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1 . Einleitung

In den letzten Jahren nahm das Interesse an der Gewinnung von

Ethanol aus nachwachsenden Rohstoffen zu . Zur Gewinnung von

Ethanol aus starkee und zuckerhaltigen Rohstoffen wurden leis-

tungsfa'hige und kontinuierliche Fermentationsverfahren mit
hoher Alkoholausbeute entwickelt (Rogers et al . 1982) . Dabei

gewinnt die Ethanol-Fermentation mit dem gram- Bakterium Zymo-

mones mobilis gegentiber dem traditionellen verfahren der Hefe-
garung zunehmend an Bedeutung (Rogers et al. 1982 ; Eveleigh et
al . 1983 ; Baratti und Bu'Leek 1986 ; Buchholz et al . 1987 ; Law=
ford 1988 ; Vlikari 1988 ; Bringer-Meyer und Sahm 1988).

Zymomonas =bills wurde von Barker und Hillier (1912) be-

schrieben und von Lindner (1928) in Reinkultur isoliert . Er
zeigte, daß das Bakterium an der Vergarung von Pflanzensäften

zu alkoholischen Getranken beteiligt ist . Das Substratspektrum
des Bakteriums ist auf Glucose, Fructose und Saccharose als
Energie- und C-Quelle begrenzt (Swings und De Ley 1977) . Glu-

cose wird durch erleichterte Diffusion von den Zellen aufge-
nommen (Di Marco und Romano 1985 ; Barnell et al . 1990) . Wahe

rend Hefen Monosaccharide über den Mmden-Meyerhof-Weg metabo-
lisieren, setzt Z . =bills die Substrate unter anaeroben
Bedingungen Uber den Entner-Doudoroff-Weg zu Pyruvat mittels

Pyruvatdecarboxylase und Alkoholdehydrogenase zu aquimolaren

Mengen an Ethanol und CO2 um (Kluyver und Hoppenbrouwers 1931;
Schrader et al, 1934 ; Gibbs und De Moss 1951, 1954 ; Mc Gill

und Dawes 1971 ; Bringer-Meyer et al . 1986) . Die Ener-

gieausbeute des Stoffwechsels ist mit 1 Mel ATP pro Mel umge-
setzter Glucose gering (Montenecourt 1985) . Im vergleich zur

Hefe 8accharanlyces cerevisiae weist die Ethanolproduktion mit

Z. mobilis folgende Vorteile aufs die spezifische Ethanolbil-

dungsrate ist mit 5,4 g/g/h ca . 6 mal h8her (Lee et al . 1979;

Rogers et al . 19791 . die Ethanolausbeute ist um 5 % ueu-- eee-1-

bei der Hefe, da weniger Glucose in Zellmaterial umgesetzt
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lm Gegensatz zu vielen anderen Bakterien zeichnet sich Z . ma®

bills durch eine hohe Ethanol-Toleranz (bis zu 13 % (w/v))

(Rogers et al . 1982) und eine stark ausgeprägte Zuckertoleranz

mit bis zu 40 % (w/v) Glucose aus (Swings und De Ley 1977;

Kluyver und Hoppenbrouwers 1931) . nr die hohe Ethanoltoleranz

sind vermutlich in der Membran vorhandene Hopanoide, pentacy-

clische Triterpenoide, verantwortlich (Bringer et al . 1985;

Schmidt et al . 1986, 1989) . Dagegen ist bislang wenig über den

Mechanismus der au¢ergewöhnlich hohen Zuckertoleranz bekannt.

Der physiologische Stre¢, dem die zuckertoleranten und ha?o-

ph.ilen Organismen ausgesetzt sind, ist durch die geringe Ver-

fügbarkeit von freiem Wasser bedingt . Der von Scott (1957)
eingeführte Begriff der Wasseraktivität (aw) beschreibt den

Effekt verschiedener, gelöster Stoffe auf das Wachstum von Or-

ganismen . Die Wasseraktivität ist demnach ein Maß für die Kon-

zentration an freiem Wasser in einer Lösung im Vergleich zu
reinem Wasser und entspricht dem relativen Dampfdruck

über der . Lösung.

Es gilt folgende Beziehung:

p : hydrostatischer Druck Medium

po s hydrostatischer Druck Wasser

n1 s Molenbruch Wasser

Molenbruch gelöster Stoff

Als physikochemischer Parameter ist die Wasseraktivität nicht

zur Beschreibung eines gesamten biologischen Systems geeignet.

Neben der Wasseraktivität werden auch andere Parameter, wie

z .B . Osmola.lität und osmotischer Druck benutzt, um die Verfüg-

barkeit von freiem nasser in der Umgebung eines Mikroorganis-

mus zu bestimmen (Jones 1987 ; Jones und Greenfield 1986) . nr
Systeme, bei denen aus Zuckern Alkohol gebildet wird, stellt

die Osmolalität eine sensible Variable dar, bei der solut®spe®

zifische Abweichungen vom Idealverhalten nach Raoult (z .B

P

	

n2
_

	

_

(P/po)
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durch Zucker oder Alkohol) hinsichtlich der Gesamtosmolalität

besonders deutlich werden (Jones und Greenfield 1986) . Wird

die ©smolalität des Mediums durch Zusatz von Soluten stark er-

höht, reduziert sich die Konzentration an freiem, zur Verfüg-

ung stehendem Wasser (Zimmermann 1978) und damit einhergehend

auch oft die Wachstumsgeschwindigkeit von Mikroorganismen

(Anand und Brown 1968 ; Converti et al . 1985 ; Walter et al.

1987) . Von Bedeutung ist dabei, ob das eingesetzte Solut die

Zellmembran zu passieren vermag oder für diese irrpermeabel
ist . Ist Letzteres der Fall, liegt über der Zellmembran ein

erhöhter osmotischer Druck vor, so daß dem Cytoplasma Wasser

entzogen wird . Infolge des Wasserverlusts erniedrigt sich der

Turgor in der Zelle, was zu Membranschädigungen (Plasmolyse)

Eiihren kann (Mitchell und Moyle 1956 ; Cram 1976) . Wenn das So-
lut für die Cytoplasmamembran permeabel ist, liegt in Bezug

auf die Hemmung des Zellwachstums ein anderer Mechanismus vor.

Aufgrund hoher extrazellulärer Konzentrationen des permeablen

Soluts kommt es zu einem Einstrom des Soluts in die Zelle,

verbunden mit einer geringeren Verfügbarkeit an freiem Wasser

im Cytoplasma (Cram 1976 ; Zimmermann 1978) . Dadurch können

makromolekulare Zellkomponenten, die für die Aufrechterhaltung

ihrer Tertiärstruktur Wasser benötigen, ihre Konformation ver-

ändern (Low 1985 ; Brown 1976) . Die reduzierte Konzentration an

freiem Wasser in der Zelle hat auch zur Folge, daß die Konzen-
trationen der in der Zelle bereits vorhandenen anorganischen

Ionen und anderer Solute stark ansteigen, wodurch die physio-

logischen Funktionen der üell,.

	

kkJia iacäa .

Der durch die hohen Konzentrationen an gelösten Stoffen (z .B.

Zucker, Salze) bedingte Verlust an freiem Wasser liegt der

Konservierung von Lebensmitteln zugrunde (Duckworth 1975).

Viele Mikroorganismen begegnen der reduzierten Verfügbarkeit

von freiem Wasser in der Zelle mit Hilfe osmoreoulatorischer

Mechanismen . Unter Osmoregulation versteht man die Aufrechter-

haltung des Zellturgors und Zellvolumens innerhalb der für das

Wachstum und die Vermehrung von Mikroorganismen erforderlichen

Grenzen (Brown et al . 1986) . Eine Strategie zur Adaptation an

niedrige Wasseraktivität ist die selektive intrazelluläre Syn-

these und Akkumulation von Soluten, die zur zellulären Physio-

logie kompatibel sind (Blomberg 1988) . Mach Brown (1976) °veg e
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steht man unter kompatiblen Soluten gelöste Substanzen, die

filr die Aufrechterhaltung eines osmotischen Gleichgewichts

verantwortlich sind und die physiologischen Reaktionen des

Organismus nicht oder nur geringfügig beeinträchtigen . Darüber

hinaus tragen viele kompatiblen Solute (z .B . Polyole) zum

Schutz und zur Erhaltung der Hydrathülle von Proteinen bei

(Schobert 1977) . Alle bislang bekannten kompatiblen Solute

lassen sich entsprechend ihrer chemischen Struktur in wenige

Stoffgruppen klassifizieren (Yancey et al . 1982) . Dazu gehören

Zucker und Zuckerderivate, Polyole (Tab . 1 .1 und 1 .2),

Aminosäuren und Methy lami ne:

Tab . 1 .1 : Zusammenstellung der wichtigsten kompatiblen Solute

aus dem Bereich der Polyole

Debatyomyces hansen ii

Saccharomyces cerevisiae
Zygosaccharonryces rouxii

lJrfna 7 ie71a tert in 7erta
D. saline
Aspergi l lcas niger
A. ochraceus
A. tamarii

Arab i t

	

Z. r°oux ii
I3ebaryomyces hartserr i i

Sorbit/Prolin

	

Stichococcus bacillaris
S. chioranthus
Klebsormiclium chioranthus

eSorbit~

	

pseudomorras fluorescens
Feannit

	

Chrysosporiur;: fastidium
Debar•yomyces hanserr i l

Mann i t/Erythr it Pen ic ill ium chrysogenum

Jovall et al . (1990)
Andre et al . (1988)
Gustafsson (1979)
Nobre und Da Costa (1985b)
Adler und Gustafsson (1980)
Larsson et al . (1990)
Reed et al . (1987)
Onishi und Shirornaru (1984)
van Zyl und Prior (1990)
Reed sf al, (1987)
Yagi (1988)
Goya] (1989)
Rental et al . (1988)
Zidan und Abdel-Mallek (1987)

van Zyl und Prior (1990)
Adler und Gustafsson (1980)
Nobre und Da Costa (1985ä,b)
Larsson et al . (1990)
Brown und Hellebust (1978)
Brown und Hellebust (1980)

Prior et al . (1987)
Luard (1982a)
Nobre und Da Costa (1985a)

Glycerin

extern angeboten und intrazellulär akkumuliert
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Tab . 1 .2 : Zusammenstellung der wichtigsten kompatiblen Solute
aus dem Bereich der Zucker und Zuckerderivate

Polyole ale kompatible Solute werden häufig von halophilen Al-
gen, osmophilen und aerotoleranten Pilzen gebildet (Brown

1978 ; Ben Amotz und Avron 1973 ; Jennings 1984 ; Hocking und

Norton 1983 ; Hocking 1986) . `Fische Organismen mit Amino-

säure- und Methylamin .Akkumulation findet man vorwiegend unter

den Eubakterien, Protozoen und Pflanzers (Yancey et al . 1982).

Eine Alternative zur intrazellulären Synthese kompatibler So-

lute ist der Transport von Soluten aus dem Medium in die Zelle

(Cram 1976 ; Imhoff 1986 ; Csonka 1989) . Beispielsweise trans-

portiert die xerotolerante Hefe ,Saccharaxnyces rouxii bei ge-

ringer Wasseraktivität Glycerin aus dem Medium in die Zelle

Trehalose

	

E. coif

Oscillatoria 08, 23
Calothrix 48a
D . hanseni i

Ectoth iorhoo`osp ira
ha loch lor is

Saccharine

	

Anabena ambigue

A . azollae
Ca lo thr ix
Gloeothece
Nos toc/Anabena
Osc i lla toria 61

Glucosylglycerin Synechocystis
Synechococcus
Dermacarpa
Nyxosarc ina
Microcvstis firma

Gloeocapsa 63
Sp iru l ina 85
LPP (Lyngb a, Plectone~ra,
Phormidi ura~

Arabi nose

	

D. hansen ii
Glucose

	

Penicil l ium chrysogenum
Gloeothece
Scytonema
S. cerevisiae

Glucose/Fructose Calothrix
OP-Gruppe B
P. di ;g ita t-!lPFT
P. ,janczewsk i i
rrrrnsb srurr rdr®va ls®rs

V

	

n

Xeromyces b isporus
Wa l lcrrria sebi

Larsen et al_ (1987)
Stal und Reed (1987)

Jovall et al . (1990)
Galinski und Herzog (1990)

Mackay et al . (1984)

Reed et al . (1984b)

Stal und Reed (1987)

Fulda et al . (1990)
Mackay et al . (1984)

Hagemann et al . (1987)
Stal und Reed (1987)

Jovall et al . (1990)
Luard (1982a,b)
Mackay et al . (1984)

Brown and Edgley (1980)
Mackay et al . 1984)

Hocking und Norton (1983)
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(Brown 1978 ; Edgley und Brown 1978) . Fiir Deharyomyces hansenii

wird ein aktives Glycerin--Transportsystem beschrieben, das ge-
gen einen 5000 fachen Konzentrationgradienten Glycerin trans-
portiert . Unter osmotischem Stress bedingt durch Erhöhung der
Solut-Konzentration ist die Glycerin-Transportkapazität ere

höht, während der KM-Wert für Glycerin (1 M) konstant bleibt

(Adler et al . 1985).

Die regulatorischen Mechanismen bei der Adaptation an niedrige

Wasseraktivität wurden insbesondere bei Escherichia coli und

Salmonella typhimurium untersucht (Le Rudelier 1982 ; Strepm et
al m 1986 ; Higgins et al . 1987) . Le Rudelier et al . (1984) ge-
lang es, E. coli-Mutanten mit verbesserten Osmotoleranzeigen-

schaften zu isolieren, die auf eine Prolin-Überproduktion zu-
rückzufUhren waren . Darüber hinaus konnte gezeigt werden, daß
E. coli-Stämme aus Cholin, das dem Medium entstammte, Glycin-
Betain synthetisieren (Landfald und Str¢m 1986) . Wegen des
Fehlens der für die Biosynthese von Glycin-Betain notwendigen
Enzyme ist bei S . typhimurium und weiteren Bakterien ein effi-

zientes Aufnahmesystem von Glycin-Betain aus dem Medium von
großer Bedeutung für das Überleben unter osmotischem Streß

(Perroud und Le Rudelier 1985 ; Cairney et al . 1985a ; Fougere
und Le Rudelier 1990 ; Pocard et al . 1989 ; Moore et al . 1987;
Hutkins et al . 1987) . Durch die Aufnahme von Glycin-Betain

wurde zwischen intrae und extrazellulärem Raum ein osmotischer
Ausgleich ermöglicht . Zwei verschiedene Glycin-Betain-Auf-
iiatuu~~~mesyste

	

bei E . d[~ .~ .i und S. typhimurium identifi-
ziert .

	

wurden a~~~ ~

ziert . Im Gegensatz zu dem gering affinen pr°oP-System ist proU

ein spezifisches Transportsystem mit einer Affinität von 1 i
für Glycin-Betain, was für E. celi und S. typhimurium zu-
trifft . Das von dem proU Locus kodierte periplasmatische Bin-
dungsprotein wurde von May et al . (1986), Higgins et al.
(1987) und Barron et al . (1987) charakterisiert . Die Trans-
kription des proULocus ist stark reguliert, denn die Gene
werden nur exprimiert, wenn sich die Zellen in einem Medium

mit hoher ©smolarität befinden .(cairnev et al .. 1985bs Dunlao

und Csonka 1985 ; Gowrishankar . 1985) . Der Mechanismus für die

Kontrolle der Osmoregulation auf der Ebene der Genexpression

ist noch weitgehend unklar .
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Das Vorhandensein hoher Konzentrationen an Soluten im Cyto®

plasma führt dennoch auch bei adaptierten Organismen dazu, daß

keine optimale Hydratation und Solubilisierung des Enzymappa-

rates vorliegt. Bei den Eubakterien, abgesehen von wenigen

Ausnahmen, werden dadurch Enzymsysteme mehr oder weniger ge-

hemmt . Dies gilt für die Malate-Dehydrogenase von Ectoth i o.-

hodospira halochloris, weiche durch NaCl in physiologischen

Konzentrationen (1,2 M) nur noch 40 % der Enzymaktivität im
Vergleich zur Kontrolle ohne Salz besitzt (Galinski 1986), wie

auch für die NADH-Oxidase von Saccharomyces carevisiae, die

durch eine 36 %ige (w!v) Glucoselösung stark gehemmt wird

(Brown 1975).

Als Mechanismus zur Adaptation von Organismen an geringe Was-
seraktivität werden auch Veränderungen in der Zusammensetzung

der Phospholipid®Membran diskutiert, die einerseits zu inde-

rangen der Permeabilitätseigenschaften und andererseits zur

Stabilisierung der Zellmembranen führen können . Die Regulation

der Membran-Permeabilität kann insofern von Bedeutung sein,

als die Solute, für deren Synthese bzw. Transport Stoffwech-

selenergie aufgebracht werden mußte, nicht die Cytoplasmameme
bran passieren und an . das Medium verloren gehen sollten . Der

Einfluß der Wasseraktivität auf die Fettsäure-Zusammensetzung

biologischer Membranen wurde von Wasseff (1977) bei Biakeiea
trispora untersucht . Das Verhältnis ungesättigter zu gesättig-

ten Fettsäuren nahm mit Erhöhung der Zuckerkonzentration zu.

Untersuchungen von Brown und Johnson (1970) bei S . derevisiae

ergaben dagegen eine Abnahme des Anteils ungesättigter Fett-

säuren bei Steigerung der Zuckerkonzentration . In vitro Expe-

rimente an Zellysaten und Zellmembranen von Vibrio costicola

zeigen einen. Anstieg der Phosphatidylethanolamine und Phospha-

tidylglycerinSyntheserate, wenn der osmotische Druck des Me-

diums durch Zugabe von Saee arose erhöht wird (Adams et al.

1987 ; Russell 1989 ; Russell et al . 1986) . 'rnlich wie bei

zahlreichen Mikroorganismen durch Einfluß von Salzen und Koh-

lenhydraten Veränderungen im Phosphol i-pid= bzw . Fettsäure-Mu-

ster festgestellt wurden, konnte auch bei Z . mobilis durch Er-

höhung der Glucosekonzentration des Mediums (bis zu 1,11 M)

ein Anstieg des Cardiolipin® und Phosphatidy1cholinm bzw . eine

Reduktion des Phosphatidylethanolamin® und Phosphatidylglycee
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rin-Anteils am Gesamt-Phospholipid-Gehalt beobachtet werden.
Damit einhergehend stieg der Anteil der cis6-Vaccensäure zu

Lasten der Palmitin- und Palmitoleinsäure leicht an (Carey und

Ingram 1983).

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Mechanismen der To-

leranz von Z. mobilis gegenüber konzentrierten Glucose Fruc-

tose- bzw. Glucose-/Fructoseläsungen zu untersuchen . Dazu wur-
de die Abhängigkeit von Wachstums- und Gärungsparametern und

intrazellulären Metabolitkonzentrationen von der Zuckerkonzen-
tration des Mediums untersucht . Durch Untersuchungen zum Zuc-

kertransport war zu klären, inwieweit ein Zusammenhang zwi-

schen dem Zuckertransportsystem und den intrazellulär vorhan-
denen Metabolitkonzentrationen besteht . In einem letzten Teil

sollten osmoregulatorische Aspekte mit Hilfe transportabler

und nicht-transportabler Zucker gezeigt werden .



9

2. Material und Methoden

2.1 CheMikaiien

Außer den hier aufgeführten Chemikalien wurden alle anderen
Chemikalien in analysenreiner Qualität von der Firma Merck AG,

Darmstadt, bezogen.

Aldrich-Chemie-Gesellschaft

Silikonöl (d = 1 .050)

Amersham Buchler GmbH & Co.

D-[U- 14C]-Fructose

D-[U- 14 C]-Glucose
g nulzn-[ 14C]-carbonsäure
[U- 14C]-Maltose
[ U-14C ] -Taaarin
3H20

D-[U®14C.]®Xyl.ose

	

Boeh	

	

L _
	 ri	

_ - p p y~	 ncger GmbH, Mannheim

Aldehyd-Dehydrogenase (aus Hefe)

Alkohol-Dehydrogenäse (aus Hefe)

Fructose-6-phosphat, Dinatriumsalz

J3FrucLosidase (aus Hefe)

Gluconat-Kinase (aus Escherichia coli )
Glucose-Oxidase (aus Aspergillus niger)

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (aus Leuconostoc)

EC 1 .1 .1 .4
Glucose-6mphosphat, Dinatri.umsalz

a-Glucosidase (aus Hefe)
r .7 -

	

9_!_~~yc:er-caac~r"base (aus Carac'iaa mycocäerma )

Hexokinase (aus Hefe)

	

EC 2 .7 .1 .1

Lactat-Dehydrogenase (aus Kaninchenmuskel)

	

EC 2 .7 .1 .40

ß®Nicotinamid-a.denin®d.inucleotid, Dinatriumsalz

.A°'1311.oLinalltiCa' -adedlill-dinucleo tiü' phosphaL, D.d.natd, iut;tsal z

Steinheim

ICGEraunschwei

EC 1 .2 .1 .5

ar. P, 1 r 1 . 1 . 1

EC 3 .2 .1 .26
EC 2 .7 .1 .12
EC 1 .1 .3 .4

EC 3 .2 .1 .20
EC 2 .7 .1 .3ä
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6 .Phosphogluconat-Dehydrogenase (aus Hefe) EC

	

1 .1 .1 .44

Phosphoglucose®Isomerase (aus Hefe) EC

	

5 .3 .1 .9

Pyruvatkinase (aus Kaninchenmuskel) EC 2 .7 .1 .40

Sorbit-Dehydrogenase (aus Schafsleber) EC 1 .1 .1 .14

Di-co Laboratoriec m Detroit, a ch i ~an (USAl_

Hacto-Agar

Hefeextrakt

Du Pont de Nemours .. Dreieich

D-[U- 14 C]©Fructose

Fluka	 AG, Buchs ( SchcaeizI
Cetyltrimethylammoniumbromid ( CTAi3 )
Xylose

Pharmacia-LKB Fine Chemicals, Uppsala (Schweden t
Sephacryl S-200 HR

Pierce, Oud ~eiierland (~~ederlar~d~_1
Na-Eicinchoninat

RothGmbH&Co .,Karlsruhe

Silikonöl PN 200 (d = 1 .06)
Baysilonöl PH 300 (d m 1 .03)

Serva Feinbiochemica GmbH Heidelber
2®Desoxy-I)-glucos e

Glycylglycin

Morpholinoethansulfonsäure (MES)

Siama GmbH„ München

Dextran

%nulin

Levan

Maltose

Ribose

Triethanolamin
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2.2 Organismen

In der vorliegenden Arbeit wurde Zymomonas mobilis ssp.

mobilis MCC 29191 (ZM 6) und Zymomonas rnob.zlis ssp . rnobgl.is

DSM 3126 verwendet (Bringer-Meyer et al . 1985)e

2 .3 NAhPrnedium

Zur Kultivierung von Z . rmobslls wurde Vollmedium mit folgender

Zusammensetzung benutzt (Bringer et al . 1984):

Hefeextrakt 5 g
KH2 PO4 1 g

(NH 4 ) 2 SO4 1 g

MgSO4 0,5 g

Glucose und/oder Fructose

(variierend) 10250 g
Aqua lest . ad 1000 ml

Oberhalb einer Zuckerkonzentration von 50 g/l wurde der Zucker

getrennt autoklaviert und steril hinzugegeben . Der pH-Wert

wurde vor dem Autoklavieren mit HCl. auf pH 5,0 eingestellt.

