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Deni t r i f ica t ion in Hydrogenomonas eutropha Strain  H 16 
~ummary. The hydrogen bacterium ttydrogenomonas eutropha (syn. Alcaligenes 

eutrophus) strain H 16 is able to grow anaerobically with fructose and nitrate or 
nitrite, respectively. Autotrophic anaerobic growth under a gas atmosphere of 
hydrogen and carbon dioxide (90+10 vol-~ with nitrate as the sole hydrogen 
aceeptor is minimal. 

During anaerobic growth with nitrate as H-acceptor, two growth phases are 
distinguishable: During the first phase cell growth occurs with the reduction of 
nitrate to nitrite, which is accumulated; on the second phase nitrite is reduced with 
the formation of gaseous nitrogen. 

Washed, anaerobically grown cells reduce nitrate and nitrite with the formation 
of ~ .  Stoichiometric experiments employing hydrogen or fructose as the hydrogen 
donors are consistent with the conclusion that nitrogen is the sole product of 
denitrification by these cells. This was confirmed by mass spectrometric analysis of 
the gas formed. Aerobically grown cells are able to reduce nitrate only to nitrite; 
when grown in the presence of ammonia, the reduction rate is very low. 

The results indicate that strain H 16 contains only one nitrate reductase. The 
formation of this enzyme system is not influenced by oxygen, however, is repressed 
by ammonia. 

When employing a purified soluble fraction and particles, nitrite reductases 
were found in both fractions. The nitrite reductase system is formed only under 
anaerobic conditions. 

Zusammen/assung. Hydrogenomonas eutrolgha (syn. Alcaligenes eutrophus) 
Stamm H 16 w~chst anaerob mit Fructose und Nitrat bzw. Nitrit. Autotroph- 
anaerobes Wachstum unter einer H2-CO2-Atmosph~re (90+10 Vol.-~ mit Nitrat 
als einzigem Wasserstoff-Acceptor ist minimal. 

W~hrend des anaeroben Waehstums mit Nitrat sind zwei Phasen zu unter- 
scheiden. In der ersten Phase erfolgt die Zellvermehrung auf Kosten der Reduktion 
yon Nitrat zu Nitrit; dieses wird angeh~uft. In der zweiten Phase wird Nitrit unter 
Bildung yon Stickstoff reduziert. 

Gewaschene, anaerob gewaehsene Zellen reduzieren ~itrat  und Nitrit unter 
Bildung yon N2. StSchiometrische Experimente mit H 2 oder Fructose als H-Dona- 
toren lassen darauf schlieBen, dab Stickstoff das einzige Produkt der Denitrifikation 
durch die Zellen ist. Diese SchluBfolgerung wurde durch eine massenspektro- 
metrisehe Analyse des gebildeten Gases bestatigt. Aerob gewaehsene Zellen redu- 
zieren Nitrat nur zu Nitrit. In Gegenwart yon Ammonium-Salz gewachsene Zellen 
reduzieren Nitrat mit sehr geringer Rate. 

Abki~rzungen: MB = Methylenblau; PMS = Phenazinmethosulfat. 
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, daft Stamm H 16 fiber nur eine Nitrat- 
reductase verffigt. Die Bildung des Enzyms ist dutch Ammonium reprimierbar; 03 
ist ohne EinfluB. Die Nitritreductase land sich sowohl in der 15slichen Fraktion als 
auch in den gereinigten Partikeln lokalisiert. Das Nitritreduetase-System wird nur 
unter anaeroben Bedingungen gebildet. 

Die  F/~higkeit, aufgrund  einer N i t r a t - A t m u n g  anae rob  zu wachsen,  
war  u n t e r  den  H2-Bakter ien  n u t  yon  Micrococcus denitri/icans be k~nn t  
(Kluyver ,  1953). E r s t  du t ch  die t axonomischen  Un te r suchungen  yon  
Davis  et al. (1970) wurde  bekann t ,  dab  such  St/~mme von Hydrogenomonas 
eutropha (syn. Alcaligenes eutrophus) u n t e r  o rgano t rophen  Bedingungen  
anaerob  in Gegenwar t  yon 5~itrat zu waehsen vermSgen.  

Die  vor l iegende Arbe i t  be r i ch te t  fiber das  W a c h s t u m  von Hydro- 
genomonas eutropha S t a m m  H 16 un te r  anaeroben  Bedingungen  und  
fiber Gasweehselmessungen an gewaschenen Zellen und  Zel l f rakt ionen.  

Material und Methoden 

Organismus. Die Untersuchungen wurden mit Hydrogenomonas eutro~ha 
Stature H 16 (ATCC 17699), synonym Alcaligenes eutrophus Stamm 337 (Davis et al., 
1970), durchgeffihrt. 

Wachstumsbedingungen. Die Zellen wuehsen in einerMineral-N~hrlSsung, der bei 
heterotropher Anzucht 5-- 10 g Fructose/l, bei autotropher Anzueht 0,5 g NaHC03/I 
zugesetzt wurden. Die Bestandteile der Mineral-N~hrlSsung sind (Gramm/Liter): 
A. Na2HPO a �9 121120, 11,2; KH2PO a, 0,8; K•03, 3,0 (bzw. KNO~, 1,0; bzw. NH~C1, 
1,5); Schwermetall-LSsung nach Pfennig u. Lippert (1966), jedoch ohne Eisen und 
EDTA und unter Verwendung yon nur 1,0ml. B. Fe-Ntt4-Citrat, 0,005; 
MgSOa- 7H20, 0,2; CaCl~. 2H20, 0,015. A, B und die Kohlenstoff-Quelle wurden 
getrennt sterilisiert; p t t  der kompletten N~ihrlSsung wnrde auf 7,6 eingestellt. Bei 
autotropher Anzucht sinkt der pH dureh CO2-Begasung auf 7,0--7,2. Die Zellen 
wuchsen in 61-Zweihalskolben mit 3 1 N~hrlSsnng tinter magnetischer Riihrung bei 
30 ~ C. Zur heterotroph-anaeroben Anzucht diente ~2, zur autotroph-anaeroben ein 
Gemiseh yon H 2 und C02 (90-4-10 Vol-~ als Atmosphere. Die Gase warden dutch 
Wasehen mit KttCO2-Pyrogallol-LSsnng yon Sauerstoff befreit. Vor dem Beimpfen 
wurde die komplette ~q~hrlSsung im Kulturgef~13 durch l~ngeres DurchstrSmen mit 
N~ anaerob gemacht. Parallel wurden Kontrollkulturen mit Ammonium start Nitrat 
bzw. ~i t r i t  angesetz~. In diesen war in keinem Fall Waehstum festzustellen. 
He~erotroph-aerobe Anzuchten erfolgten unter Belfiftung, autotroph-aerobe in 
Gegenwart eines Gemisches yon H2d-O2d-CO ~ (70d-20-t-10 Vol-% ). Heterotroph- 
anaerobe Kulturen warden z.T. aueh in vollst~ndig mit N/~hrlSsung geffillten 
Sehraubdeckelflaschen angesetzt. 

