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t . Einleitung

Seit den 70-er Jahren findet die fermentative Herstellung von

Ethanol als Energieträger und industrieller Rohstoff großes In-

teresse (Lynd ett

	

,a1 . 1991, Piepenbrock und Perl 1988) . die

mikrobielle Ethanolerzeugung möglichst wirtschaftlich durchfüh-

ren zu können, konzentrieren sich Forschung und Entwicklung auf

Steigerung der Ausbeute, Produktkonzentration und volumetrische

Produktivität (Herrero 1983, Piepenbrock und Perl 1988, Lynd et

al . 1991) . Traditionell erfolgte die mikrobielle Ethanolproduk-

tion mit Hilfe von Hefen wie Saccharomyces- Torula- oder Kluy-
verorayces--Arten (Castillo 1982, Phaff 1984) . In den letzten Jah-

ren gewann die Fermentation mit dem Bakterium Zymomonas mobilis

jedoch zunehmende Aufmerksamkeit (Rogers et al . 1982, Baratti

und Bu'lock 1986, Godia et al . 1987, Sahara 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 Pflanzensäften beteiligt ist (Swings und

de Ley 1977) . Es ist obligat anaerob, jedoch aerotolerant und

kann nur auf Glukose, Fruktose oder Saccharose wachsen . Diese

Zucker werden über den Entner-Doudoroff-Weg zu Pyruvat und wei-

ter zu Ethanol und C0 2 abgebaut (Gibbs und DeMoss 1951, 1954,

Swings und de Ley 1977) . Der Entner-Doudoroff-Weg kommt haupt-

sächlichin strikt aeroben Mikroorganismen vor und liefert nur 1

mol ATPpro mol umgesetzte Monosaccharide (Gottschalk 1986).

Im Vergleich zur Hefe Saccharomyces cerevisiae weist dieses Bak-

terium für die Ethanolproduktion folgende Vorteile auf (Rogers

et al . 1982 Sahm und Bringer-Meyer 1987, Beavan et al . 1989)6

W DieEthanolausbeute ist um 5 % höher, da Z . mobiläs weniger

Glukose in Zellmaterial einbaut und weniger Nebenprodukte

bildet (Amin et al . 1983).

- Die spezifische Ethanolbildungsrate ist mindestens 2 - 4

mal höher .

- in 7F % ..f` ./ .:\ Glukose ist etwa dop~JCbt-el t3l i~ ...i ° Wachstumsrate{4 L_,l 'O l1`Y/ V J t71ul~.V `~ GLWSo

hoch.
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Zymomonas mabilis 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 können deshalb

hohe Glukosekonzentrationen {10 - 25 % (w/v)) effizient und

schnell über den Entner-Doudoroff-Weg zu Ethanol umgesetzt wer-

den . Die Wachstumsrate nimmt dabei jedoch mit steigender Gluko-

sekonzentration ab und die lag-Phase verlängert sich bis über 10

Stunden (Rogers et al . 1982, Struch et al . 1991) . Die Reduzie-

rung der Wachstumsrate durch hohe Glukosekonzentrationen wird

durch hohe Ethanolkonzentrationen noch verstärkt (Carey und In-

gram 1983).

Die ausgeprägte Ethanoltoleranz ermöglicht in Batchfermentation

die Bildung von bis zu 127 g/l Ethanol (Rogers et al . 1982) . Die

Akkumulation von Ethanol während der Fermentation führt jedoch

zu einer Abnahme der Wachstumsrate, der spezifischen Ethanolbil-

dungsrate und folglich der volu met ri sehen Ethanolproduktivit-t

(Rogers et al . 1982, Schmid 1985) . Die Mechanismen hierfür sind

noch ungeklärt . Dabe ; wird das Wachstum starker als die Ethanol-

bildung gehemmt (Lee und Rogers 1983, Jöbses et al . 1986) . Die

maximale Wachstumsrate von Zymomonas mobi l is ATCC 10988 als

wurde von und RoelsFunktion der Ethanolkonzentration ~tifinde on u vs~~ca ~.

(1986) in kontinuierlicher, turbidostatischer Kultur ermittelt.

Zwischen 2 und 50 g/l Ethanol nahm die Wachstumsrate linear um

die Hälfte ab und ab 72 g/l Ethanol war kein exponentielles

Wachstum mehr möglich (Jöbses und Roels 1986) . Fiir Zymomonas mo-

bilis ATCC 29191 und 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 (Jöbses et al . 1985, Weuster

1991).

Um-das AusmaP der Tl" ."'~„Lt "'h i b-,i
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s+ati,	 wurden iTP_'i'°-

fahren. entwickelt, bei denen das gebildete Ethanol während der

tillation (Weuster 1991) bzw . Extraktion des Ethanols fiber Per-
1er 11G1tativli iiite-c... 1a Vakuumdestillat ion (Lee et al . 1981), Des-



vaporationsmembranen (Calibo et al . 1989) oder mit Lösungsmit-

teln (Bruce et al . 1991) aus der Kultur abgetrennt wird . Eine

technisch relativ einfache und deswegen interessante Alternative

zur Produktabtrennung ist die Kaskadierung der Fermentation in

Stufen mit unterschiedlichen Kulturbedingen (Ghose und Tyagi

1979, Moser 1985, Ryu et al . 1982, Lee et al . 1983, Maiorella

1985) . In den ersten Stufen der Kaskade herrschen unter Sub-

stratsättigung und bei geringer Ethanolkonzentration maximale

Wachstums- und Ethanolbildungsraten . In den letzten Stufen wer-

den, trotz zunehmender Produktinhibierung, Substratumsätze > 99

% erreicht . Zwei in Serie geschaltete Rührkessel stellen die

einfachste Ausführung einer Kaskade dar . Da das Effluent der er-

sten Stufe außer Ethanol kontinuierlich neue Biomasse in die

zweite Stufe einträgt, können vergleichsweise hohe Ethanolkon-

zentrationen erreicht werden . Für Zymomonas mobilis liegen Expe-

rimente zur kontinuierlichen Bildung von 100 g/l Ethanol in La-

bor- (Charley et al . 1983) und Pilotmaßstab vor (Lawford et al.

1984) . Die Volumenverhältnisse der zwei Stufen wurden von Posten

(1987) mathematisch optimiert . Dabei wurde jedoch der Einfluß

der Kulturbedingungen in den einzelnen Stufen mit hohen Glukose-

oder Ethanolkonzentrationen auf die Physiologie und Fermentati-

onskinetik von Zymomonas mobilis nicht berii c-ks i chti gt . 'Ober die

maximal erreichbare Ethanolkonzentration in der zweistufigen An-

iagC liVgeli ebenfQil~ ä1VVit ke_LIte Lia teil VLJL.

Als Ursachen der vollständigen Wachstumsinhibierung durch Etha-

nol werden in der Literatur Energiemangel ; Inhibierung der ana-

bolen Vorgänge oder Kofaktorverlust durch Permeabilisierung dis-

kutiert . Die Hypothese des Energiemangels wurde bis jetzt bevor-

zugt, da der Stoffwechsel von Zymomones mobilis wegen der gerin-

gen ATP Ausbeute auch bei sehr geringen Ethanolkonzentrationen

als energielimitiert 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,

Jöbses et al . 1985, Posten 1987, Weuster 1991) . Gleichzeitig
.. .nahmnahm der Maynte ance,iill-E'sd~bC V C .LrdJibr3646.1
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brauch für Maintenance so hoch ist, daß für Wachstum kein ATP

mehr zur Verfügung steht.

Im Gegensatz zum Katabolismus sind Transportsysteme, anabole

Stoffwechselwege sowie deren Inhibierung durch Ethanol in Zymo-

monas mobilis bislang wenig untersucht worden . Lediglich eine

irreversibele Desaktivierung der PEP-Carboxylaseaktivität nach

in vitro Inkubation in 10 % (w/v) Ethanol ist bekannt (Bringer

und Sahm 1989) . Für 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 für 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-

hängigen Verlust von Mg 2+-Ionen und Adenosinnucleotiden aus der

Zelle, während gleichzeitig die Ethanolbildungsrate abnahm . Die-

ser Kofaktor- und Metabolitverlust wurde ebenfalls die Wachs-

tumsinhibierung durch steigende Ethanolkonzentrationen erklären.

Viele der beobachteten Effekte und Inhibierungen kan e?? durch

die Wirkung des Ethanols auf die Zellmembran erklärt werden (In-

gram und Buttke 1984, Michaelis und Michaelis 1983, Hoek und Ta-

raschi 1988) . Das amphiphile Ethanolmolekül kann sich in der

Membran einlagern (Kreishmann et al . 1985) und beeinflußt den

physikochemischen Zustand in den hydrophoben und hydrophilen Re-

gionen auf mehrfache Weise . In dem hydrophoben Membrankern führt

Ethanol zu einer Reduzierung des Ordnungsgrades (Fluidisierung),

einer Abnahme der van der Waals-Wechselwirkungen und einer Zu-

nahme der Polarität (Chin und Goldstein 1977, Michaelis und Mi-

chaelis 1983, Ingram und Buttke 1984, Hitzeman et al . 1986).

Zwischen den hydrophilen Kopfgruppen nimmt bei steigenden Etha-

nolkonzentrationen die Coulombsche Wechselwirkung zu, was einer-

seits zu Deionisierung und andererseits zu zunehmender Abstoßung

zwischen den polaren Lipidköpfen führt (Ingram und Buttke 1984).

Außerdem wurden ab 50 - 60 g/l Ethanol der Übe rgang zur "inter-

digitated Gelphase" beobachtet, was eine Verkürzung der hydro-

p loan\hoben Region bedeutet (Rowe 1983, Rauh 1987, vlki et a'1 . i ./-O,, ) .



Die Aktivitäten membrangebundener und membranassozilerter Enzyme

werden von diesen Effekten in einigen Fällen stimuliert (Rabin

et al . 1986, Rosa und Sä-Correia 1992), jedoch zumeist inhibiert

(Michaelis und Michaelis 1983) . Zudem nimmt die passive Permea-

biii tät der Membran mit steigender Ethanolkonzentration durch

die Expansion und Fluidisierung zu, so daß für den Stoffwechsel

relevante Moleküle 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 1990).

Viele Mikroorganismen ändern bei steigender Ethanolkonzentration

in der Kultur die Lipidzusammensetzung der Membran,

	

um diesen

physikochemischen Effekten entgegenzuwirken (Ingram 1977, 1986) .

In der Regel wird hierbei die mittlere Kettenlänge der inkorpo-

rierten Fettsäuren erhöht, so daß die hydrophobe Region der Mem-

bran verlängert wird . Oft nimmt der Anteil an monoungesättigten

Fettsäuren gleichzeitig zu . In S . ce.revisiae und E . coil zum

Beispiel kann der Anteil an mono-ungesättigten 18 :1 Fettsäuren

in der Phospholipidfraktion auf Kosten der Palmitinsäure (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-

l er'ante T.actobaci 7 1 us heter•oh i och i i inkorporiert bei steigender

Ethanolkonzentration vermehrt die langkettigen C--20, C--30 und
na. ..~ //'++

	

s,-,f-~,	 "4 y 4. 1 Vp rVia 1 L .L G L. L . .1. Q i8 L C /44 .~5. : .~8 ..

	

t n'7/

	

m	 ~

	

rr_.~___	, n-sn
~ U411 .1.41G8

	

.67 1 `2,

	

1QFlll~awa und V3EECGCd i a 1 V).

Weiterhin kommen Sterolen Bedeutung Der der Stabilisierung der

Hefezellmembran in Anwesenheit von Ethanol zu (Hayashida und

Ohta .1978,Mishra und Kaur 1991).

Für 2yinamonas mobilis wurde bei steigender Ethanolkonzentration

keine Änderung der Fettsäurezusammensetzung beobachtet (Carey
und Ingram 1983) . Die Phospholipidfraktion in Zymomonas mobilis

enthält jedoch konstitutiv zu 70 % cis-Vaccensäurereste (18 :1)

(Carey .. : und Ingram 1983, Tornabene et al . 1982, Barrow et al.

1983, Bringer et al . 1985), 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),

die wahrscheinlich

	

n
. IFIV

Y4 a .,~	 ~.ü~. ausgeprägtendl il.11Q d1Ether oV!tL.o!Craiaz von G_J.f.-

1is beitragen (Bringer et al . 1985, Schmidt et al . 1986).
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Abb . 1 Die Hopanoide in Zymomonas mobilis.

1 x~~.,a~,.~ ,r 2 Di~i n*~tero . ..~, ° 3 BactQr'iohc~pani~etrols 4 Bacte-
y. .~ . . g,

	

.

riohopantetrol-Ether ; 5 Glucosaminyl-Bacteriohopantetrol

Die Hopanoide bilden eine Gruppe penuacyciischer T iterpenoide,
die unter den Prokaryoten weit verbreitet ist (Rohmer et al.

1984) . Allen Hopanoiden ist eine rigide, planare und apolare

Fünfringstruktur gemein . Viele Derivate haben eine polare Sei-

tenkette und können als amphiphile Moleküle in der Phospholipid-

membran integriert werden . In Zymomonas •mobilis wurden bisher

sechs verschiedene Derivate nachgewiesen . Die einfachsten Deri-

vate, Hopen und Diplopterol, wurden nur in kleinen Mengen detek-

tiert (Barrowet al . 1983). Die C35-Hopanoide, Bakteriohopante-

trol, Glucosaminylbacteriohopantetrol und Bakteriohopantetrol-

ether, bilden die Hauptfraktion der Hopanoide in Zymomonas mobi-

lis (Abb . 1, Bringer et al . 1985, Tahara
_ A - _ ~ _

	

_3 ~ ~

	

Mengen i~ .-.1987) . ~-su~e : u~i{t wurden geringe

	

des
et al . 1986, Flesch

~1 • ~.1C~1YV519'14T1l1YTlYl'.~/'~~G-
w7 .~ ai V v o uiur. a .a1v .+..n~ 	

riohopantetrols . gefunden. . ;(Flesch und Rohmer 1989) .



Strukturell weisen die Hopanoide große Ähnlichkeit mit den Ste-

roiden auf, und es wurde postuliert, daß ihnen in Prokaryonten

eine entsprechende Funktion wie den Steroiden in Eukaryonten zu-

kommt (Rohmer et al . 1979, Paralla 1982) . Aus Monoschichtversu-

chen sowie Kalorimetrie-, ESR-, NKR- und Fluoreszenzdepolarisa-

tions-Studien an Vesikeln ist bekannt, daß Cholesterol eine

fluiditätsmodulierende Wirkung auf Phospholipidmembranen ausübt:

flüssiganaloge Lipide werden kondensiert, festanaloge Lipide

fluidisiert und Phasenübergänge geschwächt oder ganz gelöscht

(Demel und De Kruyff 1976, Albrecht et al . 1981, Kannenberg

1983) . Bei Kondensation werden die Lipide in der Membran dichter

gepackt, so daß Verteilungskoeffizienten und PeLmeabilität für

hydrophile und hydrophobe Substanzen reduziert und die Stabili-

tät der Membran erhöht wird (Demel und De Kruyff 1976, Korten et

al . 1980, Bisseret et al . 1983, Antunes-Madeira und Madeira

1983, De Young und Dill 1988).

Hinweise für eine ähnliche Wirkung der Hopanoide in der Bakteri-

enmembran kommen aus Versuchen mit den Derivaten Tetrahydroxy-

bacteriohopan (THEM) und Diplopterol . THBH kann te Tempera t'.'ar'in-

tervalle von Phasenübergängen verbreitern und Monoschichten
fiiissicranalnrrer Phngrrhnli'rit . kondensieren (Kannenberg et al

1980, 1985) . In Vesikeln wurde eine membranstabilisierende Wir-
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a .+cvaJal.!!LCL. ~nisseset et a~ . _130J) . Zudem redü-

zierte Diplopter-ol die Pei!neabilität und erhöhte die Stabilität

von Liposomen (Benz et al . 1983, Kannenberg et a l . 1985).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluß der Kulturbe-

dingungen auf die Feriuentationskinetik von Zymcraonas mobilis in

zweistufigen kontinuierlichen Fermentationen zu untersuchen und

die produktivitäts- und wachstumslimitierenden Einflüsse von

Ethanol auf den Stoffwechsel von Zyrnornonas mobilis kinetisch und

physiologisch zu charakterisieren.

Weil den Hopanoiden Bedeutung für die Ethanoltoleranz von Zymo-

monas mobilis zugeschrieben wird, wurde auch der Einfluß von

Kulturbedingungen auf den Gehalt und die Zusammensetzung der Ho-
.-.
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H . Material und Methoden

1 . Chemikalien

In der vorliegenden Arbeit wurden analysenreine Chemikalien der

Firma Merck AG, Darmstadt verwendet . Enzyme, Cofaktoren und

phosphorylierte Substrate waren von Boehringer GmbH, Mannheim.

Produkte anderer Hersteller sind nachfolgend aufgeführt.

SilAonöl (d = 1 .050)
[U-C]-Maltose
~U~- 14C]-Taurin

N l,~OBis-(trimethylsilyl-)
trifluoracetamid

(BSTFA)/Trimethylsilylchlorid 99/1
Fettsäuremethylestermischung
Bacto-Agar
Hefxtrakt
[7- C]-Benzoat
D-Glukosemonohydrat
Traubenzucker (D-Glukosemonohydrat)
Percoll
Baysilonöl PH 300 (d = 1 .03)
Berber inchlor id
1-Amino-2-naphthol-4-sulfonsäure (ANSA)
Rinderserumalbumin

I_

	

, .,

	

7r,,.
lP[C

	

U QLVi esl/r - 4 itV

	

I

	

Sa' itr i" ]il~
Dodecylsulfat, Natriumsalz
Glycylglycin
MES
;~~°~,Ci
Pantothenat
Maltose
Triethanolamin
5-Methylresorcinol (Orcinol)
n-Triacontan
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylglycerin
Phosphatidylserin
Cardiolipin
CCCP
DCCD
Luciferin/Luciferase

2. Organismen

In der vorliegenden Arbeit wurde 2ymomonas mobilis , ssr.. mobilis

ATCC 29191 (ZM 5) verwendet . Zum Vergleich wurden einige Versu-

che mit Zymomonas mobilis ssp . mobilis ATCC 31821 (ZM 4) durch-

geführt .

Aldrich-Chemie, Steinheim
Amersham Buchler GmbH & Co . KG,

Braunschweig

Chromatographie-Service, Eschweiler

NEN Division, Dreieich
Fluka AG, Buchs (CH)
NIO Nährmittel GmbH, Heilbronn
Pharmacia, Uppsala (Sw)
Roth GmbH & Co ., Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit (USA)

Serva Feinbiochimica, Heidelberg



3 . N6hrmed6en

Die Kultivierung von Zymomonas mob.zlis erfolgte in Vollmedium,

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

gende Zusammensetzung :

Vollmedium (Bringer et al . 1984)

Hefeextrakt 5

KH2 PO4 1

(NH4 ) 2 SO4 1

MgSO4 x 7 H2O 0 .5

Glukose, variierend 10-200

Aqua dest . ad 1000

Bei einer Glukosekonzentration von mehr als 50 g/l wurde die

Glukose getrennt autoklaviert und steril zugegeben . Das Medium

zur Herstellung von Agarplatten enthielt 20 g/l Glukose als C-

Quelle und zusätzlich 2 % (w/v) Bacto-Agar . Bei Batchfermenta-
tionen ohne r~H-:?er`elung ö:Turde das Vollmedium mit 0 .1 M MBS/KORr

	

y

(pH = 6 .0) gepuffert . Zur Kontrolle der anaeroben Bedingungen

wurde pro 1 Medium 1 ml einer 0 .1 % (w/[:) i?esav'.lrinl ösung zuge-

setzt (Ljungdahl und Wiegel 1986) . Das Medium wurde vor dem Au--

tvklavlereaa durch Begasung mit Argon anaerobisiert.

Um die Fähigkeit zur Aminosäurenbiosynthese bei Ethanolkonzen-

trationen > 80 g/l zu untersuchen, wurde zur Kultivierung Mini-

malmedium mit folgender Zusammensetzung verwendet

Minimalmedium (Fein et al . 1983, modifiziert)

KH 2PO 4	3 .5

( NH4 ) 25O 4	2

	

g

MgSO4 x 7 r2 0

	

1

	

g

Trinatriumcitrat x H 20 0 .2

	

g

FeSO4 x 7 H20

	

0 .01g

L'i

acTan ~.

	

-

	

_ .

	

.

	

~

	

. ~ 17n .5-~'~--~~ 	 ~ ~~

	

~

Glukose

	

20

Vitaminlösung

	

JI. n

Aquadest .

	

ad 1000

	

ml

	

pH .= 6 .0
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Die Vitaminlösung mit je 0 .1 mg/ml Ca-Pantothenat und Biotin in

Aqua lest . wurde über einen Einwegfilter (0 .2 gm, Schleicher und

Schüll) steril filtriert und erst nach dem Autoklavieren dem

Nährmedium zugegeben.

KuitUrbedingUngen

Für Stammhaltung, Vorkulturen und Batchfermentationen wurden 25

ml Bellco-Röhrchen (Bellco-Glass Inc ., New Jersey, USA), 100 ml

Flaschen, 200 ml-Zweihalskolben bzw . 2 1-Zweihalskolben (Glas-

bläserei, KFA Jülich) verwendet . Alle Gefä¢e wurden mit Butyl-

gummi-Stopfen und Aluminiumbördelkappen verschlossen . Kulturen,

die mehr als 20 g/l Glukose enthielten, wurden zur Entgasung des

gebildeten CO2 mit sterilen Einwegfiltern (0 .2 gm, Schleicher

und Schüll, Dassel) versehen.

41 . Stammhaltung und Vorkuituren

Zur Stammhaltung wurde Zy?nomonas mobiiis in Bellco-Röhrchen in

10 ml Voll- bzw . Minimalmedium mit 20 g/ l Gl'.a]mose bei Ra»rntev_r1Y~e-s

ratur kultiviert und alle zwei Tage überimpft.

Vorkulturen wurden in 200 ml-Zweihalskolben mit 150 ml Nährme-

dium bzw . 2 1-Zweihalskolben mit 1 1 Nährmedium und 20 oder 50

g/1. Glukose gezogen . Die Vorkulturen wurden mit 10 % (d/v) in-

okulum der Starrunkultur 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 Inokulum ver-

wendet.

4,2. Kontinuierliche Fermentationen

Kontinuierliche Fermentationen wurden

Biostat E (Fa . Braun, Melsungen) mit

peraturregulation durchgeführt .

im Laborfermenter des Typs

automatischer pH- und Tem®

( pHTemperatur (PtlOO), pH-Wert

. EinstabmeAkette, Ingold AG, Frankfurt),

.elektrode, : Ingold AG, Frankfurt), Druck

inlea- ;p,
~ s su a.iaa-

(piezoresistiver .Über-

.ii
4,_~_

	

._.~ ..a.~ : ^ i~CöVäS$JV e.,icna ~.b~~

,ruC:l~[i.
, ui~neiit FElei

,~ und

	

~und `~~~~~__-~'.iLlilJliilU~
e

~m""'~'1tuL~•"'
..-"Caaicj~'""4"3~vssuc•~~,

in si t u ;sterilisierbaren Sonden erfaßt .

Y2 M!°_ . TlnM,i,m l c.n1rliaY1
ydU' . LVV.i	

Die C02 -Bildungsrate



wurde über die Volumenbestimmung des Abgases mit einem Gaszähler

(1 1, nasse Bauart, Ritter Bochum) erfaßt . Das Kulturvolumen

wurde über eine Waage TSM 2520 (Toledo, Köln) geregelt . Die Kul-

turflüssigkeit wurde über eine Thermofalle (80 °C) in eine Auf-

fangflasche gepumpt . Die Durchflußrate wurde durch den kontinu-

ierlichen Zulauf frischen Mediums über eine geregelte Dosier-

strecke YPPO1 (Sartorius, Göttingen) eingestellt . Wenn nicht an-

ders im Text vermerkt, wurden folgende Bedingungen verwendet:

Fermentergefäß 3 .5 1

Arbeitsvolumen 2 .0 1

Temperatur 30 °C

pH 5 .0

pH Titrationsmittel 3 M NaOH

Rührerdrehzahl 300 Upm

Zur online Meßwerterfassung und Prozeßregelung 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 . Für Meßwerterfassung, Auswertung und Pro-

zeßregelung wurde die Software •MEAS (Steinke 1987) benutzt . Die

Meßsignale für Pumprate der Dosierstrecke, Kulturvolumen,

Trübung, Temperatur, pH-Wert, Redoxpotential, Druck und Lauge-

verbrauch wurden über eine Siemens SMP-Interface (16 Analogein-

griiage, A Ailaiv̂gausgdälge, 2 V24-Schnittstellen) ideIEl Rechner ilber-
mittelt . Der Sollwert für die Zulaufpumpe wurde von dem in MEAS

eingebundenen Programm Sartorius (Steinke 1987) über den Sartoe

net-Wandler (Sartorius, Göttingen) der Dosierstrecke übermit-

telt . Bei turbidostatischen Fermentationen wurde die Trübung

über den Sollwert für die Zulaufpumpe geregelt.

