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I. Einleitung

Seit den 70-er Jahren findet die fermentative Herstellung von
Ethanol als Energietrdger und industrieller Rohstoff grofies In-
teresse (Lynd et al. 1981, Piepenbrock und Perl 1988). Um die
mikrobielle Ethanolerzeuqung moéglichst wirtschaftlich durchfiih-
ren zu konnen, konzentrieren sich Forschung und Entwicklung auf
Steigerung der Ausbeute,; Produktkonzentration und volumetrische
Produktivitédt (Herrero 1983, Piepenbrock und Perl 19888, Lynd et
al. 1991). Traditionell erfolgte die mikrobielle Ethanolproduk-
tion mit Hilfe von Hefen wie Saccharomyces- Torula- oder Kluy-
veromyces~Axrten (Castillo 1982, Phaff 1984). In den letzten Jah-
ren gewann die Ferxmentation mit dem Bakterium Zymomonas mobilis
jedoch zunehmende Aufmerksamkeit (Rogers et al. 1982, Baratti
und Bu’lock 1986, Godia et al. 1987, Sahm und Bringer-Meyer

1987).

Zymomonas mobilis ist ein gram-negatives Bakterium, das in den
tropischen Gebieten Amerikas, Asiens und Afrika an der Fermenta-
tion von zuckerhaltigen Pflanzens&ften beteiligt ist (Swings und
de Ley 1977). Es ist obligat anaerob, jedoch aerotoleraht und
kann nur auf Glukose, Fruktose oder Saccharose wachsen. Diese
Zucker werden iiber den Entner-boudoroff-Weg zu Pyruvat und wei-
ter zu Ethanol und CO, abgebaut (Gibbs und DeMoss 1851, 1954,
Swings und de Ley 1977). Der Entner-Doudoroff-Weq kommt haupt-
sdchlich in strikt aeroben Mikroorganismen vor und liefert nur 1
mol AmPﬁpro mol umgesetzte Monosaccharide (Gottschalk 1986).

" Im Vergleich zur Hefe Saccharomyces cerevisiae weist dieses Bak-
terium fiir die Bthanolproduktion folgende Vorteile auf'(Rogers
et a;;_lssz, Sahm und Bringer-Meyer 1987, Reavan et al. 1889):

"*fénDie Ethanolausbeute ist um 5 % hdher, da 4. mobilis weniger
‘Glukose in Zellmaterial einbaut und weniger Nebenprodukte
"bildet (Amin et al. 1983).

- Die spezifische Ethanolbildungsrate ist mindestens 2 - 4

mal hdher.

o
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 $§uersthf“fﬁr das Wachstum bendtigt.
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Zymomonas mobilis zeichnet sich weiterhin durch hohe Zucker- und
Ethanoltoleranz aus. Das Bakterium kann in Glukosekonzentratio-
nen bis zu 40 % (w/v) wachsen (Swings und de Ley 1977, Kluyver
und Hoppenbrouwers 1931). Diese Toleranz ist nach Struch et al.
(1991) durch eine sehr schnelle Glukoseaufnahme mittels erleich-
terter Diffusion bedingt. In Batchfermentationen konnen deshalb
hohe Glukosekonzentrationen (10 - 25 % (w/v)) effizient und
schnell iiber den Entner-Doudoroff-Weg zu Ethanol umgesetzt wer-
den. Die Wachstumsrate nimmt dabei jedoch mit steigender Gluko-
sekonzentration ab und die lag-Phase verldngert sich bis iber 10
Stunden (Rogers et al. 1982, Struch et al. 1921). Die Reduzie-
rung der Wachstumsrate durch hohe Glukosekonzentrationen wird
durch hohe Ethanolkonzentrationen noch verstédrkt (Carey und In-

gram 1983).

Die ausgeprigte Ethanoltoleranz ermdglicht in Batchfermentation
die Bildung von bis zu 127 g/l Ethanol (Rogers et al. 1982). Die
Akkumulation von Ethanol wihrend der Fermentation fithrt jedoch

zu einer Abnahme der Wachstumsrate, der spezifischen Ethanolbil-
ngsrate und folglich der volumetrischen Ethanolproduktivitit

e e LLERLY

un
Rogers et al. 1982, Schmid 1985). Die Mechanismen hierfiir sind
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oh ungeklirt. Dabei wird das Wachstum sti3rker als die Ethanol-

™
noch ungel . Dabei wird das

bildung gehemmt (Lee und Rogers 1983, J8bses et al. 1986). Die
cC 10888 als

3 _1 - T - -t .~ ~ v~ 7 1
maximale Wachstumsrate von Zymomonas mebilig AT

~ae 11 nel
[ R § LLLANA ES S g B

D
"

Funktion der Ethanolkonzentration wurde
(1986) in kontinuierlicher, turbidostatischer Kultur ermittelt.
7wischen 2 und 50 g/l Ethanol nahm die Wachstumsrate linear um
die H#lfte ab und ab 72 g/l Ethanol war kein exponentielles
Wachstum mehr m&glich (J8bses und Roels 1986). Fiir Zymomonas mo-
bilis ATCC 29191 uad ATCC 31821 wurden vergleichbare Werten er-
mittelt (Rogers et al. 1982, Schmid 1985, Stevnsborg und Lawford
 1986);'-In ‘kontinuierlicher Fermentation wird die maximal er-
reichbare  Ethanolkonzentration deswegen von der Inhibierung des
Wachstums durch Ethanol begrenzt (Jtbses et al. 1985, Weuster
1991). : : .

. ) m oy Phma smmmen e
Um das Ausmaf der P

.fghren_entWLCRelt, bei denen das gebildete Ethanol wédhrend der
JTakuumdestillation (Lee et al. ]_981)'_ Deg-
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Tj tillation_(Weuster 1991) bzw. Extraktion des Ethanols {iber Per-




vaporationsmembranen {Calibo et al. 13589) oder mit LOsungsmit-
teln (Bruce et al. 139391} aus der EKultur abgetrennt wird. Eine
technisch relativ einfache und deswegen interessante Alternative
zur Produktabtrennung ist die Kaskadierung der Fermentaticn in
Stufen mit unterschiedlichen FKulturbedingen (Ghose und Tyagi
1879, HMoser 1985, Ryu et al. 1982, Lee et al. 1983, HMaiorella
1985). In den ersten Stufen der Kaskade herrschen unter Sub-
stratsattigung und bei geringer Ethanolkonzentration maximale
Wachstums- und Ethanolbildungsraten. In den letzten Stufen wer-
den, trotz zunehmender Produktinhibierung, Substratumsdtze > 9%
% erreicht. Zwei in Serie geschaltete Riihrkessel stellen die
einfachste Ausfithrung einer Kaskade dar. Da das Effluent der er-
sten Stufe aufer Ethancl kontinuierlich neue Biomasse in die
zweite Stufe eintrdgt, kdnnen vergleichsweise hohe Ethanolkon-
zentrationen erreicht werden. Fir Zymomonas mobilis liegen Expe-
rimente zur kontinuierlichen Bildung wvon 100 g/1 Ethanol in La-
bor- (Charley et al. 1983) und Pilotmafstab vor (Lawford et al.
1984). Die Volumenverhdltnisse der zwei Stufen wurden von Posten
(1987) mathematisch optimiert. Dabei wurde jedoch der Einfluf
der Kulturbedingungen in den einzelnen Stufen mit hohen Glukose-
oder Ethanolkonzentrationen auf die Physiologie und Fermentati-
onskinetik von Zymomonas mobilis nicht beriicksichtigt. tiber die
maximal erreichbare Ethanolkonzentration in der zweistufigen An-

lage liegen ebenfalls

Als Ursachen der vollsté&ndigen Wachstumsinhibierung durch Etha-
nol werden in der Literatur Energiemangel, Inhibierung der ana-
bolen Vorgdnge oder Kofaktorverlust durch Permeabilisierung dis-
kutiert. Die Hypothese des Energiemangels wurde bis jetzt bevor-
zugt; da der Stoffwechsel von Zymomonas mobilis wegen der gerin-
gen ATP Ausbeute auch- bei sehr geringen Ethanolkonzentrationen
als’ énergielimitiert betrachtet wird (Gottschalk 1986, Thauer
'1977).' Zudem. wurde bei steigenden Ethanolkonzentrationen eine
Abnahme der spezifischen Glukoseverbrauchsrate, und damit der
‘spezifischen  ATP-Bildungsrate beobachtet (Rogers et al. 1982,
Jobses "et al. 1985, Posten 1987, Weuster 1991). Gleichzeitig
h

ahm 'der Maintenance-Energieverbrauch zu (Fieschko 1d Humpfrey
. . . —_— . a |

1583, Beyeler et al. 1984, Jobses et al. 1987). Es wird daher

vermutet,.'da bei Ethanolkonzentrationen um 70 ¢/l der ATP-Ver-

. -LEKinleitung. . . 3




brauch filir Maintenance so hoch ist, dap £filir Wachstum kein ATP

mehr zur Verfiigung steht.

Im Gegensatz zum Xatabolismus sind Transportsysteme, anabole
Stoffwechselwege sowie deren Inhibierung durch Ethanol in Zymo-
monas mobilis bislang wenig untersucht worden. Lediglich eine
irreversibele Desaktivierung der PEP-Carboxylaseaktivitdt nach
in vitro Inkubation in 10 % (w/v) Ethanol ist bekannt (Bringer
und Sahm 1989). Fiir E.coli wurde zum Beispiel noch die Inhibie-
rung der Phosphatidylethanolaminsynthese durch Ethanol beschrie-
ben (Ingram 1977, Ingram und Buttke 1984).

Kofaktor- und Metabolitverlust wurde von Ingram (1986) als Me-
chanismus fiir die Inhibierung der Fermentation durch Ethanol
postuliert. Mit Z. mobilis beobachteten Osman und Ingram (1985)
bei Ethanolkonzentrationen zwischen 0 und 100 g/l einen dosisab-
hdngigen Verlust von Mg2+—Ionen und Adenosinnucleotiden aus der
7Zelle, wadhrend gleichzeitig die Ethanolbildungsrate abnahm. Die-
ser Kofaktor- und Metabolitverlust wirde ebenfalls die Wachs-

tumsinhibierung durch steigsnde Ethanocl

Viele der beobachteten EL
die Wirkung des Ethanols auf die Zellmembran erkldrt werden (In-
gram und Buttke 1984, Michaelis und Michaelis 1983, Hoek und
1938) Das amphiphile Ethanolmolekiil kann sich in derx
Membran einlagern (Kreishmann et al. 1985) und beeinfluft den
physikochemischen Zustand in den hydrophoben und hydrophilen Re-
gionen auf mehrfache Weise. In dem hydrophoben Membrankern fiihrt
Ethanol zu einer Reduzierung des Ordnungsgrades {(Fluidisierung},
einer Abnahme der van der Waals-Wechselwirkungen und einer zu-
‘nahme ‘der Polaritdt (Chin und Goldstein 1977, Michaelis und Mi-
chaelis 1983, Ingram und Buttke 1984, Hitzeman et al. 1986).
Zwiéchen“den hydrophilen Xopigruppen nimmt bei steigenden Etha-
nolkonzentrationen die Coulombsche Wechselwirkung zu, was einer-
3seits'zu:Deionisierung und andererseits zu zunehmender Abstofiung
:zwischen den polaren Lipidkdpfen fiihrt (Ingram und Buttke '1984).

13 e d—

 AuBerdem'wurden ab 50 - 60 g/l Ethanol ‘der- Ubergang zur "inter-

":gdigitated Gelphase“ beobachtet, -was eine Verkiirzung der. hydro-

==l Va8 :

I
~phoben Region bedeutet (Rowe 1983, Rauh 1987, Ohki et al. 1980).




Die Aktivitidten membrangebundener und membranassoziierter Enzyme
werden von diesen Effekten in einigen Fdllen stimuliert (Rabin
et al. 1986, Rosa und S&-Correia 1992), jedoch zumeist inhibiert
(Michaelis und Michaelis 1983). Zudem nimmt die passive Permea-
bilitdt der Membran mit steigender Ethanolkomzentration durch
die Expansion und Fluidisierung zu, so daB fir den Stoffwechsel
relevante Molekiile der Zelle verloren gehen (Bernheim 1978, Leao
und van Uden 1984, Ingram und Buttke 1984, Osman und Ingram

1985, Jones und Greenfield 1987, Chen und Engel 1980).

Viele Mikroorganismen &ndern bei steigender Ethanolkonzentration
in der Kultur die Lipidzusammensetzung dexr Membran, um diesen
physikochemischen Effekten entgegenzuwirken (Ingram 1977, 1986).
In der Regel wird hierbei die mittlere Kettenldnge der inkorpo-
rierten Fetts&duren erhdht, so daff die hydrophobe Region der Mem-
bran verldngert wird. Oft nimmt der Anteil an mono-ungesdttigten
Fettsduren gleichzeitig zu. In S§. cerevisiae und E. coli zum
Beispiel kann der Anteil an mono-ungesdttigten 18:1 Fettsiduren
in der Phospheolipidfraktion auf Kosten der Palmitinsdure (16:0)
bis auf mehr als 50 % zunehmen (Ingram 1976, Clark et al. 1979,
Ingram et al. 1980 a,b, Beavan et al. 1982). Der sehr ethanolto-
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Weilterhin kommen Sterolen Bedeutung bei der Stabilisierung der
Hefezellmembran in Anwesenheit wvon Ethanol zu (Hayashida und
Ohta 1978, Mishra und Kaur 1991).

Fiixr -Zymomonas mobilis wurde bei steigender Ethanolkonzentration
keine Anderung- der PFettsiurezusammensetzung beobachtet (Carey
undLIngram 1983). Die Phospholipidfraktion in Zymomonas mobilis
'énthaltzjedqch konstitutiv zu 70 % cis-Vaccensdurereste (18:1)
(Carey ‘und Ingram 1983, Tornabene et al. 1982, Barrow et al.
1983;'Bringer”et al. 1885), was die Anpassung dieses Bakteriums
an-Ethanol zeigt. Zudem sind Hopanoide in der Membran eingebaut

{Tornabene et al. 1982, Barrow et al. 1983, Tahara et al. 1988),

lis beitragen (Bringer et al. 1985, Schmidt et al. 1986).

1. Einleitung
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Abb. 1: Die Hopanoide in Zymomonas mobilis.
loptercl: 3 Bacteriohopantetrol; 4 Bacte-

1 Hopen; 2 Diplopterocl :

riohopantetrol-Ether; 5 Glucosaminyl-Bacteriohopantetrol

Die Hopanoide bilden eine Gruppe pentacyclischer Triterpenocide,
die unter den Prokaryoten weit verbreitet ist (Rohmer et al.

1984). Allen Hopanoiden ist eine rigide, planare und apolare
Fiinfringstruktur gemein. Viele Derivate haben eine polare Sei-
tenkette -und k&nnen als amphiphile Molekiile in der Phospholipid-
membran integriert werden. In " Zymomonas mobilis wurden bisher
-sechs_veréchiedene Derivate nachgewiesen. Die einfachsten Deri-
vate;.Hopen'und'biplopterol, wurden nur ‘in kleinen Mengen detek-
tiert'{Barrow“et al. .1983) Die C35-Hopanoide, Bakteriohopante-
trol, Glucosamlnylbacterlohopantetrol und BakterlohopantetLol—
ether, bilden dle Hauptfraktion der Hopanoide in Zymomonas mobi-
1is (Abb. 1, Bringer et al. 1985, Tahara et al. 1986, Flesch

1987). Auferdem wurden geringe Mengen des Gluco saminyloxobacte-
(Flesch und Rohmer 1989).

::riohopantetrol gefunaen




Strukturell weisen die Hopanoide grofe Ahnlichkeit mit den Ste-
roiden auf, und es wurde postuliert, daf ihnen in Prokaryonten
eine entsprechende Funktion wie den Sterociden in Eukaryonten zu-
kommt (Rohmer et al. 1978, Poralla 1982). Aus Monoschichtversu-
chen sowie KXalorimetrie-, ESR-, HMR- und Fluoreszenzdepolarisa-
tions-Studien an Vesikeln ist bekannt, daf Cholesterol eine
fluiditdtsmodulierende Wirkung auf Phospholipidmembranen ausiibt:
flissiganaloge Lipide werden kondensiert, festanaloge Lipide
fluidisiert und Phaseniibergdnge geschwdcht oder ganz geldscht
(Demel und De ZXKruyff 1976, Albrecht et al. 1981, Kannenberg
1983). Bei Kondensation werden die Lipide in der Membran dichter
gepackt, so daB Verteilungskoeffizienten und Permeabilitdt f£fiir
hydrophile und hydrophobe Substanzen reduziert und die Stabili-
tdt der Membran erhdht wird (Demel und De Kruyff 1876, Korten et
al. 1980, Bisseret et al. 1983, Antunes-Madeira und Madeira

1983, De Young und Dill 1888).

Hinweise fiir eine &hnliche Wirkung der Hopanoide in der Bakteri-
enmembran kommen aus Versuchen mit den Derivaten Tetrahyvdroxy-
bacterichopan (THBH) und Piploptercl. THBH konnte Temperaturin-

(SRR AN § =41

tervalle von Phaseniibergingen verbreitern wund Monoschichten

fliissiganaloger Phospholipide kondensieren {(Kannenberg et al.
1980, 1985). In Vesikeln wurde eine membranstabilisierende Wir-
kung des THBH beobachtet (Bisseret et al. 1%83). Zudem vredu-

zierte Diplopterol die Permeabilitdt und erhéhte die Stabilitit
von Liposomen {Benz et al. 1983, Kannenberg et al. 1985).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einflup der Xulturbe-
dingungen auf die Fermentationskinetik von Zymcmonas mobilis in
zweistufigen kontinuierlichen Fermentationen 2zu untersuchen und
die produktivitdts- und wachstumslimitierenden Einfliisse von
 Ethanol auf den Stoffwechsel von Zymomonas mobilis kinetisch und
fphysiologisch zu charakterisieren.

Weil den Hopanoiden Bedeutung fiir die Ethancltcleranz von Zymo-
‘monas mobilis zugeschrieben wird, wurde auch der Einfluf wvon
:Kulturbedingungen auf den Gehalt und die Zusammensetzung der Ho-

_ten untersucht

- I Einleitung




il. Material und Methoden

1. Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden analysenreine Chemikalien dex
Firma Merck AG, Darmstadt verwendet. Enzyme, Cofaktoren und
phosphorylierte Substrate waren von Boehringer GmbH, Mannheim.

Produkte anderer Hersteller sind nachfolgend aufgefiihrt.

S1iiﬁon61 {(d = 1.050) Aldrich-Chemie, Steinheim

[U- C]-Ma]tose Amersham Buchler GmbH & Co. KG,

gU- 4¢1-Taurin Braunschweig

N, 6 Bis-(trimethylsilyl-} Chromatographie-Service, Eschweiler
trifiuoracetamid

(BSTFA)/Trimethylsilylichlorid 99/1
Fettsduremethylestermischung

Bacto-Agar Difco Laboratories, Detroit (USA)
Heffﬁxtrakt

[7-1%C]-Benzoat NEN Division, Dreieich
D-Glukosemonchydrat fluka AG, Buchs (CH)
Traubenzucker (D-Glukosemonohydrat) NIO Nahrmittel GmbH, Heilbronn
Percoll. Pharmacia, Uppsala (Sw)
Baysilons1 PH 300 (d = 1.03) Roth GmbH & Co., Karisruhe

Berberinchlorid

1-Amino-2-naphthol-4-sulfonsiure (ANSA)} Serva Feinbiochimica, Heidelberg
R1nderseruma]bum1n ' '
Diazoresorcinol {(Resazurin)

Dodecylsulfat, Natriumsaiz

Glycylglycin

MES

HEPES

Pantothenat ' Sigma umnn, mur
Maltose

Triethanolamin
5-Methylresorcinol (Orcinol)
n-Triacontan

| Phosphatidylcholin

| Phosphatidylethanolamin

.| Phosphatidyigliycerin

| Phosphatidylserin

_ Card1011p1n '

S ceep

| DCCD

Luciferin/Luciferase

('EI
=i

2. Organismen

In. der vorliegenden Arbeit wurde Zymomonas mobilis:ssp.'mpbilis

':QATCC 29191 (ZM 6) verwendet. Zum Vergleich wurden einige Versu-
" che mit Zymomonas mobilis ssp. mobilis ATCC 31821 (ZM 4) durch-

”.gefuhrt.

ST




3. Néhrmedien

Die Kultivierung von Zymomonas mobilis erfolgte in Vollmedium,

wenn im Text nicht anders wvermerkt. Das Vollmedium hatte fol-

gende Zusammensetzung 3

Veoellmedium (Bringer et al. 1984)

Hefeextrakt 5 g
KH,PO, 1 g
(NH, ) 5S04 1 g
MgS0; x 7 HyO 0.5 g
Glukose, variierend 10-200 g
Agqua dest. ad 1000 ml pH = 5.0

Bei einer Glukosekonzentration von mehr als 50 g/1 wurde die
Glukose getrennt autoklaviert und steril =zugegeben. Das Medium
zur Herstellung von Agarplatten enthielt 20 g/l Glukcse als C-
Quelle und zusdtzlich 2 % (w/v) Bacto-Agar. Bei Batchfermenta-
mit 0.1 M MES/KOH

oo

tionen ohne pH-Regelung wurde das Vollmedium
(pPH = 6.0) gepuiffert. Zur Kontrolle der anaercben Bedingungen

vrda ro 1 Maedinm 1 ml einer 0.1 & (w/vy Ragsazurinlisung zuoo-
wurde Do im {w/v) Resazurinlosung zuge

Um die Fdhigkeit zur Aminosdurenbiosynthese bei Ethanolkonzen-
trationen > 80 g/l zu untersuchen, wurde zur Kultivierung Mini-

malmedium mit folgender Zusammensetzung verwendet :

Minimalmedium (Fein et al. 1983, modifiziert)

KH,PO, 3.5 g
" (NH, )5S0, 2 g
'---._Hg804 x 7 Hy0 | 1 g
Trinatriumcitrat x- H20 0.2 g
| FeSOg x 7 Hy0 0.01 g
MES - 19.5- g
 Gluko$e 20 g
‘Vitaminl&sung 10 ml _
'Aqua dest. ad 1000 ml '5pH.=-6‘0

iL Material und Methoden 9

il




Die Vitaminldsung mit je 0.1 mg/ml Ca-Pantothenat und Biotin in
Aqua dest. wurde iiber einen Einwegfilter (0.2 um, Schleicher und
Schiill) steril filtriert und erst nach dem Autoklavieren dem

Nihrmedium zugegeben.

4, Kulturbedingungen

Fiir Stammhaltung, Vorkulturen und Batchfermentationen wurden 25
ml Bellco-RS8hrchen (Bellco-Glass Inc., New Jersey, USA}, 100 ml
Flaschen, 200 ml-Zweihalskolben bzw. 2 l-Zweihalskolben (Glas-
bliserei, KFA Jilich) verwendet. Alle Gefdfe wurden mit Butyl-
gummi-Stopfen und Aluminiumbdrdelkappen verschlossen. Kulturen,
die mehr als 20 g/1 Glukose enthielten, wurden zur Entgasung des
gebildeten CO, mit sterilen Einwegfiltern (0.2 um, Schleicher

und Schiill, Dassel) versehen.

4.1. Stammnaltung und Vorkulturen

7ur Stammhaltung wurde Zymomonas mobilis in Bellco-RShrchen in
i0 ml Voll- bzw. Minimalmedium mit 20 g/l Glukose bei Raumt

ratur kultiviert und alle zwei Tage iiberimpft.

[
¢
!
(]

Vorkulturen wurden in 200 ml-Zweihalskolben nit 150 ml Nahrme-

dium bzw. 2 l-Zweihalskolben mit 1 1 NEhrmedium und 20 ocder 50
g/l Glukose gezogen. Die Vorkulturen wurden mit 1i0 % (v/v) In-

okulum der Stammkultur oder einer frischen Vorkultur beimpft und
bei 30 ©C inkubiert. Die Zellen wurden in der exponentiellen
Wachstumsphase steril durch Zentrifugation (10 min, 5500 x g)
geerntet, in steriles Medium aufgenommen und als Inckulum ver-

wendet.
4.2, Kontinuierliche Fermeniationen

Kontinuierliche Fermentationen wurden im Laborfermenter des Typs
Biostat E (Fa. Braun, Melsungen) mit automatischer pH- und Tem-
peraturregulation durchgefiihrt. Temperatur (Ptl00), pH-Wert (pH

. Einstabmefkette, Ingcld AG, Frankft

~elektrode,. Ingold AG, Frankfurt), Druck (piezoresistiver Uber-
_druckaufnehmer) und Triibung (Trilbungssonde, BTG Bochum) wurden

L.mit in situ sterilisierbaren Sonden erfafit. Die CO,~Bildungsrate )

AT

Al




wurde {iber die Volumenbestimmung des Abgases mit einem Gaszdhler
(1 1, nasse Bauart, Ritter Bochum) erfaft. Das Kulturvolumen
wurde iber eine Waage TSM 2520 (Toledo, K81ln) geregelt. Die Kul-
turflissigkeit wurde i{iber eine Thermofalle (80 ©C) in eine Auf-
fangflasche gepumpt. Die Durchflufrate wurde durch den kontinu-
ierlichen Zulauf frischen Mediums iber eine geregelte Dosier-
strecke YPP(Ol (Sartorius, G&ttingen) eingestellt. Wenn nicht an-

ders im Text vermerkt, wurden folgende Bedingungen verwendet:

Fermentergefif 3.5
Arbeitsvolumen 2.0
Temperatur 30 ©c¢
pH 5.0
pH.Titrationsmittel 3 ¥ HNaOH
Rihrerdrehzahl 300 Upm

Zur online Mefiwerterfassung und Prozefregelung wurde ein Perso-
nalcomputer (IBM-AT) mit 640 kB RAM, 20 MB Festplatte,
Arithmetikprozessor und Hercules Graphics Card eingesetzt. Als
Betriebssystem wurde das Echtzeit-Multitasking-System "Concur-
rent DOS" verwendet. Filir Mefwerterfassung, Auswertung und Pro-
zeffregelung wurde die Software -MEAS (Steinke 1987) benutzt. Die
Mefisignale {fiir Pumprate der Dosierstrecke, Rulturvolumen,
Triibung, Temperatur, pH-Wert, Redoxpotential, Druck und Lauge-
verbrauch wurden iiber eine Siemens SMP-Interface (16 Analogein-
génge, 4 Analogausgénge, 2 V24-Schnittstellen) dem Rechner {iber-
mittelt. Dexr Sollwert fiir die Zulaufpumpe wurde von dem in MEAS
eingebundenen Programm Sartorius (Steinke 1987) iiber den Sarto-
net-Wandler (Sartorius, G&ttingen) der Dosierstrecke {ibermit-
telt. Bei turbidostatischen Fermentationen wurde die Triibung

fiber den Sollwert fiir die Zulaufpumpe geregelt.

Fir -die Durchfiihrung der zweistufigen Fermentationen wurde der

Ablauf eines  Fermenters im kontinuierlichen Betrieb in einen

zwelten, vergleichbar ausgeriisteten Biostat E Laborfermenter (5
1 oder 10 1 Gef#pB) gepumpt. Uber eine Schlauchpumpe erfolgte die
Zudosierung einer 50 %-igen (w/v) Glukosel8sung. Der Ablauf der

‘Kulturfllissigkeit erfolgte passiv durch den Boden des Gefifes,
~um-das. Ansammlen - flokkulierter Zellen zu vermeiden. Das Kultur-
T ags P e L P A N

volumen wurde ilber einen externen Uberlauf mit Druckausgleich

e

_'eingestellt und konstant gehalten.