Das Medium zur Herstellung von Agarplatten enthielt 2 % (w/v)

Glucose als C®Quelle und zusätzlich 2 % (w/v) Bacto-Ag gr.

2.4 KUKUrbedingLingell

Die Stammhaltung erfolgte in Bell co-Rdhrchen (Be11co®Glass

Inc ., New Jersey, USA) mit 10 ml Vollmedium (2 % Glucose w/v )

bei Raumtemperatur . Die Röhrchen wurden mit Butylgums-ni®Stopfen

und Aluminiumkappen verschlossen . Im Abstand von 2 Tagen wurde

je 1 ml der Stammkultur in 10 ml Vollmedium uberfuhrt . Die

Mutante Zymomonas mobilis DSM 3126 wurde regelmäßig auf Agar-

platten mit 2 % (w%v) Fructose als C-Quelle ausgestrichen und

auf Revertanten untersucht. Die Inkubation der Platten er-
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folgte im Anaerobentopf (Gas-Pak-System, Baltimore Biol.

Labs .) für 2-3 Tage bei 30 0 C . Zur weiteren Kontrolle wurde

die Mutante in 10 ml Bellco-Röhrchen mit Glucose bzw . Fructose

als C-Quelle inkubiert und das Wachstum photometrisch

(Spectronic 301, Milton Roy, Inc ., Rochester, N .Y ., USA) bei

550 nm verfolgt.

Für die Torkultur wurden Bellco-Röhrchen mit 10 ml Vollmedium

eingesetzt, die mit 1 ml Inokulum der Stammkultur beimpft wur-

den . Nach ca . 7 ständiger Inkubation bei 30° C wurde die Kul-

tur in 100 ml Vollmedium (5 % w/v Glucose) überführt . Wegen

der starken C0 2-Entwicklung wurden die GefäOe zur Entgasung

mit sterilen Einwegfiltern (0,2 qcm, Schleicher & Schälle

Dassel) versehen . Die Zellernte erfolgte in der exponentiellen

Wachstumsphase durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 5500 x
g. Das Sediment wurde in sterilem Medium aufgenommen und

diente als Inokulum für die Hauptkultur im 2 1 Zweihalskolben
(Glasbläserei Forschungszentrum Mich GmbH) bzw . Fermenter.

Die Durchführung von Batch-Fermentationen erfolgte nicht pH-
reguliert im 2 1 Zweihalskolben und pH-statisch im 2 1 Fermen-

ter der Firma Bioengineering AG (Wald, Schweiz) mit 1,5 1 Are

beitsvolumen . Der Fermenter wurde mit dem Vollmedium in situ
sterilisiert (121 0 C, 20 min) . Nach der Sterilisation wurde

der Fermenter beim Abkühlen auf 105 0 C steril an die Be-

gasungsanlage angeschlossen und bei einer Temperatur von 30 0 C
mit Argon anaerobisiert . Der pH-Wert wurde automatisch durch

Zudosierung von 3 N NaOH geregelt . Die Fermentationen erfolg-

ten bei einer Temperatur von 30 0 C und einer Rührgeschwindig-

keit von 300 Upm.

2 .5 .,estimmLm~,~ der Bak4eo p ;~~;;aese•

Das Wachstum der marfinvi ®n wurde durch Maas_n q der optischen

Dichte . bei 550 nm verfogt . Bei einer Extinktion oberhalb von

0,35 wurden die Proben entsprechend mit Wasser verdünnt, damit

die Proportionalität zwischen Extinktion und Zenkonzentration

gewährleistet blieb .
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Zur Bestimmung des Trockengewichts wurden Schälchen aus Alumi-

niumfolie 12 Stunden bei 105° C im Trockenschrank getrocknet,
1 Stunde im Exsikkator abgekühlt und gewogen . 10 ml Zellsus-

pension bekannter OD550 wurden in einer Kühlzentrifuge (Christ

Minifuge) bei 4 0 C und 5500 x g 10 Minuten abzentrifugiert,

zweimal mit kaltem aqua bidesto gewaschen und in 1 ml aqua

bidest . suspendiert . Die mit der Zellsuspension gefüllten
Schälchen wurden anschließend wieder, wie oben beschrieben,

getrocknet und ein weiteres Mal gewogen . Dabei ergab sich für

eine 00550 von 1 ein Trockengewicht von 0,2 g/l . Bei Medien

mit zunehmender Zuckerkonzentration nahm das Trockengewicht

bei gleicher OD um bis zu 12 % ab im Vergleich zu Medien mit

niedrigen Zuckerkonzentrationen.

2.6 Quantitative Bestimmung von Substraten und Produkten

261 Bestimmung mittels HPLC

Die quantitative Analyse von Glucose, Fructose, Sorbit und

Ethanol erfolgte durch HPLC (Model L®6200 Intelligent Pump,

Model D-2000 Chromato-Integrator, Modes`. 655A-40 Auto-Sampler,

Model 655A-52 Column Oven, 655-0568 Degasser, Hitachi, Ltd.
Tokyo, Japan ;

	

F,.!J an Vertrieb über E . Merck, Darmstadt) . ESIbJ~id so konn-
ten

	

beni

ten Nebenprodukte der Fermentationen, wie z .B . Acetoin und

Glycerin quantitativ erfaßt werden (Viikari 1986) . Dihydroxy-
acetan wird im Chromatogram durch den Ethanol peak z .T . über®
lagert und wurde daher enzymatisch bestimmt . Die Messung der

Kohlenhydrate erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Eluent :

	

Aqua bidest . (mit 0,22

	

Milliporefi.l®

ter filtriert und durch einen kontinu-

ierlichen Helium-Strom entgast)

Fließgeschwindigkeit : 0,6 ml/rein

Sä~alea

	

Carbohydrate Column HPX 87C (300 x 7,8

mm), Bi.o®Rad, Chemical Division,

Richmond, California, USA
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Temperatur : 85° C
Detektor :

	

Brechungindex (RI)®Detektor (ERC 7512,
Erma Inc ., Kyoto, Japan)

Temperatur : 50 0 C

Injektionsvolumen :

	

10 il

Die Verdünnung der Proben wurde so gewählt, daO die Konzentra-

tion der Zucker bzw . Zuckeralkohole in der Probe 1 - 3 g/l be-
trug . Die Eichung des HPLC-Gerätes erfolgte mit Zuckerlösun-
gen, deren Einwaage enzymatisch überprüft wurde.

Reßentionszeit [min]

Abb . 2 .1 : Auftrennunq eines Gemisches von %lucose ® Fructose,

Sorbit, Ethanol mit Hilfe der HPLC (Probenkonzen-

tration je 3 g/l ; Injektionsvolumen 10 g1g Papier-

vorschub 5 mm/min) .
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2 .6 .2 Bestimmung mittels Gaschromatographie

Die Ethanol- und Acetatkonzentrationen der Fermentationsproben
wurden gaschromatographisch analysiert . Dabei wurde ein Gas-

chromatograph der Fa_ Hewlett Packard, USA, Typ 5790 A mit

Flammenionisationsdetektor, Integrator 3390 A, Sampler/Event

Control Module 19400 A, Automatic Sampler 7671 A benutzt.

Analveenbedingunqe2i (modifiziert nach Finn et al . 1984)

Säule : Porapak QS, 80®100 mesh, 1/4

(Waters Ass . Inc ., Milford,

inch x 80 cm

Masse, USA)

Säulentemperatur : 1500 C
Injektortemperatur : 250° C
Detektortemperatur : 2500 C

Trägergas : Stickstoff

Gasfluß (N2 ) : 30 ml/min
Probevolumen : 1 .l

Hierbei betrugen die Retentionszeiten:

Acetat :

	

4,03 min
Ethanol : 0,93 min
Methanol : 0,39 min (interner Standard)

Probe (mit einer Ethanol- und Acetatkonzentration von je 1

g/1) und interner Standard (Methanol in 0,2 N HC1) wurden im

Verhältnis 131 gemischt und anschließend gaschromatographisch
analysiert . Zur Eichung des Gaschromatographen wurden Lösungen
eingesetzt, die Methanol als internen Standard und Ethanol in

unterschiedlichen Konzentrationen enthielten . Die Bestimmung

des Ethanolgehaltes dieser Eichlösungen wurde enzymatisch mit-

tels Alkoholdehydrngenase vorgenommen.
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2 .6 .3 Bestimmung mittels Zuckeranalysator

Die Trennung der Kohlenhydrate mit Hilfe des Zuckeranalysators

erwies sich dann als vorteilhaft, wenn es galt, geringe Kon-

zentrationen reduzierender Zucker neben einem großen Überschuß

anderer Zucker zu bestimmen . Dabei erfolgte die Auftrennung

der Kohlenhydrate nach dem Prinzip der ionenaustauschchromatom

graphie (Waf fenschmidt und Jaenicke 1987) . Zuckermoleküle bil-

den unter alkalischen Bedingungen mit Kaliumborat aasionische

Boratkomplexe, welche mit dem basischen Säulenmaterial der

Trennsäule in Wechselwirkung treten . Kaliumboratpuffer stei-

gender Konzentration bewirken bei alkalischem pH die Ablösung

vom lonenaustauscher . Durch Zusatz von Cu-Bi.cinchoninat wird

der eluierte Zuckerboratkomplex bei hoher Temperatur in einen
Farbkomplex überführt, dessen Konzentration im Durchflußphot .o-

meter bei 420 nm gemessen wirdo Die Messungen wurden mit dem

Zuckeranalysator Biotronik LC 2000, Fa . Biotronik, Maintal

durchgeführt (Schigraz et al . 1985)0

Analysenbedinqunc;en s

iiorsäule e

	

Dowex I X 4, 200400 mesh

(Fa m Biotronik, Maintal) ; 7 x 9 cm

Trennsäule :

	

Durrum DA-X-4-20 (Fa . Dionex,

Weiterstadt) ; 0,6 x 30 cm

Temperatur :

	

600 C
Puffer zur Äquilibrierungo 0,1 M KBO 3 pH 8,0 (45 min)

Elution g

	

0,2 M KBO 3 pH 8,15 (60 min)

0,4 M KBO 3 pH 9,45 (120 min)

Regenerierung : , 10 % (wily) Tetraborat (45 min)

Nachweisreagenz :

	

Na-Hicinchoninat . 1,0 g

K2C03

	

209,5 g

Asparagirasäure

	

1,85 g

CuSO4 x 5 H20

	

0,5 g

ad 1 1 aqua bidest .
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Fließgeschwindigkeit
Puffer : 60 ml/h

Reagenz : 60 ml/h
Probenvolumen : 200 gl

Probenkonzentration :

	

4 ® 25 rMol Zucker/Probe

Alle eingesetzten Puffer wurden zuvor filtriert (0,2 gm .).

Für die zu analysierenden Zucker ergaben sich folgende Reten-

tionszeiten:

Fructose : 104,5 min

Glucose : 152,3 min
Maltose ;

	

67,9 min

Xylosee

	

126,5 min

2 .6 .4 Bestkmmung mittels enzymatischer Methoden

Glucose wurde zur Bestimmung intrazellulärer Konzentrationen

enzymatisch nach Bergmeyer et al . (1974a) analysiert.

Meßprinz i p e

Hexokinase
Glucose -1° ATP

	

> Glucose-6aphosphat.+ ADP

Glucose-6-P-DH
Glucose-6-phosphat ~ NADP~ .

	

..> Glaaconat-6-phosphat.
+ .NADPH .-F H~:

Die Menge an gebildetem NADPH -~ H¢ ist der Glucosekonzentra-
L1C7d1 caquzüolT ar . Gemessen wurdeJ~e die ExLä,nKL~9_i_

VI1C;äzudiad~IA~
L~__

d3~1
L~!

nn. Die Proben müssen zu einer Glucosekonzentration unterhalb

von 0,5'g/l verdünnt werden .

3~V
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Testansatz:

Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration

Puffer 0,5

(0,75 M Triethanolamin 230

	

mM

pH 7,6 mit 10 mM Mg504 ) 3,11 mM

NADP+ (11,5 mM) 0,05 0,36 mH

ATP (61 mM) 0,05 2,5

	

mM

Probe 0,05 bis zu 0,18 mM

Wasser (bidest) 0,95

mischen und nach 3 min Extinktion der Lösungen messen (E l )

Reaktion starten durch Zugabe der Enzymmischung

HK/G6P-DH 0,01
(HK :

	

2 mg/ml 1,7 U/ml

G6P-DH : 1 mg'/m1) 0,9 U/ml

mischen und nach ca . 15 min Extinktion messen (E2 )
Der Leerwert enthielt anstelle der Probe 0,05 ml aqua bidest.

Glucose-6-phosphat wurde enzymatisch wie die nicht-phosphory-

lierte Verbindung bestimmt . Allerdings wurde anstelle von ATP

und a~aexvkaäaaäe aqua bidest ppett s t Alternati'v' dazu wu.rden

die Zuckerphosphate nach Hydrolyse mit alkalischer Phosphatase

als Glucose bestimmt . Hierzu wurde ein Probenaliquot mit alka-

lischer Phosphatase film. 30 min bei 25°C im Thermoblock inku®

biert . Durch Erhöhung der Inkubationstemperatur auf 95°C wurde
vorhandenes Protein denaturiert und nach Zentrifugation vom

Überstand getrennt . Dieser wurde danach auf Glucose analy-

siert . Gleichzeitig in der Probe vorhandene nicht-phosphory-

lierte Zucker wurden dadurch berücksichtigt, daO aus der Dif-

ferenz zwischen phosphoryliertem und dephosphoryliertem Zucker

die in 1 der Probe vorhandene Zuckerphosphatkonzentration er-

rechnet werden kann.
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Die enzymatische Bestimmung der Fructose erfolgte nach Bernt

und Bergmeyer (1974).
Meßprinzipm

Hexokinase
Fructose + ATP

	

> Fructose-6-phospha.t A- ADP

Phosphoglucose-
Fructose-6-phosphat <

Isomerase

Glucose-6-phosphat reagiert wiederum wie oben beschrieben . Für

die Messung wurde der Testansatz der Glucose-Bestimmung zu-

grunde gelegt und zusätzlich nach Messung von E2 0,01 ml

Phosphoglucoseisomerase (2 rig/ml) hinzugefügt (Endkonzentra-
tion : 4,3 U/ml)o ist nach cam 15 min die Reaktion zum Still-

stand gekommen, wird die Extinktion (E~) gemessen

Die Bestimmung von Fructose-6-Phosphat erfolgte analog der

Messung von Glucose-6®Phosphate

Nach Dergmeyer et al . (1974b) wurde Sorbit mit Hilfe der
Sorbit-Dehydrogenase quantitativ bestimmt:

Sorbit-Dehydrogenase
D®Sorbit T~~~ + <	 > Fructose + NADH ~ H+

Unter Testbedingungen liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf

der Seite Fron Fructose und NADH -1- H+ a Die gebildete NADH + H+

-Menge ist der Sorbitmenge äquivalent und wurde als Extinkti-
onszunahme bei 340 nm bestimmt.

Testansatz:

Reagentien

	

Volumen f ml. l

	

Endkonzentration

.Puffer

{0,l ~i Ma4P207p pH 9,5 1,25 87,7 mM

`' NAD -17 ``.(s0

	

mM) 0,05 1,0 mM

> Glucose-6®phosphat
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Probe bis zu 0,15 mM0, 1

mischen und Extinktionen der Lösungen messen (E 1 )

Reaktion starten mit

Sorbit-T?e?'°ydrogeä^a.Ce

	

0,025

	

1,7 U /ml

(4 mg/ml)

nach ca . 90 min Extinktionen der Lösungen messen (E 2 )

Die Gluconsäu ekonzentration wurde nach Möllering und Berg®

meyer (1974) ermittelt.

MeAprinzipö

Gluconat-Kinase
D-Gluconat -1- ATP

	

> Glucona.t®6®phosphat + ADP

Gluconat®6®P

Dehydrogenase
Gluconat-6-phosphat ~ NADP+ > Ribulose-5®P -a-

NADPH

	

H+ -a- CO 2

Die bei der Reaktion gebildete NADPH + e-Menge ist der Glue
eonsäuremenge quivalent und wurde im Spektralphotometer bei

340 nm gemessen . In der Kiivette sollte die Menge der Glucon®

sc°.ure < 0,5 g sein.

Testansatz t

Reagentien

	

Volumen [ml]

	

Endkonzentration

Puffer

Glycylglycin (0,25 M)

MgSß4 (17 mM), pH 8,0

NADP (11,5 1t1M 1-

	

,

ATP (81 m_M)

Probe

Wasser

6 WPc3llxi. ( 2mg/ml. )

90,6 mM

6,2 mM

fJa4 mM

2,93 mM

bis zu 0,10 mM

4,3 U/ml

0,5

U®U 5

0,05

0,05

0,7

0,oze
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mischen und nach 5 min Extinktionen der Lösungen messen (E 1 )
Reaktion starten mit:

Gluconat-Kinase (1 mg/ml) 0,005 1,4 Hfmi

nach ca . 30 min Extinktionen der Lösungen messen (E 2 )

Der Ethanolgehalt der Eichlösung für die Gas chromatographie
(2 .6 .2) wurde enzymatisch mittels Alkohol-Dehydrogenase be-

stimmt (Bernt und Gutman 1974), welche folgende Reaktion kata-
lysiert :

Alkohol-
Ethanol + NAD I- <

		

> Acetaldehyd + NADH ~. H+
Dehydrogenase

Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt auf der Seite von
Ethanol . Durch alkalisches Milieu, NAD+ 4Überschuß und Abfangen
des gebildeten Acetaldehyds mit Semicarbazid wurde die Reak-
tion auf die rechte Seite gezogen e Das gebildete NADH + H -1- war
der Ethanolmenge äquimolar und wurde über die Extinktionszu-
nahme bei 340

	

im Spektralphotometer bestimmt.

Testansatz :

Volumen Endkonzentration

[ml]

Puffer, pH 8,7

	

1,25
NNP2O7 (75 mM) +

	

60

	

mM
Semicarba.zid-Hvdrochlorid (75 mM) +

	

60

	

mM
Glycin t 2l mM)

	

16,8 mM
NAD (16 mM)

	

0,05

	

0,5 mM
Probe_L_

	

bis

	

0,17 __

	

u,un
aqua bidest.

mischen und nach 2 min Extinktion messen (El )

Start der Reaktion durch:

Reagentien

0,50
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Alkohol-Dehydrogenase (30 mg /ml) 0,01 7,7 U/ml

mischen, Lösung in Reagenzgläser überführen, mit Kugeln ver-
schließen und 25 min im Wasserbad bei 37 0 C inkubieren . Nun

Extinktion messen (E2 ).

Die enzymatische Bestimmung von Glycerin erfolgte nach Egg-

stein und Kuhlmann (1974) gemäß folgender Reaktionen:

Glycerokinase
Glycerin + ATP

	

> Giycerin®3®phosphat + ADP

Pvruvat-Kinase
ADP + Phosphoenolpyruvat ~

	

- -> ATP + Pyruvat

Lactat®
Pyruvat + NAT]H + H+

	

> Lactat + NAD+
Dehydrogenase

Die während der Reaktion verbrauchte NADIR + H+--Menge ist der

Glycerinmenge äquivalent und wurde über die Extinktionsabnahme

bei 340

	

erfaßt®

Testansatz:

Reagentien

	

Volumen [ml]

	

Endkonzentration

Puffer, pH 7,4

	

0,50

Glycyiglycin (0,75 M) +

rigs0 4 2+ (10 mM)

NADH/A`l'TP/PEP®Gemisch

	

0,05

NADFi ( 8,2 mM)

	

0,27 mM

ATP (33

	

mä1)

	

1,06 mM

'~~'~

	

r-~-~	sr~~t

	

1 .47 mMPEP

	

e

	

---- ~

	

•

Probe

	

0,05

	

bis zu 0,1$ mM

Wasser

	

0,95

Pyruvat-Kinase (3 mg/ml)/

	

0,005

	

1,9 U/ml

Lactat-Dehydrogenase (1 mg/ml)

	

1,76 U/ml

240

	

m_M

3,2 mM
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mischen und nach 3 min Extinktion der Lösung messen (E l )

Start der Reaktion durch:

Glycerokinase (1 mg/ml)

	

0,005

	

0,27 U/m1

nach ca . 5mi0 min Extinktion der Lösung messen (B 2 )

Der enzymatischen Bestimmung von Dihydroxyaceton liegt eben-

falls eine Phosphorylierung durch die Glycerokinase zugrunde
(Wieland und Witt 1974).

Glycerokinase
Dihydroxyaceton + ATP	 > Dihydroxyacetonphosphat

+ ADP

Da auch Glycerin durch die Glycerokinase phosphoryliert wird,

kann eine Differenzierung nur durch unterschiedliche Glycero-
kinase-Aktivitäten im Test erfolgen . Soli ausschließlich Gly-

cerin phosphoryliert werden, ist eine geringe Glycerokinase-
Aktivität (0,2 10 GK/Test) erforderlich . Dagegen wird nach Ab-
lauf der Glycerinreaktion durch Aktivitätserhöh.ung der Glyce-
rokinase (4 U GK/Test) auch Dihydroxyaceton in ca . 40 min
vollständig umgesetzt . Das dabei gebildete ADP wird gemäß der
Glycerin-Bestimmung inngesetzt.