Für die Durchführung der zweistuficlen Fermentationen wurde der

Ablauf eines Fermenters im kontinuierlichen Betrieb in einen

zweiten, vergleichbar ausgerüsteten Biostat E Laborfermenter (5

1 öder 10 1 Gefäß) gepumpt . über eine Schlauchpumpe erfolgte die

Zudosierung einer 50 %-igen (w/v) Glukoselösung . Der Ablauf der
.Tr n 1-0- .~raFl ii cr.i r.l~ .-.i fr

S erfolgte...^' .-.1 ...~ .~

	

..9_.~ .. .L den Boden ~_passiv L1L.11~Gd3 l.e~i! ~U[.~~d1 des Gefäßes,

um das Ansammlen flokkulierter Zellen zu vermeiden . Das Kultur-

volumen wurde über einenc,t ;LG 11 externenGA 4CiliC11 T Tberi ai2f mit Druckausgleich¢♦.si u~ ua.iG~

	

Oberlauf

eingestellt und konstant gehalten.
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5. Bestimmung des Bakterienwachstums

Das Wachstum der Bakterien wurde über die optische Dichte bei

550 nm bestimmt . Um die Linearität zwischen Extinktion und Zell-

konzentration zu gewährleisten, wurden die Proben so verdünnt,

daß die Extinktionen einen Wert von 0 .25 nicht überstiegen . In

kontinuierlichen Fermentationen wurde die Bakteriendichte mit

einer Trübungssonde im Fermenter (BTG-Bochum) gemessen . Das

Trübungssignal korrelierte gut, jedoch nicht linear mit OD und

Trockengewicht und wurde als Meßgröße für die Regelung der tur-

bidostatischen Fermentationen benutzt.

Die Bakterienmasse wurde über eine Trockengewichtsbestimmuncl er-

mittelt . Hierzu wurden 10 ml Bakteriensuspension in vorgetrock-

neten und vorgewogenen Zentrifugengläsern geerntet (10 min, 4

°C, 5500 x g) und 2-fach mit kaltem Aqua bidest . gewaschen . Die

Zentrifugengläser mit Sediment wurden getrocknet (24 Stunden bei

105 °C, 1 Stunde im Exsikkator) und gewogen . Die Korrelation

zwischen Trockengewicht und OD war abhängig von den Wachstumsbe-

dingungen . Bei steigenden Glukose- und Ethanolkonzentratione n

nahm das Trockengewicht pro OD-Einheit von 0 .25 g/l*OD auf 0 .20

g/i*OD ab.

In einigen Versuchen wurde das Bakterienwachstum anhand der

Zr,11Wahl bestimmt . Hierzu wurde die Bakteriensuspension auf 1 -
LJG 1 1 4 4A" .L

2 .5 * lo' Zellen/ml verdünnt und in einer Zählkammer (Thoma,

Schichtdicke 0 .05 mm, Raster 0 .0025 mm2 ) gezahlt.

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 . Anschließend wurde im gleichem

Medium eine Verdünnungsreihe hergestellt und jeweils 2-fach ca.

20, 250 und 2500 Zellen pro Platte ausplattiert . Die Platten

wurden zwei Tage bei 30 °C mit H 2 /CO2 Entwickler (Oxoid Gas-Ge-

nerating-Kit) anaerob in einem Anaerobentopf (Oxoid anaerobic)

inkubiert . Aus der Lebendzellzahl und der parallel bestimmten

Ges.amtzellzahl wurde, die Lebensfähigkeit berechnet .



6 . Substrat® und Produktbestimmungen im Kulturfiltrat

6.1 . Gftlkosebestirnmung

Die Glukosekonzentration im Kulturmedium wurde mit einem Gluko-

seanalysator (Glukoseanalysator II, Beckman München) ermittelt.

Die Messung wurde nach Vorschrift der Hersteller durchgeführt.

Zur Bestimmung von Glukosekonzentrationen < 1 .5 g/l wurde ein

enzymatischer Test von Boehringer Mannheim verwendet, da damit

eine höhere 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 NAD 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 . Bestimmung von Glycerin, Dihydroxyaceton und Laktat

Die Gund Dihydroxyacetonbe t :s.• 'Paiu düiay" erfolgte

	

•sca'Glycerin-

	

Y

	

X

	

.~

	

to~ enzymatischaa

nach den Methoden von Eggstein und Kuhlmann (1974) bzw . Wieland

und Witt~ (1974) mimit~ einer_ . .

	

~

	

.

	

a . .'~ Testkombination

	

Glycerin ,acr ••+.i t7' .a. ..s

	

L
~.LrlLi~

Boehringer Mannheim . Die D- und L-Laktatbestimmung erfolgte

ebenfalls enzymatisch mit einer Testkombination der Firma Boeh-

ringer Mannheim nach einer Methode von Noll (1974).

6.3. G Ihro atograp isc e Bestimmung von Ethanol, Acetat und Acetoin

Ethanol, Acetat und Acetoin wurden mit einem Gaschromatographen

der Firma Hewlett Packard Typ 5790 A ausgerüstet mit Flammenio-

nisationsdetektor (FID), automatischem Probengeber 7671 A und

Integrator 3390 A quantitativ bestimmt . Die Proben wurden vor

Analyse verdünnt, so daj3 die Konzentrationen unter 0 .8 g/l la-

gen, 1 :1 mit internem Standard (1 .6 g/l Methanol oder 0 .99 g/l

Propionsäure in 0 .2 N HCl) gemischt und unter folgenden ..Bedin-

gungen analysiert(Finn et al . 1984, modifiziert) :



Analysebedinqungen für die Ethanolbestimmunq

Porapack QS, 80 - 100 mesh, 2 m x 2 mm

I .D . (Werner Günther Analysentechnik,

Düsseldorf)

Säulentemperatur

	

140 °C isotherm

Injektortemperatur 250 °C

Detektortemperatur 250 °C

Trägergas

	

N2 (30 ml/min .)

Probevolumen

	

1

Retentionszeiten

	

0 .97 min Methanol (interner Standard)

2 .36 min Ethanol

Trennbedinqungen für die Acetat- und Acetoinbestimmun q

Säule

	

Porapack QS, 80 - 100 mesh, 2 m x 2 mm

I .D . (Werner Günther Analysentechnik,

Düsseldorf)

Säulentemperatur

	

Temperaturprogramm 140-170 °C

Temperaturgradient 10 °C/min, nach 2 .5 min

Injektortemperatur 250 °C

250 OCnDetektortemperatur 25~

Trägergas

	

N 2 (30 ml/min .)

Probevolumen

	

1 41

Retentions7eiten

	

7 .15 min Acetat

12 .57 min Propionsäure (int . Standard)

15 .30 min Acetoin

Zur Eichung wurden Lösungen mit 0 .79 g/l Ethanol oder 0 .136 g/l

Natriumacetatx 3 H2 O und 0 .88 g/l Acetoin verwendet.

7. ErMittlung der-CC32-BiEdUngSrate

Die C0 2-Bildungsraten von Zymornonas molailis bei unterschiedli-

chen Ethanolkonzentrationen wurden mit Hilfe einer Warburg-Appa-

ratur{B. Braun, Melsungen) ermittelt . Die Schüttelfrequenz be-

trug

	

wurde auf ~n ore
trug 120/min, die Amplitude 4 cm. Das Wasserbad wurde u30

+ 0 .1 °C temperiert . Die Messungen wurden im gepufferten, anae-

roben Vollmedium pH 6 .0 durchgeführt . Bei geringen Ethanolkon-

zentrationenwurde eine Zeltdichte von ca . 0 .12 mg Trockenge-

Säule



wicht/ml eingesetzt . Bei Ethanolkonzentrationen von 50 bis 130

g/l wurden Zeltdichten von 0 .14 bis 0 .20 mg Trockengewicht/ml

eingesetzt . Falls Ethanol während der Messung zugegeben werden

sollte, wurden spezielle Reaktionsgefäße mit einem Septum ver-

wendet . Die Reaktionsgefäße wurden vor und beim Einfüllen der

Zellsuspension mit Argon begast.

Für die Ermittlung der CO 2 -Bildungsrate einer fermentierenden

Zymomonas mobilis-Kultur wurden 3 ml Zellsuspension direkt von

der Hauptkultur in das Warburgreaktionsgefäß überführt . Nach

Temperaturequilibrierung (10 min) wurde die Messung gestartet.

Fiir die Bestimmung der CO 2 --Bildungsraten von Zymomonas mobilis

in Medium ohne Ethanol wurden Zeltproben zuerst in Medium ohne

Glukose gewaschen, verdünnt und, zur Adaption an das frische Me-

dium, eine halbe Stunde bei 4 °C inkubiert . Anschließend wurden

2 .8 ml der Suspension zum Warburgreaktionsgefäß überführt, wo,

nach Temperaturequilibrierung, die Fermentation durch Zugabe von

0 .2 ml 20 % (w/v) Glukoseläsung gestartet wurde.

8. Bestimmung von Enzymakiivitäten

Die Enzymaktivitäten wurden in permeabilisierten Zellen, Rohex-

LlaAteli VdCL diG}iwrifraktionen bestimmt . Membranfrakt ionen wur-

den für die Charakterisierung der membrangebundenen ATPase Ak-

tivität in Zymomonas mobilis verwendet . Bei der Bestimmung von

sp ezifischen Enzymaktivitäten wurden bevorzugt permeabilisierte

Zellen eingesetzt, da es sich gezeigt hat, daß bei Ultraschall-

oder X-Press-aufschlug die Enzymaktivität abnehmen kann . Bei der

Glukokinase von Zymomonas mobilis war dieser Effekt besonders

ausgeprägt . Die PEP-Carboxylase-Aktivität konnte nicht in mit

Chloroform permeabilisierten Zellen gemessen werden und wurde

daher nach dem Aufschluß mittels einer X-Press im Rohextrakt er-

mittelt . Es zeigte sich, daß die Aktivitäten aller in dieser Ar-

beit bestimmten Enzyme bei - 25 oC voll erhalten blieben.

~.1 . Herstellung von Permeabiilsierten Zellen, Rohextraid und Nlembranfraktionen

Die 'parmaa h i i i~__... Gi P~^ttntx	 ~.___.	 L von Ztrmnmonas mobilis-Zellen erfolgte nach

Osman et al . {1987) . Hierzu wurden 1-2 ml Zellen einer Kultur

abzentrifugiert (2 min, 12500 x g), zweimal im entsprechenden

eiskalten Testpuffer gewaschen und in 200 µl Testpuffer aufge-

nommen. Zur Permeabilisierung der Zellen wurde 50 41 Chloroform

IL Material und Methoden
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zugegeben und der Ansatz 20 s auf dem Laborschüttler (Vortex)

gemischt . Anschließend wurden sofort 900 µl eiskalter Testpuffer

zugesetzt, die wässrige Phase abpipetiert und ein entsprechendes

Aliquot in den Enzymtest eingesetzt.

Rohextrakte wurden durch Aufschluß 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 vorgekühlten 5 ml X-Presse (Bachofen)

eingefüllt, übernacht eingefroren (a-25 °C) und anschließend zum

Aufschluß 'driemal mit einem Druck bis 2000 kg/cm 2 mit einer

hydraulischen Presse durch eine kleine Öffnung gepresst . Der

kleiner Anteil noch intakte Zellen wurde durch Zentrifugation

(15 min, 4 °C, 6000 x g) abgetrennt.

Membranfraktionen von Zymornonas mo.ilis 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 KC1 pH 7 .5)

gewaschen und in 5 ml Puffer aufgenommen. Der Zellaufschluß er-

folgte mit einem Ultraschall-Desintegrator (Sonifier B15, Bran-

son Sonic Power CO .,USA) mit stufenförmiger Mikrospitze bei 50 %

der maximaler Leistung {60 Watt) . Die Beschallzeit in Pulsbe-

trieb unter Kühlung der Zellen im Eiswasserbad betrug 5 x 30 s

mit Kühlpausen von jeweils 30 s . Nicht aufgeschlossene Zellen

wurden durch Zentrifugation {15 min, 4 °C, 6000 x g) abgetrennt.

Die Nembranfraktion wurde danach durch Ultrazentrifugation des

Rohextraktes (60 min, 4 °C, 145000 x g) sedimentiert, einmal mit

Puffer gewaschen und anschließend in Puffer zu einer Proteinkon-

zentration von 2 mg/ml aufgenommen . Die Membranfraktion wurden

entweder sofort für die Aktivitätsbestimmung verwendet oder ein-

gefroren (-25 °C), wobei sich die ermittelten Aktivitäten nicht

voneinander unterschieden.

8.2 . BeStiMMUrig der Prota€nisonzentration

Die " Proteinkonzentrationen derr wTG,Y3}~Y'ar,~rak~-. i nYiAn j_ der Rohextrak-

und

L1

	

LiVl.G122AVi1G4}1a+iu~+svls` ...1+	rrv ..•++~ .+++~~~ ++vJ+~++~+~

	

---

Zellsuspensionen wurden nach Markwell et al . (1978) be-

Stimrr3fi , Hierzu wurden 200 p.l Probe mit einer Proteinkonzentra-

tion zwischen 10 und 100 µg/ml mit je 600 p.l Markwell-Reagenz

gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert . Anschließend



wurden 90 gl Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagenz (1 :1 verdünnt mit

Aqua 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 - 100 mg/ml) ermittelt . Das Markwellrea-

genz wurde kurz vor Gebrauch durch Mischen von je 100 Teilen der

Lösung A mit einem Teil der Lösung B hergestellt.

Lösung A :

	

2% (w/v)

	

Na 2 C0 3

0 .4% (w/v)

	

NaOH

0 .16 % (w/v) Na-Tartrat

I % (w/v)

	

SDS

Lösung B :

	

2 .6 % (w/v) CuSO 4

8.3. Enzymmessungen

Alle nachfolgenden Enzymmessungen wurden bei 30 °C mit einem

Zweistrahl-Spektralphotometer mit temperierbarem Küvettenblock

durchgeführt (Shimadzu UV 160 A).

Glukokinase (E .C .	 2 .7 .1 .2)

Die Bestimmung der Enzymaktivität 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

und die Bildung von NADH bei 340 nm gemessen.

Testansatz Konzentration im Test

MES/KOH-Puffer 50 mM ; pH 6 .5

MgCl 2 10 mM

KH 2PO4 20 mM

ATP 10 mM

NAD 1 .2 mM

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 5 .5 U/ml

permeabilisierte Zellen 8-16 mU/ml

Nach Temperaturequilibrierung wurde der Leerwert

ermittelt und der Test gestartet durch

Zugabe . von Glukose

	

100 mM

17



Glukose-6-Phosphatdehydroqenase (E .C .	 1 .1 .1 .49)

Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte entsprechend der Me-

thode von Algar und Scopes (1985) . Die Bildung von NADH bei der

Oxidation von Glukose-6-Phosphat zu Gluconat-6-phosphat wurde

bei 340 nm gemessen.

Testansatz	 Konzentration im Test

MES/KOH-Puffer

	

50 mM ; pH 6 .5

MgC1 2	10 mM

KH2PO4	20 mM

NAD

	

1

	

mM

permeabilisierte Zellen

	

8 . 16 mU/ml

Nach Temperaturequilibrierung wurde der Leerwert

gemessen und der Test gestartet durch Zugabe von

Glukose-6-Phosphat

	

1

	

mM

3-Phosphoalyceratkinase (E .C .	 2 .7 .2 .3)

Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte entsprechend der Me-

thode von Pawluk et al . (1986) in einem gekoppelten optischen

Test . Gemessen wurde die .Phosphoryiierüng von 3-Phosphoglycerat

zu 1,2-Bi-phosphoglycerat, wobei das Biphosphoglycerat mit NADH

von Glycerinaldehyd-Phosphatdehydrogenase ''' cerinal deh4Pd-3-~~yy

	

1L. lS

phosphat und NAD umgesetzt wurde . Die Abnahme von NADH wurde bei

340 nm verfolgt.

Testansatz Konzentration im Test

MES/KOH-Puffer 50 mM ; pH 6 .5

MgC1 2 10 mM

KH2 PO4 20 mM

ß-.Mercaptoethanol 10 mM

ATP 1 mM

NADH 0 .2 mM

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



Pyruvatdecarboxylase (E .C .	 4 .1 .1 .1)

Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte entsprechend der Me-

thode von Ullrich (1970) 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 /KOH-Puffer 50 mM; pH 6 .5

MgC1 2 10 mM

KR2P04 20 mM

Thiaminpyrophosphat 1 .5 LULL

Na-Pyruvat 17 mM

NADH 0 .18 mM

Alkoholdehydrogenase 88 U/ml

Nach Temperaturequilibrierung

gestartet durch Zugabe von

permeabilisierten Zellen

wurde der Test

8-16 mil/ml

P~~	L Ci 	 L

	

l	 s~i~ioeiio .i,~?5yr=üväi.°C	 (E .C .	~y.i.ase	 4 .1 .1 .38)

Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte nach Bringer und Sahm
7 nnn , in einem gekoppelten optischena- ischb . en Test . Gemessen

	

die
t l~o~

	

mes~. . Gmees.,sesen wurde

Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat zu Oxalacetat . Oxalacetat

wurde von der Malatdehydrogenase zu Malat umgesetzt und die Ab-

nahme von NADH bei 340 nm gemessen . Ferner wurde die Laktatdehy-

drogenase dem Test zugegeben, um das durch spontane Decarboxy-

lierung von Oxalacetat entstehende Pyruvat mit zu erfassen.

Testansatz Konzentration im Test

Tris/H 2 SO4 -Puffer 100 mM ; pH 8

KHCO3 20 mM

MgSO4 10 mM

NADH 0 .2 mM

Malatdehydrogenase 12 U/ml

Laktatdehydrogenase 5 .5 U/ml

Rohextrakt 8-16 mU/mi

Mach Temperaturequilibrierung wurde der Leerwert

gemessen und der Test gestartet durch Zugabe von

Pnospnoenolpyruvat
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ATPase
Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte in einem diskontinu-

ierlichem Test, entsprechend der Methode von Cartwright et al.

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

Testansatz 	Konzentration imTest

100

	

mM ; pH 7 .5

50

	

mM

4

	

mM

4

	

mM

0-150 g/l

HEPES/KOH-Puffer

KCl

ATP
MgCl 2

Ethanol

permeabilisierte Zellen oder

Membranfraktion

	

3-10 mU/ml

Nach Temperaturequilibrierung wurde der Test

gestartet durch Zugabe von

ATP

	

4

	

mM

Nach Inkubationszeiten von 0, 5, 10, 15 oder 20 min

wurde die Reaktion gestoppt durch Zugabe von

Stopreagenz

	

2

	

ml/ml Ansatz

Ascorbinsäure, 10 % (wirr), frisch

	

20

	

µl/ml Ansatz

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

Aqua bidest gemessen.

Die Zusammensetzung des Stopreagenz lautet:

H 2SO4 (konz .)

	

2

	

% (v/v)

Ammoniummolybdat 0 .5 % («/v)

SDS

	

0 .5 % (w/v)

Die Konzentration des freigesetzten Phosphats wurde anhand einer

mit 0 - 0 .5 mM KH 2 PO 4 erstellten Eichgerade ermittelt.

Die Enzymaktivitäten wurden in Units angegeben . Ein Unit (U)

entspricht der Enzymaktivität, welche die Umwandlung von einem

µcool Substrat pro Minute unter den angegebenen Bedingungen kata-

lysiert . Die spezifische Aktivität wird in U/mg Protein angege-

ben . Zur Berechnung der Enzymaktivität wurde für NADH eine Ex-

tinktionskoeffizient von 6,3 ml/(µmot * cm) zugrundegelegt .



9. Bestimmung der ze1linfernen G1uicosekonzenfration

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 Silikonölschicht in 20 %-ige (w/v) Perchlorsäure, in der

alle zellulären Prozesse sofort inaktiviert werden (Klingenberg

und Pfaff, 1967) . In einem Parallelansatz wurde das Cytoplasma-

volumen sowie den Anteil an Überstand, der mit durch die

Ölschicht hindurch gerissen wurde, ermittelt.

9.1 . Sitikonö1zentrifugafion

In 400 .1 Mikroteströhrchen (Beckman) wurden 30 11 20 % (w/v)-

ige Perchlorsäure und 65l Si likonöl pipettiert und die beiden

Phasen durch kurze Zentrifugation {10 s, Mikrofuge E, Beckman)

voneinander getrennt, so daß sich die Ölschicht über der Per-

chlorsäure befand . Bei zellexternen Glukosekonzentrationen bis

80 g/l wurde Silikonöl mit einer Dichte von 1 .03 g/ml benutzt.

Bei höheren Glukosekonzentrationen mußte wegen der höheren

Dichte-des Kulturmediums eine 1 :1 Mischung von Silikonölen mit

der Dichte 1 .03 und mit der Dichte von 1 .05 g/ml verwendet wer-

den . In 16 dieser Röhrchen wurden bei der Probenahme je 100 oder

200 p 1 Kultur gegebe" • SVy,{.V200 ~~ gegeben . 4 wurden die Zellen durch Zentrifu-

gation (1 min, 12500 x g, Beckman-Mikrofuge) durch die Ölschicht

hindurch in der Perchlorsäurephase sedimentiert . Im Uberstand

wurde die extrazelluläre Glukosekonzentration bestimmt . Zur Auf-

arbeitung des Sediments wurde die Perchlorsäurephase mit einem

Skalpell von dem Rest der Reaktionsgefäße abgetrennt, die Spitze

des Röhrchens umgekehrt in ein 750 ial Eppendorf Reaktionsgefäß

überführt und 2 min . zentrifugiert (12500 x g) . Das Sediment

wurde resuspendiert und die Zellen anschließend durch 5-minütige

Beschallung im Ultraschallbad (Branson 2200) homogenisiert . Zur

Neutralisierung wurden die Proben mit 24 µ1 eiskalter 5 M KOH/l

M Triethanolamin Lösung versetzt und 30 min bei 4 °C inkubiert.

Kaliumnerch 1 örat _ Ze 1 1 fi-rlmmer und 01 wurden durch Zentrifigation

(4°C , 2min, 12500 x g) vom Uberstand getrennnt . Die Überstände

von jeweils fiinf parallelen Rohrrchen wurden vereinigt, 1nn ein

ausreichendes Probenvolumen für die Glukosebestimmungzu erhal-

ten.
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9.2 . Bestimmung cieS CytepEaSmavotumenS

Bei der Volumenbestimmung schließt man aus der Verteilung per-

meabler, 3H-markierter Substanzen und nicht permeabler, 14C-mar-

kierter Substanzen in den Zellen und im Überstand, auf das Cyto-

plasmavolumen der Zellen (Rottenberg 1979) . Während 3 H2 0 sofort

in die Zellen diffundiert, können [14C]-Taurin oder [ 14 C]-Mal-

tose die Cytoplasmamembran von Zyrnomonas mob. .~ . s nicht passie-

ren . Somit ist bei der Silikonölzentrifugation die Menge an 3H 2 0

im Pellet ein Maß für den intra- plus extrazellulären Wasserraum

und die Menge an [ 14 C]-Taurin oder [ 14 C]-Maltose ein Maß für den

Anteil an Überstand, der mit durch die Ölschicht hindurch geris-

sen wurde . Aus der Differenz dieser beiden Werte läßt sich das

Cytoplasmavolumen der Zellen berechnen . In der Regel wurde

[ 14 C]-Taurin als impermeable Substanz eingesetzt . Bei Ethanol-

konzentrationen über 80 g/l nahm der Menge an Taurin im Sediment

mit der Inkubationszeit im Testansatz zu, was auf unspezifische

Adsorption hinweist . Deshalb wurde bei hohen Ethanolkonzentra-

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

500 µl Kultursuspension wurden zu einer Mischung aus 5 p .1 [ 14 C]-

Taurin (0 .5 gCi), 10 41 12 C-Taurin (10 mM) und 5 gl 3 H 20 (1 - 2

jCi) gegeben, der ganze Ansatz gut durchmischt und 3 min bei 30

°C imFi Wasserbad inkubiert . AnschließendAnschlie ßen d wurden 5 mal 100 p.1 Kul-

tursuspension-cursuspen5ioii dem Testansatz entnommen, c41 i 1..", ., 'r; 1 YrIZ'1 w-r. P9 ,emY1 n 4'''t/ ...V11 .l,.JLV11v1iv}}s~aivaa t/a-

pettiert und zentrifugiert (1 min, 12500 x g) . Für die Ermitt-

lung .. der jeweiligen spezifischen Radioaktivitäten des Wassers

und des Taurins wurden 20 p.1 Aliquots der Überstände mit 200 µl

Aqua bidest . und 4 ml Szintillationsflüssigkeit (Instagel Can-

berra-Packard) gemischt und in einem Flüssig-Szintilationszähler

(Backbeta 1214, LKB) gezählt . Zur Bestimmung der im Sediment be-

findlichen.Radioaktivität wurden die Perchlorsäureschichten wie-

derum mit einem Skalpell vom dem Rest des Reaktionsgefäßes abge-

trennt, in 1 .5 ml Eppendorfgefäße überführt, mit 750 p1 H 20 re-

suspendiert und durch Beschallung bei Raumtemperatur im Ultra-

schallbad { 1 0 min) homogenisiert . Nach anschließender Zentrifu-

.vai-i .,n I A A m4 n	1 .)nn x g) wurden 650 .-~ 13 ~ .

	

..

