteil des Molekulausschliellich mit Fettsduren der
Kettenlange & verestert und beim Tripalmitat mit Fettsduren Kettenlange &. Die
verwendeten Triacylglyceride werden im Gegensatn Rapsol synthetisch hergestellt
und haben deshalb keine Zusatzstoffe, die ihre d@fdgbarkeit flr die Bakterien
beeinflussen kénnten. Wachstum und WE-Produktiam AojadensisT9 auf Rapsol und

Triacylglyceriden sind in Tabelle 6.8 gegenubergiést

Tab. 6.8:

Wachstum und Wachsester-Produktion YorjadensisT9 in Kulturen mit Triacylglyceriden und Rapsoésal
C- und E-Quelle (je 1% m/v), mit Angaben zu proéuan Wachsestern: Konzentration, C-Kettenlange,
Sattigungsgrad und eindeutig nachweisbare Zusanetmmgyen; n. i. = nicht integrierbar; n. b. = nicht
bestimmbar; +++ = sehr gutes Wachstum:Zusammensetzung nicht eindeutig bestimmbar

produzierte Wachsester

Konz.
C + E-Quelle | Tribung | C-zZahl | [g/10 ml Zusammensetzung
(1% miv) Kultur]
Caoq n.i. Tetradecanyl-Octadecenoaf1800H:1-140H)
Cao n.i. Tetradecenyl-Octadecenoaf1800H:1-140H:1)
Raps6! (RP) ot Casn 11,7 HexadecanyI-OctadecenEJat (1800H:1-160H)
Casn 33,2 Hexadecenyl-Octadecenoaf{1800H:1-160H:1)
Css:2 67,6 Octadecenyl-Octadecenoat (1800H:1-180H:1)
Cas:n n.i. n. b.
Trilaurin (TL) +++ n. b. n. b. n. b.
Cso:0 n.i. Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)

Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)

Csa10 n.i. Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H
Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H
Tetradecanyl-Heptadecanoat (1700H-140H)

Tripalmitat (TP +++
P (TP) Cazo 2,11 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)

Caso n.i. Hexadecanyl-Octadecanoat (1800H-160H)
Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)

Css0 n.i. Octadecanyl-Octadecanoat  (1800H-180H)
Eicosanyl-Hexadecanoat (1600H-200H)

Mit Trilaurin (TL) war sehr gutes Wachstum, abeineeWE-Produktion nachzuweisen.
Trilaurin besteht aus einem Glycerinmolekil vengsteit drei Dodecanséauremolekilen.
Wird TL gespalten, bleibt-Dodecansaure als einzige C- und E-QuelleAfiijjladensisT9.
Genau wie beim Einsatz vamDodecanséure bei demFettsauren (Tab. 6.7) zeigte der
Stamm T9 mit TL sehr gutes Wachstum, aber keineRkdetuktion. Der Stamm ist also in
der Lage,n-Fettsduren mit einer Kettenlange von 12 C-Atomafzunehmen und zu

verstoffwechseln, wobei er diese jedoch nicht far\WE-Synthese nutzt.
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Durch die Spaltung von Tripalmitat (TP) liegtHexadecansaure als C- und E-Quelle fur
den Stamm T9 vor. Wahrend der Stamm T9raHiexadecansaure als Einzelsubstrat gutes
Wachstum und WE-Produktion zeigte (Tab. 6.7), sahei auf TP nur gut zu wachsen.

Die Mengen an extrahierbaren Wachsestern mit TRSakstrat dagegen waren minimal
(Tab. 6.8). An welcher Stelle im Stoffwechsel (Aalfime oder Spaltung von TP) diese
Limitierung liegt, ist mit den vorliegenden Dateicht nachvollziehbar.

Auf Tripalmitat, das ausschliel3lich Fettsduren hiier Kettenlange als Substrat liefert,
sollte der Verlauf der WE-Produktion dem Verlauf der n-Hexadecansaure entsprechen.
Da die WE-Ausbeute aber so gering war, dass eMi§enur in Spuren nachzuweisen
waren und die Gesamtmenge an WE kaum 2 pug/10 miiKuberschritt, waren die Daten

im Hinblick auf einen bevorzugten Stoffwechselwéthhauswertbar.

Die Bioverfugbarkeit der FS-Anteile der jeweils g@setzten Triacylglyceride ist abhangig
von der Spaltung der Molekile durch die Bakterig@niacylglyceride werden durch
(Triacylglycerol)-Lipasen gespalten. Lipasen simk¥me, die an Phasengrenzen zwischen
hydrophoben Lipidsubstraten und hydrophilem wassnigMedium agieren. Das aktive
Zentrum der Lipasen befindet sich innerhalb desteir® und besteht aus einer
katalytischen Triade, die sich aus den Aminosaugsrin, Histidin und Aspartat
(bzw. Glutamat) zusammensetzt (Jaegeal, 1994). Lipasen spalten die TAG unabhangig
von der Natur der Fettsauren in Glycerin und ff@ésauren (Madigan & Martinko, 2006)
und sind generell in der Lage, die Bildung von WEkatalysieren (Tsujitet al, 1999).
Da gezeigt wurde, da$s. jadensisT9 nicht auf Glycerin wachst (Bruns & Berthe-Corti
1999), stellen die Fettsduren den Substrat-relemaneil des TAG-Molekils dar.

Die Funktion der Lipasen benétigt eine VerbindungQl-Wasser Grenzflachen. Lipasen
kommen als Exoenzyme, periplasmatische Enzyme geleunden an die Zelloberflache
vor (Lengeleret al, 1999). Die Spaltung der TAG kann also (i) extth#ar durch
Ausscheidung der Lipasen ins Medium (Glycerin- &&dKomponenten liegen hierbei frei
im Medium vor und die FS kénnen von den Bakteridameaufgenommen werden),
(ii) zellwandassoziiert (Hydrolyse der TAG erfoltgllwandgebunden, wobei die FS direkt
mit der Spaltung in die Zelle aufgenommen werdeatgrdiii) intrazellular (Spaltung der
Esterbindung erfolgt erst innerhalb der Zelle)tétaten.

Fur den Stamm T9 wurde zellassoziierte und inthalZeé Lipase-Aktivitat nachgewiesen
(Unterreitmeier, 2003).
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Die Aufnahme der Fettsdure-Komponenten aus dencyigiyceriden erfolgt daher
entweder direkt Uber eine zellwandgebundene Spgdteaktion oder die Fettséaure-
Komponenten gelangen uber die Aufnahme der Tridyégid-Molekdile in die Zelle, und
werden dort durch Spaltung der Esterbindungendsstyt. Die Aufnahme von Fettsauren

erfolgt Uber das Transportprotein (Fad L) mit atis@@nder Aktivierung der Molekiile.
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n-Alkohole als Wachsester-Vorlaufer

Die in der Tabelle 6.9 aufgefuhrtemAlkohole wurden als Einzelsubstrate auf ihre

Eignung fur Wachstum und WE-Produktion vlnjadensisT9 getestet.

Tab. 6.9:

Wachstum und Wachsester-Produktion ¥onadensisT9 in Kulturen mitn-Alkoholen als C- und E-Quelle
(jie 1% m/v), mit Angaben zu produzierten Wachsestétonzentration, C-Kettenldnge und Séattigungs-
grad sowie eindeutig nachweisbare Zusammensetzumgeln. = nicht bestimmbar; n. i. = Signal nicht
integrierbar; +++ = sehr gutes Wachstum

produzierte Wachsester
Konz.
C+E-Quelle Trabung | C-Zahl | [Mg/10 m Zusammensetzung
(1% m/v) Kultur]
n-Undecanol (110H) +++ n. b. n. b. n. b.
Coso 62,4 Dodecanyl-Dodecanoat (1200H-120H
n-Dodecanol (120H) +++
Cus0 5,3 Dodecanyl-Hexadecanoat (1600H-120H
Cora 38,8 ’
Cus0 179 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H)
n-Tetradecanol (140H +++ Cos1 8,97 Tetradecanyl-Tetradecenoat (1400H:1-14QH)
Coo0 6,83 Tetradecanyl-Pentadecanoat (1500H-140H)
Cs00 11,8 Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Cs00 65,1 Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)
Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Cso1 4,04 Hexadecanyl-Tetradecenoat (1400H:1-16QH)
Csio 10,2 Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H)
Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H)
n-Hexadecanol (160H +++ Car1 99.5
Csoo 430 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Cs21 23
Cso1 n.i. Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-16QH)
Caso 8,8 Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)
Hexadecany-Octadecanoat (1800H-160H)
Cszo n. i Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Octadecanyl-Tetradecanoat (1400H-180H)
n-Octadecanol (180H) M Caso n. i Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)
Css0 n.i. Octadecanyl-Octadecanoat (1800H-180H)
Caso 32,6 Nonadecanyl-Pentadecanoat (1500H-190H)
n-Nonadecanol (190H +++
Cse0 52,9 Nonadecanyl-Heptadecanoat (1700H-190H)

*
Die Fragmentierung ist mit den normalen Interpietemustern nicht vergleichbar; das Molekilion &dprizwar dafir,
dass es sich um WE handelt, die aber nicht denalen Fragmentierung folgen und bei denen esetiehfalls um
Gemische handeln kénnte



Ergebnisse und Diskussion 87

Unabhangig von der C-Kettenlange erweisen gsiehlkohole fur A. jadensisT9 als
geeignete Substrate in Bezug auf Wachstum und V@HeRtion. Der Stamm T9 zeigte
auf vier von sechs-Alkoholen sehr gutes Wachstum sowie sehr gute \Wiehkktion.
Lediglich aufn-Undecanol undh-Octadecanol wurden wenig bzw. keine WE produziert
(Tab.6.9).

Die hier erhaltenen Ergebnisse lassen auf einenfluBsn der unterschiedlichen
Kettenlangen der Substrate auf die WE-Produktiohlief®en. Vergleicht man die
WE-Produktion aun-Dodecanol,n-Tetradecanol undh-Hexadecanol, erhdht sich diese
in dieser Reihenfolge um einen Faktor von mindest2/b. Mit einer Zunahme der
Substrat-Kettenlange um jeweils eine-Einheit von n-Dodecanol,n-Tetradecanol zu
n-Hexadecanol steigt die Apolaritat deAlkohole, was mdglicherweise die Fahigkeit der
Molektle sich in den hydrophoben Bereich der Memlwimzulagern beginstigt. Letzteres
scheint bei Kettenlangen von £C, die Aufnahme in die Zelle zu erleichtern. Neben de
zur Bildung von Biomasse ndtigen Substratmengeal{en Versuchen wurde eindeutiges
Zellwachstum nachgewiesen) verflgt die Zelle dewigef iber gentigend Substrat, um es
zusatzlich in Form von z. B. WE-Einschlissen zuotégren. Diese Annahme wird durch
die nachweisbar parallel zur steigenden Kettenla(@e-C,s) erhdhte WE-Ausbeute
(Tab. 6.9) gestitzt.

Ein Optimum an produzierten WE wurde hierbei, wietabei dem-Fettsauren, auf einem
Substrat mit 16er Kettenldnge erreicht. PolaritAtd iKettenlange vom-Hexadecanol
scheinen im Hinblick auf die WE-Ausbeute optimad 8orrausetzungen zu erftillen, die
notig sind, umA. jadensisT9 gutes Wachstum und die Bildung von Wachsestern
ermoglichen. Sowohl die Aufnahme als auch die WadBktion scheinen fur Substrate
mit 16 C-Atomen besonders effektiv zu sein. BefFettsduren undi-Alkoholen mit
Kettenlangen von mehr als 16 C-Atomen war keindesmeiSteigerung der WE-Produktion
zu beobachten (Tabellen 6.7 und 6.9). Bei der Veduag vom-Alkoholen mit mehr als
16 C-Atomen sank die Menge an gesamt produziert&n aif n-Octadecanol (Signale
nicht integrierbar) una-Nonadecanol (85,41 pg/10 ml Kultur) deutlich imrileich zum
n-Hexadecanol (640,98 ug/10 ml Kultur). Ergdnzendden Ergebnissen bei Einsatz von
n-Dodecanol,n-Tetradecanol unad-Hexadecanol bestatigt dies ebenfalls die Vermytung
dass die Kettenlange der Substrate (neben deritaglainen maRgeblichen Einfluss auf
die Effektivitdt der Substratnutzung hat (6.3.3bbfddung 6.14 fasst die dargestellten

Ergebnisse noch einmal grafisch zusammen.
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Abb. 6.14:

n-Alkohole:

n-Undecanol (110H)

n-Dodecanol  (120H) ——>
n-Tetradecanol (140H) l:>
n-Hexadecanol (160H) l:>

n-Octadecanol (180H) =——=

n-Nonadecanol (190H) ——— >

<10 pg WE/10 ml Kultur =————
10-50 ug WE/10 ml Kultur —— >
50-200 ug WE/10 ml Kultur &———>>
200-500 pg WE/10 ml Kultur {:>

> 500 pg WE/10 ml Kultur :>

Schematische Darstellung zur Verdeutlichung des Hatacns und der vor\. jadensisT9 produzierte
Wachsester-Mengen atfAlkoholen mit unterschiedlichen Kettenlangen albh&rat; die Pfeilstarken geben

zum einen das Wachstum des Stammes auf den jesvetigbstraten wieder (schwarz) und zum andergn die
Konzentrationsbereiche der produzierten Wachs®ééteigen, die vom Stamm T9 auf den jeweili

Substraten produziert wurden (turkis)

=

hen

Eine wachstumsgekoppelte WE-Produktion wurde ahnliie bei dem-Fettsduren nicht

festgestellt, da-Undecanol una-Octadecanol im Gegensatz zu den anderen eingasetzt

n-Alkoholen zwar zu sehr gutem Wachstum flhrtenr aue keiner bzw. sehr geringer
WE-Produktion (Abb. 6.14). Ein Nachweis Uber Waahsder Zellen auf Substraten ohne
nachweisbare WE-Produktion |asst darauf schlie@ass die Bakterienzellen die Substrate

aufnehmen und Uberwiegend in den Bau- und Eneofiesichsel einschleusen. Die

Funktion der Substrate als jeweils einzige C- urQuelle fir Wachstum lasst ebenfalls