Reinheitskontrolle. Vor dem Abernten wurden Ausstriche auf Fructose- und 
Glucose-Mineralagarplatten (0,50/0 C-Quelle) gemaeht, die nach zweit~giger aerober 
Bebrfitung bei 30~ auf Waehstum und EinheRlichkeit des Koloniebildes hin 
geprfift wurden. H. eutropha w~chst nieht mit Glucose. 

Zelldichte. Als Mall ffir die Zelldichte diente die Suspensionstrfibung bei 436 nm 
und 1 cm Schichtdicke im Zeiss-Sepktralpho$ometer PM 4. 

SpeicherstoHgehalt. Zur Bestimmung des Gehalts an Speicherstoff (Poly- 
/~-hydroxybutters~ure) wurden die Zellen abzentrifugiert, in 3 ml Na-Hyxooehlorit- 
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15sung (Javell'sche Lauge) resuspendiert und 30 min bei Zimmertemperatur in- 
kubiert; dana wurde die Trfibung bei 436 nm im Extinktionsbereich zwischen 0 
und 0,1 ermittelt (,,Resttrfibung"). 

Nitritbestimmung. Nitrit wurde nach Nicholas u. Nason (1957) nachgewiesen. 
Als Testreagentien dienten: A. 330rag Sulfanilsi~ure in 75ml heiBem bidest. 
Wasser gelSst, mit Eisessig auf 100 ml aufgeffillt und B. 500 mg Naphthylamin-1 in 
125 ml Eisessig gelSst, mit bidest. Wasser auf 500 ml aufgeffillt. Der Testansatz 
besteht aus 0,5 ml Probe, 0,5 ml LSsung A und 2,5 ml B. Der gebildete Azofarbstoff 
wird nach 10 rain bei 546 nm gemessen. 20 ~mole 57itrit/Ansatz entsprechen einer 
Extinktion yon 0,225. ~i trat ,  aueh wenn es in der zehnfachen Konzcntration des 
~qitrits vorliegt, stSrt nicht. 

Proteinbestimmung. Die Proteinbestimmung wurde mit der yon Schmidt et al. 
(1963) modifizierten Biuretmethode yon La Rivi~re durchgeffihrt. 

Gewaschene Zellen und Zell/raktionen. Die Zellen wurden gegen Ende der ex- 
ponentiellen Wachstumsphase, im Falle des zweiphasischen Wachstums in der 
2. Phase, geerntet. Durch zweimaliges Waschen mit 0,05M Phosphat-Puffer 
pH 7,6 erhielt man ruhende Ze]lcn, die sofort zum Einsatz kamen. Zur Herstellung 
der Zellfraktionen wurden die durch U]traschallbehandlung (20 kHz, 1 min/2 ml 
Zellsuspension) gewonnenen Extrakte zun~chst durch zweimalige Zentrffugation bei 
4000 g (30 rain) yon grSl$eren Zellfragmenten befreit. Das ~berstehende (Roh- 
extrakt) wurde durch einstfindige Zentrifugation bei 120000 g in eine gelbliche 
(]Ssliche) Fraktion und ein Sediment (die Partikeln) aufgetrenat. Die Partikeln 
wurden in 0,05 M Phosphat-Puffcr pH 7,6 resuspendiert. Ein zweiter Zentrifuga- 
tionsgang bei 120000 g lieferte die ,,partikelfreie" 15sliche Fraktion und die ge- 
wasehenen Partikeln, an dcnen die Nitrat- und Nitritreduktion geprfift wurden. 

Manometrische Messungen. Die Reduktion yon ~i t ra t  mad Nitrit in Gegenwart 
yon gewaschenen Zellen bzw. yon Zellfraktionen wurde manometriseh bei 30~ 
verfolgt (Rund-Warburg-Apparatur der Fa. Braun, Melsungen; 140 Hin- und 
Herg~nge pro Minute, Amplitude: 4 em). 

M_it ganzen Zellen wurde gepriift: A. Die ~Titrat- und Nitritreduktion mit H2. 
Das Reaktionsgemisch enthielt in 2,0ml 140~zmole Phosphatpuffer, pH7,6;  
5 bzmole KNOa (bzw. KNOu) ; die 2,2 mg Protein entsprechende Menge Zellsuspen- 
sion. Im Zentralzylinder befanden sich 0,2 ml 20~ KOtt; Atmosphi~re: t t  2. 
B. Die ~i t rat-  und Nitritreduktion mit Fructose. Das Reaktionsgemisch enthielt in 
2,0 ml 140 [zmole Phosphatpuffer, pH 7,6; 10 [zmole KNOa (bzw. KN02); 10 [zmole 
Fructose; die 2,2 nag Protein entsprechende Menge Zellsuspension; im Zentral- 
zylinder befanden sich 0,2 ml 20~ KOH; Atmosphgre: N~. 