	

mll~.LlL~1VS1~Z

	

sa .~1 • .wi~.cvaa

	

y++ derC1~PY ~+-~~+~+~____~T~'1PY ' .r~' ~e"iYl(jP mitTi31 ..i~G 4Y

Szintillationsflüssigkeit gemischt und im Szintillati onszahler
,	
gezählt_

Die Berechnung der intra- und extrazellularen Volumina erfolgte

folgendermaßen :



3 H20-Raum = dpm 3H 2 OSed * (VSed/ZSsed) * ( ZVÜb/dpm 3H2 Oi7b)
( }.i l /Probenvo lumen )

14 C-Taurin--Raum = extrazellulares Volumen
- dpm "[C] Sed * (VSed /ZVSed)

	

( ZVÜb/dpm14[C ]Üb)
(gl/Probenvolumen)

Internes Volumen = 3 H 2 0-Raum - 14C_Taurin-Raum

(gl/Probenvolumen)

dpm

	

Radiaktive Zerfälle pro Minute

VSed

	

: Volumen des aufgearbeiteten Sediments (750 + 30 gl)

ZSsed

	

Zählvolumen des Sediments (650 µl)
ZVÜb

	

: Zählvolumen des Überstandes (20 il)

Bezogen auf das eingesetzte Trockengewicht betrug das Cytoplas-
mavolumen ca . 2 gl/mg und der Taurinraum im Pellet ca . 3 gl/mg.

10. Bestimmung des dw>~~iE :°:te~'nm~:~ pH-Wertes~

	

.:

Der zellinterne pH kann aus der Verteilung einer schwachen Säure
A fiber die Membran folgendermaßen berechnet werden (Rottenberg
1979):

1

	

z1ü

	

_ v .LF

	

,- . ..r rA-

	

I A "	1 1~ pH- `

	

out

	

'-sk-"Jtee in"I nut i~

Wenn der zellexterne pH > pKAc + 1 kann der Anteil der neutralen
Säure, A, vernachlässigt und der zellinterne pH nach Formel 1

aus der Gesamtverteilung der Säure über die Membran berechnet
werden . Bei niedrigeren zellexternen pH-Werten muß für den An-
teil der neutralen Säure korrigiert werden und wird der zellin-
ternen pH folgendermaßen berechnet (Rottenberg 1979):

2) pHin	Log[(A-4-Ain/A-i-Aout) * (lOpKa A- IOpHout) - 10pKa ].

Zur Bestimmung des zellinternen pH-Wertes in kontinuierlichen
Fermentationen wurde Benzoat (pKa ö 4 .2) als schwache Säure ein-
gesetzt . _~~. . ..~ ~~1 ~̀. ...~~ 1~~ suspension aus deri " Fermentation 4I'2 .. mg,,,/Y~	 ~-	 r	 «	 d	

(2

._ .~.
Trockengewicht/ml) wurden 2 min bei 30 oC mit 0 .3 gCi [U-14C]-
Benzoat inkubiert . 3 mal je 100 gl Probe wurden aus den Ansatz
entnommen, in Silikonölröhrchen pipettiert und zentrifugiert
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(1 min, 12500 x g) . Zur Kontrolle auf unspezifische Benzoatbin-

dung wurden in einen Parallelansatz CCCP-entkoppelte Zellen (3

min, 1004M CCCP, Ruhrmann und Krämer 1992) eingesetzt . Die Über-

stände und Sedimente wurden für die Bestimmung der zellinternen

und zellexternen Radioaktivität auf vergleichbare Weise wie bei

der Cytoplasmabestimmung aufgearbeitet und gezählt . Auj3erdem

wurde eine Bestimmung des zellinternen und zellexternen Volumens

im Sediment durchgeführt . Die extrazelluläre Benzoatmenge pro µl

konnte aus die Zählung der 14 C-Radioaktivität des Überstandes

berechnet werden . Die intrazelluläre Benzoatmenge wurde aus der

gezählten 14 C-Radioaktivität im Sediment und das Cytoplasmavolu-

men berechnet . Dabei mußte der Anteil der aus dem Überstand bei

der Zentrifugation ins Pellet mitgerissenen extrazellulären 14C-

Benzoatmenge mit Hilfe der Taurinraumbestimmung ermittelt und

dem Radioaktivität des Pellets abgezogen werden . Aus den so er-

haltenen zellinternen und zellexternen Benzoatmengen wurde mit-

tels der oben angegeben Formel 2 ( PHaut = 5 ; pKa Benzoat = 4 .2)

der zellinterne pH-Wert berechnet.

Bestimmung der intrazellularen Adeninnucieiaticäe

Die Bestimmung der Adeninnucleotide erfolgte mit dem Lucife-^

rin/Luciferase Testsystem (Schimz et al . 1981, Spielman et al.

1981), wobei folgenden Reaktionen abliefen:

1) ATP-Bestimmung

ATP -~- Luciferi.n + 02
	 Luciferase	 Oxyluciferin + AMP + PPi

+ CO2 + Licht

Das Integral der Lichtemission über die Zeit ist in den ersten

Sekunden .linaer abhängig von der ATP-Konzentration bis 10 -9 M.

2) ADP-Bestimmung

Das ADP wurde vor der Analyse enzymatisch in ATP überführt:

ADP + PPP	 Pyruvatkinase > ATP + Pyruvat

3) AMP-Bestimmung

Das AMP wurde zunächst enzymatisch in ADP und dann in ATPumge-

setzt :
	Myokina se > 2 ADP



Extraktion und Probenvorbereitunq (nach Schimz et al . 1981)

Um einen schnellen Aufschluß der Zellen zu gewährleisten, wurden

3 ml eiskalte 35 %-ige (v/v) Perchlorsäure in einer vorgewogenen

10 ml Plastikspritze vorgegeben und dazu ca . 3 m1 Kultur über

ein Septum direkt aus den Fermenter aufgezogen . Zur Ermittlung

des genauen Perchlorsäurevolumens bzw . Probenvolumens wurde je-

weils die Gewichtsdifferenz bestimmt . Die Probe wurde nach 5 min

im Eisbad abzentrifigiert (10 min, 4 °C, 5000 x g) und mit 9 ml

eiskalter 2 M KHC0 3 -Lösung neutralisiert . Nach 5 min im Eisbad

wurde das Präzipitat durch Zentrifugation (10 min, 4 °C, 5000 x

g) abgetrennt und der Überstand 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 Reaktionsansätze (RA) für die Nucleotidbestinimunq waren wie

folgt :

ATP ATP+IS * ADP ADP+IS AMP AMP+IS

RA enthält in µlä

Extrakt 500 500 500 500 500 500

Puffer 500 490 490 480 480 470

~ ~_.PEP-Reagenz ~ 100 100 ?00 1
Inn
00 I00 Inn

T e. ~	 s	 +

	

L+ ~	 -1 w e .. .-~ ~ r ['~ 1tiai,clticL

	

~a~ .aii~ca,i.u.~~.~) V
i n
1V

n
V

,A
.!_V

n
V

~i n
1V

Pyruvatkinase 0 0 10 10 10 10

Myokinase 0 0 0 0 10 10

Inkubation bei

Raumtemperatur (min) 0 0 15 15 45 45

IS = interner Standard

50 mNlf pH = 7 .4Puffer :

	

Tris/H2SO4

MgSO4 3 .5 mM

K2SO4 2 .5 mM

EDTA 0 .6 mM

PEP-Reagenz :

	

40 mg e-Phosphoenol.pyruvat in 6 ml einer

MgSO4	0 .5 M

KC1

	

1 .8 M Lösung
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Pyruvatkinase

	

2000 U/ml

Myokinase

	

1800 U/ml.

Beide Enzyme wurden durch Zentrifugation aus

der (NH4 ) 2 SO4 -Lösung präzipitiert und in Puf-

fer aufgenommen.

Interner Standard ATP, ADP und AMP (frisch) Konzentrationen im

Bereich der Probenkonzentration ; Üblicher

weise jeweils 0 .1 und 0 .05 mM.

Luciferin/Luciferase 50 mg lyophilisiertes Rohextrakt (FLE50)

wurden in 5 ml Aqua dest . aufgenommen und die

unlöslichen Bestandteilen durch Zentrifuga-

tion (10 min, 4 °C, 5000 x g) abgetrennt.

Die ATP-Bestimmunq für 100 del des Reaktionsansatzes wurde durch

Zugabe von 250 µl der Luciferin/Luciferase-Lösung und 2 ml des

Puffers (s .o .) gestartet . Die Lichtemission wurde mit einem Bio-

lumineszenzmeßgerät ,(Bioluminescence Analyzer XP2000, Skan AG,

Basel) während der ersten 20 s nach Start gemessen, integriert

und in "counts" angegeben . Die Berechnung der Nukleotidkonzen-

trationen erfolgte anhand der internen Standards, wobei berück-

sichtigt wurde, daß in den Ansätzen zur Bestimmung von ADP bzw.

AMP die Summe aller 2 bzw . 3 Nucleotide bestimmt wurde

iuuvs^^^
l AXP/ml Kultur - Sr ., * Vf * T .~lmm~l AXP /ml RA) / (Xis - Xllrarar I aua a~ui 4us.

	

Xo

	

. ~

	

IS(nmol , .. ..__ . ---- ---i '

	

a --

	

r

Xo = counts ATP bzw . counts(ADP-ATP) bzw .(AMP-ADP)

Vf = Verdünnungsfaktor aus Extraktion und Reaktionsansatz

IS = Konzentration der internen Standards im Reaktionsansatz

Xis- counts AXP¢IS

Xl = Counts AXP

12, Charakterisierung des Bakterien Wachstums

12.1 . Bestimmung der Zeiigröi3enverteiiung

Die " °^l l'v*"'^~°nTP°'"~°' l,tiv~raLV 	e	 i .iu+. . .'
r c.rähr~nr] Batchfermentation wurde mit ei-

nem	

+« . .'~ . . . .~ `. .~ .~ ...__-~	
nem-Elzone 280 TC Zellzähler (Orificediameter 24 gm, Meßstrecke

50 .4

	

Particle Datan Chicago) ermittelt . Die Eichung wurde

mit Latex standard Partikel (d = 1 und 2 gm) durchgef ührt . Die



Proben wurden vor der Messung zu 2 * 10 6 Zellen/ml in gepuffer-

tes Vollmedium ohne Hefextrakt, Glukose oder Ethanol verdünnt.

Dieses Medium wurde auch als Elektrolyt verwendet.

12.2. Bestimmung der spezifische Dichte.

Um das Wachstum von Zymomonas mobilis in Batchfermentationen bei

Ethanolkonzentrationen > 80 g/l zu charakterisieren, wurde die

spezifische Dichte der Zellen während der Fermentation ermit-

telt . Dazu wurden Dichtezentrifugationen in einem Perkolldichte-

gradienten (Pharmacia) durchgeführt (Kubitschek et al . 1983,

Cheng 1983, Woldringh et al . 1981) . Das Zentrifugationsmedium

war anaerobes Vollmedium pH 6 .0 ohne Glukose, aufgenommen in 71

% (v/v) Perkoll . Zu entsprechenden Zeiten während der Batchfer-

mentationen wurden 500 µ1 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 während der Zen-

trifugation . Zur Eichung des Gradienten wurde in einem Paral-

lelansatz das Zentrifugationsmedium mit 500 ;!l einer Markerbead-

Suspension (Pharmacia, d e 1 .019 - 1 .139 g/ml) vermischt . Die

Dichtezentrifugationen erfolgten sowohl in Zentrifugationsmediun

ohne als auch mit Ethanol . Es zeigte sich jedoch, daß die anhand

der Eichung ermittelte Dichte hierdurch nicht beeinflußt wurde.

12 .3 . Bestimmung der makromolekularen Zusammensetzung und des

Phospha`gehalts von Zymomonas mobil&

Die quantitative Bestimmung von Protein, RNA, DNA, des gesamten

Kohlenhydrates, Fettsäuren sowie die Ermittlung des Trockenge-

wichtes und des organisch gebundenen Phosphatgehalts in Batch-

fermentationen mit Zymomonas mobi.Iis erfolgte mit lyophilisier-

ter Biomasse . Dazu wurden zu entsprechenden Zeiten während der

Batchfermentation 200 ml Kultur entnommen, auf Eis gekühlt und

durch Zentrifugation (10 min, 4 °C, 6000 x g) geerntet . Das Se-

diment wurde zweimal mit eiskalter MgC1 2 -Lösung (1mM) gewaschen,

resuspendiert, eingefroren und lyophilisiert . Das Lyophilisat

wurde für die Trockengewichtsbestimmung ausgewogen und . :. bis zur

quantitativen Bestimmung der Makromol .ekule bei -25 cC aufbe--

wahrt ..
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Der Protein•ehalt wurde bestimmt wie beschrieben in § 8 .2 und

der Fettsäuregehalt wie beschrieben in § 13 .5 . Für die quantita-

tive Bestimmung von RNA und DNA wurden die Nukleinsäuren mit

Säure extrahiert (Herbert et al . 1971), danach erfolgte die Be-

stimmung von RNA nach der Orcinolmethode (Herbert et al . 1971)

und die von DNA nach der Diphenylaminmethode (Burton 1956) . Aus

ca . 20 mg lyophilisierter Zellen wurden zunächst die säurelösli-

chen Monomeren mit eiskalter HC10 4 -Lösung (0 .25 M ; 5 ml, 30 min)

extrahiert . Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 4

°C, 5000 x g) aus dem Extrakt sedimentiert und die Nukleinsäuren

wurden aus dem Sediment mit HCL0 4 -Lösung (0 .5 M, 4 ml ; 15 min)

bei 70 °C extrahiert . Diese 70 °C-Extrakte wurden vereinigt und

bis zur Analyse bei - 25 °C aufbewahrt.

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

wandlung der in RNA enthaltenen, puringebundenen Ribose zu Fur-

fural durch die Behandlung mit Säure (Herbert et al . 1971).

Hierzu wurde 0 .5 ml Extrakt mit 1 .5 ml Orcinolreagenz versetzt

und 20 min gekocht . Nach Abkühlung im Wasserbad wurde der Ansatz

mit 5 .5 ml Butanol fixiert und die Extinktion bei 672 nm gegen

ein Reagenzleerwert mit 0 .5 M HC104 gemessen . Die RNA-Konzentra-

tion der Proben wurde aus einer Eichgerade mit 0 - 0 .6 mg/ml RNA

aus Hefe ermittelt . Das Orcinolreagenz wurde vor Gebrauch frisch

angesetzt:

Orcinolreagenz

	

4 Teile FeC1 3	3 .3 mM

HCl

	

7 .2 M

I Teil

	

Orcinollösung 1 % (w/v)

Für die Bestimmunq 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 gg/ml Kalbsthy-

mus DNA ermittelt . Das Diphenylaminreagenz (1 .5 g Diphenylamin 4-

1 .5 ml konz . H 2S04 in 100 ml Eisessig) wurde vor Gebrauch mit

mg n~:~~ `~eh__ .a pro 20 ~ i
iu .e~ Reagenz versetzt.a .au~sEqu
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Bestiinmuny der Gesamtkohlenhydrate erfolgt e im Anthrontest

(Herbert et al . 1971) . Hierbei werden Kohlenhydrate durch Be-

handlung mit heißer Säure hydrolysiert und zu Furfuraiderivaten



umgewandelt, die mit Anthron eine grüne Färbung bilden . Hierzu

wurde 1 ml einer Zellsuspension (1mg/ml) im Eisbad mit 5 ml eis-

kaltem Anthronreagenz versetzt, 10 min gekocht, im Eisbad ge-

kühlt und die Extinktion bei 625 nm gegen ein Reagenzleerwert

mit Aqua bidest . gemessen . Der Kohlenhydratgehalt der Probe

wurde aus einer Eichgerade mit 0 .01 - 0 .1 mg/ml Glukose ermit-

telt.

Zur Bestimmung des Gesamtphosphorciehales wurde die Biomasse

vollständig mit Säure oxidiert und das freigesetzte Phosphat

photometrisch bestimmt (Herbert et al . 1971, Bartlett 1959).

Hierzu wurden 5 mg lyophilisierten Zellen mit 1 ml 70 % HC1O 4

versetzt, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, 16 Stunden

bei 56 °C, nochmals mit einem ml HC1O 4 versetzt und dann bei 150

oC im Heizblock verascht bis die Lösung völlig klar war . Die

klare Lösung wurde auf 10 ml aufgefüllt und der Phophatgehalt

wie in § 13 .4 beschrieben bestimmt.

13 . Analyse der U1p1 e

13.1 . Lipide ra ien

Die Lipidextraktion der Zellen wurde nach der von Schulenberg-

Schell et al . (1989) modifizierten Methode von Bligh und Dyer

(1959) durchgef ülirt . 'Zweihundert mg ä.yopi ilisierte 'Zellen wurden

mit zweimal 47 ml Methanol/Chloroform/Wasser (2 :1 :0 .8) unter

Rühren bei Raumtemperatur extrahiert und die Rückstände an-

schließend durch Zentrifugation (10 min, 5000 g} abgetrennt.

Durch Zugabe von 25 ml Chloroform und 25 ml Aqua bidest . und an-

schließender Zentrifugation (10 min, 5000 g) wurde eine Phasen-

trennung erhalten . Die Unterphase wurde abgetrennt und in einem

Rundbodenkolben am Rotationsverdampfer (Büchi} bei 30 0C ein-

geengt . Der Lipidextrakt wurde in ein vorgewogenes Röhrchen

überführt, am Rotationsverdampfer eingetrocknet und ausgewogen.

Danach wurde der Lipidextrakt in Chloroform/Methanol (2 :1} re-

suspendiert (2 mg/mi) und sofort für die weiteren Analysen Dar-

tioniert . Die Lipidextraktion wurde für jede Zeltprobe in zwei

Parallelansätzen durchgeführt.

II . Material und Methoden
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1 3,2 . Bestimmung der Hepaneide THBH, THBH-Ether und THBH-Glykosid mittels

HPLC

Zur 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 Essigsäureanhydrid und wasserfreiem

Pyridin (1 :1) versetzt und 12 - 15 Stunden bei 33 oC inkubiert.

Das Reagenz wurde anschließend 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.

Analysebedinqungen für THBH, THBH-Ether und THBH-Glykosid

(Schulenberg-Schell et al . 1989)

Säule

	

7-;gym C18 reversed-phase FIRMA

(250 x 4 mm I .D .)

Säulentemperatur Raumtemperatur

Fluent

	

Mischung von Laufmittel A und B ; 2 ml /minr

Laufmittel A

	

Methanol/aqua dent . {95 :5)

Laufmittel B

	

Methanol/Acetonitril (80 :20)

Gradient

	

0 - 5 min 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 g l

Die Mengen in mg an THBH, THBH-Ether und THBH-Glykosid in den

Proben .. wurden aus Teilung der Peakflächen durch folgende Eich-

faktoren .(Schulenberg-Schell et al . 1989) erhalten:

THBH

	

. 466

	

Fläche/mg

THBH-Ether

	

1841

THBH-Glykosid

	

1459



Die Derivatisierung und HPLC-Analysen wurden für jeden Lipidex-

trakt in zwei Parallelansätzen durchgeführt . Die Doppelbestim-

mungen eines Derivatisierungsansatzes wichen in der Regel nicht

mehr als I -- 2 % voneinander ab.

13.3 . Bestimmung der Hopanoide Hopen und Dipiopteroi mit GC

Hopen und Diplopterol wurden mit Hilfe eines Gaschromatographen

bestimmt . Hm eine Zersetzung von Diplopterol zu Hopen bei der

Analyse zu verhindern, wurde vor Trennung eine Silylierung der

tertiären OH-Gruppe des Diplopterols durchgeführt (Schulenberg

et al . 1989) . Als Silylierungsreagenz wurde N,O-Bis-(trimethyl-

silyl)-trifluoracetamid (BSTFA) und als Katalysator Trimethylsi--

lylchlorid (TMSC1) und getrocknetes Pyridin verwendet . Vor der

Derivatisierung wurden zu 100 oder 250 gl Lipidextrakt 5 gg n--

Triacontan (in Hexan) als interner Standard gegeben und die Lö-

sungsmittel mit Argon abgeblasen . Die Lipide wurden in 50 p .1

BSTFA/TMSC1 (99/1) und 50 gl Pyridin resuspendiert und 18-24

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert . Nach Zugabe von 200-400 .1

Hexan erfolgte die Analyse der Proben mit einem Gaschromatogra-

phen (Hewlett Packard 5890 mit Flammenionisationsdetektor, Auto-
matic Sampler 7673 i :

	

a	 ' ., ~Integrator 3392 A iinC Ka1 tau fgabesystem
s -- -

	

_

502 von Gerstel) . Die Mengen in mg an Hopen und Diplopterol in

den Proben wurden durch Vergleich der PeakflächenF mit der Peak--

fläche des internen Standards n-Triacontaan erhalten . Die Emp-

findlichkeit des Detektors war für Hopen relativ zu n-Triacontan

1 .34 x kleiner und für Diplopterol 1 .17 x kleiner (Schulenberg-

Schell et al . 1989) . Die Derivatisierung und GC-Analysen wurden

für jeden Lipidextrakt in zwei Parallelansätzen durchgeführt 	

Analysebedinqungen für Topen und Diplopterol

1

Kapillarsäule

Säulentemperatur

Temperaturgradient

Injektortemperatur

T^ ~ ^ iYb ^~L
^w
	 L .---L~4~lt4V! L~1€€~JCLGE4!!i

Trägergas
Drr-shoswr,N1 "m °'%s avs+caa v vs . , . ucis

25 m Fused Silica OV-1 CB

Temperaturprogramm 180-300

4 0C/min, nach 1 min

60 -- 220 oC

az oL

Helium (30 ml/min)

pl,-

oC
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Retentionszeiten

	

Triacontan

	

25 .1 min (int . Standard)

Hopen

	

29 .0 min

Diplopterol 33 .8 min

13 .4 . Bestimmung von Phospholipiden

Zur Bestimmung des Phospholipidgehaltes in den Lipidextrakten

wurden die Lipidproben mit Säure oxidiert und das freigesetzte

Phosphat photometrisch bestimmt (Bartlett 1959, modifiziert).

50 oder 100 l Lipidextrakt in säuregewaschenen Röhrchen wurden

unter Argon eingetrocknet, mit 0 .5 ml 70 %iger Perchlorsäure

versetzt und 90 min im Heizblock bei 150 °C verascht . Nach Ab-

kühlung der Proben auf Raumtemperatur wurden 2 .4 ml Ammoniummo-

lybdatlösung (4 .4 g/l) und 100 l ANSA-Reagenz (s .u .) hinzuge-

fügt . Anschließend wurden die Proben 20 min im Wasserbad ge-

kocht, 20 min bei Raumtemperatur abgekühlt und abzentrifugiert

(15 min, 5000 x g) . Die Extinktion des Überstandes wurde bei 750

nm gegen Wasser gemessen . Eine Eichkurve wurde mit 10 bis 200

nmol L-a-Phosphatidylcholin-di-heptadecafyl (PC) erstellt . Aus

dem molaren Phospholipidgehalt und einem mittleren Phospholipid-

gewicht von 730 g/ imilEoi', berechnet

	

f der Basis der Phospholipid-

zusammensetzung

	

auf

zusammensetzung in Zymomonas mobilis (Carey und Ingram 1983,

Tornabene et al . 1982), wurde der Phospholipidgehalt im Lipidex-

trakt berechnet.

Für die Herstellung des ANSA-Reagenz wurden je 30 g Natr .iumpyro-

sulfit, 6 g Natriumsulfit und 0 .5 g 1-Amino-2-naphtol-4-sulfon-

säure (ANSA) trocken im Mörser zerrieben, in ca . 150 ml Aqua bi-

dest . aufgelöst und drei Stunden stehen gelassen . Nach Zugabe

von Aqua bidest . ad 250 ml wurde das Reagenz über Nacht im Dun-

keln gelagert . Am nächsten Tag wurde die Lösung über säuregewa-

schene Glaswolle filtriert und das fertige Reagenz in einer dun-

klen Flasche aufbewahrt . Das Reagenz war bis zu zwei . Monaten

haltbar .



13.5. Fettsäurenbestirnmung

Fiir die Fettsäurenbestimmung wurde eine saure Methanolyse {Kates
1982) zur Umesterung der Fettsäurenreste durchgeführt . Anschlie-

ßend erfolgte eine gaschromatographische Analyse der Fettsäuren-

methylester.

Für die saure Methanolyse wurden 5 -- 10 mg lyophylisierte Zellen

oder 1 mg trockener Lipidextrakt mit 5 ml frisch gemischter 2 M

HC1 in Methanol versetzt . Als interner Standard wurde 25 jag (di-

17 :0)-Phosphatidylcholin zugegeben . Der Ansatz wurde 18 Stunden

bei 85 °C inkubiert . Nach Abkühlen wurden die Fettsäureme-

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 Fettsäuremethylester erfolgte

mit einem Gaschromatographen (Hewlett Packard 5890 mit

Flammenionisationsdetektor, Automatic Sampler 7673 A, Integrator

3392 A und Kaltaufgabesystem 502 von Gerstel) . Identifizierung

der Fettsäurenmethylester erfolgte durch Vergleich mit einer

Standard-FettsauYenmethy lestermischung der Fa Chromatn ra i e

Service (Eschweiler).

Trennbedingungen für Fettsäuremethylester

25 m Fused Silica uV-1 CB

140-200 °C ; Temperaturprogramm

4 °C/min ; nach 1 min

60 - 220 °C

250 °C
Helium, 30 ml/min

1 µl

14 :0 8 .7 min
16 :1 12 .5 min

16 :0 13 .1 min
17 :0 15 .3 min (int . Standard)

18 :1 17 .1 min

18 :0 17 .7 min

Kapi1larsäuie

Säulentemperatur

Temperaturgradient

Injektortemperatur

Detektortemperatur
Trägergas

Probenvolumen

Retentionszeiten
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14. Isolierung der Phosph®iiplde aus Zymomonas mobilis

Zur Isolierung der Phospholipide aus Zymomozias mobilis wurde der

Lipidextrakt mittels Dünnschichtchromatografie aufgetrennt . An-

schließend 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 CHCI 3/MeOH (1 :1) gesättigten Kammer vorgespült, an der

Luft getrocknet und 2 Stunden bei 105 °C erhitzt (Kates 1982).