- 1L Material vad Methoden 11
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5. Bestimmung des Bakterienwachsiums

Das Wachstum der Bakterien wurde iiber die optische Dichte bei

550 nm bestimmt. Um die Linearitit zwischen Extinktion und Zell-
konzentration zu gewdhrleisten, wurden die Proben so verdinnt,
dap die Extinktionen einen Wert von 0.25 nicht iiberstiegen. In
kontinuierlichen Fermentationen wurde die Bakteriendichte mit
einer Trilbungssonde im Fermenter (BTG-Bochum) gemessen. Das
Trilbungssignal korrelierte gut, jedoch nicht linear mit OD und
Trockengewicht und wurde als Mefgrdfe fir die Regelung der tur-

bidostatischen Fermentationen benutzt.

Die Bakterienmasse wurde iiber eine Trockengewichtsbegtimmung er-

mittelt. Hierzu wurden 10 ml Bakteriensuspension in vorgetrock-
neten und vorgewogenen Zentrifugenglédsern geerntet (10 min, 4
Oc, 5500 x g) und 2-fach mit kaltem Aqua bidest. gewaschen. Die
Zentrifugengldser mit Sediment wurden getrocknet (24 Stunden bei
105 ©°C, 1 sStunde im Exsikkator) und gewogen. Die Korrelation
zwischen Trockengewicht und OD war abhdngig von den Wachstumsbe-
dingungen. Bei steigenden Glukose- und Ethanolkonzentratio

nahm das Trockengewicht pro OD-Einheit von 0.2Z5 g/1*0D auf 0.20

g/1*0D ab.

In einigen Versuchen wurde das Bakterienwachstum anhand der
Bakteriensuspension auf 1 -

i)

elizahl b wurde die
7

5% 10
Schichtdicke 0.05 mm, Raster 0.0025 mm?) gez&hlt.

zZellen/ml verdiinnt und in einer Z&hlkammer (Thoma,

(o8]

Fiir -die Bestimmung der Lebendzellzahl im Fermenter wurden Zell-

proben steril durch Zentrifugation (10 min, 4 ©C, 6000 x g)
. geerntet, in anaerobes Vollmedium ohne Glukose aufgenommen und
eine “Stunde -auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde im gleichem
'Hedium'eine Verdiinnungsreihe hergestellt und Jjeweils' 2-fach ca.
20, 250 ‘und 2500 Zellen pro Platte ausplattiert. Die Platten
wurden ‘zwei Tage bei 30 °C mit H,/CO, Entwickler (Oxoid Gas-Ge-
nerating~Kit) anaerob in einem Anaerobentopf. (Oxoid anaerobic)
inkubiert. Aus der Lebendzellzahl und der parallel ‘bestimmten

Gesamtzellzahl wurde die Lebensfdhigkeit berechnet. = .

12
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6. Subsirat- und Produkibestimmungen im Kulturfilirat

6.1. Glukosebestimmung

Die Glukosekonzentration im Xulturmedium wurde mit einem Gluko-
seanalysator (Glukoseanalysator II, Beckman Miinchen) ermittelt.

Die Messung wurde nach Vorschrift der Hersteller durchgefiihrt.

Zur Bestimmung von Glukosekonzentrationen < 1.5 g/l wurde ein
enzymatischer Test von Boehringer Mannheim verwendet, da damit
eine hbhere Genauigkeit erzielt wurde. Glukose wird dabei durch
das Enzym Hexokinase mit ATP zu Glukose-6-Phosphat phosphory-
liert, welches durch das Enzym Glukose-6-Phosphatdehydrogenase
mit MNAD zu Glukonat-6-Phosphat oxidiert wird. Die dabei entste-
hende NADH-Menge wird bei 340 nm photometrisch bestimmt und ist
der Glukosemenge equivalent {Bergmeyer et al. 1974).

6.2. Bestimmiung von Glycerin, Dihvdroxyaceion und Lakiat

Y
7
Boehringer Mannheim. Die D- und L-Laktatbestimmung erfolgte
ebenfalls enzymatisch mit einer Testkombination der Firma Boeh-

ringer Mannheim nach einer Methode von Noll (1974).
8.3. Gaschromatographische Bestimmung von Ethanol, Acetat und Acelsin

Ethanol, Acetat und Acetoin wurden mit einem Gaschromatographen
der Firma Hewlett Packard Typ 5790 A ausgeriistet mit Flammenio-
nisationsdetektor (FID), automatischem Probengeber 7671 A und
Integrator 3380 A quantitativ bestimmt.'Die“Proben-wurden vor
Analyse verdiinnt, so daf die Konzentrationen ﬁnterﬁb.S-g/l la-
gen, 1:1 mit internem Standard (1.6 g/1 Hethanol oder 0.99 g/1
Propionsdure in 0.2 N HC1) gemischt und unter'folgenden_Bedin-
‘gungen-analysiert (Finn et al. 1984, modifiziert): .  ~" '

. IL Material und Methoden 13




Analvsebedingungen fiir die Ethanolbestimmung

Sdule Porapack QS, 80 - 100 mesh, 2 m x 2 nm
I.D. (Werner Giinther Analysentechnik,
Diisseldorf)

Sgulentemperatur 140 °C isotherm

Injektortemperatur 250 °C
Detektortemperatur 250 ©C

Tridgergas Ny (30 ml/min.)
Probevolumen 1 pl
Retentionszeiten - 0.97 min Methanol (interner Standard)

2.36 min Ethanol

Trennbedinqungen fiir die Acetat- und Acetoinbestimmung

Saule Porapack Q5, 80 - 100 mesh, 2 m x 2 mm
I.D. (Werner Glinther Analysentechnik,
Diisseldorf)

S&ulentemperatur Temperaturprogramm 140-170 oc
‘Temperaturgradient 10 ©C/min, nach 2.5 nmin
Injektortemperatur 250 °C

Detektortemperatur 250 °C

‘Trigergas ‘N (30 ml/min.)

Probevolumen 1 pl

Retentlionszeiten 7.15 min Acetat

12.57 min Propionsdure (int. Standard)

15.30 min Acetoin

gur Eichung wurden L&sungen mit 0.79 ¢/l Ethanol oder-0.136 .g/1

_Nat:iumacetat”x'3'H20.und 0.88 g/l Acetoin verwendet. -
7. Ermittiung der CO,-Blidungsrate -

Die Coz—Bildungsraten'#on'Zymomonas mobilis bei unterschiedli-
chen Ethanolkonzentrationen wurden mit Hilfe einer Warburg-Appa-
ratur (B. Braun, Melsungen) ermittelt. Die Schiittelfrequenz be-

______ L T

:trug_120/min, die Amplitude 4 cm. Das Wasserbad w

u u
igO;l_QC-temperiert.'Die.Messungen wurden im gepufferten, anae- L

— 7 1 2 : oy =+ h
Lo

‘roben Vollmedium pH 6.0 durchgefihrt. Bei geringen

‘zentrationen wurde eine Zelldichte von ca. 0.12 mg Trockenge~ .




wicht/ml eingesetzt. Bei Ethanolkonzentrationen von 50 bis 130
g/1 wurden Zelldichten von 0.14 bis 0.20 mg Trockengewicht/ml
eingesetzt. Falls Ethanol wdhrend der Messung zugegeben werden
sollte, wurden spezielle Reaktionsgefédfe mit einem Septum ver-
wendet. Die Reaktionsgefidfe wurden vor und beim Einfiiilen dex
Zellsuspension mit Argon begast.

Fir die Ermittlung der CO,-Bildungsrate einer fermentierenden
Zymomonas mobilis-Kultur wurden 3 ml Zellsuspension direkt von
der Hauptkultur in das Warburgreaktionsgefdf {berfihrt. Nach
Temperaturequilibrierung (10 min) wurde die Messung gestartet.
Fiir die Bestimmung der CO,-Bildungsraten von Zymomonas mobilis
in Medium ohne Ethanol wurden Zellproben zuerst in Medium ohne
Glukose gewaschen, verdiinnt und, zur Adaption an das frische Me-~
dium, eine halbe Stunde bei 4 ©¢ inkubiert. Anschliefend wurden
2.8 ml der Suspension zum Warburgreaktionsgefdf iberfithrt, wo,
nach Temperaturequilibrierung, die Fermentation durch Zugabe von
0.2 ml 20 % (w/v) Glukoseldsung gestartet wurde.

8. Bestimmung von Enzymaldivitaten

Die Enzymaktivitdten wurden in permeabilisierten Zellen, Rohex-
trakten oder Membranfraktionen bestimmt. Membranfrakitionen wur-

den fiir die Charakterisierung der membrangebundenen ATPase Ak-
tivitdt in Zymomonas mobilis verwendet. Beli der Bestimmung
spezifischen Enzymaktivitdten wurden bevorzugt permeabilisierte
Zellen eingesetzt, da es sich gezeigt hat, daf bei Ultraschall-
oder X-Press-aufschluf die Enzymaktivitdt abnehmen kann. Bel der
Glukokinase wvon Zymomonas mobilis war dieser Effekt besonders
ausgeprdgt. Die PEP-Carboxylase-Aktivit&t konnte nicht in mit
Chloroform permeabilisierten Zellen gemessen werden und wurde
daher nach dem Aufschluf mittels einer X-Press im Rohextrakt er-
imittelt. Es zeigte sich, daf die Aktivit&ten aller in dieser Ar-
beit bestimmten Enzyme bei - 25 ©C voll erhalten blieben.

8.1. Herstellung von Permeabiiisierien Zellen, Rohexirakl und Membraniraklionen

Die rmes 1 Zymomonas mobilis-Zellen erfolgte nach
bsman et al. (1987). Hierzu wurden 1-2 ml Zellen einer Xultur
.Vfabzentrifugiert (2 min, 12500 % g), zweimal im entsprechenden
-Qiékaltgn Testpuffer gewaschen und in 200 pl Testpuffer aufge-

*ﬂnommen{.Zur.Permeabilisierung der Zellen wurde 50 pul Chloroform
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zugegeben und der Ansatz 20 s auf dem Laborschiittler (Vortex)
gemischt. Anschliefend wurden sofort 900 ul eiskalter Testpuffer
zugesetzt, die wdssrige Phase abpipetiert und ein entsprechendes

Aligquot in den Enzymtest eingesetzt.

Rohextrakte wurden durch Aufschlupf mit einer X-Presse herge-
stellt. Hierzu wurden jeweils 250 - 300 mg Zellen durch Zentri-
figation (10 min, 4 °C, 6000 x g) geerntet, zweimal in Testpuf-

fer gewaschen und in 5 ml Testpuffer aufgenommen. Die Zellsus-

pension wurde in einer vorgekiihlten 5 ml X-Presse (Bachofer)
eingefiillt, {ibernacht eingefroren (-25 ©c) und anschliefiend zum
Aufschluf -driemal mit einem Druck bis 2000 kg/cm2 mit einer
hydraulischen Presse durch eine kleine O0ffnung gepresst. Der
kleiner Anteil noch intakte Zellen wurde durch Zentrifugation

(15 min, 4 °C, 6000 x g) abgetrennt.

Membranfraktionen von Zymomonas mobilis wurden nach der Methode
von Strohdeicher et al. (1988) hergestellt. Hierzu wurden 250 -
300 mg Zellen durch Zentrifigation (10 min, 4 ©°C, 6000 x g)
geerntet, zweimal in Puffer (100 mM HEPES mit 50 mM KCl pH 7.5)
gewaschen und in 5 ml! Puffer aufgenommen. Der Zellaufschluf exr-
folgte mit einem Ultraschall-Desintegrator (Sonifier Bl5, Bran-
son Sonic Power CO.,USA) mit stufenfdrmiger Mikrospitze bei 50 %
der maximaler Leistung (60 Watt). Die Beschallzeit in Pulsbe-
trieb'ﬁnter Kithlung der Zellen im Eiswasserbad betrug 5 x 30 s
mit - Kilhlpausen von jeweils 30 s. Nicht aufgeschlossene Zellen
wurden durch Zentrifugation (15 min, 4 O¢c, 6000 x g) abgetrennt.
Die Membranfraktion wurde danach durch Ultrazentrifugation des
Rohextraktes (60 min, 4 °C, 145000 x g) sedimentiert, eimnmal mit

Puffer gewaschen und anschliefiend in Puffer zu einer Proteinkon-

zentratlon von 2 mg/ml aufgenommen. Die Membranfraktion wurden
entweder sofort fiir die Akthltatsbestlmmung verwendet oder ein-
gefroren {-25 OC), wobei sich die ermlttelten Aktlv1taten nicht

vonelnander unterschleden

8.2. 'Besiimmuﬁg der Proteinkonzentration

'Qte und Zellsuspens;onen wurden nach Markwell et al. (1978) be-
8 tl.“f H1erzu wurden 200 ul Probe mit einer Proteinkonzentra-

":'tlon zwischen 10 und 100 ug/ml mit je 600 ‘1l Markwell-Reagenz

"gemlscht”und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend
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wurden 90 ul Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagenz (1l:1 verdiinnt mit
Agua bidest.) zugegeben, sofort gemischt und 2 -~ 3 Stunden im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abzentrifugieren der
Probe (10 min, 12500 x g) wurde die Extinktion bei 660 nm gegen
Wasser gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden
aus der unter gleichen Bedingungen erstellten Eichgerade
(Rinderserumalbumin 10 - lOO'mg/ml) ermittelt. Das Markwellrea-
genz wurde kurz vor Gebrauch durch Mischen von je 100 Teilen der

Lésung A mit einem Teil der L8sung B hergestellt.

Lésung A: 2% (w/v) Na,CO4
0.4% (w/v) NaOH
0.16 ¥ (w/v) Na-Tartrat
1 % (w/v) SDS

Losung B: 2.6 % (w/v) CuSOy

8.3. Enzymmessungen

Alle nachfolgenden Enzymmessungen wurden bei 30 °C mit einem
Zweistrahl-Spektralphotometer mit temperierbarem Kivettenblock
durchgefithrt (Shimadzu UV 160 A).

Glukokinase (E.C. 2.7.1.2)

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte entsprechend der Me-
thode von Scopes et al. (1985). In einem gekoppelten optischen
Test wurde die Glukose von der Glukokinase zu Glukose-6-Phosphat
umgesetzt, das Glukose-6-Phosphat von Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase aus Leuconostoc zu Gluconat-6-phosphat oxidiert I

und die Bildung von NADH bei 340 nm gemessen.,

Testansatz Konzentration im Test

MES/KOH-Puffer 50 mM; pH 6.5

MgCl, 10 mM

KH2P04 20 mM

-ATP 10 mM —
NAD 1.2 mM
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 5.5 U/ml

permeabilisierte Zellen 8~16 mU/ml

Nach Temperatureguilibrierung wurde der Leerwert
... ermittelt und der Test gestartet durch f_:.fﬁ
'[f Zugabe-von Glukose 100 mM H
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Glukose-6-Phosphatdehvdrogenase {E.C, 1.1.1.49)

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte entsprechend der Me-
thode von Algar und Scopes (1985). Die Bildung von NADH bei derxr
Oxidation von Glukose-6-Phosphat =zu Gluconat-6-phosphat wurde

bei 340 nm gemessen.

Testansatz Kongentration im Test
MES/KQOH-Puffer 50 mM; pH 6.5
MgCl, 10 mM

KH2P04 20 mM

NAD 1 md
permeabilisierte Zellen 8-16 mU/ml

Nach Temperaturequilibrierung wurde der Leerwert
gemessen und der Test gestartet durch Zugabe von

Glukose-6-Phosphat 1 4

3-Phosphoglyceratkinase (E.C. 2.7.2.3)
Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte entsprechend der Me-
thode wvon Pawluk et al. (1986) in einem gekoppelten optischen

Test. Gemessen wurde die Phosphorylierung von 3-Phosphoglycerat
zu 1,2-Bi-phosphoglycerat, wobei das Biphosphoglycerat mit NADH
von Glycerinaldehyd-FPhosphatdehydrogenas
phosphat und NAD umgesetzt wurde. Die Abnahme von NADH wurde bei

-~ = Sl ermord
cel

340 nm verfolgt.

‘Testansatz Konzentration im Test
HMES/KOH-Puffer 50 mM: pH 6.5
MgCl, 10 mM

KHZPoé 20 m
B-Mercaptoethanol i0 mif

ATP 1 il

NADH 0.2 my
‘Glycerinaldehyd-

Phosphatdehydrogenase 10 U/ml
permeabilisierte Zellen 8-16 mU/ml

‘Nach Temperaturequilibrierung wurde der. Leerwert
gemessen und der Test gestartet durch Zugabe von

. 3-Phosphoglycerate - 5 mM

Zﬂlgggv




Pyruvatdecarboxylase (E.C. 4.1.1.1)

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte entsprechend der Me-
thode wvon Ullrich (19870) in einem gekoppelten optischen Test.
Gemessen wurde die Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd.
Acetaldehyd wurde von der Alkoholdehydrogenase zu Ethanol umge-
setzt und die Abnahme von NADH bei 340 nm gemessen.

Testansatz Konzentration im Test
MES/KQOH-Puffer 50 mM; pH 6.5
MgCl, 10 mM

KHyPOy 20 mM
Thiaminpyrophosphat 1.5 mM
Na-Pyruvat 17 miM

NADH 0.18 mM
Alkoholdehydrogenase 88 U/ml

Nach Temperaturequilibrierung wurde der Test
gestartet durch Zugabe von
permeabilisierten Zellen 8-16 mU/ml
Fhosphoenolpvruvat-Carboxviases (E.C. 4.1.1.38)

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte nach Bringer und Sahm

-t

OO0 P :
rischen Test. Oemessen wurde die

£ £
\J.JOJ} LIl

Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat zu Oxalacetat. Oxalacetat

e A me man o T o o =
L
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wurde von der Malatdehydrogenase zu Malat umgesetzt und die Ab-
m gemessen. Ferner wurde die Laktatdehy-

ADH bei 340 n

....... L E 1 GEllee L

drogenase dem Test zugegeben, um das durch spontane Decarboxy-

lierung von Oxalacetat entstehende Pyruvat mit zu eriassen.

-Testansatsz Konzentration im Test
Tris/H,50,~Puffer 100 mM; pH 8
KHC03 20 mi
MgSO, 10 mM
. NADH 0.2 mM K
  fM§latdehydrogenase 12 u/ml E
'i;Laktatdehydrogenase 5.5 U/ml
Rohextrakt 8-16 mU/ml

‘Nach Temperaturequilibrierung wurde der Leerwert

. -gemessen und der Test gestartet durch Zugabe von

Phosphoenolpyruvat i0 mh
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ATPase
Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte in einem diskontinu-

ierlichem Test, entsprechend der Methode von Cartwright et al.

(1987). Gemessen wurde die Freisetzung von Phosphat aus ATP.

Testansatz Konzentration im Test
HEPES/KOH-Puffer 100 mM; pH 7.5
KC1 50 mM

ATP 4 pi)i

MgCl, 4 mM

Ethanol 0-150 g/1
permeabilisierte Zellen oder

Membranfraktion 3-10 mU/ml

Nach Temperaturequilibrierung wurde der Test
gestartet durch Zugabe von

ATP 4 i)
Nach Inkubationszeiten von 0, 5, 10, 15 oder 20 min

wurde die Reaktion gestoppt durch Zugabe von

topreagenz 2 ml/ml Ansatz
Ascorbins8ure, 10 % (w/v), frisch 20 wl/ml Ansatz

Nach 5 min bei 30 ©C wurde die Extintion bei 750 nm gegen

Agua bidest gemessen

Die Zusammensetzung des Stopreagenz lautet:

- H,580,4 (konz.) 2 % (v/v)
Ammoniummolybdat 0.5 % (w/v)
Sps 0.5 % (w/v)

Die Konzentration des freigesetzien Phosphats wurde anhand einer

mit 0 - 0.5 mM KH,PO, erstellten Eichgerade ermittelt.

' Die Enzymaktivitdten wurden in Units angegeben. Ein Unit (U)
entspricht der Enzymaktivitit, welche die Umwandlung von einem
umol Substrat pro Minute unter den angegebenen Bedingungen kata-
lysiert. Die spezifische Aktivitdt wird in U/mg Proteln angege-

ben. Zur Berechnung der Enzymaktivitdt wurde fiir NADH eine Ex-

S raalidiatg S A

.__tinktionskoeffizignt_von 6,3 ml/(pmol * cm) zugrundegelegt.

20 . :




9. Bestimmung der zellinternen Glukosekonzentration

Zur Bestimmung der zellinternen Glukosekonzentration in Zymomo-
nas mobilis (Struch et al. 1991) wurden aus einer kontinuierli-
chen Fermentation Proben entnommen. Die schnelle Trennung der
Zellen vom Kulturmedium erfolgte mittels Zentrifugation durch
eine Silikon&lschicht in 20 %-ige (w/v) Perchlorsdure, in der
alle zelluldren Prozesse sofort inaktiviert werden (Klingenberg
und Pfaff, 1%67). In einem Parallelansatz wurde das Cytoplasma-
volumen sowie den Anteil an Uberstand, der mit durch die

Olschicht hindurch gerissen wurde, ermittelt.

8.1. SHlikondlzentrifugation

In 400 ul MikrotestrShrchen (Beckman) wurden 30 pl 20 % (w/v)-
ige Perchlorsdure und 65 ul Silikon8l pipettiert und die beiden
Phasen durch kurze Zentrifugation (10 s, Mikrofuge E, Beckman)
voneinander getrennt, so daf sich die Olschicht iiber der Per-
chlorsdure befand. Bei =zellexternen Glukosekonzentrationen bis
80 g/1 wurde Silikondl mit einer Dichte von 1.03 g/ml benutzt.
Bei hoheren Glukosekonzentrationen mufite wegen der héhexen
Dichte  des KRulturmediums eine 1:1 Mischung von Silikondlen mit
der Dichte 1.03 und mit der Dichte von 1.035 g/ml verwendet wer-
ie 100 ode

~ e

b4

den. In 16 dieser Réhrchen wurden bei der Probhanzhme
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gation (1 min, 12500 x ¢, Beckman-Mikrofuge) durch die Olschicht
hindurch in der Perchlorsiurephase sedimentiert. Im Uberstand
wurde die extrazelluldre Glukosekonzentration bestimmt. Zur Auf-
arbeitung des Sediments wurde die Perchlorsdurephase mit einem
Skalpell von dem Rest der Reaktionsgefife abgetrennt, die Spitze
des Rohrchens umgekehrt in ein 750 pl Eppendorf Reaktionsgef&dp
iberfiihrt und 2 min. zentrifugiert (12500 x g). Das Sediment
wurde resuspendiert und die Zellen anschlleﬁend durch 5-miniitige
Beschaqung im Ultraschallbad (Branson 2200) homogenisiert. 2Zur
Neutralisierung wurden die Proben mit 24 ul eiskalter 5 M KOH/1
M Triethanolamin L&sung versetzt und 30 min bei 4 °C inkubiert.
Kaliumperchlorat, Zelltriimmer und Ol wurden durch Zentrifigation

(4'QC}M2-min,~12SOO'X g) vom Uberstand getrennnt. Die Uberstande
_ _ g

- .von jeweils fiinf parallelen RShrchen wurden vereinigt, um ein

ausre;ghendes Probenvolumen fiir die Glukosebestimmung zu erhal-

ten.
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9.2. Bestimmung des Cyloplasmavolumens

Bei der Volumenbestimmung schlieft man aus der Verteilung per-
meabler, 3y-markierter Substanzen und nicht permeabler, 1doomar-
kierter Substanzen in den Zellen und im Uberstand auf das Cyto-
plasmavolumen der Zellen (Rottenberg 1979). Widhrend 3H20 sofort
in die %Zellen diffundiert, kdnnen [14C]—Taurin oder [14C]—Mal—
tose die Cytoplasmamembran von Zymomonas mobilis nicht passie~
ren. Somit ist bei der Silikonélzentrifugation die Menge an 3H2O
im Pellet ein Maf fiir den intra- plus extrazelluldren Wasserraum
und die Menge an [14C]-Taurin odexr [14C]—Maltose ein Maf fiir den
Anteil an Uberstand, der mit durch die Olschicht hindurch geris-
sen wurde. Aus der Differenz dieser beiden Werte 1&8Bt sich das
Cytoplasmavolumen der Zellen berechnen. In der Regel wurde
[14C]-Taurin als impermeable Substanz eingesetzt. Bei Ethanol-
konzentrationen iiber 80 g/1 nahm der Menge an Taurin im Sediment
mit der Inkubationszeit im Testansatz zu, was auf unspezifische
Adsorption hinweist. Deshalb wurde bei hohen Ethanolkonzentra-

tionen [14C]=Maltose als impermeabler Marker verwendet.

500 pl Kultursuspension wurden zu einer Mischung aus 5 pl [140]~
Paurin (0.5 uCi), 10 ul *2c-Taurin (10 m4) und 5 pl 3H,0 (1 - 2
der ganze Ansatz gut durchmischt und 3 min bei 30
mal 100 ul Kul-

I
Opn 2
C im Wasserb

tursuspension dem Te &

pettiert und zentrifugiert (1 min, 12500 x g). Fir die Ermitt-
lung - der ' jeweiligen spezifischen Radioaktivitdten des Wassers
und des Taurins wurden 20 pl Aliguots der Uberstdnde mit 200 pl
Aqua bidest. und 4 ml Szintillationsfliissigkeit (Instagel Can-
berra—Packard) gemischt und in einem Fliissig-Szintilationszahler
(Rackbeta 1214, LXB) gezdhlt. Zur Bestimmung der im Sediment be-
findlichen,Radioaktivitét wurden die Perchlorsiureschichten wie-
derum mit einem Skalpell vom dem Rest des Reaktionsgefdfes abge-
trennt,“in 1.5 ml Eppendorfgefdfe iberfiithrt, mit 750 ul H,0 re-
suspendiert und durch Beschallung bei Raumtemperatur im Ultra-
schallbad (10 min) homogenisiert. Nach anschiiefiender Zentrifu-

ion {4 min, 12500 x g) wurden 650.-ul der

Szintillationsfllissigkeit gemischt und .im;:Szintillationszéhlex

' :Die'Berechnunghder.intra— und extrazellularen Volumina-erfolgte

':'folgendermaﬁen:
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3 = 3 . 3 a
HyO-Raum = dpm “HyOgey * (Vgeg/Z%Sgeq) * (ZVip/dpm H504,)
(ul/Probenvolumen)

14C“Taurin-Raum = gxtrazellulares Volumen
. 1A , 1
= dpm “*[Clgeq * (Vgeq/ZVsed) * (ZVip/dpm**[Cli)
(nl/Probenvolumen)

Internes Volumen = 3H20—Raum - 14C--Taurin-»Raum
' (11/Probenvolumen)

dpm : Radiaktive Zerfdlle pro Minute

Vsed : Volumen des aufgearbeiteten Sediments (750 + 30 pl)
ZSged ¢ Zéhlvolumen des Sediments (650 ul)

AL : Zdhlvolumen des Uberstandes (20 ul)

Bezogen auf das eingesetzte Trockengewicht betrug das Cytoplas-
mavolumen ca. 2 pl/mg und der Taurinraum im Pellet ca. 3 wl/mg.
des zellinternen pH-Werles

Der zellinterne pH kann aus der Verteilung einer schwachen Sdure

A tiber die Membran folgendermafen berechnet werden ([Rottenberg

A |
out/ !