Ruckschlisse auf eine bakterielle Metabolisieruber iden Bau- und Energiestoffwechsel

ZU.
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Beim Wachstum vo\. jadensisT9 aufn-Alkoholen als Einzelsubstrat wurden Produkte
gebildet, aus denen sich schliel3en lasst, dasSutlistrate weitere Reaktionsmechanismen
vor ihrer Nutzung fir die WE-Synthese aktivieremi Benn-Fettsduren und beim Rapsoél
wurden bereits direkte Veresterung (ohne Verandgder C-Kettenldnge) von Substrat
und dessen korrespondierendem Alkohol sowie Ke#ttivzungen vor der Veresterung
nachgewiesen (S. 82; AbschnittFettsduren, Raps6l und Triacylglyceride als WE-
Vorlaufer). Die direkte Veresterung von Substradl lorrespondierender Fettséaure ist bei
den n-Alkoholen, analog zu dem-Fettsduren, der bevorzugte Reaktionsmechanismus.
Auf n-Tetradecanol z. B. macht der aus der direkten dfereng von Substrat und
korrespondierender Fettsaure entstehende WachseSatradecanyl-Tetradecanoat
(1400H/140H) 73% der gesamt produzierten Wachsemier Bei denn-Alkoholen
wurden zusatzlich Kettenverlangerungen und dieuBitdeiner DB in der C-Kette durch
Desaturase-Aktivitat nachgewiesen (Tab. 6.9). Ke#dangerungen, wie auch
Kettenverkurzungen, wurden sowohl bei den FS- alshaden Alkoholanteilen der
produzierten WE nachgewiesen, wahrend die durchatDesse-Aktivitat entstandene
einfache Unsattigung sich nicht in der Alkoholkompote des WE, sondern in
der korrespondierenden FS-Komponente befindet. Béttigungsgrad der einfach
ungesattigten WE, die vorA. jadensis T9 auf n-Alkoholen produziert wurden
(Tab. 6.9) wird durch die Fettsaure-Anteile vordege Obwohl in der
FS-Zusammensetzung vk jadensisT9 die einfach ungesittigten FS Hexadecensaure
(13,5%) und Octadecensaure (20,7%) nachweisbar (8nths & Berthe-Corti, 1999),
deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dahan, dass der Hauptanteil der
Fettsauren durch Oxidation der Alkoholsubstrate ayeven wird (s. 0.). Der Stamm T9
produziert auh-Fettsduren keine einfach ungesattigten WE (Tat), @aher ist erkennbar,
dass weder ungesattigte Fettsduren aus dem Zbilstbfsel direkt in die WE-Synthese
eingehen nochn-Fettsauren als Substrat vor der WE-Synthese desatuverden.
Auf n-Alkoholen dagegen produziert der Stamm T9 einfadgesattigte WE, deren
FS-Anteile eine Doppelbindung enthalten und soneh dsattigungsgrad bestimmen
(Tab. 6.9). Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass-dikohole die Desaturase in der
Zelle aktivieren, zur Fettsauren oxidiert werdend uanschlieBend evtl. durch die
3-Oxidation verkurzt werden. Die aerobe Synthese einfach ungesattigten Fettsauren
erfordert die Entfernung von zwei H-Atomen aus Aeyl-Kette (Zajic & Mahomedy,
1984).
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Diese Reaktion bendtigt molekularen Sauerstoff NWdDPH bzw. NADH. Das Enzym,
das diese Reaktion katalysiert, ist eine Desatumisebei Tieren, Pilzen und Bakterien
spezifisch fir CoA-Derivate der Fettsauren ist.

Beim Einsatz von Substraten mit geradzahliger Ké&itegge entstehen Saure- bzw.
Alkoholkomponenten mit ungeradzahliger Kettenlamgedeutlich geringeren Anteilen als
solche mit geradzahliger Kettenlange. Bei Subsirat# ungeradzahliger Kettenlange, wie
z. B. 190H, werden vor allem Fettsduren mit ungerathzahl C-Atomen, wie 1500H
oder 1700H, infolge der oben bereits erwahnten Albspg von G-Einheiten gebildet.
Dies lasst, wie bei den einfach ungeséttigten Westhsn, den Schluss zu, ddsgadensis
T9 den Hauptanteil der Fettsauren direkt durch @t des Substrates gewinnt und diese
dann Uber die [-Oxidation umy-Einheiten verkirzt werden. Aui-Tetradecanol und
n-Hexadecanol produzierte der Stamm T9 ebenfallsitEungeradzahliger Kettenlange
(Tab. 6.9). Die ungeradzahlige Kettenlange wirdridee durch die FS-Komponente
vorgegeben. FS mit ungeradzahliger Kettenlangdedréga bei Bakterien durch die direkte
Einfuhrung verschiedener Initiationsmolekile (z. Bropionyl-CoA) in die Fettsaure-
biosynthese (Madigan & Martinko, 2006). Zellen @=&kteriumsPseudomonas opacus

B. produzieren TAG-Einschlisse, deren Fettsdurejkoranten deutlich mehr ungerade
C-Ketten aufweisen, wenn die Bakterien auf Proons kultiviert werden (Waltermann
& Steinbichel, 2005a). Bruns & Berthe-Corti (199Rdnnten innerhalb der FS-
Zusammensetzung voA. jadensisT9 keine Fettsduren mit ungerader Anzahl C-Atome
nachweisen. Da die FS-Zusammensetzung aber abhdstgigon den Kultivierungs-
bedingungen, ist es denkbar, dass die in den defiéchgen Versuchen bakteriell
produzierten WE mit ungerader FS-Komponente audts&eaen enthalten (Tabellen 6.7,
6.8 und 6.9), die direkt aus der FS-Biosynthese nointit aus der Umwandlung des
eingesetztem-Alkohols stammen. Die Elongation von FettsaurenBakterien erfolgt
durch fortfUhrende Reaktionen der FS-Biosyntheserl@igerung um £Einheiten),
wobei Synthasen unterschiedlicher Spezifitat akkvden. Uber welche Reaktionsabfolge
die Verlangerungen der Alkoholanteile der produeieMWE stattfinden ist unbekannt.

Wie vielfaltig die bakterielle WE-Produktion schbaim Einsatz von Einzelsubstraten sein
kann, ist in Abbildung 6.15 dargestellt. Uber diessBmmung der Zusammensetzungen der
produzierten WE lassen sich Riickschlisse auf eRegktionswege in der Zelle ziehen.
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Abb. 6.15:
Schematische Darstellung von angenommenen Wach&sithesewegen in der Bakterienzelle, |die
anhand der vorliegenden Ergebnisse postuliert weldimnen; die Stoffwechselvielfalt der bakteriellen
Wachsester-Produktion ist exemplarisch ann{flexadecansaure (blau) und (ii}Hexadecanol (grin
dargestellt; weitere mdgliche Reaktionswege siralignit gestrichelten Pfeilen dargestellt; Trangpaitein
fur FS (Fad L), Protein zur FS-Aktivierung (Fad D)

~

Uber die bakterielle Aufnahme von Alkoholen in digelle ist wenig bekannt.
Bei Untersuchungen von bakteriell produzierten isopid-WE mit Phytol als einziger
C- und E-Quelle z. B. blieb die Art der Alkoholaaime ungeklart (Holtzapple &
Schmidt-Dannert, 2007). Die im Rahmen dieser Arbgialtenen Ergebnisse, die u. a. die
Zusammensetzung von WE beschreiben die auf unteddidhen Substraten von
A. jadensisT9 produziert wurden, deuten darauf hin, dasdlkohole als Substrat in
ausreichender Menge in den bakteriellen Stoffwddeslangen. Dies hatte einen positiven
Einfluss auf die Menge der produzierten WE. Fragheerbei ist, genau wie vorher bei den
n-Fettsduren beschrieben, ob die WE-EinschlisseRaservestoffspeicherung dienen,
oder dem Schutz vor einem evtl. toxischen Substbarschuss in der Zelle.

Das in vielen Bakterien fur die Wachsester-Produktiverantwortliche Enzym
Wachsester Synthase/Acyl-CoA:Diacylglycerol Acyiséerase (WS/DGAT) nutzt
Fettalkohole (Alkohole, die einen wesentlichen Bedteil der Fette bilden) als Substrat
(Kalscheueket al, 2004).
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Dabei ist die WS/DGAT recht unspezifisch, was di&&ltenlangen und den Sattigungs-
grad der Fettalkohole betrifft. Waltermamt al (2007) beschreiben, dass das Enzym
WS/DGAT Alkohole mit Kettenlangen zwischen, Gnd Gy als Acyl-Akzeptoren nutzt.
Sie bestimmten inin vitro-Versuchen die hodchste Aktivitat der WS/DGAT mit
Alkoholen der Kettenlange 1¢Cig. Primére lineare Alkohole werden mit héherer
spezifischer Aktivitdt des Enzyms umgesetzt als usdire Alkohole. Ist die
Hydroxylgruppe der linearen Alkohole an terminaRasition im Molekul lokalisiert, ist
sie fur das Enzym besser verfluigbar, als wenn seehgdroxylgruppe an anderer Stelle im
Molekul befindet (Waltermanet al, 2007).A. jadensisT9 hat die gréf3ten Mengen an
Wachsestern aum-Alkoholen mit Kettenlangen zwischen;Cund Gg produziert. Das
grofite WE-Spektrum produzierte der Stamm T9 auhgmen linearen Alkoholsubstraten
mit Kettenlangen zwischen;und Gg (Tab. 6.9). Diese entsprechen den C-Kettenlangen,
bei denen fur die WS/DGAT die hochste Aktivitat tormsnt wurde, was darauf hindeutet,
dassA. jadensisT9 ebenfalls ein solches bzw. vergleichbares Enfiyndie WE-Synthese

besitzt.

Bei dem Einsatz von Einzelsubstraten verschiedehgostanzklassen erwiesen sich
n-Alkohole (im Bereich zwischen &C,) als geeignetere Substrate ai§ettsauren (im
Bereich zwischen G-C;9) im Hinblick auf Wachstum und WE-Produktion vAnjadensis
T9 (Abbildungen 6.12 und 6.14). Die Menge an baktepebduzierten Wachsestern war
auf denn-Alkoholen bis um das 12-fache hoher als auf Wiéiettsauren. Daraus lasst sich
schlie3en, dass-Alkohole fur den Stamm T9 ein bevorzugtes Subzwat/VE-Produktion
sind. Mdgliche Ursachen hierfir sind, dass die agoenn-Alkohole wahrscheinlich tber
passive Transportmechanismen in die Zelle gelang@hyendn-Fettsduren ein aktives
Transportsystem bendétigen, was Energie verbrauobt inre Aufnahmemaglichkeiten
limitiert. Der Energieaufwand der Aufnahme von rit&uren und n-Alkoholen sowie die
initiale Oxidation vom-Alkoholen undn-Fettsauren, konnten einen weiteren Grund fir die
bevorzugte Aufnahme den-Alkohole beinhalten. Aufnahme und Aktivierung der
n-Fettsduren fir den Stoffwechsel verbrauchen Eegrgidahrend die Oxidation des
Alkohols Energie generiert.

Alkohole (G-C,0) beeinflussen direkt die Membran-Fluiditat durctgliche Interaktionen
mit der Membran, wobei sich Toxizitat und Anderumgker FS-Zusammensetzung in der

Zelle entgegengesetzt zur Kettenlange des Alkolesisalten (Ingram, 1976).
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Die haufig beschriebene Toxizitat von Alkoholen+Gg) fur Bakterien ist abhéngig von
der Konzentration des eingesetzten Alkohols (Ingi&nButtke, 1984). Die Autoren
beschreiben, dass Alkohole mit Kettenlangen vonrnaét 10 C-Atomen als Inhibitoren
nicht effektiv sind. Das bedeutet, dass die inatidgbeit eingesetzten Konzentrationen an
n-Alkoholen als Substrat (1% m/v) aufgrund des naghgsenen Zellwachstums unter
einer potentiell toxischen Konzentration liegen roake n-Alkohole aufgrund ihrer
langeren C-Ketten nur in sehr hohen Konzentratidorisch fur die Zellen sind.

Weitere toxische Auswirkungen von Alkoholen auf Balenzellen kénnen neben einer
veranderten Membran-Fluiditdét auch Verdanderungen Membran-Proteine oder der
Membran-Hydrophobizitat sein (Sikkeratal, 1995).

n-Alkane/Alkene als WE-Vorlaufer

Die in dieser Arbeit als Substrat eingesetzteAlkane/Alkene sind in Tabelle 6.10

aufgefiuhrt.

Tab. 6.10:

Wachstum und Wachsester-Produktion vanjadensisT9 in Kulturen mitn-Alkanen/Alkenen als C- und
E-Quelle (je 1% m/v) mit Angaben zu produzierten dhsestern: Konzentration, C-Kettenlange und
Sattigungsgrad sowie eindeutig nachweisbare Zusasetreungen; n. b. = nicht bestimmbar; n. i. = Signa
nicht integrierbar; +++ = sehr gutes Wachstum

produzierte Wachsester
Konz.
C+E-Quelle Tribung | C-Zahl | [Mg/10 m Zusammensetzung
(1% m/v) Kultur]
Cso0 1,58 Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)
Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Cszo 38,5 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Cso1 14,0 Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-160H)
Hexadecan (16:0 +++
Cszo 15,8 Heptadecanyl-Hexadecanoat (1600H-170H)
Hexadecanyl-Heptadecanoat (170O0H-160H)
Caso n.i. Hexadecanyl-Octadecanoat (1800H-160H)
Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)
Csoo n.i. Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Hexadecen (16:1 I Cso 11,3 Hexadecenyl-Hexadecenoat (1600H:1-160H:1)
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n-Hexadecan und-Hexadecen sind gute Substrate fir das WachstunmAvgadensisT9.