Mit Zellfraktionen (15sliche Yraktion, Partikeln) wurden geprfift: A. Die 
H~-NO3-(NO2-)-Oxidoreductase; Testansatz wie bei ganzen Ze]]en. B. Die NADH- 
NOa-(NOe-)-Oxidoreductase. Das Reaktionsgemisch enthielt in 2,0 ml 140 ~mole 
Phosphatpuffer, pH 7,6; 10 ~mole KNOa (bzw. KNO2); 30 ~zmole NADH; die 6 bis 
9 mg Protein entsprechende Menge Zellfraktion. Als Zus~tze wurden z.T. ein- 
gesetzt: 20nmole Phenacinmethosulfat (PMS) bzw. 0,05 nag Sehweineherz-Dia- 
phorase (Boehringer, Mannheim) und 20 nmole Methylenblau (MB). Im Zentral- 
zylinder befanden sich 0,2 ml 20~ KOH; Atmosphere: N e. Die ,,tt-Donator- 
Nitrat-Oxidoreductase" katalysiert die Reduktion yon Nitrat zu ~itrit ,  die ,,H-Do- 
nator-Nitrit-Oxidoreductase" die Reduktion yon Nitrit zu N2. 

Massenspektrometrie. Als Reaktionsgefi~Be dienten Warburg-Gefgl]e, die ansteIle 
des Manometers mit einem Hahn zur Gasprobenentnahme verbunden waren. Das 
Reaktionsgemisch enthielt in 2,0 ml 140 tzmole Phosphatpuffer, pH 7,6; 20 ~mole 
KNOa; 20 ~molc Fructose; die 4,0 nag Protein entsprechende Menge Ze]lsuspcnsion. 
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Im Zentralzylinder befanden sich 0,2 ml 20~ KOH. Das Kontrollgef~B enthielt 
einen Ansatz ohne Fructose. ~qaeh 25 rain Spiilen der Gef~Be mit nachgereinigtem 
Helium der Fa. Hesser-Griesheim, Diisseldorf, (He > 99,9995 Vol-~ wurde die 
Reaktion dureh Heriiberholen yon KNO~ und Fructose aus dem Seitenarm gestartet. 
Die Inkubation erfolgte bei 30 ~ Cunter Sehfitteln. Das Ende der Gasbildung wurde 
mit gleiehen Reaktionsans~tzen manometrisch festgestellt. Die Gasproben der 
Kontroll- tmd Versuehsgef~Be wurden unter Hoehvakuum (10 -~ Tort) in das 
Massenspektrometer-System CH 5 der Fa. Varian Hat GmbH, Bremen, fiber- 
fiihrt. Die Hassenspektren wurden bei 30 V Ionisierungspotential im niederen 
Massenbereieh aufgenommen. 

Chemikc~llen. ~NADH and Diaphor~se (Sehweineherz, geinheitsgrad I) stammten 
yon Boehringer GmbH, Hannheim; Phenazinmethosulfat yon Sigma Chemical 
Company, St. Louis; die iibrigen Chemikalien stammten vonder  Merck AG, 
Darmstadt. 

Ergebnisse 
Heterotrophes Wachstum unter anaeroben Bedingungen 

Hydrogenomonas eutropha H 16 vermag anaerob in einer nitrat- oder 
nitrithaltigen Mineraln/~hrlSsung bei Anwesenheit yon Fructose oder yon 
anderen organischen Substraten wie Gluconat, Pyruvat ,  Fumara t  oder 
Acetat  gut zu waehsen. Anaerob waehsen die Zellen nur in einem eng 
begrenzten pH-Bereieh. GrSi~ere Zelldiehten wurden mit  Ni t ra t  und 
Nitrit  nur im Alkalisehen (pH-Bereieh 7,5--7,9) erreicht (Abb. 1). Bei 
pH 7,0 konnte mit  Nitri t  keine Zellvermehrung mehr beobachtet  
werden. 

Ffir das anaerobe Wachstum mit  Fructose und Nitrat  ist eine aus- 
gepr/~gte lag-Phase eharakteristisch, wenn als Impfgu t  Zellen verwendet 
werden, die aerob und mit  Ammonium gezogen worden waren. Wahrend 
des Wachstums mi t  Ni t ra t  (Abb.2) wird die einem Drittel  des ein- 
gesetzten Nitrats  entsprechende Menge Nitri t  voriibergehend in alas 
N/~hrmedium ausgeschieden. Bei Erreichen der maximalen Nitritkonzen- 
t rat ion durchl/~uft die Kurve  der Zelldichte eine zweite lag-Phase. Daraus 
l~l]t sich folgern, dal3 die Zellen w/~hrend der ersten Phase fiberwiegend 
nur Ni t ra t  als H-Acceptor nutzen und zu Nitri• reduzieren, bevor Nitri t  
and  dessen Reduktionsprodukte in der zweiten Waehstumsphase als 
H-Aeceptoren dienen. ~ b e r  den Vorgang der Regulation lassen sich nur 
Vermutungen anstellen. M6glicherweise reprimiert Ni t ra t  die Bfldung des 
nitritreduzierenden Systems und/oder Nitri t  ist zur Indukt ion desselben 
notwendig. Unter  /s Versuchsbedingungen fanden L a m u .  
Nicholas (1969) bei Micrococcus denitrilicans, da$ die Nitratreductase in 
der lag-Phase, die Nitritreduetase jedoeh erst im ersten Drittel  des ex- 
ponentiellen Wachstums induziert wurden. Einen diauxischen Kurven- 
verlauf fiir den Zellertrag erhielten die Autoren nieht. 

Der beim Wachstum mit  Ni t ra t  w/~hrend der Phase der Nitritanh/~u- 
lung zu beobachtende pH-AbfaU (Abb.2) beruht mSglicherweise auf  



Denitrifikation bei H. eutropha H 16 203 

2.0. 

!,5. 

1,0. 

