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1. Esﬁ eltung

In dén letzten Jahren nahm das Interesse an der Gewinnung von
Ethanol aus nachwachsenden Rohstoffen zu. Zur Gewinnung von
BEthanol aus stirke- und =zuckerhaltigen Rohstoffen wurden leis-
tungsfdhige wund kontinuierliche Fermentationsverfahren mit
hoher Alkoholausbeute entwickelt (Rogers et al. 1382). Dabedl
gewinnt die Ethanol-Fermentation mit dem gram- Bakterium Zymo-
monas mobilis gegeniliber dem traditionellen Verfahren der Hefe-
gérung zunehmend an Bedeutung (Rogers et al. 1982Z; Eveleigh et
-al. 1983; Baratti und Bu'Lock 1986; Buchholz et al. 1987;: Law-
ford 1988; Viikari 1988; Bringer-Meyer und Sahm 1988).

Zymomonas mobilis wurde von Barker und Hillier (1912) be-
gchrieben und von Lindner (1928) in Reinkultur isoliert. Er
zeligte, daf das Bakterium an der Vergirung von Pflanzensiften
zu alkoholischen Getr#nken 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;: BRarnell et al. 19290). Wiah~
rend Hefen Monosaccharide iiber den Emden-Meyerhof-Weg metabo-
lisieren, setzt Z. mobilis die Substrate unter anaercben
Bedingungen i#ber den Entner-Doudcoroff-Weg zu Pvruvat mittels
Pyruvatdecarboxylase und Alkocholdehydrogenase zu &guimolaren
Mengen an Bthanol und (05 um (Kluyver und Hoppenbrouwsers 1931;
Schreder et al. 1%34; Gibbs und De Moss 1951, 1854: Mc Gill
und Dawes 1971; Bringer-Meyer et al. 19%86). Die Ener-
gieausbeute des Stoffwechsels ist mit 1 Mcl ATP pro Mol umge-
setzter Glucose gering (Montenecourt 1985). Im Vergleich zur
Heie'SESChagamyces cerevisias weist die Ethanolproduktion mi

Z. mobilis folgende Vorteile auf: die spezifische Ethanclbil-
'dungsrate ist mit 5,4 g/g/h ca. 6§ mal hoher (Lee et al., 1879;

Rogers et al. 13?3}5 die Ethanolausbeute ist um 5 % hiher als
i der Hefe, da weniger Glucese in ”Zellmaterial_'gmgesetzt_




Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterien zeichnet sich 4. mo-
bilis durch eine hohe Ethanol-Toleranz (bis zu 13 % (w/v))
(Rogers et al. 1982) und eine stark ausgeprigte Zuckertoleranz
mit bis zu 40 % (w/v) Glucose aus (Swings und De Ley 1977;
Kluyver und Hoppenbrouwers 1931). Filix 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 {iber den
Mechanismus der aufergewbhnlich hohen Zuckertoleranz bekannt.

Der physiologische Stref, dem die gzuckertoleranten und halo-
philen QOrganismen ausgesetzt sind, ist durch die geringe Ver-
fiighbarkeit von freiem Wasser bedingt. Der wvon Scott (1957)
eingefiihrte Begriff dexr Wasseraktivitdt (a,) beschreibt den
Effekt verschiedener, geldster Stoffe auf das Wachstum von Or-
ganismen. Die Wasseraktivitdt ist demnach ein Maf fiir die Kon-
zentration an freiem Wasser in einer LOsung im Vergleich zu
reinem Wasser und entspricht dem relativen Dampfdruck (p/po)
iiber der L8sung.

Bs gilt folgende Beziehungs

éh

Pn Tig + n2

p: hydrostatischer Druck Medium
Dot hydrostatischer Druck Wasser
n4: Molenbruch Wasser

nys Molenbruch geldster Stoff

Als physikochemischer Parameter ist die Wasseraktivit8t nicht
zur Beschreibung eines gesamten biclogischen Systems gesignet.
_Neben. der Wasseraktivitdt werden auch andere Parameter, wie
z.B. Osmolalitdt und. osmotischer Druck benutzt, um die Verifiig-
barkeit von freiem Wasser in der Umgebung eines Mikroorganis-
- .mus zu. bestimmen (Jones 1987; Jones und Greenfield 1986). Fir
Systeme, bei denen aus Zuckern Alkohol gebildet wird, stellt
 die Osmolalitit eine sensible Variable dar, bei der scolut-spe-

zifische Abweichungen vom Idealverhalten nach Raoult (z.B.
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durch Zucker oder Alkohol) hinsichtlich der Gesamtosmolalitdt
besonders deutlich werden (Jones und Greenfield 1986). Wird
die Osmolalitidt des Mediums durch Zusatz von Scluten stark er-
héht, reduziert sich die Konzentration an freiem, =zur Verfilig-
ung stehendem Wasser (Zimmermann 1978) und damit einhergehend
auch oft die Wachstumsgeschwindigkeit von Hikroorganismen
(Anand und Brown 1968; Comnverti et al. 1985; Walter et al.
1987). Von Bedeutung ist dabei, ob das eingesetzte Solut die
Zellmembran zu passieren vermag oder fir diese impermeabel
ist. Ist Letzteres der Fall, liegt ilber der Zellmembran ein
erhfhter osmotischer Druck vor, so daffi dem Cytoplasma Wasser
entzogen wird. Infolge des Wasserverlusts erniedrigt sich der
Turgor in der Zelle, was 2zu Membranschiddigungen (FPlasmolyse)
fiihren kann (Mitchell und Moyle 1956; Cram 1976). Wenn das So-
lut £fir die Cytoplasmamembran permeabel ist, liegt in Bezug
auf die Hemmung des Zellwachstums ein anderer Mechanismus vor.
Aufgrund hoher extrazelluldrer Ronzentrationen des permeablen
Soluts kommt es zu einem Einstrom des Soluts in die Zelle,
verbunden mit einer geringeren Verfiigbarkeit an freiem Wasser
im Cytoplasma (Cram 1976; Zimmermann 1978). Dadurch konnen
makromolekulare Zellkomponenten, die fiir die Aufrechterhaltung
ihrer Tertidrstruktur Wasser bendtigen, ihre Konformation ver-
dndern (Low 1985; Brown 1976). Die reduzierte Konzentration an
freiem Wasser in der Zelle hat auch zur Folge, dafl die Ronzen-
trationen der in der Zelle bereits vorhandenen anorganischen
Tonen und anderer Solute stark ansteigen, wodurch die physio-
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logischen Funktionen der Zelle beesintrdchtigt wexrden
Der durch die hohen Konzentrationen an gelSsten Stoffen (z.B.
Zucker, Salze) bedingte Verlust an freiem Wasser liegt der

Konservierung von Lebensmitteln zugrunde (Duckworth 1575).

Viele HMikroorganismen begegnen der reduzierten Verfiigbarkeit
von freiem Wasser in dexr Zelle mit Hilfe osmoregulatorischer
- Mechanismen. Unter Osmoregulation versteht man die Aufrechter-
“haltung des Zellturgors und Zellvolumens innerhalb der fiir das
Wachstum und die Vermehrung von Mikroorganismen erforderlichen
- Grenzen (Brown et al. 1986). Eine Strategie zur Adaptation an
'Tﬁiedrige Wasseraktivitdt ist die selektive intrazelluldre Syn-
these und Akkumulation von Soluten, die zur zelluldren Physio-

. t1ﬂ'16\ o o
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steht man unter kompatiblen Soluten gel&ste Substanzen, die
fiir die Aufrechterhaltung eines osmotischen Gleichgewichts
verantwortlich sind und die physiologischen Reaktionen des
Organismus nicht oder nur geringfligig beeintrdchtigen. Dariiber

hinaus tragen viele kompatiblen Sclute (z.B. Polyocle) zum
Schutz und =zur Erhaltung der Hydrathiille 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 gehdren
Zucker und Zuckerderivate, Polyole (Tab. 1.1 wund 1.2),

Aminosduren und Methylamine.

Tab. 1.1: Zusammenstellung der wichtigsten kompatiblen Solute
aus dem Bereich der Polyole

Glycerin Debaryomyces hansenii Jovall et al. (1990)
- André et al. (1988)
Gustafsson (1979)
Hobre und Da Costa (1985b)
Adler und Gustafsson {1980)
Larsson et alt. (1990)
Saccharomyces cerevisiae Reed et al. (1987)
Zvgosaccharomyces rouxii Onishi und Shiromaru (1984)
van Zyl und Prior (1990)
Reed et al. (1087)
Yagi {1988)

Dunaliella tertiolecta Goyal (1980}
D. salina Bental et al. (1988)
Aspergillus niger Zidan und Abdel-Mallek (1987)

A. ochraceus
A. tamarii
Arabit Z. rouxii van Zyl und Prior (1990)
Deparyomyces hansenii Adler und Gustafsson {1980)
Nobre und Da Costa (1985a,h)
Larsson et al. (1990)

Sorbit/Prolin  Stichococcus bacillaris Brown und Hellebust {1978}
S. chloranthus Brown und Hellebust (1980)

. . - Klebsormidium chloranthus

Sorbit Pseudomonas fluorescens Prior et al. (1987)

qannit Chrysosporium fastidium tuard (1982a)

: Debaryomyces hansenii Nobre und Da Costa (1985a)

Mannit/Erythrit Penicillium chrysogenum

.I#{4éxterngangeboten'und intrazelluldr akkumuliert




Tab. 1.2:

Zusammenstellung der wichtigsten kompatiblen Solute
aus dem Bereich der Zucker und Zuckerderivate

Trehalese E. coli Larsen et al. (1087}
Oscillatoria 08, 23 Stal und Reed (1987)
Calothrix 48a
D. hansenii Jovall et al. (1990)
Ectothiorfodospira Galinski und Herzog (1990)
halochloris

Saccharose Anabena ambigua Mackay et al. (1984)
A. azoliae
Calothrix Reed et al. (1984b)
Gloeothece
Hostoc/ Anabena Stal und Reed (1987}

Oscillatoria 61

Glucosylglycerin Synechocystis

Arabinose
Glucose

Synechococcus
Dermacarpa

Myxosarcina
Microcystis firma
Gloeocapsa 63

Spirulina 85

LPP (Lyngbya, Plectonems,
Phormidium

D. hansenii
Penicillium chrysogenum
Gloeothece

Scytonema

S. cerevisiae

Glucose/Fructose Calothrix

LPP-Gruppe B

P. digitatum

P, Janczewskii
Eurotium chevalieri
Xeromyces bisporus
Wallemia sebi

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 und Edgley (1980)
Mackay et al. 1984}

Hocking und Horton (19083}

NoEae mleen el wwad

Polvole als kompatible Solute wexrden hdufig von halophilen Al-
gen, osmophilen und =xerotoleranten Pilzen gebildet (Brown
1978: Ben Amotz und Avron 1973:; Jennings 1984; Hocking und
Norton 1983; Hocking 1986). Typische Organismen mit Amino-
sdure- und Methvlamin-Akkumulation findet man vorwiegend unter
den Eubakterien, Protozoen und Pflanzen (Yancey et al. 1982}.

Eine Alternative zur intrazellul8ren Synthese kompatibler So-
‘lute ist der Transport von Scluten ans dem Medium in die Zelle
(Cram 1976:; Imhoff 1986; Csonka 1989). Beispielsweise trans-
'portiert die xeroctolerante Hefe Saccharcmyces rouxii{ bei ge-

. ringer Wasseraktivitdt Glycerin aus dem HMNedium in die Zelle

i




(Brown 1978; Edgley und Brown 1978). Fiir Debaryomyces hansenii
wird ein aktives Glycerin-Transportsystem beschrieben, das ge-
gen einen 5000 fachen Konzentrationgradienten Glycerin trans-
portiert. Unter osmotischem Stress bedingt durch Erhdhung der
Solut-Konzentration ist die Glycerin-Transportkapazitidt er-
héht, wdhrend der K,-Wert fiir Glycerin (1 mM) konstant bleibt

(Adler et al. 1985).

Die regulatorischen Mechanismen bei der Adaptation an niedrige
Wasseraktivitdt wurden insbesondere bei FEscherichia coli und
Salmonella typhimurium untersucht (Le Rudelier 1582; Strdm et
al. 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-Uberproduktion zu-
riickzufithren waren. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dafB
E. coli-Stdmme aus Cholin, das dem Medium entstammte, Glycin-
Betain synthetisieren (Landfald und Stxém 1986). Wegen des
Fehlens der £fiir 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
grofer Bedeutung fiir das Uberleben unter osmotischem Stref
(Perroud und Le Rudelier 1985; Cairney et al. 1985a; Fougére
und Le Rudelier 1990; Pocard et al. 1989; Moore et al. 1987:
Hutkins et al. 1987). Durch die Aufnahme von Glycin-Betain
wurde zwischen intra- und extrazellulirem Raum ein osmotischer
Ausgleich ermdglicht. 2Zweil verschiedene Glycin-Betain-Auf-

nahmesysteme wurden bel &, c¢oli und §. iyphimurium identifi-
ziert. Im Gegensatz zu dem gering affinen proP-System ist proU
ein spezifisches Transportsystem mit einer Affinitdt von 1 uM
fiir Glycin-Betain, was fiir E, coli und §. typhimurium zu-
trifft. Das von dem proU Locus kodierte periplasmatische Bin-
dungsprotein wurde von May et al. (1986}, Higgins et al.
{19287} und Barron et al. (15%87) charakterisiert. Die Trans-
kription des prolU-Locus ist stark reguliert, denn die Gene
werden nur exprimiert, wenn sich die Zellen in einem Medium
mit hoher Osmolaritdt befinden. (Cairney et al. 1985b; Dunlap
-und: Csonka  1985;: Gowrishankar 1985). Der Hechanismus f£ir die

“Kontrolle der Osmoregulation auf der Ebene der Genexpression

~ist noch weitgehend unklar.




Das Vorhandensein hoher Xonzentrationen an Soluten im Cyto-
plasma fiihrt dennoch auch bei adaptierten Organismen dazu, daf
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 fiir die Malat-Dehydrogenase von Ectothior-
hodospira halochloris, welche durch NaCl in physiologischen
Konzentrationen (1,2 M) nur noch 40 % der Enzymaktivitidt im
Vergleich zur Kontrolle ohne Salz besitzt (Galinski 1886), wie
auch fiir die NADH-Oxidase von Saccharomyces cerevisiae, die
durch eine 36 %ige (w/v) Glucoseldsung stark gehemmt wird
(Browm 19738).

Als Mechanismus zur Adaptation von Organismen an geringe Was-
seraktivitdt werden auch Verdnderungen in der Zusammensetzung
der Phospholipid-Membran diskutiert, die einerseits zu Ande-
rungen der Permeabilitdtseigenschaften und andererseits zur
Stabilisierung der Zellmembranen fithren kénnen. Die Regulation
der Membran-Permeabilitdt kann inscfern von Bedeutung sein,
als die Solute, fiir deren Synthese bzw. Transport Stoffwech-
selenergie aufgsbracht werden mufte, nicht die Cytoplasmamem-
bran passieren und an.das Medium verloren gehen sollten. Der
Einflupf der Wasseraktivitdt auf die Fettsdure-Zusammensetzung
biologischer Hembranen wurde von Wasseff (1977) bei Blakelea
trispora untersucht. Das Verhdltnis unges#dttigter zu gesittig-
ten Fettsduren nahm mit Erhdhung der Zuckerkonzentration zu.
Untersuchungen von Brown und Johnson (13570) bei §. cerevisiae
ergaben dagegen eine Abnahme des Anteils ungesittigter Fett-
sduren bel Steigerung der Zuckerkonzentration. In vitro Expe-
rimente an Zellysaten und Zellmembranen wvon Vibrio costicola
zeigen einen Anstieg der Phosphatidylethanolamin- und Phospha-
tidylglycerin-Syntheserate, wenn der osmotische Druck des HMe-
diums durch Zugabe von Saccharose erh&ht wird (Adams et al.
1987; Russell 1989; Russell et al. 1986). HAhnlich wie bei
zahlreichen Mikroorganismen durch Einfiufl von Salzen und Koh-
n r im Phospholipid- bzw. Fettsiure-Mu-
ter festgestellt wurden, konnte auch bei Z. mobilis durch Er-
.":Ihéhung der Glucosekonzentration des Mediums (bis zu 1,11 M)
_' ein Anstieg des Cardiolipin- und Phosphatidyicholin- bzw. eine
Reduktion des Phosphatidylethanolamin- und Phosphatidylglyce-

o
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rin-Anteils am QGesamt-Phospholipid~Gehalt becbachtet werden.
Damit einhergehend stieg der Anteil der cis-Vaccensdure zu

Lasten der Palmitin- und Palmitoleinsfiure leicht an (Carey und

Ingram 1983).

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Mechanismen der To-
leranz von Z. mobilis gegeniiber konzentrierten Glucose-, Fruc-
tose- bzw. Glucose=/Fructoseldsungen zu untersuchen. Dazu wur-
de die Abh#dngigkeit von Wachstums- und Girungsparametern und
intrazelluldren Metabolitkonzentrationen von der Zuckerkonzen-
tration des Mediums untersucht. Durch Untersuchungen zum Zuc-
kertransport war zu kldren, inwieweit ein Zusammenhang zwi-
schen dem Zuckertransportsystem und den intrazelluldr vorhan-
denen Metabolitkonzentrationen besteht. In einem letzten Teil
sollten osmoregulatorische Aspekte mit Hilfe transportabler
und nicht-transportabler Zucker gezeigt werden.