Wenn der zellexterne pH > PKa. * 1 kann der Anteil der neutralen
Sédure, A, vernachldssigt und der zellinterne pH nach Formel 1
aus der Gesamtverteilung der Sdure iiber die Membran berechnet

werden. Bel niedrigeren zellexternen pH-Werten muf fir den An-

teil der neutralen S&ure korrigiert werden und wird der zellin-

‘ternen pH folgendermafen berechnet (Rottenberg 1979):
. 2) pHy, = Log[(A™+A;,/A™+A ) * (10PKa 4 jopHout) _ ;gpKaj

Zur Bestimmung des zellinternen pH-Wertes in kontinuierlichen
Fermentationen wurde Benzoat (pKa = 4.2) als schwache Sdure ein-

gesetzt. 300 ul Zellsuspension aus der Fermentati

Trockengewicht/ml) wurden .2 min bei. 30 °C mit 0.
‘Benzoat inkubiert. 3 mal je 100 pl Probe wurden

-ffgntnommen, in Silikon&lrShrchen. pipettiert und zentrifugiert
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(1 min, 12500 x ¢). Zur Kontrolle auf unspezifische Benzoatbin-
dung wurden in einen Parallelansatz CCCP-entkoppelte Zellen (3
min, 100uM CCCP, Ruhrmann und Krdmer 1992) eingesetzt. Die iber-
stinde und Sedimente wurden fiir die Bestimmung der zellinternen
und zellexternen Radiocaktivitidt auf vergleichbare Weise wie bel
der Cytoplasmabestimmung aufgearbeitet wund gezdhlt. Auferdem
wurde eine Bestimmung des zellinternen und zellexternen Volumens
im Sediment durchgefiihrt. Die extrazelluldre Benzoatmenge pro ul
konnte aus die Z&hlung der l4c.rRadioaktivitét des Uberstandes
berechnet werden. Die intrazelluldre Benzoatmenge wurde aus der
gezdhlten 14¢_Radioaktivitit im Sediment und das Cytoplasmavolu-
men berechnet. Dabei mupte der Anteil der aus dem Uberstand bei
der Zentrifugation ins Pellet mitgerissenen extrazellul&dren lac.
Benzoatmenge mit Hilfe der Taurinraumbestimmung ermittelt und
dem Radioaktivitdt des Pellets abgezogen werden. Aus den so er-
haltenen zellinternen und zellexternen Benzoatmengen wurde mit-
tels der oben angegeben Formel 2 (pH,,y = 5; pKa Benzoat = 4.2)

der zellinterne pH-Wert berechnet.

11. Bestimmung der intrazefiularen Adeninnucieoiide

Die Bestimmung der Adeninnucleotide erfolgte mit dem Luci
rin/Luciferase Testsystem (Schimz et al. 1981, Spielman et al.

1981), wobei folgenden Reaktionen abliefen:

1) ATP-Bestimmung

. . ci . . .
ATP + Luciferin + O, Luciferase > Oxyluciferin + AMP + PPi

+ C02 + Licht

Das Integral der Lichtemission {iber die Zeit ist in den ersten

- Sekunden . linaer abhdngig von der ATP-Konzentration bis 1077 M.

2)-ADP—Bestimmung
Das ADP wurde vor der Analyse enzymatlsch in ATP iiberfiihrt:

ADP % PEP .Pyruvatklnase > ATP + Pyruvat

'3) AMP-Bestimmung
_QﬁDas AMP wurde zunachst enzymatisch in ADP und dann in ATP umge—'
v_setzt-.3- o : e

Myokinase > 2 ADP

" AMP + ATP

24
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Extraktion und Probenvorbereitung (nach Schimz et al. 1981)
Um einen schnellen Aufschluf der Zellen zu gewdhrleisten, wurden
3 ml eiskalte 35 %-ige (v/v) Perchlorsiure in einer vorgewogenen

10 ml Plastikspritze vorgegeben und dazu ca. 3 ml Kultur iiber
ein Septum direkt aus den Fermenter aufgezogen. Zur Ermittlung
des genauen Perchlorsdurevolumens bzw. Probenvolumens wurde je-
weils die Gewichtsdifferenz béstimmt. Die Probe wurde nach 5 min
im Eisbad abzentrifigiert (10 min, 4 Oc, 5000 x g) und mit § ml
eiskalter 2 M KHCO3-LOsung neutralisiert. Nach 5 min im Eisbad
wurde das Prizipitat durch Zentrifugation (10 min, 4 ©C, 5000 x
g) abgetrennt und der Uberstand bis zur Nucleotidbestimmung bei
- 25 °C aufbewahrt. Um den zellinternen Nucleotidgehalt zu be-
stimmen wurde sowohl von der Gesamtkultur als auch vom Kultur-

filtrat (10 min, 4 ©°C, 6000 x g) ein Extrakt hergestellt.

Die Reaktionsansdtze (RA) fiir die Nucleotidbestimmung waren wie

folgt :.

ATP ATP+IS® ADP ADP+IS AMP AMP+IS

RA enthdlt in ul:

Extrakt 500 500 500 500 500 500
Puffer 500 490 490 480 480 470
PEP-Reagenz 1090 100 100 100 100 100
Interner Standard(IS) 0 10 G i0 G iG
Pyruvatkinase 0 0 10 i0 10
Myokinase 0 0 0 10 10
Inkubation bei
Raumtemperatur (min) 0 0 15 15 45 45
* I8 = interner Standard
Putffer: Tris/H,80, 50 mM; pH = 7.4
| MgSO, 3.5 mM
Ko504 2.5 mM
EDTA 0.6 mM
PEP-Reagenz: . 40 mng K+~Phosphoenolpyruvat in 6 ml einexr
S . MgS0, 0.5 M
KC1 1.8 ¥ Ldsung
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Pyruvatkinase 2000 U/ml

Myokinase 1800 U/ml.
Beide Enzyme wurden durch Zentrifugation aus

der (NH,),S04-LOsung prazipitiert und in Puf-

fer aufgenommen.

Interner Standard ATP, ADP und AMP (frisch) Konzentrationen im
Bereich der Probenkonzentration; Ublicher-

weise jeweils 0.1 und 0.05 mM.

Luciferin/Luciferase 50 mg lyophilisiertes Rohextrakt (FLE50)
wurden in 5 ml Agua dest. aufgenommen und die
unléslichen Bestandteilen durch Zentrifuga-
tion (10 min, 4 °C, 5000 x g) abgetrennt.

Die ATP-Bestimmung fiir 100 pl des Reaktionsansatzes wurde durch

Zugabe von 250 pl der Luciferin/Luciferase-L&sung und 2 ml des
Puffers (s.o.) gestartet. Die Lichtemission wurde mit einem Bio=
lumineszenzmePgerdt (Bioluminescence Analyzer XpP2000, Skan AG,
Basel) wihrend der ersten 20 s nach Start gemessen, integriert
und in "counts® angegeben. Die Berechnung der HNukleotidkonzen-
trationen erfolgte anhand der internen Standards, wobei berick-
sichtigt wurde, daf in den Ansdtzen zur Bestimmung von ADP bzw.
AMP die Summe aller 2 bzw. 3 Nucleotide bestimmt wurde:

s L ¥y
i

h,

Kultur = Xo * Vf * IS(nmol AXP/ml RA) / (Xis - X1)

Xo = counts ATP bzw. counts{ADP-ATP) bzw.(AMP-ADP)
vf = Verdiinnungsfaktor aus Extraktion und Reaktionsansatz

Konzentration der internen Standards im Reaktionsansatsz

od
1623
il

Xis= counts AXP+IS
X1 = Counts AXP

12. Charaicerisierung des Bakierien Wachsiums

i2.1. Bestimmung der ZellgréBenverieiiung

wihrend Ratchfermentation wurde mit ei-

g t.aliy

jmi;_Lateg_stanﬁard Partikel7(d = 1 und 2 um) durchgefiihrt. Die
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Proben wurden vor der Messung zu 2 * 106 Zellen/ml in gepuffer-
tes Vollmedium ohne Hefextrakt, Glukose oder Ethanol wverdiinnt.
Dieses Medium wurde auch als Elektrolyt verwendet.

12.2. Bestimmung der speziiische Dichte.

Um das Wachstum von Zymomonas mcobilis in Batchfermentationen bel
Ethanolkonzentrationen > 80 g/l zu charakterisieren, wurde die
spezifische Dichte der Zellen widhrend der Fermentation ermit-
telt. Dazu wurden Dichtezentrifugationen in einem Perkolldichte-
gradienten (Pharmacia) durchgefiihrt (Kubitschek et al. 1983,
Cheng 1983, Woldringh et al. 1981). Das Zentrifugationsmedium
war anaercbes Vollmedium pH 6.0 ohne Glukose, aufgenommen in 71
% (v/v) Perkoll. Zu entsprechenden Zeiten widhrend der Batchfer-
mentationen wurden 500 pl Kulturproben (0.3 - 0.4 mg Trockenge-
wicht/ml) mit Zentrifugationsmedium vermischt und durch Ultra-
zentrifugation (Winkelrotor, 20 min, 5 °C, 45000 x g) isopyk-
nisch konzentriert. Der Gradient bildete sich wdhrend der Zen-
trifugation. Zur Eichung des Gradienten wurde in einem Paral-
lelansatz das Zentrifugationsmedium mit 500 pl einer Markerbead-
Suspension (Pharmacia, d = 1.019 - 1.139 g/ml) vermischt. Die
pichtezentrifugationen erfolgten sowohl in Zentrifugationsmediun
ohne als auch mit Ethanol. Es zeigte sich jedoch, daff die anhand
der Eichung ermittelte Dichte hierdurch nicht beeinfluft wurde.

12.3. Bestimmung der makromolekularen Zusammensetzung und des
Phosphatgehails von gymomionas mobilis

Die quantitative Bestimmung von Protein, RNA, DNA, des gesamten
Kohlenhydrates, Fettsiuren sowie die .Ermittlung des Trockenge-
“wichtes '{Zund des organisch gebundenen Phosphatgehalts in Batch-
fermentationen mit Zymomonas mobilis erfolgte mit lyophilisier-
"_te;:.:'-:Bj_Q_masse. Dazu wurden zu entsprechenden Zeiten wihrend der
Batchfermentation 200 ml Kultur néntnommen, auf Eis gekiihlt und
du_rch:Zent_rifugation (10 min, 4 C’C,_ 6000 x ¢) geerntet. Das Se-
diment wurde zweimal mit eiskalter MgCl,-LOsung (1lmM} gewaschen,
resuspendiert, eingefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat

- .wurde  filr die Trockengewichtsbestimmung ausgewogen und bis. zur

-'guantitatiyen Bestimmung der 'Makromolekiilef_'b_ei -25 9c- aufbe-

- wahrt.
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Der Proteingehalt wurde bestimmt wie beschrieben in § 8.2 und

der Fettsiuregehalt wie beschrieben in § 13.5. Fiir die gquantita-

tive Bestimmung von RNA und DNA wurden die Nukleins&uren mit
Siure extrahiert (Herbert et al. 1971), danach erfolgte die Be-
stimmung von RNA nach der Orcinolmethode (Herbert et al. 1571)
und die von DNA nach der Diphenylaminmethode (Burton 1956). Aus
ca. 20 mg lyophilisierter Zellen wurden 2zundchst die sdurelfsli-
chen Monomeren mit eiskalter HClO,-Ldsung (0.25 M; 5 mi, 30 min)
extrahiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 4
Oc, 5000 x g) aus dem Extrakt sedimentiert und die Nukleinsduren
wurden aus dem Sediment mit HCLOgz-LOsung (0.5 M; 4 ml; 15 min)
bei 70 °C extrahiert. Diese 70 9C-Extrakte wurden vereinigt und

bis zur Analyse bei - 25 °C aufbewahrt.

Die Bestimmung von RNA mit der Orcinolmethode beruht auf der Um-

wandlung der in RNA enthaltenen, puringebundenen Ribose zu Fur-
fural durch die Behandlung mit Sdure (Herbert et al. 1971}).
Hierzu wurde 0.5 ml Extrakt mit 1.5 ml Orcinolreagenz versetzt
und 20 min gekocht. Nach Abkiihlung im Wasserbad wurde der Ansatz
mit 5.5 ml Butanol fixiert und die Extinktion bei 672 nm gegen
ein Reagenzleerwert mit 0.5 M HClO, gemessen. Die RNA-Konzentra-

tion der Proben wurde aus einer Eichgerade mit 0 - 0.6 mg/ml REA

aus Hefe ermittelt. Das Orcinolreagenz wurde vor Gebrauch frisch

angesetzt:
Orcinolreagenz 4 Teile FeClq 3.3 mM
HC1 7.2 M
1 Teil Orcinollésung 1 % (w/v)

Fﬁr die Bestimmung von DNA nach der Methode von Burton (1956)
- wurden 2'ml_Extrakt mit 4 ml Diphenylaminreagenz gemischt, 16 -
- 20 Stunden bei 30 ©C inkubiert und die Extinktion bei 600 nm ge-
gen ein Reagenzleerwert mit 0.5 M HC104 gemessen. Der DNA-Gehalt
der Probe wurde aus einer Eichgerade mit 5 - 100 ug/ml Xalbsthy-
hus'DNA ermittelt. Das Diphenylaminreagenz (1.5 g Diphenylamin +
1§5gml ‘konz.. H2804 in 100 ml Eisessig) wurde vor Gebrauch mit

'-jﬁerbert et al. 1971). Hierbei werden Kohlenhydrate durch Be-

~handlung mit heifer Sdure hydrolysiert und zu Furfuralderivaten

":28 _
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umgewandelt, die mit Anthron eine griine Fdrbung bilden. Hierzu
wurde 1 ml einer Zellsuspension (lmg/ml) im Eisbad mit 5 ml eis-
kaltem Anthronreagenz versetzt, 10 min gekocht, im Eisbad ge-
kithit und die Extinktion bei 625 nm gegen ein Reagenzleerwert
mit Agua bidest. gemessen. Dexr Kohlenhydratgehalt der Probe
wurde aus einer Eichgerade mit 0.01 - 0.1 mg/ml Glukose ermit-

telt.

Zur Bestimmung des Gesamtphosphorgehaltes wurde die Biomasse
vollstédndig mit S&ure oxidiert und das freigesetzte Phosphat
phetometrisch bestimmt (Herbert et al. 1971, Bartlett 1959).
Hierzu wurden 5 mg lyophilisierten Zellen mit 1 ml 70 % HClO,
versetzt, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, 16 Stunden
bei 56 ©C, nochmals mit einem ml HC10, versetzt und dann bei 150
®C im Heizblock verascht bis die L&sung v8llig klar war. Die
klare LGsung wurde auf 10 ml aufgefiillt und der Phophatgehalt

wie in § 13.4 beschrieben bestimmt.
13. Analyse der Lipide
13.1. Lipidexiralktion

Die Lipidextraktion der Zellen wurde nach der von Schulenberg-
Schell et al. (1989) modifizierten Methode von Bligh und Dyer

Txrmenia 5
WU LTIl

{1859%) durchgefiihrt. Zweihundert mg lyophilisierte Zellen

mit zweimal 47 ml Methanol/Chloroform/Wasser (2:1:0.8) unter
Riihren bei Raumtemperatur extrahiert und die Rickstédnde an-
schliefend durch Zentrifugation (10 min, 5000 g¢g) abgetrennt.
Durch Zugabe von 25 nl Chloroform und 25 ml Aqua bidest. und an-
schliefiender Zentrifugation (10 min, 5000 g) wurde eine Phasen-
trennung erhalten. Die Unterphase wurde abgetrennt und in einem
Rundbodenkolben am Rotationsverdampfer (Biichi} bei 30 °C ein-
geengt. Der Lipidextrakt wurde in ein vOrgewogenes Réhrchen
ﬁberfﬁhrt, am Rotationsverdampfer eingetrocknet und ausgewogern.
Danach wurde der Lipidextrakt in Chloroform/Methanol (2:1) re-
suspendiert (2 mg/ml) und sofort fiir die weiteren Analysen por-

tioniert. Die Lipidextraktion wurde fiir jede'Zellprobe in zwel

%_Ea:alle;ansétzen durchgefiihrt.
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13.2. Bastimmung der Hopanoide THBH, THBH-Ether und THBH-Glykosid mitiels

HPLC

7ur besseren Trennung und Detektion von Tetrahydroxybacterioho-
pan (THBH), THBH~Ether und THBH-Glykosid wurden die Seitenketten
dieser Hopanoide acetyliert (Schulenberg-Schell et al. 1989).
Hierzu wurde 1 ml Lipidextrakt unter Argon getrocknet, mit 1 ml
einer frischen Mischung aus Essigsdureanhydrid und wasserfreiem
Pyridin (1:1) versetzt und 12 - 15 Stunden bei 33 °C inkubiert.
Das Reagenz wurde anschliefend mit Argon abgeblasen. Die acety-
lierten Lipide wurden in 1 ml Methanol/Acetonitril aufgenommen
und sofort analysiert. Die Trennung erfolgte mit einem HPLC-Sys-
tem der Firma ERMA (Tokyo) und die Detektion mit einem UV-De-

tector von Soma Optics (Tokyo) bei 206 nm.

Analvsebedingqungen fiixr THBH, THBH-Ether und THBH-Glvkosid
(Schulenberg-Schell et al. 1989)

Sdule 7-um C18 reversed-phase FIRMA
{2506 = & mm I.D.)

S&ulentemperatur Raumtemperatur

Eluent Mischung von Laufmittel A und B; 2 ml/min
Laufmittel A Methanol/agua dest. (95:3)
Laufmittel B Methanol/Acetonitril (80:20)
.aradientu 0 - 5min 95 % A und 5 % B

5 - 45 min linear zu 5 % A und 95 % B
Retentionszeiten THBH-Ether ca. 14 min

THBH-Glykosid ca. 16.2 min

THBH ca. 24 min

... Probenvolumen 200 - 400 pl

‘Die Mengen in mg an THBH, THBH-Ether und THBH-Glykosid in den
Proben. wurden aus Teilung der Peakfldchen durch folgende Eich-

féktorenh(Schu;enbergeSchell et al. 1989) erhaltens

. THBH 466 Fléche/mg

.- THBH-Ether 1841
THBH~Glykosid 1459

Hi|




Die Derivatisierung und HPLC-Analysen wurden fiir jeden Lipidex-
trakt in zwei Parallelansdtzen durchgefithrt. Die Doppelbestim-
mungen eines Derivatisierungsansatzes wichen in der Regel nicht

mehr als 1 - 2 % voneinander ab.

13.3. Bestimmung der Hopanoide Hopen und Dipiopieroi mit GC

Hopen und Diplopterol wurden mit Hilfe eines Gaschromatographen
bestimmt. Um eine Zersetzung von Diplopterol =zu Hopen bei dex
Analyse zu verhindern, wurde vor Trennung eine Silylierung der
tertidren OH-Gruppe des Diplopterols durchgefiithrt (Schulenberg
et al. 1989). Als Silylierungsreagenz wurde N,0-Bis-{trimethyl-
silyl)-trifluoracetamid (BSTFA) und als Katalysator Trimethylsi-
lylchlorid (TMSCl) und getrocknetes Pyridin verwendet. Vor der
Derivatisierung wurden zu 100 oder 250 ul Lipidextrakt 5 pg n-
Triacontan (in Hexan) als interner Standard gegeben und die L&-
sungsmittel mit Argon abgeblasen. Die Lipide wurden in 50 pul
BSTFA/TMSC1l (99/1) und 50 pl Pyridin resuspendiert und 18-24
S5tunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200-400 nl

matic Sampler 7672 A, Integrator 3382 A und Kaltaufgabesyvsiem
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K
fldche des intermen Standards n-Triacontaan erhalten. Die Emp-
findlichkeit des Detektors war fiir Hopen relativ zu n-Triacontan
1.34 x kleiner und fiir Diplopterol 1.17 x kleiner {Schulenberg-
Schell et al. 1989). Die Derivatisierung und GC-Analysen wurden
fiir jeden Lipidextrakt in zwei Parallelansdtzen durchgefiithrt. ..

“fjAnaleebedinqunqen fiixr Hopen und Diplopterol

3 Kapillarsaule 25 m Fused Silica 0OV-1 CB

il

- SAulentemperatur Temperaturprogramm 180-300 °C
Temperaturgradient 4 °C/min, nach 1 min

Injektortemperatur 60 - 220 °C

aan O4A

T de e e e s e e
LiZLoh LUl LellippoLlal Ul S2AU L

. Trdgergas Helium (30 ml/min) _
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Retentionszeiten Triacontan 25.1 min (int. Standard)
Hopen 29.0 min
Diploptercl 33.8 min

13.4. Bestimmung von Phospholipiden

Zur Bestimmung des Phospholipidgehaltes in den Lipidextrakten
wurden die Lipidproben mit S&ure oxidiert und das freigesetzte
Phosphat photometrisch bestimmt (Bartlett 1959, modifiziert).

50 oder 100 ul Lipidextrakt in s#uregewaschenen ROhrchen wurden
unter Argon eingetrocknet, mit 0.5 ml 70 %iger Perchlorsdure
versetzt und 90 min im Heizblock bei 150 ©C verascht. Nach Ab-
kiithlung der Proben auf Raumtemperatur wurden 2.4 ml Ammoniummo-
lybdatlésung (4.4 g/1) und 100 ul ANSA-Reagenz (s.u.) hinzuge-
fiigt. Anschliefend wurden die Proben 20 min im Wasserbad ge-
kocht, 20 min bei Raumtemperatur abgekiihlt und abzentrifugiert
(15 min, 5000 x ¢g). Die Extinktion des Uberstandes wurde bei 750
nm gegen Wasser gemessen. Eine Eichkurve wurde mit 10 bis 200
nmol L-o=-Phosphatidylicholin-di-heptadecanyl (PC) erstellt. Aus
dem molaren Phospholipidgehalt und einem mittleren Phospholipid-
gewicht von 730 g/mol, berechnet auf der Rasis der Phospholipid-
zusammensetzung in JZymomonas mobilis (Carey und Ingram 1983,
Tornabene et al. 1982), wurde der Phospholipidgehalt im Lipidex-
trakt berechnet.

Fiir die Herstellung des ANSA-Reagenz wurden je 30 g Natriumpyro-
sulfit, 6 g Natriumsulfit und 0.5 g l-Amino-2-naphtol-4-sulfon-
sdure (ANSA) trocken im MOrser zerrieben, in ca. 150 ml Aqua bi-
dest. aufgeldst und drei Stunden stehen gelassen. Nach Zugabe
von Aqua bidest. ad 250 ml wurde das Reagenz i{iber Nacht im.Dun-
_keln gelagert. Am n&chsten Tag wurde die LOsung iuber sauregewa-
schene Glaswolle filtriert und das - ‘fertige Reagenz in. einer dun-
klen Flasche 'aufbewahrt Das Reagenz war bis:zu zwei. Monaten

'haltbar
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13.5. Feftsdurenbestimmung

Fiir die Fettsdurenbestimmung wurde eine saure Methanolyse (Kates
1982) zur Umesterung der Fettsdurenreste durchgefilhrt. Anschlie-
fend erfolgte eine gaschromatographische Analyse der Fettsduren-

methylester.

Fiir die saure Methanolyse wurden 5 - 10 mg lyophylisierte Zellen
oder 1 mg trockener Lipidextrakt mit 5 ml frisch gemischter 2 M
HCl in Methanol versetzt. Als interner Standard wurde 25 ug {(di-
17:0)-Phosphatidylcholin zugegeben. Der Ansatz wurde 18 Stunden
bei 85 ©C inkubiert. MNach Abkithlen wurden die Fettsiureme-
thylester dreimal mit je 5 ml Hexan extrahiert. Die Hexanex-
trakte wurden bei 30 °C unter Argon getrocknet und in 1.5 ml
Hexan aufgenommen. Die Analyse der Fettsduremethylester erfolgte
mit einem  Gaschromatographen (Hewlett  Packard 5880 mit
Flammenionisationsdetektor, Automatic Sampler 7673 A, Integrator
3392 A und Xaltaufgabesystem 502 von Gerstel). Identifizierung

der Fettsdurenmethylester erfolgte durch Vergleich mit einer

Standard-Fettsi: vliestermischung der Fa. Chromatograpie

Service (Eschweiler).

Trennbedingungen fiir Fettsduremethvlester

Kapillarsdule 25 m Fused Silica OvV-1 CB
Sdulentemperatur 140-200 ©C; Temperaturprogramm
Temperaturgradient 4 °C/min; nach 1 min

~ Injektortemperatur 60 - 220 °C

" Detektortemperatur 250 °C

© Trigergas Helium, 30 ml/min
~-Probenvolumen 1 ul

.-fRetentionszeiten - 14:0 8.7 min
R . 16:1 12.5 min
16:0 12.1 min
17:0 15.3 min (int. Standard)
-18: 17.1 min E -
8
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14. isolierung der Phospholipide aus Zymomonas mobilis

Zur Isclierung der Phospholipide aus Zymomonas mobilis wurde der
Lipidextrakt mittels Diinnschichtchromatografie aufgetrennt. An-
schliefend wurden die Phospholipidbanden extrahiert.

Vor Gebrauch wurden Kieselgel 60 Platten (20 =x 20; 0.5 mm
Schichtdicke ohne Fluoreszenzindikator, Merck AG Darmstadt) in
einer mit CHCl;/MeOH (1:1) gesdttigten Kammer vorgespiilt, an der
Luft getrocknet und 2 Stunden bei 105 °C erhitzt (Kates 1982).
Der Lipidextrakt (10 mg/Platte) wurde unter Argonbegasung iiber
die Breite der Platte aufgetragen. Als Laufmittelsystem wurde
CHCl,/MeOH/HAc (60:35:8) benutzt (Kates 1982, modifiziert). Die
Phospholipide wurden durch Anfdrben am Plattenrand mit Molyb-
den/Molybdenoxid-Ldsung (2 % Molybden(VI)oxid + 0.1 % Molybden
in 35 % H,50,, Dittmar und Lester 1964) oder Berberinchlorid (50
mg Berberinchlorid in 95 % v/v Ethanol, Detektion im UV-Licht
bei 254 nm, Rohmer et al. 1984) sichtbar gemacht und durch Ver-
gleich ihrer RF-Werte mit denen von k&uflichen Referenzsubstan-

zen identifiziert. Es ergaben sich folgende RF-Wertes:

Phospholipid R.F.-Wert
Phosphatidylcholine 0.08
Phosphatidylserin 0.28
Phosphatidylethanolamin §.63
Phosphatidylglycerin 0.77
Cardiolipin 0.86

Die Banden des Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylglycerin und Cardiolipin wurden abgekratzt und ver-
einigt. Die Bande des Phosphatidylserin wuxrde verworfen, da
~ Phosphatidylserin sich im benutzten Laufmittelsystem schlecht
 Von den Hopanoiden (RF-Werte 0.13-0.47) trennte. Die neutralen
Phospholipide wurden dreimal mit Jje 40 ml CHCl;/MeOH/Ether
(1:1:1) und die sauren Phospholipide dreimal mit je 40 ml
MeOH/CHCl3/Ho0 (2:1:0.8) aus dem Kieselgel eluiert und die Ex-
‘trakte wurden iiber eine D4-Glassfritte (Schott, Mainz) vom Kie-

-
gL, nach sduga

1=

~8elgel getrennt. Die Extrakte wurden verein

-f: nes,:Vo1umenantei1s Toluecl am Rotationsverdampfer eingetrocknet

und .aufgenommen in CHCl;/MeOH (1:1

'fderngt:akt_mit einem halben Volumenanteil Aqua bidest. gemischt
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und abzentrifigiert (5000 x ¢, 10 min). Die Unterphase wurde ab-
getrennt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Charakteri-
sierung des Extraktes wurden der Phospholipidgehalt, die Fett-
sdurezusammensetzung und der Hopanoidgehalt bestimmt.

158. Charakierisierung der lateraien Lipidpackung mit Monoschichimethoden

Die laterale Lipidpackung in Monoschichten aus Zymomonas mobi-
lis-Phospholipiden, ~Gesamtlipiden oder deren Mischungen in der
Luft-Wasser Phasengrenze wurde mittels einer rechnergesteuerten,
thermostatisierten Filmwaage (Albrecht 1983) charakterisiert
(Abb. 2, Gaines 1966, Pethica et al. 1976, Hayashi et al. 1972,
Dhathathreyan und Mobius 1988, Millar und Yavin 1988). Aagua bi-
dest. oder Ldsungen von Ethanol in Aqua bidest. wurden als Fliis-
sigphase in der Filmwaage benutzt. Zum Spreiten der Lipide auf
die Flissigkeitsoberfldche wurde eine 100 ul Hamilton Spritze
mit Teflonschlauch am Ende der Nadel verwendet. Die Phospholi-
pide wurden aus einer Chloroforml&sung (0.5 mg/ml) auf die Flis-
sigkeitsoberfldche gespreitet. Da Hopanoide nicht in reinem

Abb. 2: Schematische Darstellung einer Filmwaage.