Der Lipidextrakt (10 mg/Platte) wurde unter Argonbegasung Tiber

die Breite der Platte aufgetragen . Als Laufmittelsystem wurde

CHC1 3/MeOH/HAc (60 :35 :8) benutzt (Kates 1982, modifiziert) . Die

Phospholipide wurden durch Anfärben am Plattenrand mit Molyb-

den/Molybdenoxid-Lösung (2 % Molybden(VI)oxid -1 . 0 .1 % Molybden

in 35 % H2SO 4 , Dittmar und Lester 1964) oder Berberinchlorid (50

mg Berberinchlorid in 95 % v/v Ethanol, Detektion im 13V-Licht

bei 254 nm, Rohmer et al . 1984) sichtbar gemacht und durch Ver-

gleich ihrer RF-Werte mit denen von käuflichen Referenzsubstan-

zen identifiziert . Es ergaben sich folgende RF-Werte:

Phos•holi id

	

R .F .-Wert
~ : .a_r i

	

•
r11Vsp11Cl1~1\d~

	

~nc

Phosphatidylserin

Phosphatic€y.Leunanolamin

	

u .63

Phosphatidylglycerin

	

0 .77

Cardiolipin

Die Banden des Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin,

Phosphatidylglycerin und Cardiolipin wurden abgekratzt und ver-

einigt . Die Bande des Phosphatidylserin wurde verworfen, da

Phosphatidylserin sich im benutzten Laufmittelsystem schlecht

von den Hopanoiden (RF-Werte 0 .13-0 .47) trennte . Die neutralen

Phospholipide wurden dreimal mit je 40 ml CHC1 3/MeOH/Ether

(1 :1 :1) und die sauren Phospholipide dreimal mit je 40 ml

McOH/CHC1 3/H2O (2 :1 :0 .8) aus dem Kieselgel eluiert und die Ex-

trakte wurden Tiber eine D4-Glassfritte (Schott, Mainz) vom Kie-

selgel getrennt . Die Extrakte wurden vereinigt, nach Zugabe ei-

nes . Volumenanteils Toluol am Rotationsverdampfer eingetrocknet

(! , l1S2

0 .28

0 .86

i

	

L-- - -~----~

	

'

	

1 /RR .-.11V

	

!9 e9 \

	

r%~t r	und aulC~~tiüiEilliCil 111 l nm-41nm-41L L31 SACVtt

	

ea., Phasentrennung wurde

der. Extrakt mit einem halben Volumenanteil Aqua bidest . gemischt



und abzentrifigiert (5000 x g, 10 min) . Die Unterphase wurde ab-

getrennt und am Rotationsverdampfer eingeengt . Zur Charakteri-

sierung des Extraktes wurden der Phospholipidgehalt, die Fett-

säurezusammensetzung und der Hopanoidgehalt bestimmt.

15. Charakterisierung der iateraien Lipidpaoisung r€it Nionosehiohtmethoden

Die laterale Li pi dpackung 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 Möbius 1988, Millar und Yavin 1988) . Aqua bi-

dest . oder Lösungen von Ethanol in Aqua bidest . wurden als Flüsm

sigphase in der Filmwaage benutzt . Zum Spreiten der Lipide auf

die Flüssigkeitsoberfläche wurde eine 100 41 Hamilton Spritze

mit Teflonschlauch am Ende der Nadel verwendet . Die Phospholi-

pide wurden aus einer Chloroformlösung (0 .5 mg/ml) auf die Flüs-

sigkeitsoberfläche gespreitet . Da Hopanoide nicht in reinem

Lon

druck~., ._~.

Abb . 2 : Schematische Darstellung einer Filmwaage.

Mit der beweglichen Barriere wird die für Lipide zur Verfügung
stehende Oberfläche zunehmend reduziert und damit die Lipidkon-
zentration in der Phasengrenze erhöht . Gleichzeitig werden, z .B.
mit Wilhelmiplättchen_, die Oberflächenspannung der lipidbedeck-teY Oberfläche ünu uc'~ der reinen Wasseroberfläche

	

A_s
C!
-7 e•.Gll

	

gemessen . f-*_~ .:.

Differenz der beiden wird der Filmdruck berechnet . Wird die Kom-
primierung der Lipide bei konstanter Temperatur durchgeführt,
ist die resu~ t i erende Kurve der Oberflächenspannung als d. 661111~ ....d 4i 4ldldG

	

uGi

	

als Funktion1 tL.. iVdS

der molekularen Fläche eine "Isotherme".
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Chloroform löslich sind, wurden die Gesamtlipiden aus einer

Chloroform/Methanol-(9 :I)-Lösung (0 .5 mg/ml) auf die Flüssig-

keitsoberfläche gespreitet . Alle Messungen wurden mit frisch ge-

spreiteten Monoschichten durchgeführt und die Komprimierung der

Monoschicht wurde erst gestartet, nachdem das Chloroform verflo-

gen war und ein Temperaturequilibrium vorlag . Die Filme wurden

mit einem Barrierevorschub von 4 .2 A2 pro Molekül und Minute

komprimiert . Bei dieser Vorschubgeschwindigkeit waren die Mcßer-

gebnisse unabhängig von der Kompressionsrate .



Ergebnisse

1 . Fermentationakinetik von Zymomonas mobr1is in kontinuierlichen zweistufigen
Fermentationen

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

1 .1 . Einfiuß von verteilter Zufütterung der Glukose auf Feä rnentatios esparameter
und NebenproduMbiidung.

Die Modellierungen von Posten (1987) hatten gezeigt, daß 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
müssen daher für die erste Stufe Medien mit 20 % (w/v) Glukose
eingesetzt werden . Bislang liegen jedoch k€~bne experimentellen
Daten zur Fermentationskinetik oder Substratinhibierung für kon-
tinuierliche Fermentationen Mil- 7.s7mn.m^r»a .c. r .. .̂1bi 7'x; 1, ...,4l 20 ö (w/ v)
Glukose im Medium vor . Es wurde daher untersucht, ob Substratin-
hibierung die Produktivität der zweistufigen Fermentation von

g/l Ethanol mit Zvmomonas mob ills beeinflußt und eine über

beide Stufen verteilte Zufütterung der Glukose notwendig macht.

Zunächst wurden einstufige Fermentationen mit 15 %, 17 % oder 20
% (w/v) Glukose durchgeführt . Die Durchflußraten wurden so
gewählt, daß ca . 50 g/l, also die halbe Ethanol-Endkonzentration
der zweistufigen Fermentationen, gebildet werden konnte . Nach
Posten (1 .987) entspricht das der optimalen Auslegung einer zwei-
stufigen Anlage . Die Biomassekonzentration und der Ethanolgehalt
als Funktion der Durchflußrate bei 15 % oder 17 % (w/v) Glukose
waren nur geringfügig verschieden (Abb . 3) . Bei 20 % (w/v) Glue
kose im Medium dagegen war die Fermentation mit einer }max von
0 .149 (1 . h) deutlich langsamer. Die kinetischen Daten und Aus-
beuten für Durchflußraten mit maximaler Biomassekonzentration
sind in Tab. 1 dargestellt . Bei gleicher Ethanolkonzentration im
Fermenter nahmen die spezifische Glukoseverbrauchsraten und
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Durchfluj3raten wurde so gewählt, . daß ca . 50 g/l Ethanol

gebildet werden konnte.

Ethanolbildungsraten mit zunehmender Glukosekonzentration im Me-

dium geringfügig ab . Bei 17 % (w/v) Glukose waren die Ethanol-

konzentration und volumetrische Produktivität 5 % niedriger als

bei 15 % .;(w/v) Glukose . Bei 20 % (w/v) Glukose war die Wachs-

tumsrateum 31 % und die Biomasseausbeute um 30 % geringer .;

Folglich waren die volumetrische Ethanol und Biomasseprodukti

vitatum 33 %bzw. 47 % niedriger . Hohe Glukosekonzentrationen

im Medium fuhrten somit zu niedrigeren Wachstumsraten und gerin-

geren Produktivitäten

In einer zweiten Versuchsreihe wurden zweistufige Fermentationen
_mit den in Tab . "s. gezeigten Durchflulsraten für die erste Stufe

durchgeführt . Limeine . . .Ethanol-Endkonzentration . :.von, :.100 . .`g/l : . : .er-.
~_

	

.~._~___ . ....

	

. .
.~.

	

.c_

	

r Un

	

¢

	

nl„iureichen . :. zu können, wuräe in Qer zwe~tzweiten Stufe eine J ~"'ige t~-

koselösung zudosiert, ;so dap über erste und zweite Stufe ver-

Biomasse 15 % Glukose

17%Glukose

20 % Glukose

Ethanol a

	

15 % Glukose

x 17% Glukose

20 % Glukose

Biomasse- und Ethanolkonzentratinnen für

Zymomonas mobilis in kontinuierlichen FeLlientationen mit
Abb .



1 : Vergleich der kinetischen Parameter für Zymomonas mobi-
1is in kontinuierlichen Fermentationen mit 15 %, 17 %

oder 20 % (w/v) Glukose im Medium . Die Durchflußraten mit

maximaler Biomassekonzentration und vergleichbaren Etha-

nolkorfzentration wurden dargestellt.

) 15 17 20

0 .19 0 .188 0,13

54 52 53

7 .5 7 .2 7 .0

3 .6 3 .4 3 .2

93 93 90

0 .025 0 .026 0 .018

0 .545 0 .536 0 .288

10 .3 9 .8 6 .9

teilt, insgesamt 205-208 g Glukose/l umgesetzt werden konnten.

Diese Zudosierung bewirkte unterschiedliche Verdünnungen in den

Effluenten der ersten Stufe mit 15 %, 17 % oder 20 % (w/v) Glu-

kose im Medium . Deswegen waren in der zweiten Stufe die Biomas-

sekonzentration und folglich die volumetrische Ethanolprodukti-

vität für die Fermentation mit 17 % (w/v) Glukose im Medium der

ersten Stufe höher als mit 15 % (w/v) Glukose (Tab . 2).

Die Fermentation mit 20 % (w/v) Glukose im Medium der ersten

Stufe hatte auch in der zweiten Stufe eine geringere volumetri-

sche Ethanolproduktivität als mit 15 % oder 17 % (w/v) . Dies war

die Folge der, trotz einer geringen Verdünnung, immer noch nied-

rigeren Biomassekonzentration und der geringeren spezifischen

Ethanolbildungsrate . Für die zwei Stufen zusammen führte eine

über beide Stufen verteilte Zufütterung der Glukose somit zu ei-

ner mindestens 25 % höheren gesamt-volumetrischen Etha,nolproduk-

tivi dt . Die Verdünnung von Ethanol und Biomasse im Zu.fluts zur

zweiten Stufe durch die Zugabe der 50--%igen Glukoselösung wurde

von der höheren Biomassekonzentration, der höheren spezifischen

Aktivität sowie der höheren volumetrischen Produktivität der er-

stenStufe mehr als ausgeglichen . Für die Bildung von 100 g/l

iiT. Ergebnisse
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Tab .

Glukose im Substrat (%

Durchflußrate (1/h)

Ethanol (g/l)

spez . Glukose-
verbrauchsrate (g/g*h)

spez . Ethanol-
bildungsrate (g/g*h)

Ethanolausbeute (%)

Biomasseausbeute (g/g)

Vol . Biomasse-
produktivität (g/l*h)

Vol . Ethanol-
produktivität (g/1*h)



Tab . 2 : Vergleich der kinetischen Parameter für Zymomonas mobi-

lis in den zweiten Stufen von kontinuierlichen, zweistu-
figen FeLlnentationen bei über beide Stufen variierter

Verteilung der Glukose . Die gesamt-volumetrische Etha-

nolproduktivität 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

Verdünnung durch
Glukose-Zudosierung (-) 1 .2 1 .12 1 .03

Durchflußrate (1/h) 0 .053 0 .058 0 .050

Ethanol (g/1) 101 99 98

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-
produktivität (g/l oh)

	

3 .0

	

3 .1

	

2 .3

Gesamt-vol . Ethanol-
produktivität (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 hoc hsten Konzentra-

tionen sind, die in der ersten Stufe keine oder geringe Sub-
stratinhibierung bewirken, so daß die Verdünnung von Biomasse
und Ethanol imZufluß zur zweiten Stufe minimal ist.

Die Biomasseausbeuten in der zweiten Stufe waren eine Größenord-
nungkleiner als die der ersten Stufe . Dies entspricht der Funk-
tion der zweiten Stufe, vom Wachstum entkoppelt, hohe Ethanol-
konzentrationen zu bilden . Interessant hierbei ist, daß trotz.

der hohen Ethanolkonzentration, bei der Z . mobilis normalerweise

nicht. mehr wachsen kann, die Biosynthese in der zweiten Stufe

nich t vo l lständig inhibiert wird.

Bei den zweistufigen Fermentationen wurde auch die Nebenprodukt-:

Bildung untersucht . Acetat, Acetoin, D-Laktat, Glycerin und Di-

hydroxyacetofl konnten als Nebenprodukte des Glukosestoffwechsels



Tab . 3 : Vergleich der Nebenproduktbildung von Zymomonas mobilis

in kontinuierlichen zweistufigen Fermentationen bei über

beide Stufen variierter Verteilung der Glukose . Insge-

samt wurde über beide Stufen verteilt 205-208 g/l Gluko-

se umgesetzt . Die F ermentationsparame ter entsprechen den

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

i i 1
Glukose % (w/v) im

Medium der 1 . Stufe 15 17 20

Stufe 1 2 1 2 1 2

Nebenprodukte (g/l)

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- }0 .79
aceton 0 .06 0 .07 0 .26 0 .09 0 .49

Anteil in
1C-Bilanz

	

(%) 1 .60 0 .9 j 2 .2 1 .7 3 .0 2 .1

in allen Fermentationen nachgewiesen werden (Tab . 3) . Außerdem

wurde Acetaldehyd gebildet, der jedoch wegen seiner hohen Flüch-

tigkeit nicht quantitativ erfaßt werden konnte . In der ersten

Stufe mit 15 % Glukose im Medium waren die Nebenproduktausbeuten

vergleichbar mit Literaturdaten für 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 höher, die Gesamtausbeute jedoch geringer war . Da die

Nebenproduktbildung zum Teil auf einen Verbrauch von Redoxequi-

valenten beim Wachstum zurückzuführen ist, führt 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

	

-.h,... die D-!lLaks.. ..tb: l du~~ L~t~tpteas~ g stark zi1	r
(TaLab . 3 )

	

!~__ia ~!3se

	

tl

	

] 3 . Der Grund nierf ur

ist noch ungeklärt . Bei anderen Ethanol produzierenden Bakterien
L.-,, nte eine .7-1-G

	

r -.lrta b. ; 7 .-7	 be

	

steigenden r1 . .1_ 	-,i~ ..e.
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l7d.i, kosekon-

zentrationen mit einer Erhöhung der Laktatdehydrogenaseaktivität
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erklärt werden (Germain et al .1986, Schmid 1987) . In Zymomonas

mobilis wurde die Laktatdehydrogenase bislang nicht charakteri-

siert.

Die beobachtete Abhängigkeit der Nebenproduktbildung von der

Glukosekonzentration der ersten Stufe zeigt, daß eine über beide

Stufen verteilte Zufütterung der Glukose nicht nur zu höheren

volumetrischen Produktivitäten, sondern auch zu geringerer Ne-

benproduktbildung führt . 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 abhängig und

hat ein Optimum bei pH 6 . Die vorher beschriebenen Untersuchun-

gen zur Fermentationskinetik von Zymomonas mobilis in zweistufi-

gen Fermentationen waren jedoch bei einen pH-Wert von 5 durchge-

führt worden . Es wurde daher untersucht, ob eine Änderung des

pH-Werts der ersten Stufe zu einer Steigerung

zentration und der volumetrischen Ethanolproduktivität führen

kann . Bei pH 4 .5, 5 .0, 5 .5, 6 .0 und 6 .5 wurden kontinuierliche

Fermentationen e.J~. ~-

	

--r---^ --

	

rbei einer DurchfluArat.e von 0 .19 (1/h) mit 15 %

(w/v) Glukose im Medium durchgeführt . Abbildung 4A zeigt, daß

die Biomasseausbeute von pH 4 .5 bis pH 6 .0 tatsächlich um 16 %

zunahm, während gleichzeitig die spezifische Glukoseverbrauchs-

rate abnahm . Bei diesen Fermentationen war das Substrat im tber-

schuß anwesend, so daß die Durchflußrate der maximalen Wachs-

tumsrate bei der im steady State erreichten Ethanolkonzentration

entspricht . Der Einfluß des pH auf die steady State Konzentra-

tionen für Ethanol und Biomasse ist in Abbildung 4B dargestellt.

Zwischen pH 5 .0 und pH 5 .5 waren die Ethanol- und Bio-

massekonzentrationen maximal . Bei höheren pH-Werten nahmen beide

ab und bei einem pH-Wert von 6 .5 trat Ausspülung auf.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine Erhöhung des pH-Wertes der

ersten 1Stufe '• auf 6 nicht wünschenswert, während pH 5 bis 5 .5 zu

maximalen Ethanol-- und Biomassekonzentrationen und volumetri-

schen Produktivitäten führt .

der

	

; .+.a , .~L., :,D
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Abb . 4 : Fermentationskinetik von Zymoxnonas 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 Durchflußrate von 0 .19 (1/h) und 15 % (w/v)
Glukose im Medium ermittelt.

1 .3 Die maximal erreichbare Ethanoliconzentration in zweistufigen

Fermentationen-

Neben dem Einfluß 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

zweiten Stufe erhöht, so daß insgesamt 250 g/l Glukose zu Etha-

nol umgesetzt werden konnten . Die Verweilzeit der zweiten Stufe

wurde von 19 auf 50 Stunden erhöht . Die Ethanolkonzentration er-

reichte dabei jedoch nur 104 g/l, wobei 38 g/l Glukose nicht um-

gesetzt wurden . Es ,ist- anzunehmen, daß die 1 .4 fache Verdünnung

von Biomasse und Ethanol in der zweiten Stufe durch Zudosierung

der Glukose für die geringe Steigerung der Ethanolkonzentration

mitverantwortlich war . Daher wurde die Zudosierung reduziert und

außerdem die Verweilzeit sowie die Ethanolkonzentration der er

6
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Tab . 4 : Kinetische Daten der zweiten Stufe bei variabler Ver-

weilzeit und gleicher Verdünnung im Zufluß durch Zudo-

sierung der Glukose.

Das Substrat im Medium der ersten Stufe enthielt 15 % (w/v)
Glukose . Bei der Durchflußrate 0 .049 1/h entsprach die Kinetik
der ersten Stufe den Ergebnissen die in § 1 .1 beschrieben sind.
Bei der Durchflußrate 0 .020 1/h betrug die Durchflußrate der er-
sten Stufe 0 .15 1/h und die Ethanolkonzentration 61 g/l.

sten Stufe erhöht . Maximal wurden so im steady State 107 g/l

Ethanol erreicht . Tab . 4 zeigt die kinetischen Daten der zweiten

Stufe . Die Verdoppelung der Verweilzeit und die geringe Zunahme

der Ethanolkonzentration bewirkten eine mehr als 50 %-i ge Ab-

nahme der spezifischen Ethanolbildungsrate . Zur Fermentationski--

netik bei hohen Ethanolkonzentrationen stehen aus der Literatur

kaum Daten zur Verfügung . Die meisten Modellierungen basieren

auf den Ergebnissen für ZM4 von Lee und Rogers (1983) aus konti-

nuierlichen Fermentationen bis 82 g/1 Ethanol . Auf Grund der ma-

ximal erreichten Ethanolkonzentrationen in Batchfermentationen

extrapolierten diese Autoren die spezifischen Glukoseverbrauchs-

rate linear auf Null bei 127 g/l Ethanol . Die Einflüsse von

Ethanolkonzentration und Verweilzeit auf die spezifische Etha-

nolbildungskapazität bzw . Glukoseverbrauchsrate bei hohen Etha-

nolkonzentrationen wurden hier einzeln untersucht, um damit ab-
zusch tzen, ob und wie noch höhere Ethanolkonzentrationen . in der .

zweiten Stufe erreicht werden können.

Im Bereich 80 bis 132 g/l Ethanol wurden die spezifischen

Anfangsraten für den Glukoseverbrauch in Abhängigkeit von der

Durchflußrate (1/h)

	

0 .049

	

0 .020

Ethanol (g/1)

	

101

	

107

Verdünnung durch
Zudosierung (-)

Restglukose (g/l)

Spez . Ethanol-
bildungsrate (g/g*h)

	

1 .16

	

0 .47

Vol . Ethanol-
produktivität (g/l*h)

	

2 .83

	

1 .18

Gesamt-vol . Ethanol-
produktivität (g/l*h)

	

4 .1

	

1 .9

1 .26

	

1 .27

14

	

5



Abb . 5 : Spezifische Glukoseverbrauchsrate von . Zymomonas mobilis

ATCC 29191 in Abhängigkeit von der Ethanolkonzentration

im Medium.

Die Raten bis einschließlich 60 g/1 Ethanol wurden in kontinu-
ierlichen, nicht-glukoselimitierten Fermentationen gemessen . Ab
80 g/l Ethanol wurden die Raten aus der Abnahme der Glukosekon-
zentration oder aus der CO 2 -Bildung während einer Stunde in an-
aeroben Medien mit entsprechenden Ethanolkonzentrationen ermit-
telt.

Ethanolkonzentration ermittelt . Hierzu wurde die Abnahme der

Glukosekonzentration oder die Bildung von CO 2 über eine Stunde

in anaeroben Medien mit entsprechenden Ethanolkonzentrationen

gemessen . Ein Vergleich dieser Raten mit den in kontinuierli-

chen, nicht-glukoselimitierten Fermentationen mit Ethanolkonzen-

trationen bis zu 60 g/1 Ethanol ermittelten Raten zeigte, daß ab

35 g/l Ethanol die spezifische Glukoseverbrauchsrate fast linear

mit steigender Ethanolkonzentration abnahm (Abb . 5) . Ein ent-

sprechender Schwellenwert für die Inhibierung des Glukosekatabo-

lismus durch Ethanol wurde auch von Rogers et al . (1983) für Ml

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

Ergebnisse in Abb . 5 sehr gut mit der Korrelation von Posten

(1987) für ZM6 überein . Bei 132 g/l Ethanol betrug die Restakti

vitat noch 12 % r eine Extrapolation deutet darauf hin, daß der
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Glukoseurnsatz erst bei Ethanolkonzentrationen > 150 g/l voll-

ständig inhibiert wird . Ferner zeigt Abb . 5, daß 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/l Ethanol jedoch um mehr als die Hälfte niedriger (Tab.

4) . Dieser Unterschied läßt einen bedeutenden Effekt der Ver-

weilzeit auf die spezifische Ethanolbildungsrate vermuten . Des-

wegen wurde der Einfluß der Inkubationszeit auf die C0 2 -Bil-

dungsrate in 100, 110 und 120 g/1 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 Aktivitätsverlauf als

Funktion der Zeit konnte für 100 g/l Ethanol eine Halbwertszeit

100 g / L Ethanol I
~

~

	

110g /L Ethanol

Gi

	

11 8g/L Ethanol %ljfl{[

Abb . 6 : . C02 -Bildungsrate von Zymamonas mobilis in Abhängigkeit

von der Inkubationszeit bei 100, 110 oder 120 gil

Ethanol.

Die-relativen C0 2_ Bildungsraten beziehen sich auf die Anfangs-:
rate bei der jeweiligen Ethanolkonzentration .



der Desaktivierung von 40 Stunden berechnet werden . Bei 110 g/l

Ethanol nahm die C0 2 -Bildungsrate während den ersten 5 Stunden

um 10 % ab und war nach 8,5 Stunden halbiert . Bei Inkubation mit

120 g/l Ethanol nahm die C0 2-Bildungsrate bereits während der

ersten Stunde ab und war nach 4 Stunden halbiert . Die Ergebnisse

der Abb . 5 und 6 zeigen, daß bei entsprechend hohen Ethanolkon-

zentrationen die spezifische Ethanolbildungsrate von sowohl der

Ethanolkonzentration als auch der Inkubationszeit abhängig ist.