2. NMaterial und Methoden

2.7 Chemikailen

Auffer den hier aufgefiihrten Chemikalien wurden alle anderen

Chemikalien in analysenreiner Qualitdt von der Firma Merck AG,

Darmstadt, bezogen.

Aldrich-Chemie-Gesellschaft, Steinheim
Silikon&l (d = 1.050)

Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Bravnschweig
Dw{U=14C]nFructose

Dw[UaIQC]—Glucose

Inuline[ -carbonsdure
[U-l4cj-Maltose
[U-1%Cy-maurin

3

Hy0

p-[U-14C]-Xylose

[ T

Boehringer GmbH,. Mannhelim

Aldehyd-Dehydrogenase {(aus Hefe) EC 1.2.1.5
Alkohol-Dehydrogenase (aus Hefe) EC 1.1.1.1
Fructose-b6~phosphat, Dinatriumsalsz
p-Fructosidase (aus Hefe) EC 3.2.1.26
Gluconat~Kinase (aus Escherichia coli) EC 2.7.1.12
Glucose-Oxidase (aus Aspergillus niger) BC 1.1.3.4
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (aus Leuconcstoc)
EC 1.1.1.4
Glucose-~6-phosphat, Dinatriumsalsz
(¥-Glucosidase (aus Hefe) EC 3.2.1.20
Glycercokinase (aus Candida mycoderma) EC 2.7.1.30
Hexokinase (aus Hefe) EC 2.7.1.1
" Lactat-Dehydrogenase (aus Kaninchenmuskel) EC 2.7.1.40
BmNicotinamid=adenin—dinuc1eotid, Dinatriumsalz
p=Nicotinamid-adenin-dinuclectidphosphat, Dinatriumsalz

3
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6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (aus Heie)
Phosphoglucose~Isomerase (aus Hefe)
Pyruvatkinase (aus Kaninchenmuskel)
Sorbit-Dehydrogenase (aus Schafsleber)

Difco Taboratories, Detroit, Michigan [(TISA)

Bacto-Agax
"Hefeextrakt

Du Pont de Nemours, Dreieich
D={U6145}mFructose

Fluka AG, Buchs (Schweiz)

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
ivlose

Pharmacia-IKB Fine Chemicals, Uppsala (Schweden)

Sephacryl S-200 HR

Pierce, Oud Beiierland (Niederlande)

Na-Bicinchoninat

Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Silikonsl PN 2006 (d = 1.06)
Baysilon6l PH 300 (d = 1.03)

Sexrva Feinbiochemica GmbH, Helidelberg

2-Desoxy-D~glucose
Glycylglycin
Morpholinoethansulfonsdure (MES)

Sigme GmbH, Minchen
- Dextran
Inulin
. Levan
“'”Ribose'"'
““rriethanolamin

EC 1.1.1.44
EC 5.3.1.9

EC 2.7.1.40
EC 1.1.1.14

il il
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2.2 Organismen

In der vorliegenden Arbeit wurde Zymomonas mobilis ssp.
mobilis ATCC 29181 (2M 6) und Zymomonas mobilis ssp. mobilis
DSM 3126 verwendet (Bringer-Mever et al. 1885).

2.3 Niéhrmedim

Zur Kultivierung von Z. mobilis wurde Vollmedium mit folgender

Zusammensetzung benutzt (Bringer et al. 1984):

Hefeextrakt

KH,PO,

(NHg ) 550,

MgS0,

Glucose und/oder Fructose
(variierend) 10=-250 g
Agua dest. ad 1000 ml

< W
= B e R To R s

3

Oberhalb einer Zuckerkonzentration von 50 g/l wurde der Zucker
getrennt autoklaviert und steril hinzugegeben. Der pH-Wert
wurde vor dem Autcklavieren mit HC1 auf pH 5,0 eingestellt.
Das Medium zur Herstellung von Agarplatten enthielt 2 % (w/v)

-~ -

Glucose als C-Quelle und zusdtzlich 2 % (w/v) Bacto-Agar.
2.4 Kuliurbedingungen

Die Stammhaltung exfoigte in Bellco=R8hrchen (Bellco-Glass
Inc., New Jersey, USA) mit 10 ml Vollmedium (2 % Glucose w/v)
bei Raumtemperatur. Die R&hrchen wurden mit Butylgummi-Stopfen
‘und "Aluminiuvmkappen verschlossen, Im Abstand von 2 Tagen wurde
“Je 1 ml der Stammkultur in 10 ml Vollmedium iiberfiihrt. Die
.ﬁﬁutantezzymomonas mobilis DSM.3126 ﬁurde regelméﬁig auf Agar-
platten mit 2 % (w/v) Fructose als C-Quelle ausgestrichen und
auf ‘Revertanten untersucht. Die Inkubation dexr Platten er-

A
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folgte im Anaerobentopf (Gas-Pak-System, Baltimore Biol.
Labs.) fiir 2-3 Tage bei 30° ¢. Zur weiteren Kontrolle wurde

die Mutante in 10 ml Bellco-R6hrchen mit Glucose bzw. Fructose
als C~Quelle inkubiert und das Wachstum photometrisch
(Spectronic 301, Milton Roy, Inc., Rochester, HN.Y., USA) bei

550 nm wverfolgt.

Fiir die Vorkultur wurden Bellco-RShrchen mit 10 ml Vollmedium
eingesetzt, die mit 1 ml Inckulum der Stammkultur beimpft wur-
den. Nach ca. 7 stiindiger Inkubation bei 30° C wurde die Rul-
tur in 100 ml Vollmedium (5 % w/v Glucose) iberfiihrt. Wegen
der staxrken COsznuwicklung' wurden die GefiEfe zur Entgasung
mit sterilen Einwegfiltern (0,2 um, Schleicher & Schiill,
Dassel) versehen. Die Zellernte erfolgte in der exponentiellen
Wachstumsphase durch Zentrifugation fiir 10 #Hinuten bei 5500 x
g. Das Sediment wurde in sterilem Medium aufgenommen und
diente als Inokulum fiir die Hauptkultur im 2 1 Zweihalskolben
(Glasbliserei Forschungszentrum Jlilich GmbH) bzw. Fermenter.

Die Durchfilhrung wvon 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 Ar-
beitsvolumen. Der Fermenter wurde mit dem Vollmedium in situ
sterilisiert (121° €, 20 min). Nach der Sterilisation wurde
der Fermenter beim Abkiihlen auf 105° C steril an die Be-
gasungsanlage angeschlossen und bei einer Temperatur von 30° 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° C und einer Rithrgeschwindige

keit von 300 Upm.
2.5 Besimmung der Balerlenmasss

b
»
§

_ fDichtgfbeiHSSO'nm'verfogt. Bei einer Extinktion oberhalbk wvon
0,35 ‘wurden die Proben entsprechend mit Wasser verdiinnt, damit
die Proportionalitdt zwischenm Extinktion und Zellkonzentration

~gewdhrleistet blieb.

F I
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Zur Bestimmung des Trockengewichts wurden Schdlchen aus Alumi-
niumfolie 12 Stunden bei 105° € im Trockenschrank getrocknet,
1 Stunde im Exsikkator abgekiihlt und gewogen. 10 ml Zellsus-
pension bekannter ODggy wurden in einer Kiihlzentrifuge (Christ
Minifuge) bei 4° € und 5500 x ¢ 10 Minuten abzentrifugiert,
zweimal mit kaltem aqua bidest. gewaschen und in 1 ml aqgua
bidest. suspendiert. Die mit der Zellsuspension gefiillten
Schédlchen wurden anschliefend wieder, wie oben beschrieben,
getrocknet und ein weiteres Mal gewogen. Dabei ergab sich fiir
eine ODggy 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 Quantiiative Bestimmung von Substraten und Produkien
2.6.1 Bestimmung mittels NPLC

Die quantitative Analyse von Glucose, PFructose, Sorbit und
Ethanol erfolgte durch HPLC (Model L-6200 Intelligent Pump,
Model D=2000 Chromato-Integrator, HModel 655A-40 Auto-Sampler,
Model 655A-52 Column Oven, 655-0568 Degasser, Hitachi, Ltd.
Tokyve, Japan ferck, Darmstadt). Bbensc konn-

wapPan; Vv PR

ten HNebenprodukte der Fermentationen, wie z.B. Acetoin und
Glycerin quantitativ erfaft werden (Viikari 1986). Dihydroxy-
aceton wird im Chromatogramm durch den Ethanolipeak z.T. iiber-
lagert und wurde daher enzymatisch bestimmt. Die Messung der
Kohlenhydrate erfolgte unter folgenden Bedingungen:

Eluent: Aqua bidest. (mit 0,22 pm Milliporefil-
ter filtriert und durch esinen kontinu-

ier
"Fliefgeschwindigkeit: 0,6 ml/min
-Sdules Carbohydrate Column HPX-87C (300 x 7,8

mm), Bio-Rad, Chemical Division,

7
LI — ol I = g Y - -
Richmond, California, USA

i
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Temperatur: 85° C

Detektor: Brechungindex (RI)-Detektor (ERC 7512,
Erma Inc., Ryoto, Japan)
Temperatur: 50° C

Injektionsvolumen: 10 ul

Die Verdiinnung der Proben wurde so gewdhlt, daf die Konzentra-
tion der Zucker bzw. Zuckeralkohole in der Probe 1 - 3 g/l be-
trug. Die Eichung des HPLC-Gerdtes erfolgte mit Zuckerldsun-
gen, deren Einwaage enzymatisch iiberpriift wurde.

Tr
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Abb. Z.1: Auftrennung eines Gemisches von Glucose, Fructose,
Sorbit, Ethanol mit Hilfe der HPLC (Probenkonzen-
tration je 3 g/1; Injektionsvolumen 10 pl; 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 5780 A mit
Flammenionisationsdetektor, Integrator 3390 A, Sampler/Event
Control Module 18400 A, Automatic Sampler 7671 A benutzt.

Analvsenbedingungen (modifiziert nach Finn et al. 1884)

Sdule: Porapak QS; 80-100 mesh, 1/4 inch x 80 cm
(Waters Ass. Inc., Milford, Mass., USA)

Sdulentemperatur: 150° C

Injektortemperatur: 250° C

Detektortemperatur: 250° C

Trégergass Stickstoff
Gasfliuf (Ny)s 30 ml/min
Probevolumen: i ul

Hierbei betrugen die Retentionszeiten:

Acetat: 4,03 min
Ethanol: 0,93 min

Methanol: 0,39 min {interner Standard)

Probe (mit einer Ethanocl- und Acetatkonzentration von je 1
g/l) und interner Standard {Methanol in 0,2 N HCl) wurden im
Verhdltnis 131 gemischt und anschliefend gaschromatographisch
analysiert. Zur Eichung des Gaschromatcgraphen wurden Lisungen
eingesetzt, die Methancl als internen Standard und Ethanol in
unterschiedlichen Xonzentrationen enthielten. Die Bestimmung
des Ethanolgehaltes dieser Eichldsungen wurde enzymatisch mit-

tels Alkoholdehvdrogenase vorgenommen.

A
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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 grofen iberschuf
anderer Zucker zu bestimmen. Dabei erfolgte die Auftrennung
der Kohlenhydrate nach dem Prinzip der Ionenaustauschchromato-
graphie (Waffenschmidt und Jaenicke 1987). Zuckermolekiile bil-
den unter alkalischen Bedingungen mit Kaliumborat anionische
Boratkomplexe, welche mit dem basischen S&ulenmaterial der
Trennsiule in Wechselwirkung treten. Xaliumbcratpuffer stei-
gender Xonzentration bewirken bei alkalischem pH die Abldsung
vom Ionenaustauscher. Durch Zusatz von Cu-Bicinchoninat wird
der eluierte Zuckerboratkomplex bei hcher Temperatur in einen
Farbkomplex iiberfiihrt, dessen Ronzentration im Durchiflufphoto-
meter bei 420 nm gemessen wird. Die Messungen wurden mit dem
Zuckeranalysator Biotronik LC 2000, Fa. Biotronik, Maintal
durchgefiihrt (Schimz et al. 1885).

Analvsenbedingungen:

Vorsdule: Dowex 1 X 4, 200-400 mesh

{(Fa. Biotronik, Maintal); 1 =2 9 cm
Trennsdule: Durrum DA-X-4-20 {Fa. Diocnex,
Weiterstadt); 0,6 x 30 cm
Temperaturs 60° C
Puffer zur Aquilibrierung: 0,1 M XKBO3 pH 8,0 (45 min)
Elution: 0,2 M XKBOy pH 8,15 (60 min)

0,4 M KBOy pH 9,45 (120 min)
Regenerierung:. 10 % (w/v) Tetraborat (45 min)

Nachweisreagensz: : . .Na-Bicinchoninat. 1,0 g
: ' KoCO4 -20¢.5 g
Asparaginsidure i,85 ¢

CusSOy x 5 Hy0 0.5 g

ad 1 1 agua bidest.

|




17

FlieBgeschwindigkeit

Puffer: 60 ml/h

Reagenz: 60 ml/h
Probenvolumen: 200 pl
Probenkonzentration: 4 = 25 nd¥ol Zucker/Probe

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

Fiir die zu analysierenden Zucker ergaben sich folgende Reten-

tionszeiten:
Fructose: 104.,5 min
Glucose: 152,3 min

Maltose: 67,9 min
Xvliose: 126,5 min

2.6.4 Bestimmung mittels enzymatischer Methoden

Glucose wurde zur Bestimmung intrazelluldrer EKonzentrationen

enzymatisch nach Bexrgmeyer et al. (1974a) analysiert.
MePBprinzip:

Hexokinase :
Glucose + ATP > Glucose-b-phosphat + ADP

_ Glucose-~6-P-DH
Glucose-6-phosphat + NADP "~ ~> Gluconat-§6-phosphat.
: : o : + NADPH + wt -

Die Menge an gebildetem NADPH + " ist der Glucosekonzentra-
‘tion &dguimolar. Gemessen wurde die Extinktionszunahme bei 340
‘nm. Die Proben miissen zu “einer Giucosekonzentratlon unterhalb

Tvon 0,5 g/l verdiinnt werden.

L
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Testansatz:

Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration
Puffer 0.5

(0;75 M Triethanolamin 230 puilic!

pH 7,6 mit 10 mM MgSO,) 3,11 mM
NADPT (11,5 mM) 0,05 0,36 mM
ATP (81 mM) 0,05 2,5 mM
Probe 0,05 bis zu 0,18 m¥
Wasser (bidest) 0,95

mischen und nach 3 min Extinktion dexr LOsungen messen (E;)

Reaktion starten durch Zugabe der Enzymmischung

HK/G6P-DH 0,01
(HK: 2 mg/ml 1,7 Uu/ml
G6P-DH: 1 mg/ml) 0,9 U/ml

mischen und nach ca. 15 min Extinktion messen (E5)
Der Leerwert enthielt anstelle der Probe {,05 ml agua bidest.

Glucose-6-phosphat wurde enzymatisch wie die nicht-phosphory-
lierte Verbindung bestimmt. Allerdings wurde anstelle von ATP
und Hexocki iert. Alternativ dazu wurden
die Zuckerpvhosphate nach Hydrolyse mit aikalischer Phosphatase
als Glucose bestimmt. Hierzu wurde ein Probenaliquot mit alka-
ilischer Phosphatase fiir 30 min bei 25°C im Thermoblock inku-
biert. Durch ErhShung der Inkubationstemperatur auf 959C wurde
vorhandenes Protein denaturiert und nach Zentrifugation vom
Uberstand getrennt. Dieser wurde danach auf Glucose analy-
siert. Gleichzeitig in der Probe vorhandene nicht-phosphory-

lierte Zucker wurden dadurch berilicksichtigt, daff aus der Dif-

-ferenz zwischen phosphoryliertem und dephosphoryliertem Zucker
die "in 'der Pzrobe’ vorhandene Zuckerphosphatkonzentrat;on er-

“rechnet ‘werden kann._

FiR|
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Die enzymatische Bestimmung der Fructose erfolgte nach Bernt
und Bergmeyer (13874).
Mefprinzip:

Hexokinase
Pructose + ATP —————> Fructose-§-phosphat + ADP

Phosphoglucose-
Fructose-6-phosphat < > Glucose-6-phosphat
Isomerase

Glucose-6~-phosphat reagiert wiederum wie oben beaschrieben. Fiir
die Messung wurde der Testansatz der Glucose-Bestimmung zu-
grunde gelegt und zusdtzlich nach Messung von E, 0,01 ml
Phosphoglucoseisomerase (2 mg/ml) hinzugefiigt (Endkeonzentra-
tion: 4,3 U/ml). Ist nach ca. 15 min die Reaktion zum 8Still-

stand gekommen, wird die Extinktion (Ej) gemessen.

Die Bestimmung von Fructose-6~Phosphat erfolgte analog der
Messung von Glucose-6-Phosphat.