Mit der beweglichen Barriere wird die fir Lipide zur Verfiligung
stehende Oberfldche zunehmend reduziert und damit die Lipidkon-
‘zentration in der Phasengrenze erhdht. Gleichzeitig werden, z.B.

"mit Wilhelmipldttchen, die Oberfléchensuannuna der libidbedeck—

nnnnnnnnnnn et T B P Y- T=22" o
ten Oberfldche und der reinen Wasseroberfliche gemessen. Aus der

Differenz der beiden wird der Filmdruck berechnet. Wird die Kom-
primierung der Lipide bei konstanter Temperatur durchgefiihrt,
ala Byvvrnlr+y-1i1an

ist die resultierende Kurve der Cberfléchenspannung als Funktion

‘der molekularen Fl&che eine "Isotherme".
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Chleroform 16slich sind, wurden die Gesamtlipiden aus einer
Chloroform/Methanol-(9:1i)-Lésung (0.5 mg/ml) auf die Flissig-
keitsoberfldche gespreitet. Alle Messungen wurden mit frisch ge-
spreiteten Monoschichten durchgefiihrt und die Xomprimierung der
Monoschicht wurde erst gestartet, nachdem das Chloroform verflio-
gen war und ein Temperaturequilibrium vorlag. Die Filme wurden
mit einem Barrierevorschub von 4.2 AZ pro Molekiil und Minute
komprimiert. Bei dieser Vorschubgeschwindigkeit waren die Mefier-

gebnisse unabhidngig von der Kompressionsrate.
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il Ergebnisse

1. Fermentationskinetik von Zymomonas mobilis in kontinuierlichen zwelstufigen
Fermentationen

Anknlipfend an Literaturdaten (Charley et al. 1983, Lawford et
al. 1984, Posten 1987) wurde in der vorliegenden Arbeit die Fer-
mentationskinetik von Zymomonas mobilis bei kontinuierlicher
Bildung hoher Ethanolkonzentrationen in zweistufigen Fermenta-

tionen untersucht.

1.1, EinfluBd von verteilter Zufiitterung der Glukose auf Fermentationsparameter
und Nebsnprodukibildung.

Die Modellierungen von Posten (1987) hatten gezeigt, daf bei op-
timaler Auslegung der zweistufigen Anlage die gesamte Glukose,
die zu Ethanol umgesetzt werden soll, dem Medium der ersten
Stufe zugegeben werden kann. Fiir die Bildung von 100 g/l Ethanol
missen daher fiir die erste Stufe Medien mit 20 % (w/v) Glukose
eingesetzt werden. Bislang liegen jedoch keine experimentellen
Daten zur Fermentationskinetik oder Substratinhibierung fiir kon-

tinuierliche Fermentationen mit Zymomonas mo

ierung die Produktivitdt der zweistufigen Fermentation von
160 g/1 Ethanol mit Zymomonas mobilis beeinfluft und eine iiber
beide Stufen verteilte Zufiitterung der Glukose notwendig macht.

Zundchst wurden einstufige Fermentationen mit 15 %, 17 % oder 20
% (w/v) Glukose durchgefiihrt. Die Durchflufraten wurden so
gewdhlt, daf ca. 50 g/1, also die halbe Ethanol-Endkonzentration
der =zweistufigen Fermentationen, gebildet -werden konnte. ‘Nach
Posten  (1987) éntspricht'das der optimalen Auslegung einer zwei-
stufigen'Anlage. Die Biomassekonzentration und. der Ethanolgehalt
als Funktion der Durchfiuprate bei 15 % oder 17 % (W/v)uGlukose
waren nur geringfligig verschieden (Abb. 3). Bei 20 % {w/v) Glu-
kose 'im Medium dagegen war die Fermentation mit einer umax von

n

1
AL

4% (1/h) deutlich langsamer. Die kinetischen Daten und Aus-

beuten . fiir Durchflufraten mit -maximaler . Biomassekonzentration : . .

sind.in "Tab. 1 dargestellt. Bei gleicher Ethanolkonzentration im

. F¢rmenter nahmen - die spezifischef Glukoseverb:auchs:atgn - und
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Zymomonas mobilis in kontinuierlichen Fermentationen mit

7 oder 20 % {w/v ium. Der RBereich der

\ 3 3
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- Durchflufraten wurde so gewdhlt, daf ca. 50 g/1 Ethanol

-gebildet werden: konnte.

Ethanolbildungsraten mit zunehmender Glukosekonzentration im Me-
dium geringfiigig ab. Bei 17 % (w/v) Glukose waren die Ethanol-
konzentration und volumetrische Produktivitdt 5 % -niedriger als

bei 15 % (w/v) Glukose. -Bei 20 % (w/v) Glukose way *die Wachs-
tumsrate ‘um -31 % und die Biomasseausbeute um 30 % geringer..
.Folglich'waren{die"volumetrische-Ethanol=wund Biomasseprodukti--
:vitétfﬁm 33 '$ bzw. 47 % niedriger. Hohe Glukosekonzentrationen

'im Medium. fithrten somit. zu niedrigeren Wachstumsraten und gerin-

geren Produktivitdten.

In einer. zweiten Versuchsreihe wurden zweistufige Fermentationen

‘mit den in “Tab. 1 -gezeigten Durchflufraten fiir die erste S5t

-;-du;chgefﬁhrty;Umfeine”EthanolTEndkon;entration_Non

()
M
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_reichen. zu kdnnen, wurde in der zweiten stuf

':,kqse;ésung,Lzudosiertf sgﬁdaﬁﬁﬁber¢exste~ und‘zweite; Stufe“Ver#:1f'H
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Tab. 1: Vergleich der kinetischen Parameter fiir Zymomonas mobi-
lis in kontinuierlichen Fermentationen mit 15 %, 17 %
oder 20 % (w/v) Glukose im Medium. Die Durchflufraten mit
maximaler Biomassekonzentration und vergleichbaren Etha-

nolkonzentration wurden dargestellt.

Glukose im Substrat (%) 15 17 20
Durchflufirate (1/h) 0.19 0.188 0.13
Ethanol (g/1l) 54 52 53
spez. Glukose-

verbrauchsrate {g/g*h) 7.6 7.2 7.0
spez. Ethanol-

bildungsrate {g/g*h) 3.6 3.4 3.2
Ethanolausbeute (%) 93 83 S0
Biomasseausbeute (g/g) 0.025 0.026 0.018
Vol. Biomasse-

produktivitdt (g/l*h) 0.545 0.536 0.288
Vol. Ethanol-

produktivitdt (g/l*h) 10.3 5.8 6.9

teilt, insgesamt 205-208 g Glukose/l umgesetzt werden konnten.
Diese Zudosierung bewirkte unterschiedliche Verdiinnungen in den
Effluenten der ersten Stufe mit 15 %, 17 % oder 20 % (w/v) Glu-
kose im Medium. Deswegen waren in der zweiten Stufe die RBiomas-
sekonzentration und folglich die volumetrische Ethanolprodukti-
vitit fiir die Fermentation mit 17 % (w/v) Glukose im Medium der
ersten Stufe hbher als mit 15 % (w/v) Glukose (Tab. 2).

Die Fermentation mit 20 % (w/v) Glukose im Medium der ersten
Stufe hatte auch in der gweiten Stufe eine geringere volumetri-
scheﬂEthanolproduktivitét als mit 15 % oder 17 % (w/v). Dies war
die Folge der, trotz einer geringen Verdiinnung, immer noch nied—
ﬂriéefen ‘Biomassekonzentration und der geringeren spezifischen
ﬁthanolbildungsrate. Fiir die =zwei Stufen gzusammen Ifﬁhrte eine
ﬁbe;.beide”Stufen verteilte Zufiitterung der Glukose somit zu ei-

=3

er mindestens 25 % hdheren gesamt-volumetrischen Ethanolproduk-
tivitdt. Die Verdlinnung von Ethanol und Biomasse im Zufluf zur
- zwelten Stufe durch die Zugabe der 50- %lgen Glukoseldsung wurde
'f von“der hoheren Blomassekonzentratlon, der hoheren speZLflschen
" Aktivitdt sowie ‘der hOheren volumetrischen Produktivitidt der er-

5sten Stufe mehr als ausgeglichen. Fiir die Bildung von 100 g/l
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Tab. 2: Vergleich der kinetischen Parametexr flir Zymomonas mobi-
1lis in den zweiten Stufen von kontinuierlichen, zweistu-
figen Fermentationen bei ilber beide Stufen variierter
Verteilung der Glukose. Die gesamt-volumetrische Etha-
nolproduktivitat ist ebenfalls angegeben. Die Fermenta-
tionsparameter der ersten Stufen entsprechen den Daten
in Tab. 1 und Abb. 2.

Glukose im Medium

der 1. Stufe (%) 15 17 20
Verdiinnung durch

Glukose-Zudosierung (=) 1.2 1.12 1.03
burchflufrate (1/h) 0.053 0.058 0.050
Ethanol (g/1) 101 99 g8
Spez. Ethanol-

bildungsrate (g/g*h) 1.12 1.11 1.03
Ethanolausbeute (%) 98 95 101
Biomasseausbeute (g/g) 0.0028 0.0021 0.0012
Vol. Ethanol-

produktivitdt {g/l*h) 3.0 3.1 2.3
Gesamt-vol. Ethanol-

produktivitdt (g/l*h) 4.3 4.5 3.6

Ethanol sind Glukosekonzentrationen von 15 oder 17 % (w/v) im
Medium der ersten Stufe optimal, da dies die h&chsten Konzentra-=
tionen sind, die in der ersten Stufe Xkeine oder geringe Sub-
stratinhibierung bewirken, so dafl die Verdiinnung von Biomasse

und Ethanol im Zufluf zur zweiten Stufe minimal ist.

Die'BiQmasseausbeuten in der zweiten Stufe waren eine Grdfenord-
nung kleiner als die der ersten Stufe. Dies entspricht der Funk-
tion;derizweiten Stufe, vom Wachstum entkoppelt, hohe Ethancl-

konzentrationen zu bilden. Interessant hierbei ist, daP trotz -
der hohen Ethanolkonzentration, bei der Z. mobilis normalerweise

nicht mehr wachsen kann, die Biosynthese in der zweiten Stufe

L B VY

‘nicht vollstdndig inhibiart wird.

'eBeiédenf2weistufigen-Fermentationen-wurde auch die Nebenprodgkt-, g ,1.,

"~ bildung untersucht. Acetat, Acetoin, D-Laktat, Glycerin und Di-

ﬂhydroxyaceton7konnten als Nebenprodukte des Glukosestoffwechsels . -
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Tab. 3: Vergleich der Nebenproduktbildung von Zymomonas mobilis
in kontinuierlichen zweistufigen Fermentationen bei iiber
beide Stufen varilierter Verteilung der Glukose. Insge-

. .samt wurde iiber beide Stufen verteilt 205-208 g/l Gluko-
se umgesetzl. Die Fermentationsparameter entsprechen den

Daten in Tab. 1, Tab. 2 und Abb. 3.

Glukose % (w/v) im
Medium der 1. Stufe 15 17 20
Stufe 1 2 1 2 1 2

Nebenprodukte (g/1)

Acetat 0.24 0.43 0.25 0.46 0.28 0.45
Acetoin 0.85 0.73 0.76 0.95 0.82 0.97
D-Laktat 0.31 0.30 1.02 1.62 1.96 2.42
Glycerin 0.10 0.07 0.48 0.10 0.64
Dihydroxy- y0.79

aceton 0.0¢6 0.07 0.26 0.09 06.49
Anteil in

C=Bilanz (%) 1.60 0.9 2.2 1.7 3.0 2.1

in allen Fermentationen nachgewiesen werden (Tab. 3). Auferdem
wurde Acetaldehyd gebildet, der jedoch wegen seiner hohen Fliich-
tigkeit nicht guantitativ erfaft werden konnte. In der ersten
Stufe mit 15 % Glukose im Medium waren die Nebenproduktausbeuten
vergleichbar mit Literaturdaten flir Batchfermentationen (Amin et
al., "1983) und machten insgesamt 1.6 % der umgesetzten Glukose
aus. Alle nachgewiesenen Nebenprodukte wurden auch in der zwei-
ten Stufe gebildet, wobei die Ausbeute an Glycerin und Dihydro-
xyaceton h&her, die Gesamtausbeute jedoch geringer war. Da die
Nebenproduktbildung zum Teil auf einen Verbrauch von Redoxequi-
vélénten beim Wachstum zuriickzufithren ist, fiihrt eine Entkopp-
lung der Ethanolbildung vom Wachstum -wie in der zweiten Stufe-
zu-einer Abnahme der Nebenproduktausbeute (Amin et al. 1983).

Bei =zunehmender Glukosekonzentration im Medium der ersten Stufe
nahm - die D-Laktatbildung stark zu (Tab. 3). Der Grund hier

‘ist.noch ungekldrt. Beli anderen Ethanol produzierenden Bakterien

"zentrationen mit einer ErhShung der Laktatdehydrogenaseaktivitdt
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erklirt werden (Germain et al.1986, Schmid 1987). In Zymomonas
mobilis wurde die Laktatdehydrogenase bislang nicht charakteri-
siert.

Die beobachtete Abhingigkeit der Nebenproduktbildung von der
Glukosekonzentration der ersten Stufe zeigt, daf eine Uber beide
Stufen verteilte Zufiitterung der Glukose nicht nur zu h&heren
volumetrischen Produktivit#ten, sondern auch zu geringerer Ne-
benproduktbildung fiihrt. In Anbetracht der relativ hohen Sub-
stratkosten, ist eine Glukosekonzentration von 15 % (w/v) im Me-
dium der ersten Stufe zu bevorzugen, da bei dieser Konzentration
die Nebenproduktbildung um 60 % geringer ist als bei 17 % (w/v)
Glukose.

1.2. pH Optimum der ersten Stufe

Wie Lawford et al. (1988) zeigen konnten, ist die Biomasseaus-
beute von Zymomonas mobilis vom pH-Wert der Kultur abhdngig und
hat ein Optimum bei pH 6. Die vorher beschriebenen Untersuchun-

gen zur Fermentationskinetik von Zymomonas mobilis in zweistufi-

<
Q
o

gen Fermentationen waren jedoch bei einen pH-Wert
fiihrt worden. Es wurde daher untersucht, ob eine Anderung des
pH-Werts der ersten Stufe zu einer Steigerung der Biocmasse
zentration und der volumetrischen Ethanolproduktivitdt f£ihren
kann. Bei pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 und 6.5 wurden kontinuieriiche
iner Durchiflufirate von 0.19 (1/h) mit 15 %

3
i il il Ll T

(w/v) Glukose im Medium durchgefilihrt. Abbildung 4p zeigt, daf
die Biomasseausbeute von pH 4.5 bis pH 6.0 tatsdchlich um 16 %
zunahm, wihrend gleichzeitig die spezifische Glukoseverbrauchs-

nen bei e

rate abnahm. Bei diesen Fermentationen war das Substrat im Uber-
schuf ‘anwesend, so dap die Durchflufrate der maximalen Wachs-
tumsrate bei der im steady State erreichten Ethanolkonzentration
:éntspricht. Der EinfluB des pH auf die steady State Konzentra-
:tionen'fﬁrJEthanol und Biomasse ist in Abbildung 4B dargestellt.
Zwischen pH 5.0 und pH 5.5 waren die Ethanol- und Bio-
massekonzentrationen maximal. Bei hdheren pH-Werten nahmen beide
”ab_und'bei'einem pH-Wert von 6.5 trat Aussplilung auf.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine Erh8hung des pH-Wertes der

'_ érsten3Stufe1auf 6 nicht wiinschenswert, wdhrend pH 5 bis 5.5 zu .

~maximalen ' Ethanol- und Biomassekonzentrationen und vV

~'schen Produktivitdten fihrt.
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Abb. 4: Fermentationskinetik von Zymomonas mobilis als Funktion
des pH-Wertes. A: Biomasseausbeute und spezifische Glu-
koseverbrauchsrate. B: Ethanol- und Biomassekonzentra-

tion.

Die Daten wurden in kontinuierlichen Fermentationen bei pH 4.5
bis 6.5 mit einer Durchflufrate von 0.19 (1/h) und 15 % (w/v)
Glukose im Medium ermittelt.

1.3 Die maximal erreichbare Ethanolkonzentration in zweistufigen
- Fermentationen.
'Neben'dem Einfluf von Kulturbedingungen auf die Fermentationski-
netik ‘in zweistufigen Fermentationen ist die maximal in der
zweiten Stufe erreichbare Ethanolkonzentration von Interesse.
_Dazu-wurde bei-einer zweistufigen Fermentation mit 15 % Glukose
im Medium der ersten Stufe die Zudosierung der Glukose in der
‘zweliten Stufe erhdht, so daf insgesamt-250 g/l Glukese zu Etha-
nol umgesetzt werden konnten. Die'Verweilzeit der zweiten Stufe
wurde von 19 auf 50 Stunden erhéht. Die Ethanolkonzentration er-
reiéhte:dabei jedoch nur 104 g/l, wobei 38 g/l Glukose nicht um-
_gesetzt'wurden. Es ist~anzunehmen,'daﬁ'die 1.4-fache Verdinnung
?von'Biomasse-und Ethanol in der zweiten Stufe durch Zudosierur

~der Glukose fiir die geringe Steigerung der Ethanolkonzentration

. mitverantwortlich war. Daher wurde die Zudosierung reduziert und

-auferdem die Verweilzeit sowie;die-Ethanolkqnzentration_de;;er;p--' -
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Tab. 4: Kinetische Daten der zweiten Stufe beil wvariabler Ver-
weilzeit und gleicher Verdiinnung im Zufluf durch Zudo-

sierung der Glukose,

Durchflufrate (1/h) £.048 0.020
Ethanol (g/1) 101 107
Verdiinnung durch

Zudosierung (-) 1.26 1.27
Restglukose (g/1) 14 5
Spez. Ethanol-

bildungsrate (g/g*h) 1.16 0.47
Vol. Ethanol-

produktivitdt (g/l*h) 2.83 1.18
Gesamt-vol. Ethanol-

produktivitdt (g/l+*h) 4.1 1.9

Das Substrat im Medium der ersten Stufe enthielt 15 % (w/v)
Glukose. Bei der Durchflufirate 0.049 1/h entsprach die Kinetik
der ersten Stufe den Ergebnissen die in § 1.1 beschrieben sind.
Bei der Durchflufirate 0.020 1/h betrug die Durchflufrate der er-
sten Stufe 0.15 1/h und die Ethanolkonzentration 61 g/l.

sten Stufe erhdht. Maximal wurden so im steady State 107 g/l
Ethanol erreicht. Tab. 4 zeigt die kinetischen Daten der zweiten

Stufe. Pie Verdoppelung der Verweilzeit und die geringe Zunahme
der Ethanolkomzentration bewirkten ecine mehr als 50 %-ige ADb-

nahme der spezifischen Ethanclbildungsrate. Zur Fermentationski-
netik bei hohen Ethanolkonzentrationen stehen aus der Literatur
kaum ‘Daten zur Verfiigung. Die meisten Modellierungen basieren
auf den Ergebnissen fiir ZM4 von Lee und Rogers'(1983) aus konti-
nuierlichen Fermentationen bis 82 g/l Ethanol. Auf Grund der ma-
‘®imal ' erreichten Ethanolkonzentrationen Iin Batchfermentationen
'extrépqlierten diese Autoren die ‘spezifischen Glukoseverbrauchs-
Q?atezllinearV'auf Null® bei 127  g/l Ethanol. Die Einfliisse von
Ethanolkonzentration und Verweilzeit auf &ie'spezifische Etha-
nolbildungskapazitdt bzw. Glukoseverbrauchsrate bei hohen Etha-
‘nolkonzentrationen wurden hier einzeln untersucht, um damit ab-
. och héhere Ethanolkonzentrationen in der.

B -y L]
‘:2uschdtzen, ob und wie n 1

- zweiten. Stufe erreicht werden kGnnen.. ... .

3 Im{'Bereich"80 'his' 132 .g/l ‘Ethanol  wurden ‘die ISPezifischen'ﬂ:'7

 ,Anfangsraten fir den Glukoseverbrauch in Abhéngigkeitqun_der
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Abb. 5: Spezifische Glukoseverbrauchsrate von Zymomonas mobilis
ATCC 29191 in Abhdngigkeit von der Ethanolkonzentration

im Medium.

Die Raten bis einschlief3ilich 60 g/1 Ethanol wurden in kontinu-
ierlichen, nicht-glukoselimitierten Fermentationen gemessen. Ab
80 g/1 Ethanol wurden die Raten aus der Abnahme der Glukosekon-
zentration oder aus der CO,-Bildung wdhrend einer Stunde in an-
aeroben Medien mit éntsprechenden Ethanolkonzentrationen ermit-
telt.

Ethanolkonzentration ermittelt. Hierzu wurde die Abnahme der
Glukosekonzentration oder die Bildung wvon CO, iber eine Stunde
in anaeroben Medien mit entsprechenden Ethanclkonzentrationen
-gemessen. Ein Vergleich dieser Raten mit den in kontinuierli-
chen, nicht-glukoselimitierten Fermentationen mit Ethanolkonzen-
Itrationen bis zu 60 g/l Ethanol ermittelten Raten zeigte, daf ab
35 'g/1 Ethanol die spezifische Glukoseverbrauchsrate fast linear
mit steigender Ethanolkonzentration abnahm (Abb. 5). Ein ent-
sprechender Schwellenwert f£lr die Inhibierung des Glukosekatabo-

1. i e nm o= emds o s FET]

* - 1 1- — e Y - s N [ YR, - 1 PN Vet B r
WULQEe aulCil VvOII ROogers «u 4di. (L¥0o) XYUur ami

—— el o
lELCI1 LULIlcil

o [,
SHUS U

o
und ZM4 beschrieben. Zwischen 30 und 90 g/1 Ethanol stimmten die

(=]
|_|

~Ergebnisse ‘in Abb. 5 sehr gut mit der Korrelation von Posten
 ”(1987)~fﬁr'ZM6 tiberein. Bei 132 g/l Ethanol betrug die Restakti-

vitdt noch 12 ‘% ; eine Extrapolation deutet darauf hin, dap der
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Glukoseumsatz erst bei Ethanolkonzentrationen > 150 g/l voll-
stindig inhibiert wird. Ferner zeigt Abb. 5, daf der Anfangswert
der spezifischen Glukoseverbrauchsrate bzw. Ethanolbildungsrate
bei 107 g/l Ethanol nur etwa 12 % niedriger als bei 100 g/l
Ethanol war. In der zweiten Stufe der zweistufigen Fermentation
war die spezifische Ethanolbildungsrate bei 107 g/l in Vergleich
zu 101 g/1 Ethancl jedoch um mehr als die Ha&lfte niedriger (Tab.
4). Dieser Unterschied 183t einen bedeutenden Effekt der Ver-
weilzeit auf die spezifische Ethanolbildungsrate vermuten. Des-
wegen wurde der Einfluf der Inkubationszeit auf die CO4-Bil-
dungsrate in 100, 110 und 120 g/l Ethanol ermittelt (Abb. 6).

Bei Inkubation in Medium mit 100 g/l Ethanol blieb die Glukose-
verbrauchsrate etwa 5 Stunden konstant, bevor eine weitere,
langsame Desaktivierung erfolgte. Aus dem Aktivitdtsverlauf als
Funktion der Zeit konnte fiir 100 g/l Ethanol eine Halbwertszeit

e 100 g /L Ethanol
= A ITOQ!’LE% anc!
) s 118 g/L Ethanol

- CO2-Bildungsrate (%)

30 45 60 75
Zeit (h)

Abb 6 COq Bildungsrate von Zymomonas mobilis in Abhanglgkelt
'l von der Inkubatlonszelt bei 100, 110 oder 120 g/1
Ethanol ' |

_Dle relatlven COZ—Blldungsraten beziehen sich auf die Anfangs-
*-rate bel der jewelllgen Ethanolkonzentration.




der Desaktivierung von 40 Stunden berechnet werden. Bei 110 g/1
Ethanol nahm die CO,-Bildungsrate wihrend den ersten 5 Stunden
um 10 % ab und war nach 8,5 Stunden halbiert. Bei Inkubation mit
120 g/l Ethanol nahm die COy-Bildungsrate bereits wdhrend der
ersten Stunde ab und war nach 4 Stunden halbiert. Die Ergebnisse
der Abb. 5 und 6 zeigen, daf beil entsprechend hohen Ethanolkon-
zentrationen die spezifische Ethanolbildungsrate wvon sowohl der
Ethanolkonzentration als auch der Inkubationszeit abhéngig ist.
zZudem nimmt bei zunehmender Ethanolkonzentration die spezifische
COy~ bzw. Ethanolbildungsrate immer stdrker mit der Inkubations-
zeit ab. Die gemessene spezifische Ethanolbildungsrate in der
zweiten Stufe einer kontinuierlichen zweistufigen Fermentation
stellt deswegen einen Mittelwert dar, der sich aus der Alters-

verteilung der Zellen ergibt.

Da die zweite Stufe als ideal gemischter Rilhrkessel zu betrach-
ten 1ist, kann die mittlere spezifische Ethanclbildungsrate Qe
wie folgt aus dem Verweilzeitspektrum und die Ethanolbildungs-
rate als Funktion der Zeit Q(t) berechnet werden (Siehe Anhang 1

fiir d Herleitung) :
Qe = 1 * J exp(-t/r) * Q(t) dt (1)
T

t=0
T = mittlere Verweilzeit = Kehrwert der Durchflufrate

Mit:den Daten aus Abb. 6 filir die COy- bzw. Ethanolbildungsrate
als Funktion der Zeit bei 100 g/1 und einer Durchflufrate von
0.049 (1/h) wurde mit der Gleichung (1) eine mittlere spezifi-
sche'Ethanolbildungsrate von 1.30 g/g*h berechnet, was gut mit
dem experlmentell ermlttelten Wert von 1.16 g/g*h iibereinstimmt
(Tab 4) S

Dieimaximal érreichbare Ethanolkonzentration der zweiten Stufe
kann ebenfalls aus den Daten fiir die COq- bzw. Ethanolbildungs-

Zeit abgeschédtzt werden. Dazu wurde fiir

I

Cla
Il Qe

AAAAA ) . . [ L - - a s -
J..U.L Clla ( AEZ ) Dol ael Ltlla luiﬁuiléeil tration zwi-

g schen erster und zwelter Stufe maximal iiberbriickt werden kann
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und welche Bicmassekonzentration (X) wund Ethanolkonzentration

(E1) beim Zuflufl zur zweiten Stufe daher minimal notwendig sind:
El = E2 - aE2 (2)
aE2 = X #*# 7 * Qe(EtOH,71) (3)

4E2 nimmt nach Gleichung (3) mit der Verweilzeit T zu, aber die

Zunahme wird durch die gleichzeitige Abnahme der mittleren spe-

zifischen Aktivitdt abgeschwdcht. AE2 wird maximal bei unendli-

cher Verwelilzeit und betrdgt:

lim aE2 = 1lim (X * 7 * Qe(EtOH,T7)) (4)
T—00 T—e0
=00
= lim (X = 7 % 1 * exp(-t/7) * Q(t) d4dt) (5)
T =0 T
t=0
=00
= 1lim (X # j exp(=t/j7r) * Q(t) 4dt) (6)
T—<0
t=0
£ =c0
= X * [ Q(t) dt (7)
)
t=0

Gleichung (7) sagt aus, dap bei gegebener Ethanolkonzentration
in-der zweiten Stufe die maximale der Differenz in Ethanolkon-
zentration zwischen érster undg zweiter Stufe pro Gramm Biomasse
den'FLaChgn unter den Kurven Qe(t)-Zeit (Abb. 6) entspricht. Da
Q(t) ~auf Null zugeht, ist aE2 begrenzt. Die Grenzwerte.der spe-
zifischen Ethanolbildung wurden nach Gleichung (7), anhand der
experimentell bestimmten CO,5- bzw. Ethanolbildungsraten, als
Funktion der Zeit (Abb. 6) fiir jede Ethanolkonzentration berech-
net'{Tab, 5). Mit diesen Grenzwerten der spezifischen Ethanol-

e minimal notwendige Ethan lkonzentration beim

Zufluf zur zweiten Stufe als Funktion der Biomassekonzentration
" nach Gleichung (3) berechnet. Die Ergebnisse fiir 100, 110 und " -~

'  1203g(13Ethan91-in;derfzweiten Stufe.sind'als'Geradeniingﬂbbh'?'

 td§rgestellt._ Die schraffierte Fliche in Abb. 7 umfaft ‘den
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Tab. 5: Grenzwerte der spezifischen Ethanolbildung als Funktion
der Ethanolkonzentration.