0,5 

7.51 

6,5 �84 

0 .  
~5 20 7,5 8,0 8,5 pH 

Abb. 1 Abb. 2 

'~ 

24 ~8 72 96 h 

Abb. 1. Abh~ingigkeit der Zelldichte yore pH-Wert. Die Zellen wuchsen anaerob mi~ 
0,5~ Fructose und 0,3~ KNOB bzw. 0,1~ KNO~ bei verschiedenen Anfangs- 
pH-Werten. Nach Erreichen der stationi~ren Wachstumsph~se wurde die Zelldichto 

(Ea86) bestimmt 

Abb.2. Anaerobes Wachstum mit Fructose und Nitrat. Zur anaeroben Kultur mit 
l~ Fructose und 0,3~ wurde mit Ammonium als N-Quelle autotroph-aerob 
gewachsenen Zellen beimpft. Proben wurden zur Zelldichte-, pH- und Nitrit- 

bestimmung entnommen 

CO~-Bildung aus Fructose. Eine Zunahme des pH im Verlauf der Nitrit- 
abnahme im Medium (Abb.2 und 3) zeigt den ersten Protonen ver- 
brauehenden Schritt  der 5~itritreduktion an (NO-Bildung?). Nach 
Nitr i tverbrauch sinkt der pH-Wer t  wieder ab. Diese Beobachtungen 
lassen vermuten,  dal3 an der Nitri treduktion bei H 16 mindestens zwei 
voneinander trennbare Teilprozesse beteiligt sind. 

Autotrophes Wachstum unter anaeroben Bedingungen 

In  einer Mineral-NiihrlSsung mit  Ni t ra t  als H-Acceptor und N-Quelle 
unter  einer H~-CO~-Atmosphiire (90+10Vol-~ ohne organisehes 
Substrat  war das Wachstum sehr gering (Abb. 4). Die Ni~hrlSsung war mit  
Ammonium aerob-autotroph gewachsenen Zellen beimpft  worden. Es 
fiberraschte, dal3 die Zelldiehte schon unmittelbar  nach dem Beimpfen 
zunahm. Der Verdaeht, dab die Zellen Spuren yon Sauerstoff nutzten, 
l ie] sich durch Kontrollkulturen entkriiften, die start  5Ti~rat Am- 
monium enthielten. In  diesen nahm die Zelldichte nicht zu. Wie aus 
Abb. 4 hervorgeht, beruht die Zunahme der Trfibung auf Zellwachstum. 
Der Anteil der Zellen an Speieherstoff (Poly-fl-hydroxybutterss war 
gering und blieb w~hrend des Wachstums konstant.  

Die diauxische Kurve  der Zelldichte dfirfte, wie bei Abb. 2, auf  die 
sukzessive Nutzung erst yon Nitrat ,  dann yon Nitri t  als H-Aeceptor 
zurfickzufiihren sein. Allerdings wurde unter  It~ und CO s mehr Nitr i t  

15 A r c h .  F i i k r o b i o l . ,  B d .  90  
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Abb. 3. Anaerobes Wachstum mit Fructose und Nitrit. Zur anaeroben Kultur mit 
0,5~ Fructose und 0,1~ KN0~ wurde mit Ammonium autotroph-aerob gewachse- 
nen Zellen beimpft. Proben wurden zur Zelldichte-, pit. und Nitritbestimmung 

entnommen 

Abb.4. Anaerobes Wachstum mit It2, C02 und Nitrat. Die N~hrlSsung mit 0,3~ 
K-NOa unter einer H~-CO~-Atmosph~re (90+10 Vol-~ wurde mit Ammonium 
autotroph-aerob gewachsenen Zellen beimpft. Anfangs-pH: 7,0. Proben warden zu 
Zelldichte-, Speicherstoffgehal~s-, pH- und NitriSbestimmungen entnommen. Naeh 
Versuchsende wurde eine Reinheitskon~rolle durehgefiihrt. In einer Kontrollkultur 
mit 0,15~ Ntt4C1 statb KNO 3 fund keine Vermehrung des Impfgutes start. Die 

,,Resttriibung" E486 wurde naeh Behandlung mit Na-Hypochlorit bes$immt 

(die mehr als 50~ des eingesetztcn Nitrats  entsprechende Menge) in das 
Medium ausgeschieden als w/~hrend des Wachstums mit  Fructose. Die 
im Verlauf der Iqitritreduktion erfolgende Zunahme der Zelldichte war 
wesentlich geringer als mit  Fructose als Substrat.  

Endprodukte  der Denitrifikation 

Zur Erfassung der gasfSrmigen Endprodukte  der Denitrifikation 
wurden die Gasumss gewaschener Zellen zun~chst nach der mano- 
metrischen Methode gepriift. Den mit  Fructose und Nitrat  anaerob 
gewachsenen Zellon wurdcn entweder Fructose oder It~ als H-Donatoren 
geboten. 

Bei der organotrophen Nitrat-  und Nitri treduktion (Abb. 5) warden 
Gasmengen frei, die mit  der Bildung yon N 2 oder N~O, nicht jedoch yon 
NO oder N H  3 zu vereinbaren sind. Theoretisch mfil~ten im Falle yon 
N~ (N20) 5 ~mole Gas aus 10 ~mole Ni t ra t  bzw. Nitri t  gebildet werden. 
I m  Versuch wurden aus 10 ~mole Ni t ra t  4,3 ~mole und aus 10 ~mole 
Nitri t  4,8 ~mole Gas entwiekelt. 