Nach Bergmeyer et al. (1974b) wurde Sorbit mit Hilfe der
Sorbit-Dehydrogenase gquantitativ bestimmbs

Sorbit-Dehydrogenase
bit + Nap© < > Fructose + NADH + H

Unter Testbedingungen liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf
der Seite von Fructose und NADH + H', Die gebildete HADH + -
Menge ist der Sorbitmenge &quivalent und wurde als Extinkti-

onszunahme bei 340 nm bestimmt.

Testansatz:

Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration
"V;Puffer" '
(0;1 i"i N34P207; ?H 9’5 1;25 87;7 ﬁﬁvi

" NADT (30 m) 0,05 1,6 mM

i
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Probe 0,1 bis zu 0,15 mM

mischen und Extinktionen der L&sungen messen (Eq)

Reaktion starten mit:

1,7 U/ml

o

bl

o
L8]
n

Sorbit-Dehydrogenase
(4 mg/ml)

nach ca. 90 min Extinktionen der L8sungen messen (E,)

Die Gluconsiurskonzentration wurde nach MS8llering und Berg-

meyer (1974) ermittelt.

Mefiprinzip:

Gluconat-Kinase
D-Gluconat + ATP > Gluconat-6-phosphat + ADP

Gluconat-6-P
Gluconat-6-phosphat + wapp™ > Ribulose-5-P +
Dehydrogenase  wanpyg + HY + co,

Die bei der Reaktion gebildete HNADPH + H'-Menge ist der Glu-
consduremenge Hquivalent und wurde im Spektralphotometer bei

340 nm gemessen. In der Kivette sollte die Menge der Glucon-

T P, n o omemd
saure < 0,5 § sein.

Testansatzs
Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration
Puffer
Glycylglycin (0,25 M) 0,5 90,6 mM
MgSO, (17 mi), pH 8,0 6,2 mM
'NADP. (11,5 mM) . - 0,05 0,4 mM
CATP (81 mM) 0,05 2,93 mM
Probe 0,05 bis zu 0,18 mi
Wasser 6,7 Lo
' §-PGDH (2mg/ml) 0,025 4,3 U/ml

FEA]
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mischen und nach 5 min Extinktionen der LSsungen messen (E;)

Reaktion starten mit:

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

nach ca. 30 min Extinktionen der L&sungen messen (Eg)

Der Ethanolgehalt der Richldsung fiir die Gaschromatographie
(2.6.2) wurde enzymatisch mittels Alkohol-Dehydrogenase be-
stimmt (Bernt und Gutman 1974), welche folgende Reaktion kata-

lysiert:

Alkohol-
Ethanol + Nap™ < > Acetaldehyd + NaDH + HT
Dehydrogenase

Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt auf der Seite von
Ethancl. Durch alkalisches Milieu, NAD+mﬁberschuﬁ und Abfangen
des gebildeten Acetaldehvds mit Semicarbazid wurde die Reak-
tion auf die rechte Seite gezogen. Das gebildete NADH + H' war
der Ethanolmenge &quimolar und wurde iiber die Extinktionszu-
nahme bei 340 nm im Spaktralphotometer bestimmt.

Testansatz:

Reagentien Yolumen Endkonzentration
[ml]
Puffer, pH 8,7 1,25
Na,P,04 (75 mM) + 60 M
Semicarbazid-Hydrochlorid (75 mM) + &0 mb{
Glycin (21 mM) 16,8 mM
NAD (16 mM) 0,05 0,5 mM
Probe 0,05 bis zu ¢,17 mi
aqua bidest. 0,50

‘mischen und nach 2 min Extinktion messen (E;)

- ‘Start der Reaktion duxrch:
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Alkohol-Dehydrogenase (30 mg/ml) 0,01 7,7 U/ml

mischen, L&sung in Reagenzglidser {iberfilhren, mit Kugeln ver-
schliefen und 25 min im Wassexrbad bel 37° ¢ inkubieren. Nun

Extinktion messen (Ej5).

Die enzvmatische Bestimmung von Glvecerin erfolgte nach Egg-
stein und Ruhlmann (1974) gemdf folgender Reaktionen:

Glycerockinase
Glycerin + ATP > Glycerin-3-phosphat + ADP

Pyruvat-Kinase
ADP + Phosphoenolpyruvat > ATP + Pyruvat

Lactat-
Pyruvat + NADH + HT > Lactat + Nap’
Dehydrogenase

Die wihrend der Reaktion verbrauchte NADH + H+mMenge ist der
Glycerinmenge dquivalent und wurde iiber die Extinktionsabnahme
bei 340 nm erfaft.

Testansatz:

Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration
Puffer, pH 7,4 0,50
Glycylglycin (0,75 M) + 240 mM
' MgSO0,2+ (10 mi) 3,2 mH
NADH/ATP/PEP-Genmisch 6,08
 NADH ( 8,2 mM) 0,27 mi
ATP (33  mM) 1,06 mM
PEP (46  mM) 1,47 mM
Probe 0,05 bis zu 0,18 mM
Wasser 0,95
Pyruvat-Xinase (3 mg/ml)}/ 0,005 1,9 U/wml

. Lactat-Dehydrogenase (1 mg/ml) i,76
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mischen und nach 3 min Extinktion der LOsung messen (Eq)

Start der Reaktion durch:

Glycerokinase (1 mg/ml) 0,005 0,27 U/ml

nach ca. 5-10 min Extinktion der LOsung messen (E,)

Der enzymatischen Bestimmung von Dihyvdrozyvaceton liegt eben-
falls eine Phosphorylierung durch die Glycerokinase zugrunde
(Wieland und Witt 1974).

Glycerckinase
Dihydroxyaceton + ATP > Dihydroxyacetonphosphat
+ ADP

Da auch Glycerin durch die Glycerokinase phosphoryliert wixd,
kann eine Differenzierung nur durch unterschiedliche Glycero-
kinase-Aktivitdten im Test erfolgen. Soll ausschlieflich Gly-
cerin phosphoryliert wexrden, ist eine geringe Glycerckinase-
Aktivitdt (0,2 U GK/Test) erfordexrlich. Dagegen wird nach Ab-
lauf der Glycerinreaktion durch AktivitdtserhBhung der Glyce-
rokinase (4 U GK/Test) auch Dihydroxyaceton in ca. 4§ min
vollstandig umgesetzt. Das dabel gebildete ADP wird gemdf der

Glycerin-Bestimmung umgesetzt.
Testansatz:

Reagentien Volumen [mi] Endkonzentration

Testansatz wie unter 2.6.4. (Glycerin), anstelle von Glycero-

kinase {1 mg/ml):

Glycerokinase verdiinnt 0,005 0,07 U/ml
(0,25 mg/ml) mit '
(NH4),S0, (2,4 M)

- mischen und nach 10-15 min Extinktion der LOsung messen (E;),

-anschiiefend Zugabe vons
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Glycerokinase konzentriert 0,005 1,4 U/ml
(5 mg/ml)

mischen und nach 40-45 min Extinktionen der Lsungen messen
(E3)

Auch hier ist NADH Mepgréfe, d.h., daf die nach Zugabe der
konzentrierten Glycerokinase verbrauchte NADH + H+mﬁenge der

Dihydroxyacetonmenge &dguivalent ist.

Maltose wurde enzymatisch nach folgenden Reaktionen bestimmt

(Gutman 1974):

(¥-Glucosidase
Maltose + H20 > 2 Glucose

Die gebildete Glucose wird wie unter 2.6.4. aufgefiihrt weiter
umgesetzt. Die dabei gebildete NADPH-Menge ist Mefgrdfe und
der halben Maltosekongentration dguimolax.

Testansatszs

Reagentien Volumen [ml] Endkonzentration
Natriumacetat-Puifexr G,1 6,6 mM

(0,1 M), pH 6,6

Probe .05

(¥-Glucosidase 0,01 1,7 U/ml

Mischen und bei 25° € 20 min inkubieren, dann Zugabe vons:

Triethanolamin-Puffer 0,5 248 itk
(0,73 M), pH 7,6 +

MgS0,; {10 mM) 3,31 mi
Wasser 0,74 :
NADPY (11,5 mM) 0,05 0,38 mM

ATP (81 my) ¢,05 2,7 mM




25

mischen und nach 3 min Extinktion der L&sung messen (E;)

Start der Reaktion durch Zugabe von:

Hexockinase (2 mg/ml)}/ 0,01 i,8 U/ml
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 0,9 U/ml
{1 mg/ml)

mischen und nach 10-15 min Extinktionen der Ldsungen messen

(Eq)

Die Bestimmung der Lactatkonzentration wurde enzymatisch nach
Noll (1974) durchgefiihrt, wobei folgende Reaktionen abliefen:

- L-Lactat- )
L-Lactat + NAD" > Pyruvat + NADH + H'
Dehydrogenase
Glutamat-Pyruvat~
Pyruvat + L-Glutamat > L-Alanin +
Transaminase (-Ketobutyrat

Das Gleichgewicht der Lactat-Reaktion liegt weit auf der Seite
von Lactat. Daher wurde durch Abfangen des Pyruvats mit Hilfe
des Enzyms Glutamat-Pyruvat-Transaminase die Reaktion auf die
Seite von Pyruvat und NADH + 4" verschoben. Das bei der Reak-

tion gebildete NADH + BT wurde bei 340 bestimwt.
Testansatz:
Reagentien Volumen [ml] Endkcnzentration
Puifer 0,5 -
Glycylglyein (0,6 M) + 220 il
Glutamat (0,1 M), pH 10,0 36 mM
NADT (47 mi) 0,1 3,43 mi
Agua bidest, 0,7
Probe 0,05 bis zu 0,14 mM D

GPT {20 mg/ml) GPGl 11;‘7 U/ml .-
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mischen und nach 5 min Extinktionen der LOsungen messen (E,)

Start der Reaktion durch Zugabe von:

L-Lactat-Dehydrogenase 0,01 40,1 U/ml
(10 mg/ml)

mischen und nach 20 min Extinktion der Ldsung messen (E,)

Zur Bestimmung der Gesamtlactatkonzentration wurde szusdtzlich
das Enzym D-Lactat-Dehydrogenase (5 mg/ml) mit 0,025 ml im
Test eingesetzt. Das Enzym katalysiert folgende Reaktion:

D-Lactat-
D-Lactat + NaD' > Pyruvat + NADH + HT
Dehydrogenass

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

formel durchgefithrt:

V x MG

eExdzx v x 1000

vV
\'4
MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substansz
Schichtdicke [cm]

Extinktionskoeffizient von NAD(P)H bei 340 nm
=6;3 [lemmol“lacm”lg

Testvolumen [mi}]

Probevolumen [ml]

]

d
€

Wurde bei der Probenvorbereitung eine Verdiinnung vorgenommen,
mufte das Ergebnis mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor F

multipliziert werden.
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2.6.5 Nachweis von Glucose und Fructose mittels Dinnschicht-

chromatographie

Zur Identifizierung von [Umléc}mGlucose und [leéc]mFructose
aus Perchlorsdure-Extrakten war ein diinnschichtchromatographi-
scher WNachweis von Glucose und Fructose erforderlich. Hierzu
wurden 1 pg dexr Proben und je 10 pl der Referenzldsungen (4
ng) auf eine HPTLC Fertigplatte mit Kieselgel 60 Fyg, (10 x 10
cm, 0,2 mm Schichtdicke; Herck, Darmstadit) auifgetragen. Ent-
wickelt wurde bei voller Kammersdttigung mit einem Laufmittel-
gemisch aus Butanol - Aceton - Wasser (4 : 5 : 1) (Lato et al.
1968). Die Platten wurden dreimal entwickelt und dann eine
Stunde getrocknet. Zum MNachweis von Ketosen sowie (ligosaccha-
riden,; die Ketosen enthalten, wurden die Platten mit Spriihrea-
genz 1 behandelt, 1 min bei 130° C getrocknet, mit Spriihrea-
genz 2 behandelt und nochmals 2-3 min bei 130° ¢ inkubiert.
Reduzierende Zucker wurden nach Behandlung mit Spriihreagenz 3
durch 10 miniitiges Erhitzen auf 130° C sichtbar gemacht.

Spriihreagenz 1: 5 g Harmstoff in 20 ml 2 M HCl +
100 ml S6%iger Ethanol

Sprithreagenz 2: 0,3 ¢ Anthron in 10 ml Eisessig +
10 mi S&%igexr Ethanol +

ml 85%ige Phosphorsiure +

= Gad

ml agua bidest.

C
()
e
[
o)
!
fut
£
f=r:
i
[
<
=
-t

p-Anisidinhydr
Methanol +
Natriuwmdithicnit
mit 1-Butanol

=
&~
o
[y

)

1
ad 100 m

1%

et

Eine gute Trennung von Glucose und Fructose wurde Jjedoch nur
dann erreicht, wenn mit 0,1 N B(OH); imprignierte HPTLC-Plat-
ten eingesetzt wurden {Stahl 1962). Uater diesen Bedingungen
war ein sehr schlechtes Laufverhalten der Perchlorsdure-Ex-
trakte aufgrund der hohen Salzkonzentrationen festzustellen.
~ Dieser Effekt zeigte sich nicht, wenn nicht-imprégnierte Plat-
:ten benutzt wurden. Daher wurde gum Nachweils wvon [U=14C]mFrqu
tose die in den Perchlorsdure-Extrakten enthaltene Glucose en-

zymatisch mit Hilfe der Glucose-Oxidase (50600 U/ml) gquantita-

T

|
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tiv entfernt. Der Extrakt wurde anschliefend auf HPTLC-Platten
aufgetragen. Nach Einsatz von Farbreagentien wurden die ent-
sprechenden Substanzflecken ausgekratzt, abgesaugt und im
Szintillationszihler gemessen. Die Ergebnisse der diinnschicht-
chromatographischen Trennung der Zucker sind in Tabelle 2.1
dargestellt. Erkennbar ist, daf andere, evtl. im Perchlor-
siure-Extrakt wvorhandene Kohlenhydrate (Ribose, Xylose, ZXylu-
lose wu.a.) mit &Shnlichen Rp-Werten wie Fructose durch
Farbreaktionen bzw. anderes Laufverhalten ausgeschlossen wer-

den konnten.

Tab, 2.1: Diinnschichtchromatographische Trennung von Glucose
und Fructose aus Perchlorsdure-Extrakten von Z.

mobilis.

Als Laufmittel wurde ein Butanol-(1l) - Aceton-
Wasser - Gemisch (4 s 5: 1) eingesetzt.

Zucker Rp x 100
HPTLC mit Borsdure ohne Borsdure

ﬁmDuGlucosel 54 60
D-Fructosel 41 57
PCA-Extrakt s.T, 55+
Ribose” 27 §3
Xylose? 36 65
Xylulose2 n.a. 72
Ribulose? n.a. 0
Mannose 33 n.a.

1:  aufgetragene Henge 0,9 ug

2: ‘aufgetragene Menge 12,5 ug

's.T.: schlechte Trennung wegen hoher Salzkonzentrationen im

- Bxtrakt
#-. . Nachweis von Fructose moglich, sofern zuvor Glucose

enzymatisch umgesetzt wurde
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2.7 Bestimmung Intrazeliulérer Metabolitkonzenirationen

2.7.1 Rultivierung von Zellen zur Bestimmung intrazellulirer

Hetabolitkonzentraticonen

Zymomonas mobilis-Zellen wurden in dexr exponentiellen Phase
des Wachstums bei ODggq von 4,5-5 geerntet und im glucose-
freien Medium zu einer ODggqg von 10-11 resuspendiert. 1 ml
dieser Zellsuspension diente als Inokulum fiir 10 ml Vollmedium
(in Bellco-RShrchen) mit Zuckerkonzentrationen von 2-18 %
(w/v). Da bei Z. mobilis die Wachstumsrate mit zunehmender
extrazelluldrer Zuckerkonzentrationen abnahm, konnte durch
Ausnutzung des Temperatur-Effekts erreicht werxrden, daf fiir
alle Ansdtze mit 2-18 % (w/v) Zucker die Schwankungen der
Wachstumsrate nicht mehr als 20 % betrugen. Daher wurden Test-
ansdtze mit 2-12 % (w/v) Zucker bei 20° €, solche mit hohen
Zuckerkonzentrationen (13-18 % w/v) bei 30° C kultiviert. In
Zeitabsténden wurden Proben genommen, um die Glucose-Aufnahme-

rate zu bestimmen.
2.7.2 SilikonSizentrifugation von Z. mobilis-Zellen

Um die Z. mobilis-Zellen rasch aus dem Medium zu entfernen,
wurde die Silikondlzentrifugation durchgefiihrt (Rlingenberg
und Pfaff 18967). Dazu wurden in 400 pl - Mikrotestr&hrchen
(Beckman) 30 ul 20%ige Pexchlorsdure (PCA) gefiillt, 10 s zen-
trifugiert (Microfuge E, Beckman), mit 65 pl Silikon8l iiberla-
gert und erneut 10 s zentrifugiert. Aufgrund der hoéheren
Dichte befand sich die Perchlorsdureldsung zuunterst, dariiber
die Olschicht. bas verwendete Silikondl mufte eine auf das je-
weilige Zuckermedium abgestimmte Dichte aufweisen, um zu ge-
wdhrleisten, daB die Organismen die Olschicht durchdringen
"k8nnen und der tberstand zellfrei war. Als geeignet erwiesen
"sich bei einer Zentrifugationszeit von 30 s folgende Ole:

[t
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Zuckerkonzentration [g/l] Silikondl fiir Zentrifugation
0 - 80 Baysilondl PH 300, d=1,03

8l - 120 Mischung {1 : 1) aus
Baysilondl PH 300, d=1,03
+ S8ilikondl, d=1,05
121 - 150 Silikondl PN 200, d=1,06

Zur intrazelluldren Metabolitbestimmung (Abb. 2.2) wurden je
200 pl Zellsuspensionen bekannter OD auf die vorbereiteten Mi-
krotestrShrchen gegeben und sofort bei 12500 x ¢ in einer
Beckman-Microfuge E mit Horizontalrotor (Beckman Instruments,
Inc., Palo Alto, California, USA) 30 s zentrifugiert. Durch
die Zentrifugation gelangten die Zellen durch die Olschicht
und sedimentierten in der Perchlorsdure-L8sung. Das Sediment
diente der Ermittlung der intrazelluliren Metabolitkonzentra-
tionen, wihrend aus dem Uberstand die extrazelluldren Sub-
strat- und Produktkonzentrationen bestimmt wurden. Zur Aufar-
beitung wurden die Mikrotestrdhrchen an der Grenszschicht Per-
chlorsdure - Silikondl mit Hilfe eines Skalpells durchtrennt
und Perchlorsdureldsung und Zellsediment in ein 0,8 ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefdf zentrifuglert (2 min, 12500 x ¢). Um die
Extraktion zu vervollstdndigen, wurde das Sediment kurzzeitig
aufgewirbelt und 5 min bkeschallt (Ultraschallbad Branson 2200,
Branson Europa B.V., Soest, NL). Durch Zugabe von Z4 pl 5 H
KOH/1 M Triethanclamin LGsung wurden die Extrakte neutrali-

T 1 3 camamn e =

. a2 20 my mecmee < -
18 AGLiUulper-

siert und das in der Rélte (5 4~ () ausgefalle
chlorat durch Zentrifugation (2 min, 12500 x g) abgetrennt. Da
fiir nachfolgende Analysen eine ausreichende Menge zur Ver-
fligung stehen mufte, war es notwendig, pro Ansatz 16 Mikro-

testrdhrchen aufzuarbeiten.