Die WE-Produktion auf diesen Substraten war jedadnau wie die Produktion auf
n-Fettsauren, im Vergleich zur WE-Produktion aufAlkoholen eher gering.
Eine Konzentration von ca. 70 pg/10 ml Kultur wurtieerbei nicht tberschritten
(Tab. 6.10), wahrend aufi-Alkoholen bis zu 640 pg/10 ml Kultur erreicht werd

(Tab. 6.9). Da es sich beim eingesetzteAlkan um ein Substrat mit 16 C-Atomen
handelt und fur Substrate mit 16er Kettenlangenogié Aufnahme und WE-Produktion
vermutet werden (6.3.3), spielt die WE-Produktioei ller Verstoffwechselung von

n-Hexadecan unter den gegebenen Kulturbedingungenebier untergeordnete Rolle.

Unabhangig von der geringen WE-Konzentration geden produzierten Wachsester
Aufschluss Uber den Metabolismus der Substrateitv@r Nutzung zur WE-Synthese.
Bei n-Hexadecan als Substrat finden direkte Veresterdieg aus demn-Alkan
entstandenen Fettsauren und Alkohole sowie vorderiglettenverlangerung,
Kettenverkirzung und Desaturierung statt. Kettekivmung und Kettenverlangerung
betreffen hierbei sowohl den FS-Anteil der WE alstaden Alkoholanteil. Die direkte
Veresterung von den durch Oxidation aus detAlkan/Alken entstandenen FS- und
Alkoholkomponenten ist, wie fur dien-Fettsauren und dem-Alkoholen ebenfalls
nachgewiesen (6.3.3), der bevorzugte Reaktionsmeshas. Auf n-Hexadecan
produziertA. jadensisT9 zu gut 55% Hexadecanyl-Hexadecanoat (16100H/)a®id auf
n-Hexadecen fast ausschliel3lich Hexadecenyl-HexadategTab. 6.10). Hierbei wurde
gezeigt, dass dien-Alkane im Wachsester-Stoffwechsel den gleichen kReas-
mechanismen unterliegen wie die als Einzelsubs@maftgenommenem-Alkohole, was
hdchstwahrscheinlich in der initialen Oxidation deAlkane zumn-Alkohol begriindet
liegt. Ishige et al (2003) beschreiben den bakteriellen Synthesewagy WE bei
Wachstum auh-Alkanen (Abb. 1.2).

Auch fur diese Substrate wird eine vergleichendest@dung von Wachstum und
WE-Produktion des Stammes T9 in Abbildung 6.16 gege
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n-Alkan/Alken:

— n-Hexadecan —

Wachstum/

andere
Stoffwechselwege — n-Hexadecen ————~

< 10 pg WE/10 ml Kultur =———

10-50 pug WE/10 ml Kultur ——— >
Dk =+ geringes Wachstum 50-200 jg WE/LO ml Kultur ">
*----- =+ mittelméaRiges Wachstum| Ko v
«—— = ++  deutliches Wachstum 200-500 p1g WE/10 ml Kultur {::>
4——— = ++-+++ gutes Wachstum
@ = +++  sehr gutes Wachstum > 500 pug WE/10 ml Kultur :>
Abb. 6.16:

Schematische Darstellung zur Verdeutlichung des Hatacns und der vor\. jadensisT9 produzierten
Wachsester-Mengen beim Einsatz eineslkans/Alkens als Substrat; die Pfeilstarken gebem einen das
Wachstum des Stammes auf den jeweiligen Substrateder (schwarz) und zum anderen |die
Konzentrationsbereiche der produzierten WE-Mengk®,vom Stamm T9 auf den jeweiligen Substraten
produziert wurden (turkis)

In marinen Habitaten ist der Abbau von unalkanen abhangig von unterschiedlichen
Bedingungen, wie z. B. Temperatur, Nahrstoffgehatttkommen von Mikroorganismen
oder Sauerstoffgehalt (Atlas, 1981; Berthe-Corti&pner, 2005). Die-Alkane zeigen im
Vergleich zu vielen anderen Kohlenwasserstoffen dichste Anfalligkeit fir den
bakteriellen Abbau. Aufnahme und Abbau ve#lkanen durch Bakterien sind ebenfalls
stark abhangig von ihrer Substratoberflache im uegden Medium und ihrer
Bioverfugbarkeit (Leahy & Colwell, 1990). Die schlge Ldslichkeit der bei den
gegebenen Kultivierungsbedingungen (Methoden 4flii8sigenn-Alkane (-Hexadecan
und n-Hexadecen) im wassrigen Medium stellt ein ProbiemHinblick auf den Kontakt
der Zellen zur einzigen C- und E-Quelle und soriit das bakterielle Wachstum dar.
Aufgrund der niedrigen Wasserloslichkeit ist dabei gutem Wachstum die alleinige
Nutzung des im wassrigen Medium tatsdchlich getbSabstrates auszuschlie3en. Ein
wichtiger Mechanismus ist die Bildung einer Emufsimit kleinen Substrattropfen
(Macroemulsion) bis hin zu anndhernder ,Losung“ d8sbstrates im Medium

(Microemulsion).
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Substrathaltige Mizellen, die als Substrat-Resesvhir die Zellen dienen, werden Uber
bakteriell produzierte Biotenside gebildet. Dieteiehtert den Kontakt der Zellen zum
Substrat und dessen Aufnahme (Singer & Finnert8419Die Anheftung des Gram-
negativen BakteriumAcinetobacteisp. HO1-N zB. an Kohlenwasserstoffe, die fur dieses
Bakterium nicht verwertbar sind, deutet auf relativmspezifische hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Bakterien- und Substeftizhe hin. Zusatzlich produziert
der Stamm auf Hexadecan mehr extrazellulare Phépmey die die Emulgierung des
Alkans fordern (Singer & Finnerty, 1984). Fiur dieufAahme des Substrates nutzt
Acinetobactersp. HO1-N auf3erdem Vesikel mit geldstem Hexadedaren Inhalt durch
Fusion mit der Zellmembran in die Zelle gelangt wald Kohlenwasserstoffeinschluss
gelagert wird. In Abbildung 6.7 ist deutlich zu enken, dass auch die Zellen von
A. jadensisT9 direkten Kontakt zu dem als Tropfen vorliegean@golaren Ol herstellen,
um dieses als Substrat zu nutzen.

Die n-Alkane sind unabhéangig von ihrer Kettenlange sgfular, was eine Einlagerung in
die apolare Membran der Zellen erleichtert. Dentdiaglle Abbau vom-Alkanen ist nicht
einheitlich. Verschiedene Enzyme, die die Oxidatiam Alkanen katalysieren, werden
beschrieben. Die Oxidation dafAlkane kann z. B. durch eine Monooxygenase erfglge
die mit Elektronen-Ubertragern wie dem Cytochrom3®-System oder dem Rubredoxin-
System verbunden ist (Singer & Finnerty, 1984). rbi#¢ entsteht der zunm-Alkan
korrespondierende-Alkohol. Auch die Oxidation Uber eine Dioxygenasegdurch das
n-Alkan eine Umwandlung zum Hydroperoxyd mit anseRénder Reduktion zum
Alkohol durchlauft, ist beschrieben (Berthe-Corti Retzner, 2002). Die subterminale
Oxidation desn-Alkans am C2 durch eine Monooxygenase ergibt sadwen Alkohole.
Van Beilen et al (1992) beschreiben den Alkan-Hydroxylase-Komple&i dem
Gram-negativen BakteriurPseudomonas oleovoranBieser setzt sich zusammen aus
einer Alkan-Hydroxylase, die die Oxidation von Afiean katalysiert und dem Rubredoxin,
das Elektronen von der NADH-abhangigen RubredoxadiRtase auf die Alkan-
Hydroxylase Ubertragt. Ishiget al (2003) beschreiben bei dem Bakterideinetobacter
sp. M-1 unterschiedliche Alkan-Hydroxylasen, diehatgig von der Kettenlange der
Substrate (sehr langkettige Alkane ;zClangkettige Alkane <g) induktiv exprimiert
werden. Die Rubredoxin- und Rubredoxin-Reduktaseiplexe dagegen sind unabhangig

von den Kettenlangen, da sie konstitutiv exprimestden.
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6.3.2.2 (Zwei-)Komponentengemische als Wachsestdgiuvfer

n-Alkohole + Rapsol als Wachsester-Vorlaufer

Als Erweiterung von Einzelkomponenten als WE-Voi#iun der Kultivierung wurden
Gemische als Vorlauferkombinationen eingesetztsioh n-Alkohole als Einzelsubstrate
fur Wachstum und WE-Produktion am besten eignetemden sie nun jeweils im
Gemisch mit Rapsol verwendet. Auf die Zusammensegtxon Rapsol wurde bereits unter
6.3.2.1 eingegangen (Tab. 6.1), es entspricht Badplich einem Gemisch aus Triacyl-
glyceriden. Rapso6l hat sich im Rahmen der vorliegenArbeit als geeignetes Substrat fur
die WE-Produktion vorA. jadensisT9 erwiesen (6.1.3), das als ,Rohstoff* mit baldkkr
produzierten WE angereichert werden sollte (6.4).Mordergrund fir den Einsatz im
Gemisch stand, ob hierbei eine Steigerung der Wighiktion oder eine Verdnderung des
WE-Spektrums erreicht werden kann.

Die Kombination von gut metabolisierbareiAlkoholen mit Raps6él war daher sowohl im
Hinblick auf die Durchfihrung des Projektes alstaatif ein gezieltes Schneidern von
bakteriell produzierten WE interessant. Hierfir dem n-Alkohole mit C-Ketten im
Bereich von G-C;9im Gemisch mit RP eingesetzt. DeAlkohole n-Dodecanol (120H),
n-Tetradecanol (140H)n-Hexadecanol (160H) und-Nonadecanol (190H) wurden
jeweils mit gleichem Anteil Rapsdl eingesetzt (Téld1). Von den Ansatzen 120H + RP,
140H + RP und 160H + RP wurden je drei Parallelageaetzt. In Bezug auf Wachstum,
DC- und GC-Analysen (Daten nicht dargestellt) stiemndie Ergebnisse der jeweiligen
Parallelen sehr gut Uberein, was auf eine gute delegierbarkeit der Bedingungen und

Ergebnisse hinweist.
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Tab. 6.11: Wachstum und Wachsester-Produktion VanjadensisT9 in Kulturen mit Zweikomponenten-

gemischen aus-Alkohol + Rapsoél als C- und E-Quelle (je 1% m/sgmt) mit Angaben zu produzierten
Wachsestern: Konzentration, C-Kettenlange und @étfjisgrad sowie eindeutig nachweisbare Zusammen-

setzungen; RP = Rapsdl; n. b. = nicht bestimmbars gutes Wachstum; +++ = sehr gutes Wachstum

produzierte Wachsester

C+E-Quelle Tribung | C-Zahl | Konz. Zusammensetzung
(1% m/v gesamt) [1g/10 ml Kultur]
Caoso 236 Dodecanyl-Dodecanoat (1200H-120H)
120H + RP +++
Cos.0 20,6 Dodecanyl-Hexadecanoat  (1600H-120H)
Cy70 37,1 Tetradecanyl-Tridecanoat  (1300H-140H)
Tridecanyl-Tetradecanoat  (1400H-130H)
Cos 771 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H)
140H +RP A Cog1 26 Tetradecanyl-Tetradecenoat (1400H:1-140H)
Cso:0 47,2 Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Caoq 51,2 Tetradecanyl-Octadecenoat (1800H:1-140H)
Cos0 2,96 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H)
Dodecanyl-Hexadecanoat  (1600OH-120H)
Cao:0 25,9 Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)
Cai 7,44 Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H)
Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H)
160H + RP +++
Cazo 144 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Caoq 19,2 Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-160H)
Caso 9,19 Hexadecanyl-Octadecanoat (1800H-160H)
Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)
Casn 37,4 Hexadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-160H)
Caso 8,9 Nonadecanyl-Pentadecanoat (1500H-190H)
Casn 5,4 Hexadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-160H)
Nonadecenyl-Pentadecanoat (1500H-190H:1
Caao 5,82 n. b.
Csso 3,72 Nonadecanyl-Hexadecanoat (1600H-190H)
Cas1 6,67 Nonadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-190H)
Cse0 16,4 Nonadecanyl-Heptadecanoat (1700H-190H)
190H +RP SR Css1 12,7 Octadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-180H)
Nonadecanyl-Heptadecenoat (1700H:1-190H)
Css:2 14,17 Octadecenyl-Octadecenoat (1800H:1-180H:
Nonadecenyl-Heptadecenoat (1700H:1-190H:
Cs71 56,5 Nonadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-190H)
Cs7: 4,23 n. b.
Caso 4,62 Nonadecanyl-Nonadecanoat (1900H-190H)
Cag1 6,6 n. b.

1)
1)
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Der Einsatz vom-Dodecanol bzwn-Tetradecanol mit Rapsoél fuhrte zu einer Steigerung
der WE-Produktion. Im Vergleich zum jeweiligen Edtsubstratn-Dodecanol bzw.
n-Tetradecanol (Tab. 6.9) stieg die Menge der A&ofadensisT9 produzierten Haupt-WE
(Ca4 bzw. Gg) um das ca. Vierfache, wobei in allen Anséatzerejésasehr gutes Wachstum
zu verzeichnen war. Neben den Haupt-WE wurden vwam® T9 auf den Gemischen
120H + RP und 140H + RP auch die WE anderer Kéttgan in bis zu vierfacher
Menge gegeniber den Einzelsubstraten produzieti. (84.1). Es ist anzunehmen, dass
das Raps6l in diesem Fall als eine Art Losungsu#emifir die Alkohol-Substrate
fungiert, da diese Komponenten hohe Octanol-Wdsseffizienten (K-Wert)
aufweisen und somit in apolaren Medien wie Ol bessslich sind als im wassrigen
Kulturmedium. Fir n-Dodecanol liegt dieser Wert bei logoK = 5,13 und flr
n-Tetradecanol bei log g = 6,03 (http://toxnet.nim.nih.gov - HSDB; 2010). Xeinfluss
des Rapsodles erleichtert wahrscheinlich die Aufraldiern-Alkohole in die Zellen.