Wird gasfSrmiger Wasserstoff als H-Donator  angeboten, so liU3t sich 
die Frage nach dem gaup tendproduk t  der Nitrat-  und Nitritreduktion 
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Abb.5. Gasbildung durch anaerob mit l~itrat gewachsene Zellen mit Fructose als 
H-Donator und Nitrit oder Nitrat als B-Aeeeptor. Die manometrisehe Messung 
wurde an gewasehenen Zellen durchgeffihrt, die anaerob mi~ 1~ Fructose und 
0,30/0 KNO a gewachsen waren. Das Reaktionsgemisch enthielt im Hauptraum 
140 ~mole Phosphatpuffer, pH 7,6 und die 2,2 mg Protein entspreehende Menge 
Zellsuspension (2,0 ml); im Seitenarm 10 ~mole KNOa (bzw. KNOa) und 10 9mole 
Fructose; im Zentralzylinder 0,2 ml 20~ KOB. AtmosphEre: N~. Mit l~itra~ 
wurden mehrere Gef~l]e angesetzt, in denen -- jeweils in einem GefEJ] bei einem be- 
stimmten Zeitpunkt -- die yon den Zellen ausgeschiedene Nitritmenge (gestriehelte 

Kurve) bestimmt wurde 

Abb.6. Gasaufnahme dureh anaerob mit Nitrat gewaehsene Zellen mit H~ als 
B-Donator und Nitrit oder Nitrat als H-Accepter. Die manometrisehe Messung 
wurde an gewaschenen Zellen durchgeffihrt, die anaerob mit 1% Fructose und 
0,3~ KN03 gewachsen waren. Das Reaktionsgemisch (2,0 ml) enthielt im Haupt- 
raum 120~mole Phosphatpuffer, pH7,6 und 5{~mole KNO 3 (bzw. KN02); im 
Seitenarm 20 ~mole Phosphatpuffer, pit 7,6 mad die 2,2 mg Protein entspreehende 

Menge Zellsuspension; im Zentralzylinder 0,2 m1203/0ige KOH. AtmosphEre: B e 

Abb. 7. Massenspektrometrisehe Priifung des gasf6rmigen Endprodukts der organo- 
trophen Denitrifikation. Es wurden gewaschene, anaerob mit 1~ Fructose mid 
0,3% K-NO3 gewachsene Zellen eingesetzt. Als ReaktionsgefEBe dienten Warburg- 
GefEBe. Das 2,0 ml-Reaktionsgemisch enthielt im Hauptraum 140 t~mole Phosphat- 
puffer, pH 7,6, und die 4 mg Protein entspreehende Menge Zellsuspension; im 
Seitenarm 20 ~mole KNO 8 und 20~mole Fructose; im Zentralzylinder 0,2 ml 
20~ KOH. AtmosphEre: Helium. Ein KontrollgefEB ohne Fructose wurde an- 
gesetzt. Nach Versuchsablauf (vgl. ,,Material und Methoden") wurden Gasproben 

des Kontroll- und VersuchsgefEl~es im Massenspektrometer CI-I 5 gepriift 

sehon aufgrund yon manometrischen Messungen entscheiden. Naeh den 
Gleichungen 

5H~ + 2NO 3- -~ 2 H + - + N ~  + 6H20 
und 

3 H 2 + 2 NO~- ~- 2 H +-->N 2 + 4H~O 

sollten pro reel Nitrat  (Nitrit) im Falle der N~-Bildung 2 mole (1 reel) Gas 
(H 2 minus N2) yon den Zellen aufgenommen werden; bei der Bildung yon 
N20 mfigten es 1,5 mole (0,5 reel), bei NO-Bildung 0,5 reel (0,5 reel Gas- 

1 5 "  
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bildung) und bei der NH3-Freisetzung 3 mole (2 mole) pro tool Nitrat 
(Nitrit) sein. 

Im Versuch wurde~ bei der Reduktion yon 5 ~mole Nitrat (Nitrit) 
216 ~1 (100 ~1) Gas yon den Zellen verbraucht (Abb. 6). Das bedeutet, dab 
pro tool Nitrat (Nitrit) 1,93 mole (0,89 tool)Gas aufgenommenl worden 
waren. ~ Die ermittelten Werte des Gasumsatzes stehen also mit ider Bil- 
dung yon N s als Hauptendprodukt der Denitrifikation im Einklang. 
Eventuell ~wird noeh etwas N~O freigesetzt. Naeh Versuehsablauf wurde 
auf Ammonium und Nitrit gepriift; das Resultat war negativ. 

Massenspektrometrische Untersuchungen yon Gasproben, die naeh 
Ablauf der organotrophen Denitrifikation unter Helium entnommen 
worden waren, best~tigten, daB mit Fructose als H-Donator Nitrat und 
Nitrit his zur Stufe des !q s (Masse 28) reduziert werden (Abb.7). NsO 
(Masse 44) konnte nieht einmal in Spuren nachgewiesen werden. Die 
organotrophe Denitrifikation l~Bt sieh demnaeh wie folgt formulieren: 

5 CsHlsO6 Jr 24 NO3- zr 24 H + -> 30 COs ~- 12 Ns -~ 42 HsO 

CsH~O e-}- 8NO s--~ 8H +-> 6CO s~- 4 N ~ +  10H20. 

Nitrat- und Nitritreduktion verschieden gewaehsener Zellen 

Auch anaerob mit Nitrit gewachsene Zellen reduzierten Nitrat und 
Nitrit bis zur Stufe des BT~. Die Gasfreisetzung aus Nitrat mit Fructose 
als H-Donator erfolgte bei nitritgewachsenen Zellen (Abb. 8), im Gegen- 
satz zu nitratgewachsenen (Abb. 5), in zwei Phasen: In der ersten Phase 
wird Nitrat vorwiegend nut zu Nitrit reduziert; die Gasfreisetzung ist 
gering, und Nitrit wird yon den Zellen ausgesehieden (Abb. 8). Wenn die 
Nitritanh~ufung ihr Maximum erreieht, setzt die Phase der Nitrit- 
reduktion ein. Sie ist erkennbar an der Abnahme des Nitrits im Medium 
und an einer Rate der Gasentwieklung, die der mit Nitrit als alleinigem 
H-Aeeeptor gleicht. Bei nitratgewaehsenen Zellen wird Nitrit, auch in 
Gegenwart yon Nitrat, sofort weiterreduziert (Abb. 5). Bei der Gasfrei- 
setzung aus Nitrit konnten keine Phasen untersehieden werden. 