Fiir -~ intrazelluldre Fructosebestimmungen war es auigrund von
Hydrolysereaktionen erforderlich, anstelle wvon 30 ul 20%igerxr
Perchlorsdure lediglich 30 glz5%ige Perchlorsdure in die Mi-
krotestrdhrchen einzufiiilen. Zur Neutralisation der Extrakte

“Wurdejeianuffer;aus“2“HTKOHll;M{Triethanolamin_eingesetzt, N
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Bestimmung intrazellularer Metabolitkonzentrationen

Zellsuspension

1

Bestimmung von Metaboliten Bestimmung des Cytoplasmavolumens

Taurinraum TR

Zallwand
14 o-Taurin

I ] I Cvioplasma
YiOpashi

\J SHO

2

Wasserraum WR

Zelisuspension Zellsuspension

- 8ili 8 2 Siliconot
Silicondl =
Perchlorsiure U Perchiorsdure

!

Zentrifugation Zentrifugation

Oberstand Oberstand

Pellet Pellet

¥
Neuiralisation

5

Neutralisation

Szintillationsmessung

Bestimmung von *H,0
HPLC _ #C -Taurin

“Abb. 2.2: Verlaufsschema zur Bestimmung intrazelluldrer

Metabolite

i
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2.7.3. Bestimmung des Cytoplasmavolumens von Z. mobilis

Zur Bestimmung der intrazelluldren HMetabolitkonzentrationen

wurde das (Cyvtoplasamvolumen iber die Verteilung der Isotope 3y
und 1%c in zellen und Uberstand ermittelt {Rottenberg 187%9).
Bei der Volumenbestimmung (Abb. 2.2) schliefit man aus der Ver-
teilung permeabler und nicht permeabler Substanzen auf das Cy-
toplasmavolumen. Die Suche nach impermeablen Markern ergab,
daf 14C=Taurin, 14c_maltose und l%C-Inulin nicht die Cytoplas-
mamembran von Z. mobilis passieren. Dagegen dringt BHQO sofort
in die Zelle ein. Die daraus resultierende Differenz =zwischen
Wasser- und Taurinraum ist Grundlage <£iir die Berechnung des
Cytoplasmavolumens der Zellen (Rottemberg 1979%9). Wenn nicht
anders vermerkit, wurde bei den Volumenbestimmungen L4comaurin

als impermeabler Marker eingesetzt,

Nach Zugabe von 500 pl Zellsuspension zu einem Testansatz be-

stehend aus

5 ul 146 maurin (1 uCi; 115 pCi/umol)
20 pl 12c-taurin (10 mM)
5 sl SE0 (2 uci)

wurde sorgfdltig gemischt und fiir 2 min bei 25° C im Wasserbad
inkubiert. An die Entnahme von 5 mal je 100 pl aus dem Inkuba-
tionsansatz und Uberfilhrung in Mikrotestréhrchen mit Perchlor-
sdure und 01 schlof sich die Zentrifugation in der Microfuge E
(30 s, 12500 x g) an. 20 ul des Uberstandes wurden fiir die
‘Z&hlung dex 38 und l%c counts im Scintillationszdhler (Liguid
Scintillation Counter Rackbeta 1214, LEXB} in ¢ ml Szintilla-
- tionsfldschen iberfithrt. Um Quenching auszuschliefen, wurden
pro Szintillationsgefdf auffer 4 ml Scintillationsflifigkeit
(Instant Scint. Gel, Packard Instruments Company, Inc., Illi-
" nois, USA) 200 ul agua bidest. pipettiert. Sehr wichtig war
. és, dis Szintillationsgeféﬁe sofort zu verschliefen, da 3H20
‘schnell verdampft. Bei der Aufarbeitung der Hikrotestrdhrchen
;:wurden die R&Shrchen an der Grenzschicht {1 - Perchlorsidure

T
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durchtrennt und die Spitze in ein 1,6 ml Eppendorf-Reaktions-
gefap iiberfiihrt. Nach Zugabe von 750 ul agua bidest. und an-
schliefender Zentrifugation (2 min, 12500 x g) wurde das Pel-
let auf dem Vibrofix aufgewirbelt und der Extrakt filir 5 min im
Ultraschallbad (Branson 2200) behandelt. Dann wurde erneut
zentrifugiert (5 min, 12500 x g) und 650 ul vom Uberstand wur-
den zur Bestimmung der counts im Scintillationsz&hler vermes-
sen. Dabei ist der Taurinraum ein Maf fir den Anteil des Uber-
standes, der bei der Zentrifugation der Zellen durch die 0l1-
schicht mitgerissen wurde und daher bei der Berechnung intra-
zelluldrer Metabolitkonzentrationen beriicksichtigt werden muf.

Ausg der Verteilung von 14C markiertem Taurin und 3H20 in Pel-
let und Uberstand lassen sich unter Beriicksichtigung der ein-
gesetzten Zihlvolumina Wasser- und Taurinraum errechnen, Die
Berechnung der Velumina erfolgte nach folgender Formels

3H,0g.q [Opm] % ZVyg [B1] X Vgegq [H1]
Wasserraums: [ul/Ansatz]

*H,05g [dpm] X ZVgoq [M1]

Hegeq [dpm] % ZVgg [n1]
Taurinraums: [Ll/Ansatz]
Yoyg [dpm] ® ZVgeq [M1]

vé
=<
73]
m
2
~y
T=
[
board

ZVgegs Zéhlvolumen des Pellets (850 pl)
Vgeq ¢ Volumen des aufgearbeiteten Pellets (780 ul)
ZViig ¢ %Z&hlvolumen des Uberstandes (20 pl)

Cvtoplasmavolumen = Wasserraum - Taurinraum (pl/Ansatz)

i
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Wasser- und Taurinraum wurden stets auf das Trockengewicht der
eingesetzten Zellsuspension bezogen, so daff die Werte in pl/mg

TG angegeben wurden.

2.8 Bestimmung der Zuckeriransporiraten

100 ml Zellen einer exponentiell gewachsenen Z. mobilis-Kultur
wurden geerntet. Das Pellet wurde in kaltem 50 m¥M Xalium-Phos-
phat-Puffer pH 6,5 mit 1 mM MgCl, = 6H,0 suspendiert (Di Marco
und Romano 1985), zweimal mit diesem Puffer gewaschen und dann
2u einer ODggy von mindestens 5 resuspendiert. Die Zellsuspen-
sion wurde anschliefend 10 min bei 25° ¢ im Wasserbad zusammen

mit vorbreiteten Mikrotestrdhrchen vorinkubiert.

Zur Messung des Glucosetransports wurden 10 pl einer Stammlé-
sung aus 4o glucose (Endkonzentrations 2-50 mM; 0,2 uCi) vor-
bereitet. Berlicksichtigt man, daf die Substratldsung zum Start
der Reaktion 1 : 11 verdiinnt wurde, ergab sich fiir diese L&-
sung angesichts des geringen Volumens wvon 10 ul eine hohe
Dichte. Die Substratldsung wurde daher vorsichtig in Tropfen-
form oberhalb der Olschicht an der CGefifwand des horizontal
orientierten Testr&hrchens abgelegt, um zu verhindern, dap
eine Vermischung mit der Olschicht eintritt. Bis zu diesem
Zeitpunkt war die Substratlfsung noch nicht mit der Zellsus-
pension in Berilihrung gekommen. Die ILaufschiene mit dem hori-
zontal gelagerten Mikrotestrbhrchen wurde dann in den Horizon-
talrotor der Microfuge E eingefithrt; die Transportmessung
wurde durch Zugabe von 100 ul Zellsuspension bekannter OD ge-
startet, wodurch gleichzeitig die Vermischung mit der Sub-
stratldsung erfolgte. Nach Ablauf der Inkubationszelt (3, 5.
7, 9, 12, 15, 20 und 30 s) erfolgte die Zentrifugation szur
Beendigung der Zuckeraufnshme. Zur Berechnung der Glucose-Auf-
nahmerate wurde der Anteil der aus dem Uberstand bei der Zen-
~trifugation ins Pellet mitgerissenen extrazelluldren l14c.glu-

cose mit Hilfe der Taurinraum-Bestimmung gemessen und bei dexr

Berechnug der  Glucose-Aufnahmerate entsprechend bariick-

-sichtigt.

| AT
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Da sich wie bei allen physikochemischen Vorgdngen der Netflux
aus zwel gegensinnigen Fliissen, dem In- und Efflux zusammen-
setzt, wurden ergdnzend zum Influx Untersuchungen zum BEffiux
von Glucose durchgefithrt. Bei den Efflux-Versuchen wurde das
Volumen des zur Resuspension eingesetzten Vollmediums ochne C-
Quelle so bemessen, daf nach Beimpfung eines 10 ml Rellco-
R8hrchens mit 100 g/l Glucose die ODggpn mindestens 30 betrug.
Nach 5 minilitiger Inkubationsdauer wurde im Eppendorf-Reakti-
onsgefdf die Zellsuspension mit 50 mM Xalium-Phosphat-Puffer
PH 6,5 mit 1 mM MgCl, x 6H50 und 450 mM Maltose verdiinnt. Der
Zusatz von Maltose zur Verdiinnungs-Ldsung diente der Auf-
rechterhaltung der Osmolalit8t des Vollmediume, d.h., daf da-
durch einem osmotischen Schock der Z. mobilis-Z%Zellen beim Ver-
diinnungsvorgang vorgebeugt wurde. Nach Start der Verdiinnung
wurden nach 5, 16, 15, 20, 25 und 30 s Proben (200 upul) aus dem
Inkubationsansatz in vorbereiteten Mikrotestrthrchen abzentri-
fugiert (Microfuge E; 30 s, 12500 x g) und anschliefend aufge-
arbeitet. Zur Bestimmung der intrazelluldren Glucosekonzen-
tration wurde eine Volumenbestimmung durchgefiihrt.

Messungen zum Fructosetransport wurden in Analogle zu den Be-
stimmungen der Glucose-Aufnahmerate durchgefithrt. Lediglich
anstelle des Kalium-Phosphat-Puffers wurde 50 mM MES-Puffer pH
6,0 eingesetzt, da unter diesen Bedingungen bessere Fructose-
Aufnahmeraten erzielt werden konnten als mit Xalium-Phosphat-
Puffer.

Die Aufnahme von Fructose aus dem Vollmedium ist von Bedeu-
tung, weil aus technischen Griinden keine glucosefreie Fructose
zur Verfiigung steht. Um eine Aussage dariiber treffen zu kén-
nen, o©b eine spezifische Akkumulation von Fructose aus dem
Glucose enthaltenden Medium mdglich ist, wurden Z. mobilis-
Zellen im Vollmedium mit 5 % Glucose kultiviert. Zwei Paral-
lelkulturen mit je 135 ml Vollmedium wurden mit 7,5 ml Vorkul-
‘tur einer ODggq von 14 beimpft und zeitparallel 40 ml-Proben
‘entnommen. Einer Xultur wurden 10 uCi 1%C-Fructose zugesetzt.
‘Bei dieser Kultur wurde das entstandene 14C02 durch eine Ver-
'bindung vom Kulturgefif zu einem Auffanggefif mit 3 N KOH ab-
gefangen. Proben der Kultur mit L4¢c_Fructose wurden bis zur
ODgsp = 40 aufkonzentriert und dann der S$ilikondlzentrifuga-

il
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tion unterworien. Die 14C—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 pl/1,2 ml
Extrakt) glucosefrei gemacht und konnten daher auf nicht im-

prignierte HPTLC-Platten auifgetragen werden. Mit Hilfe wvon
Sprithreagentien konnte die Fructose als Substanzileck darge-
stellt werden. Dieser wurde mit einer Pasteur-Pipette abge-
saugt und im Scintillationszdhler ausgezdhlt. Als Xontrclle
fiir das Laufverhalten der Extrakte dienten (nicht) markierte

Glucose und Fructose-Standards.

Ein Aliguot der Probe chne Zusatz von 14C=fractose disnte dex
Bestimmung won ODggq+ intra- und extrazelluldrer Fructosekon-
zentrationen (durch Enzymtest Dbzw. Zuckeranalysator), sowie

der Cytoplasmavolumen-Bestimmung mittels 3HZO und +%c-Taurin.

2.9 Bestimmung der intrazslluléren Osmolalitat

Die Bestimmung der Gesamtosmolalitdt beruhte auf der Messung
der Gefrierpunktserniedrigung wiPrigey LOsungen. Dabel wurde
die Probeldsung (50 pl) am Mefgefdfhalter in das Peltier-Kiihl-
system eines Gefrierpunkt-Osmometers (Osmomat 030, Gonotec
GmbH, Berlin)} abgesenkt, wo sie auf eine Temperatur von -6,9°
C abkiihlte. Unterhalb des Gefrierpunktes wurde die Kristalli-
sation automatisch eingeleitet. Dies erfolgte durch Impfen der
Losung mit Eiskristallen, die infolge kondensierter Luftfeuch-
tigkeit an einer Edelstahlnadel eines zweiten Kihlsystems haf-
teten. Diese Nadel tauchte kurzzeitig in die unterkithlte Pro-
beldsung. Danach stieg die Temperatur bis auf die Rristallisa-
tionstemperatur an, die mit einer Aufldsung von 1,858 x 107

9C gemessen wurde und als ﬁeﬁwert filr osmolale Konzentraticnen
angegeben wird. Die Zweipunkteichung des Gerdts erfclgte mit

Wasser und einer NaCl-Ldsung mit 300 mOs/kg H,0 bzw. 9,4484 g
NaCl/kg H20 (Fa. Gonotec, Berlin).

Zur Messung der Osmolalit&t wurden Z. mobilis-Zellen, wie un-
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ter 2.4 aufgefilihrt, kultiviert und geerntet. Nach 2 maligem
Waschen der Zellen mit 5 mM KCl-Ldsung wurden diese resuspen-
diert, wobei die ODggy 100-300 betrug. 25 ul dieser stark auf-
konzentrierten Zellsuspension wurden =zusammen nit weiteren 25
ul agua bidest. bzw. 5 mM KC1 (Kontrollen) oder einer 1 %igen
CTAB~LOsung (Cetvltrimethylammoniumbromid) in ein 0,8 ml Ep-
pendorf-Gefdf3 {iberfithrt und 5 min inkubiert. Anschliefend
wurde die Osmolalitdt der Proben bestimmt. 2Zur Uberpriifung der
Permeabilisierung wurde die Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) nach Algar und Scopes (1985) be-
stimmt. Dieses intrazelluldre Enzym kann nur in aufgeschlosse-
nen oder permeabilisierten Zellen gemessen werden. Die Zell-
membran intakter Z. mobilis-Zellen ist fiir das im Testansatz

vorhandene NADH impermeabel.