Anhand der Ergebnisse kann nicht eindeutig gekartlen, welches Substrat im Gemisch
die Bioverfugbarkeit des anderen starker beeinfluBgee Ergebnisse lassen allerdings
Ruckschlisse zu, dags jadensisT9 sowohl dien-Alkohole als auch das Rapsol aus den
jeweiligen Gemischen fur die WE-Synthese nutzt. Algih Gemischen 120H + RP,
140H + RP und 160H + RP produziert der Stamm T®naten auf den-Alkoholen als
Einzelsubstrat bereits nachgewiesenen jeweiligerupH/E Dodecanyl-Dodecanoat
(1200H/120H), Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400HH¥Ound Hexadecanyl-
Hexadecanoat (1600H/160H; Tab. 6.9) Wachsesterzaigites Hauptprodukt, die
Octadecensaure als FS-Anteil enthalten (Tab. 6Bdi)der Kultivierung vorA. jadensis
T9 auf Raps6l als ,Einzelsubstrat® wurde bereitzejgt, dass der Stamm T9 die
uberwiegend im Rapsdl enthaltene OctadecensauredemsOl aufnimmt und fur die
WE-Synthese nutzt (S. 82; AbschnittFettsduren, Raps6l und Triacylglyceride als
WE-Vorlaufer). Weiterhin ergaben Versuche miAlkoholen (120H, 140H und 160H)
als Einzelsubstrat ausschlie3lich WE, die keinea@stensaure enthielten (Tab. 6.9), was
bedeutet, dass der Stamm T9 die Octadecensaudeb¥erwendung der oben genannten
Gemische aus dem Rapsol aufnimmt und fur die WEHege nutzt. Vergleicht man
dagegen die Konzentrationen der jeweils produzerttaupt-WE und der zweiten
WE-Hauptprodukte (s. 0.), spricht vieles dafiir,sddas Rapsdl, wie oben beschrieben die

Bioverfugbarkeit den-Alkohole beeinflusst und nicht umgekehrt.
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Dies fihrt zu einer hoheren Produktion der Haupt-Wikd ist bei den Substraten
n-Dodecanol undn-Tetradecanol im jeweiligen Gemisch mit Rapsol adhader
dominierenden Syntheseproduktes& und Gg belegt. Die n-Alkohole werden im
Gemisch mit Rapsdl bezogen auf die WE-Syntheserbagbverwendet und gleichzeitig

deponiert.

Interessant ist, das&. jadensis T9 im Vergleich zum EinzelsubstratDodecanol auf
einem Gemisch aus-Dodecanol + RP deutlich hthere Konzentrationen\&athsestern
im gleichen Mengenverhaltnis produziert, wobei dissammensetzungen dieser WE aber
identisch sind (Tabellen 6.9 und 6.11). Es werdavejls nur die Wachsester Dodecanyl-
Dodecanoat (1200H/120H) und um ein 12faches wenigedecanyl-Hexadecanoat
(1200H/160H) gebildet. Daraus lasst sich schlielflEgs der Stamm T9 auf diesem
Gemisch ausschliel3lich danAlkohol (120H) fir die WE-Synthese verwendet, wobe
dessen Bioverfugbarkeit fur die WE-Synthese durat Rapsol deutlich gesteigert wird.
Bei 140H und 160H im jeweiligen Gemisch mit Rapaéiterscheiden sich die
Zusammensetzungen der produzierten Wachsester eforZdsammensetzungen der auf
dem jeweiligen Einzelsubstrat (140H oder 160H) pmerten WE. Im Gemisch mit
Rapsol wurden z. B. WE produziert, die als FS-ArDatadecenséure enthalten, was auf
keinem der eingesetztemAlkohole als Einzelsubstrat der Fall war. Dies eustiitzt
wiederum die Aussage, dass der Stamm T9 sowohldaof ,Einzelsubstrat® Rapsol
(S. 82; Abschnitin-Fettsauren, Rapsdl und Triacylglyceride als WEdier) als auch
auf 140H und 160H im jeweiligen Gemisch mit Raps@@. 99; Abschnitt
n-Alkohole + Rapsol als WE-Vorlaufer) Octadecensdaus dem Rapsol aufnimmt und

diese in die WE-Synthese einschleust.

Auf n-Nonadecanol mit RapsoOl produzierfe. jadensis T9 geringere Mengen der
vergleichbaren WE, aber ein wesentlich groRereskiB8pa an WE als auf dem
Einzelsubstrah-Nonadecanol. Die Menge der insgesamt produziéi&nnahm so leicht

zu, und es entstanden mehr WE unterschiedlicheteKlénhge (Tabellen 6.9 und 6.11).
Sogar der beim Einzelsubstrat 190H fehlende Haulpt-@g.o ist auf dem Gemisch

190H + RP deutlich nachweisbar.
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Auch hier konnte, wie vorher bereits vermutet (8, Abschnittn-Alkohole + Rapsdl als
WE-Vorlaufer), eine Anderung des Ldsungsverhaltéesn-Alkohols durch das Rapsdl
den Ausschlag gegeben haben, wodurch die Aufnalesie-Nonadecanols und die daraus

resultierende Bildung von Sekundarprodukten (WEigntert wurden.

Abbildung 6.17 stellt die in den Kulturansatzen igkdien Sekundéarmetaboliten (WE)
von A. jadensisT9 auf Gemischen aus Rapso6ln+Alkoholen unterschiedlich langer
C-Ketten schematisch gegeniber.

Bei Einsatz von einem Substratgemisch wveHexadecanol + Rapsdl (Tab. 6.11) war,
ahnlich wie dies bei dem Einsaton n-Alkoholen oder Rapsdl als Einzelsubstrat

nachgewiesen wurde, sehr gutes Wachstum zu venegiqfTabellen 6.8 und 6.9).

n-Alkohole +
Rapsbl (RP):
n-Dodecanol + RP [T
Wachstum/
andere n-Tetradecanol + RP |:>
Stoffwechselwege
n-Hexadecanol + RP |:>

n-Nonadecanol + RP ——— >

<10 pg WE/10 ml Kultur =——

10-50 pug WE/10 ml Kultur —— >
------ = -+ geringes Wachstum
DI - mitelmaiges Wachstum 50-200 pg WE/L0 mi Kultur T———>>
— = 4+ deutliches Wachstum 200-500 pig WE/L0 mi Kultur :>
4——— = ++-+++ gutes Wachstum
G— =+t sehr gutes Wachstum > 500 pg WE/10 ml Kultur :>
Abb. 6.17:

Schematische Darstellung zur Verdeutlichung des hatacns und den voA. jadensisT9 produzierte
Wachsester-Mengen aunfAlkoholen im Gemisch mit Rapsél (RP); die Pfeitk&n geben zum einen das

Wachstum des Stammes auf den jeweiligen Substriggkem wieder (schwarz) und zum anderen| die
Konzentrationsbereiche der produzierten Wachséééesigen, die vom Stamm T9 auf den jeweiligen
Substratgemischen produziert wurden (turkis)
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In diesen Versuchsansatzen fihrte der Einsatz dbsti@tgemisches zu einer Abnahme
des Haupt-Wachsesterszfg wie auch der gesamt produzierten WE um das &afa2he

im Vergleich zum Einzelsubstrat-Hexadecanol (Tab. 6.9). Die vorher beschriebene
Funktion des Rapsoéles als eine Art Loésungsvermititdeint in diesem Versuchsansatz
vermindert.

Bei der Verwendung als Einzelsubstrat konnte gézaeayden, das#\. jadensisT9 auf
n-Hexadecanol vergleichsweise grol3e Mengen an Wasigtee produziert (Tab6.9),
weshalbn-Hexadecanol ala-Alkohol mit 16 C-Atomen (S. 107; Abschnitt Subséranit
Kettenlangen von 16 C-Atomen als WE-Vorlaufer un8.3) fur den Stamm T9 im
Hinblick auf WE-Produktion und Ausbeute ein optiembBubstrat zu sein scheint.

Auf einem Gemisch vom-Hexadecanol und Rapsél (TAG) nehmen die Bakteelksnz
maoglicherweise beide Substrate parallel auf, wadebiet, dass die Substrate um die
Aufnahme in die Zelle konkurrieren. Infolge desszfolgt eine verminderte Aufnahme
desn-Hexadecanols im Vergleich zum Angebot veiexadecanol als alleinige C- und
E-Quelle was eine ebenfalls verminderte WE-Produkizur Folge hat. Somit gelangen
zusatzlich zumm-Hexadecanol auch andere Substanzen in die Ze#ibetsBestandteile
des Rapsoles in Stoffwechselwege der Zelle einnidiet mit der WE-Synthese korreliert
sind, fuohrt dies im Zusammenhang mit einer gerieagerAufnahmemenge an
n-Hexadecanol trotzdem zu einer Verringerung der RV&duktion. Jegliches im
Gemisch mit dem optimalen SubstraHexadecanol eingesetzte Substrat behinderte die
optimale Nutzung des-Alkohols. Wichtige Prozesse wie Substrataufnahvelauf der
Substratmetabolisierung und Synthese von Sekunddpolgen (wie z. B. WE) werden,

bezogen auf die WE-Produktion, negativ beeinflusst.

Substrate mit Kettenlangen von 16 C-Atomen als WiEAUfer

Bei der Kultivierung auf verschiedenen Einzelsudisin, die als Gemeinsamkeit
Kettenlangen mit 16 C-Atomen aufweisen, zeijtgadensisT9 sehr gutes Wachstum mit
deutlicher WE-Produktionn(Hexadecanséure un@#Hexadecan), sehr gutes Wachstum
mit sehr guter WE-Produktionn{Hexadecanol) und sehr gutes Wachstum mit eher
geringer WE-Produktion nfHexadecen und TP). Der Stamm T9 wachst folglich
problemlos auf g-Substraten (Tab. 6.12).
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Tab. 6.12:

Wachstum und Wachsester-Produktion voA. jadensis T9 in Kulturen mit definierten
Zweikomponentengemischen mit 16er Kettenldnge deipsol (RP) als C- und E-Quelle (je 1% miv
gesamt) mit Angaben zu produzierten Wachsesternz&uatration, C-Kettenlange und Sattigungsgrad sowie
eindeutig nachweisbare Zusammensetzungen; n. bcht bestimmbar; n. i. = Signal nicht integrierbar;
++ = gutes Wachstum; +++ = sehr gutes Wachstum

produzierte Wachsester
Konz.
C+E-Quelle Tribung | C-Zahl | [g/10 mi Zusammensetzung
(1% m/v gesamt) Kultur]
Cs0:0 1,8 Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
1600H + TP ++ Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)
Cas 12,7 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Cao:0 16,9 Hexadecanyl-Tetradecanoat (140O0H-160H)
Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Cai n.i. Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H)
Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H)
160H + TP +++
Ca1a 19,3 ’
Cazo 143 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Caoq n.i. Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-16QH)
Cos0 2,96 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H)
Dodecanyl-Hexadecanoat (1600H-120H
Cs0:0 25,9 Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)
Cai 7,44 Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H])
Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H])
160H + RP +++
Cazo 144 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Caoq 19,2 Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-16QH)
Caso 9,19 Hexadecanyl-Octadecanoat (1800H-160H)
Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)
Cas 37,4 Hexadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-16QH)
Coso n.i. Dodecanyl-Hexadecanoat (1600H-120H
Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H)
Hexadecanyl-Dodecanoat (1200H-160H
Cao:0 37,1 Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H)
Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H)
) Csa10 n.i. Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H)
160H +n-Hexadecen A Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H)
Cazo 215 Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H)
Caoq 8,95 Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-16QH)
Caso n.i. Hexadecanyl-Octadecanoat (1800H-160H)
Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H)

*
Die Fragmentierung ist mit den normalen Interpretesmustern nicht vergleichbar; das Molekulion drizwar dafiir,
dass es sich um WE handelt, die aber nicht denalen Fragmentierung folgen und bei denen esetiehfalls um
Gemische handeln kdnnte
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Die bevorzugte Verwendung dieser Substrate furBilidung von Sekundarmetaboliten,
wie z.B. Wachsester, variiert in Abhangigkeit von der gdigen Substanzklasse.
FUr eingehendere Untersuchungen hierzu wurden zZiggdZweikomponentengemische
mit Substraten aus unterschiedlichen Substanzkiasdeer gleicher Kettenlange (£
eingesetzt, um eventuelle Einflisse der verschemlerSubstanzklassen auf die
WE-Produktion zu bestimmen (Tab. 6.12).

Wie aus Tabelle 6.12 ersichtlich wird bei Einsaitzee Mischung aus-Hexadecansaure
+ Tripalmitat, die im Endeffekt nur FS 16er Ketéimyje als Substrat liefert, eindeutig
bestéatigt, dass auh-Hexadecansdure als Einzelsubstrat die Kettenlabge der
WE-Produktion meist unveréandert bleibt und eineheoige Kettenverkiirzung eher selten
stattfindet. Desaturase-Aktivitat und Kettenverk&nogen, wie bei dem-Alkoholen,
wurden nicht nachgewiesen. Genau wie beim Einsatn w-Dodecanol und
n-Dodecanol + Rapsol (S. 100; Abschnitt n-Alkohol&apsol als Wachsester-Vorlaufer),
andert sich die mengenmallige Verteilung der amfHexadecansaure und
n-Hexadecansaure + TP produzierten WE nicht, woddrelvorangegangenen Ergebnisse
bestatigt werden (Tab. 6.13). Auf dem SubstratgemisHexadecanol + Tripalmitat
(Tab. 6.12) erfolgt die direkte Veresterung der des Substraten gewonnen Séaure- und
Alkoholkomponenten sowie vorherige Kettenverkirzung Desaturase-Aktivitat wie bei
n-Alkoholen als Einzelsubstrat auch. Anhand deriggdnden Ergebnisse kann allerdings
nicht nachgewiesen werden, ob hierbei nur miexadecanol oder beide Komponenten
des Gemisches metabolisiert werden. Beim Einsatz ndiexadecanol + RP als
Substratgemisch finden sich Wachsester-Synthese dans gewonnenen Saure- und
Alkoholkomponenten ohne Veranderung der Kettenlaageherige Kettenverktrzung und
Kettenverlangerung sowie mogliche Desaturase-Atidivivieder. Obwohl Desaturase-
Aktivitat bei A. jadensisT9 wahrend der WE-Synthese aufAlkoholen nachgewiesen
wurde (Tab. 6.9), kann bei einem Gemisch atldexadecanol + RP nicht festgestellt
werden, ob die einfache Unsattigung bei einigenpileduzierten WE durch Desaturase-
Aktivitat oder durch die Aufnahme einer ungesattigtKkomponente aus dem Rapsol
entsteht.