Testansatz:

Reagentä,en

	

Volumen [ml]

	

Endkonzentration

Testansatz wie unter 2 .6 .4 . (Glycerin), anstelle von Glycero-
kinase (1 mg/ml ) :

Glycerokinase verdünnt

	

0,005
(0,25 mc/mll mit

(NH4) 2SO4 (2,4 M)

mischen und nach 10®15 min Extinktion der Lösung messen (E 2 ),

anschließend Zugabe von :

0,07 IJ/ml
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Glycerokinase konzentriert

	

0,005

	

1,4 U/ml

(5 mg/ml)

mischen und nach 40-45 min Extinktionen der Lasungen messen

l~'31

Auch hier ist NADH Meßgräße, doh ., daß die nach Zugabe der

konzentrierten Glycerokinase verbrauchte NADH -1- e- senge der

Dihydroxyacetonmenge äquivalent ist.

Maltose wurde enzymatisch nach folgenden Reaktionen bestimmt

(Gutman 1974) :

3-Glucosidase
Maltose + H2O	 > 2 Glucose

Die gebildete Glucose wird wie unter 2 .6 .4 . aufgeführt weiter

umgesetzt . Die dabei gebildete NADPH-Menge ist Meßgräße und

der halben Maltosekonzentration äguimolar.

Testansatz:

Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration

Hatriumacetat®Puffer 0,1 6 $ 6 dCGETI

(0,1 M),

	

pH 6,6

Probe 0,05

a-Glucosidase 0,01 1,7 U/ml

Mischen und bei 25° C 20 min inkubieren, dann Zugabe von:

Triethanolamin®Puf fer 0,5 248

	

mM

(0,75 M), pH 7,6 +

(10

	

snTmi 1MrcS (14

	

,~ -

	

3e31 mM

Wasser . 0,74

NanPA' (11,5 mM) 0,05 0,38

ATP (81 mM) 0,05
Q

mM2,7

	

m.:=i
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mischen und nach 3 min Extinktion der Lösung messen (E 1 )

Start der Reaktion durch Zugabe von:

Hexokinase (2 mg/ml)/ 0,01 1,8 II/ml

Glucose®6-phosphat®Deh.ydrogenase
ma/ml )

0,9 ü/ml

mischen und nach 10®15 min Extinktionen der Lösungen messen

( E 2)

Die Bestimmung der Lactatkonzentration wurde enzymatisch nach

Noll (1974) durchgeführt, wobei folgende Reaktionen ablief en:

L-Lactat-
L®Lactat ~ NAD	 > Pyruvat ~ NADH

Dehydrogenase

G1.utamat-Pyruvat-
Pyruvat -1- L®Glutamat

	

> L®Alanin ~
Transaminase

	

a%Ketobutyrat

Das Gleichgewicht der Lactat®Reaktion liegt weit auf der Seite

von Lactat e Daher wurde durch Abfangen des Pyruvats mit Hilfe

des Enzyms Glutamat-Pyruvat-Transaminase € ? e Reaktion auf die
Seite von Pyruvat und NADH + H+ verschoben . Das bei der Reak-

tSoäL

	

\AAet~ Lb~ä ~ a~E
+

YäLab~e ~e JYV ~~~6. .'saieai~4~..

Testansatzm

Reagentien

	

Volumen [ml]

	

Endkonzentration

Puffer

Glycylglycira (0,6 M) ~

Glutamat (0,1 M), pH 10,0

NAD i41 mM1

	

0,1

Aqua bidest .

	

0,7

Probe

	

0,05

GPT (20 mg/ml)

	

0,01

0,5
220
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bis zu 0,14

11,7 U/ml
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mischen und nach 5 min Extinktionen der Lösungen messen (E l )

Start der Reaktion durch Zugabe von:

L®Lactat®Dehydrogenase

(10 mg/ml )

mischen und nach 20 min Extinktion der Lösung messen (E 2 )

Zur Bestimmung der Gesamtlactatkonzentration wurde zusätzlich

das Enzym D Lactat®Dehydrogenase (5 mg/ml) mit 0,025 ml im
Test eingesetzt . Das Enzym katalysiert folgende Reaktion:

D®Lactat-
D®Lactat A- MAD+

	

> Pyruvat A- NADH -1- H~
Dehydrogenase

Die Bestimmung der Konzentrationen der enzymatisch analysier-
ten Verbindungen wurde nach folgender allgemeiner Berechnungs-

formel durchgeführt®

V x MG

E x d x v x 1000

V = Testvolumen [m1 j

v = Probevolumen [ml]

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz
d = Schichtdicke [cm]

E = Extinktionskoeffizient von NAD(P)H bei 340 nm

= 6,3 [I o m of-l . cm` l ]

Wurde bei der Probenvorbereitung eine Verdünnung vorgenommen,

mußte das Ergebnis mit dem entsprechenden Verdünnungsfaktor F

multipliziert werden .

0,01 40,1 U/ml
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2 . 6 a 5Nachwe.is von Glucose und Fructose mittels I) "" schicht-

chromatographie

Zur Identifizierung von LU® 14C]®Clucose und [U- 14C]®Fructose

aus Perchlors .ure-Extrakten war ein dünnschichtchromatoora phim

scher Nachweis von Glucose und Fructose erforderlich . Hierzu

wurden 1 gg der Proben und je 10 4l der Referenzlösungen {4

gg) auf eine HPTLC Fertigplatte mit Kieselgel 60 F254 (10 x 10

cm, 0,2 mm Schichtdicke ; Merck, Darmstadt) aufgetragen . Ent-

wickelt wurde bei voller Kammersättigung mit einem Laufmittel-
gemisch aus Butanol Aceton Wasser (4 s 5 ~ 1) (Lato et al.

1968) . Die Platten wurden dreimal entwickelt und dann eine
Stunde getrocknet . Zum Nachweis von Ketosen sowie Cligosaccha®

Tiden, die Ketosen enthalten, wurden die Platten mit Sprührea-

genz 1 behandelt, 1 min bei 130° C getrocknet, mit Sprührea-

genz 2 behandelt und nochmals 2®3 min bei 130° C inkubiert.

Reduzierende Zucker wurden nach Behandlung mit Sprühreagenz 3

durch 10 minütiges Erhitzen auf 130° C sichtbar gemacht.

Sprühreagenz I :

	

5 g Harnstoff in 20 ml 2 MHCl +
100 ml . 96oiger Ethanol

Sprühreagenz 2 : 0,3 g Anthron in 10 ml Eisessig +

10 ml 96%iger Ethanol +

3 ml 85%ige Phosphorsaure

1 ml aqua bidest.

SprüaireagedaG 3

	

I g p®saäaisidindiydr°vL aäi{Jrid in 1 V ml

Methanol A-

1 g Natriumdithionit

ad 100 ml mit 1®Butanol

Eine gute Trennung von Glucose und Fructose wurde jedoch nur

dann erreicht, wenn mit 0,1 N B(OH) 3 imprägnierte HPTLC®Plat-

ten eingesetzt wurden (Stahl 1962) . Unter diesen Bedingungen

war ein sehr schlechtes Laufverhalten der Perchlorsäure-Ex-

trakte auf grund der hohen Salzkonzentrationen festzustellen.

Dieser Effekt zeigte sich nicht, wenn nicht-imprägnierte Plat-

ten benutzt wurden . Daher wurde zum Nachweis von [U- 14C]-Fruc-

tose die in den Pereh.lorsaure-Extrakten enthaltene Glucose en-

zymatisch mit Hilfe der Glucose-Oxidase (5000 Uiml) quantita®
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tiv entfernt . Der Extrakt wurde anschließend auf HPTLC®Platten

aufgetragen . Nach Einsatz von Farbreagentien wurden die ent-

sprechenden Substanzflecken ausgekratzt, abgesaugt und im

Szintillationszähler gemessen . Die Ergebnisse der diinnschicht-

chromatographischen Trennung der wacker sind in Tabelle 2 .1

dargestellt . Erkennbar ist, daß andere, evtl . im Perchlor-

säure-Extrakt vorhandene Kohlenhydrate (Ribose, Xvlose, Xvlu®

lose u .a .) mit ähnlichen RF-Werten wie Fructose durch

Farbreaktionen bzw . anderes Laufverhalten ausgeschlossen wer-

den konnten.

Tab . 2 .1 : DUnnschichtchroatatograph gschß Trennung von Glucose

und Fructose aus PerchlorsAure®Fxtrakten von Z.

mobi li s .

Als Laufmittel wurde ein Butanolm(1) ® Aceton®
Wasser tl Gemisch (4 : 5s 1) eingesetzt.

Zucker RF x 100

HPTLC mit Bors .ure ohne Borsäure

ß-D-Glucose l 54 60

D®Fructosel 41 57

PCA-Extrakt s .T . 59*

27 63

Xylose2 36 65

Xylulose 2 n .a . 72

Ribulose 2 n .a . 0

Mannose 33 n .a .

aufgetragene Menge 0,9 gg

2 :

	

aufgetragene Menge 12,5 gg

s ..T .e schlechte Trennung wegen hoher Salzkonzentrationen im

Extrakt
Nachweis von Fructose m6aliche sofern zuvor Glucose
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2.7 Bestimmung intrazellut6rer Metabolitkenzentrationen

2 .7 .1 Kultivierung von Zellen zur Bestimmung intrazellularer

Metabolitkonzentrationen

Z omonas mobilis Zellen wurden in der exponentiellen Phase
des Wachstums bei OD550 von 4,5-5 geerntet und im glucose-
freien Medium zu einer OD550 von 10®11 resuspendiert . 1 ml

dieser Zellsuspension diente als Inokulum für 10 ml Vollmedium
(in Bellco .Röhrchen) mit Zuckerkonzentrationen von 2®18 %
(w/v) . Da bei Z . mobilis die Wachstumsrate mit zunehmender

extrazellulärer Zuckerkonzentrationen abnahm, konnte durch
Ausnutzung des Temperatur-Effekts erreicht werden, daß für

alle Ansätze mit 2«°18 % (w/v) Zucker die Schwankungen der
Wachstumsrate nicht mehr als 20 % betrugen . Daher wurden Test-
ansätze mit 2-12 % (w/v) Zucker bei 20° C, solche mit hohen
Zuckerkonzentrationen (13-10 % w/v) bei 30° C kultivierte In

Zeitabständen wurden Proben genommen, um die Glucose-Aufnahmee
rate zu bestimmen.

2 m70 2 bi.:lrlikonölzentrsfugati°n von Z. mobilis®Zellen

Uni die Z . mobilis-Zellen rasch aus dem Medium zu entfernen,

wurde die Silikonölzentrifugation durchgeführt (Klingenberg

und Pfaff 1967) . Dazu wurden in 400 gl Mikroteströhrchen

(Beckman) 30 gl 20%ige Perchlorsäure (PCA) gefüllt, 10 s zen-

trifugiert (Microfuge E, Beckman), mit 65 il Silikonöl überla-

gert und erneut 10 s zentrifugiert . Aufgrund der höheren
Dichte befand sich die Perchlorsäurelösung zuunterst, darüber

die Ölschicht . Das verwendete Silikonöl mußte eine auf das je-
weilige Zuckermedium abgestimmte Dichte aufweisen, um zu ge-

währleisten, daß die Organismen die Ölschicht durchdringen

können und der Überstand zelifrei war. Als geeignet erwiesen

sich bei einer Zentrifugationszeit von 30 s folgende Öle
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Zuckerkonzentration [g/l)

	

Silikonöl für Zentrifugation

Baysilonöl PH 300,

	

d=1,03

Mischung (1 : I) aus

Baysilonöl PH 300, d=1,03

~ Sili kon6! ;

	

d=1, 05

Silikonöl PN 200,

	

d=1,06

0 - 80

81

	

120

121 - 150

Zur intrazellulären Metabolitbestimmung

200 141 Zeltsuspensionen bekannter OD auf

kroteströhrchen gegeben
Beckman-Microfuge E mit

(Abb . 2 .2) wurden je

die vorbereiteten Mim

12500 x g in einer

(Beckman Instruments,
und sofort bei
Horizontalrotor

Inc ., Palo Alto, California, USA) 30 s zentrifugiert . Durch

die Zentrifugation gelangten die Zellen durch die Ölschicht

und sedimentierten in der Perchlorsäure-Lösung . Das Sediment

diente der Ermittlung der intrazellulären Metabol .itkonzentra-

tionen, während aus dem Überstand die extrazellulären Sub-

strat- und Produktkonzentrationen bestimmt wurden . Zur Aufar-

beitung wurden die Mikroteströhrchen an der Grenzschicht Per-

chlorsäure Silikonöl mit Hilfe eines Skalpells durchtrennt
und Perchlorsäurelösung und Zeltsediment in ein 0,8 ml Eppen-

dorf®Reaktionsgefäß zentrifugiert (2 min, 12500 x g) . Um die

Extraktion zu vervollständigen, wurde das Sediment kurzzeitig
aufgewirbelt und 5 min beschallt (Ultraschallbad Branson 2200,

Branson Europa B .V ., Soest, NL) . Durch Zugabe von 24 il 5 M

KOH/1 Triethanolamin Lösung wurden die Extrakte neutrali-

siert und das LLF der !MS 6.C ~. 4 0 ts ausgefallene dSaslumper°

chiorat durch Zentrifugation (2 min, 12500 x g) abgetrennt . Da

für nachfolgende Analysen eine ausreichende Menge zur Ver-

fügung stehen mußte, war es notwendig, pro Ansatz 1.6 Mikro-

teströhrchen aufzuarbeiten.

nr intrazelluläre Fructosebestimmungen war es aufgrund von

Hydrolyserea&tionen erforderlich, anstelle von 30 41 20%iger
Perchlorsäure lediglich 30 41 5%ige Perchlorsäure in die

kroteströhrchen einzufUllen . Zur Neutralisation der Extrakte

wurde ein Puffer aus 2 2i TC®H/1 RS Triethanolamin eingesetzt .
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Abb . 2 .2 : Verlaufsschema zur Bestimmung intrazellulärer

Metabolite

Bestimmung intrazeiiuidrer Metabolitkonzentratio nen

Zellsuspension

Bestimmung von Metaboliten

	

Bestimmung des Cytoplasmavolumens

Taurinraum TR

Zellsuspension

	

Zellsuspension

Siliconöl

	

Siliconöi

Perchlors4ure

	

Perchlorsäure

Zentrifugation

Oberstand

Pellet

Neutralisation

Zentrifugation

Oberstand
Pellet

Neutralisation

Szintillationsmessung
Bestimmung von °H,o

" bC -'TurinHPLC
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2 .7 .3 . Bestimmung des Cytoplasmavolumens von Z . mobilis

Zur Bestimmung der intrazellulären Metabolitkonzentrationen

wurde das Cytoplasamvolumen fiber die Verteilung der Isotope 3 H

und 14C in Zellen und Überstand ermittelt (Rottenberg 1979).

Bei der Volumenbestimmung (Abb . 2 .2) schließt man aus der Ver-

teilung permeabler und nicht permeabler Substanzen auf das Cy-

toplasmavolumen . Die Suche nach impe meabien Markern ergab,
daß 14C-Taurin, 14C-Maltose und 14C®Inulin nicht die Cytoplas®

mamembran von Z . aabills passieren. Dagegen dringt 3 H20 sofort

in die Zelle ein . Die daraus resultierende Differenz zwischen
Wasser- und Taurinraum ist Grundlage für die Berechnung des

Cytoplasmavolumens der Zellen (Rottenberg 1979) . Wenn nicht

anders vermerkt, wurde bei den Volumenbestimmungen 14C-Taurin

als irrpermeabler Marker eingesetzt.

Nach Zugabe von 500 ml Zellsuspension zu einem Testansatz be-

stehend aus

5 m1 14 C®Tauri.n

	

(1 mCi r 115 mCi Imnol )

20 m1 12 C-Taurin

	

(10 mM)

5 m1 3 H 20

	

(2 mCi )

wurde sorgfältig gemischt und für 2 min bei 25° C im Wasserbad

inkubiert . An die Entnahme von 5 mal je 100 pl aus dem Inkuba-

tionsansatz und Überführung in Mikroteströhrchen mit Perchlor-

säure und äl schloß sich die Zentrifugation in der Microfuge E

(30 s, 12500 x g) an . 20 ml des Überstandes wurden für die

Zählung der 3H und 14 C counts im Scintillationszähler (Liquid

Sci nti llati an Counter Rackbeta 1214, LKB) in 4 ml Szintiila®

tionsfläschen überführt . Um Quenching auszuschließen, wurden

pro Szintiilationsgefäß außer 4 ml Scintiliationsflüßigkei t

(Instant Sci_nt . Gel, Packard Instruments Company, Inc ., Illi-

nois, USA) 200 p.1 aqua bidest . pipettiert . Sehr wichtig war

es, die Szintillationsgefäße sofort zu verschließen, da 3 H20

schnell verdampft . Bei der Aufarbeitung der Mikroteströhrchen

wurden die Röhrchen an der Grenzschicht 61 - Perchlorsäure
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durchtrennt und die Spitze in ein 1,6 ml Eppendorf®Reaktions®

gefä.ß überführt . Nach Zugabe von 750 il aqua bidest . und an-

schließender Zentrifugation (2 min, 12500 x g) wurde das Pel-

let auf dem Vibrofix aufgewirbelt und der Extrakt für 5 min im

Ultraschallbad (Branson 2200) behandelt . Dann wurde erneut

zentrifugiert (5 min, 12500 x g) und 650 ul vorm. überstand wur-

den zur Bestimmung der counts im Sciintiliationszähler vermes-

sen . Dabei ist der Taurinraum ein Naß für den Anteil des Ober-

standes, der bei der Zentrifugation der Zellen durch die Öl-
schicht mitgerissen wurde und daher bei der Berechnung intra-

zellulärer Netabolitkonzentrationen berücksichtigt werden muß.

Aus der Verteilung von 1¢ C markiertem Taurin und 3H20 in Pel-

let und Überstand lassen sich unter Berücksichtigung der ein-

gesetzten Zählvolumina Wasser- und Taurinraum errechnen . Die

Berechnung der Volumina erfolgte nach folgender Formel:

H 2CSed [ d.pm ] x Z[riJS [ml ] x V Sed [Ill]
Wasserraum :

		

[il/.Ansatz]
3

CSed [ d.prtt] x ZvyrS

	

x vSed [ kl i
Taurinraum :

	

[ p.i /Ansatz]

CÜS [dpm] x ZVsed [ml ]

ZVSed : Zählvolumen des Pellets (650 gl)

VSed : Volumen des aufgearbeiteten Pellets (780 il)

ZVtS Zählvolumen des Überstandes (20 ill)

Cytoplasmavolumen = Wasserraum ® 5aurS.äSrLäLlTtl ( gl/Asasatz)

3

H2®US [dpm] x ZVSed ['al]

14

14
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Wasser- und Taurinraum wurden stets auf das Trockengewicht der

eingesetzten Zellsuspension bezogen, so daß die Werte in gil/mg
TG angegeben wurden.

2.8 Bestimmung der Zuckertransportraten

100 ml Zellen einer exponentiell gewachsenen Z® mobilis-Kultur

wurden geerntet . Das Pellet wurde in kaltem 50 mM Kalium-Phos-

phat-Puffer pH 5,5 mit 1 mM MgC1 2 x 6H20 suspendiert (Di Marco

und Romano 1985), zweimal mit diesem Puffer gewaschen und dann

zu einer OD550 von mindestens 5 resuspendierte Die Zellsuspen-

sion wurde anschlieOend 10 min bei 25 0 C im Wasserbad zusammen

mit vorbreiteten Mikroteströhrchen vorinkubiert.

Zur Messung des Glucosetransports wurden 10 gil einer Stammlö-
sung aus 14 C-Glucose (Endkonzentration 2-50 anti, 0,2 jCi) vor-
bereitet . Berücksichtigt man, daß die Substratlösung zum Start
der Reaktion 1 s 11 verdünnt wurde, ergab sich für diese Lö-

sung angesichts des geringen Volumens von 10 gal eine hohe
Dichte . Die Substratlösung wurde daher vorsichtig in Tropfen-

form oberhalb der Ölschicht an der Gefäßwand des horizontal

orientierten Teströhrchens abgelegt, um zu verhindern, daß

eine Vermischung mit der Ölschicht eintritt . Bis zu diesem

Zeitpunkt war ale buustrati sung noch nicht mit der Zellsus-

pension in Berührung gekommen . Die Laufschiene mit dem hori-

zontal gelagerten Mikroteströhrchen wurde dann in den Horizon-

talrotor der Microfuge E eingeführt ; die Transportmessung

wurde durch Zugabe von 100 p.1 Zellsuspension bekannter OD ge-

startet, wodurch gleichzeitig die Vermischung mit der Sub-

stratlösung erfolgte® Nach Ablauf der Inkubationszeit (3, 5,
7, 9, 12, 15, 20 und 30 s) erfolgte die Zentrifugation zur

Beendigung der Zuckeraufnahme . Zur Berechnung der Glucose-Auf-

nahmerate wurde der Anteil der aus dem überstand bei der Zen-

trifugation ins Pellet mitgerissenen extrazellulären 14C-Glu-

cose mit Hilfe der Taurinraum-Bestimmung gemessen und bei der

Berechnug der Glucose-Aufnahmerate entsprechend berück-

sichtigt .
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Da sich wie bei allen physikochemischen Vorgängen der Netflux

aus zwei gegensinnigen Flüssen, dem In® und Efflux zusammen-

setzt, wurden ergänzend zum Influx Untersuchungen zum Efflux

von Glucose durchgeführt . Bei den Efflux-Versuchen wurde das

Volumen des zur Resuspension eingesetzten Vollmediums ohne C-

Quelle so bemessen, daß nach Beimpfung eines 10 ml Bellce-

Röhrchens mit 100 g/l Glucose die OD550 mindestens 30 betrug.

Mach 5 miniltiger Inkubationsdauer wurde im Eppendorf-Reakti-
onsgefäß die Zellsuspension mit 50 mM Kalium-Phosphat-Puffer

pH 6,5 mit 1 mM MgC1 2 x 6H 2O und 450 mM Maltose verdünnt . Der
Zusatz von Maltose zur Verdi?nnungs-Lösung diente der Auf-

rechterhaltung der Osmolalität des Vollmediums, d .h ., daß da-
durch einem osmotischen Schock der Z . mobiiis-Zellen beim Ver-
dünnungsvorgang vorgebeugt wurde . Mach Start der Verdünnung

wurden nach 5, 10, 15, 20, 25 und 30 s Proben (200 il) aus dem
Inkubationsansatz in vorbereiteten Mikroteströhrchen a .bzentri®
fugiert (Microfuge E ; 30 s, 12500 x g) und anschließend aufge-
arbeitet . Zur Bestimmung der intrazellulären Glucosekonzen®
tration wurde eine Volumenbestimmung durchgeführt.