Ein ~hnlieher zweiphasischer Gasumsatz war zu beobaehten, wenn 
anaerob mit b/itrit gewaehsenen Zellen H s als H-Donator geboten wurde 
(Abb. 9). Der Verlauf der Gasaufnahme l~Bt erkennen, dab das BTitrat in 
einer ersten Phase zu Nitrit reduziert wird. 

In Gegenwart nitratgewaehsener Zellen erfolgte die Gesamtaufnahme 
bei der Hs-abh/ingigen Nitratreduktion, ebenso wie die erw~hnte Gas- 
freisetzung aus Nitrat mit Fructose als H-Donator, stets mit gleieh- 
bleibender Rate. Diese Zellen vermSgen demzufolge die ~itratreduktion 
ohne grSBere Akkumulation yon lqitrit direkt bis zur N~-Endstufe 
durchzufiihren. 
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Abb.8. Gaswechsel anaerob mit Nitrit gewachsener Zellen mit Fructose als 
H-Donator und Nitrit oder Nitrat als H-Accepter. Die ZeIlen waren anaerob mit 
0,50/0 Fructose und 0,1% KNO 2 gewaehsen. Versuehsansatz wie bei Abb.5. Die 

gestriehelte Km've gibt die yon den Zellen ausgesehiedene Nitritmenge an 

Abb. 9. Gasweehsel anaerob mit Nitrit gewaohsener Zellen mit H~ a]s H-Donator. 
Die Ze|len waren anaerob mit 0,50/0 Fructose und 0,1~ KN02 gewachsen. Versuehs- 

ansatz wie bei Abb. 6 

Es ist noch unklar, warum sich nitrat- und nitritgewachsene Zellen in 
der genannten Beziehung unterscheiden. Die Ergebnisse deuten darauf 
hin, dag nitratgewaehsene Zellen das vollkommenere (komplexe?) 
System der Denitrifikation besitzen. Nitritgewachsene Zellen reduzieren 
zwar IX~itra~ mit hoher Rata zu Ni~rit, verm6gen jedoch nicht Nitrit in 
Gegenwart yon Nitrat  im selben MaBe als It-Accepter zu nutzen. 

Mit Zellen, die unter verschiedenen Bedingungen gewachsen waren, 
wurden Gasumsatzraten und die Endprodukte der Nitratreduktion be- 
stimmt (Tab. l). Es ist bemerkenswert, dab unter anaeroben und aeroben 
Wachstumsbedingungen in Gegenwart von Nitrat odor Nitrit und un- 
abh/~ngig vonde r  Anwesenheit yon H 2 eine ,,H~-Nitrat-Oxidoreductase" 
(Reduktionsprodukt Nitrit) mit amlKhernd gleicher Aktivit/~t gebildet 
wird. Eine Ausnahme bildeten aerob-autotroph gewachsene Zellen: Sie 
besal3en eine um mehr als 60o/0 geringere Aktivit/~t. 

Eino ,,H2-Nitrit-Oxidoreduetase" (Reduktionsprodukt N~) konnte nur 
bei anaerob gewachsenen Zellen beobachtet werden. Mit Fructose und 
Nitrat  gewachsene Zellen besa/3en die hierftir h6chste Aktivit/~t. Nur mit 
Fructose anaerob gewachsene Zellen waren bef~higt, mit Fructose als 
H-Donator Nitrat (Nitrit) bis auf die Stufe dos N~ zu reduzieren. Auto- 
troph-anaerobe Zellen reduzierten zwar Nitrat in Gegenwart yon H 2 zu 
N~, mit Fructose jedoeh nur bis zu Nitrit. Aerob gewachsene Zellen re- 
duzierten Nitrat generell nur zu Nitrit; aerob mit Ammonium gewach- 
sene Zellen jedoch nur mit/~uterst geringer Rate. 

Zusammenfassend kann festgestellt warden, dab das denitrifizierende 
System (N2-Freisetzung aus Nitrit) bei H. eutropha H 16 nur unter 
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Tabelle 1. Der EinfluB der Waehstumsbedingungen auf die Rate der Nitrat- und Nitrit- 
reduktion nnd die N-l~eduktionsprodukte 

H-Donator: Hn H-Donator: Fructose End- 

H-Acceptor H-Acceptor H-Acceptor H-Aeceptor produkte 
NOa- NOn- NO3- NO2- der Ni~ra~- 

reduktion 

Wachstums- ~zmole NO n- tzmole N~ ~mole N 2- ~zmole N2 
bedingungen rain- g Protein rain. g Protein min- g Protein min. g Protein 

o 

H2 + C02; 
NO a- 72 a n 14 n 1 3 N2; NO~- 

Fructose;NO a- n 21 31 n 23 38 N2 

Fructose;NO~- 73 a n 14 n n 42 N 2 

o 

ttn + COn; 
NOa- 26 0 1 n 0 0 :NO n - 

Fructose ;NO a- 68 0 0 n 0 0 NO n- 

Fructose;NH a- 1 0 0 n 0 0 (NOn-) 

Die anaeroben Zellanzuchten wurden, wie bei den Abb. 2, 3 und 4 angegeben, 
durchgeffihrt. Die autotroph-aerobe Zellanzueht erfolgte bei 0,30/0 KN03 unter 
einer I~I2-O2-C02-Atmosphare (70-}-20-t-10Vol-~ und pH 7,2, die heterotroph- 
aerobe bei 0,30/0 KNO3 bzw. 0,15~ NH4CI und 1~ Fructose bei pH 7,6. Als Impf- 
material diente in jedem Falle eine autotroph-aerobe mit Ammonium gewachsene 
Zellkultur. 