Auf n-Hexadecanol x-Hexadecen produzie&. jadensisT9 ein ahnliches WE-Spektrum
wie auf dem EinzelsubstratHexadecanol (Tabellen 6.9 und 6.12). Die Ergeleniassen
den Rickschluss zu, dass auf dem Substratgemischleichen Reaktionsmechanismen

bei der WE-Synthese ablaufen wie beim Einzelsubstra
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Ob einfach ungeséttigte Anteile der WE Uber DesaetAktivitdt des Stammes T9 oder
uber die Aufnahme desHexadecens entstehen, ist dabei nicht erkennlearEDsatz von
n-Hexadecen im Substratgemisch mitlexadecanol fihrte zu keiner Erhéhung an einfach
ungesattigten Wachsestern im Vergleich zum Einbslsat n-Hexadecanol (Tab. 6.9).
Dies lasst Ruckschlusse darauf zu, dass mogliclhsswerr den-Alkohol zu Wachsestern
metabolisiert wird und dasHexadecen nicht in die WE-Synthese eingeht.

Auch die Tatsache, dass der auf dem Einzelsubstigxadecen tGberwiegend produzierte
WE Hexadecenyl-Hexadecenoat 3@ auf diesem Gemisch nicht produziert wird
(Tab. 6.10), unterstltzt diese Hypothese. Abbildéri@ fasst die Ergebnisse von Tabelle

6.12 schematisch zusammen.

Substrate 16er
Kettenldngen:

1600H + Tripalmitat (TPF—>

Wachstum/

160H + Tripalmitat (TP) ———>
andere ipaimitat (TP)

160H +n-Hexadecen I:>
160H + Rapsdl (RP) >

Stoffwechselwege

<10 pg WE/10 ml Kultur =——=—=

10-50 pg WE/10 ml Kultur &—— >

“----- = -+ eringes Wachstum

g. 9 . 50-200 pg WE/10 ml Kultur { >
.- =+ mittelmaBiges Wachstum|
— = deutliches Wachstum 200-500 pg WE/10 mi Kultur {::>
4 = ++-+++ gutes Wachstum

G— =t sehr gutes Wachstum > 500 pg WE/10 ml Kultur 1(:>

Abb. 6.18:
Schematische Darstellung zur Verdeutlichung desHataes und der voa. jadensisT9 produzierten
Wachsester-Mengen auf Gemischen von Einzelsubsiradee als Gemeinsamkeit Kettenlangen [mit

16 C-Atomen aufweisen; die Pfeilstarken geben ziumaredas Wachstum des Stammes auf den jeweiligen
Substraten wieder (schwarz) und zum anderen dieé&udrationsbereiche in denen die Wachsester-Mengen
lagen, die vom Stamm T9 auf den jeweiligen Subestraroduziert wurden (turkis)
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In allen Fallen entstanden WE mit 32 C-Atomen alsuptprodukt ¥67% der
produzierten WE). Ausnahmen hiervon wareHexadecan mit 33% 4zWachsestern und
TP, das ohnehin zu nur schwer nachweisbarer WEuRtimth fihrte (max. 2 pg/10 ml
Kultur) und damit keine genaue Analyse der WE-Zusamsetzung erlaubte (Tabellen 6.8
und 6.10).

Unabhangig vom jeweiligen Haupt-WE unterschiedeh gie jeweilige Gesamtmenge der
produzierten WE und das jeweilige WE-Spektrum. Ettenldngen der Uberwiegend
produzierten WE Hexadecanyl-Hexadecanoats,.§C im Fall von n-Hexadecen
Hexadecenyl-HexadecenoatsfQ), leiten sich allerdings auch hier direkt von dé&stten-
langen der eingesetzten Substrate bzw. Substratgeeniab. Die WE bestehen aus
einer GgSaure und einem jgAlkohol. Hinweise auf eine direkte Veresterung der
Saure- bzw. Alkoholkomponenten (abgeleitet von dargesetzten Substraten) wurden
hierdurch bestatigt. Die produzierten Mengen ap\Wachsestern auf Einzelsubstraten,
Substratgemischen mit 16er Kettenlange und einemmigé ausn-Hexadecanol und

Rapsol werden in Abbildung 6.19 verglichen.

Produktion von C 3, auf Substraten 16er Kettenlange
500
450 4_30
= 400 -
2
2 350 1
‘E 300 -
2
5, 250 1 215
=
= 200
© 143 144
O 150 A
N
S 100 -
] 36.6 ) 38.5 *
2.11 12.7 11.3
0 B | | | 1 =
TP 1600H 1600H + 160H 160H+ 160H+ 160H+  16:0 16:1
TP TP RP 16:1
Substrate
Abb. 6.19:

Vergleich der vonA. jadensis T9 produzierten Konzentrationen an Haupt-Wachsest&;,) auf
Einzelsubstraten (je 1% m/v) und Zweikomponenterigeinen (1% m/v gesamt) mit Kettenlangen von
16 C-Atomen (Ausnahme Rapsol); Tripalmitat (TRHexadecansaure (1600HKHexadecanol (160H),
n-Hexadecen (16:1), Rapsél (RB)Hexadecan (16:0);= G-
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Aus Abbildung 6.19 ist zu erkennen, dass die Komoimen vom-Hexadecanol mit TP,
Rapsol odem-Hexadecen zu einer Abnahme der produzierten WEVergleich zum
Einzelsubstrat n-Hexadecanol fiihrten. Die Konzentration des Hauphsas G
reduzierte sich in allen Fallen um mindestens d#éftel Bemerkenswert ist, dass die
Ansatze vom-Hexadecanol + Tripalmitat ungtHexadecanol + Rapsél (TAG-Gemisch)
zu gleichen Ausbeuten anBNachsestern fihrten.

Die Kettenlangen der in den Triacylglyceriden gebtemen Fettsduren haben dennoch
keinen Einfluss auf die WE-Produktion. Beide Sudistrmit Fettsduren unterschiedlicher
Kettenlangen (TP und RP) fihren jeweils im Gemisoh n-Hexadecanol zu einer
deutlichen Verringerung der Konzentration an preeltiem Hauptwachs @) gegentber
der Ausbeute minh-Hexadecanol als Einzelsubstrat (Abb. 6.19). Esdeubereits die
Moglichkeit diskutiert, dass Komponenten des Rags@TAG) mit demn-Hexadecanol
um die Aufnahme in die Zelle konkurrieren (S. 18&schnitt n-Alkohole + Rapsdl als
WE-Vorlaufer). Aufnahme und Spaltung der TAG bedewtusatzlich einen energetischen
Aufwand fir die Zelle. Weiterhin gibt es Grund zer dAnnahme, dass durch das Rapsol
die Physiologie der Zelle so beeinflusst wird, daddexadecanol bevorzugt in andere
Stoffwechselwege und nicht in die WE-Synthese eogleust wird. Fur die gezielte
Produktion geschneiderter WE &hnlich denen des chéosen Sebums und eine optimale
Anreicherung von Raps6l mit diesen Wachsestern) (isR eine Kultivierung von

A. jadensisT9 auf einem Gemisch ansAlkoholen + RP nicht geeignet.

Auch bei einem Substratgemisch anddexadecansaure + TP sank die Menge an
Wachsestern mit 32er Kettenlange erheblich verghicmit der WE-Produktion mit
n-Hexadecansaure als Einzelsubstrat (Abb. 6.19).

Die Kombination vom-Hexadecanol mit Substraten wieHexadecen oder TP, die auch
als Einzelsubstrat zu wenig WE-Produktion fuhrteerringern eher die WE-Produktion,

selbst mit einem fur die WE-Produktion optimalerbSuat wie denm-Hexadecanol.



Ergebnisse und Diskussion 108

6.3.2.3 Mehrkomponentengemische als Wachseste&fer|

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es iofbgbt, mit A. jadensisT9
Wachsester bestimmter Kettenlangen zu schneideenKBttenlangen der WE sind dabei
abhéangig von den Kettenldngen der angebotenenratédystia der Stamm zur Verfiigung
stehendes Substrat Uberwiegend ohne VeranderungKdgenlange direkt fur die
WE-Synthese einsetzt, vorausgesetzt er nutzt dist&ie zur WE-Produktion. Aufgrund
dessen wurde dem Stamm T9 ein Gemisch aus eik@ttsaure und verschiedenen
n-Alkoholen angeboten. Ziel war, hierdurch ein WEeBpum voraussagbarer
Kettenldngen zu generieren, um so z. B. die WEBmsschlichen Sebums zu imitieren.
Die Gemische wurden so gewahlt, dass der StammdiurEnergie fur eventuelle
Aufnahmemechanismen und die Veresterung der Stbsitdwenden misste, nicht fur
die Verlangerung bzw. Verklirzung der C-Ketten dabs®rate. Auch Oxidations- bzw.
Reduktionsreaktionen fur die Umwandlung von Sulbstra n-Fettsauren bzw.
n-Alkoholen, die fur die Bildung von Wachsestern ezgiell sind, entfallen, da dem
Stamm sowohl Saurekomponente als auch Alkoholkompem zur Verfligung gestellt
werden.

In weiteren Versuchen wurde einem Mehrkomponentamgh Rapsol in
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt, um de&sefluss zu untersuchen und hiermit
bereits vorliegende Ergebnisse dieser Arbeit, dieergchiedliche Effekte von RP auf
angebotene Substrate zeigen (S. 99; AbschhAitkohole + RP als Wachsester-Vorlaufer),
zu untermauern. Es ist davon auszugehen, dass el&idR der eingesetzten Substrat-
mengen im Gemisch einen Einfluss auf die bakterieWE-Produktion und die
WE-Ausbeute hat. Fur die Bestimmung eines optim&eistratangebotes bei diesen
Versuchsanséatzen im Hinblick auf die WE-Produktisarde dem Stamm T9 (i) ein
aquimolares Gemisch aus-Hexadecan- bzw.n-Hexadecensdure mih-Alkoholen
unterschiedlicher Kettenlange, (i) ein Gemisch aditexadecansaure im Uberschuss und
n-Alkoholen unterschiedlicher Kettenlange und (8in Gemisch aus-Hexadecanséaure
im Uberschussn-Alkoholen unterschiedlicher Kettenlangen und 0,b%w. 0,5% RP
angeboten.

Bei allen eingesetzten Mehrkomponentengemischegtezesich in Kontrollansatzen,
dass sich die Substrate bei den verwendeten Inkmsaedingungen (4.1.2) auch
ohne bakterielle Einwirkung abiotisch verestern. sgagen Uber die bakterielle

WE-Produktion auf Mehrkomponentengemischen waré&edaicht maglich.
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6.3.3 Fazit (artifizielles Sebum)

Eine Ubersicht tber die verschiedenen eingeset3strate und Substratgemische,
die A. jadensisT9 fur die WE-Produktion nutzt, sowie deren Effeitéit hinsichtlich der
bakteriellen WE-Produktion, ist schematisch in Athlang 6.20 dargestellt.

O
Substratgemische 16er
n-Fettsauren: Kettenlangen:
n-Hexadecansaure——— —_————— n-Hexadecanséaure + Tripalmitat
n-Nonadecansduree—————— S — n-Hexadecanol + Tripalmitat

<:| n-Hexadecanol h-Hexadecen
n-Alkohole:
n-Dodecanol e n-Alkohole + Rapsél:

0
f-Tetradecanol : [b)@kﬁ@ﬂ"ﬂ@ﬂﬂ <:I n-Dodecanol + Rapsol
-Hexad |
rexadecano :> F@(ﬂ][ﬂ]%ﬁ@lﬁﬁ@ <:| n-Tetradecanol + Rapsol
n-Octadecanol [P)

Nonad | WE <:| n-Hexadecanol + Rapso6l
n-Nonadecanol ——>
<———1 n-Nonadecanol + Rapso|

n-Alkan/Alken
und Tripalmitat:

n-Hexadecan c————>
<10 pg WE/10 ml Kultur ==—>=
n—I-|exac.iecen — 10-50 pg WE/10 ml Kultur £=——>
Tripalmitat E— 50-200 pg WE/10 ml Kultur £———>>
200-500 pg WE/10 ml Kultur 4:>
;/ > 500 pg WE/10 ml Kultur :‘:>
Abb. 6.20:

Schematische Darstellung zur Ubersicht aller eieigésn Einzelsubstrate und Substratgemische| die
von A. jadensisT9 fur die Produktion von Wachsestern genutzt weerddie Pfeilstarken geben die

Konzentrationsbereiche an in denen die Wachsestergkh lagen, die vom Stamm T9 auf den
jeweiligen Substraten bzw. Substratgemischen pieduzurden (tlrkis)

Abbildung 6.20 zeigt deutlich, dass Ansatze mitlexadecanol als Einzelsubstrat und
n-Tetradecanol im Gemisch mit Rapsol die hochsterAMEbeuten erzielten. Unabhangig
von der Substanzklasse zeigt sich, dasgdensisT9 auf nahezu jedem Substrat, das in
den WE-Stoffwechsel eingeht einen WE in gré3erendédeproduziert.
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Es dominiert jeweils ein Wachsester, der der dmekiutzung der Substrate ohne eine
Veranderung der Kettenlange, wie z. B. durch Eltingaoder Kirzung (3-Oxidation), fur
die WE-Synthese entspricht. AofTetradecanol beispielsweise produzirtjadensisT9
WE mit einer C-Kettenldange von,&p in deutlich groRerer Menge als WE anderer
Kettenlangen. WE anderer Kettenlangen entstehechdirettenverlangerungen bzw.
Kettenverkirzungen der Substrate vor der WE-Syeth8ses geschieht hauptsachlich
Uber das Anhangen (Elongation) und Abspalten ([&i&kdin) von G-Einheiten.
AulRerdem wurden Veréanderungen der Kettenlangen uyiirtheiten beobachtet, was bei
geradkettigen Substraten zum Nachweis ungeradketigure- oder Alkoholanteile in den
Wachsestern fiihrt. D#@lcanivorax jadensisT9 nur Uber geringe Konzentrationen an
ungeradkettigen Fettsauren verfugt (Bruns & Befloet, 1999), ist davon auszugehen,
dass im Laufe der Substratmetabolisierung Abspg#tubzw. Elongationsreaktionen von
C;-Einheiten in der Zelle stattfinden. Die hierflursgindigen Mechanismen sind noch
nicht bekannt.