Messungen zum Fructosetransport wurden in Analogie zu den Be-

stimmungen der Glucose-Aufnahmerate durchgeführt . Lediglich
anstelle des Kalium-Phosphat-Puffers wurde 50 mM NES®Puffer pH

6,0 eingesetzt, da unter diesen Bedingungen bessere Fructose®
Aufnahmeraten erzielt werden konnten als mit Kalium-Phosphat®
Puffer.

Die Aufnahme von Fructose aus dem Vollmedium ist von Bedeu-

tung, well aus technischen Gründen keine glucosefreie Fructose
zur Verfügung steht . Um eine Aussage darüber treffen zu kön-

nen, ob eine spezifische Akkumulation von Fructose aus dem

Glucose enthaltenden Medium möglich ist, wurden Z . mobilise

Zellen im Vollmedium mit 5 96 Glucose kultiviert . Zwei Paral-

lelkulturen reit je 135 ml Vollmedium wurden mit 7,5 ml Vorkul-.

tur einer OD550 von 14 beimpft und zeitparallel 40 ml-Proben

entnommen . Einer Kultur wurden 10 gCi_ J- $C.Fructose zugesetzt.
Bei dieser Kultur wurde das entstandene 1400 2 durch eine Ver-

bindung vom Kulturgefäß zu einem Auffanggefäß mit 3 N KOH ab-
gefangen . Proben der Kultur mit 14C-Fructose wurden bis zur

0055.0

	

40 aufkonzentriert und dann der Silikonö1zentrifugae
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tion unterworfen . Die 14 C-Extrakte der Proben, die im Abstand

von 1,5 h nach Start der Inkubation gezogen wurden, wurden
durch Inkubation mit Glucoseoxidase (5000 U/ml ; 5 gl/1,2 ml

Extrakt) glucosefrei gemacht und konnten daher auf nicht im-

prägnierte HPTLC-Platten aufgetragen werden . Mit Hilfe von

Spri hreagentien konnte die Fructose als Substanzfleck darge-

stellt werden . Dieser wurde mit einer Pasteur-Pipette abge-

saugt und im Scintillationszähler ausgezählt . Als Kontrolle

fUr das Laufverhalten der Extrakte dienten (nicht) markierte

Glucose und Fructose-Standards.

Ein Aliquot der Probe ohne Zusatz von 14C-Fructose diente der

Bestimmung von OD550 , infra- und extrazellulärer Fructosekon-
zentrationen (durch Enzymtest bzw . Zuckeranalysator), sowie

der Cytoplasmavolumen-Bestimmung mittels 3H2 0 und 14C-Taurin.

2.9 BestEän ung der intrazellularen OernolalitAt

Die Bestimmung der Gesamtosmolalität beruhte auf der Messung

der Gefrierpunktserniedrigung wäßriger Lösungen . Dabei wurde

die Probelösung (50 µ1) am Meßgefäßhalter in das Peltier-Küh1-

system eines Gefrierpunkt-Osmometers (Osmomat 030, Gonotec

GmbH, Berlin) abgesenkt, wo sie auf eine Temperatur von -6,9°
C abkühlte . Unterhalb des Gefrierpunktes wurde die Kristalli-

sation automatisch eingeleitet . Dies erfolgte durch Impfen der

Lösung mit Eiskristallen, die infolge kondensierter Luftfeuch-

tigkeit an einer Edelstahlnadel eines zweiten Kühlsystems haf-

teten . Diese Nadel tauchte kurzzeitig in die unterkühlte Pro-

belösung . Danach stieg die Temperatur bis auf die Kristallisa-

ti.onstemperatur an, die mit einer Auflösung von 1,858 x 10 -3

oC gemessen wurde und als Meßwert für osmolale Konzentrationen
angegeben wird, Die Zweipunkteichung des Geräts erfolgte mit

Wasser • und einer NaCl-Lösung mit 300 mOs/kg H 2 0 bzw . 9,4484 g

NaCltkg H20 (Fa . Gonotec, Berlin).

Zur Messung der Osmolalität wurden Z . mobilis-Zellen, wie un-
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ter 2 .4 aufgeführt, kultiviert und geerntet . Nach 2 maligem

Waschen der Zellen mit 5 mM KCl-Lösung wurden diese resuspen-

diert, wobei die OD550 100-300 betrug . 25 pl dieser stark auf-

konzentrierten Zellsuspension wurden zusammen mit weiteren 25

µl aqua bidest . bzw . 5 mM KCl (Kontrollen) oder einer 1 %igen

CTAD-Lösung (Cetvltrimethylammoniumbromid) in ein 0,8 ml Fp-

pendorf-Gefäß überführt und 5 min inkubiert . Anschließend

wurde die Osmolalität der Proben bestimmt . Zur Überprüfung der

Permeabilisierung wurde die Aktivität der Glucose-6-ph.osphat-
Dehydrogenase (EC 1 .1 .1 .49) nach Algar und Scopes (1985) be-
stimmt . Dieses intrazelluläre Enzym kann nur in aufgeschlosse-

nen oder permeabilisierten Zellen gemessen werden, Die Zell-

membran intakter Z. mobilis-Zellen ist für das im Testansatz

vorhandene NADH irrpermeabel,

2.90 Isolierung und Reinigung eines Fructose-Polymers

Untersuchungen zum Säu°eeinfluß auf die intrazellulären Fruc-
tosekonzentrationen lieferten Hinweise auf das Vorhandensein

eines Fructose-Polymers in Z . mob Lise Um die Bedeutung der

u .a . bei Glucose-Fermentationen gemessenen intrazeilulären

Fructosekonzentrationen bestimmen zu können, wurde das Fruce
$n~a®~ral ¢rma~- ~~~~ 9
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al . 1984c) . 1 1 Z. mobilis-Zellen wurden im Vollmedium mit 5%

(w/v) Glucose kultiviert und geerntet . Die in wenigen ml Voll-

redi.um ohne Glucose resuspendierten Zellen wurden dann in der

X-Presse aufgeschlossen . Beim Zellaufschluß mittels X-Presse
wurden 5 ml Zellsuspension in eine vorgekühlte X-Presse (AB

Biox, Nacka, Schweden) gefüllt, bei -20 0C für 1 h gelagert und

umgehend mit einer Hydraulik-Presse 4 mal durch eine 0,8 mm

große Öffnung gedrückt . Der so erhaltene Rohextrakt wurde an-

schließend zentrifugiert (30 min, 40000 x g) . Mach erfolgter

Zentrifugation (30 min, 40000 x g) wurde das Fructose-Polymer

aus dem Sediment mit 5%iger Perchlorsäure unter ständigem Rüh-

ren (3 h) extrahiert . An die Neutralisation des Extrakts mit 2

M KOH schloß sich ein weiterer Zentrifugationsschritt an (10
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min, 5000 x g), um ausgefallenes Kaliunrperchlorat zu entfer-

nen . Zur Reinigung des Fructose-Polymers wurde .der neutrali-

sierte Extrakt 72 Stunden gegen Wasser dialysierte Der quanti-
tative Nachweis des Polymers erfolgte durch Differenzmessung

der Monomerenkonzentration vor und nach erfolgter Hydrolyse

des Polymers mit 30 %iger Perchlorsaure . Die Neutralisation

des gereinigten Extrakts wurde mit 5 M KOH vorgenommen ; die

enzymatische Bestimmung der Fructose anschließend durchge-

führt . Das Molekulargewicht wurde durch Gelfiltration mit

Sephacryl S-200 ermittelt (Säule : 16 x 675 mm) . Eluiert wurde

mit 0,2 H Kaliumphosphat-Puffer pH 6,8 bei einer Durchflußrate

von 1 ml/min (Barrow et al . 1984c)
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3. Ergebnisse

3.1 Toleranz von Zymomonas mobil& gegenüber hohen Zucker-

konzentrationen

3 0 9 0 1 Einfluß unterschiedlicher Glucosekonzent rationen im

Medium auf intrazelluläre Metabolitkonzentrationen

lm Gegensatz zu vielen anderen Bakterien kann Zomonas

mobilis in Medien mit hohen Glucosekonzentrationen wachsen
(Swings und De Ley 1979) . Da bislang nur wenige Erkenntnisse

über die Zuckertoleranz von Z . mobilis vorliegen, wurde der

Einfraß verschiedener Glucosekonzentrationen auf die spezifi-
sche Wachstumsrate i, die spezifische Glucose-Aufnahmerate gs ,

die spezifische Produktivität c p , die Ethanol- und die Zell-

ausbeute ermittelt . Dazu wurden Eatch®Fermentationen mit Glu-

cose als einziger G®Quelle durchgeführt, wobei die Glucosekon-

zentrationen zwischen 20 und 200 g/l betrugen . Es konnte ge®

Gcll~ t w

	

.5

	

-3 - 0 bei steigenden ~a~~raaas~äagä-~s~',.~^ .~i u~.vne-

konzentrationen im Medium die spezifische Glucose-Aufnahme-

rate, die spezifische Produktivität und die Ethanolausbeute

weitgehend konstant blieben . Offenbar wurden durch die hohen

Glucosekonzentrationen die Glucose-Aufnahmerate (7,7 g/g/h)

und der Katabolismus von Glucose nicht beeinflußt, was sich in

konstanten Werten für die spezifische Ethanol-Produktivität

(3 .,9 g/g/h) und Ethanolausbeute (0,49 g/g) widerspiegelte.

Demgegenuber zeigt Tabelle 3 .1, daß bei steigender. Anfangs-

Glucosei onzentration im Medium di.e spezifische Wachstumsrate i

und die Zellausbeute deutlich abnahmen .
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Tab . 3 .1m Fermentations-Parameter von Z . mobilis Batch-

Kulturen in Abhängigkeit von verschiedenen Glucose-

konzentrationen des Mediums.

Die Zellen wurden in Vollmedium mit 5% (w/v) Glucose
kultiviert, nach der Zellernte gewaschen und an-
schlieOend in Vollmedium ohne Glucose resuspendiert.
Mit diesem Inokulum wurde bei allen Glucoselösungen
(2-20 % w/v) die OD550 auf 0,5 eingestellt.

Glucesekonzen®

tration [gill 20 50 100 150 200

Osmolalität des

Mediums [Os/kg] 0,225 0,405 0,737 1,121 1,559

Spez . Wachstums-

rate g [h° l ] 0,462 0,347 0,276 0,267 0,168

Spez . Ethanol-
Produktivität gp 3,74 4,31 3,63 3,71 3,91

[ g/ g /h ]

Spez . Glucose-

Aufnahmerate gs 7,40 8,13 7 ;68 7,91 7,56

[ g/g/h ]

Ethanol-Ausbeute 0,51 0,48 0,49 0,45 0,50

Yo/s ( gig ] .

-V,ell°Ausbeute 0, 07d V, 06J 0,062 0,056 A 043

Wg ]

Die Anwachsphasen. (lag-Phasen) verlängerten sich mit steigen-

der Glucose.konzentration (Abb . 3 .1) . Offensichtlich hemmte die
hohe Osmolalität des Mediums von bis zu 1,6 Os/kg die Aktivi-

tät anaboler Enzyme, da die Geschwindigkeit der Glucose-Ver-

wertung unbeeinflu¢t blieb.
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Abb . 3 . 1 ö Abhängigkeit der Länge der Anwachsphase (lag-Phase)

von der Glucosekonzentration des Mediums

Fiir die Konzentrationsbestimmung potentiell vorhandener os®

moadaptiver Substanzen mußte zunächst das Cytoplasmavolumen

ittelt tlGA.deii . Die Bestimmung dc.` CytoplasmavoäumieY9ba er-

folgte fiber die Verteilung permeabler und impermeabler Solute.

Als impermeable Marker wurden [U-4C]-Taurin, [i3®l4C]-Maltose

und [ 14 Cj-InuCin verwendet. Die Ergebnisse der Raumbestimmung

sind in Tabelle 3 .2 aufgeführt.

Aus der Differenz von Wasser® und Markerraum ergibt sich das

Cytoplasmavolurnen (2,9 aal/mg TG) . Unterschiede im Cytoplasma-

volumen resultierten aus dem Verteilungsverhalten der einge-

setzten Marker . Daß für Taurin mit 3,1 gl/eng TG (Markerraum)

im Vergleich zu den anderen Markern ein hoher Wert erreicht

wurde, ist sehr wahrscheinlich darauf zuruckzufuhren, daß

diese Verbindung als Zwitterion bis ins Periplasma bzw . bis

zur Cytoplasmamembran gelangen kann . im Gegensatz dazu ist
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Inulin mit einem Molekulargewicht von 5175 ± 95 nicht in der

Lage, die äußere Membran von Z . mobilis zu passieren, was zu

einem niedrigeren Wert für den Inulinraum fuhrt und für Be-

rechnungen des Zeltvolumens (= Differenz von Wasser- und Mar-

kerraum bei Inulin) genutzt werden kann . Aus der Differenz von

Zellvolumen und Cytoplasmavolumen ergibt sich für Z . mobilis

ein Periplasmavolumen, welches 12,5 % des Zeltvolumens bee

trägt . Bei Escherichia call und Salmonella typhimuriunt wird

dagegen das Periplasmavolumen mit mindestens 20 % vom Zeltvo-

lumen angegeben (Stock et al . 1977).

Tab . 3 .23 Raumbestimmung von Z . mobilis b!?it Hilfe verschiede-

ner impermeabler Marker zur Bestimmung des Cytoplas-

mavotumens.

Für die Inkubationsansätze wurden Z . mobilis-Zellen
aus einer Kultur mit 5% (w/v) Glucose eingesetzt,
wobei die Zellernte in der Mitte der exponentiellen
Phase erfolgte . Die in der Tabelle aufgeführten Vo-
lumina blieben während der gesamten Inkubationsdauer
0-12 min) konstant . Als permeabler Marker diente
H2O (0,4 gin), als impermeable 4rker [U- 14C)-Tau-

rin (0,2 g.iCi ; 115 giCi/gmol), [U® C] -Maltose (0,2
gsCi ; 540 gCi/glmol) und Inulin-[ 14'C]-carbonsäure (0,2
gCi ; 11,9 giCi/gamol).

Raum

Taurin ~~~u~~Maltose

Volumen [g1/mg TG]

Iää~liä

5,9Wasser ( 3H 2O) 5,8 6a0

Marker ( 14C) 3,1 2,9 2,8

Cytoplasma 2,8 2,9 3,2 *

bei Inulin : Wert für Zellvolumen

Bei konstanter Glucose-Aufnahmerate gs wurde das Cytoplasmavo-

lumen in Abhängigkeit von der Glucosekonzentration des Mediums

bestimmt . Hierzu wurden Z . mobilis- Zellen mit 3-18%igen (w/v)

Glucoseläsungen kultiviert und nach einer Inkubationsdauer von
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mindestens 1,5 h bei einer Glucose-Aufnahmerate von 4,3 g/g/h

der Silikonölzentrifugation zur Bestimmung des Cytoplasmavolu®

mens unterworfen.

Tab . 3,3® Bestimmung des Cytoplasmav-olumens in AbhMngigkeit
von der Glucosekonzentration des Mediums.

Cytoplasmavolumen®Bes tiadmungen wurden mit ( u- 14c
Taurin (0,2 gCiF 115 gCi/gmol) durchgefiihrt.

Glucosekonzentration Osmolalitat der Cytoplasmavolumen
des Mediums

[mM ]
Glucoselösung

[Os/kg] [g.i/mg TG]

35 0,031 2,9

228 0,233 2,7

409 0,431 2,5

606 0,609 1,9

668 0,727 1,6

721 0,803 1,7

805 0,915 1,5

Aus Tabelle 3 .3 wird ersichtlich, daß mit zunehmender extra-

zellularer Glucosekonzentration und bei konstanter Glucose®
Aufnahmerate qs eine signifikante Abnahme des Cytoplasmavolu®
mens zu beobachten war . Vergleichbare Ergebnisse wurden von
Van Eck et al . (1989) bei der zuckertoleranten Hefe Hanseaula

an®ma?a gemessen.

Zur. Berechnung der intrazellulären Gesamtosmolalität sind die

intrazellulären Konzentrationen Fron Ionen und nicht ionischen

niedermolekularen Bestandteilen der Zeile zu berücksichtigen.

Dazu wurden Messungen zur Bestimmung der intrazellulären Osmom
lalität vorgenommen. Für diese 0smolelitäts®Messungen wurden

in KC1®Lösung gewaschene 2 . mobilis®Zellen aufkonzentriert und

anschließend mit Cetyltrimethylammoniumbromid permeabilisiert.

Als Kontrolle fungierten nichtpermeabilisierte S . mobilis®

Zellen . Aus der Differenz der osmotischen Werte von permeabi®
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lisierten und nichtpermeabilisierten Zellen konnte die intra-

zelluläre Osrnolalität zu 310 rn0s/kg ermittelt werden, wobei Z.
mohilis-Zellen in 5 rnM KCl-Lösung resuspendiert wurden . Die

Werte der intrazellulären Osmolalität stimmten gut mit Daten

von Stock et al . (1977) bei S . typh1murium und E . coil über-

ein . Demnach betr'ägt die intrazelluläre Osmolarität bei in

Mineralsalzmedium resuspendierten E . coli und S . typhimurium-

Zellen 300 m0s.

Die intrazellulären Konzentrationen von Glucose und Sorbit

wurden in Abhängigkeit von der extrazellulären Glucosekonzen-

tration bestimmt . Die in Abbildung 3 .2 dargestellten Ergeb-

nisse zeigen, daß mit steigender Glucosekonzentration im Me-

dium ein starker Anstieg der intrazellulären Konzentrationen

an nichtphosphorylierter Glucose einherging . Unterhalb einer

extrazellulären Glucosekonzentration von ca . 120 mM lag die
intrazelluläre Glucosekonzentration unter der Nachweisgrenze

von 0,5 mM . Z,ymomonas mobilis verfügt also über hohe intrazel-

luläre Glucosekonzentrationen, die parallel zur Konzentration

der Glucose im Medium ansteigen . Ein ähnliches Phänomen ist

unter salinen Bedingungen von den Cyanobakterien Gloeothece,
Calothrix und Scytonema bekannt (Mackay et al . 1984).

Zusätzlich wurden oberhalb einer extrazellulären Glucosekon-

zentration von 410 mM Konzentrationen von bis zu 67 mM an in-

trazelluldrem Sorbit gemessen . Allerdings fällt dem Sorbit un-

ter diesen Bedingungen keine bedeutende Rolle bei der Erklär-

ung der Zuckertoleranz zu . Die intrazellulären Sorbitkonzen-

trationen lagen zwar um 1 - 2 Zehnerpotenzen höher als die des

Mediums, trugen jedoch nur in sehr geringem Ausmaß zum osmoti-

schen Gleichgewicht bei . Bei anderen Organismen, wie z .B.

Pseudomonas fluorescens (Prior et al . 1987) und Stichococcus

bacillaris (Wegmann 1986), kommt dem Sorbit als osmoadaptiver

Substanz eine wichtige Funktion zu .
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Abb . 3 .2 : Intrazelluläre Konzentrationen an Glucose und Sorbit

in Abhängigkeit von der Glucosekonzentration des

Mediu_ms o

Z. robilis-Zellen wurden in Vollmedium mit unter-
schiedlichen Glucosekonzentrationen (3-18 % (w/v))
kultiviert und bei einer Glucose-Aufnahmeratete von
4 ,3i0,5 //h der SilikondlzentriftA~'9aäion

Um Bleiche Glucose-Aufnahmeraten zu erhalten,
wurden Z . mobilis-Zellen bei 25°C (3-12 % (w/v) Glu-
cose) bzw . 30 0C (15-18 % (w/v) Glucose) kultiviert.

Von Zellen, die bei verschiedenen Glucosekonzentrationen ge-

wachsen waren, wurden auOerdem die i .ntrazellulären Konzentra-

tionen an Zuckerphosphaten bestimmt . Während in wachsenden
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Zellen die Glucose-6-Phosphat-Konzentration bei 1 lag und

nicht von der extrazellulären Glucosekonzentration abhängig

war (Tab . 3 .4), wurden von Algar und Scopes (1985) in ruhenden

Zellen bzw . zelifreien Systemen Konzentrationen von bis zu 8

mM Glucose-6-Phosphat gemessen . Dabei nahm bei der zelifreien

Gärung mit sinkender Glucosekonzentration auch die Glucose-6-

Phosphat-Konzentration ab (Algar und Scopes 1985) . Vergleicht

man die Glucose-6-Phosphat-Konzentrationen der verschiedenen
Systeme miteinander, so liegen erwartungs gemäß niedrigere Zuc®

kerphosphatkonzentrationen in wachsenden Zellen vor.

Tab . 3 .4 : Bestimmung intrazell.tilärer Zuckerphosphatkonzentra®

tionen in Abhängigkeit von den Kulturbedingungen und
der Glucosekonzentrati.on des Mediums

System G1.ucoseex

[mM]

Glucose-6-Pin

[mM]
.. .......... .

	

.

Wachsende Zellen 92 1,1

183 0,9
276 1,3

Ruhende Zellen * 400 8,0

* nach Algar und Scopes (1985)

Die Fructose-6-Phosphat-Konzentrationen wachsender Zellen la-

gen im Bereich der Nachweisgrenze (_< 0,5 mM) . Diese Ergebnisse

zeigen, daß Zuckerphosphate in Z . iobilis unbedeutend für das

osmotische Gleichgewicht sind.



