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SAMENVATTING

De wereldproduktie van de 10 meest gevraagde gechloreerde alifatische verbindingen ligt
in de ordegrootte van miljoenen tonnen per jaar. De verbindingen zijn schadelijk voor
het milieu door hun toxiciteit en slechte afbreekbaarheid. Gechloreerde alifatische
koolwaterstoffen zijn bijzonder vluchtig, waardoor grote hoeveelheden via de lucht
vrijkomen bij diverse industriële processen of andere toepassingen. Deze emissie kan
tegengegaan worden door behandeling van industriële afgassen. Biologische filtratie
waarbij micro-organismen de gechloreerde verbindingen verwijderen zou een vrij
goedkope en milieuvriendelijke optie kunnen zijn. Het doel van het onderzoek is dan ook
het in handen krijgen van bacteriën die zich kunnen vermeerderen ten koste van
gechloreerde alifatische verbindingen die in grote hoeveelheden geproduceerd worden.
Daarnaast worden de afbraakroutes bestudeerd en wordt onderzocht of enkele van de
stammen geschikt zijn voor toepassing in filtersystemen en welke biochemische
eigenschappen deze toepasbaarheid beïnvloeden.

Het onderzoek heeft zich gericht op de afbraak van drie verschillende gechloreerde
verbindingen:epichloorhydrine,1,2-dichloorethaanen2-chloorethylvinylether.Hetbleek
mogelijk bacteriën uit verontreinigd slib te isoleren die zich vermeerderen ten koste van
deze verbindingen. Hierbij wordt de gechloreerde verbinding enzymatisch omgezet tot
zoutzuur, CO2 en water. De belangrijkste omzetting bij de afbraak is de afsplitsing van
het chloor, dat in de vorm van zoutzuur vrij komt. Het zoutzuur kan worden
geneutraliseerd door toevoeging van loog. De afsplitsing van het chloor kan worden
gezien als een detoxificatie en wordt gekatalyseerd door een dehalogenase. In het geval
van epichloorhydrine is eerst een omzetting nodig naar 3-chloor-1,2-propaandiol.
Vervolgens wordt zoutzuur afgesplitst door een haloalcohol dehalogenase waarbij een
epoxide gevormd wordt (1,2-epoxy-3-propanol). Het enzym is gezuiverd en bestudeerd.
Het is zeer stabiel en kan een breed scala aan verschillende chloor- en broom-bevattende
alcoholen afbreken.

De stammen die in staat zijn te groeien op 2-chloorethylvinylether blijken ook te kunnen
groeien op 1,2-dichloorethaan. De oorzaak hiervan is dat dezelfde enzymen betrokken
zijn bij de afbraak van 2-chloorethylvinylether en 1,2-dichloorethaan. De dechlorering
van deze verbindingen wordt gekatalyseerd door het haloalkaan dehalogenase. Hierbij
wordt het corresponderende alcohol gevormd. Opmerkelijk is dat in alle onderzochte
bacteriën het gen dat codeert voor het haloalkaan dehalogenase identiek is. Het lijkt er
dus op dat het haloalkaan dehalogenase gen door de bacteriën onderling wordt
doorgegeven. Het belang van dergelijke dechlorerende enzymen is milieubiotechnologisch
gezien groot. Omdat sommige bacteriën over deze sleutel-enzymen beschikken is afbraak
mogelijk. Het is vaak moeilijk om deze gespecialiseerde micro-organismen in handen te
krijgen en aÍbraak komt niet altijd spontaan op gang. Filterinstallaties voor de eliminatie
van gechloreerde alifatische verbindingen moeten dan ook bij aanvang beent worden met
in het laboratorium opgekweekte cultures.

Aangezien de concentraties van gechloreerde alifatische verbindingen die via de lucht
geloosd mogen worden erg laag zijn, is voor de verwijdering niet alleen de grootte van
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het filter belangrijk, maar ook de kinetische eigenschappen van de micro-organismen.
Gebleken is dat bacteriën die veel haloalkaan dehalogenase synthetiseren een betere
afÍiniteit voor deze verbinding hebben en daardoor een betere verwijdering geven.
Ancylobacter aqu.aticu; AD25 verwijdert om deze reden het meest efficiënt 1,2-
dichloorethaan. Daarnaast produceert deze stam extracellulairp polymeren die fibers
vormen, waardoor deze bacterie uitstekend kan hechten aan dragermaterialen van glas
of stael. Dit is een belangrijke eigenschap omdat in de biologische filters die gebruikt
worden voor afgasreiniging immobilisatie van de cellen noodzakelijk is.

Naast de kinetische eigenschappen van een organisme is ook de interactie met andere
micro-organismen van groot belang. Zo kon een bijpopulatie van een chloorethanol
afbrekende Pseudomonas de groei van een 1,2-dichloorethaan aÍbrekende Xanthobacter
stimuleren, maar niet van een Ancylobacter stam, die in feite gunstiger eigenschappen
heeft. De uitscheiding van vitamines, met name biotine, speelde daarbij een belangrijke
rol.

Een aantal veel geproduceerde gechloreerde alifatische verbindingen zoals
trichloorethylern, cis-7,2-dichloorethyleenen tans-|,2-dichloorethyleen kunnen tot nog
toe niet door micro-organismen gebruikt worden als groeisubstraat. De afbraak van deze
verbindingen is wel beschreven en verloopt cometabolisch, hetgeen betekent dat er een
ander substraat nodig is waar de bacteriën wel op kunnen groeien. Hierdoor is toepassing
van deze micro-organismen voor afgasreiniging minder interessant. Daarnaast is de
aÍbraak oxidatief, er wordt zuurstofingebouwd, waarbij gechloreerde epoxiden ontstaan.
Deze verbindingen zijn instabiel en kunnen indirect aanleiding geven tot vergiftiging van
de cellen. Dit gebeurt bijvoorbeeld als trichloorethyleen wordt afgebroken. Een deel van
het onderzoek was gericht op de vraag ofde epoxiden van bovengenoemde verbindingen
biologisch afbreekbaar zijn, waardoor op die manier het vergiftigings-effect ondervangen
kan worden. Uiteindelijk bleek dat micro-organismen die groeien op isopreen in staat zijn
de epoxiden van cis- en tans-|,2-dichloorethyleen af te breken. De snelheid hiervan is
nog vrij laag maar het resultaat geeft aan dat bacteriële groei op de boven genoemde
chloorethylenen niet onmogelijk hoeft te zijn, temeer daar deze verbindingen energierijk
z1jn.

De onderzoeksresultaten suggereren dat de natuur bezig is een antwoord te geven op de
toegenomen vervuiling van het milieu met gehalogeneerde alifatische verbindingen.
Blijkbaar ontwikkelen zich micro-organismen die in staat zijn milieuvreemde
verbindingen afte breken. Genetische adaptatie speelt een belangrijke rol bij het ontstaan
van micro-organismen met nieuwe afbraakcapaciteiten. Vaak zijn deze organismen en
hun enzymen nog primitief, zoals het haloalkaane dehalogenase dat niet effrciënt
gereguleerd wordt en een lage affiniteit heeft voor 1,2-dichloorethaan. Mogelijk wordt
door gerichte verbeteringen van dergelijke enzymen een betere verwijdering haalbaar.
Tevens kunnen enzymen geschikt gemaakt worden voor de afbraak van milieuschadelijke
gehalogeneerde alifatische verbindingen waarvoor de natuur op dit moment nog geen
oplossing biedt.
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