Obwohl tber den Aufnahmemechanismus von AlkohateBakterien wenig bekannt ist,
gibt es Hinweise, dass das eingesetefieetradecanol vorA. jadensisT9 hauptséchlich
als Ganzes in die Zelle aufgenommen und zum Tell @w-FS oxidiert wird.
Eine Veresterung des-Tetradecanols kann also mit einef,€S des Zellstoffwechsels
oder direkt mit einer aus der Oxidation de$etradecanols entstandenen-ES erfolgen.
Untersuchungen der WE-Fraktion mit Hilfe der GC/Mfgeben, dass Saure- und
Alkoholkomponente in diesem Fall analog zum einggee n-Tetradecanol
Kettenlangen von jeweils 14 C-Atomen haben. Anal@yhélt es sich bei anderen
Substratalkoholen und einigen weiteren Substra#smch wenn zusatzlich zu den
produzierten Haupt-Wachsestern in geringerem MaRE Whderer C-Kettenlange
entstehen, ist die Voraussetzung fir ein gezi@meidern von bakteriell produzierten
Wachsestern Uber die Substratzugabe gegeben. Rlgewiesene Produktion von je
einem Haupt-Wachsester ermoglicht es, allein UberZaigabe ausgewéhlter Substrate
bestimmte Variationen innerhalb der Wachsester+i&geaften, wie z. B. Schmelzpunkt-

verschiebungen, bei den bakteriell produzierten Mestern herbeizufihren.

A. jadensisT9 ist in der Lage, auf allen Substraten mit li&ettenlange zu wachsen, egal
ob diese als Einzelsubstrat oder im Zweikompong@ensch angeboten werden.
Vergleichend wird eine variierende WE-Produktiowshbl auf den Einzelkomponenten
verschiedener Substanzklassen als auch beim EinsatZZweikomponentengemischen

dieser Einzelsubstrate beobachtet.
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Waren Tripalmitat oder n-Hexadecen im Zweikomponentengemisch mit einem
Einzelsubstrat (z. Ba-Hexadecanol) enthalten, auf dem der Stamm gutePrduktion
zeigte, sank die Menge der produzierten Haupt-Wk,.d)Cum bis zu zwei Drittel.
Moglicherweise bestehen Mechanismen, die in Komarzu der Aufnahme und der
Verstoffwechselung des leichter nutzbaren Substrstehen, wie z. B. die Spaltung von
TP durch Lipase oder die aktive Aufnahme von Fatts@ Auffallig bleibt, dass der
Stamm T9 die grol3ten Mengen WE produziert, wanhlexadecanol als Substrat
angeboten wird, sei es als Einzelsubstrat oder ulmstBatgemisch. Insgesamt zeigt der
Organismus eine Selektivitat fur Substrate mit-Kettenlangen und produziert auch
innerhalb unterschiedlicher SubstanzklasseRdttsauren oder-Alkoholen) ein Optimum

an Wachsestern auf diesen Substraten.

Die Menge der produzierten Haupt-WE adDodecanol bzwn-Tetradecanol im Gemisch
mit Rapsol steigt um das Vierfache im Vergleich den jeweiligen Einzelsubstraten.
Das Ol stellt fir diese beidanAlkohole méglicherweise eine Art Losungsvermitttar,
durch den die Substrataufnahme und somit die Wigtiitmon noch gesteigert werden.

Im Gemisch mitn-Nonadecanol fuhrt das Rapsol zu keiner SteigedergWE-Menge,
wohl aber zu einer Erweiterung des WE-Spektrumgsafeedene WE unterschiedlicher
Kettenlange und Sattigung werden produziert. EimiSeh ausi-Hexadecanol + RP fuhrt
zu einer Verringerung der WE-Produktion. Das Rapsilim Gemisch mih-Alkoholen
somit unterschiedliche Effekte auf deren Verstoffiaselung zu Wachsestern.

Neben seiner Funktion als mdoglicher Losungsverenithann das Rapsol auch eine
Funktion als ,Einzelsubstrat® (TAG-Gemisch) fur dgezielte WE-Synthese erfillen.
A. jadensisT9 produziert auf dem Rapsdl WE und nutzt dabeiidierwiegend im Rapsol

vorkommende Octadecensaure fur den direkten Einsalzr WE-Synthese.

Die Wachsester-Produktion von Stammen der Gattédogetobacter mit FS- und
Alkoholkomponenten im Bereich 16Cyg (Fixter et al, 1986) und vonAlcanivorax
jadensisT9 mit FS- und Alkoholkomponenten im BereichC, lassen den moglichen
Ruckschluss zu, dass marine Bakterien fur den WEbddismus ausschlief3lich FS- und
Alkoholkomponenten bestimmter Kettenlangen verwendéit einer Ausnahme wurden
von A. jadensisT9 auf den eingesetzten Substraten so gut wieeR&BE-Komponenten mit

Kettenlangen von mehr als 19 C-Atomen fir die WIBtBgse verwendet.
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Mdglicherweise ist eine aktive Aufnahme Uber eian@portprotein, wie z. B. Fad L, auf
FS mit Kettenlangen von hdchstens 19 C-Atomen legreder zumindest bei FS mit
langeren C-Ketten erschwert. Die Spezifitat der BMGAT kdnnte ebenfalls eine Rolle
spielen, wenn das Enzym eine Veresterung von FSeimér Kettenlange von mehr als
19 C-Atomen nicht mehr oder eingeschrankt katatysi@/altermannet al (2007)
beschreiben die hochste Aktivitat der WS/DGAT miikgholen der Kettenlangen;&Cis.
Eine Einschrankung der bei Bakterien fir die WEiBgee einsetzbaren Substrate anhand
ihrer Kettenlangen kann also sowohl Uber den Trans@chanismus in die Zelle als auch
durch den WE-Metabolismus innerhalb der Zelle riegtiverden.

Bei dem Versuch weitere WE bakteriell zu schneidewurden A. jadensis T9
Mehrkomponentengemische aus gezielt ausgewahliereBubstraten als WE-Vorlaufer
angeboten. Es stellte sich schnell heraus, daksdgeceinzelnen Komponenten unter den
angewandten Kulturbedingungen zu einem Teil selbststerten und somit den Nachweis
bakteriell produzierter WE erschweren bzw. unmdyglimachten. Dies bedeutet im
Hinblick auf die Herstellung eines mit Wachsestangereicherten Pflanzendles keinen
Nachteil, da der Einsatz von Einzelsubstraten ddm&dern bakteriell produzierter WE
ermoglicht, technologisch einfacher zu handhabehawth kostenglnstiger ist.

Versuche Mehrkomponentengemische unter Kulturbesiggn einzusetzen, die eine
Selbstveresterung dieser Komponenten verhindern esd den Bakterien somit
ermoglichen alle Komponenten des Gemisches als t@tibau nutzen sind deshalb

nicht erforderlich.

Ein Vergleich der Saure- und AlkoholkomponenteiMachsestern, die voR. jadensisT9
auf einigen Einzelsubstraten und deren Substratgdman produziert wurden (Tab. 6.13),
erlaubt zusatzliche Aussagen Uber die Speicherang Bixierung dieser Substrate als WE

in den Zellen.
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Tab. 6.13: Vergleich der prozentualen Anteile der vAnjadensisT9 auf bestimmten Einzelsubstraten und

deren Gemischen gesamt produzierten Wachsesterie soer Fettsdure- bzw. Alkoholanteile dieser

Wachsester; ersichtlich sind hierbei die direkt@sEhleusung der Substrate in die Wachsester-Synthes
(ohne Veranderung der Kettenldngen) und vorherigételverkirzungen oder Kettenverlangerungen; in
mengenmalfig geringen Anteilen vorhandene Isoméaré/behsester-Gemischen wurden in der Darstellung
vernachlassigt
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Verschiedene Aspekte geben Aufschluss dariber, ob n{Fettsauren bzw.
n-Alkohole bestimmter Kettenlange bevorzugt fur dME-Synthese genutzt werden,
(i) Verlangerungen bzw. Verkirzungen der C-Ketder eingesetzten Substrate vor
der Veresterung stattfinden (was zusatzliche Hiswvegibt, ob die Substrate direkt in
die WE-Synthese eingehen) oder (iii) DB in die GtKe der Substrate durch Desaturase-
Aktivitat eingefiigt werden. Werden Substrate Ubegend ohne Verdnderungen der
Kettenlangen (Tab. 6.13) in die WE-Synthese eintgesst, wie dies die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, deutet dies darauf hin, das@/dahsester-Produktion der Beseitigung
hoher intrazellularer Konzentrationen dieser Sastdient.

In diesen Fallen kann die WE-Synthese als eineEAtgiftungsmechanismus der Zellen
betrachtet werden. Auch das Wachstum vAn jadensis T9 auf einer Fettsaure
(n-Hexadecansaure) mit antimikrobiellen Eigenschaftén 80; Abschnittn-Fettséuren,
Rapso6l und Triacylglyceride als Wachsester-Vorl§ufend einhergehend deutlicher
WE-Produktion verstarkt diese Hypothese.

Tabelle 6.13 verdeutlicht gewisse Ablaufe der Wastes-Synthese, wie z. B. dass die
vorher beschriebene direkte Substratumsetzung tisakbeen bzw. Alkoholen fur die
WE-Synthese ohne Verédnderung der Substratketteztidao bevorzugter Mechanismus
des Stammes T9 bei der WE-Synthese ist. FS- unahalinteil der jeweils hauptsachlich
produzierten WE haben die gleiche Kettenlange \ageaingesetzte Substrat.

Auffallig ist, dass bei der Nutzung von-Hexadecansdure durcA. jadensisT9
Kettenverkirzungen vor der WE-Produktion Uberwiebedie FS-Anteile der WE
betreffen. Es findet keine Verkirzung der Subset¢hlange in Verbindung mit der
Reduktion zum korrespondierenden Alkohol statt. Adpalmitat produziert der Stamm
T9 ein gréReres WE-Spektrum als auf defexadecansaure, bei dem der produzierte
Haupt-WE mit <40% einen weniger hohen Anteil audmaals bei den anderen in
Tabelle 6.13 aufgefiihrten Substraten bzw. Subsinaigrhen. Kettenverkirzungen oder
Kettenverlangerungen vor der WE-Produktion betrefieerbei FS- und Alkoholanteil der
WE. Der Einsatz vomn-Hexadecansaure + TP im Gemisch zeigt eine ,Misghun
der auf den jeweiligen Einzelsubstraten nachgewsse Reaktionsmechanismen.
Der Haupt-WE, der eine direkte Nutzung der Substfér die WE-Synthese anzeigt
macht, wie bei den-Hexadecansaure, einen hohen Anteil der gesamupierten WE

aus. Kettenverkurzungen betreffen Uberwiegend tkehlanteile der WE.
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Der Stamm T9 produziert auf manchen Gemischen,auiEh auf diesem, WE gleicher
Zusammensetzung zu gleichen prozentualen Anteilen auf einem der enthaltenen
Einzelsubstrate. Diese Ergebnisse deuten darayfdass der Stamm T9 zwar beide
Substrate fur die WE-Synthese verwendet. Die Mdigsiboung vonn-Hexadecansaure

verlauft in diesem Fall aber bevorzugt.

Bei der Wachsester-Produktion voA. jadensis T9 auf n-Hexadecanol konnen
Kettenverkirzungen bzw. Kettenverlangerungen fig &S- und Alkoholanteile der
produzierten WE nachgewiesen werden. Aus der Strudr produzierten WE folgt, dass
zu Uber 60% eine direkte Einschleusung des SubstmtForm des Alkohols direkt und

seiner korrespondierenden Saure erfolgt.