47

3 .1 .2 . Einfluß unterschiedlicher Fructosekonzentrationen
im Medium auf intrazelluläre Metabolitkonzentrationen

Zur Bestimmung intrazellulärer Fructose- und Sorbitkonzentra-

tionen in Abhängigkeit von der Fructosekonzentration des Medi-

ums wurden bei konstanter Fructose-Aufnahmerate cis von 4,9 ±
0,6 g/g/h Cytoplasamv'o7 amen-Bestimmungen durchgefllhrt . Aus
Abbildung 3 .3 ist ersichtlich, daß mit zunehmender Konzentra-
tion der extrazellulären Fructose eine deutliche Abnahme des
Cytoplasmavol ens verbunden war (von 2,8 .l/mg TG auf 1, 6
µl/eng TG) . Vergleichbare Ergebnisse wurden fier konzentrierte

Glucoselösungen erzielt, was darauf schließen läßt, daß der
osmotische Druck der Osmotika Glucose und Fructose in E . mobi-

lis nach demselben Prinzip ausgeglichen wird . Basierend auf
den Daten der Cy-toplasmavoluxnen-Bestimmung wurden die intra-

zellulären Metabolitkonzentrationen ermittelt (Abb . 3 .3) . Xhn®
lich wie bei Versuchen mit konzentrierten Glucoselösungen

konnte gezeigt werden, daß bei Erhöhung der extrazellulären

Fructosekonzentration oberhalb einer Konzentration von ca . 200
mM auch ein signifikanter Anstieg der intrazellulären Fructo-
sekonzentrationen zu verzeichnen war. Das Vorkommen intrazel-
lulärer Fructosekonzentrationen mit osmoregulatoriseher Wir-
kung war bislang von Penicillium digitaturn, P. janczewskii,
Eu.rotium chevalierl, Xeroryces bisporus und Wallenia sebi be-
kannt (Hocking und Norton 1983), bei denen äquimolare Glu-
cose/Fructose-Gemische als Osmotikum eingesetzt wurden.

Erkennbar wurde weiterhin (Abb . 3 .3), daß zwischen extra- und

intrazellulären Konzentrationen ein Gradient bestand, der bei
steigenden Fructosekonzentrationen geringer wurde . Es kam je-

doch nicht zu einer A uilibrierung zwischen extra- und intra-
zellulären Fructosekonzentrationen . War bei einer extrazellu-

lären Fructosekonzentration von 207 mM der Quotient 3,6, so
betrug er 1,8 bei einer extrazellulären- Fructosekonzentratlon

oberhalb 550 mM .
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Abb . 3 .3 : Intrazelluläre Konzentrationen an Fructose und

Sorbit in Abhängigkeit von der Fructosekonzentration

des Mediums.

Z. mobii.zs-Zellen wurden in Vollmedium mit unter-
schiedlichen Fructosekonzentrationen (3 e 18 % w/v)
kultiviert und bei konstanter Fructose-Aufnahmerate
von 4,9±0,6 g/g/h zentifugiert . Um gleiche Fructose-
Aufnahmeraten zu erhalten, wurden S . mnbiiis®Zellen
bei 25o C(3®12 % (w/v) Fructose) bzw . 30 o C(15-i8
%(w/v) Fructose) kultiviert.

Auch be' den mit Fructose kultivierten Zellen war die Konzen-

tration an nichtphosphorylierter Fructose sehr gering . Mittels

alkalischer 9_~'%iC7spdiL~~,~__d E.da3~ 9 	 .~_-9LCJA8dd i.~ nachgewiesenLa~__SC	4 ~ .~~Aiy tm~.f.7~ .nnachgewiesen w~ i`3
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tose®6-phosphat, sondern freie, nicht-phosphorylierte Fructose
vorlag . Legt man 31P-N-Untersuchungen von Barrow et al.
(1904a) zugrunde, muß man von einer intrazellulären Fructose-
6 ..phosphat-Konzentration von 0,5 - 0,95 mM ausgehen.

In den Perchlorsäure®Extrakten der auf Fructose gewachsenen

Zellen konnte Sorbit nachgewiesen werden, wenn die extrazellu-

läre Fructosekonzentration 530 mM überstieg (Abb . 3 .3) . Dem-

nach war das Vorhandensein intrazellulären Sorbits an eine

Mindestkonzentration extrazellulärer Fructose gebunden.

Untersuchungen zur Nebenproduktbildung von Z. inob?1?s wurden
durchgeführt, um deren Bedeutung für den osmotischen Ausgleich
zu prüfen . Dazu dienten Batch-Fermentationen mit 15 % Glucose
bzw . Fructose als C-Quelle . Im Gegensatz zur Glucose-Fermenta-
tion, bei der die Nebenproduktbildung im Bereich der Nachweis-

grenze lag, konnten bei der Fructose-Fermentation am Ende der
exponentiellen Wachstumsphase bis zu 54 mM Dihydroxyaceton und

20 mM Glycerin im Medium nachgewiesen werden (Abb . 3 .4) . Außer
Dihydroxyaceton und Glycerin (Viikari und Gisler 1986) wurde
als weiteres Nebenprodukt der Fructose-Fermentation Mannit be-

schrieben (Viikari und Korhola 1986) . Offenbar handelt es sich
hierbei um eine stamm®spezifische Eigenschaft, die bei Z.
mobilis ATCC 29191 nicht nachgewiesen werden konnte, jedoch
für Z . mobilis °vTT'-E-78082 zutrifft.

nm die B°d°'.1a~.9aän~ A~ ..scr aYG GdEprVlAld$ e J.%6L das osai{ütisc;aäe Gleich-

gewicht abschätzen zu können, wurden unter Berücksichtigung

der Cytoplasmavolumina, die bei hohen Fructosekonzentrationen
des Mediums sehr niedrig (bis zu 1,8 il/mg TG) waren, die in-

trazellulären Nebenproduktkonzentrationen gemessen . Abbildung
3 .4 zeigt, daß bei Batch-Fermentationen mit Fructose als ein-

ziger C-Quelle die intrazellulären Konzentrationen von Glyce-

rin und Dihydroxyaceton bis zu 35 % oberhalb der extrazellulä-

ren Konzentrationen lagen, demnach also wahrscheinlich nur

langsam über die Cycoplasmamembran nach außen transportiert
werden können . Unter diesen Bedingungen konnten also Nebenpro-

dukte extra- und intrazellulär nachgewiesen werden, die Bedeu-

tung von Glycerin und Dihydroxyaceton für° den osmotischen Aus-

gleich der Zellen ist jedoch gering .
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Z . mobilis wurde im Vollmedium mit 15 % Fructose
kultiviert . Die Fermetationen wurden pH-statisch
im Fermenter durchgeführt . Die Cytoplasmavolumen-
Bestimmung erfolgte mittels Silzkönolzentri-
fugatzon .
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Um Hinweise auf die Ursachen der Nebenproduktbildung bei Fruc-

tose-Fermentationen zu erhalten, wurden die Kohlenstoff-Bilan-
zen von Glucose® und Fructose-Fermentationen verglichen (Tab.

3 .5).

Tab . 3 .5 : C-Bilanz einer Glucose- und Fructose-Fermentation.

Batch-Fermentationen von Z . mobil: Ls wurden im Medium
mit je 15 % (w/v) Glucose bzw . Fructose durchge-
führt . Durch Glucose-etabolisierung entstehendes
CO2 wurde anteilmäßig in die C®Bilanz der Produkte
eingerechnet, nicht jedoch der C-Anteil der Bio-
masse.

Substratverbauch

Glucose Fructose

839,5 mM845,4

Produkte

	

Konzentration

1 571,2

[ mM ]

Ethanol

	

1608,4
Sorbit

	

2,1 3,9
Glycerin

	

1,1 24,9

Dihydroxyaceton 1,1 59,9

AcetatAcetat

1,1

2,5

7,8

8,3

Acetaldehyd 2,3 @

Lactat 2,2 2,0

Gluconsäure 0,4 ?0,4

C®Rilanz* (%)

Biomasse (%)

95,1

2,8

93,6,r
2,4

Ethanolausbeute [gig] 0,49 0,45

ohne Berücksichtigung der Biomasse
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Aus Tabelle 3 .5 wird deutlich, da¢ die Nebenproduktbildung bei

Fructose-Fermentationen viel stärker als bei Glucose-Fermenta-

tionen ausgeprägt war . Abgesehen von Dihydroxyaceton und Gly-

cerin konnten in weitaus geringeren Konzentrationen Acetoin

und Lactat gefunden werden . Stellt man die C-Bilanzen aus bei-

den Fermentationen gegenüber, sind nur minimale Unterschiede
erkennbar (95,1 bzw . 93,6 %)® Ein vollständiger Ausgleich der

C-Bilanz liegt nicht vor, da vermutlich die Acetaldehydkon-

zentration aus meßtechnischen Gründen unterbewertet ist . Deut-

lich erkennbar waren Unterschiede in der Biomasseproduktion,
die bei Fructose-Fermentationen gegenüber Glucose-Wachstums-

versuchen deutlich reduziert ist, was in Zusammenhang mit der

Nebenproduktbildung steht (Dawes et al . 1966) . Es ist wahr-

scheinlich, daß Dihydroxyaceton zusammen mit Acetaldehyd eine

toxische Wirkung auf das Wachstum von Z. mobiiis-Zellen ausübt

(Viikari und Korhola 1986) . Für die Biomasse wurde ein Anteil

von 2,8 % bzw . 2,4 % am Gesamt-Kohlenstoff berechnet . Es erga-

ben sich keine deutlichen Hinweise auf die Existenz weiterer

Nebenprodukte.

3 .1 .3 Untersuchung eines Fructose-Polymers

3 .1 .3 .1 Eigenschaften des Fructose-Polymers

In Perchlorsäure-Extrakten aus Glucose-Fermentationen fanden

sich unabhängig von den Fermentationsbedingungen konstante
Fructosekonzentrationen von ca . 80 - 100 ml . Dieses Phänomen

wurde in einer Reihe von Versuchen näher untersucht.

Um die Organisme nspezifit ät zu untersuchen, wurden Perchlor-

säure-Extrakte von Escherichia coli K-12 und Z. raub iis ver-

glichen . Während bei Z . mobilis intrazellulär 86 mM Fructose

nachgewiesen wurde, lag bei E . coli K-12 die intrazelluläre

Fructosekonzentration unterhalb der Nachweisgrenze .
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Über die Verfügbarbeit der nach Perchlorsäure-Extraktion vor-
handenen Fructose sollten Wachstumsversuche Hinweise liefern,

bei denen nach Metabolisierung von Glucose als einziger C-

Quelle z . mobilis®Zellen in ein Vollmedium ohne C-Quelle über-

führt wurden . In abhängigkeit von der Inkubationsdauer wurden

Proben zur intrazellulären Netabolitbestirmmung genommen und

analysiert . Selbst nach 300 min Inkubationsdauer war keine Ab-

nahme der Fructosekonzentration zu verzeichnen, was auf eine

schlechte Verfügbarkeit bzw . Metabolisierung schließen ließ.

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, daß mehrfaches Waschen

der Zellen mit 50 mH Kali Umphosphat-Puffer pH 6,5 bzw . 0,87

%iger Saline keinen Einfluß auf die Fructosekonzentration der
Perchlorsäure-Extrakte hatte . Da sich Schleimschichten durch

einfaches Waschen entfernen lassen (Duguid 1951), war daher

auszuschließen, daß die in den Perchlorsäure-Extrakten meßbare

Fructose einer bei Z9 mobilis potentiell vorhandenen Schleim-

schicht entstammen könnte.

Um Hinweise auf den Säureeinflug von Perchlorsäure auf das

Vorhandensein von Fructose in den Extrakten zu erhalten, wur-

den verschiedene Zellaufschlußverfahren ohne Einsatz starker
Säuren angewandt . Anstelle von 20 %iger Perchlorsäure wurden
X-Presse-Aufschlüsse mit anschließender Protein-Denaturierung

(Fällung mit 67 %igem Ethanol, Hitze-Denaturierung) durchge-

führt . Den Daten der Tabelle 3 .6 ist zu entnehmen, daß ohne

Einfluß von starken Säuren (z .B . Ethanol-Extraktion, Hitze-De-

naturierung) die Fructosekonzentrationen des X-Presse-Auf-

schlusses im Vergleich zu den in Perchlorsäure-Extrakten ge-

messenen Werten (85-100 mM) deutlich niedriger waren . Das

gleiche Ergebnis wurde auch bei milder Perchlorsäure-Behand-

lung (5%ig) erreicht . Dagegen wurde bei Anwendung hoher Säure-

konzentrationen (20%ige PCA, 2 N H2 8O ) der für die Perchlor-

säure-Extrakte gemessene Wert von 85-100 n Fructose annähernd

erreicht .
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Tab . 3 .6 : Fructosekonzentrationen nach Zellaufschluß mit der

X-Presse, Zentrifugation und Protein-Denaturierung.

Die Fructosekonzentrationen wurden so berechnet,
daß sie mit den Werten der intrazellulären Metabo-
litbestibmrnung vergleichbar sind.

Methode Fructosekonzentration

b nllil ]

überstand Sediment

Ethanol (67%ig) 0,6 1,5

Hitze 0,4 2,6

PCA

	

(20%ig) 7 ; 3 53,6 ° 86,5

(

	

5%ig) 1,9 4,2

H2SO4	( 2 N ) 51,3 '

* Wert gilt für Zellaufschluß ohne anschließende Zentrifu-
gation bei 48000 g

3 .1 .3 .2 . Lokalisation und Isolierung des Fructose-Polymers

Wie aus Tabelle 3 .6 zur Bestimmung der Fructosekonzentrationen
hervorgeht, ist für die nach Zellaufschluß und Protein-Denatu-

rierung ermittelten Fructosekonzentrationen ein Sdureeffekt
verantwortlich . Um zu überprüfen, ob die Fructosekonzentratio-

nen der Zellextrakte auf der Hydrolyse eines Fructose-Polymers
beruhen, wurde versucht, ein solches Polymer zu isolieren.

Dazu wurde nach erfolgtem X-Presse-Aufschluß zentrifugiert

(48000 x g, 30 min), wobei man nach Perchlorsäure-Behandlung

(20 %ig) im proteinfreien Uberstand nur noch sehr geringe

Fructosekonzentration (7,3 mM) wiederfand . Wenn das Sediment

einer Perchlorsdure-Extraktion (20%ig) unterzogen wurde, wur-

den dagegen nahezu 8fach höhere Fructosekonzentrationen als

beim . Überstand erzielt (Tab . 3 .6) . Es sind also mindestens 85



55

% dieser konstitutiv intrazellulär bei Z . mobilis vorkommenden

Fructose an Zellmembranen bzw . Zeliparti.kel gebunden.

Versuche zur Isolierung des Fructose-Polyhers ergaben, daß es

aus Zellen, die ausschließlich auf Glucose oder Fructose bzw.

Saccharose (je 5 % w/v) gewachsen waren, extrahiert werden

konnte . Zur Aufreinigung des Polyhers (Abb . 3 .5) wurde nach

erfolgter Neutralisation des Extrakts und anschließender Zen-

trifugation der Oberstand ausgiebig gegen Wasser dialysiert.

Zur Quantifizierung wurde f .r ein Aliguot des Dialysats eine

Differenzmessung der Fructose- onomeren vor und nach Behand-

lung mit 20 %iger Perchlorsaure vorgenommen.

Ze? le rnte und Aufkonzentrieren der Zell en

~
X®Pres s ®Au.f s chiu.ß

Zentrifugation (30 min, 40000 g)

Inkubation des Sediments shit 0,2 Vol 30%iger

PCA (3h)

Neutralisation mit 2 M KOH

*
Zentrifugation

v
Dialyse des Überstands gegen Wasser (72 h)

~
9

Gelfiltration mit Sephacryl S 200

Abb . 3 .5 : Schematische Zusammenfassung von der Isolierung und

Reinigung des Fructose-Polymers aus Z. mobiles.

Das. Molekulargewicht wurde durch Gelfiltration mit Sephacryl S

200 bestimmt . Dazu wwurden Dextrine verschiedenen~.._ ~] _ad~ 98~.~ r.i iravs~.~i°s .i.GilV ~~:;a%ge-

wichts als Molekulargewichtsstandards benutzt . F~r das Fruc®
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tose-Polymer wurde ein Molekulargwicht von mindestens 12®14000
Da ermittelt. Diese Ergebnisse, die mit Daten von Barrow et

al . (1984c) übereinstimmen, zeigen, daß die in Perchlorsäure-
Extrakten von S . rnobilis vorhandene Fructose aus einem säure®

labilen Fructose-Polymer stammt, das membrangebunden vorliegt

und vermutlich n i cht als C-Quelle verwertbar ist

Versuche von Barrow et al . (1984c) zur Strukturaufklärung die-

ses Polymers ergaben, daß es sich um ein ß®(2-6) Fructose®

Polomater handelt, für das die Struktur C-Fructofuranosyle (2®1)
ß® fructofuranosyle (2-6) vorgeschlagen wurde.

3 .1 .3 .3 Biogenese der intrazellulären Fructose

Da aus technischen Grinden fructosefreie Glucose nicht verfüg®

bar ist, lagen im Medium mit Glucose auch geringe Fructosekon®
zentrationen vor . Hinsichtlich der Herkunft der intrazellulä-
ren im Polymer gebundenen Fructose sind daher zwei Möglichkei-

ten denkbar:

a) enzymatische Isomerisierungsreaktionen

b) Akkumulation von Fructose aus dem Medium

(Ursache : Verunreinigung der Glucose mit Fructose)
Zur Unterscheidung beider Möglichkeiten wurden batch-Versuche
mit 5% (w/v) Glucose und (U® 14 C]®Fructose durchgeführt . Zu

verschiedenen Zeitpunkten der Batch®Fermentation wurden Proben
genommen, der Silikonölzentrifugation unterworfen und die Ex-

trakte dünnschichtchromatographisch getrennte Während der ex-

ponentiellen Phase des Wachstums wurden aus dem mit Fructose
verunreinigten Glucose-Medium keine signifikanten Konzentra-

tionen an Fructose akkumuliert (Tabe 3 .7) . Nach vollständiger

Metabolisierung der Glucose wurde die im Medium als Verunreine

aung vorliegende Fructose cröBtenteils aufgenommen und vere

stoffwechselta Die zu diesem Zeitpunkt (Tab . 3 .7, Probe 3) in-

trazellular vorlie gende 14 C®Fructose-Konzentration war zwar

gegenüber Probe 1 um den Faktor 5 erhöht, machte aber nur 0,5

% der gesamten intrazellulär vorhandenen Fructose aus . Demnach
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ist für den Aufbau und die Aufrechterhaltung des "Fructose-
Pools" keine spezifische Akkumulation von Fructose aus dem Me-

dium verantwortlich, sondern vermutlich Isomerisierungreaktio®
ixen auf der Ebene der Zuckerphosphate, da diese auch als Vor-

stufen für die Synthese eines Fructose-Polymers in Frage kä-

men.

Tab . 3 .7z Batch®Fermentation mit 5 % (w/v) Glucose und 2,4 mM

[U- 14C]-Fructose zur Untersuchung der spezifischen

Fructose-Akkumulation aus dem Medium.

Einer Z . irr i1is®Kultur auf Glucose (5 % w/v) wurde
2,4 mM [U- i C]®Fructose (1 RCi ; 270 MCi/gmol) hin®
zugefügt . In Abhängigkeit von der extrazellulären
Glucosekonzentrationrurden Proben zur Silikonölm
zentrifugation entnommen, deren Extrakte durch Ein-
satz von Glucose-Oxidase glucosefrei wurden . Nach
~a
~.9 _ _ s m e _ i _unnsc hic:.:htchL ~ _ ~ p a,. _raic~ ographL ischL _ ~es ~ Trennung wurden d_9
spezifisch angefärbten Substanzflecken ausgekratzt
und die counts im Szintillationszähler vermessen.
Daraus wurde die aus dem Medium aufgenommene Fruc®
tosekonzentration errechnet . Diese Werte stehen in
Relation zu den intrazellulären Fructosekonzentra®
tionen, die vo 4 Extrakten einer Parallelkultur ohne
Zusatz von [U® C]eFructose bestimmt wurden.

Probe I

	

Probe 2

	

Probe 3
Glucose [mM] überstand

	

227,1

	

132,9

~,-z A A A

	

A
°s9

0,09 0,08 0,48

83,6 84,9 94,8

3,87 9,27 13 6°

4C
=t~ü~ toöe

Lr
Si'lul~ U~~'..~rätaESd

aus dem Medium aufgenommene

14C°Fructose [mM]

Intrazell . Fructose [mM]
des PCA®Extrakts

TG. [mg/ml]
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3 .1 .4 . Einfluß unterschiedlicher Glucosee/Fructose-

konzentrationen im Medium auf intrazelluläre Metabolite

konzentrationen

Bei den Untersuchungen zur Toleranz von Z . mobilis gegenüber

konzentrierten Glucose-/Fructoselösungen wurden ebenso intra-

zelluläre Metabolitbestimmungen in Relation zur extrazellula-

ren Zuckerkonzentration durchgeführt . Um ungeachtet der unter-

schiedlich hohen Zuckerkonzentration (3-18 % wlv) vergleich-

bare Bedingungen fier alle Fermentationen zu gewährleisten,

wurden sämtliche intrazellularen Bestimmungen bei einer Glu-

cose-Aufnahmerate von 4,2 i 0,5 g/g/h durchgefUhrt . Glucose

aus einem Glucose/Fructose-Gemisch wird gegenüber Fructose be-

vorzugt verstoffwechselt (Viikari 1984) ; für Fructose wurde

damit übereinstimmend eine deutlich niedrigere Aufnahmerate

von 1,7 g/g/h festgestellt . Die für die Berechnung der intra-

zellularen Metabolitkonzentrationen erforderlichen Cytoplasma-
volumen-Bestimmungen ergaben, daß mit steigender Zuckerkonzen-

tration des Mediums und damit auch mit zunehmender Osraolalität

die Cytoplasmavolumina von 2,9 gl/mg TG (20 g/l) auf 1,6 p.1/rag

TG (140 g/l) reduziert wurden . Aus Abbildung 3 .6 geht hervor,

daß mit Erhöhung der extrazellularen Glucose- und Fructosekon-

zentration ein entsprechender Anstieg in den intrazellulären

Konzentrationen einherging . Vergleicht man die intrazellulären

Glucosekonzentrationen der Glucose/Fructose-Fermentation mit

denen der Glucose-Fermentationen, weisen die internen Konzen-

trationen der Fermentationen mit einem äquimolaren Glu-

cose/Fructose-Gemisch geringere Glucosekonzentrationen auf als

beim Ansatz mit ausschließlich Glucose . Ein Vergleich des Ver-

hältnisses extra- und intrazellulärer Fructosekonzentrationen

ergab kleinere Werte Rir den Fructose-Gradienten als für den
Glucose-Gradienten, was sehr wahrscheinlich auf die niedrigere

Stoffwechselaktivitat mit Fructose zurückzuführen ist . Bei ex

trazellularen Glucosekonzentrationen unterhalb 7 a/I wurde-
Fructose mit hoher Rate verstoffwechselt, was mit Ergebnissen

von Barrow et al . (1984b) in Einklang steht . Unter diesen Be-

dingungen wurde die Fructokinase nicht mehr vollständig durch

Glucose inhibiert .
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Abb . 3 .6ä Intrazelluläre Konzentrationen von Glucose, Fruc-

tose und Sorbit in Abhängigkeit von den Glucose-/

Fructose-Konzentrationen des Mediums.