Die Gasumsatzraten wurden mit den bei Abb. 5 und 6 angegebenen Testansatzen 
ermittelt. Nitrit wurde colorimetriseh bestimmt (vgl. ,,Material und Methoden"). 

a Zur Aktivitatsbereehnung wurde angenommen, dab Nitrat in der ersten 
Phase der Gasaufnahme quantitativ zu Nitrit umgesetzt wird (vgl. Abb. 9). 

n ~ mit den angewandten 1VIegmethoden nicht bestimmbar. 

anae roben  Bedingungen  wi~hrend des W a c h s t u m s  m i t  N i t r a t  oder  N i t r i t  
gebi lde t  wird.  Sauerstoff  r ep r imie r t  die Bi ldung  dieses Systems.  Die 
N i t r a t r e d u c t a s e  is t  r ep r imie rba r  durch  Ammonium.  

Ver te i lung der  n i t r a t -  und  n i t r i t r eduz ie renden  Sys teme 
auf  zwei Zel l f rakt ionen 

U m  einen E inb l i ck  in die Ver te i lung der  N i t r a t -  und  Ni t r i t r educ tase -  
Aktivi t i~ten bei  H. eutropha H 16 zu gewinnen,  wurden  anaerob  mi t  
F ruc tose  und  N i t r a t  gewachsene Zellen durch  Ul t r a scha l lbehand lung  
aufgeschlossen und  dureh  f rak t ion ie r t e  Zen t r i fuga t ion  bei  120000 g in  
eine 15sliehe F r a k t i o n  und  ein Sed iment  (Par t ikeln)  aufge t rennt .  A n  den  
be iden  , ,gereinigten" F r a k t i o n e n  wurde  geprtif t ,  inwieweit  sie die N i t r a t -  
und  N i t r i t r e d u k t i o n  m i t  den  H - D o n a t o r e n  H 2 und  N A D H  zu ka t a lys i e ren  
verm6gen  (Tab. 2). Es  wurde  deut l ieh,  dab  nur  die Pa r t i ke l f r ak t i on  die 
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Tabelle2, Lokalisierung der nitrat- und nitritreduzierenden Systeme in Zell- 
fraktionen 

Enzymatische Reaktion Aktivit~ten in iLmole H-Aceeptor/ 
min �9 g Protein 

120000 g 120000 g 
~-berstehendes Sediment 

I-Iz-NO3--Oxidoreductase 0 
tte-NO2--Oxidoreduetase 0 
NADH-NOa--Oxidoreduetase 0 
NADtt-~qO2--Oxidoreductase 0 
NADtt(PMS) -NO2--Oxidoreductase 18 
NADH (Diaphorase-MB)-NO~- 

Oxidoreductase 27 

165 
0 

40 
0 

12 

Die mit Fructose und Nitrat anaerob gewachsenen Zellen warden dutch Ultra- 
sehallbehandlung aufgesehlossen und naeh zweimaliger fraktionierter Zentrifugation 
bei 120000 g in eine ,,partikelfreie" 15sliehe Fraktion und ein Sediment (gewasehene 
Partikeln) aufgetrennt. 

Die Aktivit~ten wurden manometriseh bestimmt. Der Test der H~-Nitrat- 
(Nitrit)-Oxidoreduetase wurde wie bei Abb.6 mit 2--6 mg Protein/Ansatz durch- 
gefiihrt. Die :NADH-Nitrat(Nitrit)-Oxidoreduetase wurde in folgendem Reaktions- 
gemiseh (0,2 ml) gemessen: Im Itauptraum befanden sieh 140 ~mole Phosphat- 
puffer, pH 7,6, mid die 6--9 mg Protein entspreehende Menge Zellfraktion; im 
Seitenarm 10tzmole KNOa (KNO2) und 30~zmole NADH; ira Zentralzylinder 
0,2 ml 20~ KOK. Als Zus/itze wurden z.T. in den I-Iauptraum eingesetzt: 
20 m~ mole PMS (MB) oder 0,05 nag Diaphorase. Atmosphire: N 2. 

RTitratreduktion zu Nitrit katalysierte. Als H-Donatoren fungierten I-I 2 
oder NADH. Eine Nitritreduktion zu N 2 (oder N20 ?) lieB sich nur mit 
NADH als H-Donator und nur unter Zusatz yon Zwischenfibertr/igern in 
katalytischen Mengen erzielen. Es wurden Aktivit/~ten sowohl in der 
15slichen als auch in der Partikelfraktion gemessen. 

Aus den in Tab. 2 wiedergegebenen Aktivit/~tsverteilungen auf zwei 
Zellfraktionen kann daher geschlossen werden, dab H 16 aller Wahr- 
scheinlichkeit nach nur eine partikelgebundene Nitratreduktase, jedoch 
zwei nitritreduzierende Systeme, ein 15sliches and ein partikelgebundenes, 
besitzt. Selbstverstindlich kSnnen zur Kl i rung dieser Fragen letztlich 
nut  entsprechende enzymatische Untersuchungen AufschluB geben. 

Diskussion 

In  den Arbeiten yon Davis et al. (1969, 1970) wird eine Aufgliederung 
der gram-negativen H2-Bakterien in 5 Gruppen vorgeschlagen. Der Be- 
f/ihigung zur Nitrat-Atmung wird in diesem Zusammenhang Bedeutung 
beigemessen. Nur AngehSrige der Gruppe A (Micrococcus denitri/icans) 
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und B (Alcaligenes eutrophus) sind in der Lage, anaerob mit hTitrat zu 
wachsen. Als Energie- und C-Quelle wurden Lactat  oder Hefeextrakt- 
Glycerin geboten. 