Ethanol AE2/X
(g/1) (g/9)
100 75

110 14.08
120 7.07

Die Grenzwerte wurden nach Gleichung (7) anhand der experimen-
tell bestimmten Abhé&ngigkeit der CO,~ bzw. Ethanolbildungsrate
von der Inkubationszeit (Abb. 6) berechnet :

: Etﬁanbl {gn

T v v 1 LI ST SR T ] T

6 8 10

i
4 .
Biomasse (g/)

Abb.ﬁ7?fM1nimal erforderliche Ethanolkonzentration beim Zufluf
R zur zweiten Stufe als- Funktlon der Blomassekonzentratlon
und Ethanolkonzentratlon ln der zwelten Stufe '

Die minimal notwendige Ethanolkonzentration wurde mit den Grenz-

werten der spezifischen Ethanolbildung aus Tab. 5 als Funktion
. der "Biomassekonzentration . ‘nach Gleichung *(2) ' berechnet.  Die

-schraffierte Fldche umfaft den ‘Bereich der ‘erreichbaren Komblna~

. tionen von Biomasse- und Ethanolgehalt der ersten Stufe. (s ei-
‘gene Daten, x Schmidt 1985, s Jobses et.al. 1985) '
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Bereich der erreichbaren Kombinationen von Biomasse- und Etha-
nolgehalt der ersten Stufe. Die Uberlappung zwischen dieser
schraffierten Fliche und der Geraden fiir 100 g/} Ethanol zeigt,
dap die Bildung von 100 g/l Ethanol schon bel Biosmassekonzen-
trationen ab etwa 0.8 g/l, oder Ethanolkonzentrationen ab 12 g/1
im Zuflup zur zweiten Stufe méglich ist. Die Gerade fiir 110 g/1
Ethanol in der zweiten Stufe jedoch berithrt die schrafiierte
Fliche bereits nicht mehr, so daf die minimal notwendigen Anfor-
derungen an Biomasse- und Ethanolkonzentration im Zuflup =zur
zweiten Stufe nicht erfiillt werden kdnnen. Die maximal erreich-
bare Ethanolkonzentration in der zweiten Stufe wird somit von
der Halbwertszeit der spezifischen Ethanolbildungsaktivitdt autf
einen Wert unter 110 g/1 begrenzt. Der experimentell bestimmten

Wert von 107 g/l ist mit diesem Ergebnis in guter Ubereinstim-

mung.
1.4. EinfiuB von Ethano! auf die zeilinterne Glukosekonzentration

Trotz Xaskadierung wurden auch in zweistufigen Fermentationen
die spezifische und folglich die volume
rate durch Produktinhibierung reduziert. Es ist bislang unbe-

kannt, ob diese Abnahme durch In

baus von Glukose oder durch Inhibierung des Glukosetransportes

hibierung des
bedingt ist. Da Glukose sehr schnell mittels erleichterter Dif-
fusion (Dimarco und Romano 1985) von Zymomonas mobilis aufgenom-
men wird, war es nicht m8glich, die Transportrate auf konventio-
nelle Weise iiber die Akkumulation von radiocaktiv markierter Glu-
kose zu ermitteln (Fuhrmann et al. 1989). Es wurde deshalb bei
konstanter Glukoseaufenkonzentration die zellinterne Glukosekon-
zentratlon als Funktion der Ethanolkonzentration bestimmi. Dazu
wurde in kontinuierlichen Fermentationen die Ethanolkonzentra-
~tion von 10 bis 50 g/l Ethanol variiert, und die Glukosekonzen-
tration.bei ca. 75 g/l Glukose eingestellt. Aus der kontinuier-
lichen' Fermentation bei 48 .g/l Ethanol ﬁurden auferdem Proben
éntnommen, die vor Messung der zellinternen Glukosekonzentration

-15:Minuten anaerob bei Ethanolkonzentrationen zwischen 65 und 90

ntern
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Abb. 8: Die =zellinterne Glukosekonzentration und spezifische
Glukoseverbrauchsrate von Zymomonas mobilis als Funktion

dexr Ethanclkon 1 i

Die Daten bis einschlieflich 48 ¢g/1 Ethanol wurden an Proben aus

ontinnierlichan Fermentationen ermititelt. Bir die Daten bhei 65

AN L e e Bk R e ahe Wr bR L AR tEL—J L~ 0 P 8 ) irGh waa

bis 90 g/l Ethanol wurden Proben aus der kontinuierlichen Fexr~
mentation bei 48 ¢g/1 Ethanol entnommen und vor den Messungen 15

h o o B

min anaercob, mit zugegebenem Ethanol, inkubiert.

Glukoseverbrauchsraten bis 30 g/l Ethanol war die zellinterne
Glukose kaum nachweisbar und der Gradient der Glukose iiber der
Membran sehr grof3. Die =zellinterne Glukosekonzentration stieg
zwischen 30 und 50 g/1 Ethanol bei gleichzeitig absinkender spe-
zifischer Glukoseverbrauchsrate an, so dap der Glukosegradient
(Aufen/Innen) abnahm. Zwischen 65 -~ 90 g/1 Ethanol nahm die
zellinterne Glukosekonzentration leicht ab und der Glukosegradi-
ent iber der Membran stieg von 5.5 bis 10.5 an.

Bei geringen Ethanolkonzentrationen wird der maximale katabole
Plux in Zymomonas mobilis bei Abbau von Glukose wahrscheinlich
vom ersten Enzym des Entner-Doudoroff-Weges, der Glukokinase,
bestimmt (Belaich et al. 1%68, Algar und § i%8 e

. Wert .der Glukokinase fiir Glukose betragt 0.25 - 0.4 mM (Doelle
1982, Dimarco und Romano 1985). Bei den zellin

-__-zentratlone dle bei Ethanolkonzentrationen fiiber 30 g/l gemes-
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sen wurden, ist die Glukckinaseaktivitdt nicht mehr wvon der Glu-
kosekonzentration abhingig. Der Anstieg der =zellinternen Gluko-
sekonzentration bei zunehmender Ethanolkonzentration im Medium
zeigt deshalb, daf die gleichzeitige Abnahme der spezifischen
Glukoseverbrauchsrate nicht durch Inhibierung des Carriers son-
dern durch Inhibierung des zellinternen Stoffwechsels verursacht

wurde.
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2. Einflul hoher Ethanolkonzenirationen auf die Physiologie von Zymomonas
mobilis

Die zweistufige Ethanolfermentation ist nicht nur wegen der kon-
tinuieriichen Bildung hoher Ethanolkonzentrationen, sondern auch
wegen der MSglichkeit, Langzelteffekte hocher Ethanolkonzentra-
tionen auf die Physiologie von Zymomonas mobilis untersuchen zu
kénnen, von Interesse. Bei Zellen aus der zweiten Stufe mit 100
g/1 Ethanol wurden Energy Charge, pH-Gradienten, Enzymaktiviti-
ten, katabole FKapazitdt und Lebensfdhigkeit ermittelt und mit
den Werten wvon exponentiell wachsenden Zellen der ersten Stufe
verglichen. Ferner wurde in Batchfermentationen der Ubergang von
der ersten zur zweiten Stufe durch Ethanolzugabe simuliert, um
Kurzzeiteffekte der hohen Ethanolkonzentrationen auf die Physio-
logie von Zymomonas mobilis erfassen zu kOnnen. Dabei waren vor
allem die Anderungen der Wachstums- und Biosynthesevorginge von
Interesse, da die Biomasseausbeuten der zweiten Stufe gezeigt
hatten, daB die Biosynthese nach Ubergang der Zellen von der er-
sten =zur zweiten Stufe nicht sofort vollsténdig wvon den hohen

Ethanolkonzentraticnen inhibiert wir

Fin wichtiger Faktor der Zellphysiologie ist das Niveau des
zellinternen pH-Wertes und dieser wirxd im allgemeinen von der
Zelle stark reguliert (Booth 1985). Wdhrend Batchfermentationen
mit Zymomonas mobilis wurde jedoch beobachtet, daf der zellin-
terne pH:bei steigenden Ethanolkonzentrationen im Medium paral-
lel mit der spezifischen Ethanolbildungsrate abnahm (Osman et
al. 1887). Es wurde daher untersucht, wie der zellinterne pH von
hohen Ethanolkonzentrationen in der ersten und zweiten Stufe be-
_eiﬁfluﬁt wi;d. Dazu wurden bei einem pH-Wert von 5.0 im Kultur-
médium.die zellinternen pH-Werte in beiden Stufen gemessen. Der
ﬁe;gleich’diéser zellinternen pH-Werte mit den bei Ethanolkon-
Zentﬁationen.bis zu 33 g/1 ermittelten, =zeigte, daf pH-Gradient
pnd:éellinterner”pH—Wert bereits in der ersten Stufe bei 53 g/l

Ethanol reduziert waren (Tab. 6). In der zwel ten Stufe nahm der

._zellz_nterne pH weiter . ab und der pH-GradJ.ent betrug nur noch_

0.1, Bei"Ethaﬁolkonzenuraulon91 uber 33 g/l wird alsc .die

' 3Eah;gkeitﬁvon'Zqumonas mobilis zur pH HomSostasis. zunehmend re-..
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Tab. 6: Zellinterner pH-Wert in Zymomonas mobilis als Funktion
der Ethanolkonzentration sowie des pH-Wertes im Kultur-

medium.
pH-Wert Ethanol pE-Wert

tRulturmedium (g/1) zellintern

5.0 15 6.0

5.0 20 6.0

5.0 33 6.1

5.0 54 5.6

5.0 101 5.1

5.5 53 5.9

5.5 101 5.6

Die zellinternen pH-Werte bei Ethanolkonzentrationen bis 33 g/l
wurden in kontinuierlichen turbidostatischen Fermentationen
(Abb. 8) ermittelt. Die zellinternen pH-Werte bei 54 und 101 g/1
Ethanol wurden in der ersten bzw. der zweiten Stufe von kontinu-
ierlichen zweistufigen Fermentationen ermittelt.

duziert. Eine Steigerung des pH-Wertes des Kulturme
fiihrte in beiden Stufen zu einer Erhdhung des zelli
Wertes (Tab. 6). Die spezif
jedoch bei pH 5.5 oder 6.0 nicht zu. Entgegen der Vermutung von
Osman et al. (1987) ist die Abnahme des =zellinternen pH-Wertes

Jrsache fiir die Abnahme der spezifischen Ethanolbil-

dungsrate.

Steigende Ethanolkonzentrationen erhthen den passiven Influx von
Protonen und entkoppeln so den pH-Gradienten iiber der Membran
.{Leac. und Van Uden 1984, Enequist et al. 1981, Cartwright_ét al.
'1986)§ _Das_.éufrechterhalten des zellinternen pH-Wertes Xkostet
“Energie; es wurde daher untersucht, ob die  Abnahme des pH-
_Gradlenten von der ersten zur zwelten Stufe auf Energlemangel
zurilickzufilhren ist. Dazu wurden fLr erste und zwelte.Stufe die
'intram und extrazelluldren ATP-, ADP~ und BAMP-Konzentrationen
,bestimmt,fDie hiermit berechneten Werte des Energy Charge'in Z.
_: | &er:erstep und der zweiten Stufe waren gleich
 hoqh_(Tabh 7)-und entsprachen den allgemeln in Bakterien gefun- N
 ' ‘mit Werten zwischen 0 7 und 0. 95 ‘unter opti- |
_'fmalen Bedlngungen (Karl 1980, Chapman und Atklnson"1977).'Der
V~g35§mte zellinterne Nukleotidpool in Zellen der Ewéiten Stufe'
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Tab. 7: Adeninnukleotidkonzentrationen und Energy Charge in Zy-
momonas mobilis Zellen der ersten und zweiten Stufe von

kontinuierlichen zweistufigen Fermentationen.

1. Stufe 2. Stufe
zellintexrn:
ATP 5.1 mM 4.4 mM
ADP 1.0 mM 0.8 mM
AMP 0.1 mM 0.2 mM
E.C. 0.81 0.88
zellextern:
AMP 1.4% 2.7%

Die AMP-Konzentration des Kulturiiberstandes ist dargestellt als
Prozent des gesamten Adeninnukleotidpools der Kultur.

war zwar im Mittel 12 % kleiner als in Zellen der ersten Stufe;
die =zellinternen ATP-Konzentrationen in 4. mobilis aber waren
bei den hohen Ethanolkonzentrationen in beiden Stufen (Tab. 7)
nicht geringer als der Wert von 3.5-4 mM, ermittelt bei geringen
Ethanolkonzentrationen (Belaich und Lazdunski 1972, Ruhrmann und
Krédmer 1992). Ferner war die AMP-Konzentration im Uberstand in
beiden Stufen gering, so daf das Niveau des Energy Charge wahr-

scheinlich nicht auf Kosten des zellinternen Pools aufrechter-

halten wurde (Chapman und Atkinson 1977). Die Abnahmen des pH-
Gradienten und des zellinternen pH-Wertes in Z. mobilis Zellen
der ersten und der zweiten Stufe sind somit nicht. au£3 En-

ergiemangel zurilickzufihren.

In_Abwesenheit von Atmung wird der pH-Gradient iiber die Membran

von -Mikroorganismen mittels ATP-Hydrolyse durch eine membrange-

bundene.H+-AmPase aufgebaut (Padan und Schuldiner 1987, Ingraham

1987,'%Boyer 1987). Eine: Inhibierung der ATPase durch ”Ethanol

kbnnte die Abnahme des pH-Gradienten bei hochbleibender Energy

Charge_érklé:en. Obwohl eine ATP-verbrauchende bzw. entkoppelnde
e

:Rolle~éinerumembrangebundenen ATPase. fiir pH-Hom _stasis'ig'Zme-

.monasfmobilis'bereits“mehrfach diskutiert wurde, ist das Vorkom-

“men-der H'-ATPase in Zymomonas mobilis bislang nicht beschrieben = -

. ‘worden. (Lazdunski und Belaich 1972, Pankova et al. 1988, Kal-

{lnenieks-et al.'i988, Jones und Doelle 1991). Deshalb wurden das
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Abb. 9: Membrangebundene ATPase Aktivitdt in Zymomonas mobilis.
A: ATPase Aktivitdt als Funktion des pH-Wertes; B: Inhi-
bierung durch DCCD.

Bei der Bestimmung des pH-Optimums wurden folgende Puffer ver-

wendet: pH 5 Acetat; pH 5,5-6,5 MES; pH 7-8 HEPES; pH 8,5-9 Gly-

cylglycin. Die Mg-ATP-Konzentration betrug 1 mM. Die Inhibierung

durch DCCD wurde bei pH 7.5 mit ImM Mg-ATP als Substrat be-
stimmt. ' S

pH~Optimum, die kinetischen Parameter und die Inhibitorspezifi-
ermittelt, bevor die Inhibierung der ATPase durch Ethanol

it+3
R Y=

]
t

v R LAY WAy R ST}

gemessen werden konnte. Da die beobachtete Aktivitdt méglicher-
weise die Summe der Aktivitdten von mehreren Enzymen darstellte;
wurde die Inhibitoreffektivitdt des Dicyclohexylcarbodiimids
(DCCD), einem spezifischen Inhibitor fir H+—translozierende'ATPn
asen (Bover 1987, Goffau und Dufour 1988), untersucht. Es zeigte
fsichf daﬁ_85i%'der beobachteten ATPase-Aktivitat von 10 uM DCCD
“inhibiert wurde und deshalb“einer'H+-ATPase zugeschrieben werden

ﬂkann;(Abb;“QfB);”Vanadat;'das”ébenfallS“éin starker Inhibitor

fiir eine Reihe von ATPasen ist, war kein spezifischer Inhiter
'der*AEPaseQAktivitat in Zymomonas mobilis'und3konntefmit"éiner
‘Konzentration von 100 pM die ATPase Aktivit#t nur -um 15 % redu-

=1 e

zieren. Eine geringe Empfindlichkeit filir Vanadat wurde auch’ fir

(=
t=h

~z.B. die- .HffATPase-{._d_er':'Vakuo_le;..und-_'der'_--Mitochor;drién in - Sac- . .

. anoy

_charomyces cerevisae beobachtet (Goffau und Dufour'1988).  Die

-~ Aktivitdt fder:]ATPase::als,'Funktion ~des. pﬁ—We:tes&fzeigtefféin-..




scharfes Optimum bei pH 7.5 (Abb. ¢ A). Der Km-Wert der ATPase
fiix ATP betrug im pH-Optimum 0.35 mM und nahm bei Verringerung
des pH-Wertes auf 5.0 ca. 1l0-fach zu. Dabei nahm die maximale
Aktivitdt um die H&lfte ab. Fiir Membranpriparationen von Zellen
aus beiden Stufen wurden die gleichen Ergebnisse erhalten. Die
Inhibierung durch Ethanol konnte bis 60 g/l Ethanol als einfa-
che, nicht-kompetitive Inhibierung mit einen Ki-Wert von 1.6 M
beschrieben werden. Dieser Wert war vergleichbar mit dem Ki fiir
Ethanol der Plasmamembran ATPase aus Saccharomyces cerevisiae.
Zwischen 60 und 120 ¢g/1 Ethanol wurde die ATPase Aktivitdt bei
ATP-Konzentrationen von 1 bis 4 mM ebenfalls nicht-kompetitiv
inhibiert mit einen Ki-Wert von 1.6 M. Bei ATP-Konzentrationen <
1 mM war die Inhibierung jedoch weniger stark und konnte keinem

Mechanismus zugewiesen werden,

Um die Bedeutung der pH- und Ethanoleffekte fiir die ATPase-Akti-
vitdt in Zymomonas mobilis Zellen der ersten und zweiten Stufe
zu erfassen, wurden Aktivitdtsbestimmungen bei pH-Werten und

Ethanolkonzentrationen, die den intrazelluldren Bedingungen der

NP :
Momheranfyral-+1An TFTY 7y T
tivitdt der Membranfraktion von Zymo-

monas mobilis bei pH-Werten und Ethanolkonzentrationen
die den intrazelliuldren Bedingungen der Zellen in erster
und zweiter Stufe entsprechen. Die ATP-Ronzentration im

Enzymtest betrug 4 mM.

pH Ethanol ATPase-Aktivitit
(g/1) (%)

7.5 0 100

5.5 55 45

5.0 103 28

Abnehmender pH und zunehmende Ethanolkonzentration bewirkten zu-

sammen eine deutliche Aktivitdtsabnahme dexr ATPase {Tab. 8), die
verstandlich .macht, daf bei steigender Ethanolkonzentration der

pH-Gradient abnimmt, wdhrend die Energy Charge konstant bleibt.
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2.2, Katabole Kapazitdt und Lebensfdhigkeit von Zellen der zweiten Stufe

Der Einfluf3 der langen Verweilzeit bei 100 g/1 Ethanol auf En-
zymaktivitdten in Zymomonas mobilis wurde aus dem Vergleich von
Enzymaktivitdten in Zellen der ersten und der zweiten Stufe von
kontinuierlichen, zweistufigen Fermentationen ermittelt. Eine
Verwellzeit wvon 19 Stunden bei einer Ethanolkonzentration von
100 g/1 bewirkte bei einigen katabolen Enzymen und der membran-
gebundenen ATPase eine Aktivitdtsabnahme von ca. 30 % relativ zu
den Aktivitdten der exponentiell wachsenden Zellen der ersten
Stufe (Tab. 9). Die spezifische Ethanolbildungsrate der Zellen
aus der zweiten Stufe war bei Glukosesdttigung mit einen Wert
von 1.16 g/g*h um 32 % niedriger als die Anfangsrate von 1.7
g/g*¥h bei 100 g/l Ethanol (Abb. 5). Das Ausmaff dieser Desakti-
vierung kann durch die becbachtete Abnahme der Enzymaktivitdten
in Zellen der zweiten Stufe erkldrt werden. Die anabole PEP-Car-
boxylase unterschied sich von den katabolen Enzymen durch einen
viel gr8feren Aktivitdtsverlust. Das 1ist in Einklang mit der
griferen Empfindlichkeit von anabolen Enzymen beziiglich Denatu-
rierung durch Ethanol, die in vitro fir die Enszyme PEP-car-
boxylase, Malatdehydrogenase und Pyruvatdehydrogenase gezeigt

Tab. 9: Enzymaktivit&ten von Zymomonas mobilis in der ersten und
zweiten Stufe von zweistufigen Fermentationen.

1. Stufe 2. Stufe Aktivitdtsverlust
U/ng U/mg 2. Stufe (%)
Glukokinase 1.14 0.81 29
Glukose-6-phosphat-
dehydrogenase 1.54 1.22 21
3-Phosphoglycerat-
kinase 4.62 3.15 32
Pyruvat-
Decarboxylase 6.80 4.66 31
1ATPase 0.30 0. 28
PEP-Carboxylase 0.11 0.03 67

~..Die 'Akt;vitéten der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase wurden - in
. Rohextrakten und die Aktivitdten der anderen Enzymen in mit
.Chloroform permeabilisierten Zellen gemessen.




wurde (Bringer-Meyer und Sahm 1989, Bringer-Meyer, persénliche

Mitteilung 1991).

Die katabole Kapazitdt von Z. mobilis Zellen aus der ersten und
der zweiten Stufe, d.h. die spezifische Ethanolbildungsrate in
Medium ohne Ethanol, wurde gemessen, um die Reversibilitdt der
Inhibierung der Ethanolbildung durch Ethanol zu erxfassen. Dazu
wurden die Proben vor Bestimmung der COy-Bildungsrate zweimal in

anaercbem Medium ohne Glukose gewaschen.

Tab. 10: Spezifische Ethanolbildungsraten und katabole Kapazitd-
ten von Zymomonas mobilis Zelien der zweistufiigen Fer-

mentation.
spezifische katabole
Stufe Ethanolbildungsrate  Kapazitédt
- (g/g*h) (g/g*h)
2. 1.1 1.9

Die katabole Kapazitdt ist die SPEZlflSChe Ethanolblldungsrate
in Medium ohne Bthanol; diese wurde iiber die Luz—ﬁllaungsrate
ermittelt.

8 .1 g/g*h die Xkatabole
Rapazitdt auf (Tab. 10), die aufgrund der Glukokinaseaktivitét
der Zellen erwartet werden konnte (Belaich et al. 1968, Algar
und ‘Scopes 1985). Fiir die Zellen der zweiten Stufe wurde maximal
ca. 70 % dieses Wertes, 2.8 g/g*h, erwartet, da aus den Enzymak-~
tivitdten und der spezifischen Ethanolbildungsrate in der zwei-
ten Stufe bereits eine ca. 30 %-ige Desaktivierung hervorging.
 Die'katabole Rapazitidt von Zymomonas mobilis Zellen der zweiten
‘Stufe. war -jedoch um ein Drittel niedriger. Die Inhibierung der
Ethanolbildung durch Ethanol War somit_ﬁicht.sofort vollstédndig

reversibel.

'vaon Zymamonas mOblllS in erster und zweiter Stufe ‘'wurde be—
Cstimmt, um die Reversibilitit der Wachstumsinhibierung durch
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Ethanol zu erfassen. Die Lebensfdhigkeit wurde aus der Gesamt-
zellzahl und der Lebendzellzahl ermittelt und betrug 77 + 11 %
in der ersten Stufe und 60 * 5 % in der zweiten Stufe. Die Le-
bensfahigkeit der ersten Stufe war niedriger als fiir exponenti-
ell wachsende Zellen erwartet werden konnte. Es wurde jedoch
auch von Bringer et al. (1984) und J8bses et al. (1985) berich-
tet, daP die Kolonie-Ausbeute von Zymomonas mobilis nach Aus-
plattierung deutlich weniger als 100 % betrdgt. Die Lebensfdhig-
keit der zweiten Stufe zeigt, daf Zymomonas mobilis Zellen erst
nach l3ingeren Inkubationszeiten bei 100 g/1 Ethanol ihre Tei-
lungsféhigkeit irreversibel wverlieren und die Inhibierung des
Wachstums durch Ethanol zum gréften Teil reversibel ist.

2.3. Kurzzellefiekis hoher Ethanolkonzenirationen auf das Wachstum von
Zymomonas mobilis

Kurzzeiteffekte hoher Ethanolkonzentrationen auf die Wachstums-
rate von Zymomonas mobilis wurden in Batchfermentationen erfaft,
wobei die Zugabe von Ethanol (60 -~ 120 g/1) den Ubergang von der
ersten zur zweiten Stufe simuiierte. Das Medium der Batch
tationen war anaerob, mit MES auf pH 6.0 gepuffert und enthielt
2 % Glukose und 50 g/l Ethanol. Die Ansdtze w i
mobilis %Zellen der ersten Stufe schwach beimpft
so dap wihrend beider Versuchsabschnitte die Ethanolkonzen-

P L+ LS B AN A 1S 0

tration nur wenig =zunahm. Nachdem sich wieder exponentielles
Wachstum eingestellt hatte, wurde durch 3Zugabe von Ethanol die
BEthanolkonzentration in einem Schritt auf 60, 70, 80, 90, 100;
115 oder 120 g/l erhSht und die Zunahme der OD verfolgt. Bei 60
und-70'g/l Ethanol stieg die 0D weiterhin exponentiell an und es
wurden Wachstumsraten von 0.18 bazw. 0.12 1/h ermittelt. Bei 80,
'90fund:100.g/l'Ethanol nahm die OD in 5 Stunden noch um ca. 355
_bi§;801%7zu,'aber die Wachstumsrate ging langsam gegen Null und
'ésf-lieﬁi'Sich:'keine exponentielle Phase mehr beocbachten (&bb.
.10);hBei Ethanolkonzentrationen iiber 110 ¢/l nahm die OD nicht
mehr zu. Die nur langsame Abnahme der Wachstumsrate nach einem
schrittweisen Anstieg der Ethanolkonzentration auf 80 bis 100

g/l bot die MBglichkeit iiber einen Zeitraum von einigen Stunden

“fgfzpfnnter$uchen;fauffwelche Weise die hohen ‘Ethanolkonzentratio-

- nen das Wachstum von Zymomonas mobilis beeinflussen. Als erstes

 ;wurde-gep:ﬁft,5ob'Energielimitierung-primérufﬁr.die'vollsténdige

60,

||
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Abb. -10: Wachstum von Zymomonas mobilis in Batchfermentationen
bei 50 g/l Ethancl und n

tration auf 82, 91 oder 103 g/l. Der Zeitpunkt der Etha-
£ .