Beim Einsatz von Rapsdl ist anhand der FS-Antaite direkte Einschleusung der Fett-
sauren aus dem Ol in die WE-Synthese zu beobadiam 6.13). Dagegen sind im
Alkoholanteil der produzierten WE Verkirzungen dkettenlangen zu erkennen.
Auf einem Gemisch von n-Hexadecanol + Rapsdl finsieh ebenfalls Hinweise darauf,
dassA. jadensisT9 beide Substrate zu Wachsestern metabolisiert pbbduzierte Haupt-

WE ist Hexadecanyl-Hexadecanoat, was uber die Kléttgen auf die Verwendung des
n-Hexadecanols schlielen lasst, wohingegen die Zonealan Wachsestern mit
Kettenlangen von mehr als 32 C-Atomen und einfachérsattigung auf die

Metabolisierung des Rapséles hindeutet. Der Eingate definierten Substraten sowohl
einzeln als auch im Gemisch bestatigt somit die der jeweiligen Einzelsubstraten

nachgewiesenen Reaktionsmechanismen (Tab. 6.13).
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7 Zusammenfassung und Ausblick

7.1  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die bakterielleodriktion von geschneiderten
Wachsestern unter Einsatz von Pflanzendl und diverfeinsubstanzen (Einzel-
komponenten und deren Gemische) als C-Quelle undh¥éater-Vorlaufer (Precursor)
untersucht. Die Untersuchungen erfolgten in Verbimgl mit einem Forschungsprojekt,
dessen Ziel die Anreicherung von Pflanzendlen raktériellen Wachsestern war. Durch
die Anreicherung des Pflanzendles mit gezielt gesiderten Wachsestern, die denen des
menschlichen Sebums dhneln, sollte das Ol hingibhdiner moglichen Verwendung in
der Hautpflege zu einem optimalen Rohstoff verede#irden. In vorangegangenen
Untersuchungen sind verschiedene marine Baktedkwés durch ausgepragte
Wachsester-Produktion aufgefallen. Um sowohl detin@gen Produktionsstamm, als
auch das geeigneteste Pflanzen6l zu bestimmen wundgrinen Isolaten in einem
Screening verschiedene Pflanzendle als Substratdigir WE-Produktion angeboten.
Insgesamt 38% von 42 untersuchten Isolaten warafein_age, mit einem angebotenen
Pflanzendlgemisch zu wachsen und Wachsester zwpsydn. Zellwachstum ist hierbei
eine grundsatzliche Voraussetzung fir WE-Produktaswohl keine direkte Kopplung
zwischen Wachstum und WE-Produktion nachgewiesedevu

Unter den finf getesteten Einzel6len wurde Rapd$8l aptimales Substrat fir die
WE-Produktion ermittelt, auf dem 60% der 20 auf dénmzelsubstrat‘ Rapsol getesteten
Isolate Wachsester produzieren. Von den eingese&t@&mmen erwies sichlcanivorax
jadensis T9 als geeigneter Produktionsstamm, da er aufh &lief eingesetzten Einzeldlen
Wachsester produziert. Mit Hilfe der Elektronenrogkopie konnte gezeigt werden, dass
der A. jadensis T9 Uber eine Anlagerung Kontakt zu den im Mediuefirglichen
Rapsoltropfen herstellt. Nach 4 d Kulturzeit desanSnes T9 auf Raps6l waren
Zelleinschlusse unterschiedlicher Elektronendichtachweisbar. Wird Alcanivorax
jadensis T9 mit Rapsol als einziger C- und E-Quelle ku#itj produziert er ein- und
zweifach ungesattigte WE mit Kettenldngen vap-Csg, was in etwa der WE-Verteilung
des Sebums @#Cs) von speziell untersuchten Probanden entsprichgéi Ben
Probanden wurden Wachsester mit Kettenlangen v@sCf nachgewiesen, von

denen die einfach ungesattigten den Hauptanteihacisen.
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Die Wachsester-Verteilung war unabhangig von All@d Geschlecht relativ stabil.
Bei den gesattigten und einfach ungeséttigten Westbsn des Sebums enthalt der
Saureanteil hauptsachlich Fettsduren mit Ketteéngn 16 C-Atomen. Die Wachsester

des menschlichen Sebums bestehen haufig aus eirensh von Isomeren.

Uber den Einsatz von EinzelsubstratenFéttsaurenn-Alkoholen, n-Alkanen/Alkenen
und TAG) sowie Gemischen dieser Einzelsubstrat€alsnd E-Quelle wurde getestet, ob
die bakterielle Produktion von geschneiderten Weastesn mdoglich ist. Die erhaltenen
Wachsester wurden gaschromatographisch analysidrquantifiziert, ihre ldentifizierung
erfolgte mit Hilfe der GC-MS-Kopplung.

Beim Einsatz vom-Fettsauren als Substrat zeigtkanivorax jadensis T9 mit drei von
sechs getestetamFettsauren gutes Wachstum. Nur atflexadecansaure produzierte er
ausreichend Wachsester, um GC- und GC/MS-AnalysenMhchsester durchfihren zu
konnen.

Mit allen angebotenem-Alkoholen zeigteA. jadensis T9 sehr gutes Wachstum und
Wachsester-Produktion. Mit vier der sech&lkohole produzierte er vergleichsweise hohe
Wachsester-Konzentrationen von bis zu 640 pg/1®&attur. Dies lasst den Schluss zu,
dass die angeboten@rAlkohole (G-Cig) im Vergleich zu den getesteterFettsauren
(C11-Cy9) die geeigneteren Substrate fur die WachsesteatuRtion sind.

Besonders die einzelnerAlkohole und Rapsdl allein stellten gute Einzelsudte fur die
Wachsester-Produktion vo. jadensis T9 dar. Substratgemische aus Rapsol plus
n-Dodecanol bzw. n-Tetradecanol fuhren, im Vergleich zu den Einzedétdten
n-Dodecanol undn-Tetradecanol, zu einer deutlichen Steigerung deschWester-
Produktion. Das Gemisch Raps6l plasNonadecanol fuhrte nur zu einer geringen
Steigerung der produzierten Wachsester-Menge, fednc einem stark erweiterten
Wachsester-Spektrum. In Gemischen mdgkoholen mit Rapsdl scheint das Rapsdl daher
einen Einfluss auf das Losungsverhalten deAlkohole und damit auch deren
Bioverfugbarkeit zu haben. Ob umgekehrt didlkohole ebenfalls die Bioverfiigbarkeit
des Rapsdles beeinflussen, war nicht ersichtlich.

Substrate mit einer Kettenlange von 16 C-Atomenrtéih bei allen eingesetzten
Substanzklassen zu einer Produktion von Wachsest&rsuche, durch Einsatz von
Zweikomponentengemischen von Substraten mit 16ettelénge die Wachsester-
Ausbeute zu steigern oder die Wachsester-Zusammzengezu erweitern, waren jedoch

ohne Erfolg.
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Auffallig ist, dassA. jadensis T9 auf den meisten der angebotenen Substrate geweil
einen Wachsester bevorzugt synthetisiert. Die K&tgen von Saure- und Alkohol-
komponente dieser Haupt-Wachsester entsprachenriden&ettenlange des angebotenen
Substrates. Die Kultivierung des Stammes T9 ralfodecanol (120H) z. B. fuhrte zu
Wachsester-Gemischen in denens.&£ 92% der gesamt produzierten Wachsester
darstellten.

Der Einsatz von Einzelsubstraten und GemischerediEémzelsubstrate fihrte mehrfach
zu gleichen prozentualen Anteilen von Wachsesteitnidentischer Zusammensetzung,
wie sie auch auf einem der im Gemisch vorhandenepesubstrate produziert wurden.
Dies deutet darauf hin, da8sjadensis T9 bei Wachstum und Wachsester-Produktion auf

Substratgemischen eines dieser Einzelsubstratdesmssemisch bevorzugt metabolisiert.

Die durch Interpretation der nach GC/MS erhaltendassenspektren ermittelten
Kettenlangen und Sattigungsgrade der verschiedah&n geben im Vergleich zur
Kettenlange des jeweiligen Ausgangssubstrates Alfss Uber deren Metabolisierung
bevor sie in die Wachsester-Synthese eingeschlgasien. Neben Reduktions- bzw.
Oxidationsprozessen unter Erhalt der Kettenlange 8ebstrates und entsprechend
der korrespondierendemFettsauren bzwn-Alkoholen wurden belA. jadensis T9 auf
Substraten unterschiedlicher Stoffklassen (1) Ketekirzung, (2) Kettenverlangerung
und (3) Desaturierung der Substrate vor der WE+#g#® nachgewiesen.

Die korrespondierendem-Fettsduren undn-Alkohole der als Substrat angebotenen
n-Alkane unterliegen neben der direkten Verestederggleichen Mechanismen wie auch
die n-Alkohole, d. h. (1) der Kettenverkirzung, (2) dé&ttenverlangerung und (3) der
Desaturierung. Diese Substrate ,aktivieren* alschm@toffwechselwege innerhalb der
Zelle als dien-Fettsduren. Diese metabolische Diversitat wurder iden Einsatz von

Gemischen dieser Einzelsubstrate als Wachsesté#ufer bestatigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es dieochgezielten Einsatz von Pflanzendl
und Einzelsubstraten (aus unterschiedlichen Subdtssen) als Wachsester-Vorlaufer
maoglich ist, definiert zugeschnittene bakterielleadhsester zu produzieren. Das
Schneidern der Wachsester kann dabei Uber das r&uanstebot (Einzelsubstrat oder
Substratgemisch) beeinflusst werden. Eine Anretaiggvon Pflanzendl mit Wachsestern,
die dem menschlichen Sebum entsprechen ist dahgliaméDas erdffnet den Weg zur

biotechnologischen Produktion eines entsprecheBdsisproduktes fir Hautpflegemittel.
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SUMMARY

In the submitted thesis the bacterial productiotadbred wax esters by using plant oil and
different pure substances (single components antures of these components) as carbon
sources and wax ester precursors was tested. BEses ttvas performed in combination
with a research project, which aimed the enrichnoéplant oils with bacterial wax esters.
Through the enrichment of plant oils with specifigdailored wax esters similar to wax
esters of human sebum, the plant oil should bdimeeraw material for a possible usage
in skin care. In previous experiments different imaisolates were remarkable for distinct
wax ester production. To determine an optimal petida strain and a suitable plant oll
different plant oils were offered to marine isokates substrates for wax ester production.
All in all 38% of 42 tested isolates were able tovg and produce wax esters with an
offered plant oil mixture. The results showed tgetwth of the cells is a fundamental
requirement for wax ester production even thoughwasn’'t shown that wax ester
production is growth-linked.

Out of the five tested plant oils rapeseed oil dekermined as optimal substrate, which is
used by 60% of 20 on rapeseed oil tested isolatgsraduce wax esters. Within the
appointed strainglcanivorax jadensis T9 was determined as production strain for further
experiments, because it produces wax esters witfival offered plant oils. By using
electron microscopy it was shown that cellsAofadensis T9 get in close contact with the
oil droplets in the medium. After four days of ¢udition on plant oil inclusions with
different electron density were visible inside tatls ofA. jadensis T9. During cultivation

of A. jadensis T9 on rapeseed oil as only carbon and energy sptine strain produces
mono- and diunsaturated wax esters with chain kengf G,-Csg which is equivalent
to the wax ester distribution of sebum ;§C.q) from specifically tested persons.
Monounsaturated wax esters were the main part efaalysed human wax esters.
Wax ester distribution was independent on age odgeand remained almost steady.
Mono- and diunsaturated wax esters of human sebamlyncontain fatty acids with 16

carbon atoms. They often consist of a mixture ofisres.

By the usage of single substrates-fgtty acids, n-alcohols, n-alkane/alkene and
triacylglycerides) and mixtures of these substratescarbon and energy source it was

tested if a bacterial production of tailored wateesis possible.
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Maintained wax esters were analysed and determquehtitatively by gaschromato-
graphy. Their identification occurred by gaschroogaaphy-mass spectrometry.

With n-fatty acids as substratés jadensis T9 showed growth on three of six offered
n-fatty acids. Onlyn-hexadecanoic acid was used by the strain for ficguft wax ester
production, for the analysis by gaschromatograpmd aaschromatography-mass
spectrometry.

With all offered n-alcohols A. jadensis T9 showed very good growth and wax ester
production. The strain produced comparatively hagiounts of wax esters (up to 640 pg/
10 ml culture broth) on four of sim-alcohols. This indicates that in comparisomifatty
acids (Gi-Cy9) n-alcohols (Gi-Ci9) are better substrates for wax ester production.
Especially n-alcohols and rapeseed oil were good single substréor wax ester
production. Substrate mixtures of rapeseed oil mdddecanol on-tetradecanol lead, in
comparison to the single substratedodecanol on-tetradecanol, to an obvious increase
of wax ester production. A mixture of rapeseedwith n-nonadecanol lead to a low
increase of produced wax esters but to an enlavgged ester spectrum. It seems that
rapeseed oil in a mixture wititalcohols influences their solubility propertieslamith that
their bioavailability. It wasn't apparent if the-alcohols in the contrary influence the
bioavailability of the rapeseed oil, too.

Substrates with chain lengths of 16 carbon atormas i@ every substance class to a
production of wax esters. Experiments to increaseatnount of produced wax esters or to
enlarge the wax ester spectrum by offering two comept mixtures of substrates with

chain lengths of 16 carbon atoms weren’t successful

It is conspicuous that on almost every substfatgadensis T9 preferably produces one
principle wax ester. Chain lengths of acid and ladda@components of these principle wax
esters correspond to chain lengths of the offetdtsates. Cultivation with-dodecanol
(120H) for example lead to wax ester products inctiC,4.o make up 92% of the entire
produced wax esters.

The usage of single substrates and mixtures ofetlsedbstrates lead repeatedly to a
production of wax esters with identically compasitin equal percentages like they were
produced with one single substrate of this mixturkis leads to the assumption that

A. jadensis T9 preferably metabolizes one of the single sabstrin this mixture.
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Via gaschromatography-mass spectrometry detectemin ckengths and degrees of
saturation, in comparison to chain lengths and ekegrof saturation of the initially
submitted substrates, give information about theabwmism of substrates before wax ester
synthesis. Next to reduction and oxidation witheipt of the substrate chain lengths and
its corresponding-fatty acid orn-alcohol (1) chain cleavage, (2) chain elongatiod a
(3) desaturation was shown before wax ester syistie#\. jadensis T9 on substrates of
different substance classes.

The n-fatty acids andn-alcohols corresponding to the offeredalkanes pass next to
a direct usage for wax ester synthesis the saméanexns liken-alcohols. Therefore
these substrates “activate” more reactions of noéitah within the cell tham-fatty acids.
This metabolic diversity was confirmed by the usafeixtures of these single substrates

as wax ester precursors.

The results of this thesis show, that it is pogstblproduce specific tailored bacterial wax
esters by the aimed usage of plant oil and singlestsates (from different substance
classes) as wax ester precursors. Tailoring of estgrs can be influenced by substrate
supply (single substrate or substrate mixture)s moves that the enrichment of plant oll
with wax esters similar to wax esters from humaouse is possible. This facilitates new

possibilities for a biotechnological productionaobasic product for skin care.
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7.2  Ausplick

Die bakterielle Wachsester-Synthese, insbesondeseSdhneidern bakteriell produzierter
Wachsester, unterliegt sehr vielen Faktoren dergirzige Einstellung Qualitat und

Quantitat der Wachsester-Produkte bestinidat. letztendlich entscheidende Faktor fur die
bakterielle Wachsester-Produktion wurde allerdingsh nicht bestimmt und scheint fur

Wachsester produzierende Bakterien unterschiedliGlagtungen nicht einheitlich zu sein.