Z . mo.'~i? i.ismZellen wurden in Vollmedium mit unter-
schiedlichen Glucose- und Fructosekonzentrationen
(je 1,5 m 9 % w/v) kultiviert und bei einer kon-
stanten Glucose-Aufnahmerate von 4,2±0,5 g/g/h zen-
trifuoiert . Um gleiche Zucker-Aufnahmeraten zu er-
halten, wurden Z . m®bi .Iis-Zellen bei 25C (1,5 - 6
% w/v) bzw . 30 0C (7,5 - 9,5 - % w/v) kultiviert.

Giucose o Fructose, 8orbit fin) [mM1
250 250

GlucoseW/Fruotosekonzentration (ex) frnM1

Glucose - Fructose C Sorbit

200 200

150 150

100 100

50 50
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Oberhalb einer Gesamtzuckerkonzentration von ca . 400 mM waren

hohe intrazelluläre Sorbitkonzentrationen vorhanden, wobei die

intrazellulären Konzentrationen die extrazellulären deutlich

übertrafen (Tab . 3 .8) . So betrug die intrazelluläre Sorbitkon®

zentration z .B . 157 mM bei einer Gesamtzuckerkonzentration von

737 mM . Damit tragt unter diesen Bedingungen der Zuckeralkohol

Sorbit in weitaus größerem Ausmaß zur osmotischen Stabilisie-

rung bei als dies bei den Fermentationen mit ausschließlich
Glucose bzw. Fructose der Fall Urar.

Tabelle 3 .8 : Bestimmung extra= und intrazei.lulärer Sorbitkon-

zelltrataoneli in Abhängigkeit von der Zuckerkon-

zentration des Mediums.

Glucoseex	Fructoseex	Sorbitex	Sorbitin	Sorbitex/in

[ mM ]

	

[mM ]

	

[ mM ]

	

[mM ]

11,2 61,2 8,4 2,6 3,23
92,0 140,9 11,0 2,4 4,58

168,2 227,8 13,2 27,5 0,48

252,5 291,6 15,1 119,8 0,13

242,8 357,4 28,6 123,4 0,23
1100

	

Q it'll

	

0 Al

	

M 1R.K A IC.

	

~,v zc. . .. q ao ab g ~ .sr~.g r v,s, v

3.2 Untersuchungen zum Zuckertransport bei Z mobflis

3 .2 .1 . Untersuchungen zum Glucosetransport

Legt man die aus den Batch-Fermentationen erhaltenen . Daten der

spezifischen Glucose-Aufnahmerate gs und der intrazellulären

Glucosekonzentrationen zugrunde, stellt sich die Frage, ob der
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Glucosetransport limitierend für den Glucose-Metabolismus sein

kann . Daher wurde versucht, Hinweise auf den Mechanismus und

die kinetischen Daten der Glucose-Aufnahme bei Z . mobilis zu

erhalten . Wie aus Abbildung 3 .7 zu ersehen ist, handelt es

sich um ein sehr schnelles Glucose-Transportsystem, durch das

Glucose innerhalb weniger Sekunden in die Zelle gelangt und

nach Di Marco und Romano (1985) dort Konzentrationen erreicht,

die denen außerhalb der Zelle nahekommen.

Abb. 3 .7e Bestimmung von Glucose-Transportraten in Abhängig-

keit von der Substratkonzentration.

Die Aufnahmekinetik von 2-5 x

	

U® ' 4C ) Glucose (0,2
gCi ; 286 iCi/imol) wurde in 50 mM Kaliumphosphat®
Puffer, pH 6,5 mit 1 mM MgCl 2 durchgeführt . Zymoo®
nas mobilis-Zellen wurden im Vollmedium mit 5% (w/v)
Glucose kultiviert.

Glucose [nmol/rrtg TG)

0
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60
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Zeit t [s]

	

'On 2 mM Glucose
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Zudem konnte gezeigt werden, daß der Transport von Glucose

konstitutiv ist, da Zellen, die im Vollmedium sowohl mit
Glucose als auch mit Fructose kultiviert wurden, gleiche

Transportraten für Glucose lieferten.

Durch Einsatz verschiedener Inhibitoren und Substratanaloga

sollte die Energieabhagigkeit und Spezifität des Glucose-

Transportsystems charakterisiert werden . Es wurden Car-

boxylcyanid®m-chlorophenylhydrazon. (CCCP),

	

2-Desoxyglucose,

Fructose-6-phosphat, Glucose-6-phosphat, Phloretin und

Cytochalasin B eingesetzt . Im Vergleich zur Kontrolle enthielt

der Inkubationsansatz 15 mM 14 C-Glucose und 2 mM Inhibitor

oder 0,1 mM CCCP (Endkonzentrationen).

Bislang lagen keine Hinweise auf eine Energieabhängigkeit des

Glucose-Transportsystems von Z . mobilis vor (Romano et al.

1979) . Auch in der vorliegenden Arbeit hatte der Einsatz von

0,1 mM CCCP als Protonophor keinen Einfluß auf die Glucose-

Aufnahmerate . Substratanaloga, wie z .B . 2-Desoxy-D-glucose

bzw. Glucose-6-phosphat, Fructose®6-Phosphat, hemmten eben-

falls die Glucose-Aufnahmerate nicht . Auch die bei eukaryonti-

schen Glucose-Transportsystemen wirksamen Inhibitoren Phlore-

tin und Cytochalasin B (Maenz und Cheeseman, 1987 ; Uezato und

Fujita, 1988) verursachten keine Hemmung des Glucose-Trans-

ports von Z . mobilis . Um zu Überprüfen, ob Fructose als Sub-

stratanalogon ein wirksamer Inhibitor des Glucose-Transportsy-
~®m

	

ist,

	

~~a

	

Pm__L-o~--~aa.9e® .®e.. ® .®a_m..a_~

	

! ~

	

"9

	

I P1

	

'i cstems

	

wurden zu ~eCd4.L r7lddJb6.d.f1l.7sV~iAlsiQ6LVäA ~ .3p I, is, is

bzw. 20 mM Glucose) 3 bzw. 30 mM Fructose zugegeben . Obwohl

die Fructosekonzentration bis zum 6 fachen Tiber der Glucose®

konzentration lag, wurde kein Einfluß auf den Glucosetransport

verzeichnet . Von Di Marco und Romano (1985) durchgeführte

Glucose-Transportversuche mit einem 20fachen Oberschuß an

Fructose zeigten ebenfalls nur eine sehr geringe Hemmung . Bei

diesen Arbeiten war die Aufnahmerate im Langzeitexperiment bei

einem 20fachen Überschuß an Fructose um 12-15 % reduziert im

Vergleich zur Kontrolle ohne Fructose-Zusatz.

Zusätzlich konnten Di Marco und Romano (1985) counterflow und

Stereospezif .tHt für das Glucose-Transportsystem aufzeigen.

Eigene Ergebnisse, sowie die von Di Marco und Romano (1985)
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zeigen, daß es sich um ein konstitutives, stereospezifisches,

trägervermitteltes Glucose-Transportsystem handelt, das Glu-

cose mit hohen Transportraten transportiert.

Um weitere Hinweise über den Mechanismus des Glucosetransports

zu erhalten, wurde der Efflux von Glucose untersucht . Bei Z.

=bilis konnte ein sehr rasch verlaufender Efflux beobachtet

werden, der allerdings aus versuchstechnischen Gründen kine-
tisch nicht auflösbar war . Das gleiche Phänomen wurde bei

Effluxversuchen mit einer Hexokinase®negativen Saccharomyces

cerevisae®Mutante festgestellt (Lang und Cirillo 1987).

Zur Ermittlung der maximalen Kapazität des Glucose-Transport-

systems wurden Transportversuche mit unterschiedlichen Gluco®

sekonzentrationen (1 ® 14 mM) durchgeführt . Trägt man die

Transportgeschwindigkeit gegen die eingesetzten Substratkon®

zentrationen auf, erhält man eine Sättigungskinetik, wie sie

für enzymkatalysierte Reaktionen bekannt ist (Abb . 3 .8) . Aus

dem daraus gewonnenen Lineweaver®Bark®Plot (Abb . 3 .9) wurde

ein apparenter Km-Wert von 11 mM und ein apparenter VMax ®Wert

von 220 nmol/min.mg TG bestimmt . Dies stimmt mit Ergebnissen

von Di Marco und Romano (1985) überein, die ähnliche Werte (Km

5 mM, VMax = 330 nmol/rain®mg Protein) bei dem Z . mobilis
Stamm CP4 und der Glucokinase-negativen Mutante CP4-M2 er-

hielten.

Unter Mild l:Pt sile1I LJ_ EISEI der gedi[esery9edIedt spezifischen Glucose-

Aufnahmerate qs , ermittelt aus in vivo-Versuchen, muß jedoch

eine mindestens 4fach höhere Glucose-Aufnahmerate postuliert

werden. Bereits Belaich et al . (1968) bestimmten bei Z . mobi-

lis mit Hilfe kalorimetrischer Methoden einen Glucoseumsatz

von 816 mnol/mg TG .min in der exponentiellen Wachstumsphase.

Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Transportmessungen

und den in vivo ermittelten qs®Werten kann wie folgt erklärt

werden® Die schnelle Anderung der Anfangskonzentrationen bei

Transportmessungen mit niedri gen Zuckerkonzentrationen im

Testansatz ist mit der gewählten Technik nicht auflösbar .
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3 .8 : Abhängigkeit der Glucose-Transportgeschwindigkeit

von der Substratkonzentration.

Z . mobilis wurde im Vollmedium mit 5% (wJv) Glucose
kultiviert . Die im Testansatz vorgelegten Substrat®
Konzentrationen betrugen 1- 14 mM (0,2 gin y 286
}aCi/mol_ ) .

Stattdessen wird sehr schnell (5 ° 8 c) ein S lieAgieichgewicht
erreicht, in dem der gemessene Netto®Transport durch die
Stoffwechselaktivität der Zellen bestimmt wird . Bei einer sehr

schnellen ;iqullibrierung, wie sie diesem Glucose-
Trans-portsystem vorliegt, darf die Effluxrate von Glucose aus den

Zellen nicht unberiicksichigt bleiben.
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3 . 9 :~? Bes%irlTml~l9y114 ~~~ äääi4 a~r~vv }
6']

a®T Daten deravJ

Aufnahme bei Z . mobilis.

Die Glucosekonzentrationen im Testansatz betrugen 1
- 50 mM (0,2 gRCi ) . E . mobilis-Zellen wurden in. Voll®
medium mit 5% (w/v) ~Glucose kultivierta

Abb .
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Für die Bestimmung der Netto-Aufnahmerate ergibt sich für die
hier durchgeführten Transportmessungen nach Cirillo (1968)

folgender Zusammenhang

S o = extrazelluläre Substratkonzentration

S i = intrazelluläre Substratkonzentration

Wird die Substratkonzentration S o gegenüber dem Km-Wert deut-

lich erhöht, nimmt der Viietto°°Wert stark ab . Der gegensätzli-

che Effekt tritt ein, wenn So gegenüber dem K ®Wert klein

wird . Allerdings bleibt bei dieser mathematischen Annäherung

zur Beschreibung der Kinetik bei der erleichterten Diffusion

eine weitere treibende Kraft unberücksichtigt, nämlich die

Stoffwechselaktivität (gemessen als spezifische Glucose-Auf-

nahmerate gs ).

Die Stoffwechselaktivität der Zellen wird durch die Wasch-

schritte (3 maliges Zentrifugieren und anschliepende Resuspen-
siion im 50 mM PIES- bzw . S .°3 [ i 11m4l 'V1P1GY9'F'tat- uf fer) so stark ge-

senkt, daP die gemessene Aufnahmerate nur noch 1/4 der norma -

len Rate unter F ermenterbedingungeri mit Vollmedium ausmacht.

Dies zeigten Versuche zur Kultivierung von Zellen in 50 mM

MRS-Puffer pH 6,0 nach erfolgter 3maliger Zentrifugation.

Diese Zellen erreichten lediglich eine maximale Glucose- Auf-

nahmerate von 3,1 g/g/h (= 287 nnol/min ®mg TG, vgl . V ax
Transport von Glucose : 220 nmol/minamg TG) und eine Produkti-

vität von 1,44 g/g/h (Abb . 3 .10) . Diese Sachverhalte erklären

die Unterbewertung der maximalen apparenten Transportgeschwin-

digkeit für Glucose.

Vnett®
Vmax ® Km(S o®Si )

( So+KM ) ( S ILK )
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3
.10:P1 _ Bestimmung C1~7~ Glucose-Aufnahmerate

_1~__
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Produk-Irivität von Z . mobilis®Zellen in MESmPuffer.

Die Kultivierung von Z . mobi ,is-Zel len wurde in 50
mM MES-Puffer, pH 6,0, 1 mM MgCI 2 und 5 % (w/v)
Glucose nach dreimaligem Waschen der Zellen durch®
gefiihrt.

Glucose [g/11
10

Ethanol [9/ll

	 f	 0
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Zeit t [min]

- 2-- Glucose ~- Ethanol

2,4

2

	

.

1,6

1,2

0,4
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3 .2 .2 Uhtersuchungen zum Fructosetransport

Da E. mobilis auch Fructose mit hoher Rate aufnimmt {10,4

gIg%h ; Rogers et al . 1982 ; Lee et al- 1981) und hohe intrazel-

luläre Fructose-konzentrationen in der Zelle vorliegen, waren

Untersuchungen zum Fructosetransport von Interesse . Um dabei

durch den Katabolismus von Fructose bedingte Einflüsse aus-

schalten zu können, wurde zusätzlich mit einer Fructokinase-

negativen Mutante gearbeitet.

Abbildung 3 .11 zeigt, daß die Aufnahme von Fructose mit großer

Geschwindigkeit erfolgt, so daß nach 20 s Inkubationsdauer der

Fructose-Einstrom fast beendet war . Vergleicht man die gemes-

senen Fructose-Aufnahmeraten mit denen der Glucose, so ergibt

sich jedoch für das Glucose-Transportsystem eine mindestens um

den Faktor 2,5 höhere Aufnahmerate als für dasjenige von Fruc-
tose . In Analogie zum Glucosetransport konnte gezeigt werden,

daß es sich um ein konstitutives Fructose-Transportsystem han-
delt, das also sowohl bei mit Glucose und mit Fructose gezoge-

nen Zellen gleiche Transportraten lieferte.

Von den untersuchten inhl.b3tOren wirkte nur Glucose hemmend

auf den Fructosetransport . Versuche mit unterschiedlichen In-

hibitorkonzentrationen (3 bzw . 20 mM Glucose) und variierenden

,,3ubszratkonzezätrat.ionen (3, 6,7, 12, 5, 20 , 50 mM Fructose) ei-

gaben eine Hemmung des Fructosetransports (Tab . 3 .9) . Dabei

wurde bei hohen Glucosekonzentrationen ein besonders deutli-

cher Hemmeffekt erzielt . Langzeit-Experimente (0 12 Minuten

Inkubationsdauer) von Di Marco und Romano (1985) ergaben eben-

falls einen stark inhibierenden Einfluß bei einem 20fachen

Glucose-Überschuß .
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ssi .+i.i . 2i s.s e L,2ul,Vv~ciiamaUcie~Esa s~ '.rci ~ic-Li.aäicäacYa Substrat-

konzentrationen a

Zur~~estrmmung der AufnahmekinetikAufnahmekinetik wurden 5-20 1M
[t= C] -Fructose (0,2 gCi, 270 µCi/gmol ) in 50 mM
MFS-Puffer, pH 6,0 mit lmM MgCl 2 eingesetzt . Z.
1F7ob?l? s-Zellen wurden in Vollmedium mit 5 % (w/v)
Fructose kultiviert.

Fructose Inmo[/min mg iC1
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35
Zeit t Isl

-0- Fructose (5 mM)

	

- Fructose (6,7 mM)
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-B- Fructose (20 mM)
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Tab . 3 .9s Fructose-Aufnahme bei verschiedenen Glucosekonzen -

trationen im Testansatz.

E . mobilis®Zellen wurden mit 3®50 ntM [U- 14C]-Fruc-
tose (0,2 !Xi ; 270 gCl./llnol ) inkubiert (Kontrolle)
und zusätzlich mit 3 bzw . 20 mM Glucose als Inhibi-
tor versetzt.

Fructose-Aufnahmerate [ nmol/mg TG]

6,7 mM Frc 6,7 mM Frc
a- 3 nM Gic

6,7 mM Fre
+ 20 mM Gic

2,9 2,2 1,6

4,8 3,0 2,2

5,8 4,2 z ,o

6,3 4,9 2,9

7,1 5,4 3,3

7,8 6,1 3,7

8,9 7,1 4 , 0

Wegen der hohen Fructose-Innenkonzentrationen wurde auch die
Kinetik des Fructosetransports untersuchte Dazu wurde die

Fructose-Aufnahmerate in Abhängigkeit von der Fructosekonzen-

tration des Inkubationsansatzes gemessen . Aus Abbildung 3 .12

ist zu ersehen, daß die Fructose-Aufnahmegeschwindigkeit einer

Sättigungskurve folgt a analog enzymkatalysierten Reaktion-

en - ; was auf das Vorhandensein eines Transport-Proteins

hinweist.

Inkubationszeit
[s]

3

7

iv

12

15

20

25



71

Abb . 3 .12 : Abhängigkeit der Fructose-Transportgeschwindigkeit

von der Substratkonzentration.

Z. mobilis wurde in Vollmedium mit 5 % (w/v) Glu-
cose kultiviert . Die im Testansatz vorgelegten Sub-
stratkonzentrationen betrugen 3-50 mM (0,2 gCi;
270 gCi/gmol).

Die Auftragung der reziproken Werte von der Aufnahmegeschwin-

digkeit und Substratkonzentration im Lineweaver-Burk-plot

(Abb . 3 .13) ergab eine maximale Transportgeschwindigkeit Vmax

Von 90 - 110 nmol/minomg TG und einem Km-Wert von 27-30 mM

Fructose . Vergleicht man den Vmax-Wert mit der in den Batch-

Fermentationen gemessenen Fructose-Aufnahmerate caa (962 nmol/

v Inrnol/min mg Tel
6o

50

4o

10

	

20

	

30

	

40

	

50

Fructose

30

2o

10
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min®mg TG), so ist die maximale in vitro-Transportkapazität
unterbewertet . Die Ursachen dieser Unterbewertung sind wahr-

scheinlich die gleichen wie für die Glucose-Transportversuche.

Abb . 3 .13 : Lineweaver Durk-Auftragung der kinetischen Daten

des Fructosetransports bei Z . mobilis.

Die Fructosekonzentrationen im Testansatz betrugen
5 ® 50 mM (0,2 gGi) .. Z . mobilis®Zellen wurden im
Vollmedium mit 5 % (w/v) Glucose kultiviert .
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3.3 EinfluB von Xylose und Maltose auf Wachstum und Cytoplasmavolumen

Der Einfluß transportierbarer und nicht-transportierbarer Zuc-

ker auf das Wachstum und die Cytoplasmavolumina von Z . mobilis

wurde untersucht, um durch osmotische Gradienten zwischen in-
traw und extrazellulärem Raum Hinweise auf osmoregulatorische

Mechanismen zu erhalten . Aus diesem Grunde wurden bei Z . rohi-

1is zunächst Zucker hinsichtlich ihrer Transportierbarkeit und

Metabolisierbarkeit getestet

30301 Versuche zur Aufnahme und Metabolisierbarkeit von Xylose

und Maltose

Um einerseits mit Hilfe eines nicht-transportierbaren Zuckers

einen hohen osmotischen Druck auf die Cytoplasmaine ran aus®

zuiiben, andererseits durch Verwendung eines transportablen,
nicht-metabolisierbaren Zuckers ein osmotisches Gleichgewicht

zwischen Zellinnerem und Zelläußerem zu erreichen, wurden Zuc-
ker nach diesen Kriterien getestet . Unter dieser Voraussetzung
wurden Maltose und Xylose für lnkubationsversuche eingesetzt

Maltose als Disaccharid wurde, wie Abbildung 3 .14 zeigt, von

Z .

	

I.®e i•S nicht• L.b aufgenommenL .`~~ .e~m~~

	

~und • 1=L.
~ damitL,AQdU~L .

L_!a
~L6i

.. die Herstellung.fi dlfVillLL

eines osmotischen Gradienten geeignet . Dagegen können Z . mobi®

1is®Zellen Xylose aufnehmen (Di Marco und Romano 1985), jedoch

nicht auf Xylose wachsen. Bei gleichzeitiger Anwesenheit eines

metabolisierbaren Zuckers (Glucose, Fructose) reduziert Z . mo-

bilis Xylose zu Xylitol (Feldmann 1991) .
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Abb . 3 .141 Aufnahmekinetik von Z . rraobilss®Zellen mit Xylose

bzw . Maltose.

E . mobilis-Zellen wurden in 50 mM MES-Puffer, pH
6,5, 1 mM MgC1 2 inkubiert .
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Aufnahme wurden m~.t
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3 .3 .2 Einfluß von isoosmolalen Konzentrationen von Glucose,

Maltose und Xylose auf Z . rrtobills

Untersuchungen mit isoosmolalen Konzentrationen von Glucose.

Xylose und Maltose wurden durchgeführt, um die Wirkung dieser

verschiedenen Zucker auf das Wachstum, die Cytoplasmavolumina
und intrazellulären Metabolitkonzentrationen vergleichen zu

können . Deshalb wurde dem Vollmedium mit 15 g/l Glucose zu-

sätzlich je 850 rnüs/kg Maltose, Glucose bzw . Xylose zugegeben.

Bei Wachstumsversuchen von Z . a obilis mit Glucose als einziger

C-Quelle erfolgt jedoch besonders in der exponentiellen Phase

eine starke Ethanolbildung, wodurch bei gleichzeitig abnehmen-

der Glucosekonzentration die Gesarntosmolalität leicht an-

steigt . Es war daher sinnvoller, das Wachstumsverhalten der

Xylose/Glucose-Kultur mit dem der Maltose/Glucose-Kultur zu
vergleichen, da während der Fermentation bei beiden Ansätzen

nur sehr geringe Veränderungen in der Osmolalität des Mediums

gemessen wurden.