Zudem nimmt bei zunehmender Ethanolkonzentration die spezifische

C0 2 - bzw . Ethanolbildungsrate immer stärker 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 Rührkessel zu betrach-

ten ist, kann die mittlere spezifische Ethanolbildungsrate Qe

wie folgt aus dem Verweilzeitspektrum und die Ethanolbildungs-

rate als Funktion der Zeit 0(t) berechnet werden (Siehe Anhan g 1

f Ur die Hellen ng)

t-°w
~ * ~ exp( -t/r) * Q(t) dt
r

t=Q

mittlere Verweilzeit = Kehrwert der Durchflußrate

Mit den Daten aus Abb . 6 für die C02- bzw . Ethanolbildungsrate

als Funktion der Zeit bei 100 g/l und einer Durchf1ußrate 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 experimentell ermittelten Wert von 1 .16 g/g*h übereinstimmt

(Tab . 4)

Die maximal erreichbare Ethanolkonzentration der zweiten Stufe

kann ebenfalls aus den Daten für die C0 2- bzw . Ethanolbildungs-

rate als Funktion der Get: abgescnatz t werden . Dazu wurde fur

100, 110 und 120 g/l Ethanol in der zweiten Stufe (E2) berech-

VS'e11.lLG Differenz&. .-. 71 : ~5 .~ 	 Z ~r ciEL) bei der ~ l.i~r1lLLF AKCI,SL'G
] L.~~ _7__~ sisL_~,l l_ ~~ -

e.fLLL~~aL
'
.LCtLVdL ',-'sSV`1'°

erstem und zweiter Stufe maximal überbrückt werden kann

Qe (1)
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und welche Biomassekonzentration (X) und Ethanolkonzentration

(El) beim Zufluj3 zur zweiten Stufe daher minimal notwendig sind:

El . = E2 - ®E2 (2)

AE2 = X * r * Qe(EtOH,r) (3)

®E2 nimmt nach Gleichung (3) mit der Verweilzeit -r zu, aber die

Zunahme wird durch die gleichzeitige Abnahme der mittleren spe-

zifischen Aktivität abgeschwächt . AE2 wird maximal bei unendli-

cher Verweilzeit und beträgt:

lira AE2 = lian (X * r * Qe(EtOH,r))

	

(4)
r->oo

	

r->co

t=w

- lim ( X * r *

	

*

	

exp(-t/r) * Q( t ) dt )

	

( 5 )
~~

	

r
t=0

t=oo

= lian (X * f exp(®t/r) * c~(t) dt)
r->00

t=0

X * i Q (t) dt
Jl

Gleichung (7) sagt aus, daß bei gegebener Ethanolkonzentration

in der zweiten Stufe die maximale der Differenz in Ethanolkon-

zentration zwischen erster und zweiter Stufe pro Gramm Biomasse

den Flächen 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 C0 2- bzw. Ethanolbildungsraten, als

Funktion der Zeit (Abb . 6) für jede Ethanolkonzentration berech-

net (Tab . 5) . Mit diesen Grenzwerten der spezifischen Ethanol-

bildung wurde die minimal notwendige Ethanolkonzentration beim

Zuflu¢zur zweiten Stufe als Funktion der Biomassekonzentration

nach Gleichung (3) berechnet Die Ergebnisse für 100, 110 und

120 g/l Ethanol in der zweiten Stufe sind als Geraden in Abb . .. 7

dargestellt . Die schraffierte Fläche in ebb . 7 umfapt den

(6)

( 7 )



Tab . 5 : Grenzwerte der spezifischen Ethanolbildung als Funktion
der Ethanolkonzentration.

Ethanol AE2/X

( g/ 1 ) ( gig )

100 75

110 14 .08

120 7 .07

Die Grenzwerte wurden nach Gleichung (7) anhand der experimen-
tell bestimmten Abhängigkeit der CO2- bzw . Ethanolbildungsrate
von der Inkubationszeit (Abb . 6) berechnet.

Abb. 7s Minimal erforderliche Ethanolkonzentration beim ZufluA

zur zweiten Stufe als Funktion der Biomassekonzentration
und Ethanolkonzentration in der zweiten 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 Flache umfaßt den Bereich der erreichbaren Kombina-
tionen von Biomasse- und Ethanolgehalt der ersten Stufe . ( ei-
gene Daten, x Schmidt 1985, A Jöbses et al . 1985)

.49



Bereich der erreichbaren Kombinationen von Biomasse- und Etha-

nolgehalt der ersten Stufe . Die Überlappung zwischen dieser

schraffierten Fläche und der Geraden für 100 g/l Ethanol zeigt,

daß die Bildung von 100 g/l Ethanol schon bei Biosmassekonzen-

trationen ab etwa 0 .8 g/l, oder Ethanolkonzentrationen ab 12 g/l

im Zufluß zur zweiten Stufe möglich ist . Die Gerade für 110 g/l

Ethanol in der zweiten Stufe jedoch berührt die schraffierte

Fläche bereits nicht mehr, so daß die minimal notwendigen Anfor-

derungen an Biomasse- und Ethanolkonzentration im Zufluß zur

zweiten Stufe nicht erfüllt werden können . Die maximal erreich-

bare Ethanolkonzentration in der zweiten Stufe wird somit von

der Halbwertszeit der spezifischen Ethanolbildungsaktivität auf

einen Wert unter 110 g/l begrenzt . Der experimentell bestimmten

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

mung.

1 .4 . EinfEuB von Ethanol auf the zeliinterne Glukosekonzentration

Trotz Kaskadierung wurden auch in zweistufigen Fermentationen

die spezifische und folglich ~die

	

c EYj ~tätha o~~ VVllddflC LL .i

	

ia~bJf.i 1a.diiiags-

rate durch Produktinhibierung reduziert . Es ist bislang unbe-

kannt, ob diese Abnahme durch

	

af.fLnahme durcInhibsi .i.~eruiii~ des

	

Ab-

baus

	

_ zollinternen,~, ~int..~.~ .. ..ernen ~

baus von Glukose oder durch Inhibierung des Glukosetransportes

bedingt ist . Da Glukose sehr schnell mittels erleichterter Dif-

fusion (Dimarco und Romano 1985) von Zymomonas 1tlo~Jl 1 is aufgenom-

men wird, war es nicht möglich, die Transportrate auf konventio-

nelle Weise über die Akkumulation von radioaktiv markierter Glu-

kose zu ermitteln (Fuhrmann et al . 1989) . Es wurde deshalb bei

konstanter Glukoseaußenkonzentration die zellinterne Glukosekon-

zentration als Funktion der Ethanolkonzentration bestimmt . 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 wurden außerdem Proben

entnommen, die vor Messung der zeltinternen Glukosekonzentration

15 Minuten anaerob bei Ethanolkonzentrationen zwischen 65 und 90

g/l inkubiert wurden . Die Ergebnisse für externe und zellinterne

Glukosekonzentrationen sowie die spezifischen Glukoseverbrauchs-

raten sind in Abb ti dargestellt . Bei den !!ochs tren spezifischen
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Abb . 8 : Die zellinterne Glukosekonzentration und spezifische

Glukoseverbrauchsrate von Zynornonas mobilis als Funktion

der Ethanolkonzentratio^.

Die Daten bis einschließlich 48 g/l Ethanol wurden an Proben aus
kontinuierlichen Fermentationen ermittelt . 1r die Daten hei 65
bis 90 g/l Ethanol ywurden Proben aus der kontinuierlichen Fer-
mentation bei 48 g/l Ethanol entnommen und vor den Messungen 15
min anaerob, mit zugegebenem Ethanol, inkubiert.

Glukoseverbrauchsraten bis 30 g/l Ethanol war die zellinterne
Glukose kaum nachweisbar und der Gradient der Glukose über der

Membran sehr groß . Die zellinterne Glukosekonzentration stieg

zwischen 30 und 50 g/l Ethanol bei gleichzeitig absinkender spe-
zifischer Glukoseverbrauchsrate an, so daß der Glukosegradient

(Außen/innen) abnahm . Zwischen 65 - 90 g/l Ethanol nahm die

zellinterne Glukosekonzentration leicht ab und der Glukosegradi-
ent über der Membran stieg von. 5 .5 bis 10 .5 an.
Bei geringen Ethanolkonzentrationen wird der maximale katabole

Flux in Zymomonas raobi .lis bei Abbau von Glukose wahrscheinlich

vom ersten Enzym des Entner-Doudoroff-Weges, der Glukokinase,

bestimmt (Be
_ ~ _
laic_

.t_h et a l.l . 1.~9n 6 8n , A -. ~ _igar und3 Scopes 1985) . Der Km-

Wert der Glukokinase für Glukose beträgt 0 .25 - 0 .4 mM (Doelle

D
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sen wurden, ist die Glukokinaseaktivität nicht mehr von der Glu-

kosekonzentration abhängig . Der Anstieg der zellinternen Gluko-

sekonzentration bei zunehmender Ethanolkonzentration im Medium

zeigt deshalb, daß die gleichzeitige Abnahme der spezifischen

Glukoseverbrauchsrate nicht durch Inhibierung des Carriers son-

dern durch Inhibierung des zellinternen Stoffwechsels verursacht

wurde .



2. Einfluß hoher Ethanolkonzentratiortert auf die Physiologie von Zymomonas

Die zweistufige Ethanolfermentation ist nicht nur wegen der kon-

tinuierlichen Bildung hoher Ethanolkonzentrationen, sondern auch

wegen der Möglichkeit, Langzeiteffekte hoher Ethanolkonzentra-

tionen auf die Physiologie von' Zymomonas mobilis untersuchen zu

können, von Interesse . Bei Zellen aus der zweiten Stufe mit 100

g/l Ethanol wurden Energy Charge, pH-Gradienten, Enzymaktivitä-

ten, katabole Kapazität und Lebensfähigkeit ermittelt und mit

den Werten von exponentiell wachsenden Zellen der ersten Stufe

verglichen . Ferner wurde in Batchfermentationen der Übergang von

der ersten zur zweiten Stufe durch Ethanolzugabe simuliert, um

Kurzzeiteffekte der hohen Ethanolkonzentrationen auf die Physio-

logie von Zymomonas mobilis erfassen zu können . Dabei waren vor

allem die Änderungen der Wachstums- und Biosynthesevorgänge von

Interesse, da die Biomasseausbeuten der zweiten Stufe gezeigt

hatten, daß die Biosynthese nach Übergang der Zellen von der er-

sten zur zweiten Stufe nicht sofort vollständig von den hohen

Ethanolkonzentrationen inhibiert wird.

1 Finn' 5R hnhar Pfhna~sn#ketn7as5ts'i. 'se9ninri ma 5f .7nilirs§invavan raE-i 5 5 5=3 pf =nnvemea e~b~~Pra~® . . . m	 >,e .s ••m• .m• .-n	 msacas.a~ms .m•oam .eavaba0 wmR 9emY0a00 6W RmO@AaR ~00 P.4 0Rä9 em8Rße6U y @p08681W Ttir

Ein wichtiger Faktor der Zeltphysiologie ist das Niveau des

zellinternen pH-Wertes und dieser wird im allgemeinen von der

Zelle stark reguliert (Booth 1985) . Während Batchfermentationen

mit Zymomonas mobilis wurde jedoch beobachtet, daß der zellin-

terne pH bei steigenden Ethanolkonzentrationen im Medium paral-

lel . :mit der spezifischen Ethanolbildungsrate abnahm (Osman et
al . 1987) . Es wurde daher untersucht, wie der zellinterne pH von

hohen Ethanolkonzentrationen in der ersten und zweiten Stufe be-

einflußt wird . Dazu wurden bei einem pH-Wert von 5 .0 im Kultur-

medium die zellinternen pH-Werte in beiden Stufen gemessen . Der

vergleich dieser zellinternen pH-Werte mit den bei Ethanolkon-

zentrationen bis zu 33 g/l ermittelten, zeigte, daß pH-Gradient

und zeitinterner pH-Wert bereits in der ersten Stufe bei 53 g/l

Ethanol reduziert waren (Tab . 6) . In der zweiten. Stute nahm der

zellinterne pH weiter ab und der pH-Gradient betrug nur noch
. R
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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
Kulturmedium

Ethanol
(g/1)

pH-Wert
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/l
Ethanol wurden in der ersten bzw . der zweiten Stufe von kontinu-
ierlichen zweistufigen Fermentationen ermittelt.

doziert . Eine Steigerung des pH-Wertes des Kulturmediums auf 5 .5

führte in beiden Stufen zu einer Erhöhung des zellinternen pH-

Wertes (Tab . 6) . Die spezifischen L'd''^""^ l b. : l'3•""~`~9"'a~e~~.:~ t.[acas~v .a .ar .r-i .aasii .~r	 ~~ na,~T~z„en

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

tiivist ~ \~.61e

dUngsrate .

Tircarha fi?r di e Ahnah~?e d_er spezifischen Ethanolbi'l-. .a .. .d	

Steigende Ethanolkonzentrationen erhöhen den passiven Influx von

Protonen und entkoppeln so den pH-Gradienten über der Membran

(Leao . und Van Eiden 1984, En_eguist et al . 1981, Cartwright et al.

1986) . Das . Aufrechterhalten des zellinternen pH-Wertes kostet

Energie, es wurde daher untersucht, ob die Abnahme des pH-
Gradienten. von der ersten zur zweiten Stufe auf 'Energiemangel

zuruckzufdhren ist . Dazu wurden für erste und zweite Stufe die

intrae und' extrazellulären ATP-, ADP-- und AMP-Konzentrationen

bestimmt, .Die hiermit berechneten Werte des Energ~ Charge in Z.

"obilis Zellen der ersten und der zweiten Stufe waren gleich11 obi1

hoch (Tab.._ 7) . undentspraghen den allgemein in Bakterien gefun-
denen Verhältnissen mit Werten zwischen 0 .7 und 0 .95 unter opti

malen Bedingungen (Karl 1980, Chapman und Atkinson 19.77) . Der

gesamte zellinterne Nukleotidpool in Zellen der zweiten Stufe



Tab . 7 : Adeninnukleotidkonzentrationen und Energy Charge in Zy-

momonas mobilis Zellen der ersten und zweiten Stufe von
kontinuierlichen zweistufigen Fermentationen.

1 . Stufe 2 . Stufe

zellintern:

ATP

ADP

AMP

E .C.

zellextern:

AMP

Die AMP-Konzentration des Kulturüberstandes 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 Z . 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

Krämer 1992) . Ferner war die AMP-Konzentration im Überstand in

beiden Stufen gering , so da p 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 . mobi1is Zellen
der . ersten und der zweiten Stufe sind somit nicht auf En-
ergiemangel zurückzuführen.

In. Abwesenheit von Atmung wird der pH-Gradient über die Membran
von Mikroorganismen mittels ATP-Hydrolyse durch eine membrange-
bundene He -ATPase aufgebaut (Padan und Schuldiner 1987, Ingraham

1987, Boyer 1987) . Eine Inhibierung der ATPase durch Ethanol
könnte die Abnahme des pH-Gradienten bei hochbleibender :Energy
Charge . erklären . Obwohl eine ATP-verbrauchende bzw . entkoppelnde
Rolle einer membrangebundenen ATPase fur pH-Homeostasis in 2vmo-

rnonas mobilis bereits mehrfach diskutiert wurde, ist das .Vorkom-

men der H+-ATPase in Zvmomonas mobilis bislang nicht beschrieben
warden (Lazdunski und Belaich 1972, Pankova et al . 1988, Kai.-

nenieks et al . 1988, Jones und Doelle 1991) . Deshalb wurden das

5 .1 mM

1 .0 mM

0 .1 nM

0 .91

4 .4 mM

0 .8 mM

0 .2 mM

0 .89

2 .7%1 .4%
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Abb . 9 : Membrangebundene ATPase Aktivität in Zymomonas nobilis.

A: ATPase Aktivität 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 :ly-
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.

pH-Optimum, die kinetischen Parameter und die Inhibitorspezifi-

zi t ..~At ermittelt, bevor die Inhibierung der ATPase durch Ethanol

gemessen werden konnte . Da die beobachtete Aktivität möglicher-

weise die Summe der Aktivitäten von mehreren Enzymen darstellte;
wurde die Inhibitoreffektivität des Dicyclohexylcarbodiimids

(DCCD), einem spezifischen Inhibitor für Ht-translozierendeATP-

asen (Boyer 1987, Goffau und Dufour 1988), untersucht . Es zeigte

sich, daß 85 % der beobachteten ATPase-Aktivität von 10 DCCD

inhibiert wurde und deshalb einerH+-ATPase zugeschrieben werden

kann (Abb . 9 B) . Vanadat, das ebenfalls ein starker Inhibitor

fureine Reihe von ATPasenist, war kein spezifischer Inhitor

der ATPase-Aktivität in Zymomonas mabilis und konnte mit einer

Konzentration von 100 gM die ATPase Aktivität nur um 15 % redu-

zieren . Eine geringe Empfindlichkeit für Vanadat wurde auch fUr

z B die H+ATPaSe der Vakuole und derMitochondrien in Sac-

~ Dufourcerevisae beobachtet ; tGoffau und liuLC~u .~~

Aktivität der ATPase als Funktion des pH-Wertes



scharfes Optimum bei pH 7 .5 (Abb . 9 A) . Der Km-Wert der ATPase

für ATP betrug im pH-Optimum 0 .35 mM und nahm bei Verringerung

des pH-Wertes auf 5 .0 ca . 10-fach zu . Dabei nahm die maximale

Aktivität um die Hälfte ab . Für Membranpräparationen 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 für

Ethanol der Plasmamembran ATPase aus ;accharomyces cerevisiae.

Zwischen 60 und 120 g/l Ethanol wurde die ATPase Aktivität 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 für die ATPase-Akti-

vität in Zymomonas mobilis Zellen der ersten und zweiten Stufe

zu erfassen, wurden Aktivitätsbestimmungen bei pH-Werten und

Ethanolkonzentrationen, die den intrazellulären Bedingungen der

dellen in erster und zweiter Stufe entsprechen, CI.&rchgefUhrt.

Tab . 8 : In , ;4-,, ATPawe°a-a.,ti iät deit

	

is°~i'cbscanfrü~t~väa von ü' aiav=

monas mahilis bei pH-Werten und Ethanolkonzentrationen

die den intrazellulären Bedingungen der Zellen in erster

und zweiter Stufe entsprechen . Die ATP-Konzentration im

Enzymtest betrug 4 mM.

Abnehmender pH und zunehmende Ethanolkonzentration bewirkten zu-

sammen eine deutliche Aktivitätsabnahme der ATPase (Tab . 8), die
verständlich .. ..macht, daß bei steigender Ethanolkonzentration der
pH-Gradient abnimmt, wahrend die~'e Energy Charge konstant bleibt.
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2.2. Katabole Kapazität und Lebensfähigkeit von Zeilen der zweiten Stufe

Der Einfluß der langen Verweilzeit bei 100 g/l Ethanol auf En-

zymaktivitäten in Zymomonas mobilis wurde aus dem Vergleich von

Enzymaktivitäten in Zellen der ersten und der zweiten Stufe von

kontinuierlichen, zweistufigen Fermentationen ermittelt . Eine

Verweilzeit von 19 Stunden bei einer Ethanolkonzentration von

100 g/l bewirkte bei einigen katabolen Enzymen und der membran-

gebundenen ATPase eine Aktivitätsabnahme von ca . 30 % relativ zu

den Aktivitäten der exponentiell wachsenden Zellen der ersten

Stufe (Tab . 9) . Die spezifische Ethanolbildungsrate der Zellen

aus der zweiten Stufe war bei Glukosesättigung 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 Ausmaß dieser Desakti-

vierung kann durch die beobachtete Abnahme der Enzymaktivitäten

in Zellen der zweiten Stufe erklärt werden . Die anabole PEP-Car-

boxylase unterschied sich von den katabolen Enzymen durch einen

viel größeren Aktivitätsverlust . Das ist in Einklang mit der

größeren Empfindlichkeit von anabolen Enzymen bezüglich Denatu-

rierung durch Ethanol, die in vitro für die Enzyme PEP-car-

boxylase, Malatdehydrogenase und Pyruvatdehydrogenase gezeigt

Tab . 9s Enzymaktivitäten von Zymomonas mobilis in der ersten und

zweiten Stufe von zweistufigen Fermentationen.

1 . Stufe

U/mg

2 . Stufe

	

Aktivitätsverlust

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

ATPase 0 .30 0 .22 28
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Die Aktivitäten der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase wurden in
Rohextrakten und die Aktivitäten der anderen Enzymen in mit
Chloroform permeabilisierten Zellen gemessen.



wurde (Bringer-Meyer und Sahin 1989, Bringer-Meyer, persönliche

Mitteilung 1991).

Die katabole Kapazität von Z . mobilis Zellen aus der ersten und

der zweiten Stufe, d .h . die spezifische Ethanolbildungsrate in

Medium ohne Ethanol, wurde gemessen, um die Reversibilität der

Inhibierung der Ethanolbildung durch Ethanol zu erfassen . Dazu

wurden die Proben vor Bestimmung der CO2 -Bildungsrate zweimal in

anaerobem Medium ohne Glukose gewaschen.

Tab . 10 : Spezifische Ethanolbildungsraten und katabole Kapazitä-

ten von Zymomonas mobilis Zellen der zweistufigen Fer-

mentation.

Die katabole Kapazität ist die spezifische Ethanolbildungsrate
in Medium ohne Ethanol ; diese wurde über die C02-Bildungsrate
ermittelt.

Die Zellen der ersten Stufe wiesen mit 4 .1 g/g*h die katabole

Kapazität auf (Tab . 10), die aufgrund der G lukokinaseaktivität

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/geh, erwartet, da aus den .Enzymak-

tivitäten und der spezifischen Ethanolbildungsrate in der zwei-

ten Stufe bereits eine ca . 30 %-ige Desaktivierung hervorging.

Die katabole Kapazität von Zymomonas mobilis Zellen der zweiten

Stufe . war jedoch um ein Drittel niedriger . Die Inhibierung der

Ethanolbildung . durch Ethanol war somit nicht sofort vollständig

reversibel.

Stufe ging _.,hervor, daß das Wachstum wesentlich stärker von Etha-

nol inhibiert wurde als die Ethanolbildung, Die Lebendsfahigkeit

von Zymomonas mobilis in erster und zweiter Stufe wurdebe-

stimmt, um die Reversibilität der Wachstumsinhibierung durch

spezifische

	

katabole
Stufe

	

Ethanolbildungsrate Kapazität
( g/g*h )

	

( g/g*h )

1

	

3 .6

	

4 .1

2 .

	

1 .1

	

1 .9

Aus r3r~n Daten für die Biomasseausbeute in der ersten '.iFäd
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Ethanol zu erfassen . Die Lebensfähigkeit 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-

bensfähigkeit der ersten Stufe war niedriger als für exponenti-

ell wachsende Zellen erwartet werden konnte . Es wurde jedoch

auch von Bringer et al . (1984) und Jöbses et al . {1985) berich-

tet, daß die Kolonie-Ausbeute von Zymomonas mobilis nach Aus-

plattierung deutlich weniger als 100 % beträgt . Die Lebensfähig-

keit der zweiten Stufe zeigt, daß Zyrmmonas mobilis Zellen erst

nach längeren Inkubationszeiten bei 100 g/l Ethanol ihre Tei-

lungsfähigkeit irreversibel verlieren und die Inhibierung des

Wachstums durch Ethanol zum größten Teil reversibel ist.

2 .3. Kurzzeiteffekte hoher Ethanoikonzenfrafionen auf das Wachstum von

Zymotnotäas rnobilis

Kurzzeiteffekte hoher Ethanolkonzentrationen auf die Wachstums-

rate von Zymamonas mobilis wurden in Batchfermentationen erfaßt,

wobei die Zugabe von Ethanol (60 - 120 g/l) den Übergang von der

ersten zur zweiten Stufe simulierte . Das Medium der Batchfermen-

tationen war anaerob, mit MES auf pH 6 .0 gepuffert und enthielt

2 % Glukose und 50 g/l Ethanol . Die Ansätze wurden mit Zymomonas

mobilis Zellen der ersten Stufe schwach beimpft (OD550 ca . 0 .8),

so daß während beider Versuchsabschnitte die Ethanolkonzen-

tration nur wenig zunahm . Nachdem sich wieder exponentielles

Wachstum eingestellt hatte, wurde durch Zugabe von Ethanol die

Ethanolkonzentration in einem Schritt auf 60, 70, 80, 90, 100,

115 :oder 120 g/l erhöht und die Zunahme der OD verfolgt . Bei 60

und 70 g/l Ethanol stieg die OD weiterhin exponentiell an und es

wurden Wachstumsraten von 0 .18 bzw . 0 .12 1/h ermittelt . Bei 80,

90 und 100 g/l Ethanol nahm die OD in 5 Stunden noch um ca . 55

bis 80 % zu, aber die Wachstumsrate ging langsam gegen Null und

es ließ sich keine exponentielle Phase mehr beobachten (Abb.

10) . Bei Ethanolkonzentrationen Tiber 110 g/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 Möglichkeit Tiber einen Zeitraum von einigen Stunden

zu untersuchen, auf welche Weise die hohen Ethanolkonzentratio-

nen das Wachstum von Zymomonas mobilis beeinflussen . Als erstes

wurde gepruft, ob Energielimitierung primär für die vollständige
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Abb . 10 : Wachstum von Zyzrro.monas mobilis in Batchfermentati onen

g/l Ethanol und nach Erhöhung der Ethcanolnoltze at -

tration auf 82, 91 oder 103 g/l . Der Zeitpunkt der Etha-
nolzugabe ist mit dem Pfeil markiert.

inhibierung des exponentiellen Wachstums durch Ethanol verant-
wortlich ist . Dazu wurden die C0 2 -Bildungsraten bzw . Glukosever
brauchsraten während der Batchfermentationen ermittelt . Gemäß
der Abhängigkeit der spezifischen Glukoseverbrauchsrate von der

Ethanolkonzentration (Abb 5) wurde nach schrittweiser Erhöhung
der Ethanolkonzentration eine sofortige Abnahme der C0 2-Bit
dungsrate der Zellen gemessen . ._ Die volumetrische Glukosever-
brauchsrate :der Kultur blieb nach den anfänglichen Abnahmen min-
destens 5 Stunden konstant(Abb . 11) . Die langsame Abnahme der
OD-Zuwachsrate in diesem Zeitraum konnte daher nicht mit einer

Abnahme der katabolen Aktivität erklärt werden . Ob dennoch ein
Energiemangel entstand, wurde anhand Änderungen im Adeninnukleo ..
tid-Pool : und Energy Charge ermittelt . Dazu wurden intra- und ex-
~-vazells~!-. i1 ~~ 1 äre ATP-, ADP- und_it~

	

. AMP-Konzentrationen bei 50 g/l Etha-
nol und nach Erhöhung der Ethanolkonzentration auf 85 gLl oder
100 g/l bestimmt . Wie : ... derin der ersten Stufe der kontinuierlichen
zweistufigen Fermentationen hatte die Energy Charge bei. 50'g/l . :

Rnbei



Zeit (h)

Abb . 11 : Abnahme der Glukosekonzentration in Batchfermentationen

mit Zyinomonas mobilis bei 50 g/l Ethanol und nach Erhö-

hung der Ethanolkonzentration von 50 auf 82, 91 und 103

g/l .