Im Verlaufe der vorliegenden Arbeit stellte sichrdhes, dass-Alkohole hinsichtlich der
Wachsester-Produktion vok jadensis T9 optimale Substrate sind. Die tber die GC/MS
analysierten auf dem-Alkoholen hauptséchlich produzierten Wachsestasda den
Ruckschluss zu, dass der bevorzugte Mechanismus WiEerSynthese die direkte
Veresterung dem-Alkohole mit den daraus abgeleitetenFettsauren ist. Uber den
Aufnahmeweg vonn-Alkoholen in Bakterien ist bislang wenig bekaniach den
Ergebnissen dieser Arbeit, ist dieser jedoch widgawoll bei der bakteriellen
WE-Synthese und daher von groRer Bedeutung firQgigon bakterielle Wachsester
gezielt zu schneidern. Eine Erhohung der Aufnahma r-Alkoholen und anderen
Substraten kann mdoglicherweise durch den zush&zliEinsatz apolarer Substanzen als
maogliche Loésungsvermittler erreicht werden. Wieder vorliegenden Arbeit gezeigt,
fuhren solche Substanzen, fuhren nicht in jedeml Eal einer Steigerung der
WE-Ausbeute.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das lgez&chneidern von bakteriellen
Wachsestern mit definierten Funktionen und Eigeafieh fir den Weg der
biotechnologischen Herstellung von WE-ProdukterB.Zlir die Hautpflege, ermdglichen.
Als Nachteil hierbei kdnnten sich zum einen To¥ienh bakterieller Produkte fur den
Menschen und zum anderen die bisher geringen Atsten bakteriell geschneiderten

Wachsestern herausstellen.

Um die bakterielle Produktion von geschneiderten ch¥astern mit gezielter
Zusammensetzung zu optimieren sind verschiedenenedintersuchungen denkbar.
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Untersuchungen zur Optimierung der Substrataufnahme

» die Aufklarung der Aufnahmemechanismen, die Festlggdes fur Bakterien
toxischen Konzentrationsbereiches sowie die Bestingrder einsetzbaren Ketten-
langen von langkettigemAlkoholen, um hdchstmdgliche Substratkonzentratign
maximale WE-Ausbeuten und Erweiterungen des predieri WE-Spektrums zu
ermoglichen

» der Einsatz von mdglichen Losungsvermittlern (wie Bz Pflanzendlen oder
n-Alkanen), um eine Optimierung der Substrataufnahume damit der WE-

Produktion zu erreichen
Tests zur Optimierung von Produktion und Funktiesanneiderter Wachsester:

» abhangig vom fir die Wachsester-Produktion eingésetMikroorganismus ist es
wichtig die WE-Produktion bei verschiedensten Ki#iungsbedingungen zu
testen, um den fur die WE-Produktion ausschlaggdtrefaktor zu bestimmen

» die Bestimmung der WE-Funktionen (ob Speicherstaiér Entgiftung der Zelle)
ist fur eine optimale WE-Produktion wichtig, wedhaleitere Untersuchungen

durchgefuhrt werden sollten, um die Funktionenlteriellen WE zu ermitteln
Im Bereich der Wachsester-Analytik sind folgendéwgerpunkte notwendig:

» die Verwendung von isotopenmarkierten SubstratenVEE-Precursor, um das
Produkt-Spektrum der Wachsester mit weiteren Satestrkomplexerer Struktur
als WE-Precursor zu erweitern

» die Anfertigung einer Spektrensammlung (MS) baktegigener Wachsester, die
nicht dem normalen Interpretationsmuster lineareackgester folgen, um die

Analyse von bakteriell produzierten Wachsestererieichtern

Die Herstellung von bakteriell geschneiderten Wasteyn in ausreichenden
Konzentrationen kann eine Alternative zu bisheden Industrie eingesetzten Wachsestern
bieten. Der Einsatz von bakteriell produzierten Wastern in  Verfahren zur
Beschichtung von Papier zum Schutz vor Feuchtigkai® von Steinbuchel (1995) fur

Polyhydroxyfettsauren beschrieben, ware denkbar.
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Weitaus groRere Bedeutung liegt im Austausch piaéntallergener tierischer
oder erdol-burtiger synthetischer Produkte durch lbiakteriell geschneiderten WE im
Bereich Hautpflege. Die von Hameisal. (2010) beschriebene anti-allergene Wirkung der
von Alcanivorax jadensis T9 produzierten Wachsester verstarkt zusatzlicke di
hautschitzende Wirkung von kosmetischen Produkténgeschneiderten bakteriellen
WE, die denen des menschlichen Sebums entspredhsrAnwendungsspektrum des von
Stoveken & Steinblchel (2008) diskutierten Einsatlzakterieller WE im medizinischen
Bereich wird hierdurch stark erweitert. Beschiclg@m von Allergie-auslésenden
medizinischen Geraten und Wundauflagen mit gegesthneiderten Wachsestern wirden
den Einsatz dieser Materialien erleichtern. In Keamabon mit bestimmten Wirkstoffen,
wie z. B. Chitosan, waren Anwendungen Uber bestengsditraume und in geeigneten
Konzentrationen mdglich. Chitosan wirkt antibalkedyifungizid und fordert die Wund-
heilung, weshalb es in medizinischen Nahtmatenaliied Wundverbanden eingesetzt wird
(Tsigos et al., 2000). Beschichtungen von B. Pflastern und Wundverbanden mit
hautschonenden anti-allergenen Wachsestern dien aviekstoff, wie z. B. Chitosan,
bereits enthalten, wirden einen gezielteren Einsatz betroffenen Hautstellen

ermoglichen.

Der Vorschlag zur Anwendung von bakteriellen Washe® in Lebensmitteln, was eine
innerliche Anwendung beim Menschen vorsieht (Stéwek Steinblchel, 2008), spielt
auch im medizinischen Bereich eine Rolle. Die Vertheng gezielt geschneiderter
Wachsester mit Schmelztemperaturen, die der Ternyredes menschlichen Korpers
entsprechen, wirde sich zur Herstellung von Zapfch€abletten (Dragees) oder
medizinischen Kaugummis eignen. Eine mdgliche Titéizder bakteriellen Wachsester
fur den Menschen muss in ausfihrlichen Testreiheneiner innerlichen Anwendung
ausgeschlossen werden.

Die Verwendung von Lipideinschlissen als funkticsiatte Nanopartikel, wird von
Waltermannet al. (2005a) beschrieben. Analog dazu kénnte in deteBhnologie das
gezielte Schneidern von Wachsestern Produktionsiies, wie z. B. Fermentationen,
vereinfachen. Die Immobilisierung von Zellen untdisdlicher Bakterienstdmme oder
unterschiedlicher Substrate mit Wachsestern urtedlicher Schmelzpunkte ware
denkbar. Im Verlauf einer Fermentation kbnnte ddie zeitversetzte Zugabe von
Bakterien (Mischkulturen) oder Substraten UberTBenperatur ermdglichen. Die Gefahr

von Kontaminationen ware somit deutlich verringert.
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9 Anhang

Tab. 9.1

Tabellarische Aufstellung aller anhand der Gasclatographie nachgewiesenen linearen gesattigten
die vorA. jadensis T9 produziert wurden mit ihren per GC/MS nachgeeien
Zusammensetzungen; die Einordnung erfolgte anhardrelativen Retentionszeiten, die mit Hilfe der

Wachsester,

Retentionszeit eines internen Standards (Myrisiytlf€canoat) berechnet wurden (4.4.4.1); n. i. shtnic
integrierbar
gesattigte
Wachsester
Wachsester Zusammensetzung Retention | relative
[min] Retention
Coso Dodecanyl-Dodecanoat (1200H-120H) 23,42 0,88
“Coro Tetradecanyl-Tridecanoat (1300H-140H) 28 53 106
: Tridecanyl-Tetradecanoat (1400H-130H) ' '
Cus0 Dodecanyl-Hexadecanoat (1600H-120H) 30,18 1,12
Cus0 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H) 30,18 1,12
C Dodecanyl-Hexadecanoat (1600H-120H) 29 56 112
28:0 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H) ’ :
Dodecanyl-Hexadecanoat (1600H-120H)
"Cos0 Tetradecanyl-Tetradecanoat (1400H-140H) 29,56 1,12
Hexadecanyl-Dodecanoat (1200H-160H)
Coo0 Tetradecanyl-Pentadecanoat (1500H-140H) 31,65 81,1
Cs00 Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H) 33,16 1,23
Co Tetradecanyl-Hexadecanoat (1600H-140H) 3316 123
30:0 Hexadecanyl-Tetradecanoat (1400H-160H) ’ :
“Cato Pentadecanyl-Hexadecanoat (1600H-150H) 34 55 129
: Hexadecanyl-Pentadecanoat (1500H-160H) ' '
Cszo Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H) 36,11 1,34
*Cazo Hexadecanyl-Hexadecanoat (1600H-160H) 36.11 134
: Octadecanyl-Tetradecanoat (1400H-180H) ' '
Con Heptadecanyl-Hexadecanoat (1600H-170H) 37 43 139
33:0 Hexadecanyl-Heptadecanoat (1700H-160H) ’ ’
Caso Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H) 38,80 1,44
Ciaso Nonadecanyl-Pentadecanoat (1500H-190H) 38,80 1,44
*Caso Octadecanyl-Hexadecanoat (1600H-180H) 38.80 144
' Hexadecanyl-Octadecanoat (1800H-160H) ' '
Css0 Nonadecanyl-Hexadecanoat (1600H-190H) 40,09 1,49
Css0 Octadecanyl-Octadecanoat  (1800OH-180H) 41,43 1,54
Css0 Nonadecanyl-Heptadecanoat (1700H-190H) 41,43 1,54
* Octadecanyl-Octadecanoat 1800H-180H
Caso EicosanyI-Hyexadecanoat ((16OOH-200H)) 4143 1,54
Cs70 Octadecanyl-Nonadecanoat (1900H-180H) n. i n.i.
Csso Nonadecanyl-Nonadecanoat (1900H-190H) 43,89 1,63

" Hierbei handelt es sich um WE-Gemische, die atsrschiedlichen Saure- und Alkoholkomponenten mnsengesetzt sind
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Tab. 9.2

Tabellarische Aufstellung aller anhand der

Gasclatographie nachgewiesenen

linearen einfach

ungesattigten Wachsester, die venjadensis T9 produziert wurden mit ihren per GC/MS nachgeeien

Zusammensetzungen; die Einordnung erfolgte anhardralativen Retentionszeiten, die mit Hilfe der

Retentionszeit eines internen Standards (Myrisiyti€ranoat) berechnet wurden (4.4.4.1); - =
eindeutig bestimmbar

einfach ungesattigte

Wachsester
Wachsester Zusammensetzung Retention | relative
[min] Retention
Cast Tetradecanyl-Tetradecenoat  (1400H:1-14QH) 31,29 16 1
Cso:1 Hexadecanyl-Tetradecenoat  (1400H:1-160H) 34,36 27 1,
Caz1 Hexadecanyl-Hexadecenoat (1600H:1-16QH) 37,10 81,3
Ca2a Tetradecanyl-Octadecenoat  (1800H:1-140H) 37,10 381,
Caa Hexadecanyl-Octadecenoat  (1800H:1-160H) 38,54 314
* Hexadecanyl-Octadecenoat 1800H:1-160H
Caea Nonadecen))cl—Pentadecanoat ((15OOH-190H:1)) 38,54 1,43
Css1 Nonadecanyl-Hexadecenoat  (1600H:1-19QH) 39,83 81,4
*Cast Octadecanyl-Octadecenoat (1800H:1-180H) 4115 153
‘ Nonadecanyl-Heptadecenoat (1700H:1-19QH) ' '

Car Nonadecanyl-Octadecenoat  (1800H:1-19QH) 42,44 81,5
C38:1 - 43,66 1,62

" Hierbei handelt es sich um WE-Gemische, die atsrschiedlichen Saure- und Alkoholkomponenten mmsengesetzt sind

Tab. 9.3

Tabellarische Aufstellung aller anhand der Gasclatographie nachgewiesenen linearen zweifach

ungesattigten Wachsester, die vanjadensis T9 produziert wurden mit ihren per GC/MS nachgeeien

Zusammensetzungen; die Einordnung erfolgte anhamdrelativen Retentionszeiten, die mit Hilfe der

Retentionszeit eines internen Standards (Myrisiyti€canoat) berechnet wurden (4.4.4.1); - =
eindeutig bestimmbar

zweifach ungesattigte
Wachsester
i relative
Wachsester Zusammensetzung Retention :
[min] Retention
Caurz - 38,21 1,42
C Octadecenyl-Octadecenoat (1800H:1-180H:1 40 80 152
36:2 Nonadecenyl-Heptadecenoat (1700H:1-190H:1 ’ ’
Csroy - 42,40 1,57

" Hierbei handelt es sich um WE-Gemische, die atarschiedlichen Saure- und Alkoholkomponenten rnsengesetzt sind
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Tab. 9.4

Tabellarische Aufstellung aller Wachsester, die amthder Gaschromatographie aus dem menschlichen
Sebum nachgewiesen wurden; die Einordnung erfelgteand der relativen Retentionszeiten, die miteHilf
der Retentionszeit eines internen Standards (Myxiddecanoat) berechnet wurden (4.4.4.1)

gesattigte einfach ungesattigte zweifach ungesattigte
Wachsester Wachsester Wachsester
Wachsester relativ_e Wachsester relativ_e Wachsester relativ_e
Retention Retention Retention
Cao0 1,23 Cao1 1,22 Caaz 1,42
Caro 1,29 Ca1a 1,28 Cae:2 1,52
Cazo0 1,34 Caza 1,33 Cas2 1,62
Cazo 1,38 Caan 1,37 Caoz2 1,71
Caso 1,44 Caa 1,43
Casio 1,48 Casi1 1,47
Cae0 1,54 Cae1 1,53
Csro 1,58 Cs7a 1,57
Cuo0 1,73 Cssa 1,63
Cao01 1,72
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Abb. 9.1: Massenspektren der vah jadensis T9 produzierten gesattigten reinen Wachsesteregeatzgn
sind Bezeichnung und Kettenlédnge des jeweiligen Westers sowie die aus der Fragmentierung des

jeweiligen Wachsesters entstandenen Peaks
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