2.10 Isolierung und Reinigung eines Fructose-Pelymers

Untersuchungen zum Sdureeinfluf auf die intrazelluldren Fruc-
tosekonzentrationen lieferten Hinweise auf das Vorhandensein
eines Fructose-Polymers in Z. mobilis. Um die Bedeutung der
u.a. bel Glucose-Fermentationen gemessenen intrazelluldren
FPructosekonzentrationen bestimmen zu kbnnen, wurde das Fruc-
tose-Polymer aus Z. mobilis iscliert und gereingt {Barrow et
al. 1984c). 1 1 Z. mobilis-Zellien wurden im Vollmedium mit 5%
{(w/v) Glucose kultiviert und geerntet. Die in wenigen ml Voll-
medium ohne Glucose resuspendierten Zellen wurden dann in dex
Z-Presse aufgeschlossen. Beim Zellaufschluff mittels X-Presse
wurden 5 ml Zellsuspension in eine vorgekilhlte X-Presse (AB
Biox, Nacka, Schweden) gefiillt, bei -20°C fir 1 h gelagert und
umgehend mit einer Hydraulik-Presse 4 mal durch eine 0,8 mm
grofe Offnung gedriickt. Der so erhaltene Rohextrakt wurde an-
schiiefend zentrifugiert (30 min, 40000 x g). Nach erfolgter
Zentrifugation (30 min, 40000 x g) wurde das Fructose-Polymer
*éus dem Sediment mit 5%iger Perchlorsdure unter stdndigem Riih-
‘ren (3 h} extrahiert. An die Neutralisation des Extrakts mit 2

>

‘M KOH schlop sich ein weiterer Zentrifugatiomsschritt an (10
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min, 5000 x g), um ausgefallenes Kaliumperchlorat zu entfer-
nen. %ur Reinigung des Fructose-Polymers wurde der neutrali-
sierte Extrakt 72 Stunden gegen Wasser dialysiert. Der quanti-
tative Nachweis des Polymers erfolgte durch Differenzmessung
der Monomerenkonzentration vor und nach erfolgter Hydrolyse
deg Polyvmers mit 230 $%iger Perchlorsiure. Die Neutralisation
des gereinigten Extrakts wurde mit 5 M KOH vorgenommen; die
enzymatische Bestimmung der Fructose anschlieBend durchge-
fihrt. Das Molekulargewicht wurde durch Celfiltration mit
Sephacryl S§-200 exmittelt (Sdule: 16 x 675 mnm). Eluiert wurde
mit 0,2 ¥ Xaliumphosphat-Puffer pH 6,8 bei einer Durchflufrate

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

3.1 Toleranz von Zymomonas mobiiis gegeniiber hohen Zucker-
konzenirationen

3.1.1 Einfluf uwnterschiedlicher Glucosskonzentrationen im

Medivom auf intrazeliulire Metasbolitkonzentrationen

Im Gegensatz =zu vielen anderen Bakterien kann Zymomonas
mobilis in MHedien mit hohen Glucosekonzentrationen wachsen
(Swings und De Ley 1979). Da bislang nur wenige Erkenntnisse
iilber die Zuckertoleranz von Z. mobilis vorliegen, wurde dex
Einfluf wverschiedener Glucosekonzentrationen auf die spezifi-
sche Wachstumsrate W, die spezifische Glucose-Aufnahwerate dgr
die spezifische Produktivitit Up e die Ethanol- und die Zell-
ausbeute ermittelt. Dazu wuxrden Batch-Fermentationsn mit Glu-
cose als einziger C-Quelle durchgefiihrt, wobei die Glucosekon-
zentrationen zwischen 20 und 200 g/l betrugen. Es konnte ge-

zeigt werden (Tab. 3.1), dap bei
konzentrationen im Medium die spezifische Glucose-Aufnahme-
rate, die spezifische Produktivitdt und die Ethanclausbeute
weitgehend konstant blieben. Offenbar wurden durch die hohen
Glucosekonzentrationen die Glucose-Aufnahmerate (7,7 g/g/h)
und der Katabolismus von Glucose nicht beeinfliufit, was sich in
konstanten Werten fiir die spezifische Ethanol-Produktivitdt
_(3 9 g/g/h) und Ethanolausbeute (0,49 g/g) widersplegelte.
Demgegeniiber zeigt Tabelle 3.1, daf bei 'steigender :ﬁnfangs—
'Glucosexonzentration im Medium die saezmzlscne Wachstumsrate u

'und dle Zellausbeute deut11ch abnahmen.

I
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Tab. 3.1: Fermentations-Parameter von Z. mobilis Batch-
Kulturen in Abh3ngigkeit von verschiedenen Glucose-

konzentrationen des HMediums.

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

Glucosekonzen-
tration [g/1] 20 50 100 150 200

Osmolalitdt des
Mediums [0s/kg] 0,225 0,405 0,737 1,121 1,559

Spez. Wachstums-
rate p [h™1] 0,462 0,347 0,276 0,267 0,168

Spez. Bthanol-
Produktivitdt dp 3,74 4,31 3,63 3,71 3;%91

[g/g/h]

Spez. Glucose-

Aufnahmerate gg 7,40 8,13 7,68 7.91 7,56
[g/g/h] '
Ethanol-Ausbheute 0,51 0,48 0,49 G;45 0.50

.Yp/s ig/g]_

Lo}
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Zell-Ausbeute 0,075 0,063

Die Anwachsphasen (lag-Phasen) verldngerten sich mit steigen-
~der Glucosekonzentration (Abb. 3.1). Offensichtlich hemmte die
Osmolalit#t des Mediums von bis zu 1.6 Qs/kg_die Aktivi-

- t&t anaboler Enzyme, da die Geschwindigkeit der Glucose-Ver-

3hghenﬂsm

- wertung unbeeinfluft blieb.
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Dauer der Anwachsphase [h]

12

10

100 150 200
Glucosekonzentration des Mediums [g/l]

Abb. 3.1: Abhingigkeit der Linge der Anwachsphase {lag-Phase)
von der Glucosekonzentration des Mediums

Filr die Konzentrationsbestimmung potentiell verhandener os-
moadaptiver Substanzen mufite =zundchst das Cytoplasmavolumen

™ ™ ] #3 e »
en. Die Bestimmung der Cytoplasmaveclumina e

M

= -+
=L

folgte iiber die Verteilung permeabler und impermeabler Solute.
Als impermeable Marker wurden {Umlécijaurin, [UmiéC]=Haltose
und 514C}wlnulin verwendet. Die Exgebnisse der Raumbestimmung

sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

Aus der Differenz von Wasser- und Merkerraum ergibt sich das
Cytoplasmavolumen (2,9 pul/mg TG). Unterschiede im Cytoplasma-~
volumen resultierten aus dem Verteilungsverhalten der einge-
setzten Marker. Daf fiir Taurin mit 3,1 pl/mg TG (Markerraum)
1im'Vérg;eich_zu den anderen Markern ein hoher Wert erreicht
 wurde; ist sehr wahrscheinlich “darauf zuriickzufiihren,  daf

. zur Cytoplasmamembran gelangen kann. Im Gegensatz dazu i
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Inulin mit einem Molekulargewicht wvon 5175 %t 95 nicht in der
Lage, die #ufiere Membran von Z%. mobilis zu passieren, was zu
einem niedrigeren Wert fiir den Inulinraum fihrt und fiir Be-
rechnungen des Zellvolumens (= Differenz von Wasser- und Mar-
kerraum bei Inulin) genutzt werden kann. Aus der Differenz von
Zellvolumen und Cytoplasmavolumen ergibt sich fiixr Z. mobilis
ein Periplasmavolumen, welches 12,5 % des Z%ellvolumens be-
trdgt. Bei Escherichia coli und Salmonella typhimurium wird
dagegen das Periplasmavolumen mit mindestens 20 % vom Zellvo-

lumen angegeben (Stock et al. 1977).

Tab. 3.2: Raumbestimmung von %Z. mobilis mit Hilfe verschiede-
“ner impermeabler Marker zur Bestimmung des Cytoplas-
. mavolumens. '

“Fiir die Inkubationsansédtze 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 aufgefiihrten Vo-
lumina blieben wihrend der gesamten Inkubationsdauer

0-12 min) konstant. Als permeabler Marker diente
Hy0 (0,4 uCi), als impermeable %%rker {U=1%C}mTaum
rin (0,2 pCi; 115 uCi/pmol), [Us *C]l-Maltose (0,2
uCiz 540 uCi/umol) und Inulin~{14C}-carbonsaure (0,2
uCi; 11,9 pCi/umol).

Impermeable Marker

Taurin Maltose Inulin
Raum Volumen [ul/mg TG]
wasser (°H,0) 5,9 5,8 5,0
Marker (l4c) , , ,
&

Cytoplasma 2,8 2;8 3;2

*fbei Inulin: Wert fiir Zellvolumen

-Bei--konstanter Glucose-Aufnahmerate g wurde das Cytoplasmavo-
~lumen ‘in Abh#&ngigkeit von der Glucosekonzentration des Mediums
‘bestimmt. Hierzu wurden Z. mobilis-Zellen mit 3-18%igen (w/v)
;Glucoselasungen 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 Silikon®lzentrifugation zur Bestimmung des Cytoplasmavolu-

mens unterworfen.

Tab. 3.3: Bestimmung des Cytoplasmavolumens in Abhdngigkeit
von der Glucosekonzentration des Mediums.

Cytoplasmavolumen-Bestimmungen wurdéen mit {U—léc =
Taurin (0,2 uCi; 113 uCi/umol) durchgeflihrt.
Glucosekonzentration Osmolalitédt der Cytoplasmavolumen
des Mediums Glucoseldsung
[l [0s/kg] ful/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 6,803 1,7
805 0,915 1,5

Aug Tabelle 2.3 wird ersichtlich
zeliuldrer Glucosckonzentration und bei konstanter Glucose-
Aufnahmerate g, eine signifikante Abnahme des Cytoplasmavolu-
mens 2zu beobachten war. Vergleichbare Ergebnisse wurden wvon
Van Eck et al. (198%) bei dexr =zuckertoleranten Hefe Hansenula

anomala gemessen.

Zur Berechnung der intrazellul&ren Gesamtosmolalitit sind die
intrazelluldren Konzentrationen von Ionen und nicht-ionischen
niedermolekularen Bestandteilen der Zelle zu beriicksichtigen.
Dazu wurden Messungen zur Bestimmung der intrazelluldren Osmo-
lalitdt vorgenommen. Fiir diese OQOsmolalitdts-Messungen wurden

in RCl-Losung gewaschene Z. mobilis-Zellen aunfkonzentriert und

" 'anschliefend mit Cetyltrimethylammoniumbromid permeabilisiert.

~Als Xontrolle fungierten nichtpermeabilisierte Z. mobilis-

- Zellen. Aus der Differenz der osmotischen Werte von permeabi-

ool
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lisierten und nichtpermeabilisierten Zellen konnte die intra-
zelluldre Osmolalitdt zu 310 mOs/kg ermittelt werden, wobeli Z.
mobilis-%ellen in 5 mM XKCl-Lsung resuspendiert wurden. Die
Werte der intrazelluldren Osmolalitdt stimmten gut mit Daten
von Stock et al. (1%$77) bei §. typhimurium und £. coli iiber-
ein. Demnach betrigt die intrazellulire Osmolaritit bei in

Mineralsalzmedium resuspendierten E. coli und S. typhimurium-
Zellen 300 mOs.

Die intrazelluldren Konzentrationen wvon Glucose und Sorbit
wurden in Abhdngigkeit von der extrazellulBren Glucosckonzen-
tration bestimmt. Die in Abbildung 3.2 dargestellten Exrgeb-
nisse zeigen, daf mit steigender Glucosekonzentration im He-
dium ein starker Anstieg der intrazelluldren Konzentrationen
an nichtphosphorylierter Glucose einherging. Unterhalb einer
extrazelluldren Glucosekonzentration von ca. 120 mM lag die
intrazellul&re Glucosekonzentration unter der Nachweisgrenze
von 0,5 mM. Zymomonas mobilis verfiigt also iiber hohe intrazel-
luldre Glucosekonzentrationen, die parallel =zur Konzentration
der Glucose im Medium ansteigen. Ein Hhnliches Phinomen ist
unter salinen Bedingungen vwvon den Cyancbakterien Glosothece,
Calothrix und Scytonema bekannt (Mackay et al. 1984).

Zusdtzlich wuxrden cberhalb einer extrazelluldren Glucosckon-
zentration von 410 mM Konzentrationen von bis zu 67 mM an in-
trazelluldrem Sorbit gemessen. Allerdings f&llt dem Sorbit un-
ter diesen Bedingungen keine bedeutende Rolle bei der Erklédr-
ung der Zuckertoleranz zu. Die intrazelluldren Sorbitkonzen-
trationen lagen zwar um 1 - 2 Zehnerpotenzen hdher als die des
Mediums, trugen jedoch nur in sehr geringem Ausmaf zum osmoti-
schen Gleichgewicht bei. Bei anderen Organismen, wie =z.B.
Pseudomonas fluorescens (Prior et al. 1987) und Stichococcus
bacillaris (Wegmann 1988), kommt dem Sorbit als osmoadaptiver

Substanz eine wichtige Funktion zu.
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Glucose (ex/in)

Sorbit {in} imi4l Cytoplasmavolumen
 Glucose (in) Imil [ul/mg TG]
800 7

-8

800
15
44

400
48
12

200
-1
0 0

Glucose (ex) [m]

-B- Glucose {in) —— @lucose (ex/1n)
—¥— Oytoplasmavoiumen  —5— Sorbit (in)

Abb. 3.2: Intrazelluldre Konzentrationen an Glucose und Sorbit
.in Abhdngigkeit von der Glucosekonzentration des
Mediums.
Z. mobilis-Z%Zellen wurden in Vollmedium mit unter-
schiedlichen Glucosekonzentrationen (3-18 % (w/v))
kultiviert und bei einex Glucose-Aufnahmerate von
4,3%0,5 g/g/h der Silikon8lzentrifugation unterwor-
fen. Um gleiche Glucose-Aufnahmeraten zu erhalten,

wurden Z. mobilis-Zellen bei 25°C (3-12 % (w/v) Glu-
cogse) bzw. 30°C (15-18 $ (w/v) Glucose) kultiviert.

“.Von %ellen, die bei wverschiedenen Glucosekonzentrationen ge-
wachsen waren, wurden auferdem die intrazelluldren Konzentra-

tionen an Zuckerphosphaten bestimmt. Wihrend in wachsenden
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Zellen die Glucose-§-Phosphat-Konzentration bei 1 mM lag und
nicht von der extrazelluliren Glucosekonzentration abhéngig
war (Tab. 3.4), wurden von Algar und Scopes {(1985) in ruhenden
Zellen bzw. zellfreien Systemen Konzentrationen von bis zu 8
m¥ Glucose-6-Phosphat gemessen. Dabei nahm bei dexr zellfreien
Garung mit sinkender Glucosekonzentration auch die Glucose~f-
Phosphat-Konzentration ab (Algar und Scopes 1985). Vergleicht
man die Glucose-6-Phosphat-Konzentrationen der verschiedenen
Systeme miteinander, so liegen erwartungsgemidf niedrigere Zuc-

kerphosphatkonzentrationen in wachsenden Zellen vor.

Tab. 3.4: Bestimmung intrazellulirer Zuckerphosphatkonzentra-
tionen in Abhdngigkeit von den Rulturbedingungen und
der Glucosckonzentration des Mediums

System Glucose,, Glucose-6-P;

[ 1034 [ ]
Wachsende Zellen 82 i1

183 0,9

276 1,3
Ruhende Zellen” 400 8,0

* nach Algar und Scopes (1985)

Die Fructose-5-Phosphat-Xonzentrationen wachsender Zellen la-
gen im Bereich der Nachweisgrenze (< 0,5 mM). Diese Ergebnisse
zelgen, daf Zuckerphosphate in Z. mobilis unbedeutend fiir das

osmotlsche Gleichgewicht Slﬂd.

N
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3.1.2. Binfluf unterschiedlicher Fructosekonzentrationen
im Mediom auf intrazellulidre Metabolitkonzentrationen

Zur Bestimmung intrazellulirer Fructose- und Sorbitkonzentra-
tionen in Abh#ngigkeit von der Fructosekonzentration des Medi-
ums wurden bei konstanter Fructose-Aufnahmerate gy von 4,9 #
0.6 ¢/g/h Cytoplasamvolumen-Bestimmungen durchgefiihrt. Aus
Abbildung 3.3 ist ersichtlich, daf mit zunehmender Xonzentra-
tion der extrazellul8ren Fructose eine deutliche Abnahme des
Cytoplasmavolumens verbunden war (von 2,8 ul/mg T auf 1,6
ul/mg TG). Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir konzentrierte
Glucoseldsungen erzielt, was darauf schliefen 1dB8t, dapf der
osmotische Druck der Osmotika Glucose und Fructose in Z. mobi-
lis nach demselben Prinzip ausgeglichen wird. Basierend auf
den Daten der Cytoplasmavolumen-Bestimmung wurden die intra-
zelluldren Metabolitkonzentrationen ermittelt (Abb. 3.3). Zhn-
lich wie bei Versuchen mit konzentrierten Glucoseldsungen
konnte gezeigt werden, daff bei Erhdhung der extrazelluldren
Fructosekonzentration oberhalb einer Konzentration von ca. 200
mM auch ein signifikanter Anstieg der intrazelluliren Fructo-
sekonzentrationen zu verzeichnen war. Das Vorkommen intrazel-
lul8rexr Fructosckonzentrationen mit osmoregulatorischer Wir-
kung war bislang von Penicillium digitatum, P, janczewskii,
Eurotivm chevalieri, Xeromyces bisporus und Wallemia sebi be-
kannt (Hocking und Norton 1583), bei denen Hquimoiare Glu-

cose/Fructose-Gemische als Osmotikum eingesetzt wurden.