	

'" .mss den Zeitpunkt

	

.. .m-~ ..~en Zeitpunkt der Etha nol -. Der Pfeil kennzeichnet

zugabe.

Ethanol einen Wert von 0 .9 . Nach Erhöhung der Ethanolkonzentra-

tion auf 85 g/l blieb dieser Wert 4 h konstant, während der Ge-

samt-Adeninnukleotid-Pool in dieser Zeit parallel zur OD zunahm

(Abb . 12) . Die extrazelluläre AMP-Konzentration blieb dabei

niedrig . Die hohe Energy Charge der Zellen und die gleichzeitige.

Zunahme des Adeninnukleotid-Pools zeigten, daß die langsame Ab -

nahme der OD-Zuwachsrate bei 85 g/l nicht auf Energiemangel zur

ruckzufiihren war . Bei Erhöhung der Ethanolkonzentration auf

100 g/l waren die Ergebnisse ähnlich.

Zum Vergleich. wurden. Energy Charge und Adeninnucleotidpool auch

nach Zugabe von Ethanol zu 118 g/l, wobei die OD nicht mehr zu-

nahm, ermittelt . Im Gegensatz zu den Versuchen bei 85 und 100

g/1 Ethanol blieb der Adeninnukleotid-Pool nach Erhöhung der
,_

	

~ .
)

7Ethanolkonzentration auf 118 g/1 konstant (Abb . 13 . Die~-~~ ze~.liil-

terne ATP-Konzentration nahm dabei in 4 .5 Stunden um mehr als
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Abb . 12 : Wachstum, Energy Charge und Adeninnucleotid-Pool in
BM 4-

. .e
.1n1 i$ 1,"7ri. iitütiviiile.i. t Gl 4 :livll~vlaids litvii ii ö be j, ..Ci A g/1

Ethanol und nach Erhöhung der Ethanolkonzentration auf 85
g/l Ethanol . Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der
Ethanol zugabe .

die Hälfte ab . Die Energy Charge wurde auf 0 .7 verringert . Die
extrazelluläre AMP-Konzentration stieg gleichzeitig an und bil-
detenach 4 Stunden. die größte Adeninnucleotid-Fraktion der Kul-
tur . Energiemangel war hier offensichtlich . Außer AMP wurden bei
118 g/l Ethanol jedoch auch ADP und ATP im Überstand detektiert.
Nach 4 Stunden befand sich die Hälfte des ADP-Pools iin über-
stand . Der Verlust von nicht nur AMP sondern auch von ADP••: und
ATP deutet auf eine erhöhte Permeabilität oder Lyse der Zellen
bei 120 g/l Ethanol hin . Der Metabolitverlust nach Erhöhung der
Ethanolkonzentration auf 118 g/l fuhrt sehr wahrscheinlich zur
sofortigen wacnstumsinhibierung und zur schnellen. Desaktivierung
der Ethanolbildungsaktivitat bez 110 und 120 g/l Ethanol
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Abb . 13 : Wachstum, Energy Charge und Adeninnucleotid-Pool in

Patchfermentationefl mit ZyTuomonas mobilis bei 50 g / l

Ethanol und nach Erhöhung der Ethanolkonzentration auf

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

Lthailo i c
,
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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 . ..Inhibierungen. ihn :An.abolismus schliej3en zu können.

2.4 Charakterisierung des Wapli €sturns von Zyrnom®aas =bills bei 80 ° 100

Ethanol

Das Wachstum von Zymomonas mobilis in Patchfermentationen bei 80
	 '

	

.
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-- 100 g/l Ethanol wurde nun anhand von ~,n.derungen in GerZzalil,

Zellgröj3e und spezifischer Zelldichte charakterisiert . Bei den

die
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'J_	 s. ..
Zellzahlungen stellte sich heraus, da~
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nasmobilis in der Kultur konstant blieb, wahrend die optische
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Abb . 14 : Zeltzahl und Zunahme der optischen Dichte von gymomonas
mobilis in Batchfermentationen bei 50 g/l Ethanol und

nach Erhöhung der Ethanolkonzentration auf 90 g/l . Der
e -'-tpü nnt 4.L. Ethanolzugabe ist mit dem Pfeil 1i[arkivrt.

Dichte innerhalb von 21 Stunden nach Erhöhung der Ethanolkonzen-
tration von 50 auf 90 g/l um den Faktor zwei zunahm (Abb . ]4).

Bei 80 und 100 g/l führte die OD-Zunahme ebenfalls nicht zu ei-
ner Zunahme der Zeltzahl . Es wurde daher erwartet, daß die OD-
Zunahme durch einer Zunahme der Zellgröße bedingt war . Zell-
größenverteilungen, die während Batchfermentationen bei 90 g/l

Ethanol gemessen wurden, zeigten jedoch daß dies nur teilweise
zutraf . Während die OD in 4 .5 Stunden nach Ethanolzugabe um den
Faktor 1 .66 anstieg, nahm die mittlere Zellgröße in drei paral-
lelen Ansätzen nur um den Faktor 1 .14 zu (Abb . 15).

Außer Zeltzahl und Zellgröße ist auch die' Differenz der Bre-
chungsindeces von Zellen und Lösungsmittel mit der OD einer Kul-
tur korreliert ( iemenz 1977) . . ::Der Brechungsindex einer Zelle

ist abhängig vom Gehalt der nichtwässrigen Zellbestandteile
(Quesnei 1971) und stellt ein ha.ß für die spezifische Dichte11C311C
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dar . Änderungen der spezifischen Dichte der zymomonas mobilis
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Abb . 15 : Zellgröpenverteilungen von Zymomonas mobilis Zellen in

Batchfermentationen bei 50 g/l Ethanol und 5h nach Erhö-

hung der Ethanolkonzentration auf 90 g/l.

Tab . 11 : Spezifische Dichte von Zymomonas mobilis Zellen in der

exponentiellen Wachstumsphase bei 50 - 60 g/l Ethanol und

nach Wachstau:: bei 90 - 100 g/l Ethanol . Die spezifische

Dichte wurde mittels Dichtezentrifugation bestimmt.
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Zellen in den Datchfermentationen bei 80 .. bis 100 gi~ Ethanoi.

wurden mittels Dichtezentrifugation bestimmt . Es zeigte sich,
~
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Dichte der Zellen einherging (Tab . 11) . Die Dichtezunahme von

1 .100 auf 1 .127 g/ml kann bei einem gleichzeitigen Zellvergröße-

rungsfaktor von 1 .14 und einem Wassergehalt der Zelle von 75 % -

80 % eine Trockengewichtszunahme pro Zelle von ca . 50 bis 60 %

erklären . Die Zunahme der spezifischen Zelldichte und die ge-

ringe Zeltvergrößerung zeigten, daß die OD-Zunahme bei 80 bis

100 g/l Ethanol tatsächlich ein Wachstum in Form von Biomassezu-

nahme repräsentiert . 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 für andere anabole Vorgänge eine sofortige Inhibierung

auftreten könnte, wurden im weiteren bei 80 bis 100 g/l Ethanol

die Biosyntheseraten der Makromoleküle ermittelt.

2 .5 Charakterisierung cler Biosynthese von Zymomorias mob/It's bei 80 bis ~ 00 g/€

Ethanol

Die Biosynthese von E momanas mobiiis bei 80 bis .~i.üv gis Ethanol

wurde für die wichtigsten Makromoleküle charakterisiert . Dazu

.711 en cSALG.L11151I.C~141VS1GS1 11C2L .SS 1~1liVl1 ld1 1g ldGi 1.'.1.11W SV1J1V11°in

zentration das Trockengewicht, sowie der Gehalt an Protein, RNA,

DNA, Kohlenhydraten und Fettsäuren parallel zur OD-Zunahme ge-

messen.

Nach Erhöhung 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 daß

der Proteingehalt des Trockengewichtes in diese Wachstumsphase

von 58 % auf 66 % zunahm . Zugabe von 50 bis 150 gM CCCP bewirkte

eine dosisabhängige Verringerung der OD- und Proteinzunahmen,

was demonstriert, daß die Proton Motive Force normalerweise nach

Erhöhung der Ethanolkonzentration noch vorhanden ist (Ruhrmann

und Krämer 1992) . Wenn die Batchfermentationen in Minimalmedium

statt in Vollmedium durchgeführt wurden, konnte nach Erhöhung

der Ethanolkonzentration ebenfalls eine OD- und Proteinkonzen-

ttationszunahme gemessen werden . Diese Zunahme zeigt, daß nicht

Ill . Ergebnisse
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Abb . 16 : Zunahme von optischer Dichte, Trockengewicht und Pro-

tein in Batchfermentationen mit Zyrnomoflas mobilis nach

Erhöhung der Ethanolkonzentration von 50 auf 85 g/l.

nur Proteinbiosynthese sondern auch Aminosäurenbiosynthese bei

Ethanolkonzentrationen Tiber 80 g/l noch stattfinden kann.
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E

	

E

4 .0

Parallel zur Proteinzunahme wurden Yvdäar ĉäad .a /1 r
ldGl L4d i.4FA .4~-+iAU~aa ai~w. M .a.v

nen die Aktivitäten der Glukokinase und der Pyruvatdecarboxylase

in mit Chloroform permeabilisierten Zellen Gemessen . Die Aktivi-

täten dieser Enzyme (U/ml Kultur) nahmen nach Erhöhung der Etha-
nolkonzentration jedoch nicht mit dem Proteingehalt der Kultur

zu. Das Konstantbleiben dieser Enzymaktivitäten war in Einklang

mit den konstanten volumetrischen Glukoseverbrauchsraten .in ver-

gleichbarenEatchfermentationen (Abb . 11).

Im Gegensatz zum Proteingehalt, nahm die RNA--Konzentration in

der Kultur nur wenig zu, hauptsächlich während der ersten Stunde

nach Erhöhung der Ethanolkonzentration (Abb . 17) . Insgesamt nahm

der RNA-Gehalt bezogen auf das Trockengewicht ab . lm allgemeinen

ist derGesamt-RNA-Gehalt einer Zelle von der Wachstumsrate ab-

gängig Das Ausbleiben weiterer Netto-Neusynthese könnte daher,

statt mit einem direkten Einfluß von Ethanol auf die RNA-Biosyn
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Abb . 17 : Zunahme der optischen Dichte, sowie RNA- und DNA- Kon-
zentrationen in Ba tchfermentationen mit Z momonas mobi-

1is nach Erhöhung der Ethanolkonzentration von 50 auf
90 g/l.

these auch mit dem " Shiftdown" der Wachstumsrate zusammenhängen.
Die Neusynthese : von Protein zeigte, daß mRNA-Synthese weiterhin
stattfand . Im Einklang hiermit konnten die OD- und Proteinzu-
nahme nach Erhöhung der Ethanolkonzentration von 50 auf 80 bis
100 g/l durch Zugabe von 100 gg/ml Rifampicin, ein Inhibitor der
RNA-Biosynthese, vollständig inhibiert werden . Die mRNA macht

zwar nur einen kleinen Anteil der Gesamt-RNA aus, aber die Bio-
synthese von mRNA weist darauf hin, daß die ' RNA-Biosynthese

nicht vollständig inhibiert ist.

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

plikation somit ein zweiter anaboler Vorgang, der sofort und

saol stän i

	

Ethanol b 80 .
._ /l inhibiert
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oU _c~/'1 . - inhibiert wird . ; ..

- ` -% 71471' Zeitpunkt 4 . A.~.'3A411LL.~~}°~I LV~4LLL~i.1LG korrelierte d3e siĉnge .orgailih

gebundenen Phosphats in exponentiell wachsenden Zellen sehr gut .
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Abb . 18 : Zunahme der optischen Dichte, sowie organisch gebun-

denen Phosphor- und KohEenhydratgehalt in Batchferment.a-

tionen mit Zyanomonas mobilis nach Erhöhung der Ethanol-

konzentration von 50 auf 85 g/l.

mit dem Gehalt der Hauptphosphatträger in der Zelle : RNA, DNA

und̀~ Phosphor 'p .i.ù e . Nach

	

nahm der Phospha ge-Phospholipide .
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halt weiter zu (Abb . 18) . Die Zunahme war größer als aus der

RNA-Zunahme errechnet werden konnte, was auf die Biosynthese ei-

ner phosphathaltigen Komponente hinweist.

Die Biosynthese der Gesamtkohlenhydrate trug nur in den ersten

zwei Stunden zu der Biomassezunahme bei (Abb . 18) . Der Kohlenhy

dratgehalt nahm während der Kurzfermentation von 5 .8 auf 5 .0 %

des Trockengewichtes ab.

Als Maß für die Phospholipid- und Lipopolysaccharidbiosynthese

wurde der Fettsäuregehalt parallel zur OD-Zunahme gemessen .Es

stellte sich heraus, daß der Fettsäuregehalt nach Erhöhung der

Ethanolkonzentration nicht mehr zunahm (Abb . 19) . Die Fettsäure-

-biosynthesebzw . die Phospholipid-und Lipopoiysaccharic.biosyn

1 .0 200.0

-3 .5
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Abb . 19 : Wachstum und Fettsäuregehalt in Batchferme??tationen mit

Z4 1i[omonaä =ails nach sraivlLuilg der. Ei.aLadEt7lkonGeist%eätiÜn

von 50 auf 88 g/l.

these ist somit ein dritter anaboler Vorgang, der nach Erhöhung

aer Ethanolkonzentration sofort und vollständig inhibiert wird.

Diese Inhibierung erklärt zudem, warum die Biomassezunahme nach

Ethanolzugabe kaum noch zu .Zellvergößerung fUhrte.

1 .00 .0



3. Untersuchungen zur Bedeutung der Hopanoide in Zymomonas mobilis

Für die ausgeprägte 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 Einfluß der Kulturbedingungen auf Gehalt und

Zusammensetzung der Hopanoide, sowie deren physikochemisches

Verhalten bei Monoschichtuntersuchungen untersucht, um die Funk-

tion der Hopanoiden genauer beschreiben zu können.

3.1 . EinfiuB der Wachstumsbedingungen auf Hopanoidgehait und -Zusammenset-

zung.

Bringer et al . (1985) beschrieben eine Veränderung des Hopanoid-

gehaltes in Zymomonas mobilis mit variierender Ethanolkonzentra-

tion . Bei Erhöhung der Ethanolkonzentration von 5 g/l auf 63 g/l

in kontinuierlicher, anaerober Kultur stieg der Hopanoidgehalt

um das 8-fache an . Schmidt (1988) beschrieb eine analoge Korre-

lation zwischen Hopanoidgehalt und lnkubationstemperatur . Sie

zeigte außerdem, daß der Hopanoidgehalt bei Batchfermentationen

von der Wachstumsphase abhängig war . Der Einfluß der Wachstums-

bedingungen auf die Hopanoidzusammensetzung konnte von diesen

Autoren nicht bestimmt werden, da die komplexen C35-Hopanoide

THBH, THBH-Ether und THBH-Gykosid vor der Analyse zu 29-(2--Acet-

oxyethyl)--HOpan -' -r vR~.~-~+1C-'i 1.
_ WiLiLliLae.., . Nachdem

	

t~~~.Z.V von JC.di L3t~EdfJ CLIP
Sch. . l , . ...b erg 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 Einfluß von

Ethanolkonzentration und Wachstumsrate auf die Zusammensetzung

der Hopanoidfraktion in Z . mobilis bestimmt.

Zymomonas mobilis wurde in kontinuierlicher Kultur gezüchtet, um

definierte und reproduzierbare Wachstumsbedingungen zu erhalten.

Die Ethanolkonzentrationen wurden durch die Zuckerkonzentratio-

nen bzw. Durchflußraten von 5 bis 60 g/l und die Wachstumsraten

von 0 .08 bis 0 .40 1/h variiert . Die FeLmentationen waren bis auf

die höchsten , mit Ausnahme bei den höchsten Verdünnungsraten

bei 10, 35 und 55 g/l Ethanol Glukose-limitiert.

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

49'% . der Gesamthopanoide die Hauptkomponenten der Hopanoidfrak



Hopanoidzusammensetzung in Zymomonas mobilis ATCC 29191 in
kontinuierlicher Kultur

Ethanol D

	

Ether

	

Glycosid

	

Tetrol

	

Diplopterol Hopen

(g /l)

	

(h-1 )

	

(mg/g Lipidextrakt) a)
,

	

_

	

.
4 .9

	

0 .08

	

210 + 10

	

160 + 50

	

9+ 4

	

10 + 1

	

1+ 0
4 .8

	

0 .30

	

180 +

	

0

	

220 ~ 40

	

21 + 5

	

12 + 2

	

1+ 0

±

	

±

Tab . 12 Einfluß der Ethanolkonzentration und Wachstumsrate auf die

10 .1

	

0 .08

	

210 + 10

	

220 ± 20

	

11 ± 4

	

11 + 0

	

2+ 0
9 .8

	

0 .25

	

130 ~ 10

	

2 5 0 + 50

	

73

	

16 + 0

	

1+ 0
9 .8

	

0 .404	180 + 10

	

270 + 50

	

20 + 8

	

14 + 2

	

1¢ 0

35

	

0 .15

	

160 ~ 20

	

220 + 30

	

28 -f- 2

	

11 + 1

	

4+ 0
34

	

0 .32

	

150 + 10

	

260 -I- 20

	

33 + 9

	

14 -± 1

	

4

	

0

60

	

0 .08

	

150 + 10

	

220 -1- 10

	

40 + 7

	

15 + 1

	

7 + 0
55

	

0 .10

	

160 + 10

	

140 + 10

	

52 + 15

	

15 + 3

	

6

	

1

a) n = 8
b) ~ = g max

tion dar (Tab . 12) . THBH, Diplopterol und Hopen trugen nur etwa

6, 3, bzw . 1% zum Hopanoidgehalt bei . Der Ethanolgehalt der Kul-
tur hatte nur rainen geringen Einfluß 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 überein . Der

THBH-gehalt stieg ebenfalls an, während 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 mobi .~i.s ATCC 29191 zeigt Tab . 13 . Der Hopanoidge-

halt betrug immer etwa 430 mg/g Lipidextrakt . Dieser Wert stimm-
to gut mit . dem von~Vii SchmidtLJ\r}li{[ .bt.{,4 /1QS2S2\ ermittelten II`-.r»r~`-.ir~ .~v~inal~ ~iirmit a.ia...i{{

	

-
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stationä.r.e Zellen einer Batchfermentation überein . Die von Brin-

ger et al . (1985) und Schmidt (1988) beschriebene ?{orrelat i on

zwischen Ethanolkonzentration und Hopanoidgehalt konnte jedoch

nicht bestätigt werden.
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Tab . 13 Einfluß der Ethanolkonzentration und Wachstumsrate auf die

Zusammensetzung der extrahierten Lipiden in Zymomonas mobilis

ATCC 29191 in kontinuierlicher Kultur.

Ethanol

( g / l )

D

{h-l )

Hopanoide Phospholipide E Lipide Hopanoide/
Phospholipide
(mailmen{mg / g ) a) ~(}amol /g)

	

.
(mg /g )

4 .9 0 .08 390 4- 70 830 + 10 990 ¢ 80 0 .67

4 .8 0 .30 430 + 50 690 ±

	

5 930 + 60 0 .93

10 .1 0 .08 450 ± 30 840 + 10 1060 + 40 0,78

9 .8 0 .25 400 + 60 810 -±

	

5 990 + 70 0 .72

9 .8 0 .40 c) 490

	

- 70 690 + 10 990 + 80 1 .03

35 0 .15 420 + 50 880 -± 10 1070

	

-4-

	

60 0 .70

34 0 .32d) 460 1- 40 660 + 10 940 + 50 1 .05

60 0 .08
~ 1

430 + 30 840 + 20 1040 + 50 0 .77

55 0,19 td~ E

	

n -
/~
r
i

	

'Y`

	

'ä
R n

vf~

	

J
oo4 n

v ~
9~ 0 50960 _58v .v

S
a) n = 8 ; b) n = 4;
c) g is g max bei 10 g/l Ethanol und 112 g/l Glukose im steady State
d) g is p max für die angegebene Ethanolkonzentration.

Die Variation der Wachstumsrate hatte ebenfalls keinen Einfluß

auf den Hopanoidgehalt . Der organisch gebundene Phospha geha .-

der Lipide nahm jedoch bei den höchsten Wachstumsraten ab, so

daß das molare Verhältnis 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 in mindestens 9-fachem

tberschuss im Medium vorhanden war.

Fermentationen mit einer frischen Stammkultur von ATCC 29191

zeigten, daß die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen für den Ho -

panoidgehalt in Abhängigkeit von der Ethanolkonzentration von

Bringer und Schmidt und dieser Arbeit keine Folge von Spontanmu--

tationen in der Regulation der Hopanoidbiosynthesegewesen sein

kann (Bringer, persönliche Mitteilung 1990) Wahrscheinlich sind

die Unterschiede methodisch bedingt, denn eine Uberpriifung der

von Bringer et al . {1985) und Schmidt (1988) angewandten Deriva-



tisierungsmethode {Perjodatspaltung und Acetylierung) hatte ge-

zeigt, daß die Ergebnisse besonders für Zellen, die bei geringer

Ethanolkonzentration gewachsen waren, nicht reproduzierbar waren

(Hermans et al ., 1991) . Möglicherweise gehen Hopanoide während

der Perjodatspaltung verloren . Ein ähnliches Phänomen wurde auch

für 1-Hydroxy-Octadecanyl-Glycerolether beobachtet (Bringer et

al . 1985).

Bezogen auf das Zelltrockengewicht enthielten die Zellen etwa 7

% Lipide . Der Hopanoidgehalt und der geschätzte Phospholipidge-

halt erreichten zusammen immer ca . 1000 ¢ 80 mg/g Lipidextrakt,

was zeigt, daß Hopanoide und Phospholipide die Hauptkomponenten

der Lipide darstellen . Diese Ergebnisse stimmen mit dem Befund

von Tornabene et al . {1982) überein, der zeigte, daß 97 % der

extrahierbaren Lipide von Z . mobilis aus polaren Lipiden beste-

hen.

Ferner wurde überprüft, ob Hopanoidgehalt und -zusammensetzung

Temperaturabhängig sind . Dazu wurden Fermentationen bei einer

Ethanolkonzentration von 10 g/l und Temperaturen von 25 °C bis

37 °C durchgeführt . Bei 37 °C mußte die Durchflußrate bis auf

0 .135 (1/h) reduziert werden, um eine Glukoselimitierung zu er-

reichen . Gleichzeitig wurde eine deutliche Zeltverlängerung be-

obachtet, die für Zymomonas mobilis unter ungünstigen Wachstums-

bedingungen, wie z .B . eS11U1L L.CLa..b .~.b,k-er m .. .,L ittJI 	 _.,
LaLU.L.

. .
., typisch is L . ( ti71LVL_

cit..a-
FJ

	

-

nicki et al . 1982, Stevnsborg et al .1986) . Die Werte des Ho-

panoid- und Phospholipidgehalts bei 25 °C und 37 °C waren ver-

gleichbar mit denen bei 30 °C (Tab . 14) . Somit ist der Hopanoid-

gehalt auch von der Fermentationstemperatur in dem Bereich zwi-

schen 25 °C und 37 °C unabhängig . 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 Fähigkeit, maximale Ethanolkonzentratio-

nen zu bilden, erwies sich Zymomonas mobilis ATCC 31821 von den

111 verschiedenen Zymomonas mobilis Stämmen als der beste Etha-

nolproduzent (Rogers et al . 1984) . Deswegen wurden Hopanoidge-

halt .und zusammensetzung auch für Zymomonas mobilis ATCC 31821
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Tab . 14 : Einfluß der Temperatur auf die Zusammensetzung der

Lipide in Zymolnonas mobilis ATCC 29191

_

	

lipids

	

‘

	

Phospholipide
(g/ l )

	

( " C)

	

( h-1 )

	

( mg/ g ) a)

	

(~cmol /g) b `

	

( mg/ g )

	

(mol/mol)

9 .4

	

25

	

0 .15

	

420 + 20

	

780 + 10

	

990 4- 40 0 .78

9 .8

	

30

	

0 .25

	

400 + 60

	

810 +

	

5

	

990 + 70

	

0 .72

9 .6

	

37

	

0 .135

	

360 + 30

	

830 + 20

	

980 + 50

	

0 .67

-

	

±

	

±

	

±

Ethanol T D

	

Hopano ide Phospho- E Lipide Hopanoide/

a) n = 8 ; b) n = 4;

Tab . 15 : Einfluß der Ethaia~il 'rfviiZeiitrativii auf die lV7opalliid°

zusammensetzung in Zymomonas ma~bilis ATCC 31821

!Ethanol D

	

Ether

	

Glykosid

	

Petrol

	

Diplop- Hopen

	

Hopanoide
(

	

y

	

~

	

terol , ~
~ (g/l)

	

(h-~.)[

	

(mg/g Lipide~trakt) a ~

	

E

	

1

9 .2

	

0 .25

	

180 A- 10

	

190 -4- 20

	

22 + 4

	

18 + 2

	

0+ 0

	

410 -1- 40

35 .3

	

0 .15

	

170 + 20

	

140 ~- 10

	

68 + 5

	

18 + 2

	

4+ 0

	

400 -1- 40

58 .5

	

0 .08

	

200 ~ 10

	

200 + 10

	

12 ± 4

	

5

	

0

	

7+ 2

	

420 + 30



bestimmt . Die Ergebnisse waren vergleichbar mit denen von ATCC

29191 (Tab . 15) . Der Hopanoidgehalt betrug etwa 410 mg/g Lipid-

extrakt und war ebenfalls unabhängig von der Ethanolkonzentra-

tion zwischen 10 und 60 g/l . Die Ether- und Glykosidderivate des

THBH bildeten auch in diesem Stamm die Hauptkomponenten der

Hopanoidfraktion, während THBH, Diplopterol und Hopen wiederum

in kleineren Mengen vertreten waren.