W/~hrend sich schon sehr frfih Arbeiten mit der ~Titrat-Atmung bei 
Micrococcue denitri]icans befal~ten (Kluyver, 1953; Verhoeven et al., 
1954), existieren keinerlei Untersuchungen fiber die Nitrat-Atmung bei 
Vertretern der B-Gruppe. Hydrogenomonas eutropha (~-Alcaligenes 
eutrophus) Stature H 16 vermag anaerob in Gegenwart yon Nitrat  oder 
Nitrit  mit C-Quellen, die er auch aerob nutzt,  gut zu wachsen. Das anae- 
robe Wachstum unter H~ und CO 2 war hingegen sp/s Besonders 
gering war die Zunahme der Zelldichte im Verlauf der Nitritreduktion 
(vgl. Abb. 4). Es wird vermutet,  dab die Ursache ein/~ul~erst ungiinstiger 
ATP-Spiegel autotroph-anaerob wachsender Zellen ist. Der Energie- 
gewinn dutch oxydative Phosphorylierung in Kopplung an das deni- 
trifizierende System, also insbesondere an die ~qitritreduktion, ist an- 
scheinend wesentlieh geringer als der Gewinn durch die Knallgasreaktion 
(H2-O2-Oxidoreductase). In diese Richtung weist auch eine Beobaehtung 
an autotroph waehsenden Zellen yon Micrococcu8 denitri/icans; beim 
Wechsel der Bedingungen yon aerob zu anaerob liel~ die (ATP-ab- 
h~ngige) CO~-Fixierungskapazit~t betr/~ehtlich nach (Banerjee u. 
Schlegel, 1966). 

Mit aerob und anaerob gewachsenen Zellen yon H. eutropha H 16 
(Anzucht mit  Nitrat  oder ~ i t r i t  und Fructose) wurden gleiche Raten der 
Nitratreduktion zu ~qitrit gemessen. Dieses Ergebnis sprieht nicht ffir 
eine ,,zusiitzliche", unter anaeroben Bedingungen induzierbare Nitrat- 
reductase. Auch die F~higkeit nur der Partikelfraktion, die 57itrat- 
reduktion zu ~qitrit zu katalysieren, steht mit der Vorstellung im Ein- 
klang, dab H 16 nur eine einzige Nitratrednctase besitzt. In  Gegenwart 
der Partikeln wurde Chlorat als Substrat mit derselben Rate wie ~qitrat 
reduziert (Pfitzner, 1969). Gem/s der Differenzierung yon Pichinoty u. 
Mdt4nier (1966) besitzt Stamm H 16 demnach eine Nitratreductase des 
A.Typs. Die Bildung des Enzyms scheint nur durch Ammonium re- 
primierbar zu sein; Sauerstoff ist ohne Einfiul3. 

Hingegen ist das Vorkommen zweier Nitritreductasen nicht aus- 
geschlossen. Daffir spricht, da~ in Gegenwart der lSslichen und der 
Partikelfraktion Nitritreduktion naehgewiesen werden konnte. Das 
denitrifizierende System, d .h .  die Nitritreduktion zu ~2 (5720) ist bei 
H 16 wie bei Micrococeus denitri/icans (Lain u. Nicholas, 1969) nur unter 
anaeroben Bedingungen induziert; Sauerstoff reprimiert dessen Syn- 
these. 

Fiir die umsiehtige Hilfe bei den Experimenten d~nken wir Frau ~. Kappey- 
Noerenberg, fiir die Aufnahme der NIassenspektren Frl. A. Jander yore Physik. 
Chem. Inst. d. Univ. GSttingen. 



Denitrifikation bei H. eutropha H 16 211 

Literatar 

Banerjee, A. K., Schlegel, H. G. : Zur Rolle des Hefeextraktes w~hrend des chemo- 
lithotrophen Wachstums yon Micrococcus denitri/icans. Arch. Mikrobiol. 58, 
132--153 (1966). 

Davis, D. tL, Doudoroff, M., Stanier, R. Y., Mandel, M.: Proposal to reject the 
genus Hydrogenomonas: Taxonomic implications. Int. J. Syst. Bact. 19, 375--390 
(1969). 

Davis, D. H., Stanier, R. Y., Doudoroff, M., Mandel, M.: Taxonomic studies on 
some gram-negative polarly flagellated "hydrogen bacteria" and related species. 
Arch. Mikrobiol. 70, 1--13 (1970). 

Kluyver, A. J. :  Some aspects of nitrate reduction. Sym. Microb. 5~etab., 6. Int. 
Congr. Microbiol., Rom, pp. 71--91 (1953). 

Lam, Y., Nicholas, D. J .D . :  Aerobic and anaerobic respiration in Microccocus 
denltri/icans. Biochim. biophys. Acta (Amst.) 172, 450--461 (1969). 

Nicholas, D. J. D., Nason, A. : Determination of nitrate and nitrite. In: S. P. Colo- 
wick and N. 0. Kaplan, Ed., Methods in enzymology, Vol. 3, pp. 981--984. 
New York: Academic Press 1957. 

Pfennig, N., Lippert, K. D. : 12~ber das Vitamin Bl~-Bediirfnis phototropher Schwe- 
felbakterien. Arch. Mikrobiol. 55, 245--256 (1966). 

Pfitzner, J. :  Die NAD-spezifische Hydrogenase und das Elektronentransport- 
system yon Hydrogenomonas H 16. Diss., GSttingen 1969. 

Piehinoty, F., M6t6nier, G. : Contribution s l'6tude de la nitrate-r6ductase assimi- 
latrice d'tme levure. Ann. Inst. Pasteur 111, 282--313 (1966). 

Schmidt, K., Liaaen-Jensen, S., Schlegel, It.  G.: Die Carotinoide der Thiorhodaceae. 
I. Okenon als Hauptcaxotinoid yon Chromatium okenii Perry. Arch. Mikrobiol. 
46, 117--126 (1963). 

Verhoeven, W., Koster, A. L., Van/qievelt, M. C. A. : Studies on true dissimilatory 
nitrate reduction. III .  Micrococcus denitri/icans, a bacterium capable of using 
molecular hydrogen in denitrifieation. Antonie v. Leeuwenhoek 20, 273--284 
(1954). 

Prof. Dr. H. G. Schlegel 
Institut fiir Mikrobiologie 
D-3400 GSttingen, GrisebachstraBe 8 
Bundesrepublik Deutschland 