Erkennbar wurde weiterhin (&bb. 3.3), dap zwischen extra~ und
intrazelluldren Konzentrationen ein Gradient bestand, der bei
steigenden Fructoseckonzentrationen geringer wurde. Es kam je-
doch ‘nicht zu einer Agquilibrierung zwischen extra- und intra-
zellul&ren Fructosekonzentrationen. War bei einer extrazellu-
l&ren Fructosekonzentration wvon 207 mM der Quotient 3,6, so
‘betrug er.1,8 bei einer extrazelluliren Fructosekonzentration
oberhalb 550 md. o _ 5 |
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Fructose {ex/in)
Sorbit {in} ImM] Cyioplasmaveiumen
Fructose {in} jmM] {si/mg TE]
800 6
-8
800
14
400} 1a
12
200+
41
#] O
O 260 400 800 8§00
Frustose {ex) [mM]
&~ Fruciose (in) —&— Fructose (ex/In)
—%— Cyloplasmavolumen  —=— Sorbit (In)
Abb. 3.3: Intrazelluldre Konzentrationen an Fructose und

~.Sorbit in Abh&ngigkeit von der Fructosekonzentration

des Mediums.

Z. mobilis-~Zellen wurden in Vollmedium mit unter-
. schiedlichen Fructosekonzentrationen (3 - 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 Z. mobz._z.zstellen .
bei 25° C {(3-12 § (w/v) Fructose) bzw. 30° C (15 lo
% (w/v) Fructose) kultiviert. —

Auch
‘tration an nichtphosphorylierter Fructose sehr gering. HMittels

,' R, R =3 - b Y Y P er 11 = = ——
DEL el MLLT FIUCiOosSc XLLLAVICSILen Lellenl war

[

.'.,_11_,_1: _____ - - ., [P, T Aol $em Am
alkalischer Phosphatase Xkonnite nachgewiesen werden, dap in den

Extrakten oberhalb der Nachweisgrenze von 0,5 mM nicht Fruc-

R
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tose-6-phosphat, sondern freie, nicht-phosphorylierte Fructose
vorlag. Legt man 31P-NMRmUntersuchungen von Barrow et al.
(1984a) zugrunde, nmuf man von einer intrazelluldren Fructose-
6-phosphat-Konzentration von 0,5 - 0,95 mM ausgehen.

In den Perchlorsdure-Extrakten der aunf Fructose gewachsenen
Zellen konnte Sorbit nachgewiesen werden, wenn die extrazellu-
lére Fructosekonzentration 530 mM iiberstieg (Abb. 3.3). Dem-
nach war das Vorhandensein intrazellul8ren Sorbits an eine

Mindestkonzentration extrazelluldrer Fructose gebunden.

Untersuchungen zur HNebenproduktbildung von 2. mobilis wurden
durchgefiihrt, um deren Bedeutung fiir den osmotischen Ausgleich
zu priifen. Dazu dienten Batch-Fermentationen mit 15 % Glucose
bzw. Fructose als C-Quelle. Im Gegensatz zur Glucose-Fermenta-
tion, bei der die MNebenproduktbildung 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). Aufer
Dihydroxyaceton und Glycerin (Viikari und Gisler 1986) wurde
als weiteres HNebenprodukt der Fructose-Fermentation Mannit be-
schrieben (Viikari und Xorhola 1886). Offenbar handelt es sich
hierbei um eine stamm-spezifische Eigenschaft, die bei 2.
mobilis ATCC 29181 nicht nachgewiesen werden konnte, jadoch

ITT-E-78082 zutrifft.

o

gewicht abschdtzen =zu kénnen, wurden unter Berilicksichtigung
der Cytoplasmavolumina, die bei hohen Fructosekonzentrationen
des Hediums sehr niedrig (bis zu 1,8 ul/mg TG) waren, die in-
trazelluldren Nebenproduktkonzentrationen gemessen. Abbildung
3.4 zeigt, daf bei Batch-Fermentationen mit Fructose als ein-
ziger C-Quelle die intrazelluldren Konzentrationen von Glyce-
rin und Dihydroxyaceton bis zu 35 % oberhalb der extrazelluli-
ren Konzentrationen lagen, demnach also wahrscheinlich nur
langsam Uber die Cytoplasmamembran nach aufen transportiert
werden kénnen. Unter diesen Bedingungen konnten also Nebenpro-
dukte extra- und intrazelluldr nachgewiesen werden, die Bedeu-
tung von Glycerin und Dihvdroxyaceton fiir den osmotischen Aus-

.gleich der Zellen ist jedoch gering.
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"'Abb; 3;4;'Bestimmung extra- und intrazelluldrer Nebenpro-

- dukte bei Fructose-Fermentationen von %. mobilis.

o Z. mobilis wurde im Vollmedium mit 15 % Fructose
kultiviert. Die Fermetationen wurden pH-statisch

im Fermenter durchgefiihrt. Die Cytoplasmavolumen-

Bestimmung erfolgte mittels Silikondlzentri-
fugation.
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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 2. mobilis wurden im Medium
mit je 15 & (w/v) Glucose bzw. Fructose durchge-
fiihrt. Durch Glucose-Metabolisierung entstehendes
C04 wurde anteilm#fig in die C-Bilanz der Produkte
eingerechnet, nicht jedoch der C-Anteil der Bio-

masse.
Substratverbauch
Glucose Fructose
845,44 mM 839,5 mM
Produkte RKonzgentration
[md]
Ethanol 1608,4 15712
Sorbit 2,1 3;9
Glvcerin i,1 24 .9
Dihydroxyvaceton 1,1 58,9
Acetoin i,1 7,8
Acetat 2,5 8.3
Acetaldehyd 2,3 4,5
Lactat 2,2 2,0
Gluconsédure 0,4 20,4
C-Bilanz® (%} 85,1 3.6
~ Biomasse (%) 2,8 2,4
Ethancleausbeute [g/g] 0,48 0,45

”'**chne“Berﬁcksichtigung der Biomasse

1




52

Aus Tabelle 3.5 wird deutlich, daf die Nebenproduktbildung bei
FPructose-Fermentationen viel stédrker als bei Glucose-Fermenta-
tionen ausgeprigt 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 Permentationen gegeniiber, sind nur minimale Unterschiede
erkennbar (95,1 bzw. 93,6 %). Ein vollstdndiger Ausgleich der
C-Bilanz liegt nicht vor, da vermutlich die Acetaldehydkon-
zentration aus meftechnischen Griinden unterbewertet ist. Deut-
lich erkennbar waren Unterschiede in der Biomasseprcduktion,
die bei Fructose-Fermentationen gegeniiber Glucose-Wachstuns-
versuchen deutlich reduziert ist, was in Zusammenhang mit der
Nebenproduktbildung steht (Pawes et al. 1966). Es ist wahr-
scheinlich, daf Dihydroxyaceton zusammen mit Acetaldehyd eine
toxische Wirkung auf das Wachstum von %. mobiliis-Zellen ausiibt
(Viikari und Korhola 1986). Fiir 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 Untersguchung eines Fructose-Polymers

In Perchlorsivre-Extrakten aus Glucose-~Fermentationen fanden
sich unabhé&ngig von den Fermentationsbedingungen konstante
Pructosekonzentrationen von ca. 80 - 100 mM. Dieses Phinomen

wiarde in einer Reihe von Versuchen nidher untersucht.

Um die Organismenspezifitdt =zu untersuchen, wurden Perchlor-
' sdure-Extrakte von Escherichia coli R-12 und Z. mobilis Ver-
“glichen. Wéhrend bei Z. mobilis intrazelluldr 86 mi Fructose
Thachgewiesen wurde, lag bei E. coli K-12 die intrazelluldre

Fructosekonzentration unterhalb der Nachweisgrenze.
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Uber die Verfiigbarbeit der nach Perchlorsdure-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 iiber-
filhrt wurden. In Abhi3ngigkeit von der Inkubationsdauer wurden
Proben =zur intrazelluldren Metabolitbestimmung genommen und
analysiert. Selbst nach 300 min Inkubationsdauer war keine Ab-
nahme der Fructosekonzentration zu verzeichnen, was auf eine
schlechte Vexfiigbarkeit bzw. Metabolisierung schliefen lief.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, daf mehrfaches Waschen
der Zellen nit 50 mM XKaliumphosphat-Puffer pH 6,5 bzw. 0,87
%iger Saline keinen Einfluf auf die Fructosekonzentration der
Perchlorsdure-Extrakte hatte. Da sich Schleimschichten durch
einfaches Waschen entfernen lassen (Duguid 1951), war daher
auszuschliefen, dap die in den Perchlorsiure-Extrakten mefbare
Fructose einer beil 4. mobilis potentiell vorhandenen Schleim-

schicht entstammen kénnte.

Um Hinweise auf den S3ureeinfiul wvon Perchlorsidure auf das
Vorhandensein von Fructose in den Extrakten zu erhalten, wur-
den verschiedene Zellaufschlufverfahren ohne Einsatz starker
Sduren angewandt. Anstelle von 20 %iger Perchlorsdure wurden
X-Presse-Aufschliisse mit anschlisfender Protein-Denaturierung
(Fallung mit 67 %igem Ethanol, Hitze-Denaturierung) durchge-
fiihrt. Den Daten der Tabelle 3.6 ist zu entnehmen, daf ohne
Einflup von starken S&uren (z.B. BEthanol-Extraktion, Hitze-De-
naturierung) die Fructosekonzentrationen des X-Presse-Auf-
schlusses im Vergleich zu den in Perchlors8ure-Extrakten ge-
messenen Werten (85-100 mM) deutlich niedriger waren. Das
gleiche Ergebnis wurde auch bei milder Perchlorsdure-Behand-
lung (5%ig) erreicht. Dagegen wurde bei Anwendung hoher Siure-
konzentrationen (20%ige PCA, 2 N H,80,) der fiix die Pexchlor-
sdure-Extrakte gemessene Wert von 85-100 mM Fructose anndhernd

erreicht.




54

Tab. 3.6: Fructosekonzentrationen nach Zellaufschluf mit der
X-Presse, Zentrifugation und Protein-Denaturierung.

Die Fructosekonzentrationen wurden so bsrechnet,
daf sie mit den Werten der intrazelluldren Metabo-

litbestinmung vergleichbar sind.

Methode Fructosekenzentration
[ ]
Uberstand Sediment

Ethanol (67%ig) 0,6 1,5
Hitze G,4 2,6
PCA (20%ig) 7,3 53,6 — 86,5

( 5%ig) 1,9 4,2
HaSO4 (2 N ) 51,37

* Wert gilt fiir Zellaufschluff ohne anschliefende Zentrifu-

gation bei 48000 ¢
3.1.3.2. Lokalisation und Isolierung des Fructose-Polymers

Wie aus Tabelle 3.6 zur Bestimmung der Fructosekonzentrationen
hervorgeht, ist fiir die nach Zellaufschluf und Protein-Denatu-
rierung ermittelten Fructosekonzentrationen ein SHureeffekt
verantwortlich. Um zu idberpriifen, ob die Fructosekonzentratio-
nen der Zellextrakte auf der Hydrolyse eines Fructose-Polymers
beruhen, wurde versucht, ein solches Polymer zu isclieren.
Dazu wurde nach exfolgtem X-Presse-Aufschluff zentrifugiert
(48000 x g, 30 min), wobei man nach Perchlorsdure-Behandlung
(20 %ig) im proteinfreien Uberstand nur noch sehr geringe
Fructosekonzentration (7,3 md)} wiederfand. :
~.einer Perchlorsdure-Extraktion (20%ig) unterzogen wurde, wur-
den dagegen nahezu giach hbShere Fructosckonzentrationen als

beim. Uberstand erzielt (Tab. 3.6). Es sind also mindestens 85
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% dieser konstitutiv intrazelluldr bei Z. mobilis vorkommenden
Fructose an %Zellmembranen bzw. Zellpartikel gebunden.

Versuche zur Isolierung des Fructose-Polymers ergaben, dafl es
aus Zellen, die ausschlieflich auf Glucose cder Fructose bzw.
Saccharose (ie 5 % w/v) gewachsen waren, extrahiert werden
konnte. Zuxr Aufreinigung des Polymers (Abb. 3.5) wurde nach
erfolgter Neutralisation des Extrakts und anschliefender Zen-
trifugation der Uberstand ausgiebig gegen Wasser dialysiert.
Zur Quantifizierung wurde £iir ein Aliguot des Dialysats eine
Differenzmessung der Fructose-Monomeren vor und nach Behand-

lung mit 20 %iger Perchlors8ure vorgenommen.

X-Press-Aufschluf
Zentrifugation (30 min, 40000 g)

Inkubation des Sediments mit 0,2 Vel 30%igex
BPCa (3h)
]
Neutralisation mit 2 M KOH

i
v

Zentrifuéati@n

!

. . ? -
Dialyse des Ubsrstands gegen Wasser (72 h)

i
¥
Gelfiltration mit Sephacryl 5 200

Abb. 3.5; Schematische Zusammenfassung von der Isolierung und
' - Reinigung des Fructose-Polymers aus Z. mobilis.

. Das. Molekulargewicht wurde durch Gelfiltration mit Sephacryl §

- .y = - . . 2

~on e e : J— o e —_
200 bestimmt. Dazu wurden Dextrins

‘wichts als Molekulargewichtsstandards benutzt. Fir das Fruc-

23
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tose-Polymer wurde ein Molekulargwicht von mindestens 12-14000
ba ermittelt. Diese Ergebnisse, die mit Daten von Barrow et
al. (1984c) iibereinstimmen, zeigen, daf die in Perchlorsdure-
Extrakten von Z. mobilis vorhandene Fructose aus einem sdure-
labilen Fructose-Polymer stammt, das membrangebunden vorliegt

und vermutlich nicht als C-Quelle verwertbar ist.

Versuche von Barrow et al. (1%984c) zur Strukturaufkldrung die-
ses Polymers ergaben, daf es sich um ein £-{(2-6) Fructose-
Polymer handelt, fir das die Struktur (¥-Fructofuranosyl-(Z-1)-

B-fructofuranosyl-{2-6) vorgeschlagen wurde.

3.1.3.3 Biogenese der intrazellulBren Fructose

Da aus technischen Griinden fructosefreie Glucose nicht verfiig-
bar ist, lagen im Medium mit Glucose auch geringe Fructosekon-
zentrationen vor. Hinsichtlich der Herkunft der intrazelluld-
ren im Polymer gebundenen Fructose sind daher zwei Mdglichkei-
ten denkbar:
a) enzymatische Isomerisierungsreaktionen
b) Akkumulation von Fructose aus dem Medium

(Ursache: Verunreinigung der Glucose mit Fructose)
Unterscheidung beider MOglichkeiten wurden batch-Versuche
mit 5% (w/v) Glucose und [UEEQijFructose durchgefihrt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten der Batch-Fermentation wurden Proben
genommen, der Silikondlzentrifugation unterworfen und die Ex-
trakte dinnschichtchromatographisch getrennt. Wahrend der ex-
ponentiellen Phase des Wachstums wurden aus dem mit PFructose
verunreinigten Glucose-Medium keine signifikanten KXonzentra-
tionen an Fructose akkumuliert (Tab. 3.7). Nach vollstindiger
Metabolisierung der Glucose wurde die im Medium als Verunrein-
gung vorliegende Fructose groftentelils aufgenommen und ver-
-stoffwechselt. Die zu diesem Zeitpunkt (Tab. 3.7, Probe 3) in-
T}trazellul&r ﬁorliegende l14c_Fructose-Ronzentration war zwar
gegenﬁber Probe 1 um den Faktor 5 erh&ht, machte aber nur §,5
% der gesamten intrazelluldr vorhandenen Fructose aus. Demnach
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ist fiir den Aufbau und die Aufrechterhaltung des "Fructose-
Pools" keine spezifische Akkumulation von Fructose aus dem Me-
dium verantwortlich, sondern vermutlich Isomerisierungreaktio-
nen auf der Ebene der Zuckerphosphate, da diese auch als Vor-
stufen £iir die Synthese eines Fructose-Polymers in Frage ki-

men.

Tab. 3.7: Batch-Fermentation mit 5 % (w/v) Glucose und 2,4 nM
[Um14C]=Fructose zur Untersuchung dex spezifischen

Fructose-Akkumulation aus dem Medium.

. Einer Z. mfgllisnKultur auf Glucose (5 % w/v) wurde
2,4 mM [U-~*C]-Pructose (1 pCi; 270 uCi/pmol} hin-
zugefligt. In Abh8ngigkeit von der extrazelluldren
Glucosekonzentration wurden Proben zur Silikondl-
zentrifugation entnommen, deren Extrakte durch Ein-
satz von Glucosewaidase glucosefrei Wurden Nach

SpéZlflSCh angefarbten Substanzflecken ausgekratzt
und die counts im Szintillationszdhler vermessen.
Daraus wurde die aus dem Medium aufgenommene Fruc-
tosekonzentration errechnet. Diese Werte stehen in
Relation zu den intrazelluldren Pructosekonzentra-
tionen, die vo%éExtrakten einer Parallelkultur chne
Zusatz von [U=-""C]l-Fructose bestimmt wurden.