1 .2 . Untersuchungen zur tateraien Lipidpackung von Gesarntt€pidert und

Phosphotipiden aus Zymomonas lwE3llfs

Nachdem gezeigt worden war, daj3 Hopanoidgehalt und -zusammenset-

zung in Zymomonas mobilis konstitutiv sind, wurde nun die Funk-

tion der Hopanoide in der Membran von Zymomonas mobilis näher

untersucht.

Wie aus ersten Untersuchungen hervor ging, haben Hopanoide in

Membranen eine fluiditätsmodulierende Funktion und bewirken eine

dichtere laterale Packung flüssiganaloger Lipide, was zu einer

geringeren passiven Permeabilität und einer erhöhten Ethanolto-

leranz der Membran führt (Kannenberg et al . 1980, 1985, Bisseret

et al . 1983, Benz et al . 1983, Nagumo et al . 1991) . Diese Eigen-

schaften wurden jedoch bisher nur für THBH und Diplopterol nach-

gewiesen . In Z . mobilis haben diese Substanzen nur den geringen

Anteil von CI.

	

1t_i
0 % am

	

.3g .~._L.
C~~dl~aiLi, Die Hauptkomponen-

ten

	

etw-.
R .L

	

a ilt V~~t~d€€4d1V~JaliVlCdpVdiCil-

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 EinfluJ3 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-

setzung .der :Hopanoidfraktion entsprach der in Tab . 12 beschrie-

benen.

Die Phospholipide wurden mittels prdparativer Dünnschicht-Chro-

matographie aus dem Lipidextrakt isoliert . Eine Mischung zusam-

mengesetztaus das Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin,

Cardiolipin und Phosphatidylglycerin wurde für die Monoschicht®

Messungen verwendet . Die Phosphatidylserinbande wurde verworfen,
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da diese sich im benutzten Laufmittelsystem nicht von den Ho-

panoiden trennte . Analysen des organisch gebundenen Phosphats

und des Fettsäuregehalts ergaben, daß dieser Extrakt 97 % (w/w)

Phospholipide mit einer Fettsäurenzusammensetzung von 80 % cis-

Vaccensäure, 15 % Palmitinsäure und 5 % Myristinsäure enthielt.

Der im Vergleich zum Lipidextrakt geringe Gehalt an Myristin-

säure war zum Teil darauf zurückzuführen, daß der größte Teil

der Myristinsäure 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 Einfluß der Temperatur auf die laterale Lipidpackung wurden

bei 5 °c, 20 °C, 30 °C und 37 °C Isothermen der Phospholipide

und des Lipidextraktes gemessen.

Alle Isothermen waren, unabhängig von der Kompressionsrate, sehr

gut reproduzierbar . Die Phospholipidmischung verhielt sich flüs-

siganalog und durchlief keinen Phasenübergang zwischen 5 und 37

°C (Abb . 20) . Der flüssiganaloge Charakter des Phospholipidgemi-

sches zwischen 5 und 37 °C war mit dem hohen cis-Vaccensäurege-

halt der Phospholipide in Einklang . Der minimale mittlere, mole-

kulare Flächenbedarf nahm bei steigender Temperatur von 45 K2

auf 55 K2 zu . Alle Isothermen zeigten bei 21,5 Dyn/cm einen

Knick, was auf eine Phasenseparierung hinweist . Die Kompressibi-

lität des Lipidextraktes war wesentlich geringer als die der

Phospholipidmischung (Abb . 21) . Die Monoschicht des Lipidextrak-

teswar zwar auch flüssiganalog, aber es lag eine dichtere late-

rale Packung der Lipide vor . Der Lipidextrakt durchlief eben-

falls keinen Phasenübergang zwischen 5 °C und 37 °C . Die Iso-

thermen bei 30 °C und 37 °C zeigten einen Knick bei 31,5 mN/m,

waren jedoch auch oberhalb dieses Filmdruckes reproduzierbar.

Der minimale Flächenbedarf des Lipidextraktes nahm bei steigen-

der Temperatur von 39,5 Ä2 bis 44 Ä2 zu . In Anwesenheit der Ho-

panoide wurde die Monoschicht bei Temperaturerhöhung nur halb so

stark expandiert und zeigte in allen Fällen eine insgesamt dich-

4-r.".!. laterale 1r~irar~ackiun~x6..Gtc . ..- Lii./d.Ki/

	

7 .

Der; Hopanoidgehalt im Lipidextrakt wurde durch Zusatz : . von

Phospholipiden reduziert, so daß bei 20 °C Isothermen für Hopa-

noidgehalte von 0 %, 13 .3 %, 20 % und 40 % gemessen werden koren
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Abb . 20 : Isothermen des Phospholipidgemisches bei 5 -- 37 °C.

Dargestellt ist der Filmdruck als Funktion der molekularen
pidfläche in der Phasengrenze
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Abb . 21 : Isothermen des Lipidextraktes bei 5 - 37 "Co

Dargestellt ist der Filmdruck als Funktion der molekularen
pidfläche in der Phasengrenze.
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ten . In Abb . 22 A-D sind die mittleren molekularen Flächen als

Funktion des Hopanoidgehaltes und lateralen Filmdrucks darge-

stellt . Diesen wurde zum Vergleich die mittlere molekulare Flä-

che als Funktion des Hopanoidgehaltes bei idealem, rein additi-

vem Mischverhalten gegenübergestellt . Diese rein additive Fläche

wurde durch Interpolation zwischen den Meßwerten für 100 %

Phospholipide und den Daten von'Kannenberg et al . (1985) für die

molekulare Fläche des THBH in fest-analoger Packung ermittelt.

Dabei wurde angenommen, daß der mittlere molekulare Platzbedarf

der Hopanoide in Zymomonas mobilis und der Platzbedarf des THBH

etwa gleich sind . Abbildung 22 A-D zeigt, daß die mittleren mo-

lekularen Flächen, 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 K2 geringer waren als berechnet . Unter der Vorausset-

zung, daß die von Kannenberg ermittelten Flächen für THBH als
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Abb . 22 : Mittlere molekulare Lipidflächen in der Phasengrenze

als Funktion des' Hopanoidgehaltes bei unterschiedlichem

Filmdruck.

A: 10 mN/m ; B : 20 mN/m ; C : 30 mN/m ; D : 40 mN/m . Die gestrichel-
ten Geraden repräsentieren die molekularen Lipidflächen in der
Phasengrenze bei ideal additivem Verhalten .



minimale Werte für die Hopanoide in Zymomonas mobilis übertrag-

bar sind, geht aus diesen Mischversuchen eine Kondensierung der

Phospholipide durch die Hopanoide in Zymomonas mobilis hervor.

Neben der Temperatur können auch in der wässrigen Phase gelöste

Stoffe die laterale Lipidpackung beeinflussen . Da die Hopanoide

wahrscheinlich einen wichtigen Beitrag zur Ethanoltoleranz leis-

ten, wurde der Einfluß von zunehmenden Ethanolkonzentrationen in

der wässrigen 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

wässrigen Phase gemessen . Um Isothermen mit unterschiedlichen

Konzentrationen des oberflächenaktiven Ethanols in der wässrigen

Phase vergleichen zu können, wurden in Abb . 23 und 24 die Film-

drucke gegen Wasser dargestellt.

Im Bereich der großen molekularen Lipidflächen in der Phasen-

grenze war der Filmdruck von der Ethanolkonzentration abhängig.

Die Isotherme lieferte hier keine Information zu den Lipid-Li-
pidwechselwirkungen ; c iehe Anhang Erst -vv-t- fortschreitendes2f.

Komprimierung war aus den Isothermen ersichtlich, daß die Mo-

noschichten bei steigenden ~!f-hanolkoä:zen:'v~ation°"ti~ expandieren

und kompressibler werden . Diese Effekte waren für Phospholipide

und Lipidextrakt etwa gleich groß . Die laterale Packung der Li-

pide des Lipidextraktes war jedoch bei jedem Filmdruck dichter

als die der Phospholipide und dieser Unterschied war größer als

die aufgezeichneten Expansionen.
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Abb . 23 : Isothermen des Phospholipidgemisches bei 20 °C mit 0 A,

5 % oder 10 % (v/v) Ethanol in der Subphase.

Dargestellt ist der Filmdruck relativ zur Wasseroberfläche als
Funktion der molekularen Lipidfläche in der Phasengrenze.
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oder 10 A : (v/v) Ethanol in der Subphase . :

Dargestellt ist der Filmdruck relativ zur Wasseroberfläche als
Funktion der molekularen Lipidfläche in der Phasengrenze .



V. Diskussion

Die Daten dieser Arbeit zur Ethanolbildungskinetik von Zymomonas

mobilis in zweistufigen Fermentationen zeigen, daß 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/1 Ethanol in der zweiten Stufe gemessen . Im Vergleich zu ver-

schiedenen Saccharomyces cerevisiae-Stämmen weist Zymomonas mo-

bills bei 50 bis 100 g/l Ethanol 5-6 mal höhere spezifische

Ethanolbildungsraten auf (Ghose und Tyagi 1979, Toda et al.

1987, Chattaway et al . 1988, Beavan et al . 1989) . In zweistufi-

gen Fermentationsverfahren mit Zymomonas mobilis ist deshalb die

volumetrische Produktivität in beiden Stufen höher als mit Sac--

charomyces cerevisiae-Stämmen, obwohl diese Hefen ihre niedri-

gere spezifische Ethanolbildungsrate durch eine ca . 4-Fach hö-

here Biomasseausbeute teilweise ausgleichen können (Ghose und

Tyagi 1979, Verduyn et al . 1990) . In einem direkten Vergleich

zwischen Zymomonas mobilis und Saccaromyces cerevisiae in zwei-
st,,

	

r .~

	

7\

	

1
s ~gcac a~~aucEa~ac~OYieia mit Al,c.uiä~üetiw~.sser ( ,,SL) als Substrat,

wurde bei Einsatz von Zymomonas mobilis eine um 38% höhere volu--

metrischc rythannlr.v~^'~',~kt .'~~.: .'~t~.t err°rVh,'~..t' mit Sawc:ia r0.. zrnoc~ m1-~ .~."c

cerevisiae (Beavan et al . 1989) . Zymomonas mobilis konnte zudem

86 .9 g/l Ethanol ilden während die Hefe nur 7 6 .6 a/1 Ethanol

produzierte . Bei der kontinuierlichen Bildung von 100 g/l Etha-

nol wurden in den zweistufigen Fermentationen mit Zymomonas mo-

bilis in dieser Arbeit volureetrische Produktivitäten ermittelt,

die bis zu zweimal höher waren als in 3 oder 4-stufigen Verfah-

ren mit suspendierten Hefezellen (Chu et al . 1971, Chattaway et

al . 1988) . Die hohe Ethanolbildungsrate von Zymomonas mobilis

könnte in Verfahren mit Biomasserückfiihrung noch weiter genützt

werden (Charley et al . 1983, Lawford et al . 1984, Lawford 1988).

Zur Optimierung der volumetrischen Produktivität in zweistufigen

Fermentationen wurden die Effekte der Kulturparameter pH und

Glukosekonzentration auf die Wachstums- und Ethanolbildungskine--

zix
.~ • v

von
.-.___
~y

__ _ .__ _ ._ _ _
rromonas

_ _. _ r_ • a •
mo~.L .~~

_
s

. ermittelt . Die vo _ lu . _ .rä _ .s_ n_craen Ethanol-

und

	

._ e_
_nU!

_ ~i~eu -

und Biomasseproduktivitäten in der ersten Stufewaren bei pH-

Wertenr.: 	 ~ .._,
GW--tt

. ... ~ r...
bL:i1~11

ra und r .r ~___~~_~
. Obwohl at r

U1~
r,r r. .

._bC~LLbiJCl1L.~C
.

iJ1U1lLQb_~ ^-- ..ti' . .. ._~ ..
-----~~ llL[iX.L.1lL[i~LJJ .)WU1i~

gemä j3 den Berichten von Lawford et al . 41988) bei pH 6 .0 maximal
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war, nahmen die volumetrische Produktivitäten bei dieser pH

bereits ab . Die Fermentationen von Lawford et al . zeigten bei pH

4 .5 bis 6 .5 gleiche volumetrische Ethanolproduktivitäten, da sie

alle glucoselimitiert und bei einer Durchflußrate durchgeführt

wurden . Andere Fermentationsverfahren mit Zymomonas mobilis

zeigten jedoch ebenfalls eine Optimale Ethanolproduktivität 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 werden.

Der höhere Glukoseverbrauch bei pH 4 .5 wird dem höheren Main-

tenance Energieverbrauch zugeschrieben (Lawford 1988, Jones und

Doelle 1991) . Jones und Doelle postulierten, daß die zusätzliche

Energie durch die membrangebundene ATPase zur Aufrechterhaltung

des zellinternen pH-Wertes verbraucht wird und daß folglich die

Entkoppelung der Ethanolbildung vom Wachstum über den pH-Wert im

Kulturmedium regelbar ist . Aus Ergebnissen dieser ~y

	

ehteatbcit g
jedoch hervor, daß dies nur bedingt der Fall sein kann, da Mes-

sungen des zellinternen pH ergaben, daß bei Ethanolkonzentr atio-

nen über 33 g/l die Fähigkeit von Zymomonas mobilis zur pH-Ho-

möostasis zunehmend reduziert wird . Die membrangebundene H.¢-ATP-
R1 . 4-

. . ~~

	

• a',$ ~ ,-. ; rH~
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t].7L1.1V1rG t;.11c ..c 1ltrraai. uu .-+, um den zel li nternen pH bei hö-

heren Ethanolkonzentrationen auf einem Wert von 6 .0 konstant zu

halten . Das bedeutet, daß durch Herabsetzen des pH im Kulturme-

dium der zweiten Stufe keine größere 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

5 .6 angehoben . Obwohl das pH-Optimum aller katabolen Enzyme und

der membrangebundenen ATPase in Zymomonas mobilis höher oder

gleich 6 .0 ist (Vikarii 1988), stieg die spezifische Ethanolbil-

dungsrate von Zymomonas mobilis in der zweiten Stufe mit pH 5 .5

oder 6 .0 `bei 100 g/l Ethanol nicht an . Daraus geht hervor, daß

das Absinken des zellinternen pH-Wertes bei steigenden Ethanol-

konzentrationen, entgegen Vermutungen von Osman . et al . ._(1987),

nicht w.e Ursache fair die gleichzeitig abnehmenden Ferrnenta i-

onsraten ist . Der üblicherweise bei Zymomonas mobilis-Fermenta-



tionen benutzte Kultur-pH-Wert von 5 bis 5 .5 führte also auch in

zweistufigen Fermentationen zu maximalen spezifischen und volu-

metrischen EthanolProduktivitäten.

Eine mindestens 25 % höhere volumetrische Ethanolproduktivität

der zweistufigen Fermentation wurde durch Verteilung der Glukose

über 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 für eine Verteilung der

Glukose über die beiden Stufen . Kontinuierliche Fermentationen

von Zymomonas mobilis mit 20 % Glukose im Substrat wurden bisher

nur bezüglich ihrer dauerhaften Oszillationen beschrieben (Lee

et al . 1979, Ghommidh et al . 1989) . Die im Vergleich zu den Li-

teraturdaten hohen Durchflußraten der ersten Stufe ermöglichten

stabile Fließgleichgewichte in dieser Arbeit . Dem Fließgleichge-

wicht gingen jedoch längere Oszillationen voran, wenn große Än-

derungen der Durchflußraten vorgenommen wurden.

Die Annahme von Posten (1987), daß bei halbem Substratumsatz in

erste Stufe Substratinhibierung keine noire mehr spielt, er-

wies sich in dieser Arbeit bei einer Glukosesubstratkonzentra-

tion von 20 % ~ ._.~, r~w~1•~r

	

somit als faisclÄ . Carey und Ingram (1983)

beschrieben, daß sich in Batchfermentationen die Wachstumsinhi-

bierungen durch Ethanol und Glukose gegenseitig verstärkten . In

Tab . 16 : Maximale Wachstumsraten von Zymomonas mo}ailis als Funk-

tion der Glukose- und Ethanolkonzentrationen im Kultur-

medium.

Glukose Ethanol

	

µmax

( g /l)

	

_( g/ l )

	

(1/h)

'74 13 0 .41

112 9 .6 0 .40

152 9 .7 0 .24 *

Die maximalen Wachstumsraten wurden aus turbidostatischen Fer-
mentationen dieser Arbeit ermittelt, außer * (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 ungeklärt ist (Houssin et al.

1991), wird diese generell mit der geringeren Wasseraktivität

des Mediums in Zusammenhang gebracht (Brown 1976, Lin et al.

1991, Park und Baratti 1991, van Baalen 1991) . Zunehmende Etha-

nolkonzentrationen verringern die Wasseraktivität zusätzlich,

was die Verstärkung der Wachstumsinhibierungen durch Glukose und

Ethanol in der ersten Stufe bewirken könnte {Jones und Green-

field 1986, Lin et al . 1991).

In der kontinuierlichen zweistufigen Fermentation mit Zymomonas

mobilis konnten maximal 107 g/l Ethanol gebildet werden . Die

Messungen der CO 2-Bildungsraten bei 100, 110 und 120 g/l Ethanol

Tiber längere Zeiträume zeigten, da¢ nicht die Inhibierung des

Glukoseumsatzes durch Ethanol, sondern die Abnahmen der katabo-

len Raten als Funktion der Zeit bei diesen hohen Ethanolkonzen-

trationen mapgeblich für die maximal erreichbaren Ethanolkonzen-

tration waren_ Der Einf1uA der Inkubationszeit auf die spezifi-

sche Ethanolbildungsrate ist auch aus dem Vergleich der maximal

verschiedener Fermentations-
verfahren

	

Ethanolkonzentrationen 'vers1111~ttciic .L

verfahren ersichtlich . Eine Ethanolkonzentration von 165 g/l

konnte in sechs Stunden von einem zeltfreiem System mit hohen

Konzentrationen der 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 bei ei-

ner Verweilzeit von 50 Stunden 107 g/l Ethanol erreicht . Konti-

nuierliche Verfahren mit auf Träger immobilisierter Biomasse er-

reichten maximal 70 - 80 g/l Ethanol (Amin und Doelle 1990, Weu-

ster 1991).

Die Abnahme der katabolen Rate als Funktion der Zeit bei hohen

Ethanolkonzentrationen ist auch für Hefen bekannt (Namba et al.

1987, Kida et al . 1990, Chen et al . 1990a, 1990b) . Beispiels-

weise nahm bei 100 g/l Ethanol die spezifische Ethanolbildungs-

ratevon Kluyveromyces fragilis in ca . 20 Stunden, also doppelt

so schnell wie bei Zymomonas mobilis, um die Hdlfte arm, t 141'C. . -e



Die Abnahme 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 Aktivität von 32 % . Diese kann durch die Abnahmen

der spezifischen Enzymaktivitäten erklärt werden . In Batchfer-

mentationen mit Zymornonas mobilis wurde ebenfalls eine langsame

Abnahme der spezifischen Aktivitäten 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 Stabilität kataboler Enzyme gegen Denaturierung

durch 100 g/l Ethanol in vitro (Millar et al . 1982, Scopes und

Griffiths-Smith 1986) könnte diese Aktivitätsabnahmme, statt auf

Denaturierung durch Ethanol, auch auf eine fehlende Neusynthese

aktiver Enzyme beim Protein-Turnover (Enzymneusynthese -r proteo-

lytischer Abbau) zurückzuführen sein . Ein Hinweis auf proteoly-

tischen Abbau in Zyrnomonas mobilis während der stationäre Phase

einer Fermentation ergaben zweidimensionale gel-elektrophoreti-

sche Analysen aller katabolen Enzyme für die Ethanolbildung (An

et al . 1991) . Nach 72 Stunden Fermentationsdauer waren in der

stat ionä ren Phase die Banden der Glukokinase, Pyruvatkinase und

Alkoholdehydrogenase I nicht mehr nachweisbar.

Bei 120 g/l Ethanol könnt e die schnel lere Abnahme der Ethanol-

bildungsrate als Funktion der Zeit auf erhöhte Permeabilität der

Zellen zurückzuführen sein . In den Batchfermentationen wurde

nach Zugabe von Ethanol zu einer Konzentration von 120 g/l Etha-

nol der langsame Verlust von ATP, ADP und AMP aus der Zelle in

den Kulturüberstand beobachtet . Bei Ethanolkonzentrationen bis

200 g/l wurde kein Verlust von zellulärem Protein in das Medium

beobachtet, so daß Lysis als Grund für das Auftreten der Nukleo-

tide im Uberstand unwahrscheinlich ist (Osman und Ingram 1985).

Der Verlust von Cofaktoren sowie Intermediaten kann daher nach

Osman und Ingram (1985) die schnellere Desaktivierung der Etha-

nolb.ildungsaktivität bei Ethanolkonzentrationen ii,ber 110 g/l be-

wirken.

Die Messungen der Glukoseverbrauchsrate als Funktion der Etha-

nolkonzentration deuteten darauflI".s"'~`_ ~~hin,1~ ~_L:~'}3 der3-n -y- E7~d.E!!CE]^~--'-- seL.dE,.-.'C3R.z erst

bei_; .. .Et.hanolkonzentrationen über 150 g/l vollständig inhibiert

wird . Osman und Ingram t! 7t40J~,\ beobachtetenS,JGViJRI.liLCLGlE eine vollständige 1 'P `"
11s-~+. . . .vua .~c.caa u.atw ssa~ausu	~U-

hibierung d.esGlukoseumsatzes bei 200 g/l Ethanol . Bezüglich der
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Ethanoltoleranz des Katabolismus ist Zymornonas mobilis somit

vergleichbar mit diversen ethanoltoleranten Hefestämmen, wobei

Ethanolkonzentrationen von 129 g/l bis 195 g/l die sofortige

vollständige 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 für 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 vivo Akti-

vierung der Plasmamembran ATPase durch Ethanol, welche die Inhi-

bierung dieser ATPase durch Ethanol ausgleicht, zur pH-Homeosta-

sis beizutragen (Rosa und Sä-Correia 1991, 1992) . Der Energy

Charge nahm jedoch bei steigenden Ethanolkonzentrationen, be-

dingt durch die intrazellulare Akkumulation von AMP, drastisch

ab (Dombek und Ingram 1988) . Für Zymomonas mobilis dagegen wurde

sowohl in Batch- als auch in kontinuierlichen Fermentationen be-

obachtet, daP steigende Ethanolkonzentrationen eine Abnahme des

zellinternen pH-Wertes und des pH-Gradienten über die Membran

bewirken, während case Energy Charge bis einschlie,P.lich 100 ~,g /l

Ethanol unverändert hoch bleibt (diese Arbeit, Osman et al.

1987) . Dabei wurde bei Erhöhung der Ethanolkonzentration von

auf 40 g I i (Jones und Doelle 1991) oder von 53 g/l (i . Stufe)

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

tivität in Zyrnomonas mobilis beobachtet . In vitro inhibierten

zunehmende Ethanolkonzentrationen jedoch die ATPase von Zymomo-

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 Zymomonas mobilis bei zunehmenden Ethanol-

konzentrationen auf eine Inhibierung des zellinternen Abbaus von

Glukose oder auf die Inhibierung des Glukosetransportes beruht.

Glukose wird in Zymomonas mobilis nach dem Prinzip der erleich-

terten Diffusion aufgenommen (Dimarco und Romano 1985) . Durch

Messungen der zellinternen Glukosekonzentration wurde gezeigt,

dap :bei der Inhibierung der spezifischen Ethanolbildungsrate

durch Ethanol derzellinterne Katabolismus mit Glukose gesättigt

4 A
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ist . Der Glukosetransport ist bei zunehmenden Ethanolkonzentra-
tionen im Medium also nicht limitierend für 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 werden (Dombek und Ingram 1988, Pascual et al.
1988, Leao und van Uden 1982) . Sie war aber ebenfalls nicht
limitierend für die Ethanolbildungsrate (Dombek und Ingram 1988,
Pascual et al . 1988).

Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, daß das Wachstum von Zymo-
monas mobilis bei Ethanolkonzentrationen über 72 g/l Ethanol
vollständig inhibiert wird (3öbses und Roels 1986, Schmid 1985,

Stevnsborg und Lawford 1986) . Trotzdem ging aus den Biomassekon-
zentrati.onen in den beiden Stufe der zweistufigen Fermentation
hervor, daß in der zweiten Stufe bei 100 g/l Ethanol noch eine

Biomassezunahxne stattfand . Nach stufenweiser Erhöhung der Etha-
nolkonzentration in exponentiell wachsenden Batchfermentationen
auf 80 - 100 g/l Ethanol nahm die Biomasse ebenfalls noch zu
(Ghommidh et al = 1989) . Außerdem konnte in Zymomonas mobilis die
Biosynthese von Proteinen bei Ethanolkonzentrationen bis zu 100
er/1 nachgewiesen werden (Michel n Starka 1986, v

1991) . Offensichtlich geht nach schrittweiser Erhöhung der Etha-

nolkonzentration auf über i2 g/l eine ibergangsphase, in der
noch Biosynthese stattfindet, der vollständigen Inhibierung des
Wachstums voraus . Untersuchungen der katabolen und anabolen Ra-
ten während dieser tbergangphase zeigten, daß mindestens drei

anabole Funktionen, Zellteilung, DNA- und Fettsäuresynthese nach
Ethanolzugabe sofort und vollständig inhibiert wurden . Aus den
weiteren Ergebnissen der Batchfermentationen geht hervor, daß

die Inhibierung anaboler Vorgänge der primäre Mechanismus für
die Wachstumsinhibierung durch Ethanol ist und daß diese Inhi-
bierung nicht durch Permeabilisierung oder Energiemangel bedingt
war oder gleichzeitig damit auftrat.