Beim Maltose/Glucose-Ansatz wird durch hohe extrazelluläre

Maltosekonzentrationen ein osmotischer Gradient zwischen Zel-

linnerem und Zolläußerem aufgebaut, was zu einem Wasserentzug

aus dem Cytoplasma führt . Hohe extrazelluläre Xylosekonzentra-

tionen (Xylose/Glucose-Ansatz) dagegen bedingen, daß Xylose

ins Cytoplasma gelangt und der Glucose-Stoffwechsel verlang-

samt wird. Die Hemmung des Glucose-Metabolismus im Mal-

tose/Glucose- bzw. Xylose/Glucose-Ansatz tritt nicht bei dem

Ansatz mit ausschließlich Glucose auf . Dies wird deutlich,

wenn man die Wachstumsgeschwindigkeit von Z . mobil ? s auf Glu-

cose als einziger C-Quelle mit dem Wachstum bei gleichzeitiger

Anwesenheit von Maltose bzw. Xylose vergleicht . Während beim

Wachstumsversuch mit ausschließlich Glucose die spezifische

Wachstumsrate p. 0,234 betrug, wurden beim Maltose/Glucose-

bzw. Xylose/Glucose-Ansatz . .mit u 0,176 bI bzw 0,110 h -l

geringere Wachstumsraten gemessen . Dadurch, . ..dal3 beim Ansatz

mit Glucose/Maltose im Medium fortwährend ein Wasserverlust

aus dem Cytoplasma verursacht wurde, waren vermutlich die für

das Wachstum der Zellen wichtigen anabolen Enzyme in ihrer Ak
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Abb . 3 .15 0 . :Einf luß von isosmolalen Konzentrationen an Xylose

bzw . Maltose auf das Wachstum und den Glucose-
Verbrauch von Z . rtm®biiis im Vergleich zum Ansatz

mit ausschließlich Glucose.

Das Vollmedium zur Kultivierung von Z . mobi1i s ent-
hielt neben 83 mM Glucose je 853 .m®s/kg Glucose
oder Maltose bzw . Xylose.

tivität gehemmt, was in einer niedrigen spezifischen Wachs-

-~- Maltose/Glucose

	

Xylose/Glucose

-8-- Glucose

- tuäl3srate für , fscn Maltose-Ansatz ~.es~.it~.erte . Die
Glucose-Aufnahmerate beim Ansatz mit Maltose/Glucose ( gs
6,18 g/g/h ) lag nur geringfilgig niedriger (- 15,5 %) als beim

Glucose-Ansatz (cis = 7, 31' gig/h) e Offenbar blieb die Glucose-
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Aufnahme und der Katabolismus von der hohen osmotischen Bela-
stung des Mediums relativ unbeeinflußt.

lm Glucose/Maltose Medium gezogene Zellen wuchsen schneller

als entsprechende Zellen im Glucose/Xylose Medium . Zur Erklä

rung dieser Beobachtung wurden Versuche zur intrazellulären

Metabolitbestimmung durchgeführt (Tab . 3 .10).

Tab . 3 .10e Bestimmung der intrazellulären Glucosekonzen®

tration in Abhängigkeit von dem osmotischen Gra-
dienten zwischen extra- und intrazellulärem Raum.

Z. mobi1is-Zellen wurden im Vollmedium mit 83 mM
Glucose kultiviert . Zusätzlich enthielt das Medium
453 ± 12 mOs/kg Maltose oder Xylose bzw . Glucose.

* Mitte der exponentiellen Phase
** Ende der

	

___~.__
c:eö exponentiellen Phase

1) Meßwertschwankungen aus versuchstechnischen Gründen bis zu
21 %

Anfangs-
Konzentration

[rnOs /kg]

Glucoseex	Glucoseinl )

(M3

	

[ RIM ]

Zucker

Glucose 128,3 *

37,8 **

85

Maltose

Glucose

452

85

	

32,4 **

	

!

	

47 **

Xylose

	

449

"
a

Glucose i

	

85

	

28,5

	

< 2
a *

458

+

25
*

< 2 **
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Tabelle 3 .10 zeigt, daß im Ansatz mit ausschließlich Glucose

zum Zeitpunkt der Probenahme (bei 128,3 bzw . 37,8 mM extrazel-

lulärer Glucose) nur eine geringe intrazelluläre Glucosekon-

zentration vorlag (25 bzw . <_ 2 mM) . lm Gegensatz dazu konnte

bei dem Ansatz mit Glucose/Maltose eine höhere intrazelluläre

Glucosekonzentration gemessen werden, die unter Deriicksichti®

gung von Meßwert-Schwankungen jedoch nicht die extrazellulären

Glucosekonzentrationen überschreitet . Beim Glucose/Xylose An-

satz war kein Xylose-Gradient vorhanden . Intrazelluläre

Glucosekonzentrationen befanden sich im Bereich der Nachweis-

grenze . Da vermutlich dasselbe Carrier-Protein für den Trans-

port von Glucose und Xylose verantwortlich ist (Di Marco und

Romano 1985), wurde durch die mehrfach höhere Xylosekonzentra-

Lion im Medium Glucose als Substrat für das Transportprotein

durch Xylose von den Substratbindungsstellen verdrängt.

Betrachtet man die unter isoosmolalen Versuchsbedingungen ge-

messenen Cytopiasmavolumina, so werden osmoregulatorische As-

pekte weiter verdeutlicht (Tab . 3 .11) . Entscheidend dabei war,

ob Z. robiiis Zeltsuspensionen im Medium mit oder ohne metabo-
lisierbarer C®Quelle vorlagen . Mit Maltose als nicht-
trans-portablem und nicht-verwertbarem Zucker wurde eine signi-

fikante Abnahme des Cytoplasmavolumens beobachtet (bis zu 30

%) . Fügte man jedoch demselben Testansatz 55 mM Glucose hinzu,

wurde die Volumenreduktion teilweise wieder revertiert . Als

Kontrolle dienten Z . mobi1is-Zellen in einem Medium mit insgee
d- A °2 A
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che Änderung im Cytoplasmavolumen wurde ermittelt, wenn Xylose

mit und ohne Glucose im Medium vorlag . Dies verdeutlicht, daß

Xylose als permeabler Zucker in die Zellen von Z . robiiis ge-

langte und einen Ausgleich zwischen extra- und intrazellulären

Konzentrationen ermöglichte, da Xylose nur bei Anwesenheit

eines metabolisierbaren Zuckers geringfügig verstoffwechselt

wird (Feldmann 1991) . Der Zusatz von Glucose zum Testansatz

verursachte keine signifikanten Vo l umenänderungen ; die intra md L3

	

la S 4s

	

O

2ellus.siren Glucosekonzentrationen lagen im Bereich der Nach-

weisgrenze .
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Tab . 3 .11 : Einfluß von isoosmolalen Konzentrationen an
Glucose, Xylose und Maltose auf das Cytoplasma-

volumen.

Z. mobilis-Zellen wurden 20 min unter isoosmolalen
Konzentrationen von Glucose, Maltose und Xylose
inkubiert und anschliOend zur Bestimmung des Cyto-
pla.smavolumens der Silikonölzentrifugation unter-
worfen.

Um intrazelluläre Zuckerkonzentrationen und Cytoplasmavolumina

ohne Einfluß der Stoffwechselaktivität bestimmen zu kannen,

wurden Inkubationsansätze mit unterschiedlichen Xylosekonzen-
trationen (2-14% w/v) vorbereitet . Nach 20 Minuten Inkubati-
onsdauer wurden die Xylose-Innen- und Außenkonzentrationen so-

wie die Cytoplasmavolumina gemessen. Abbildung 3 .16 zeigt, daß
während der Inkubationszeit relativ hohe Xylose-Innenkonzen-

trationen bestimmt wurden . Der Quotient aus extra- und intra-
zellulärer Xylose ( ..e- 1,2) unterlag zwar Schwankungen, lag aber
im Durchschnitt niedriger als der entsprechende Quotient bei

den Glucose-Ansätzen ( e' 1,7) . Die Differenz zwischen Xylose-

Innen® und Außenkonzentrationen ist also weitaus geringer als

bei den Glucose-Ansätzen . Deshalb nahmen die Cytoplasmavolu-

mina mit steigender Xylosekonzentration nur um maximal 10 %

ab..L, während sich die~.L	__~_9 _

	

_-_

	

steigender Glu
vag_

6
vr
`ä't2p .1..°aaä1SSa"~4.'S1mi'^ mit
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konzentration um bis zu 45 % verringerten (Abb . 3 .2).

Konzentration im Medium

	

Cytoplasarmvolumen

[m0s/}sg]

	

[mM]

	

[ml/mg TG]

Glucose 442 419 2,9
Xylose 451 427 2,8
ar-,ia .. A AE'
a~aca .L c.ve3e ^9^^,eav 2 9 Z

Glucose und

Maltose

Zucker

57
451

2,755

400
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Abb . 3 .16 : Intrazelluläre Xylosekonzentrationen in Abhängig-

keit von der Xylosekonzentration des Mediums.

Z. mobi1is Zellen wurden in Vollmedium mit unter-
schiedlichen Xylosekonzentrationen (2 - 14 % W/v)

kultiviert und nach einer Inkubationsdauer von 20
min zur intrazellulären Metabolitbesti iung . . .zentri-
fugiert.
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Diskussion

Zymomonas mobilis zeichnet sich durch eine stark ausgeprägte

Toleranz für hohe extrazelluläre Zuckerkonzentrationen bis zu

40 % (w/v) aus, wohingegen dieses Bakterium schon durch NaCl-
Konzentrationen von 2 % (w/v) völlig im Wachstum gehemmt wird

(Swings und De Ley 1977) . Zuckertoleranz ist bei Bakterien ein

seltenes Phänomen . Lediglich Streptococcus =tans wächst in

Medien mit bis zu 40 % (w/v) Saccharose (Sa ga et al . 1988).

Demgegenüber haben unter den Eukaryonten zuckertolerante

kroorganismen, wie z .B . aerotolerante Hefen, eine größere Ver-

breitung erfahren (Onishi 1957 ; Ingram 1957 ; karr und Rose
1966 ; Anand und Brown 1968 ; Pitt und Christian 1968 ; Hocking
und Norton 1983).

Fermentationen von Z. mobilis in Medien mit verschiedenen Glue

cosekonzentrationen zeigen die Abhängigkeit der spezifischen

Wachstumsrate i von der Anfangs- Glucosekonzentration des Me-
diums (2 20 % w/v) . Da die Glucose-Aufnahmerate ci s und die
Ethanol-Produktivität c p von verschiedenen Glucosekonzentra-

tionen im Medium nicht beeinflußt wird, liegt der Schluß nahe,

daß durch die hohen Glucosekonzentr ationen ein inhibierender
Einfluß auf anabole Enzyme des Stoffwechsels besteht . Eine in-
hibierende Wirkung des im Medium vorhandenen Ethanols auf den

Glucose-AasbobsMilde ist insofern auszuschließen, als zum Zeit-

punkt der Zeilernten nur niedrige Ethanolkonzentrationen ( � 30

g/1) im Medium vorlagen . Der Einfluß hoher Glucosekonzentra-

tionen auf den anabolen Stoffwechsel zeigt sich auch in der

Verlängerung der Anwachsphase des Wachstums (lag-Phase) bei

zunehmenden extrazellulären Glu.cosekonzentrationen . Obwohl

inhibierende Effekte auf Enzyme des Stoffwechsels im Wider-

sprach zur Funktion und Wirkung kompatibler Solute -stehen

(Brown 1976), ist bereits in mehreren Fällen gezeigt worden,

daß kompatible Solute auf die Aktivität verschiedener Enzyme

Einfluß nehmen können . Beispielsweise hemmt Saccharose die

Isocitrat-Dehydrogenase von zuckertoleranten Hefen und Pilzen,

z .B . . Saccharoiyces rouxii (Brown 1976) ; Glucose inaktiviert

die lsocitratiyase von Phycomyces blakesieeanus (Rua et al .
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1989) und Fructose (0,9 N) verursacht nach Mathlouthi et al.

(1989) die Denaturierung der Hefe®Alkohol-aDehydrogenase . Durch

hohe intrazelluläre Solutkonzentrationen wird die Wasser-

aktivität im Cytoplasma reduziert, was die zur Aufrechter-

haltung der aktiven Konformation von Proteinen erforderliche
Hydratation beeinträchtigen kann (Low 1985 ; Brown 1976) . Hohe

intrazelluläre Zuckerkonzentrationen üben dagegen bei Z.
mobilis keinen Einfluß auf die Aktivität kataboler Enzyme des
Glucose-Stoffwechsels aus, was auch durch Versuche zur zelt-

freien Gärung bei Z . mobilis gezeigt wurde (Algar und Scopes
1985).

Die Ergebnisse der intrazellulären lietabolit-Bestimmung zei-

gen, daß die Anpassung von Z . mobilis an hohe Glucosekonzen-

trationen auf einem in die Zelle gerichteten raschen Ein®

wärtstransport von Glucose beruht . Die intrazellulär vorhan-

dene Glucose liegt nahezu ausschließlich in nichtphosphory-
lierter Form vor . Sowohl 31P-N -Untersuchungen von Barrow et
al . (1984a) als auch Versuche zur zeltfreien Gärung (Algar und

Scopes 1985) ergaben das Vorhandensein äußerst geringer Kon-
zentrationen an intrazellulärem Glucose= bzw. Fructose-5-phos-
phat (C 8 mM bzw . < 0,95 mM) . Das Vorkommen signifikanter Kan-

zentrationen intrazellulärer, nichtphosphorylierter Monosac-

charide ist von mehreren Pilzen bekannt . Liegt ein Glucose-/

Fructose-Gemisch mit niedriger Wasseraktivität z .B . bei Peni-
cil .liun chrysogenum, Chrysospori fastidiurn (Luard 1982a), P.
janczewskii, P . digitatum, Eurotiurn chevalieri, Xeromyces
bisporus und Wallem_ia sebi (Hocking und Norton 1983) im Medium

vor, wurde einhergehend mit der extrazeilutären Zuckerkonzen-

tration eine Zunahme der intrazellulären Glucose- bzw . Fructo-
sekonzentration festgestellt . Ähnlich wie bei Z . mobilis wer-
den auch in diesen Beispielen die intrazellulären Solutkonzen-

trationen von der C-Quelle des Mediums bestimmt . Der Einsatz

von Saccharose als Osmotikum (0 ® 1,5 MPa) fuhrt bei Phytium

debaryaum zu steigenden Konzentrationen an intrazellulärer

Glucose bzw . Fructose als Folae aer Hvarolvse der Saccharose

(Luard 1982b) . Eine weitere Parallele haben die bei Z . mobilis

erhaltenen Ergebnisse in der Osmoadaptation einiger Cyanobak-

terien : (u .a . Gioeothece, Caiothrix, Scytonema) erfahren, bei

denen die intrazellulären Glucose-/Fructosekonzentrationen von
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der Wasseraktivität des Mediums abhängig sind (Mackay et al.

1984).

In Analogie zu der Toleranz gegenüber Glucose beruht auch die

Toleranz von Z . mobilis gegenüber hochkonzentrierten Fructose-

lösungen auf einem raschen Influx von Fructose und dem Vorkom-

men hoher Konzentrationen an intrazellulärer Fructose . Wenn
die extrazelluläre Fructosekonzentration ca . 200 mM über-
schritt, bestand eine Korrelation zwischen intra- und extra-

zellulärer Fructose . Der Anteil phosphorylierter Fructose war
mit weniger als 0,5 mM äußerst gering, was durch 31PiN R Un-

tersuchungen von Barrow et al . (1984a) in Einklang steht . Dem-

nach beträgt die intrazelluläre Fructose-6-Phosphat-Kontentram
Lion 0,5

	

0,95 mM.

Legt man dagegen Glucose und Fructose in äquimolaren Konzen-
trationen als Substrate für Z . mobilis vor, liegt der Toleranz
von Z . mobilis gegenüber diesen hochkonzentrierten Glucose-/
Fructose-Gemischen eine Besonderheit zugrunde . Außer intra-
zellulären Glucose- bzw . Fructosekonzentrationen tragen dann

auch intrazelluläre Sorbitkonzentrationen (< 157 mM) zum osmo-

tischen Ausgleich bei Möglicherweise steht die Sorbitbildung

in Zusammenhang mit dem natürlichen Habitat von Z . mobilis,

zuckerhaltige Fruchtsäfte, in denen Saccharose als natürliches

Substrat durch Hydrolyse zu Glucose und Fructose genutzt wird
(Swings und De Ley 1977) . Auch bei einigen Algen kommt dem
Sorbit eine besondere Bedeutung zu . Bei
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ris, S. chloranthus, Kiebsormidiurn chio'~anthus fungiert Sorbit

als kompatibles Solut (Brom und Heliebust 1978 ; Wegmann
1986) . Darüber hinaus wird dem Sorbit bei eukaryontischen Zel-

len der Medulla eine bedeutende osmoadaptive Funktion zuge-
schrieben (Burg 1988 ; Moriyama et al, 1989 ; Bagnasco et al.
1988 ; Burg und Kador 1988 ; Cowley et al . 1990) . Sorbit konnte
auch bei Fermentationen mit Glucose bzw . Fructose als einziger
C-Quelle intrazellulär nachgewiesen werden, wenn die extrazel-

.ulären Glucose- oder Fructosekonzentrationen bestimmte

Schwellenwerte (410 mM bzw . 530 mM) überschritten . Obwohl die

intrazellulären Sorbitkonzentrationen unter diesen Vorausset-

zungen erheblich höher liegen als die externen Konzentratio-

nen, d .h . Sorbit akkumuliert wird, ist in diesem Falle dem:

	

em
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Sorbit als osmotisch aktive Substanz nur eine geringe Bedeu-

tung hinsichtlich der Gesamtosmolalität beizumessen . Dies

trifft auch für die Hefe S . cerevisiae zu (heikle et al.

1988) . Anders als bei S. cerevisae ist für die Sorbitbildung

bei Z. mobilis das Enzym Glucose-Fructose-Oxidoreduktase ver-

antwortlich . Dieses Enzym setzt durch eine Oxidations-/Reduk-

tionsreaktion Glucose zu Glucononlacton und Fructose zu Sorbit

um . Eine Lactonase .spaltet das Lacton zu Gluconsäure (Zacha-

riou und Scopes 1986) . Da die Glucose-Fructose-Oxidoreduktase

vermutlich im Periplasma der Zelle lokalisiert ist (Rehr, per-

sönliche Mitteilung), könnte das Vorkommen signifikanter in-

trazellularer Sorbitkonzentrationen bei gleichzeitig auAerst
geringen extrazellulären Sorbitkonzentrationen (<- 1,3 mM) mit

einem aktiven Sorbit-Aufnahmesystem erklärt werden . Während

Sorbit von Z . mobilis nicht weiter metabolisiert wird, kann

Gluconsäure von der Gluconatkinase phosphoryliert und damit in

den Entner-Doudoroff-Weg eingeschleust werden (Strohdeicher et

al . 1988) . Intrazelluläre Gluconsäurekonzentrationen liegen

infolgedessen unterhalb der Nachweisgrenze . Bei gleichzeitiger

Anwesenheit von Glucose und Fructose wird zunächst nahezu aus-

schlie¢3lich Glucose über den Entner-Doudoroff-Weg kataboli-

siert, da Glucose die Aktivität des Enzyms Fructokinase stark

hemmt (Scopes et al . 1985 ; Doelle 1982a) . Fructose steht somit

neben Glucose dem Enzym Glucose-Fructose-Oxidoreduktase als

Substrat zur Verfügung . Sinkt die extrazelluläre Glucosekon-

zentration unterhalb ca . 7 g/l, wird die Fructose über die
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Im Gegensatz zum Sorbit erscheint bei Z . mobilis die Zuordnung

Entner-Doudorof f -Weg zugeführt (Barrow et al . 1984b).

der Zucker Glucose und Fructose zu den kompatiblen Soluten als

wenig sinnvoll, weil Glucose und Fructose in der Zelle keine

Akkumulation zeigen und dort als Substrate des Kohlenhydrat-

Stoffwechsels metabolisiert werden . Aud3erdem ist bislang ein

direkter Zusammenhang zwischen Struktur und osmotischen Eigen-

schaften von Zuckern nicht bekannt . Für Monosaccharide weisen

Chirife et al . (1980) nur bei hohen Zuckerkonzentrationen auf

eine signifikante Abweichung vom Idealverhalten nach Raoult

hin . Demnach wird die Wasseraktivität stärker abgesenkt als

dies . nach dem Teilchengesetz für verdünnte Lösungen theo-

und
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retisch zu erwarten ist . Im Gegensatz zu den Monosacchariden

nimmt bei den Polyolen mit zunehmender Kettenlänge die osmoti-

sche Aktivität zu (Brown 1976) . Dies läßt sich entsprechend
der Anzahl der Hydroxylgruppen durch Bestimmung der osmoti-

schen Koeffizienten in der Reihenfolge Glycerin, Erythrit und

Sorbit bestätigen (Chirife et al . 1980).

Neben dem Einstrom der permeablen Zucker Glucose bzw . Fructose
trägt als weiterer Mechanismus die Reduktion des Cytoplasmsvo-

lumens durch Wasserverlust zur Erhöhung des internen osmoti-
schen Drucks bei . Das Schrumpfen der Zellen führt zu einem An-

stieg der Konzentrationen von osmotisch aktiven Substanzen,
bis die extrazelluläre Osmolalität ausgeglichen ist (Cram
1976) . Dieser Mechanismus der Osmoadaptation ist insbesondere

dann von Bedeutung, wenn nicht-transportable Zucker anstelle
von Glucose, Fructose bzw. Saccharose im Medium vorhanden
sind . Unter diesen Bedingungen übersteigt der osmotische Druck
auf die Zellwand z .B . bedingt durch hohe Konzentrationen des

nicht transportablen Zuckers Maltose ® den intrazellulären os-
motischen Druck. Durch Wasserverlust aus dem Cytoplasma kommt
es dann zum Schrumpfen der Zellen, bis die intrazelluläre Ose
rnolalität der Osmolalität des Mediums äquivalent ist . Auch bei

S. cerevisiae wurde durch Einsatz eines hyperosmotischen So®

lute eine bis zu 40%ige Reduktion des Zellvolumens nachgewie-
sen (Morris et al . 1983) . Wird nach der hohen osmotischen

Belastung mit hyperosmotischen Soluten das Medium wieder mit
transportablen Zuckern s6dppJ.ed[LeSil.ierL , wird $,7e1 Z. anemias

durch den intrazellulär vorhandenen Zucker ein weiterer Was-
serverlust verhindert, d .h . die Cytoplasmavolumen-Reduktion
größtenteils wieder revertiert . Derartige osmoregulatorische

Mechanismen wurden auch von Morris et al . (1983) bei S . cerem

visiae beschrieben und bestätigen die Reversion des reduzier-
ten Zellvolumens durch Rehydrierung.