Probes 1 Probe 2 Probs 2
Glucose [mi] {iberstand 227,1 132,9 -
1c_pructose [m¥] Hberstand 2,4 2,2 0,4
aus dem Medium aufgenommene
léC-Fructose (] 0,09 0,08 0,48
Intrazell. Fructose [mi] 83,6 84,9 94,8

des PCA-Extrakts

TG [mg/ml] 3,87 9,27 13,68

L
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3.1.4. EBinfluf unterschiedlicher Glucose-/Fructose-
konzentrationen im Medium auf intrazellulire HMetabolit-

konzentrationen

Bei den Untersuchungen zur Toleranz von Z. mobilis gegeniiber
konzentrierten Glucose-/Fructoseldsungen wurden ebensc intra-
zellulire Metabolitbestimmungen in Relation zuxr extrazelluld-
ren Zuckerkonzentration durchgefithrt. Um ungeachtet der unter-
schiedlich hohen Zuckerkonzentration (3-18 % w/v) vergleich-
bare Bedingungen fiir alle Fermentaticnen zu gewidhrleisten,
wurden s&mtliche intrazelluliren Bestimmungen bei einer Glu-
cose-Aufnahmerate von 4,2 * 0,5 g/g/h durchgefiihrt. Glucose
aus einem Glucose/Fructose-Gemisch wird gegeniiber Fructose be-
vorzugt verstoffwechselt (Viikari 1984); fiir Fructose wuzxde
damit {bereinstimmend eine deutlich niedrigere Aufnahmerate
von 1,7 g/g/h festgestellt. Die fiir die Berechnung der intra-
zelluldren Metabolitkonzentrationen erforderlichen Cytoplasma-
volumen-Bestimmungen ergaben, daf mit steigender Zuckerkonzen-
tration des Mediums und damit auch mit zunehmender Osmolalitit
die Cytoplasmavolumina wvon 2,9 pl/mg TG (20 g/l) auf 1,6 ul/mg
TG (140 g/l) reduziert wurden. Aus Abbildung 3.8 geht hervor,
daf mit Erhdhung dexr extrazelluliren Glucouse- und Fructosekon-
zentration ein entsprechender Anstieg in den intrazelluldren
Konzentrationen einherging. Vergleicht man die intrazelluliren
Glucosekonzentrationen der Glucose/Fructose-Fermentation mit
denen der Glucose-Fermentationen, weisen die internen Konzen-~
trationen der Fermentationen mit einem &quimolaren Glu-
cose/Fructose~-Gemisch geringere Glucosekonzentrationen auf als
beim Ansatz mit ausschlieflich Glucose. Ein Vergleich des Ver-
hdltnisses extra- und intrazelluldrer Fructosekonzentrationen
ergab kleinere Werte fiir den Fructose-Gradienten als fiir den
Glucose-Gradienten, was sehr wahrscheinlich auf die niedrigere
Stoffwechselaktivitit mit Fructose gurilickzufiihren ist. Bei ex-
trazelluldren Glucosekonzentrationen unterhalb 7 g¢/1 wurde
Fructose mit hoher Rate verstoffwechselt, was mit Ergebnissen
'von Barrow et al. (1984b) in Einklang steht. Unter diesen Be-

3dingungen wurde die Fructokinase nicht mehr vollstdndig durch

Glucose:inhibiert,
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n ;% W/v);bzw. Soocf(7,5:w.3,53%[w/v)-kultiviertf- 7_”
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Biucose, Fructose, Sorbit {in) ImM]

250 250
200} 1200
150 F 1150
100 F i 4100
50 {50
0 TR S o

O 100, 200 300 400 500 800 700 800
Glucose-/Fructosekonzentration {ex) ImhM]

—%— @lucose  —% Fructose 5 Sorbit

Intrazellulire Konzentrationen von Glucose, Fruc=
tose und Sorbit in Abh3ngigkeit von den Glucose-/
Fructose-Konzentrationen des Mediums.

Z. mobilig-Zellen wurden in Vollmedium mit unter-
schiedlichen Glucose- und Fructosekonzentrationen
{je 1,5 - 9 % w/v) kultiviert und bei einer kon-
stanten Glucose-Aufnahmerate von 4,2:0,5 ¢g/g/h zen-
trifugiert. Um gleiche Zucker-Aufnahmeraten zu er-
halten, wurden Z. mobilis-Zellen bei 25°C (1,5 - 6
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Oberhalb einer Gesamtzuckerkonzentration wvon ca. 400 m¥ waren
hohe intrazelluldre Sorbitkonzentrationen vorhanden, wobei die
intrazellul&ren Xonzentrationen die extrazelluldren deutlich
iibertrafen (Tab. 3.8). So betrug die intrazelluldre Sorbitkon-
zentration z.B. 157 mM bei einer Gesamtzuckerkonzentration von
737 mM. Damit trdgt unter diesen Bedingungen der Zuckeralkohol
Sorbit in weitans grdferem AusmaB zur osmotischen Stabilisie-
rung bei als dies bei den Fermentationen mit ausschlieflich

Glucose bzw. Fructose der Fall war.

Tabelle 3.8: Bestimmung extra- und intrazelluldrer Sorbitkon-
zentrationen in Abh3ngigkeii wvon der Zuckerkon-

zentration des Mediums

Glucose,, Fructoseg,, Sorbit,, Sorbit;, Sorbitg,/in

[mi] [mM] [ ] Rl

11,2 61,2 8,4 2,6 3,23

92,0 140,89 11,0 2,4 4,58
168,2 227,8 i3,2 27:5 0,48
252,5 291,6 15,1 119,8 0,13
242,8 357,4 28,6 123,4 0,23
312,8 423,8 41,5 156,7 0,26

3.2 Umntersuchungen zum Zuckertransport bel Z mobills

3.2.1 Untersuchungen zum Glucosetransport

Legt man die aus den Batch-Fermentationen erhaltensn Daten der
spezifischen Glucose-Aufnahmerate ¢  und der intrazelluldren

Glucosekonzentrationen zugrunde, stellt sich die Frage, ob der
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Glucosetransport limitierend fiir 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 2zu 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 auferhalb der Zelle nahekommen.

Glucose [rmol/mg TG]

50
40 -
30+
20~
10+
0 i 1 { H i i
s} 30 80 20 120 180 180 210
Zeit t 8]
—— 2 mM Glucose =~ 3 mM Glucose
—¥= 4 mM Glucsss ~B2- 5 mi Glucose

Abb. 3.7: Bestimmung von Gluccse-Transportraten in Abhdngig-

keit von der Substratkonzentration.

Die Aufnahmekinetik von 2-5 mM [U-1%*C] Glucose (0,2
WwCip 286 uCi/umol) wurde in 50 mM Xaliumphosphat-
~Puffer, pH 6,5 mit 1 mM MgCl, durchgefihrt. Zymomo-
nas mobilis-%ellen wurden im Vollmedium mit 5% (w/v)

Glucose kultiviert.
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zudem konnte gezeigt werden, daf der Transport von Glucose
konstitutiv ist, da Zellen, die im Vollmedium sowohl mit
Glucose als auch mit Fructose kultiviert wurden, gleiche

Transportraten fiir Glucose lieferten.

Durch REinsatz verschiedener Inhibitoren und Substratanaloga

sollte die Energieabhiigigkeit und Spezifitdt des Glucose-

Transportsystems charakterisiert werden. Es wurden Car-
boxyvicyanid-m-chlorophenylhydrazon {CCCP),; 2-Desoxyvglucose,
Fructose-6-phosphat, Glucose-6-phosphat, Phloretin und

Cyvtochalasin B eingesetzt. Im Vergleich zur Rontrolle enthielt
der Inkubationsansatz 15 mM 1%C-Glucose und 2 mM Inhibitor

7% b

oder 0,1 mM CCCP (Endkonzentrationen).

Bislang lagen keine Hinweise auf eine Bnergieabhédngigkeit des
Glucose-Transportsystems von 2. mobilis wvor (Romano et al.
197%9). Auch in der vorliegenden Arbeit hatte der Einsatz von
0,1 mM CCCP als Protonophor keinen Einflup auf die Glucose-
Aufnahmerate. Substratanaloga, wie z.B. 2-Desoxy-D-glucose
bzw. Glucose-6-phosphat, Fructose-b6-phosphat, hemmten eben-~
falls die Glucose-Aufnahmerate nicht. Aunch die bei eukaryonti-
schen Glucose-~Transportsystemen wirksamen Inhibitoren Phlore-
tin und Cytochalasin B (Maenz und Cheeseman, 1987; Uezato und
Fujita, 1988) wverursachten keine Hemmung des Glucose~Trans-
ports von 4. mobilis. Um zu ilberprifen, ob Fructose als Sub-
stratanalogon ein wirksamer Inhibitor des Glucose-Transportsy-
stems ist, wurden zu jeder Substratkonzentration (5, 7, 10, 15
bzw. 20 mM Glucose) 3 bzw. 30 mM Fructose zsugegeben. Obwohl
die PFructosekonzentration bis zum 6 fachen i{ber der Glucose-
konzentration lag, wurde kein Einfluf auf den Glucosetransport
verzeichnet. Von Di Marco und Romanoc (1985) durchgefiihrte
Glucose-Transportversuche mit einem 20fachen Uberschuf an
Fructose zeiagten ebenfalls nur eine sehr geringe Hemmung. Bei
diesen Arbeiten war die Aufnahmerate im Langzeitexperiment bei
einem 20fachen Uberschuf an Fructose um 12-15 % reduziert im

Vergleich zur Kontrolle ohne Fructose-Zusatsz.

“Zusdtzlich konnten Di Marco und Romano (1985) counterflow und
Stereospezifitit fiir das Glucose-Transportsystem aufzeigen.
[

P

—

ao
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|

Eigene Ergebnisse, sowie die von Di Marco und Romano (
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zeigen, daf es sich um ein konstitutives, stereospezifisches,
trigervermitteltes Glucose-Transportsystem handelt, das Glu-

cose mit hohen Transportraten transportiert.

Um weitere Hinweise iiber den Mechanismus des Glucosetransports
zu erhalten, wurde der Efflux von Glucose untersucht. Beli 2.
mobilis konnte ein sehr rasch verlaufender Efflux beobachtet
werden, der allerdings aus versuchstechnischen Griinden kine-
tisch nicht aufldsbar war. Das gleiche Phidnomen wurde bel
Effluxversuchen mit einer Hexokinase-negativen Saccharomyces

cerevisae-Mutante festgestellt (Lang und Cirillo 1987).

Zur Ermittlung der maximalen Kapazitdt des Glucose-Transport-
systems wurden Transportversuche mit unterschiedlichen Gluco-
sekonzentrationen (1 - 14 mM} durchgefihrt. Trigt man die
Transportgeschwindigkeit gegen die eingesetzten Substratkon-
zentrationen auf, erhdlt man eine Sittigungskinetik, wie sie
fiix enzymkatalysierte Reaktionen bekannt ist (Abb. 3.8). Aus
dem daraus gewonnenen Lineweaver-Burk-Plot (Abb. 3.9) wurde
ein apparenter Ky-Wexrt von 11 mM und ein apparenter Vyax-Wert
von 220 nmol/minemg TG bestimmt. Dies stimmt mit Exgebnissen

von Di Marco und Romano (1985) iiberein, die Zhnliche Werte (Xy

= 5 mM, vﬁax = 330 nmol/mine.mg Protein) bei dem Z. mobilis

Stamm CP4 und der Glucckinase-negativen Hutante CP4-M2Z er-

hielten.

T T e ™ £ 1 T S . e s s M S e o e - A L e P FIT nm o m o
w lg S L BELHEBEELLGLL bpﬁf&L.L.LbblLe i AL LIS

Aufnahmerate gs, ermittelt aus in vivo=Versuchen, muf jedoch
eine mindestens 4fach hbhere Glucose-Aufnahmerate postuliert
werden. Bereits Belaich et al. (1968) bestimmten bei Z. mobi-
lis mit Hilfe kalorimetrischer Methoden einen Gluccseumsatz
von 816 nmel/mg TGemin in der exponentiellen Wachstumsphase.
‘Die Diskrepanz zZwischen den EBErgebnissen der Transporimessungen
und den in vivo ermittelten g -Werten kann wie folgt erkléart
.werden: Die schnelle Anderung der BAnfangskonzentrationen bei
Transporimessungen wmit niedrigen Zuckerkonzentrationen im

Testansatz ist mit der gewdZhlten Technik nicht aufldsbar.

il
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Geschwindigkeit v [nmol/min mg TG]

80

12

1

H

Abb. 3.8: Abh3ngigkeit der Glucose-Transportgeschwindigkeit
- von der Substratkonzentration.

Z, mobilis wurde im Vollmedium mit 3% {w/v) Glucose
kultiviert. Die im Testansatz vorgelegten Substrat-.
Konzentrationen betrugen 1 - 14 mM (0,2 uCi; 286

uCi/umol). ' ' ' ' '

Stattdessen wird sehr schnell (53 - 8 s) ein Fliefgleichgewicht
erreicht, in dem der gemessene' Netto-Transport durch die
“Stoffwechselaktivitit der Zellen bestimmt wird. Bei einer sehr

- sa v A
s8r GLEEen sLBC0Se-1Uralls-=

- schnellen Aguilibrierung, wie sie “
portsystem vorliegt, darf die Effluxrate von Glucose aus den

Zellen nicht unberiicksichigt bleiben.
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Aufnahme bei Z. mobilis.

.Pie Glucosekonzentrationen im Testansatz betrugen 1
- 50 mM (0,2 puCi). Z. mobilis-Zellen wurden in Voll-
medium ‘mit 5% (w/v) Glucose kultiviert. -
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Fiir die Bestimmung der Netto-Aufnahmerate ergibt sich fiir die
hier durchgefiihrten Transportmessungen nach Cirillc (1968)

folgender Zusammenhang:

_ Viax K {55-5;1)

(So*Ey) (S14Ky)

netto

extrazellulire Substratkonzentration
intrazelluldre Substratkonzentration

S
S

o

Il

i

Wird die Substratkonzentration S, gegeniiber dem Ky-Wert deut-
lich erh8ht, nimmt der Vi ..i,~-Wert stark ab. Der gegensdtzli-
che Effekt tritt ein, wenn 8§, gegeniiber dem Ky-Wert Klein
wird. Allerdings bleibt bel dieser mathematischen Anndherung
zur Beschreibung der Kinetik bei der erleichterten Diffusion
eine weitere treibende Kraft unberiicksichtigt, nimlich die
Stoffwechselaktivitdt (gemessen als spezifische Glucose-Auf-

nahmerate qg).

t-

Die Stoffwechselaktivitit der Zellen wird durch die Wasch-

schritte (3 maliges Zentrifugieren und anschlisfende Resuspen-
gsion im 50 mM MES- bzw. Kaliomphosphat-Puffer) so stark ge-
senkt, daf die gemessene Aufnahmerate nur noch 1/4 der norma-
len Rate unter Fermenterbedingungen mit Vollmedium ausmacht.
Dies zeigten Versuche zur Kultivierung von Zellen in 50 m¥M
MES=Puffer pH 6,0 nach erfolgter 3-maliger Zentrifugation.
Diese Zellen erreichten lediglich eine maximale Glucose- Aui-
nahmerate von 3,1 g/g/h (= 287 nmol/minemg TG, vgl. Vi,
Transport von Gluccse: 220 nmel/mins.mg TG) und eine Produkti-
vitdt von 1,44 g/g/h (Abb. 3.10). Diese Sachverhalte exkldren
die Unterbewertung der maximalen apparenten Transportgeschwin-

digkeit fiir Glucose.
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Ethanol |g/l]

16 Glucese {g/1]
—+2,4

C | I S S RN R SN R S W | 0
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Zeit t [min]

—&- Glugcose  — Ethanol

o g Ay o

Bestimmung der Glucose-Aufnahmerate und Et

" Produktivitdt von Z. mobilis=%Zellen in MES=-Puffer.

Die Rultivierung von Z. mobilis-Zellen wurde in 50

nmi MES-Puffer, pH 6,0, 1 mM MgCl, und 3 % (w/v)

- -Glucose nach dreimaligem Waschen der Zellen cdurch-
. gefthrt. _ L _ _ _ B

N
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3.2.2 Untersuchungen zum Fructosetransport

Da Z. mobilis auch Fructose mit hoher Rate aufnimmt (10,4
g/g/h, Rogers et al. 1982; Lee et al. 1981) und hohe intrazel-
luldre Fructose-konzentrationen in dexr Zelle vorliegen, waren
Untersuchungen zum Fructosetransport von Interesse. Um dabel
durch den Katabolismus von Fructose bedingte FEinfliisse aus-
schalten zu k&nnen, wurde zusdtzlich mnit einer Fructokinase-

negativen Mutante gearbeitet.