Inhibierung des exponentiellien Wachstums durch Ethanol verant-

wortlich ist. Dazu wurden die CO,5-Bildungsraten bzw. Glukosever--

brauchsraten wahrend der Batchfermentationen ermittelt. Gemé

der ‘Abhédngigkeit der spezifischen Glukoseverbrauchsrate veon der:

Ethanolkonzentration (Abb 5) wurde nach schrittweiser Erhthung
der " Ethanolkonzentration eine sofortige :Abnahme der CO,-Bil-

dungsrate  der Zellen gemessen. Die volumetrische’ Glukosever- -

brauchsrate der Xultur blieb nach:den anfinglichen Abnahmen min-

destens 5 Stunden konstant (Abb. '11). Die langsame Abnahme;der~j '
OD-Zuwachsrate in diesem Zeltraum konnte .daher nicht mit éiner'

Abnahme der katabolen Aktivitdt erklirt werden. Ob dennoch ein

Energiemangel entstand, wurde anhand ﬁnderungen'im Adeninnukleo-

tidQPool_und:Energy'Charge7ermittelt. Dazu wurden intra- und ex-

nasTe T

uldre ATP-, ADP- - und:AMP-~Konzentrationen bei 50 g/1 E tha

-_nol und .nach Erhohung der Ethanolkonzentratlon auf . 85. g/l oder

—— w o

: B lie' in-der ers
100 g/l bestimmt. Wwie . 1ii:-ger ers

t
 zWeistnfig¢nEFermentatiQpen_hatte dle,Ene;gy~Charge:beiUSO;g[;g;
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Abb."11: Abnahme der Glukosekonzentration in Batchfermentationen
mit Zymomonas mobilis bei 50 g/1 Ethanol und nach Erh&-
‘hung der Ethanolkonzentration von 50 auf 82, 91 und 103
g/1l. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Ethanol-
zugabe.
Ethanol einen Wert von.{.9. Nach Erh&hung dexr Ethanolkonzentra-

tion ‘auf 85 g/l blieb dieser Wert 4 h konstant, wihrend der Ge-
samt-Adeninnukleotid-Pool in dieser Zeit paxallel zur 0P =zunahm
(Abb. 312). "Die extrazelluldre -AMP-Konzentration blieb dabei
niedrig;;Die.hohe Energy  Charge der  Zellen und die gleichzeitige,
Zunahmefdes.Adeninnukleotid=?ools~2eigten, daB die langsame Ab-

.nahme der OD-Zuwachsrate bei 85 g/l'nicht auf Energiemangel .zu-:

riickzufithren war.  Bei ~Erhhung -der_“Ethanolkonzentration- auf_7'

10ng/lfwaren,die:Ergebnissemahnlich;;_:”'

Zum: Vergleich wurden.ﬁnergy Charge ﬁnd Adeninnucleotidpool auchu'
nach Zugabe wvon Ethanol ‘zu 118 g/l, wobei die OD:'nicht mehrxéu-

nahm;fermittglt;-Im Gegensatz,zu den Versuchen bei 85 und 10
/1 ‘Ethanol blieb der. Adeninnukleotid-Pool nach Erhthung. de

L]

.*_"

 Ethano1konzentratl0n aur 118 g/l KonSEant (Abb. 13). Die 4=lllr—_”f

':fterne ATP Konzentratlon nahm dabel 1n 4 5 Stunden um. mehr als'”
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Abb. 12: Wachstum, Energy Charge und Adeninnucleotid-Pool in
tionen mit Zymomonas mobilis bei 50 g/l
Ethanol und nach Erhdhung der Ethanolkonzentration auf 85
g/l Ethanol. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der

Ethanolizugabe.

die Halfte ab. Die Energy Charge wurde auf (0.7 verringert. Die
extrazelluldre AMP-Konzentration stieg gleichzeitig an und bil-
dete nach 4 Stunden die gr6fte Adeninnucleotid-Fraktion der Kul-
tur. Energiemangel war hier offensichtlich. Aufer AMP wurden bei
118"g/1-Ethanol=jedoch“auch-ADP'und ATP im {berstand detektiert.
Nach 4 Stunden befand s:.ch die Halfte des ADP Pools im Uber-
stand. ‘Der ‘Verlust wvon nicht  nur AMP sondern auch von ADP. und
ATP deutet auf eine erhdhte Permeabilitdt oder Lyse der Zellen
bei 120 g/1 Ethanol hin. Der Metabolitverlust nach Erhshung der

Ethanolkonzentration auf 118 g/l fithrt sehr wahrscheinlich zur

-sofortigen Wachstumsinhibierung und zur schnellen Desaktivierung

. [IL Ergebnisse . -

der. - Ethanolblldungsaktlv1tat be1 110"uﬂd17120'3g/1“~Etb§39; :_;Qg
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Abb. 13: Wachstum, Energy Charge und Adeninnucleotid-Pool in

:
b 50 g/1

Batchfermentationen wit Jymomonas mobilis beil
BEthanol und nach ErhShung der Ethanolkonzentration auf

118 g/l Ethanol. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der

Da die langsame Abnahme der Wachstumsrate bei 80 'bis 100 g/l
Ethanol nicht mit ‘akutem oder langsam zunehmendem  Energiemangel

zusammenhing, wurde im weiterem ‘die Art des nicht-exponentiellen

Wachstums  charakterisiert, -um aus Unterschieden zum normalen

Wachstum :auf; :Inhi.bi:_emngen ‘im Anabolismus schliefen zu komnen. '

2 é Chasaﬁ@?isaemng ﬁes Wachsiums von, Zymam@ﬁas m@@:ﬂs be: 80 ‘E@@ g/l

Das Wachstum von -Zymomonas mobilis in Batchfermentationen bei 80

. e

~100:-.g/1 Ethanol wurde nun anhand von_ ZAnderungen -in -Zellzahl,

 ,Zellgroﬁe und ~spezifischer . Zelldlchte charakterlslert ~Bed ~den .

b . e | . -. P mmommrom

Zellzdhlungen stellte sich neraus, daB die ‘Zellzahl von Zymomo~ -

' _nas mOblllS in der Kultur konstant blleb wahrend dle optlsche _ “_f~
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Abb. 14: Zellzahl und Zunahme der optischen Dichte von Zymomonas
mobilis in Batchfermentationen bei 50 g/1 Ethanol und
nach Erhdhung der Ethanolkonzentration auf 90 g/l. Der
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Dichte innerhalb von 21 Stunden nach Erhdéhung der Ethanolkonzen-
tration von 50 auf 90 g/l um den Faktor zwei zunahm (Abb. 14).
Bei 80 und 100 g/l fihrte die OD-Zunahme ebenfalls nicht zu ei-
ner Zunahme der Zellzahl. Es wurde daher erwartet, daf die 0OD-
Zunahme durch einer Zunahme der Zellgrépe bedingt war. Zell-
gréﬁenverteilungen;' die *wahrend..Batchfermentationep..bei 90 g/l
Ethanol gemessen wurden, zeigten“jedoch dafl dies nur teilweise
_iutraf. Wahrend die OD in 4.5 Stunden nach Ethanolzugabe um den

Faktor 1.66 anstieg, nahm die mlttlere Zellgroﬁe in drel paral-f.

lelen Ansdtzen nur um den Faktor l 14 -zu (Abb 15)_:__

Aufer Zellzahl und Zellgrdfe ist .auch die Differenz der Bre-
chung51ndeces von Zellen und Losungsmittel mit der oD einer Kul-

~tur--korreliert.  (Hiemenz 1977). "Der “Brechungsindex ‘einer Zell

ist - abhdngig vom Gehalt:fder*.nichtwéssrigen“ Zellbestandteilejf_;:j

\uuesne¢'197l) ﬁnd'stellt'eiﬁ'ﬁaﬁ fir. 'die  spezifische u1cnte_

-;dar Anderungen der spezlflschen chhte der Zymomonas mobllls

EA |1 e
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Abb. 15:. ZellgrdPenverteilungen von- Zymomonas mobilis Zellen in
Batchfermentationen bei 50 g/1 Ethanol und 5h nach ErhS-
hung der Ethanolkonzentration auf 90 g/1.

Tab. 11: Spezifische Dichte von Zymomonas mobilis Zellen in dex
‘exponentiellen Wachstumsphase bei 50 - 60 g/1 Ethanol und
Wachstum: bei 90 - 100 g/1 Ethanol. Die spezifische

Dichte wurde mittels-Dichtezentrifugation bestimmt. -

_ DiChte fg/ml)-; fNaCh Ethapqliugabenbis_gq_7_1QQ_g/1_ f
bei 50-60 g/1 ST SRS -
' ‘OD-Zunahmefaktor Dichte (g/ml)

‘Ethanol

11,100 1.0 '1:100
1.099 1,410 10112
1.100 1.71 1.127

‘Zellen in-'den. Batchfermentationen bei 80
o wWurden o mlttels chhtezentrlfugatlon bestlmmt Es ‘zeigte. .51ch

bis: 100 g/1 Ethanol

T g e

fdaﬁ nach Erhdhung ‘der’ btnan01xonzentratlon von 50 g/; auf 90_u;n

'?100 g/l dle Zunahme der OD mlt .einer- Zunahme der spe 1schen_ 1ff
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Dichte der Zellen einherging (Tab. 11). Die Dichtezunahme von
1.100 auf 1.127 g/ml kann bel einem gleichzeitigen Zellvergréfe-
rungsfaktor von 1.14 und einem Wassergehalt der Zelle von 75 % =~
80 % eine Trockengewichtszunahme pro Zelle von ca. 50 bis 60 %
erkldren. Die Zunahme der spezifischen Zelldichte und die ge-
ringe Zellvergrtferung zeigten, daf die OD-Zunahme bei 80 bis
100 g/l Ethanol tatsdchlich ein Wachstum in Form von Biomassezu-
nahme représentiert. Die Zellzahlbestimmungen zeigten jedoch
eine Inhibierung der Zellteilung durch Ethanolkonzentrationen ab
80 g/l Ethanol womit eine Inhibierung im Anabolismus identifi-

ziert wurde, der sofort nach Ethanolzugabe auftritt.

Da auch fir andere anabole Vorgdnge eine sofortige Inhibierung
auftreten konnte, wurden im weiteren bei 80 bis 100 g/1 Ethanol

die Biosyntheseraten der Makromolekiile ermittelt.

2.5 Charaklerisierung der Biosynthese von Zymomonas mobilis bel 80 bis 100 g/t
Ethanol

wurde fiir die wichtigsten Makromolekiile charakterisiert. Dazu
wurden in den Batchfermentationen nach Erh8hung der Ethanolkon-

zentration das Trockengewicht, sowie der Gehalt an Protein, RNA,
DNA, Kohlenhydraten und Fettsduren parallel zur OD-Zunahme ge-

messen. -

Nach ‘Exhfhung der Ethanolkonzentration von 50 auf 85 g/l betrug
die}Trockengewichtszunahme nur etwa 63 % der OD-Zunahme (Abb.
16). Dieses wurde auch in anderen Versuchen beobachtet. Die Pro-
teinkonzentration stieg parallel zum Trockengewicht an, so daf
der Proteingehalt des Trockengewichtes in diese Wachstumsphase
von 58 % auf 66 % zunahm. Zugabe von 50 bis 150 uM CCCP bewirkte
eine dosisabhdngige Verringerung der OD- und Proteinzunahmen,
was demonstriert, daf die Proton Motive Force normalerweise nach
ErhShung der Ethanclkonzentration noch vorhanden ist (Ruhrmann
und Kr&mer 1992). Wenn die Batchfermentationen in Minimalmedium

statt - in Vollmedium durchgefliihrt wuxrden, Xonnte nach Erhdhung

'_der.Ethanolkonzentration-ebenfalls eine OD- und Proteinkonzen- .

. trationszunahme gemessen werden. Diese Zunahme zeigt, daf nicht:
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Abb. 16: Zunahme von optischer Dichte, Trockengewicht und Pro-

tein in Batchfermentationen mit Zymomonas mobiiis mnach

Erhdhung der Ethanolkonzentration von 50 auf 85 g/1.

nur Proteinbiosynthese sondern auch Aminosdurenbiosynthese bei
Ethanolkonzentrationen 1iber 80 g/l noch stattfinden kann.
Parallel zur Proteins
nen die Aktivitdten der Glukokinase und der Pyruvatdecarboxylase
in mit Chloroform permeabilisierten Zellen gemessen. Die Aktivi-
titen dieser Enzyme (U/ml Kultur) nahmen nach ErhShung der Etha-
nolkonzentration jedoch nicht mit dem Proteingehalt der  Kultur
zu.  Das Konstantbleiben dieser Enzymaktivitdten waxr in Einklang
mit'den'konstanten'volumetrischen Glukoseverbrauchsratenfin5verf

‘gleichbaren ‘Batchfermentationen (Abb. 1l). "

In1fGegensatz zum Proteingehalt, nahm die RNA~Konzentration in
der ‘Kultur nur wenig zu, hauptsdchlich wdhrend der ersten Stunde
Lnach_Erhﬁhung der Ethanolkonzentration (Abb. 17). insgesamt nahm
der RNA~Gehalt bezogen auf das Trockengewicht ab. Im alligemeinen

' ist;deeresamt—RNA—Gehalt'einer-Zelleﬂvon~derrWachstumsrate abfn}aVsz

jhéngig;'Das Ausbleiben weiterer Netto-Neusynthese koOnnte daher;_

g Statt_mit-einem'dixekten EinfluB von Ethanol auf die RNA-Biosyn -
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Abb. 17: Zunahme der optischen Dichte, sowie RNA- und DNA- Kon-
zentrationen in Batchfermentationen mit Zymomonas mobi-
lis nach ErhShung der Ethanolkonzentration von 50 auf
90 g/1.

these auch mit dem "Shiftdown" der Wachstumsrate zusammenhingen.
Die Neusynthese. von Protein zeigte, daj mRNA-Synthese weiterhin
stattfand. Im Einklang hiermit konnten die OD- und Proteinzu-
nahme nach ErhShung der Ethanolkonzentration von 50 auf 80 bis
100 g/1 durch Zugabe von 100 pg/ml Rifampicin, ein Inhibitor der
RNA-Biosynthese, vollstdndig inhibiert werden. Die mRNA macht

zwar nur einen kleinen Anteil der Gesamt-RNA aus, aber die Bio-

synthese von' mRNA weist darauf hin, dap die RNA-Biosynthese

nicht vollstdndig inhibiert ist.

Die DNA-Konzentration nahm nach ErxrhShung der Ethanolkonzentra-
tion ‘nicht mehr zu (Abb. 17). Neben Zellteilung ist die DNA~Re~

plikation - somit. 'ein- zweiter anaboler Vorgang, der sofort-. und

= v : aln O e ST 2 aala 2l oo JENE . |
vollstdndig von Ethanol ab 80. g/l inhibiert wird..
+ - . .'
. T
Zum' Zeitpunkt -der ‘Ethanolzugabe korrelierte die Menge. organisch .
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Abb. 18: Zunahme der optischen Dichte, sowie organisch gebun-
denen Phosphor- und Kohlenhydratgehalt in Batchfiermenta-
tionen mit Zymomonas mobilis nach ErhShung der Ethanol-

konzentration von 50 auf 85 g/1i.

18). Die Zunahme war gr&fer als aus der

RNA-Zunahme errechnet werden konnte, was auf die Blosynthese eJ_--

ner: phosphathaltlgen ?{omponente thWE"St.

Die 'Biosynthese der Gesamtkohlenhydrate trug nur in den ersten

2wei Stunden zu der Biomassezunahme bei (Abb. 18). Der Kohlenhy--
dratgehalt nahm widhrend der Kurzfermentation von ‘5.8 auf 5.0 -%.

des _Tro_ckengewichtes ab.

ls Maﬁ fiir die Phospholipid~ und Llpopolysaccharldbz_osynthese
-wurde der Fettsiuregehalt parallel zur OD-Zunahme- gemessen.-- ‘Es

stellte sich heraus, dap der Fettsduregehalt ‘nach Erhshung der
Ethanolkonzentration nicht mehr zunahm (Abb. 13).-Die Fettsadure- -
‘biosynthese bzw. die Phospholipid- und -Lipopolysa_cchari_dbiosynf.:'_:_'-'._._'. R
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Abb. 19: ‘Wachstum und Fetts8uregehalt in Batchfermentationen mit
Zymomonas mobil nach Erhdhung der Ethanclkonsentration

von 50 auf 88 g/l.

these ist somit ein dritter anaboler Vorgang, der nach Exrhdhung
der Ethanolkonzentration sofort und vollstdndig inhibiert wird.
Diese Inhibierung erklidrt zudem, warum die Biomassezunahme nach

Ethanolzugabe kaum noch zu Zellvergdferung  fiihrte. .
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3. Untersuchungen zur Bedsutung der Hopanoide in Zymomonas mobilis

Fiir die ausgepridgte Ethanoltoleranz von Zymomonas mobilis sind
wahrscheinlich die in der Membran vorhandenen Hopanoide mitver-
antwortlich (Bringer et al. 1985, Schmidt et al. 1986). Im wei-
teren wurde nun der Einflup der Kulturbedingungen auf Gehalt und
Zusammensetzung der Hopanoide, sowie deren physikochemisches
Verhalten bei Monoschichtuntersuchungen untersucht, um die Funk-

tion der Hopanoiden genauer beschreiben zu kénnen.

3.1. Binfluf dor Wasehstumsbedingungen auf Hopanoidgehall und -Zusammenset-
ZUng.

Bringer et al. (1985) beschrieben eine Verdnderung des Hopanoid-
gehaltes in Zymomonas mobilis mit variierender Ethanolkonzentra-
tion. Bei ErhShung der Ethanolkonzentration von 5 g/l auf 63 g/l
in kontinuierlicher, anaercber ZXKultur stieg der Hopanoidgehalt
um das B-fache an. Schmidt (1988) beschrieb eine analoge Korre-
lation zwischen Hopanoidgehalt und Inkubationstemperatur. Sie
zeigte auferdem, daff der Hopanoidgehalt bei Batchfermentationen
von der Wachstumsphase abhdngig war. Der Einfluf der Wachstums-
bedingungen auf die Hopanoidzusammensetzung Kkonnte von diesen
Autoren nicht bestimmt werden, da die komplexen C35-Hopanoide
THBH, THBH-Ether und THBH-Gvkosid vor der Analyse zu 29-(2-Acet-
oxyethyl)-Hopan derivatisiert wurden. Nachdem von Schulenberg e
al. (1989) eine Methode =zur quantitativen Bestimmung der ver-
schiedenen Hopanoide THBH-~Ether, THBH-Glykosid, THBH, Diplopte-
rol und Hopen entwickelt worden war, wurde nun der Einfluf von
Ethanolkonzentration und Wachstumsrate auf die Zusammensetzung

der Hopanoidfraktion in Z. mobilis bestimmt.

Zymomonas mobilis wurde in kontinuierlicher Rultur gesziichtet, um
“definierte und reproduzierbare Wachstumsbedingungen zu erhalten.
Die Ethanolkonzentrationen wurden durch die Zuckerkonzentratio-
nen bzw. Durchflufiraten von 5 bis 60 g/l und die Wachstumsraten
ﬁon 0.08 bis 0.40 1/h variiert. Die Fermentationen waren bis auf

die h&chsten , mit Ausnahme bei den hSchsten Verdiinnungsraten

"'_beif10;235.und 55 g/1 Ethanol Glukose-limitiert.

~Die Ether- und Glycosidderivate des THBH stellten mit 41 % baw.

"<49f% der'Gesamthopanoide die Hauptkomponenten der Hopanoidfrak-
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Tab. 12 EinfluB der Ethanolkonzentration und Wachstumsrate auf die

Hopanoidzusammensetzung in Zymomonas mobilis ATCC 29191 in

kontinuierlicher Kultur

Ethanol D Ether Glycosid Tetrol Diplopterol Hopan
(g/1) (h~ 1 (ng/g Lipidextrakt)?d)

4.9 0.08 210 + 10 160 + 50 + 4 10 £ 1 + 0
4.8 0.30 | 180 + 220 + 40 21 + 5 12 + 1+ 0
10.1  0.08 | 210 + 10 220 + 20 11 + 4 11 + +
9.8 0.25 | 130 £ 10 250 + 50 7 + 16 + +
9.8 0.40P] 180 + 10 270 + 50 20 + 14 + +
35 0.15 | 160 + 20 220 + 30 28 + 11 + +
34 0.32P| 150 + 10 260 + 20 33 +9 14 + +
60 0.08 | 150 + 10 220 + 10 40 + 7 15 + 1 +
55 0.19® ] 160 + 10 140 + 10 52 + 15 15 + 3 +
a) n= 8

b) ¢ = p max

tion dar (Tab. 12). THBH, Diplopterocl und Hopen trugen nur etwa
6, 3, bzw. 1% zum Hopanoidgehalt bei. Dexr Ethanolgehalt der Kul-
tur hatte nur einen geringen Einfluff auf die Hopanoidzusammen
setzung. Der Hopengehalt nahm um den Faktor 7 zu, blieb jedoch
gemessen am Gesamthopanoidgehalt gering. Diese Beobachtung
stimmt mit der von Bringer et al. (1985) beschriebenen Zunahme
des  Hopens bei steigender Ethanolkonzentration {iiberein. Der
THBH-gehalt stieg ebenfalls an, wdhrend das Etherderivat des
THBH bei Zunahme der Ethanolkonzentration von 10 auf 35 g/l
leicht abnahm.

Die Gesamt-Hopanoid- und Phospholipidgehalte der Lipidextrakte
von Zymomonas mobilis ATCC 28191 zeigt Tab. 13. Der Hopanoidge-
halt ‘betrug immer etwa 430 mg/g Lipidextrakt. Dieser Wert stimm-

. .
te-gut.mit dem von Schmidt {1988) ermi

stationdre Zellen. einer Batchfermentation iiberein. Die von Brin-

igerfet*él;'(lQSS} und Schmidt (1988) beschriebene Korrelation

_ggwischen.“Ethanolkonzentration und Hopanoidgehalt konnte - jedoch
'nicht bestdtigt werden.
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Tab. 13 EinfluB der Ethanolkonzentration und Wachstumsrate auf die
Zusammensetzung der extrahierten Lipiden in Zymomonas mobilis

ATCC 29191 in kontinuierlicher Kultur.

Ethanol D Hopanoide Phospholipide © Lipide Hopanoide/
-1 a) b) Phospholipide

(g/1) (h ) {(mg/g) (pmol/g) ™’ (mg/g) (mol/mol)
4.9 0.08 390 + 70 830 + 10 8%0 + 80 0.67

4.8 0.30 430 + 50 690 + 5 830 + 60 .83
10.1 0.C8 450 + 30 840 + 10 1060 + 40 0.78

S.8 0.25 400 4+ 60 810 + 5 890 + 70 0.72

9.8 O.QOC) 490 + 70 690 + 10 990 + 80 1.03

35 0.15 420 + 50 880 + 10 1070 + &0 0.70

34 0.229) | 460 + 40 660 + 10 940 + 50 1.05

&0 .08 4 + 30 840 + 20 1040 + Q.77

55 0,19d¥ 370 + 40C 840 £+ 190 gs0 + 50 0.68

a) n=8; b} n= 4;
c)y K @s 4 max bei 10 g/l Ethanol und 112 g/l Glukose im steady State
d) u is p max fiir die angegebene Ethanolkonzentration.

Die Variation der Wachstumsrate hatte ebenfalls keinen Einfluf
T

auf ‘den Hopanoidgehalt. Der oxrganisch gebundene Pi
der Lipide'nahm jedoch bei den h&chsten Wachstumsraten ab, so
daﬁfdas molare Verhiltnis von Hopanoiden zu Phospholipiden von
etwa 0.7 auf 0.9 bis 1.0 anstieg. Die Abnahme des organisch ge-
bundenen Phosphats im Lipidextrakt konnte nicht durch Phosphat-
limitierung bedingt sein, da Phosphat 1in mindestens 9-~fachem

{iberschuss im Medium vorhanden war.

:Fermentatlonen mit einer frischen Stammkultur von ATCC 29191
zelgten, dap die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen fiir den Ho-
pan01dcehalt in .Abhanglgkelt von der Ethanolkonzentration von
_inger-und Schmidt und dieser Arbeit keine Folge von Spontanmu-

tatlonen in der Regulation der HopanOLdblosyntnese gewesen sein

 ﬁ_kann_(Br1nger, personllche Mitteilung 1990) ~Wahrscheinlich sind
.die” Unterschlede nethodlsch bedingt, denn elne ‘Uberpriifung der

' fvon Brlnger ‘et al. (1985) und Schmidt (1988) angewandten_Derlva~=
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tisierungsmethode (Perjodatspaltung und Acetylierung) hatte ge-
zelgit, dap die Ergebnisse besonders fiir Zellen, die bei geringer
Ethanolkonzentration gewachsen waren, nicht reproduzierbar waren
(Hermans et al., 1991). Mdglicherweise gehen Hopanoide wihrend
der Perjodatspaltung verloren. Ein &hnliches Ph&nomen wurde auch
fiir 1-Hydroxy-Octadecanyl-Glycerolether beobachtet (Bringer et

al. 1985).

Bezogen auf das Zelltrockengewicht enthielten die Zellen etwa 7
% Lipide. Der Hopanoidgehalt und der geschdtzte Phospholipidge-
halt erreichten zusammen immer ca. 1000 + 80 mg/g Lipidextrakt,
was zeligt, daf Hopanoide und Phospholipide die Hauptkomponenten
der Lipide darstellen. Diese Ergebnisse stimmen mit dem Befund
von Tornabene et al. (1982) {iberein, der =zeigte, daff 57 % der

extrahierbaren Lipide von 5. mobilis aus polaren Lipiden beste-

hen.

Ferner wurde {iberpriift, ob Hopanoidgehalt und -zusammensetzung
Temperaturabh&ngig sind. Dazu wurden Fermentationen bel einer
Ethanolkonzentration von 10 g/1 und Temperaturen von 25 °C bis
37 °©C durchgefiihrt. Bei 37 ©°C mufte die Durchflufrate bis auf
0.135 (1/h) reduziert werden, um eine Glukoselimitierung zu er-
reichen. Gleichzeitig wurde eine deutliche Zellverldngerung be-
obachtet, die fiir Zymomonas moblilis unter ungiinstigen Wachstums-

e T vy Ee ra - D P e TTH kv e oy aem oy Ay o E T e - Tals 4 e f O Um e
o 1 oL FAry = Y LVl LSE L LTl d Ll p LYl oi.dl .~ ) IR =R

nicki et al. 1982, Stevnsborg et &1.1986). Die Werte des Ho-
panoid- und Phospholipidgehalts bei 25 ©C und 37 °C waren ver-
gleichbar mit denen bei 30 °9C (Tab. 14). Somit ist der Hopanoid-
gehalt auch von der Fermentationstemperatur in dem Bereich zwi-
_échen 25 ©°C und 37 °C vuvnabhi#ngig. Die Zusammensetzung der Ho-
panoide bei 25 ©C war vergleichbar mit der bei 30 °C. Bei 37 °C
jedoch zeigte sich eine Verringerung im Gehalt des Glycosidderi-

vats. Diese Abnahme wurde durch eine Zunahme des THBH teilweise

kompensiert.

Bei Untersuchungen zur Fdhigkeit, maximale Ethanolkonzentratio-
nen zu bilden, erwies sich Zymomonas mobilis ATCC 31821 von den
.11 verschiedenen Zymomonas mobilis Stdmmen als der beste Etha-
.: nolproduzent (Rogers et al. 1984). Deswegen wurden Hopanocidge-
r;ha;t;und -zusammensetzung auch flir Zymomonas mobilis ATCC 31821
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Tab. 14: EinfluBf der Temperatur auf die Zusammensetzung der

Lipide in Zymomonas mobilis ATCC 29191

Ethanol T D Hopanoide Phospho- £ Lipide Heopaneoide/
_ 1 lipide b} Phospholipide
(g/1) (°c) (b™1) | (mg/g)®) (pmol/g)™’ (mg/g) (mol/mol}
9.4 25 0.15 | 420 + 20 780 + 10 990 + 40 0.78
S.8 30 0.25 400 + 60 810 * 5 890 + 70 0.72
9.6 37 0.135 | 360 + 30 830 + 20 980 + 50 0.67
a) n= 8; b) n= 4;
Tab. 15: Einflub der Ethanolkonzentration auf die Hopanoid-
zusammensetzung in Zymomonas mobilis ATCC 31821

Ethanol D Ether Glvkosid Tetrol Diplop- Hopen Hopanoide
' . terol |

(g/1l}) (h *) (mg/g Lipidextrakt)</ z
9.2 0.25]180 4+ 10 180 + 20 22 £ 4 18 £2 0+ 0 410 40
35.3 0.15 | 170 + 20 140 + 10 68 + 5 18 + 2 4 + 0 400 + 40
58.5 0.08 | 200 + 10 200 + 10 12 +4 5+ 0 7 + 2 420 + 30
a) n =8

s




bestimmt. Die Ergebnisse waren vergleichbar mit denen wvon ATCC
29191 (Tab. 15). Der Hopanoidgehalt betrug etwa 410 mg/g Lipid-
extrakt und war ebenfalls unabhdngig von der Ethanolkonzentra-
tion zwischen 10 und 60 g/1. Die Ether- und Glykosidderivate des
THBH bildeten auch in diesem Stamm die Hauptkomponenten der
Hopanoidfraktion, wdhrend TﬁBH, Diplopterol und Hopen wiederum

in kleineren Mengen vertreten waren.