Der Zusammenhang zwischen PerdeLeabilität und CytoplasaiLav'oluiLeii
ohne Beeinflussund durch den Katabolismus zeiat sich bei z.

bei dem Einsatz des transportablen, nicht®metaboli®
sierbarenZuckers Xylose (Di Marco und Romano 19851 . Wenn aus-

schließlich Xylose als Zucker im Medium (2

	

14 % w/v) vor-
liegt ;'` trägt die intrazellulär vorhandene Xylose fast volle
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ständig zu einem osmotischen Ausgleich zwischen extra- und in-

trazellulärem Milieu bei, so daß die Cytoplasmavolumina nur

sehr geringen Schwankungen unterliegen.

Trotz signifikanter Konzentrationen intrazellulärer Glucose
bzw. Fructose zur Stabilisierung des osmotischen Gradienten

zwischen Medium und Cytoplasma nimmt das Cytoplasmavolumen bei
Z. mobilis mit steigender extrazellulärer Zuckerkonzentration

ab . Dieses Phänomen steht nicht in unmittelbarem Zusammenhang

mit dem Zellstoffwechsel . Zwar sollte der für den Influx der

Zucker erforderliche chemische Gradient zwischen Medium und

Cytoplasma bedingt durch ein sehr effizientes, mit hoher Gee

schwindigkeit arbeitendes kataboles Enzymsystem - zur Reduk-

tion des Cytoplasmavolumens fuhren, jedoch auch bei niedriger

Metabolisierungsrate (g s g 4,5 g/g/h Glucose bzw . Fructose) ist

eine Cytoplasmavolumen-Reduktion meßbar . Die zuckertolerante
Hefe Hansenula anomala zeigt beim Wachstum auf Glucose ein

ähnliches Phänomen (Van Eck et al . 1989) . Mit dieser Hefe wur-

den maximales Zellvolumen und spezifische Wachstumsraten bei

einer Wasseraktivität von 0,998 mit Glucose als C-Quelle ge-
messen . Bei Erniedrigung des Wasseraktivität auf 0,925 durch

Erhöhung der Glucosekonzentration nahm das Zelivolummen linear
ab . Damit einhergehend kam es zur Akkumulation der kompatiblen

Solute Glycerin und Arabinose, wobei der Faktor für das Ver-

hältnis zwischen extra- und intrazellulären Konzentrationen

bis zu 10000 betrug (Van Eck et al . 1989) . Der Zusammenhang
ri~r.P.
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und Zellgröße wurde mit verschiedenen Organismen untersucht.

Donachie und Robinson (1987) zeigten beispielsweise fier E.

coli eine Relation zwischen Wachstumsphase und Cytoplasmavolu-

men, wobei langsam wachsende Bakterien ein kleineres Zellvolue

men besitzen als schnell wachsende Mikroorganismen . Für das

Wachstum von Ectothiorhodospira mobilis unter salinen Bedin-

gungen bestätigen Imhoff und Riedel (1989) einen derartigen

Zusammenhang zwischen Wachstumsphase und Cy toplasmavolumen .

Für' eine vollständige osmotische Aquilibrierung zwischen

intra- und extrazellulären Raum tragen neben hohen intrazellu-

lären Glucosekonzentrationen auch andere osmotisch aktive, cye

toplasmatische Solute, d .h . ionische und nicht-ionische nie-
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dermolekulare Bestandteile der Zelle mit einer Osmolalität von
ca . 310 mOs/kg bei . Vergleichbare Werte für die zellinterne
Osmolarität sind von Salmonella typhirnuriwn und Escherichia
coll bekannt (Stock et al . 1977).

Das Vorkommen signifikanter intrazellulärer Konzentrationen an
Glucose bzw . Fructose ist entsprechend den Daten der Trans-

portversuche und den Ergebnissen von Di Marco und Romano

(1985) auf ein Zucker-Transportsystem mit hoher Geschwindig-
keit und Kapazität zurückzuführen . Auch die zuckertolerante
Hefe S . rouxii verfügt über ein sehr effizientes, mit hoher
Geschwindigkeit arbeitendes Saccharose-Transportsystem . Da-
durch werden intrazelluläre Saccharosekonzentrationen ermög-
licht, die bis zu 40 % der extern vorgelegten Zuckerkonzentra-

tion ausmachen (Brown 1974).

Bakterien haben verschiedene Mechanismen zum Transport von
Zuckern verwirklicht . Die erleichterte Diffusion (Abb . 4 .1)
ist als passiver Transportvorgang unabhängig von Stoffwechsel-

energie und daher deutlich vom aktiven Transport zu differen-
zieren . Bei Bakterien ist die erleichterte Diffusion häufig
dem Transport von Glycerin zuzuordnen (Dills et al . 1980), was
z .B . für Pseudornonaa (Tsay et al . 1971), Shigella (Richey und
Lin 1972), Bacillus (Saheb 1972), 'ocar°dia (Galmes und Deal
1972) ~äncä E~c~ae~°ic~aia (Sweet et al . 1990 ; Alemohammad und
Knowles 1974 ; Sanno et al . 1968) zutrifft . Der Acetattransport

bei Ace¢ob a!"¢'e	 ':: :po^dis , verlauft ebenfalls nach demc.3C".Sl[ Mecha-
nismus

	

cs,ca8be~1

der erleichterten Diffusion (Boenigk et al . 1989).

Eine weitaus größere Verbreitung unter den Prokaryonten haben
aktive Zucker-Transportsysteme erfahren . Während bei den pri-
mar aktiven Transportvorgängen der Translokationsschritt un-

mittelbar an eine chemische Reaktion gebunden ist, wird der

sekundär aktive Transport gemäß der chemiosmotischen Hypothese

(Mitchell 1972) durch die Proton Motive Force (elektrisches
Potential, pH Gradient),

	

. ~!pH

	

lohen-Gradienten oder durch den che-

mischen Gradienten des Substrats angetrieben (Mitchell 1970).

Zum sekundär aktiven Transport gehört das Maltosebindeprotein-

abhängige Transportsystem (Dills et al . 1980), sowie der
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Abb. 4 .1 : Carrier-vermittelte Transportmechanismen
-
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Abkürzungen® G1c, Glucose; G-6-P, Glucose-6-Phosphat ; Lac,
l:actose, Mal, Maltose ; Mel, Hely,b=.ose ; Na, Natrium ; PEP,
Phosphoenolpyruvat ; D + P•, ng chtphosphorylierter Donor und
anorganisches Phosphat ; I, ~T,
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Natrium-Cotransport von Zuckern, z .B . für Melibiose (Stock und

Rc7seiitan. 1971) . Beide Transportmechanismen (Abb . 4 .1) sind ., bei

coli vorhanden . Der Proton-Symport z .B . von Glucose bzw.

Lactose ist iiir' R3anrini-nr' ss 1 1~ - PT~c'sf pr° 1989) und S: _ coil_ (Wilson------- --- --- -------------
1978® Wilson -et al . 1978) beschrieben. Besondere Beachtung

verdient jedoch das Phosphotransferase-System (Abb . 4 .1), das

durch --die Gruppenübertragung wahrend des Transports gekenn-

zeichnet ist (Thompson 1987, 1988 ; Danchin 1987 ; Postma und

eut3en
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Lengeler 1985 ; Saier 1985 ; Saier et al . 1988 ; Konings et al.
1989 ; Hengstenberg et al . 1989 ; Erni 1989 ; Driessen et al.
1987).

Im Gegensatz zu den Prokaryonten erfolgt in den meisten euka-
ryontischen Zellen der Glucosetransport nach dem Prinzip der

erleichterten Diffusion (Gould und Bell 1990 ; Mueckler 1990;
Thorens et al 1990), wobei bislang mindestens 5 verschiedene
integrale Glucose-Transportproteine beschrieben wurden (Mueck-
ler et al . 1985 ; Birnbaum et al . 1986 ; Allard und Lienhard
1985) . Hefen verfügen vielfach über verschiedene Glucose-

Transportsysteme gl~ ; c~z°itig, darunter auch oft ein für Glu~MA dd V

cose gering affines Transportsystem, das nach dem Prinzip der

erleichterten Diffusion arbeitet (Ramos et al . 1988 ; Cirillo
1989 ; Peinado et al . 1988 ; Loureiro-Dias 1987 ; Postma et al.
1988 ; Postma et al . 1989 ; Does und Bisson 1989),

Bei Z . mobilis handelt es sich um ein mit hoher Geschwindig-

keit und Kapazität arbeitendes Transportsystem, das für auf
Glucose bzw . Fructose kultivierte Zellen gleiche Transportrae
ten liefert . Außdem konnte Substratspezifität nachgewiesen
werden . Der Glucosetransport ist nicht durch CCCP hemmbar;
Hinweise auf einen aktiven Transport von Glucose liegen nicht
vor (Romano et al . 1979) . Fiir den Glucosetransport konnte Ste-

reospezifität und Gegentransport-Maximum gezeigt werden (Di
Marco und Romano 1985) . Dabei zeichnet sich Z . mobilis durch

e.i.ia-ciy`e, bisher beschriebene, bakterielle Glucose-Trans-
portsystem aus, das Glucose ausschließlich nach dem Prinzip
der erleichterten Diffusion (Abb . 4 .1) transportiert ° Inzwi-
schen wurde auch für das Bakterium Streptococcus bovis zusätz-
lich zum Glucose Phosphotransferase-System ein Glucose-Trans-

portsystem mit dem Mechanismus der erleichterten Diffusion
vorgeschlagen (Russell 1990):

Versuche zum Fructosetransport bei Z . mobilis zeigen, daß das
System Substratsättigung zeigt, was auf einen Carrier-vermit-
telten Transport hinweist . Ähnliche Überlegungen resultierten
aus Messungen der Fructose-Aufnahmerate einer Fructokinase-

negativen Mutante (Edye et al . 1990) . Dadurch, daß auch für

die Fructokinase-negative Mutante eine Fructose-Aufnahmerate

~~~ua.~
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festgestellt wurde, wird nach Ansicht der Autoren deutlich,

daß dieser Transport unabhängig vorn Zucker-Phosphorylierungs®

potential möglich ist, was mit dem Mechanismus der erleichter-

ten Diffusion vereinbar wäre . Ergebnisse der Fructosetrans-

port-Versuche weisen darauf hin, daß der Fructosetransport

durch Glucose inhibiert wird, insbesondere dann, wenn die Glue

cosekonzentration oberhalb der eingesetzten Fructosekonzentra-
tion liegt . Untersuchungen von Di Marco und Romano (1985) mit
einem 20 fachen Glucose-Überschuß ergaben ähnliche Resultate.

Es ist daher anzunehmen, daß Glucose und Fructose mit dem

gleichen Carrier transportiert werden, wobei die Affinität für

Glucose größ°r als die ~ii ~" Fructose ist . Auszuschließen ist~..

	

a

	

w..s

	

es

	

a. css

	

i a c.s

	

w~ ..

auch nicht, daß bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose und

Fructose eine nicht-kompetitive Inhibition der Fructose-Auf-

nahme durch Glucose erfolgt, wie dies bereits von anderen Mi-
kroorganismen bekannt ist (Dills et al . 1980 ; Mc Ginnis und
Paigen 1967).

Während funktionelle und strukturelle Eigenschaften des Zuc-

ker-Transportsystems Species-abhängig sind, deuten analoge

Kennzeichen bei den verschiedenen Transportsystemen auf einen
gemeinsamen evolutionären Ursprung und ähnlichen katalytischen

Mechanismus hin (Mueckler et al . 1985 ; Birnbaum et al . 1986).
Der katalytische Mechanismus des Glucosetransports ist jedoch

von einer Kontroverse bestimmt . Bisher wurde eine Vielzahl von

Transport-Modellen zur erleichterten Diffusion vorgeschlagen,
wobei der Gli. cosGiuc s
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Prototyp der erleichterten Diffusion gilt (Helgerson und Car-
ruthers 1989) . Nach neueren Untersuchungen zur Bestimmung ki-

netischer Werte wird zunehmend das two-site Carrier-Modell fa-
vorisiert (Helgerson und Carruthers 1989) . Dieses Modell ist

dadurch gekennzeichnet, daß zwei Zuckermoleküle gleichzeitig
(
j
eweils an der Influx bzw . Efflux-Stelle) an den Carrier

binden können und durch Kooperativität interagieren.

Nach Friedman (19851 versteht man unter erleichterter Diffu-

sion einen passiven Vorgang, der durch einen Gradienten des

chemischen oder elektrochemischen Solutpotentials angetrieben

wird . Es bereitet jedoch Schwierigkeiten, die maximale Trans-

portkapazität der erleichterten Diffusion zu quantifizieren,
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da die Anfangs-Transportgeschwindigkeit derart hoch ist, daß

sie mit den herkömmlichen experimentellen Methoden nicht auf-
lösbar ist . Zu ähnlichen Ergebnissen gelangten Fuhrmann et al

(1989) bei der kinetischen Analyse des Glucosetransports in
Plasmamembranvesikeln aus Saccharamyces cerevisiae-Zeilen . Da-

ten der Computersimulation ergaben für S,cerev1s9ae eine Un-
terbewertung der ermittelten apparenten Influx-/Ffflux-Werte®

Demnach ist es nicht möglich, realistische Anfangsgeschwindig-

keiten zu bestimmen . Wegen des effizienten Transportsystems

und der geringen Größe des Zellkompartiments werden in weniger
als 1 sec hohe intrazelluläre Zuckerkonzentrationen erreichte
(Fuhrmann et al . 1989) . Aufgrund dieser Einschränkung sind da-
her die apparenten VMax-Werte der Glucose/Fructose-Aufnahme-
versuche bei Z . mobilis unterbewertet . Legt man für Wachstums-
versuche mit Z. mobilis eine durchschnittliche Glucose-Aufnah-

merate von 7,7 g/g/h zugrunde, so impliziert dies eine Min-
dest-Glucose-Aufnahmerate von 712 nmol/min®mg TG . Aus kalori-

metrischen Messungen des Glucose-Metabolismus bei Z . mobilis
wird z .B . ein maximaler Glucoseumsatz von 816 nmo?/min ® mg TG
beschrieben (Belaich et al . 1968).

Ungeachtet der Schwierigkeiten zur Bestimmung apparenter kine-

tischer Daten aus den Zuckertransport-Messsungen besteht ein
Zusammenhang mit der Kinetik des Glucose. /Fructose-Phosphory-
l .ierungssystems . Vergleicht man die kinetischen Daten der

Phosphorylierungssysteme mit denen der Transportsysteme, er-
g i1-.$ `i rata
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, .6~j.J tdJ .C 81m-BYC,Lt~ der Transportsysteme (Glucose : g 1

mM; Fructoseä 27-30 mM) um mehr als eine Größenordnung höher

liegen als die Werte der beiden Kinasen (Scopes et al . 1985).
Die apparenten VMax-Werte der Kinasen entsprechen nur unter
günstigsten Voraussetzungen den Werten der Zucker-Aufnahmerate
cis von mindestens 712 nmol/min®mg TG (Scopes et al . 1985) . Die
Werte anderer Autoren liegen in diesem Fall um den Faktor 2-3
niedriger (Doelle 1982b ; Di Marco und Romano 1985) . Demnach

Ist bei extrazellularen Zuckerkonzentrationen im Sättigungsbe-

reich des Transportsystems fier Glucose und Fructose die Gluco-

und Fructokinase völlig gesättigt . Der Zuckertransport wirkt

unter diesen Bedingungen nicht limitierend, was mit dem Vor-

handensein intrazellulärer, nichtphosphorylierter Glucose bzw.

Fructose in Einklang sieht
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Abgesehen von Ethanol und CO 2 gehen bei Z . mobilis Polyniere

bzw. Oligosaccharide als weitere Produkte aus dem Zuckerstoff-

wechsel hervor (Viikari 1988) . Dazu gehört ein Fructose-Poly-

mer, das sich u .a . durch seine Säurelabilität auszeichnet

(Barrrow et al . 1984c) . lm Gegensatz zu dem b1Pi Z . mobilis

ebenfalls vorhandenen Levan (Beker et al . 1990 ; Viikari und

Linko 1986) und daraus abgeleiteten Fructooligosacchariden

(Kennedy et al . 1989) sind die Fructose-Monorere dieses Poly-

saccharids (V-2-1 und ß-2-6 glykosidisch verknüpft (Barrow et

al . 1984c) . Auffällig ist, daß dieses Polymer der Membranfrak-

tion zuzuordnen ist . Inwieweit diesem Polymer eine Funktion

bei der Zellassoziation oder ggf . bei der Osmoadaptation

beizumessen ist, ist noch unbekannt . Zwar ist von .Bradyrhizoe

biura japonicum ein extrazelluläres Polysaccharid bekannt, dem

eine Funktion bei der Osmoregulation zugesprochen wird (Tully
et al . 1990), das Z. mobilis«-Polysaccharid ist aber konstitu-
tiv vorhanden und unterliegt offenbar keinen regulatorischen

Effekten . Die Beteiligung eines ß-(1-2) Glucans von Rhizobium

rneliloti und Agrobacterium tumefaciens an der hypoosmotischen
Adaptation ward von Dylan et al . (1990) und Cangelosi et al.
1990) gezeigt.

Z . mobilis war bislang für sein Wachstum in außergewöhlich ho-
hen Zuckerkonzentrationen bekannt . Mit dieser Arbeit konnte

gezeigt werden, daß Z . mobilis aufgrund eines mit großer Ge-

schwindigkeit arbeitenden Zucker-Transportsystems in Abhängig-

keit von der°extrazellulären Zuckerkonzentration auch intra-

zellulär signifikante Konzentrationen nichtphosphorylierter
Monosaccharide aufweist . Ausgehend von der Klonierung der Glu-

cose-Transportproteine (Barnell et al . 1990) sollten weiter-

führende Untersuchungen die Deletion der Gene für das Glucose-

Transportsystem betreffen . Dadurch könnte gezeigt werden, ob

Z . mobilis noch über andere Zuckercarrier für Hexosen verfügt,

wobei durch Klonierung der Gene weiterer Zuckercarrier Hin-

weise auf deren Bedeutung für Z . mobil s erhaitilch wären .
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~s Zusammenfassung

Das ethanol-produzierende Bakterium Z ononas r ob . .dis zeichnet

sich durch eine stark ausgeprägte Toleranz gegenüber hochkon-

zentrierten extrazellulären Zuckerlösungen (bis zu 40% w/v)

aus . Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Mechanismen der

Toleranz von Z . mobilis gegenüber konzentrierten Glucose®,
Fructose® und Glucose-/Fructoselösungen zu untersuchen . Dabei

wurden folgende Ergebnisse erzielt®

Wachstumsversuche von Z . mobilis mit konzentrierten Gl co -

seläsungen (2-20 % w/v) zeigten, daA unabhängig von der

Glucesekonzentration des Mediums die spezifische Produkti-

vität qp , die spezifische Glucose-Aufnahmerate q s und die
Ethanolausbeute Yp/s konstant blieben . Steigende Zuckerkon-

zentrationen (2-18 % w/v Glucose bzw . Fructose) im Medium

ergaben eine signifikante Reduktion des Cytoplasmavolumens
von 2,8 il/mg TG (110 mM Zucker) auf 1,6 gl/mg TG (820 mM
Zucker) sowie eine Abnahme der spezifischen Wachstumsrate

und der Zellausbeute Yx/s . Die Bestimmung intrazellulärer
Glucose bzw . Fructose in Abhängigkeit von der Zuckerkonzen-

tration des Mediums ergab bei konstanter Glucose- bzw.

Fructose-Aufnahmerate einen entsprechenden Anstieg intra -
zellulärer Konzentrationen an nichtphosphorylierter Glu-

cose- bzw. Fructose . Oberhalb einer extrazellulären Konzen-

tration von 410 Glucose bzw . 530 Fructose wurden bis

zu 67 mM zellinternes Sorbit ermittelt, obgleich die extra-

zelluläre Sorbitkonzentration maximal 1,3 mM betrug . Legte

man äquimolare Konzentrationen an Glucose und Fructose (je

1®9 % w/v) im Medium vor, trugen außer intrazeilulärer Glu-

cose und Fructose hohe intrazelluläre Sorbitkonzentrationen

(<_ 157 mM) zur osmotischen Stabilisierung der Zelle bei.

2 . Zuckertransport-Messungen ergaben fier Z. mobilis ein nach

dem Prinzip der° erleichterten Diffusion arbeitendes konsti-

tutives Glucose-Transportsystem . Versuche zum Fructose--

trans port zeigten außer Substratsättigung und konstitutivem

Vorkommen die Hemmbarkeit durch Glucose . Die Bestimmungen

der apparenten kinetischen Daten für den Glucose0 (K K :11
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mM ; VMax °220 auttol/min . mg TG) bzw . Fructosetransport (KM:27O

30 mM ; Vmax"90-110 mnol/min amg TG) weisen auf ein mit hoher

Geschwindigkeit arbeitendes, wenig affines Glucose- bzw.
Fructose-Transportsystem hin.

3 . Untersuchungen zum Einfluß von osmotischen Gradienten auf

das Wachstum und Cytoplasmavolumen von Z . mobilis zeigten,

daß Maltose (irrpermeabel) eine signifikante Cytoplasmavolu-

men-Reduktion verursachte, die durch Zusatz von Glucose (57

mOs/kg) zum Testansatz mit Maltose (445 mOs/kg) fast voll-

ständig revertiert werden konnte . Die Verwendung des per-

meablen, aber kaum metabolisierbaren 84~ers7 ~s~~a .~-o~e °~i~a~

unabhängig von den extrazellulären Xylosekonzentrationen

(2-14 % w/v) ein weitgehend konstantes Cytoplasmavolumen

(2,8 ill/mg TG), wobei der Gradient zwischen extra- und

intrazellulärer Xylose 1,2 betrug .
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