Ethanol und andere Alkohole bewirken prinzipiell eine Fluidisie-
rung der Membran und eine E rhöh

	

der-d1UdiläSl~? G.'.C~passiven P°i=L:°aa3i.Lita:

(Ledo und van. Uden . 1984,
}
Enequist et al . 1981, Cartwright et al.

1986) Inkubation in 2% (v/v) Butanol fuhrto z .B . bei Clostri-
dium acetobufylicum zum Verlust der Intermediate Hexosephosphat
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und Phosphoenolpyruvat (Hutkins und Kashket 1986) . Die Beobach-

tung eines dosisabhängigen Verlustes von Mg 2+-Ionen und

Adenosinnukleotiden aus Zymomonas mobilis bei Ethanolkonzentra-

tionen zwischen 0 und 100 g/l (Osman und Ingram 1985) war der

Anlaj3, Kofaktor- und Metabolitverlust als Mechanismus der Fer-

mentations- und Wachstumsinhibierung in Zymamonas mobilis zu

diskutieren (Ingram 1986, Osman et al . 1987, Buchholz et al.

1987, Amin und Doelle 1990, Veeramallu und Agrawal 1990) . 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 während minde-

stens fünf Stunden konstant . Kofaktor- und Metabolitverlust da-

gegen hätten die katabolen Raten zunehmend verringert.

Eine Erhöhung der passiven Permeabilität kann jedoch vor Meta-

bolitverlust zu Herabsetzung der Proton Motive Force führen . In

der Hefe S°accharomyces cerevisiae zum Beispiel wurde bei stei-

genden Ethanolkonzentrationen eine Zunahme des passiven Proton

Influx beobachtet (Leao und V an Irden 1984) . Die dosisabhängige

Inhibierung der OD-Zunahme durch CCCP in Batchfermentationen bei

90 g/l Ethanol zeigte aber, dapa

	

- 7 na hme von Zymomonas ?no-r, urr}, ddie OD-Zunahme

bills in der Übergangsphase von der Proton Motive Force abhängig

ist (Ruhrmann und Krämer 1992) . Das Niveau der Proton Motive

Force ist daher zumindest einige Stunden nach Ethanolzugabe noch

für den Transport ausreichend, was eine Entkopplung durch er-

höhte Permeabilität als Auslöser für die sofortigen anabolen In-

hibierungen unwahrscheinlich macht.

Die Erhöhung der Ethanolkonzentration auf 80 - 100 g/l bewirkte

in den Batchfermentationen auch keinen akuten Energiemangel . Ob-

wohl die. spezifische Glukoseverbrauchsrate sofort nach Ethanol-

zugabe abnahm, war an dem weiteren Anstieg der OD ersichtlich,

daß noch ATP zur Biosynthese vorhanden war . In Ein-klang mit dem

Fehlen von Reservestoffen in Zymomonas mobilis (Swings und De

Ley1977) konnte über Kohlenhydrat- und Phosphatanalysen ausge-

schlossen werden, daP ein Verbrauch von Reserveenergie in der

Übergangsphase den Energiemangel ausglich.

Die in der Literatur _ beschriebene ZunahmeZu"'ahe des 1.1[3 sii t~c-.r .aa.aav ...`es M i tena ce E~:er-- ..3!
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gieverbrauchs bei steigender Ethanolkonzentration wurde aus



Gleichgewichtszuständen kontinuierlicher Fermentationen ermit-

telt (Fiescho und Humpfrey 1983, Beyeler et al . 1984, Jöbses et

al . 1987) . In den Batchfermentationen wurde jedoch durch die

Zugabe von Ethanol das Gleichgewicht gestört und eine Übergangs-

phase induziert . Möglicherweise nahm der Maintenance Energiever-

brauch nach schrittweiser Erhöhung der Ethanolkonzentration erst

allmählich zu . Der Energiemangel würde sich dann äußern in der

langsamen Abnahme der Wachstumsrate . Die Zunahme des Adeninnu-

kleotidpools während der Übergangsphase zeigte jedoch, daß kein

Energiemangel enstand . Bei einer Batchfeiiuentation mit 85 g/l

Ethanol, wurde in 4 .5 Stunden nach Ethanolzugabe eine Zunahme

des Adenosinnukleotid-Pools von mehr als 80 % beobachtet . Bei

Bestimmungen der Zellgrößenverteilung hatte sich zudem gezeigt,

daß die Zellgröj3e während dieser Zeit nur um 14 % zunahm, was

wahrscheinlich auf die Inhibierung der Lipidbiosynthese zurück-

zuführen ist . Diese große Zunahme des AXP-Pools bei gleichzeitig

nur geringer Zunahme des Zellvolumens läßt auf eine Erhöhung der

ATP-Konzentration im Zellinnern schließen . Bei sehr geringen

Ethanolkonzentrationen wurde ebenfalls beobachtet, daß der ATP-

Po Cif in Zymomonas mobilis absteig, wenn de DTP-Verbrauch iür

die Biosynthese abgenommen hatte (Lazdunski und Belaich 1972).

Lilie solche ZuliCiiiIfl zeigt, daß die Abnahme der VD-Zuwachsrate

nicht durch Energiemangel bedingt ist (Houssin et al . 1991).

Die biochemische Basis der Inhibierung von Zellteilun g, DNA- und

Fettsäurebiosynthese durch Ethanol wurde noch nicht weiter un-

tersucht . Eine Inhibierung der Zellteilung in Eymomonas mobilis

wird jedoch auch bei anderen, nicht-optimalen Kulturbedingungen

beobachtet . Erhöhte Temperatur (Stevsborg et al . 1986, Jöbses et

al . 1985), erhöhte Salzkonzentration (Fein et al . 1984, Rogers

et al . 1980, Stevnsborg et al . 1986, Park und Baratti 1991) und

hohe Konzentrationen von Ethanol A- Glukose (Lee, 1979) inhibie-

ren•die Zellteilung und führen zu Filamentbildung . Ethanol indu-

zierte in E. co.i K12 eine Filamentbildung, die auf vollständi-

ger, jedoch reversibler Inhibierung der Zellteilung beruhte

(Fried und Novick 1973) . Die relativ hohe Lebensfähigkeit der

Zellen in der zweiten Stufe zeigte, daß die Inhibierung

Zellteilung durch Ethanol auch in Zymomonas mobiiis lange Zeit
Le 1reversibel b

In den Batchfermentationen konnte keine Filamentbildung beobach-

der
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tet werden, da die ©D nur um einen Faktor zwei zunahm . Es trat

aber auch keine Zellvergröperung auf, was wahrscheinlich durch

die gleichzeitige Inhibierung der Fettsäurebiosynthese bzw.

Phospholipid- und Lipopolysaccharidbiosynthese bedingt war . Mar-

kierungsexperimente haben ergeben, dap auch in Zymomonas mobilis

die Fettsäurenbiosynthese von der Vorstufe Acetyl-CoA ausgeht

(Sutter 1991) . In Zymomonas mobilis wird Acetyl-CoA durch den

Pyruvat- Dehydrogenase-Komplex gebildet (Bringer-Meyer 1992,

persönliche Mitteilung) und ist indirekt auch Vorstufe für die

Aminosäuren der Aspartat- und Glutamatfamilie . Da die Batchfer--

mentation in Minimalmedium zeigte, daß die Aminosäurebiosynthese

bei 90 g/l Ethanol noch erfolgte, ist es unwahrscheinlich, dap

die vollständige Inhibierung der Fettsäurenbiosynthese auf einen

Mangel der Vorstufe Acetyl-CoA beruht.

Für die ausgeprägte 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

höchsten Hopanoidgehalt auf, der bislang in Prokaryonten nachge-

wiesen wurde . Der Hopanoidgehalt in Bacillus acidocaldarius war

1984).maximal nur halb so hoch (R'vialla et~ äl•

	

Untersuchungen---

über das Vorkommen von Hopanoiden in Prokaryonten ergaben, dap

etwa 50 % der untersuchten Stämme Hopanoide synthetisierten und
,a

;e
-.
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Trockengewicht eieinbauten (Rohmer et al.w
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1984).

Das molare Verhältnis von Hopanoiden 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, dap Hopanoide in Zymomonas mobilis konstitutiv

gebildet werden und mit einem gropen Anteil an der Membranstruk-

t.ur ::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 führte zu einer Ver-

stärkung der Wachstumsinhibierung durch Ethanol (Horb ac. i et al.

1991) . Viele Mikroorganismen reagieren auf Änderungen der Tempe-

ratur, des pH-Wertes oder der Ethanolkonzentration, indem sie

unter anderem_ durch Variation des Hopanoide oder Sterolgehaltes



ein optimales Fluiditätsniveau in der Membran einstellen (Ander•-

son et al . 1981, 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 Fettsäure- und

Phospholipidzusammensetzung signifikante Änderungen (Carey und

Ingram 1983) . Wegen den hohen Ethanolbildungsraten und -ausbeu-

ten von Zymomonas mobilis ist es wahrscheinlich, daß die konsti-

tutive Lipidzusammensetzung eine Anpassung an Wachstum in Medien

mit Ethanol ist (Carey und Ingram 1983).

Für die Hopanoidderivate THBH und Diplopterol 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 . 1991) . Die

fluiditätsmodulierende Wirkung der Hopanoide aus Zymomnas mobi-

im besonderen der Ether- und Glykosidderivate, wurde in Mo®

noschichtuntersuchungen an Gesamtlipiden (= Hopanoiden + Phos-

pholipiden) und Phospholipiden nachgewiesen . Die geringere Kom-

~.° "ir -cv'~•J'"•Jib 'ilitat und dichtere 1.aterale Packung der Gesar~ltlä.p .e.dc

zeigten, daß die Hopanoide die globale Fluidität der Lipide re-
A--
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bewirkten . Vergleichbar mit der Wirkung des Cholesterols (Kan-

nenberg 1983) war die Expansion der Monoschicht des Lipidextrak-

tes bei steigender Temperatur nur halb so gro3 wie die der Mo-

noschicht der Phospholipide . Unter der Voraussetzung, daß die

mittlere molekulare Fläche der Zymomanas mobilis Hopanoidfrak-

tion nicht kleiner ist als die des THBH, ging aus den Isothermen

der Mischungen von Gesamtlipiden und Phospholipiden außerdem

eine Kondensierung der Phospholipide durch die Hopanoide hervor.

Analog zu der Wirkung des Cholesterols beruht dieser Effekt

wahrscheinlich auf der Einlagerung der rigiden planaren Fünf®

ringstruktur in die hydrophobe Membranregion (Kannenberg 1983).

Zudem ist es denkbar, daß die polaren Seitenketten des THBH so-

wie der Ether- und Glykosidderivate an der Wasserstoffbrücken-.

bildung fiber die Membranoberfläche teilnehmen und so die Membran

stabilisieren (Hauser et al . 1981, Boggs 1987).
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des Phospholipidgemisches und die des Lipidextraktes etwa glei-

chermaßen expandiert wurden . Eine eher geringe Wirksamkeit der

Hopanoide gegen die fluidisierende Wirkung des Ethanols wurde

auch von Rauh (1987) beschrieben . Die Expandierung könnte auf

eine zunehmende elektrostatische Abstoßung der polaren Lipid-

köpfe oder auf eine Störung der Wasserstoffbrückenbildung zu-

riickzufUhren 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 größer als das Ausmaß der Expansionen durch

Ethanol . Eine dichtere laterale Packung der Lipide führt gene-

rell zur Reduzierung von Verteilungskoeffizienten und Permeabi-

litäten für lipophile und amphiphile Molekülen (De Young und

Dill 1988) . Möglicherweise ist die Ethanoltoleranz der Membran

nicht nur dadurch bedingt, daß expandierenden Effekten entgegen-

gewirkt wird, sondern auch dadurch, daß die Lipidpackung durch

Einlagerung von 40 % Hopanoiden dichter und stabiler ist (Nagumo

1991) . Der hohe konstitutive Hopanoidgehalt von Zymomonas mobi-

lis könnte so für einen breiten Bereich von Ethanolkonzentratio--

nen permeabilisierenden Effekten entgegenwirken.

Die spezifische Funktion der Zuckerreste in den Seitenketten der

Ether- und Glycosidderivate konnte in dieser Arbeit noch nicht

geklärt werden . Dazu ist eine Aufreinigung dieser Derivate

notwendig, sodaß die Membraneigenschaften der Reinsubstanzen in

Monoschicht- und Liposomenversuchen ermittelt und mit denen der

einfachen Hopanoide und Cholesterol verglichen werden können.

Zymomonas mob.i . .is ist für seine ausgeprägte Ethanoltoleranz

bekannt. In der vorliegende Arbeit wurde gezeigt, daß sogar bei

100 g/l Ethanol die Membranstabilität, die Aktivitäten kataboler

Enzymen, die Lebensfähigkeit, eine hohe Energie Charge und zell-

interne ATP-Konzentration lange Zeit erhalten bleiben . Sie er-

möglichten, vom Wachstum entkoppelt, die kontinuierliche Bildung

von 100 g/l Ethanol in zweistufigen Fermentationen .



V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß von Ethanol auf den

Stoffwechsel von Zymomonas mobilis untersucht.

1. Kontinuierliche zweistufige Fermentationen zeigten, daß Zymo-
monas mobilis bei 100 g/l Ethanol, vom Wachstum entkoppelt, mit

noch 20 % der maximalen spezifischen Rate Ethanol bildet . Die

volumetrische Ethanolproduktivität der zweistufigen Fermentation

war maximal zwischen pH 5 und 5 .5 . Durch eine Verteilung der

Glukose über beide Stufen wurde Substratinhibierung in der er-

sten Stufe vermieden und die Nebenproduktbildung um die Hälfte

reduziert . Die volumetrischen Ethanolproduktivität wurde dabei

von 3 .6 g/l*h auf 4 .5 g/l*h um 25 % erhöht.

2. Die Messung der Ethanolbildungsrate als Funktion der Zeit er-

gab, daß bei 100 g/l Ethanol die katabole Aktivität in 40 Stun-

den um die Hälfte abnahm . Durch diese Desaktivierung war die

mittlere spezifische Aktivität in der zweiten Stufe ca . 30 %

niedriger als der Anfangswert . Bei 110 g/l und 120 g/l Ethanol

halbierte sich die Ethanolbildungsrate bereits nach 8 bzw. 4

~DLLLiiU.4IA

Ss__-_7__
. .b konnte L7

L	 .1_~LeC u1eL__,1 werden, daß diese Desaktivierung

die maximal erreichbare Ethanolkonzentration in zweistufigen

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

wurde experimentell die kontinuierliche Bildung von 107 g/l

Ethanol nachgewiesen.

3. Untersuchungen zum Einfluß von Ethanol auf die Physiologie

von Zymomonas mobilis zeigten, daß bei Ethanolkonzentrationen

über 33 g/l die Fähigkeit von Zymomonas mobilis zur pH-Homöosta-

sis abnahm. Dazu konnte die Inhibierung der membrangebundenen

Hf-ATPase durch Ethanol beitragen . Die spezifische Aktivität

einiger katabolen Enzyme in den Zellen der zweiten Stufe war ca.
30 % niedriger als in denen der ersten Stufe . Das erklärte die

Abnahme der spezifischen Ethanolbildungsrate als Funktion der

Inkubationszeit bei 100 g/l Ethanol . Die Lebendsfähigkeit blieb

jedoch bei 100 g/l Ethanol minimal 17 Stunden erhalten . Die aus-

geprägte Ethanoltoleranz von Zymomonas mobilis zeigte sich zudem

daran, daß die hohen Werte für Energie Charge (0 .9) und ATP-Kon-

zentration (4 .4 mM) in der zweiten Stufe erhalten blieben.

Y. Zusammenfassung
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4. Messungen der zellinternen Glukosekonzentration in Zymomonas

mobilis in kontinuierlicher Kultur als Funktion der Ethanolkon-

zentration ergaben, daß bei abnehmenden spezifischen Ethanolbil-

dungsraten die zellinterne Glukosekonzentration zunahm . Damit

wurde erstmalig gezeigt, daß die Inhibierung der Ethanolbildung

durch Ethanol nicht auf die Inhibierung des Glukosetransportes,

sondern auf die Inhibierung des zellinternen Stoffwechsels zu-

rückzuführen ist.

5. Untersuchungen zum Mechanismus der Wachstumsinhibierung durch

Ethanol ergaben, daß nach schrittweiser Erhöhung der Ethanolkon-

zentration von 50 g/l auf 80 bis 100 g/l die Wachstumsrate nur

langsam gegen Null ging . Die Biomassezunahme war bei diesen

Ethanolkonzentrationen hauptsächlich auf Proteinbiosynthese zu-

rückzufiihren . Die Zellteilung sowie die DNA- und Fettsäuresyn-

these wurden nach der Ethanolzugabe sofort und vollständig inhi-

biert . Es konnte gezeigt werden, daß diese Inhibierungen nicht

durch eine erhöhte Permeabilität oder durch Energiemangel be-

dingt waren . Somit sind Inhibierungen im Anabolismus die primäre

Ursache für die vollständige Inhibieruno des Wachstums durch

hohe Ethanolkonzentrationen.

6. Zymomonas mobilis weist mit 30 mg Hopanoide pro g Trocken-

gewicht einen sehr hohen Hopanoidgehalt auf . Dabei machen die

Ether-
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(THBH) 41 bzw . 49 %, THBH 6%, Diplopterol 3% und Hopen 1% der

Gesamthopanoide aus . Innerhalb weiter Bereiche von Ethanolkon-

zentrationen (5-60 g/1), Wachstumsraten (0 .08-0 .40 1/h) und Tem-

peraturen (25-37 °C) änderte sich die Hopanoidzusammensetzung

nur geringfügig . Die Hopanoide werden konstitutiv gebildet und

haben einen Anteil von 43 % an den Gesamtlipiden in Zyrromonas

mobilis . In Monoschichtuntersuchungen wiesen die Hopanoide aus

Zymomonasxnobilis eine fluiditätsmodulierende Wirkung auf und

bewirkten eine dichtere laterale Packung der Gesamtlipide . Diese

Eigenschaften bedingen die, für die Ethanoltoleranz wichtige,

Verringerung der passiven Permeabilität und Stabilisierung der

Membran
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Anhang

~ . Berechnung der mittlere spezifische isthancibiidungaaktivitat der zweiten Stufe

Bei entsprechend hohen Ethanolkonzentrationen nimmt die spezifi-

sche Ethanolbildungsrate von Zymomonas mobilis mit zunehmender

Inkubationszeit ab . Bei zweistufigen Fermentationen stellt die

aus Ethanolbildung und Biomassekonzentration berechnete spezifi-

sche Ethanolbildungsrate aufgrund der Altersverteilung der gel-
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

Altersfraktionen mit jeweils einem Alter zwischen t i_I und t i

sowie einer Fraktionsgröße F(t i_I , ti ) zerlegt werden . Da einer

Altersgruppe die spezifische Ethanolbildungsrate Q(a), mit

t i_I<a<ti , zugeordnet werden kann, beträgt die mittlere

spezifische Aktivität

n
c• t~ . t ,

	

t - ~ * (1 r l t
' 1.l l'-,_i'

	

1=e,~ r

	

n .,

i= 1
Qe (EtOH,T) =

( 1 )
n
E Fr~

`"

	

~
~ i-1-• t i )/

i-1

Bei kleiner Intervalgröße kann Gleichung (1) ersetzt werden

durch :

tnf Q(t) dF(t)

Qe (EtOH,ti) =

	

to
tn
J'dF(t)
to

Da die Mischzeit des Reaktors viel kleiner als die Verweilzeit r

ist, kann die Größe einer Altersgruppe F(t i_1 , ti ) bzw . dF(t)

aus der Verweiizeitverteiiungsfunktion für ideal gemischte Reak-

toren .berechnet werden (Schügerl 1991):

(-1/'C)° exp( -t /T) dt

( 2 )

( 3 )



Aufgrund der idealen Mischung ist das minimale Alter gleich

Null . Das maximale Alter geht gegen m . Qe(EtOH,t) ist daher:

to
(1/z) * exp( -t /t) * Q(t) dt

Qe (EtOH,t) =

	

t=0
t=001(lIt) * exp(--t/T) dt

t=o
oder

(4)

t=00

Qe (EtOH,t) = 1 *

	

exp(®t /t) * Q(t) dt
t

t-f
~

~ .%

( 5 )



2. Einfluß von oberil6ehenaktlven Substanzen in der Subphase auf den Anstieg

des Fllrndruekes bei MonosehiCl`3tuntersuehungen

Die Abb. 23 und 24 zeigten, daß die Erhöhung der Ethanolkonzen-

tration in der Subphase zu einem zunehmend späteren Anstieg des

Filmdrucks führt . Booij und Dijkshoorn (1950) beobachteten die-

sen Effekt ebenfalls bei Monoschichten von Stearinsäure im

festanalogen Zustand und deuteten ihn als Kondensierung, beru-

hend auf der Dehydratisierung der hydrophilen Lipidköpfe durch

Ethanol . Demnach wäre der Anfang des Druckanstiegs in den Iso-

thermen auf eine Kopfgruppenwechselwirkung zurückzuführen . Die

Phospholipidmischung aus Zymomonas mobilis ist aber, bedingt

durch den hohen Gehalt an cis-Vaccensäure, flüssiganalog . Die

Wechselwirkung zwischen den Lipiden wird in diesem Fall deshalb

überwiegend durch die Fettsäurereste und nicht durch die Kopf-

gruppe bestimmt (v . Deenen et al . 1962) . Außerdem zeigen die

Isothermen in Abb . 23 und 24 bei zunehmender Ethanolkonzentra-

tion im ansteigenden Teil eine höhere Kompressibilität sowie

eine geringe Expansion der Monoschicht, die beide gegen eine

Kondensierung der Monoschicht durch Ethanol sprechen.

Eine mögliche Erklärung für den zunehmend späteren Anstieg des

Filmdrucks bezieht die oberflächenaktiven Eigenschaften des

Ethanols mit ein : Ethanol setzt die Oberflächenspannung einer

wäßrigen Lösung herab, Aus der Gibbs-Gleichung (Hiemenz 1977)

folgt daher, daß es in der Phasengrenzschicht einen Ethanolüber-

schuß relativ zur Subphase gibt . Bezüglich des Verteilungsver-

haltens lipidlöslicher Substanzen zwischen wässrigen Medien und

Lipiddoppelschichten wurde bereits gezeigt, daß eine zunehmende

Packungsdichte der Lipide zur Verdrängung von lipidlöslichen Mo-

lekiilen aus der Lipidinterphaseschicht und damit zu einer Herab-

setzung des Verteilungskoeffizienten führt (De Young und Dill

1988) . Die während der Komprimierung von Lipid-Monoschichten zu-

nehmende Strukturierung der Lipide könnte analog dazu zur Ver-

dräng
ung von freien Ethanolmolekülen aus der Grenzschicht füh-

ren

Unter Anwendung dieser Hypothese kann die Änderung der Isother-

men bei zunehmender Ethanolkonzentration folgendermaßen erklärt

werden :



Die Abnahme der Oberflächenspannung bzw. Zunahme des Filmdruckes

durch Konzentrierung und Komprimierung der Lipide wird am Anfang

der Isotherme durch eine Verdrängung von freien Ethanolmolekülen

aus der Phasengrenze kompensiert, so daß die Oberflächenspannung

und der Filmdruck konstant bleiben . Ab einer gewissen mittleren

molekularen Lipidfläche bewirkte die weitere Komprimierung der

Lipide eine größere Abnahme der Oberflächenspannung als durch

Verdrängung von freien Ethanolmolekülen aus der Grenzschicht

kompensiert werden konnte, was zum Anstieg des Filmdruckes
führt . Bei zunehmendem Ethanolgehalt ist der Überschuß an

Ethanol in der Grenzschicht größer, so daß der Filmdruck bei

fortschreitender Komprimierung der Lipide länger durch die Ver-

drängung von Ethanolmolekülen konstant bleibt . Mit Butanol statt

Ethanol in der Subphase ist dieser Effekt besonders ausgeprägt.

Butanol ist stärker oberflächenaktiv als Ethanol und reichert

sich deshalb bei gleicher Konzentration in der Subphase stärker

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

( vI v) butanol in der Subphase.

Dargestellt ist der Filmdruck relativ zur Wasseroberfläche als
Funktion der molekularen Lipidflache in der Phasengrenze.

90 100



vor den Kollaps der Monoschicht anhält (Abb . 26).

Die Anwesenheit von oberflächenaktiven Substanzen in der Sub-

phase führt also dazu, da ;3 Lipidwechselwirkungen in der Phasen-

grenze bis zu einem bestimmten Filmdruck von der Verteilung der

oberflächenaktiven Substanz zwischen sulk und Phasengrenze über-

lagert werden .
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