1.2. Untersuchungen zur lateralen Lipidpackung von Gesamtiipiden und
Phospholipiden aus Zymomonas mobilis

Nachdem gezeigt worden war, daff Hopanoidgehalt und -zusammenset-
zung in Zymomonas mobilis konstitutiv sind, wurde nun die Funk-

tion der Hopanoide in der Membran von JZymomonas mobilis né&her

untersucht.

Wie aus ersten Untersuchungen hervor ging, haben Hopanoide in
Membranen eine fluiditdtsmodulierende Funktion und bewirken eine
dichtere laterale Packung fliissiganaloger Lipide, was zu einer
geringeren passiven Permeabilit&t und einer erhShten Ethanolto-
leranz der Membran fiihrt (Kannenberg et al. 1980, 1985, Bisseret
et al. 1983, Benz et al. 1983, Nagumo et al. 1991). Diese Eigen-
schaften wurden jedoch bisher nur fiir THBH und Diplopterol nach-
gewiesen. In Z. mobilis haben diese Substanzen nur den geringen
Antelil von etwa 10 % am Gesamthopanoidgehalt. Die Hauptkomponen-
ten der Hopanoidfraktion in Z. mobilis sind das Ether- und das
Glykosidderivat des THBH; daher wurde in Monoschichtuntersuchun-
gen mit Lipidextrakten aus Zymomonas mobilis der Einfluf der Ge-
samt-Hopanoidfraktion auf die laterale Lipidpackung der unter-
sucht. Der Lipidextrakt wurde aus Zellen einer glukose-limitier-
ten- kontinuierlichen Fermentation bei 35 g/l Ethanol hergestellt
und enthielt 40% Hopanoide und 60 % Phospholipide. Die Zusammen-
setzungideryHopanoidfraktion entsprach der in Tab. 12 beschrie-

benen. "

Die Phospholipide wurden mittels préparativer Diinnschicht~Chro-
matographie aus dem Lipidextrakt isoliert. Eine Mischung zusam-
. mengesetzt aus- das Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin,
i:ﬁardiolipin und Phosphatidylglycerin wurde fiir die Monoschicht-

Tmessungen .verwendet. Die Phosphatidylserinbande wurde verworfen,
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da diese sich im benutzten Laufmittelsystem nicht wvon den Ho-
panciden trennte., Analysen des organisch gebundenen Phosphats
und des Fettsduregehalts ergaben, dap dieser Extrakt 97 & (w/w)
Phospholipide mit einer Fettsdurenzusammensetzung von 80 % cis-
Vaccensgdure, 15 % Palmitinsdure und 5 % Myristinsdure enthielt.
Der im Vergleich zum Lipidextrakt geringe Gehalt an Myristin-
sdure war zum Teil darauf zuriickzufiihren, daf der grdfte Teil
der Myristinsdure im Phosphatidylserin enthalten war (Schulen-
berg 1987). Der Phospholipidextrakt war noch zu 3 % (w/w) mit
dem THBH-Glykosid verunreinigt. THBH-Ether, THBH, Diplopterol

und Hopen konnten nicht mehr nachgewiesen werden.

Zum Einfluf der Temperatur auf die laterale Lipidpackung wurden
bei 5 ©c, 20 °c, 30 © und 37 °C Isothermen der Phospholipide
und des Lipidextraktes gemessen.

Alle Isothermen waren, unabhidngig von der Kompressionsrate, sehr
gut reproduzierbar. Die Phospholipidmischung verhielt sich fliis-
siganalog und durchlief keinen Phaseniibergang zwischen 5 und 37
©°C (Abb. 20). bDer fliissiganaloge Charakter des Phospholipidgemi-
sches zwischen 5 und 37 °C war mit dem hohen cis-Vaccensédurege-
halt der Phospholipide in Einklang. Der minimale mittlere, mole-
kulare Fl&chenbedarf nahm bei steigender Temperatur von 45 A2
auf 56 A2 zu. Alle Isothermen zeigten bei 21,5 Dyn/cm einen
Rnick, was auf eine Phasenseparierung hinweist. Die Kompressibi-
litdt des Lipidextraktes war wesentlich geringer als die der
Phospholipidmischung (Abb. 21). Die Monoschicht des Lipidextrak-
tes war zwar auch fliissiganalog, aber es lag eine dichtere late-
rale Packung der Lipide vor. Der Lipidextrakt durchlief eben-
falls keinen Phaseniibergang zwischen 5 °C und 37 °C. Die Iso-
thermen-bei 30 °C und 37 °C zeigten einen Kaick bei 31,5 mi/m,
 waren; jedoch auch oberhalb dieses Filmdruckes reproduzierbar.
‘Der-minimale Flichenbedarf des Lipidextraktes nahm bei steigen-
der “Temperatur von 39,5 A2 bis 44 &2 zu. In Anwesenheit der Ho-
pancide wurde die Monoschicht bei Temperaturerhfhung nur halb so
stark expandiert und zeigte in allen Fédllen eine insgesamt dich-

-~ 1 a4+ ST,
tere laterale Lipidpackung.

'“_;Dernﬁﬂopanoidgehalt im Lipidextrakt -wurde durch Zusatz . von

. Phospholipiden  reduziert, so daf bei 20 OC Isothermen fiir Hopa-
- -noidgehalte 'von 0%, 13.3 %, 20 % und 40 % gemessen werden konn-.
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Abb. 20: Isothermen des Phospholipidgemisches bei 5 -~ 37 °C.

Dargestellt ist der Filmdruck als Funktion der molekularen Li-
pidflidche in der Phasengrenze
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ten. In Abb. 22 A-D sind die mittleren molekularen Fldchen als
Funktion des Hopancidgehaltes und lateralen Filmdrucks darge-~
stellt. Diesen wurde zum Vergleich die mittlere molekulare Fl&-
che als Funktion des Hopanoidgehaltes bei idealem, rein additi-
vem Mischverhalten gegeniibergestellt. Diese rein additive Fléche
wurde durch Interpolation =zwischen den Mefwerten £lir 100 %
Phospholipide und den Daten von Kannenberg et al. (1985) fir die
molekulare Fli3che des THBH in fest-analoger Packung ermittelt.
Dabei wurde angenommen, daf der mittlere molekulare Platzbedarf
der Hopanoide in Zymomonas mobilis und der Platzbedarf des THBH
etwa gleich sind. Abbildung 22 A-D zeigt, daf die mittleren mo-
lekularen Flichen, die im Lipidextrakt gemessen wurden, bei la-
teralen Filmdrucken von 10 , 20, 30 und 40 Dyn/cm 2.8, 1.7, 0.7
bzw. 1.8 A2 geringer waren als berechnet. Unter der Vorausset-

zung, daf die von Kannenberg ermittelten Fl&chen filir THBH als
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Abb. 22: Mittlere molekulare Lipidfldchen in der Phasengrenze
als Funktion des Hopanoidgehal i

Fllmdruck
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minimale Werte filir die Hopanoide in Zymomonac mobilis lbertrag-
bar sind, geht aus diesen Mischversuchen eine Kondensierung der

Phospholipide durch die Hopanoide in Zymomonas mobilis hervor.

Neben der Temperatur k&nnen auch in der wissrigen Phase geldste
Stoffe die laterale Lipidpackung beeinflussen. Da die Hopanoide
wahrscheinlich einen wichtigen Beitrag zur Ethanoltoleranz leis-

ten, wurde der Einfluff von zunehmenden Ethanolkonzentrationen in
der widssrigen Phase auf die laterale Lipidpackung in der Phasen-
grenzschicht untersucht. Dazu wurden Isothermen der Phospholi-
pide und des Lipidextraktes bei 5 und 10 % (v/v) Ethanol in der
wéssrigen Phase gemessen. Um Isothermen mit unterschiedlichen
Konzentrationen des oberfldchenaktiven Ethanols in der wissrigen
Phase wvergleichen zu k&nnen, wurden in Abb. 23 und 24 die Film-

drucke gegen Wasser dargestellt.

Im Bereich der grofen molekularen Lipidflichen in der Phasen-
grenze war der Filmdruck von der Ethanolkonzentration abhdngig.
Die Isotherme lieferte hier keine Information zu den Lipid-Li-

pidwechselwirkungen (Siehe Anhang 2). Erst bei fortschreitender
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ssibler werden. Diese Effekte waren fiir Phospholipide
und Lipidextrakt etwa gleich groff., Die laterale Packung der Li-
pide des Lipidextraktes war jedoch bei jedem Filmdruck dichter
als die der Phospholipide und dieser Unterschied war grofer als

die aufgezeichneten Expansionen.
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Abb. 23: Isothermen des Phospholipidgemisches bei 20 ©C mit 0 %,
5 % oder 10 % (v/v) Ethancl in der Subphase.

Dargestellt ist der Filmdruck relativ zur Wasseroberfldche als
Funktion der molekularen Lipidflache in der Phasengrenze.
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V. Diskussion

Die Daten dieser Arbeit zur Ethanolbildungskinetik von Zymomonas
mobilis in zweistufigen Fermentationen zeigen, daf dieses Bakte-
rium auch bei wachstumsinhibierenden Ethanolkonzentrationen mit
hoher spezifischer Rate Ethanol bilden kann. Zum Beispiel wurden
noch 20 % der maximalen spezifischen Ethanolbildungsrate bei 100
g/l Ethanol in der zweiten Stufe gemessen. Im Vergleich zu ver-
schiedenen Saccharomyces cerevisiae-Stimmen weist Zymomonas mo-
bilis bei 50 bis 100 g/l Ethanol 5-6 mal hohere spezifische
Ethanolbildungsraten auf (Ghose und Tyagi 1979, Toda et al.
1987, Chattaway et al. 1988, Beavan et al. 1989). In zweistufi-
gen Fermentationsverfehren mit Zymomonas mobilis ist deshalb die
volumetrische Produktivitdt in beiden Stufen hdher als mit Sac-~
charomyces cerevisiae-Stammen, obwohl diese Hefen ihre niedri-
gere spezifische Ethanolbildungsrate durch eine ca. é&-Fach ho-
here Biomasseausbeute teilweise ausgleichen kdnnen (Ghose und
Tyagi 1979, Verduyn et al. 183%0). In einem direkten Vergleich
zwischen Zvmomonas mobilis und 8Saccaromyces cerevisiae in zwei-

. . .
igen Fermentationen mit Maisguellwasser (LSL) als Substrat,
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eine um 38% hbhere wvolu-

igrhe Fthannl it Saccharomroas
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cerevisiae (Beavan et al. 1989). Zymomonas mobilis konnte zudem
Ethanol

= )

86.9 g/1 EBthanol bilden w&hrend die Hefe nur 76.86 g/

U (g

i
produzierte. Bel der kontinuierlichen Bildung von 100 g/1 Etha-
nol wurden in den zweistufigen Fermentationen mit Zymomonas mo-
bilis in dieser Arbeit wvolumetrische Prcduktivitidten ermittelt,
die bis zu zweimal hbher waren als in 3 oder 4-stufigen Verfah-
ren mit suspendierten Hefezellen (Chu et al. 1971, Chattaway et
al. 1588). Die hohe Ethanolbildungsrate von Zymomonas mobilis
kﬁnnte:in Verfahren mit Biomasseriickfiihrung noch weiter geniitzt
.werden_(Charley”et'al. 1983, Lawford et al. 1984, Lawford 1888). "

Zur - Qptimierung der volumetrischen Produktivitdt in zweistufigen
Fermentationen wurden die Effekte der Kulturparameter pH und
‘Glukosekonzentration auf die Wachstums- und Ethanolbildungskine-
tik von' Zymomonas mobilis ermittelt. Die volumetrischen Ethanol-
'_1_1.1’.1..d_' Biomasseproduktivitdten - in der ersten -Stufe waren..bei pH-
. o 3_.;--.-......_1...“. ..r_- R S ._..-___'_.A-'i AT a1 A4 e md T s

11 - awioi il 3 Uil D .0 X LIEAdl .. UDWOillE Jdie DJ.UlEld.pr:d_ubUt:
( )

bei pH 6.0 maximal

e 1t Py
WE L L Lo

e
i gem&B_den5Berichten'ﬁ0n Lawford et al.
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war, nahmen die volumetrische Produktivitdten bei dieser pH
bereits ab. Die Fermentationen von Lawford et al. zeigten bei pH
4.5 bis 6.5 gleiche volumetrische Ethanolproduktivitdten, da sie
alle glucoselimitiert und bei einer Durchflufrate durchgefiihrt
wurden. Andere Fermentationsverfahren mit Zymomonas mobilis
zeigten jedoch ebenfalls eine Optimale Ethanolproduktivitdt bei
PH 5 oder 5.5 (Torres und Baratti 1987, Davison und Scott 1988,
Sreekumar und Basappa 1991).

In den Fermentationen dieser Arbeit nahm die spezifische Gluko-
severbrauchsrate bei steigendem pH von 8.5 g/g*h bei pH 4.5 auf
7.2 g/g*h bei pH 6.0 ab. Die Abnahme bei pH 5 und 5.5 war teil-
weise durch =zunehmende Ethanolkonzentration bedingt, aber die
Ergebnisse bei pH 4.5 und 6.0 konnten direkt verglichen wexrden.
Der h&here Glukoseverbrauch bei pH 4.5 wird dem hoSheren Main-
tenance Enerxrgieverbrauch zugeschrieben (Lawford 1988, Jones und
Doelle 1391). Jones und Doelle postulierten, daff die zusdtzliche
Energie durch die membrangebundene ATPase zur Aufrechterhaltung
des zellinternen pH-Wertes verbraucht wird und daf folglich die
Entkoppelung der Ethanclbildung vom Wachstum i{iber den pH-Wert im
Kulturmedium regelbar ist. Aus Erdgebnissen dieser Arbeit geht
jedoch hervor, daff dies nur bedingt der Fall sein kann, da Mes-
sungen des zellinternen pH ergaben, daff bei Ethanoclkonzentra
nen iiber 33 g/l die Fdhigkeit von Zymomonas mobilis zur pH-Ho-

'y . N . . N - = o
mbostasis zunehmend reduziert wird. Die membrangebundene H -ATP-

us, um den gzellinternen pH bei hd-

p=1
(3] 7 wilt LeiTidl AT L L2 SR A It=ld

heren Ethanolkonzentrationen auf einem Wert von 6.0 konstant zu
halten. Das bedeutet,; daf durch Herabsetzen des pH:-im RKulturme-
dium der zweiten Stufe keine gréfiere Entkopplung bzw. spezifi-
sche Glukoseverbrauchsrate erreicht werden kann.

Durch ‘Heraufsetzen des pH-wertes im Kulturmedium der =zweiten
:Stufe von 5 auf 5.5 wurde auch der zellinterne pH von 5.1 auf
25;6 angehoben, Obwohl das pH-Optimum aller katabolen Enzyme und
der"membrangebundenen ATPase in Zymomonas mobilis hbher oder
gléich'B;Orist'(Vikarii 1988), stieg die spezifische Ethanolbil-
dungsratezvon-éymomonas mobilis in der zweiten Stufe mit pH 5.5
-oderfG;O'bei 100 ¢g/1 Ethanol nicht an. Daraus geht hervor, daB
ldas"Absinken des zellinternen pH-Wertes bei steigenden Ethanol-
- konzentrationen, -entgegen Vermutungen von Osman..et-al.. - (1987),

bl —mn

-nicht “die ‘Ursache fiir die gleichzeitig abnehmenden Fermentat

-

.onsraten:-ist.. Der {blicherweise bei Zymomonas mobilis-Fermenta-
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tionen benutzte Kultur-~pH-Wert von 5 bis 5.5 fiihrte also auch in
zweistufigen Fermentationen zu maximalen spezifischen und volu-

metrischen EthanclProduktivititen.

Eine mindestens 25 % hohere volumetrische Ethanolproduktivitdt
der zweistufigen Fermentation wurde durch Verteilung der Glukose
tiber die beiden Stufen erreicht. Neben der Vermeidung von Sub-
stratinhibierung und der geringere ~Nebenproduktbildung ist die
stabilere Leistung der ersten Stufe bei den niedrigeren Glukose-
konzentrationen ein drittes Argument fiir eine Verteilung der
Glukose {iiber die beiden Stufen. Kontinuierliche Fermentationen
von Zymomonas mobilis mit 20 % Glukose im Substrat wurden bisher
nur - bezliglich ihrer dauerhaften Oszillationen beschrieben (Lee
et al. 1979, Ghommidh et al. 1989). Die im Vergleich zu den Li-
teraturdaten hohen Durchflufraten der ersten Stufe ermdglichten
stabile Fliefgleichgewichte in dieser Arbeit. Dem Fliefgleichge-
wicht gingen jedoch ldngere Oszillationen voran, wenn grofie An-
derungen der Durchflufraten vorgenommen wurden.

Die Annahme von Posten (1987), daf bei halbem Substratumsatz in
der erste Stufe Substratinhibierung keine Rolle mehr spielt, er-
wies sich in dieser Arbeit bei einer Glukosesubstratkonzentra-
tion wven 20 % (w/v) somit als falsch. Carey und Ingram (1983)
beschrieben, daf} sich in Batchfermentationen die Wachstumsinhi-

bierungen durch Ethanol und Glukose gegenseitig verstérkten. In

Tab. 16: Maximale Wachstumsraten von Zymomonas mobilis als Funk-
‘tion der Glukose- und Ethanolkonzentrationen im Rultur-

medium.

Glukose Ethanol pmax
(g/1) (g/1) (1/h)

74 13 0.41 - e

112 9.6 0.40 | -

152 9.7 0.24% :
35 . 54 0.19
85 . 53 0.13

" Die maximalen Wachstumsraten wurden aus turbidostatischen Fer- _
. .mentationen dieser Arbeit ermittelt, aufer * (van Baalen 1991). . =
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den kontinuierlichen Fermentationen dieser Arbeit wurde das eb-
enfalls beobachtet (Tab. 16).

Obwohl der Mechanismus der Wachstumsinhibierung durch hohe Glu-
kosekonzentrationen bis jetzt ungekldrt ist (Houssin et al.
1991), wird diese generell mit der geringeren Wasseraktivitadt
des Mediums in Zusammenhang gebracht (Brown 1976, Lin et al.
1991, Park und Baratti 1991, van Baalen 1991). Zunehmende Etha-
nolkonzentrationen verringern die Wasseraktivit&t =zusdtzlich,
was die Verstirkung der Wachstumsinhibierungen durch Glukose und
Ethanol in der ersten Stufe bewirken koénnte (Jones und Green-
field 1986, Lin et al. 1991).

In der kontinuierlichen zweistufigen Fermentation mit Zymomonas
mobilis konnten maximal 107 g¢g/1 Ethanol gebildet werden. Die
Messungen der CO,-Bildungsraten bei 100, 110 und 120 g/l Ethanol
iiber ldngere Zeitriume zeigten, daf nicht die Inhibierung des
Glukoseumsatzes durch Ethanol, sondern die Abnahmen der katabo-
len Raten als Funktion der Zeit bei diesen hohen Ethanolkonzen-
trationen mafgeblich fiir die maximal erreichbaren Ethanolkonzen-
tration waren. Der Einflup der Inkubationszeit au
sche Ethanolbildungsrate ist auch aus dem Vergleich der maximal
erreichbaren Ethanolkonzentrationen verschiedener Fermentation g

verfahren ersichtlich. Eine Ethanolkonzentration von 165 g/1

T

konnte in sechs Stunden von einem zellfreiem System mit hohen

[oR

katabolen Enzyme von Zymomonas mobilis er-
reicht werden (Scopes und Griffiths-Smith 1986). In Batchfermen-
tationen mit einer Dauer von 24 Stunden wurden maximal 127 g/l
Ethanol gebildet (Rogers et al. 1982). In den kontinuierlichen
zweistufigen Fermentationen der vorliegende Arbeit wurde bel ei-
ner Verweilzeit von 50 Stunden 107 g/l Ethanol erreicht. Konti-
_.huierliche Verfahren mit auf Triger immobilisierter Biomasse er-
-reichten maximal 70 - 80 g/1 Ethanol (Amin und Doelle 19390, Weu-
ster 11991).

Die Abnahme der katabolen Rate als Funktion der Zeit bei hohen
Ethanolkonzentrationen ist auch fir Hefen bekannt (Namba et al.
1987, Xida et al. 1990, Chen et al. 1990a, 1990b). Beispiels-

L T P .

weise nahm bei 100 g/l Ethanol die spezifische “tﬂdHULuLLu“ugn—

f.;rate:von Kluyveromyces fragilis in ca. 20 Stunden, als ~doppelt N

. .80 schnell w1e bel éymomonas MODlllS, um die Halfte a
al. 19903) o '
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Die Abnamhme der Ethanolbildungsrate als Funktion der Zeit bei
100 g/l Ethanol bewirkte bei einer mittleren Verweilzeit in der
zweiten Stufe von ca. 20 Stunden eine Verringerung der mittleren
spezifischen Aktivitdt von 32 %. Diese kann durch die Abnahmen
der spezifischen Enzymaktivitdten erkldrt werden. In Batchfer-
mentationen mit Zymomonas mobilis wurde ebenfalls eine langsame
Abnahme der spezifischen Aktivitdten aller glykolytischen Enzyme
beobachtet, nachdem mehr als 70 g/l Ethanol akkumuliert war und
kein Protein mehr synthetisiert wurde (Osman et al. 1987).

Hinsichtlich der Stabilitdt kataboler Enzyme gegen Denaturierung
durch 100 g/l Ethanol in vitro (Millar et al. 1982, Scopes und
Griffiths-Smith 1986) k&nnte diese Aktivitdtsabnahme, statt auf
Denaturierung durch Ethanol, auch auf eine fehlende Neusynthese
aktiver Enzyme beim Protein-Turnover (Enzymneusynthese + proteo-
lytischer Abbau) zuriickzufiihren sein. Ein Hinweis auf proteoly-
tischen Abbau in Zymomonas mobilis wdhrend der stationdre Phase
einer Fermentation ergaben zweidimensionale gel-elektrophoreti-
sche Analysen aller katabolen Enzyme fiir die Ethanolbildung (An
et al. 1991). Nach 72 Stunden Fermentationsdauver waren in der

AlkohOTdehydrogenase

I
Bei 120 g/1 Ethanol k&nnte die schnellere Abnahme der Ethanol-
Ze zurickzufidhren sein. In den Batchfermentationen wurde
nach Zugabe von Ethanol zu einer Konzentration von 120 ¢/1 Etha-
nol der langsame Verlust von ATP, ADP und AMP aus der Zelle in
den ZXulturiiberstand beobachtet. Bei Ethanclkonzentrationen bis
200 g/1 wurde kein Verlust von zelluldrem Protein in das Medium
beobachtet, so daff Lysis als Grund fiir das Auftreten der Nukleo-
tide im Uberstand unwahrscheinlich ist (Osman und Ingram 1585;.
Der Verlust von Cofaktoren sowie Intermediaten kann daher nach
Osman und Ingram (1985) die schnellere Desaktivierung der Etha-
nolbildungsaktivitdt bei Ethanolkonzentrationen iiber 110 g/l be-

wirken.

Die Messungen der Glukoseverbrauchsrate als Funktion der Etha-

nolkonzentration deuteten darauf hin, daBf der Glukoseumsatz erst
‘b Ethanolkonzentrationen iiber 150 g/l vollstdndig inhibiert
wird. Osman und Ingram (1985) becbachteten eine vollstindige In-
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Ethanoltoleranz des Katabolismus ist Zymomonas mobilis somit
vergleichbar mit diversen ethanoltoleranten Hefest@mmen, wobei
Ethanolkonzentrationen von 129 g/l bis 195 g/l die sofortige
vollstédndige Inhibierung der Ethanolbildung bewirken (Toda et
al. 1987, Pascual et al. 1988, Chen et al. 1990, Watanabe et al.
1990).

Die Effekte von Ethanol auf die Physiologie von Zymomonas mobi~
lis und Saccharomyces cerevisiae sind jedoch in einigen Hinsich-
ten verschieden. Saccharomyces cerevisiae konnte fiir die ganze
Dauer einer Batchfermentation mit 200 g/l Glukose den zellinter-
nen pH nahezu konstant halten, wobei der pH-Gradient sogar zu-
nahm (Dombek und Ingram 1987). Dabei scheint die in vive Akti-
vierung der Plasmamembran ATPase durch Ethanol, welche die Inhi-
bierung dieser ATPase durch Ethanol ausgleicht, zur pH-Homeosta-
sis beizutragen (Rosa und S&-Correia 1991, 1982). Der Energy
Charge nahm jedoch bei steigenden Ethanolkonzentrationen, be-
dingt durch die intrazellulare Akkumulation von AMP, drastisch
ab (Dombek und Ingram 1988). Fiir Zymomonas mobilis dagegen wurde
sowohl in Batch- als auch in kontinuierlichen Fermentationen be-
obachtet; dafl steigende Ethanolkomnzentrationen eine Abnahme des
zellinternen pH-Wertes und des pH-Gradienten {iber die HMembran
ich 100 g/1

1
- a NN

bewirken, wahrend dJdie Energy Chaxrgs
Ethanol unverdndert hoch bleibt (diese Arbeit, Osman et al.

1987). Dabei wurde bei ErhShung der Ethanolkonzentration vom 18
(@]

auf 40 g/l (Jon der von 53 g/l (1. Stufe)

auf 100 g/l Ethanol (2. Stufe) keine Aktivierung der ATPase-Ak-

tivitdt in Zymomonas mobilis beobachtet. In vitro inhibierten
zunehmende Ethanolkonzentrationen jedoch die ATPase von JZymomo-
nas mobilis und zwar etwa gleich stark wie die der Hefe (Cart-
wright et al. 1987).

Es ‘war bislang unbekannt, ob die Abnahme der spezifischen Etha-
nolbildungsrate von Jymomonas mobilis bel zunehmenden Ethanol-
konzentrationen auf eine Inhibierung des zellinternen Abbaus von
Glukose oder auf die Inhibierung des Glukosetransportes Dberuht.
Glukose wird in Zymomonas mobilis nach dem Prinzip der erleich-

‘terten ‘Diffusion aufgenommen {(Dimarco und Reomano 1985). Durch

':{du;ch;Ethanol der zellinterne Katabolismus mit Glukose gesattigt

BT -




ist. Der Glukosetransport ist bei zunehmenden Ethanolkonzentra-
tionen im Medium also nicht limitierend fiir die Ethanolbildung.
Auch bei Saccharomyces cerevisiae wird Glukose mittels erleich-
terter Diffusion aufgenommen. Eine nicht-kompetitive Inhibierung
des Zuckertransportes durch Ethanol und andere Alkohole konnte
zwar nachgewiesen wexrden (Dombek und Ingram 1988, Pascual et al.
1988, Leao und van Uden 1982). Sie war aber ebenfalls nicht
limitierend fiir die Ethanolbildungsrate (Dombek und Ingram 1988,

Pascual et al. 1888).

Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, daf das Wachstum von Zymo-
monas mobilis bei Ethanolkonzentrationen {ber 72 g/1 Ethanol
vollstdndig inhibiert wird (J8bses und Roels 1986, Schmid 1985,
Stevnsborg und Lawford 1986). Trotzdem ging aus den Biomassekon-
zentrationen in den beiden Stufe der gzweistufigen Fermentation
hervor, daP in der zweiten Stufe bei 100 g/l Bthanol noch eine
Biomassezunahme stattfand. Nach stufenweiser ErhShung der Etha-
nolkonzentration in exponentiell wachsenden Batchfermentationen
auf 80 - 100 g/1 Ethanol nahm die Biomasse ebenfalls noch =zu

(Ghommidh et al. 1989). Auferdem konnte in Zymomonas mobilis die
Biosynthese wvon Proteinen bei Ethanolkonzentrationen bis zu 100
g/l nachgewiesen werden (Michel und Starka 1986, An et al,
1991}). Offensichtlich geht nach schrittweiser ErhShung der Etha-
nolkonzentration auf {iber 72 g/l eine {Ubergangsphase, in der

noch Biosynthese stattfindet, der vollstdndigen Inhibierung des
Wachstums voraus. Untersuchungen der katabolen und anabolen Ra-
ten wihrend dieser Ubergangphase zeigten, daf mindestens drei
anabole Funktionen, Zellteilung, DNA- und Fettsiuresynthese nach
Ethanolzugabe sofort und vollstdndig inhibiert wurden. Aus den
weiteren Ergebnissen der Batchfermentationen geht hervor, daf
die Inhibierung anaboler Vorgidnge der primire Mechanismus fiir
die Wachstumsinhibierung durch Ethanol ist und daff diese Inhi-
biérung nicht durch Permeabilisierung oder Energiemangel bedingt

war oder gleichzeitig damit auftrat.

‘Ethanol und andere Alkohole bewirken prinzipiell eine Fluidisie-

PRI .

ru a
.(Leao und van Uden 1984, Enequist et al. 1981, Cartwright et al.
1 . ithrte 2.B. bei Clostri-

.idium_acetobuﬁylicum zum Verlust der Intermediate Hexosephosphat
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und Phosphoenolpyruvat (Hutkins und Kashket 1986). Die Beobach-

tung eines dosisabhdngigen Verlustes von Mg2+—Ionen und

Adencosinnukleotiden aus Zymomonas mobilis bei Ethanolkonzentra-
tionen zwischen 0 und 100 g/1 (Osman und Ingram 1985) war der
Anlaf, Kofaktor- und Metabolitverlust als Mechanismus der Fer-
mentations~ und Wachstumsinhibierung in Zymomonas mobilis zu
diskutieren (Ingram 1986, Osman et al. 1987, Buchholz et al.
1987, Amin und Doelle 1990, Veeramallu und Agrawal 1930). Die
Ethanolzugabe bis 100 g/l induzierte in den Batchfermentationen
dieser Arbeit jedoch keinen Verlust von Adenosinphosphaten; der
zellinterne Pool der Adenosinphosphaten nahm sogar noch zu. Die
katabolen Raten bei 80, 90 und 100 g/l wurden zwar durch die
Ethanolzugabe herabgesetzt, aber blieben danach widhrend minde-
stens fiinf Stunden konstant. KXofaktor- und Metabolitverlust da-
gegen hdtten die katabolen Raten zunehmend verringert.

Eine ErhOhung der passiven Permeabilitd&t kann Jjedoch vor Meta-
bolitverlust zu Herabsetzung der Proton Motive Force fithren. In
der Hefe Saccharomyces cerevisiae zum Beispiel wurde bei stei-
genden Ethanolkonzentrationen eine Zunahme des passiven Proton
Influx beobachtet (Leao und Van Uden 1984). Die desisabhidngige
Inhibierung der OD-Zunahme durch CCCP in Batchfermentationen bei

50 g/1 Ethanol zeigte a
ist (Ruhrmann und Kr&mer 1992). Das Niveau der Proton MNotive
ndest einige Stunden nach Ethanolzugabe noch
fiir den Transport ausreichend, was eine Entkopplung durch er-
hhte Permeabilitdt als ARuslser fiir die sofortigen anabolen In-

hibierungen unwahrscheinlich macht.

Die 'Erhéhung der Ethanolkonzentration auf 80 -~ 100 g/l bewirkte
in den Batchfermentationen auch keinen akuten Energiemangel. Ob-
Wohlldie spezifische Glukoseverbrauchsrate sofort nach Ethanol-
zugabe abnahm,  war an dem welteren Anstieq der 0D ersichtlich;
daf3 noch ATP zur Biosynthese vorhanden war. In Ein-klang mit dem
Fehlen von Reservestoffen in Zymomonas mobilis (Swings und De
Ley +1977) konnte iiber Xohlenhydrat- und Phosphatanalysen ausge-
schlossen werden, daf ein Verbrauch von Reserveenergie in der
'.Ube:gangsphaseuden Energlemangel ausglich.

Die in der Literatur beschriebene 2%

jgieverbrauchs_ bei ' steigender Ethanolkonzentration wurde aus
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Gleichgewichtszustdnden kontinuierlicher Fermentationen ermit-
telt (Fiescho und Humpfrey 1983, Beyeler et al. 1984, JCbses et
al. 1987). In den Batchfermentationen wurde jedoch durch die
Zugabe von Ethanol das Gleichgewicht gest&rt und eine Ubergangs-
phase induziert. M6glicherweise nahm der Maintenance Energiever-
brauch nach schrittweiser ErhShung der Ethanolkonzentration erst
allm8&hlich zu. Der Energiemangel wiirde sich dann &ufern in der
langsamen Abnahme der Wachstumsrate. Die Zunahme des Adeninnu-
kleotidpools wihrend der Ubergangsphase zeigte jedoch, daf kein
Energiemangel enstand. Bel einer Batchfermentation mit 85 g/l
Ethanol, wurde in 4.5 Stunden nach Ethanolzugabe eine Zunahme
des Adenosinnukleotid-Pools wvon mehr als 80 % becbachtet. Bel
Bestimmungen der Zellgréfenverteilung hatte sich zudem gezeigt,
daf die Zellgrdfie wdhrend dieser Zeit nur um 14 % zunahm, was
wahrscheinlich auf die Inhibierung der Lipidbiosynthese zurtick-
zufihren ist. Diese grofie Zunahme des AXP-Pools bei gleichzeitig
nur geringer Zunahme des Zellvolumens 1E3t auf eine Erhdhung der
ATP-Konzentration im Zellinnern schliefen. Bei sehr geringen
Ethanolkonzentrationen wurde ebenfalls bheobachtet, dafl der ATP-
i
)

[
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Pool in Zymomonas mobilis apsteiqg, wenn der ATP-Verbrauch

£
die Biosynthese abgenommen hatte (Lazdunski und Belaich 19872
1
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Die biochemische Basis der Inhibierung von Zellteilung, DNA- und
Fettsdurebiosynthese durch Ethanol wurde noch nicht weiter un-
tersucht. Eine Inhibierung der Zellteilung in Zvmomonas mobilis
wird jedoch auch bei anderen, nicht-optimalen Kulturbedingungen
beobachtet. ErhShte Temperatur (Stevsborg et al. 1986, JBbses et
al. 1985), erh6hte Salzkonzentration (Fein et al. 1984, Rogers
et "al. 1980, Stevnsborg et al. 1986, Park und Baratti 1991) und
hohe Konzentrationen von Ethanol + Glukose (Lee, 1979) inhibie-
ren die Zellteilung und fiihren zu Filamentbildung. Ethanol indu-
zierte in E. coli K12 eine Filamentbildung, die auf vollsténdi-
ger,'"jedoch reversibler Inhibierung der Zellteilung beruhte
(Fried und Novick 1973). Die relativ hohe Lebensfdhigkeit der
Zellen in der zweiten Stufe zeigte, daf die Inhibierung der

_Zellteilung.du;ch ‘Ethanol auch in Zymomonas mobilis lange Zeit

R, LI P TR
Levelodllel LoL.

 In,den'Batchfermentationen konnte keine Filamentbildung beobach-
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ratur, des pH-Wertes oder der Ethanolkonzéntration, indem

tet werden, da die OD nur um einen Faktor zwei zunahm. Es trat
aber auch keine Zellvergrdferung auf, was wahrscheinlich durch
die gleichzeitige Inhibierung der Fettsdurebiosynthese bzw.
Phospholipid- und Lipopolysaccharidbiosynthese bedingt war. Mar-
kierungsexperimente haben ergeben, daf auch in Zymomonas moblilis
die Fettsdurenbiosynthese von der Vorstufe Acetyl-CoA ausgenht
(Sutter 1991). In Zymomonas mobilis wird Acetyl-CoA durch den
Pyruvat- Dehydrogenase-Komplex gebildet (Bringer-Meyer 1992,
persénliche Mitteilung) und ist indirekt auch Vorstufe Ifir die
Aminosduren der Aspartat- und Glutamatfamilie. Da die Batchfer-
mentation in Minimalmedium zeigte, daf die Aminos8urebiosynthese
bei 90 g/l Ethanol noch erfolgte, ist es unwahrscheinlich, daf
die vollstdndige Inhibierung der Fetts8urenbiosynthese auf einen

Mangel der Vorstufe Acetyl-CoA beruht.

Fiir die ausgepridgte Ethanoltoleranz von Zymomonas mobilis sind
wahrscheinlich die in der Membran vorhandenen Hopanoide mitver-
antwortlich (Bringer et al. 1985, Schmidt et al. 1986). Zymomo-
nas mobilis weist mit 30 mg Hopanoiden pro g Trockengewicht den
héchsten Hopanoidgehalt auf, der bislang in Prokaryonten nachg
wiesen wurde. Der Hopanoidgehalt in Bacillus acidocaldarius war

D

1. 1984). Untersuchungen

oL

maximal nur halb so hoch (FPoralla e
iiber das Vorkommen von Hopanoiden in Prokaryonten ergaben, daf
etwa 50 % der untersuchten Stdmme Hopanoide synthetisierten und

bis = icht einbauten (Rohmer et al.

L1858 2u.

L
3
]
I

O

1984).

Das molare Verhdltnis von Hopanciden zu Phospholipiden in Zymo-
monas mobilis lag bei einem breiten Spektrum von Ethanolkonzen-
trationen, . Wachstumsraten und Temperaturen zwischen 0.7 und
1.05. Das. zeigt, daf Hopancide in Zymomonas mobilis konstitutiv
gebildet werden und mit einem grofen Anteil an der HMembranstruk-
tur-beteiligt sind. Der Beitrag von Hopanoiden an der Ethanolto-
leranz von Zymomonas mobilis wurde bei Zellen mit einem, durch
den ‘Inhibitor Azasqualen bedingten, herabgesetzten Hopanoidge-

-halt gezeigt. Der geringere Hopanoidgehalt fiihrte zu einer Ver-

4
Lo

s1]

stdrkung der Wachstumsinhibierung durch Ethancl (Horbach et

'= 1991);_Viele;Mikroorganismen reagieren auf Anderungen der Tempe-

PR
L

- unter. anderem durch Variation des Hopanoid- oder Sterolgehaltes
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ein optimales Fluiditdtsniveau in der Membran einstellen (Ander-
son et al. 1881, Poralla et al. 1984, Hunter und Rose 1972, Mi-
chaelis und Michaelis 1983). Steigende Ethanolkonzentrationen
induzieren in Zymomonas mobilis jedoch weder im Hopanoidgehalt
und -Zusammensetzung (dieser Arbeit) noch in der Fettsdure~ und
Phospholipidzusammensetzung signifikante Anderungen (Carey und
Ingram 1983). Wegen den hohen Ethanolbildungsraten und -ausbeu-
ten von Zymomonas mobilis ist es wahrscheinlich, dap die konsti-
tutive Lipidzusammensetzung eine Anpassung an Wachstum in Medien

mit Ethanol ist (Carey und Ingram 1983).

Fiir die Hopanoidderivate THBH und Diploptercl sowie das Bacteri-
ohopan-32-monol waren bereits ein festanaloges Verhalten sowie
kondensierende und stabilisierende Eigenschaften beschrieben
worden (Kannenberg et al. 1980, 1985, Nagumo et al. 1891). Die
fluiditdtsmodulierende Wirkung der Hopanoide aus Zymomnas mobi-
lis, im besonderen der Ether- und Glykosidderivate, wurde in Mo-
noschichtuntersuchungen an Gesamtlipiden (= Hopanoiden + Phos-
pholipiden) und Phospholipiden nachgewiesen. Die geringere Kom-

)

pressibilitdt und dichtere laterale Packung der Gesamtlipid

o

zeigten, daf die Hopanoide die globale Fluidit8t der Lipide re-
£ " :
bewirkten. Vergleichbar mit der Wirkung des Cholesterols (Kan-

tes bel steigender Temperatur nur haldb so groB wie die der Mo-
noschicht der Phospholipide. Unter der Voraussetzung, daf die
mittlere molekulare Fl&che der Zymomonas mobilis Hopanoidfrak-
tion nicht kleiner ist als die des THBH, ging aus den Isothermen
der' Mischungen von Gesamtlipiden und Phospholipiden auferdem
eine Kondensierung der Phospholipide durch die Hopanoide hervor.
Analog zu der Wirkung des Cholesterols beruht dieser Effekt
wahrscheinlich auf der Einlagerung der rigiden planaren Finf-
rihgstruktur in die hydrophobe Membranregion (Kannenberg 1983).
Zudem  ist es denkbar, daB die polaren Seitenketten des THBH so-
wie der Ether- und Glykosidderivate an der Wasserstoffbriicken-
bildung iiber die Membranoberfliche teilnehmen und so die Membran
stabilisieren (Hauser et al. 1981, Boggs 1887).

Bei den Monoschichtr

':tionen”in der wédfrigen Phase zeigte sich, daff die Monoschichten
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des Phospholipidgemisches und die des Lipidextraktes etwa glei-
chermafen expandiert wurden. Eine eher geringe Wirksamkeit der
Hopanoide gegen die fluidisierende Wirkung des Ethanols wurde
auch von Rauh (1987) beschrieben. Die Expandierung konnte auf
eine zunehmende elektrostatische BAbstofung der polaren Lipid-
képfe oder auf eine Stdrung der Wasserstoffbriickenbildung zu-
riickzufihren sein (Ingram und Buttke 1984, Hoek und Tarashi
1988). Die laterale Packung der Lipide des Lipidextraktes blieb
jedoch immer insgesamt dichter als die der Phospholipide. Dieser
Unterschied war grdfer als das Ausmaf der Expansionen durch
Ethanol. Eine dichtere laterale Packung der Lipide fihrt gene-
rell zur Reduzierung von Verteilungskoeffizienten und Permeabi-
litdten fiir lipophile und amphiphile Molekiilen (De Young und
Dill 1988). MSglicherweise ist die Ethanoltoleranz der Membran
nicht nur dadurch bedingt, daf expandierenden Effekten entgegen-
gewirkt wird, sondern auch dadurch, daf die Lipidpackung duxrch
Einlagerung von 40 % Hopanoiden dichter und stabilerx ist (Nagumo
1991). Der hohe konstitutive Hopanoidgehalt von Zymomonas mobi-
lis kénnte so fiir einen breiten Bereich von Ethanolkonzentratio-
nen permeabilisierenden Effekten entgegenwirken.

Die spezifische Funktion der Zuckerreste in den Seite
Ether- und Glycosidderivate konnte in dieser Arbeit noch nicht

geklirt werden. Dazu ist eine Aufreinigung dieser Derivate

Monoschicht- und Liposomenversuchen ermittelt und nit denen der

einfachen Hopanoide und Cholesterol verglichen werden kénnen.

Zymomonas mobilis ist flir seine ausgeprégte Ethanoltoleran=z
bekannt. In der vorliegende Arbeit wurde gezeigt, dap sogar bei
100 ‘g/1 Ethanol die Membranstabilitdt, die Aktivit&ten kataboler
'Enzymen, die Lebensfihigkeit, eine hohe Energie Charge und zell-
interne ATP-Konzentration lange Zeit erhalten bleiben. Sie er-
mégliéhten, vom Wachstum entkoppelt, die kontinuierliche Bildung

von 100 g/l Ethanol in zweistufigen Fermentationen.
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. 'daran;, daf die hohen Werte fiir Energie Charge (0.9) und

V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der EinfluB von Ethanol auf den

Stoffwechsel von Zymomonas mobilis untersucht.

1. Kontinuierliche zweistufige Fermentationen zeigten, daf} Zymo-
monas mobilis bei 100 ¢g/l1 Ethanol, vom Wachstum entkoppelt, mit
noch 20 % der maximalen spezifischen Rate Ethancol bildet. Die
volumetrische Ethanolproduktivitdt der zweistufigen Fermentation
war maximal =zwischen pH 5 und 5.5. Durch eine Verteilung der
Glukose {iiber beide Stufen wurde Substratinhibierung in der er-
sten Stufe vermieden und die Nebenproduktbildung um die HElite
reduziert. Die volumetrischen Ethanolproduktivitdt wurde dabel
von 3.6 g/l*h auf 4.5 g/1%h um 25 % erh&ht.

2. Die HMessung der Ethanolbildungsrate als Funktion der Zeit er-
gab, dap bei 100 g/l Ethanol die katabole Aktivitdt in 40 Stun-
den um die H&lfte abnahm. Durch diese Desaktivierung war die
mittlere spezifische Aktivitdt in der zweiten Stufe ca. 30 %
1iedriger als der Anfangswert. Bei 110 g/l und 120 g/

1 i
halbierte sich die Ethanolbildungsrate bereits nach 8 bzw. 4

|

tunden. EBEs konnte berechnet

die maximal erreichbare Ethanolkonzentration in zweistufigen

Fermentationen auf ca. 110 g/l begrenzte. In Einklang damit
1

wurde experimentell die kontinuierliche Bildung von 107 g/l

rerden, dap diese Desaktivierung

[0)]

Ethanol nachgewiesen.

3. “Untersuchungen zum Einfluf von Ethanol auf die Physiologie
von Zymomonas mobilis zeigten, daB bei Ethanclkonzentrationen
iiber 133 g/1 die Fdhigkeit von Zymomonas mobilis zur pH-Homdosta-
sis abnahm. Dazu konnte die Inhibierung der membrangebundenen
HY-ATPase durch Ethanol beitragen. Die spezifische Aktivitét
einiger.katabolen Enzyme in den Zellen der zweiten Stufe war ca.
30 % niedriger als in denen der ersten Stufe. Das erklirte die
Abnahme der spezifischen Ethanolbildungsrate als Funktion der
Inkubationszeit bei 100 g/1 Ethanol. bie Lebendsfdhigkeit blieb
jedoch bei 100 g/l Bthanol minimal 17 Stunden erhalten. Die aus-

. gepréagte Ethanoltoleranz von Zymomonas mobilis zeigte sich zudem

TP-Kon-

W_zentration (4.4 mM) in dexr zweiten Stufe erhalten blieben.
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4. Messungen der zellinternen Glukosekonzentration in Zymomonas
mobilis in kontinuierlicher Kultur als Funktion der Ethanolkon-
zentration ergaben, daf bei abnehmenden spezifischen Ethanolbil=
dungsraten die zellinterne Glukosekonzentration zunahm. Damit
wurde erstmalig gezeigt, dap die Inhibierung der Ethanolbildung
durch Ethanol nicht auf die Inhibierung des Glukosetransportes,

sondern auf die Inhibierung des zellinternen Stoffwechsels zu-

rickzufihren ist.

5. Untersuchungen zum Mechanismus der Wachstumsinhibierung durch
Ethanol ergaben, daf nach schrittweiser ErhShung der Ethanolkon-
zentration von 50 g/l auf 80 bis 100 g/1 die Wachstumsrate nur
langsam gegen Null ging. Die Biomassezunahme war bei diesen
Ethanolkonzentrationen hauptsdchlich auf Proteinbiosynthese zu-
ritckzufilhren. Die Zellteilung sowie die DNA-~ und Fettsduresyn-
these wurden nach der Ethanolzugabe sofort und vollstdndig inhi-
biert. Es konnte gezeigt werden, dap diese Inhibierungen nicht
durch eine erhdhte Permeabilitdt oder durch Energiemangel be-
dingt waren. Somit sind Inhibierungen im Anabolismus die primdre

Ursache fiir die vollstd#ndige Inhibierung des Wachstums durch

hohe Ethanolkonzentrationen.

6. Zymomonas mobilis weist mit 30 mg Hopanoide pro ¢ Trocken-
gewicht einen sehr hohen Hopanoidgehalt auf. Dabel machen die

Ether- und 7 idderivate des Tetrahydroxybakteriohopans
(THBH) 41 bzw. 49 %, THBH 6%, Diplopterocl 3% und Hopen 1% der
Gesamthopanoide aus. Innerhalb weiter Bereiche von Ethanolkon-
zentrationen (5-60 g/l), Wachstumsraten (0.08-0.40 1/h) und Tem-
peraturen (25~37 OC) dnderte sich die Hopanoidzusammensetzung
nur “geringfiigig. Die Hopanoide werden konstitutiv gebildet und

_habenféinen Anteil von 43 % an den Gesamtlipiden in Zymomonas

z ﬁobilis.1InfMDnoschichtuntersuchungen wiesen die Hopanoide aus

- Zymomonas ~mobilis eine fluidit#tsmodulierende Wirkung auf und
bewirkten eine dichtere laterale Packung der Gesamtlipide. Diese
Eigenschaften bedingen die, fiir die Ethanoltoleranz wichtige,

Verringerung der passiven Permeabilitdt und Stabilisierung der

" Membran.
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Vil. Anhang
1. Berechnung der miiitlere spezifische Ethanolbildungsalktivitat der zweiten Stufe

Bei entsprechend hohen Ethanolkonzentrationen nimmt die spezifi-
sche FEthanolbildungsrate von JZymomonas mobilis mit zunehmender
Inkubationszeit ab. Bei zweistufigen Fermentationen stellt die
aus Ethanolbildung und Biomassekonzentration berechnete spezifi-
sche Ethanolbildungsrate aufgrund der Altersverteilung der Zel-
len in der zweiten Stufe einen Mittelwert dar. Zur Berechnung
des Mittelwertes aus den gemessenen spezifischen Ethanolbil-
dungsraten als Funktion der Zeit kann der Fermenterinhalt in n
Altersiraktionen mit Jeweils einem Alter zwischen ©;_; und t;
sowie einer Fraktionsgrdfe F(t;_;, t;) zerlegt werden. Da einer
Altersgruppe die spezifische Ethanolbildungsrate Q(«), mit
t;_p<e<t;, zugeordnet werden kann, betrdgt die mittlere

spezifische Aktivitdt :

e (BtOH,T) =

T s
IREEICRCE

ot

b

-

1

I--l-

Bei kleiner Intervalgréfe kann Gleichung (1) ersetzt werden

tn
; j Q(t) dF(t)
Qe (EtOH,t) = to (2)

tn
de(t)
to

Da die Mischzeit des Reaktors viel kleiner als die Verwellzeit T

ist, kann die Grope einer Altersgruppe F(t;_;, %t;) bzw. 4F(t)
‘aus der Verweilzeitverteilungsfunktion fiir ideal gemischte Reak-
toren berechnet werden (Schiigerl 1591}):

CdF(t) = (-1/T)* exp(-t/t) dt (3)

iR

i




Aufgrund der idealen Mischung ist das minimale Alter gleich
Null. Das maximale Alter geht gegen ®. Qe(EtOH,t) ist daher:

T=0w
j (1/T) * exp(-t/t) * Q(t) dt
Qe (EtOH,t) = £=0 (4)
t=m
J (1/t) * exp(-t/t) dt
=0
oder
— t=m
Qe (EtOH,t) = 1 * J’ exp(-t/t) * Q(t) dt (5)
t=0
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2. Einflui von oberiflachenakiiven Substanzen in der Subphase auf den Anstieg
des Filmdruckes bel Monoschichtuntersuchungen

Die Abb. 23 und 24 zeigten, daff die ErhShung der Ethanolkonzen-
tration in der Subphase zu einem zunehmend spédteren Anstieg des
Filmdrucks fiihrt. Booij und Dijkshoorn (1950) beobachteten die-
sen Effekt ebenfalls beji HMonoschichten von Stearinsdure im
festanalogen Zustand und deuteten ihn als Kondensierung, beru-
hend auf der Dehydratisierung der hydrophilen Lipidkdpfe durch
Ethanol. Demnach wire der Anfang des Druckanstiegs in den Iso-
thermen auf eine Xopfgruppenwechselwirkung gurlickzufidhren. Die
Phospholipidmischung aus Zymomonas mobilis ist aber, bedingt
durch den hohen Gehalt an cis-Vaccensidure, fliissiganalog. Die
Wechselwirkung zwischen den Lipiden wird in diesem Fall deshalb
iiberwiegend durch die FettsHdurereste und nicht durch die Kopi-
gruppe bestimmt (v. Deenen et al. 1562). Auferdem zeigen die
Isothermen in Abb. 23 und 24 bei zunehmender Ethanolkonzentra-
tion im ansteigenden Teil eine hohere Kompressibilitdt sowie
eine geringe Expansion der Monoschicht, die beide gegen eine

Kondensierung der Monoschicht durch Ethanol sprechen.

Eine m&gliche Erklirung fir den zunehmend spédteren Anstieg des
Filmdrucks bezieht die oberflidchenaktiven Eigenschaften des
Ethanols mit ein: Ethanol setzt die Oberfléchenspannung einer
wifrigen L&sung herab. Aus der Gibbs-~Gleichung ({Hiemenz 1977)
folgt daher, daB es in der Phasengrenzschicht einen Ethanoliiber-
schuff relativ zur Subphase gibt. Beziliglich des Verteilungsver-
haltens lipididslicher Substanzen zwischen wéssrigen Medien und
Lipiddoppelschichten wurde bereits gezeigt, daf eine zunehmende
Packungsdichte der Lipide zur Verdrdngung von lipidlSslichen Mo-
lekiilen aus der Lipidinterphaseschicht und damit zu einer Herab-
setzung des Verteilungskoeffizienten fithrt (De Young und Dill
1988). Die wdhrend der Komprimierung von Lipid-Monoschichten zu-
nehmende Strukturierung der Lipide konnte analog dazu zur Ver-
drdngung von freien Ethanolmolekiilen aus der Grenzschicht fih-

™an
A Tis e

'~ Unter Anwendung dieser Hypothese kann die Anderung der Isother-
~'men bei zunehmender Ethanolkonzentration folgendermafen erklért

“ werden:

i




Die Abnahme der Oberfl&chenspannung bzw. Zunahme des Filmdruckes
durch Konzentrierung und Komprimierung der Lipide wird am Anfang
der Isotherme durch eine Verdrdngung von freien Ethanolmolekiilen
aus der Phasengrenze kompensiert, so daf die Oberfldchenspannung
und der Filmdruck konstant bleiben. Ab einer gewissen mittleren
molekularen Lipidfldche bewirkte die weitere Komprimierung der
Lipide eine gr&fere Abnahme der Oberflichenspannung als durch
Verdrangung von freien Ethanolmolekiilen aus der Grenzschicht
kompensiert werden konnte, was =zum Anstieq des Filmdruckes
fiihrt. Bei =zunehmendem Ethanolgehalt ist der {Uberschuf an
Ethanol in der Grenzschicht gréfer;, so daf der Filmdruck bei
fortschreitender Komprimierung der Lipide linger durch die Ver-
dr&ngung von Ethanolmolekiilen konstant bleibt. Mit Butanol statt
Ethanol in der Subphase ist dieser Effekt besonders ausgeprigt.
Butanol ist stdrker oberfldchenaktiv als Ethanol und reichert
sich deshalb bei gleicher EKonzentration in der Subphase stirker

in der Phasengrenzschicht an, so dap die Kompensation bis kursz
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Abb. 26: Isothermen des Lipidextraktes bei 20 oC und 0% oder 5 %

(v/v) butanol in der Subphase.
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vor den Kollaps der Monoschicht anhdlt (Abb. 26).

Die Anwesenheit von oberfldchenaktiven Substanzen in der Sub-
phase fihrt also dazu, daf Lipidwechselwirkungen in der Phasen-
grenze bis zu einem bestimmten Filmdruck von der Verteilung der
oberflédchenaktiven Substanz zwischen Bulk und Phasengrenze iber-

lagert werden.
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