Abbildung 3.11 zeigt, daB die Aufnahme von Fructose mit grofer
Geschwindigkeit erfolgt, so daf nach 20 s Inkubationsdauer dex
Fructose-Einstrom fast beendet war. Vergleicht man die gemes-
senen Fructose-Aufnahmeraten mit denen der Glucose, so ergibt
sich jedoch fiir das Glucose-Transportsystem eine mindestens um
den Faktor 2,5 hbhere Aufnahmerate als fiir dasjenige wvon Fruc-
tose. In Analogie zum Glucosetransport konnte gezeigt werden,
daf es sich um ein konstitutives Fructose-Transportsystem han-
delt, das alsc sowchl bei mit Glucecse und mit Pructose gezoge-

nen Zellen gleiche Transportraten lieferte.

Von den untersuchten Inhibitoren wirkte nur Gluccse hemmend
auf den Fructosetransport. Versuche mit unterschiedlichen In-
hibitorkonzentrationen (3 bzw. 20 md Glucose) und variierenden
Substratkonzentrationen (3, 6,7, 12,5, 20, 50 mM Fructose) er-
gaben eine Hemmung des Fructosetransports (Tab. 3.9). Dabei
wurde bei hohen Glucosckonzentrationen ein besonders deutli-
cher Hemmeffekt erzielt='Langzeit=Experimente*(0 4 12 Hinuten
Inkubationsdauer) von Di Marco und Romano (1985):érgaben eben-
falls einen stark inhibierenden Einfluf bei ‘einem 20fachen

Glucose-lberschuf.
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Fructose Inmol/min mg TE]

30

25

i6r

0 5 i0 i85 20 25 30 35
Zeit t {s]

—— Fruciose {5 mid} —&— Fructose (6,7 mM)
—¥— Pructose (12,5 mM) —B~ Fructose (20 mM)

. konzentrationen.

fur_ Bestimmung der Aufnahmekinetik wurden 5-20 mM
-[Ul C]-Fructose (0,2 uCi; 270 uCi/umol) in 50 mM
MES~Puffer, pH 6,0 mit 1 mM MgCl, eingesetzt. Z.
mobilis-Zellen wurden in Vollmedium mit 5 % (w/v)
Fructose kultiviert.

AT
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Tab. 3.9%: Fructose-Aufnahme bei verschiedenen Glucosekonzen-

trationen im Testansatz.

Z. mobilis-Zellen wurden mit 3-50 mM [Ualéc}=Fruc~

tose (0,2 pCi; 270 uCi/pmol) inkubiert (Kontrolle)

und zusdtzlich mit 3 bzw. 20 mM Glucose als Inhibi-
tor versetzt.

Fructose-Aufnahmerate [nmol/mg TG)

Inkubationszeit 6,7 m¥ Frc 6,7 mM Frc 6,7 mM Frc
[s] + 3 md Glc + 20 mM Glc

3 2.9 2,2 1,6

7 4,8 3,0 2,2

10 5,8 4,2 2,6

12 5,3 4,9 2:9

15 7,1 5,4 3,3

20 7,8 6,1 3,7

25 8,9 7,1 4,0

Wegen der hohen Fructose-Innenkonzentrationen wurde auch die
Kinetik des Fructosetransports untersucht. Dazu wurde die
Fructose-Aufnahmerate in Abh3ngigkeit wvon der Fructosekonzen-
tration des Inkubationsansatzes gemessen. Aus Abbildung 3.12
ist zu ersehen, daf die Fructose-Aufnahmegeschwindigkelt einer
séttigungskurve £folgt - analog enzymkatalysierten Reaktion-
en -, was auf das Vorhandensein eines Transport-Proteins

hinweist.

F A
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v [nmol/min mg TGI
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Abb. 3.12: Abhdngigkeit der Fructose-Transportgeschwindigkeit
von der Substratkonzentration.
Z. mobilis wurde in Vollmedium mit 5 % (w/v) Glu-
cose kultiviert. Die im Testamnsatz vorgelegten Sub-

stratkonzentrationen betrugen 3-50 mM (0,2 uCi;
270 pCi/pmol}.

Die Auftragung der reziproken Werte von der Aufnahmegeschwine-
digkeit und Substratkonzentration im Lineweaver-Burk-plot
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minemg TG), so ist die maximale in vitro-Transportkapazitit
unterbewertet. Die Ursachen dieser Unterbewertung sind wahr-
scheinlich die gleichen wie fiir die Glucose-Transportversuche.

1/v (min mg T6/yrmot)

\\53
¥

| I I I I
-0,05 G 0,03 0,1 0,15 0,2

i/Fructose (1/mM)

Abb. 3.13: Lineweaver Burk-Auftragung der kinetischen Daten
des Fructosetransports bel Z. mobiliis.
Die Fructosckonzentrationen im Testansatz betrugen

-3 = 50 mM (0,2 pCi). 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 Einfluf transportierbarer und nicht-transportierbarer Zuc-
ker auf das Wachstum und die Cytoplasmavolumina von Z. mobilis
wurde untersucht, um durch osmotische Gradienten zwischen in-
tra- und extrazelluldrem Raum Hinweise auf osmoregulatorische
Mechanismen zu erhalten. Aus diesem Grunde wurden bei Z. mobi-
l1is zundchst Zucker hinsichtlich ihrer Transportierbarkeit und

Metabolisierbarkeit getestet.

3.3.1 Versuche zur Aufnahme und Metabolisierbarkeit von Xylosse

und Maltose

Um einerseits mit Hilfe eines nicht-transportierbaren Zuckers
einen hohen osmotischen Druck auf die Cytoplasmamembran aus-
zuliben, andererseits durch Verwendung eines transportablen,
nicht-metabolisierbaren Zuckers ein osmotisches Gleichgewicht
zwischen Zellinnerem und Zellduferem zu exreichen, wurden Zuc-
ker nach diesen Kriterien getestet. Unter dieser Voraussebtzung

warden Maltose und Xylose fiir Inkubationsversuche eingesetszt.

Maltose als Disaccharid wurde, wie Abbildung 3.14 =zeigt, von
(4 b S T 2 o 3 ale L [P . R S S [p—— | 3 oy D P [P N T .4 SV, K BT e o gy oBa s BT o e
£ oa TUCILT L L LS AL L cxu..r.gi:uuuuueu Wil Lyt, CAaliill L, LUl LBALES LITLD LTl LU L\_ﬂ

eines osmotischen Gradienten geeignet. Dagegen kénnen Z. mobi-
lis-Zellen Xylose aufnehmen (Di Marco und Romano 1985), Jedoch
nicht auf Xvliose wachsen. Bei gleichzeitiger Anwesenheit eines
metabolisierbaren Zuckers {(Glucose, Fructose) reduziert Z. mo-
bilis Xylose zu Xylitol (Feldmann 1991).
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Rylose Maliose
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Abb. 3.14: ‘Aufnahmekinetik von Z. mobilis-Zellen mit Xylose:

bzw. Maltose.

Z. mobilis-Zellen wurden in 50 mM MES-Puffer, pH
6,5, 1 mM I&gclz inkubiert. Di’% Versuche zuxr Zucker-
Aufnahme wurden mit g mM [U-"-*Cj-Xylose (76 uCi/

umoll nnd 10 mM {U_ 1-Maltose (3540 Ci/umol),; je

pumol} und sa uc
C,2 uCi, durchgeiu n;.t. Cie éucaahsaua.nam?ez;’t@n

wurden zeltabhanglg du?ch Zentflfugatlon ermlttel
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3.3.2 Einflup von isocosmolalen Konzentrationen von Glucose,

Maltose und Zylose auf Z. mobilis

Untersuchungen mit isoosmolalen Xonzentrationen von Glucose,
X¥vlose und Maltose wurden durchgefithrt, um die Wirkung dieser
verschiedenen Zucker auf das Wachstum, die Cytoplasmavolumina
und intrazelluldren Metabolitkonzentrationen vergleichen zu
kénnen. Deshalb wurde dem Vollmedium mit 15 g/l Glucose zu-
sdtzlich je 850 mOs/kg Maltose, Glucose bgw. Xylose zugegeben

Bei Wachstumsversuchen von Z. mobilig mit Glucose als einziger
C-Quelle erfolgt Jjedoch besonders in der exponentiellen Phase
eine starke Ethanolbildung, wodurch bei gleichzeitig abnehmen-
der Glucosekonzentration die Gesamtosmolalitdt leicht an-
steigt. EBEs war daher sinnvoller, das Wachstumsverhalten der
Xylose/Glucose-RKultur mit dem der Maltose/Glucose-Kultur zu
vergleichen, da wihrend der Fermentation bel beiden Ansdtzen
nur sehr geringe Verdnderungen in der Osmolalitdt des Mediums

gemessen wurden.

Beim Maltose/Glucose-Ansatz wird durch hohe extrazelluldre
Maltosekonzentrationeﬁ ein osmotischer Gradient zwischen Zel-
linnerem und Zelliuferem aufgebaut, was zu einem Wasserentzug
aus dem Cytoplasma £ihrt. Hohe extrazellulire Xylosekonzentra-
tionen (Xylose/Glucose-Ansatz) dagegen bedingen, daf Xylose
ins Cytoplasma gelangt und der Glucose-Stoffwechsel verliang-
samt wird. Die Hemmung des Glucose-Metabolismus im Hal-
tose/Glucose- bzw. Xylose/Glucose-Ansatz tritt nicht bei dem
Ansatz mit ausschlieflich Glucose auf. Dies wird deutlich,
wenn man die Wachstumsgeschwindigkeit von 2. mobilis auf Glu-
cose als einziger C-Quelle mit dem Wachstum bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Maltose bzw. Xvlose vergleicht. Wihrend beim
Wachstumsversuch mit ausschlieffilich Glucose die spezifische
Wachstumsrate u 0,234 betrug, wurden beim "*1tosef@1uc0aen
bzw. Xvlose/Glucoge~-Angatz mit u - 0,176 ht bzw u. = 0,110 h~ 1

.- geringere ‘Wachstumsraten gemessen. . Dadurch daﬁ beim Ansatz
:Em;t Glucose/Maltose ~im Hed;um fortwdhrend ein Wasserverlust
“aus dem Cytoplasma verursacht wurde, waren vermutlich die fir

das Wachstum der Zellen wichtigen anabolen Enzyme in ihrer Ak -
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—r

Fermentationsdauer t [hi

| —6— Maltose/Glucoss —¥ Xylose/@lucose

- 8- Glucose

Abb. 3.15: Binfluf von isosmolalen Konzentrationen an Xylose
.bzw. Maltose auf das Wachstum und den Glucose-
-Verbrauch von Z. mobiiis im Vergleich zum Ansatz
rmit ‘ausschlieflich Glucose.

" Das Vollmedium zur- Kult;v;erung von . mobilis ent—

" hielt neben 83 mM Glucose je- 853 mOs/kg Glucose.
oder Maltose bzw. ZXylose.

tivitdt "gehemmt, was in einer niedrigen spezifischen Wachs-

sEE Eom T e

tumsrate Iix ‘Gen hé.L.L.OSt::=mxSm'tZ “esa_e_tz.cr'e.

Die spezifische
_fGlucose—Aufnahmerate beim Ansatz ‘mit ﬁaltose/Glucose (
6,18 ‘g/g/h) lag nur- gerxngxuglg nlearlgéi (~ 15,5 %) als

: G1ucose-Ansatz (qs 7 31 g/g/h) "Offenbar blieb die Glucose-
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Aufnahme und der Xatabolismus von der hohen osmotischen Bela-

stung des Mediums relativ unbeeinfiuft.

Im Glucose/Maltose Medium gezogene Zellen wuchsen schneller
als entsprechende Zellen im Glucose/Xylose Medium. Zur ErklE-
rung dieser Beobachtung wurden Versuche zur intrazelluldren

Metabolitbestimmung durchgefithrt (Tab. 3.10).

Tab. 3.10: Bestimmung der intrazelluldren Glucosekonzen-
tration in Abha3ngigkeit von dem cosmotischen Gra-
dienten zwischen extra- und intrazelluldrem Raum.
Z. mobilis-Zellen wurden im Vollmedium mit 83 mi

Glucose kultiviert. Zusdtzlich enthielt das Medium
453 t 12 mOs/kg Maltose oder Xylose bzw. Glucose.

Zucker Anfangs- Glucoseg,, Glucoseinl)
Konzentration
[mOs/kqg] [k ] [mp]
* )
Glucose 458 128.3 25
+ 37,8 *F <2 %
85
Maltose 452
Glucose 85 32,4 "7 a7 **
" Xylose 449
Glucose 85 28,5 = < 2z *F
* Mitte der ex xponentiellen Phase
*%* Ende der exponentiellen Phase

Mefwertschwankungen aus versuchstechnischen Griinden bis zu :
. 210% -

3
St 3
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Tabelle 3.10 zeigt, daf im Ansatz mit ausschlieflich Glucose
zum Zeitpunkt der Probenahme (bei 128,3 bzw. 37,8 mM extrazel-
luldrer Glucose) nur eine geringe intrazelluldre Glucosekon-
zentration vorlag (25 bzw. £ 2 mM). Im Gegensatz dazu konnte
bei dem Ansatz mit Glucose/Maltose eine hdhere intrazellulire
Glucosekonzentration gemessen werden, die unter Beriicksichti-
gung von Mefwert-Schwankungen jedoch nicht die extrazelluldren
Glucosekonzentrationen iiberschreitet. Beim Glucose/Xylose An-
satz waxr kein Xylose-Gradient vorhanden. Intrazellulire
Glucosekonzentrationen befanden sich im Bereich der Nachwels-
grenze. Da vermutlich dasselbe Carrier-Protein flir den Trans-
port von Glucose und Xylose verantwortlich ist (Di Marco und
Romano 1985), wurde durch die mehrfach hdhere Xylosekonzentra-
tion im Medium Glucose als Substrat fiir das Transportprotein
durch Xylose von den Substratbindungsstellen verdrdngt.

Betrachtet man die unter iscosmolalen Versuchsbedingungen ge-
messenen Cytoplasmavolumina, so werden osmoregulatorische As-
pekte weiter verdeutlicht (Tab. 3.11). Entscheidend dabei war,
ob Z. mobilis-Zellsuspensionen 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
%). Fiigte man jedoch damselben Testansatz 55 mM Glucose hinzu,
wurde die Volumenreduktion teilweise wieder revertiert. Als
Kontrolle dienten Z. mobilis-Zellen in einem Medium mit insge-
amt 474 mM Glucose ochne Zusatz weiterer Zucker. Kelne
che Anderung im Cytoplasmavolumen wurde ermittelt, wenn Xylose
mit und chne Glucose im Medium vorliag. Dies verdeutlicht, daf
Xylose als permeabler Zucker in die Zellen von Z. mobilis ge-
langte und einen Ausgleich zwischen extra- und intrazelluldren
RKonzentrationen ermdglichte, da Xylose nur bei Anwesenhelit
eines metabolisierbaren Zuckers geringfiigig verstoffwechselt
wird (Feldmann 19%91). Der Zusatz von Glucose zum Testansatz

.

verursachte keine signifikanten Velumeninderungen
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Tab. 3.11: Einfluf von isoosmolalen Konzentrationen an
Glucose, Xylose und Maltose auf das Cytoplasma-

volumen.

Z. mobilis~Zellen wurden 20 min unter isoosmolalen
Konzentrationen von Gluccose, Maltose und Xylose
inkubiert und anschliefiend zur Bestimmung des Cyto-
plasmavolumens der Silikondlzentrifugation unter-

worfen.
Zucker Konzentration im Medium Cytoplasmavclumen
[mOs/kg] [ ] [ul/mg TG}

Glucose 4472 2,8

Xvlose 451 2.8

Maltose 445 383 2,2

Glucose und 57 55 2,7

Maltose 451 400

Um intrazelluldre Zuckerkonzentrationen und Cytoplasmavolumina

ohne Einfluf der Stoffwechselaktivitit bestimmen =zu kdnnen,
wurden Inkubationsansdtze mit unterschiedlichen Xvlosekonzen~
trationen (2-14% w/v) vorbereitet. Nach 20 Minuten Inkubati-
onsdauer wurden die Xylose-Innen- und Aufenkonzentrationen so-
wie die Cytoplasmavolumina gemessen. Abbildung 3.16 zeigt, dap
wihrend der Inkubationszeit relativ hche Xylose-Innenkonzen-
trationen bestimmt wurden. Der Ouotient aus extra- und intra-
zelluldrer Xylose (= 1,2) unterlag zwar Schwankungen, lag aber
im.burchschnitt niedriger als der entsprechende Quotient bei
den Glucose-Ansdtzen (= 1,7). Die Differenz zwischen Xylose-

Innen- und Aufenkonzentrationen ist &

bei den Glucose-Ansdtzen. Deshalb nahmen die Cytoplasmavolu-
mina mit steigender Xylosekonzentration nur um maximal 10 %

lso weitaus geringer als

P
alL

=

= — o

[ TR R T . L. =
LYLDLADIMOE VL LI IEA 0L

{

‘T B - -
(= Wallominl =L

Ly
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Xylose (ex/in)
Cyvioplasmavoelumen

Xyiose {in} {mid] {ui/mg TG
600 -
AQQC -
200 r

10,4
0 H 1] | i o
O 200 400 §00 800 000
Xylose {ex) ImM]
—B- Mvlogs {in) —— Xylose {sx/in)

—%— Cytoplasmavolumen

Abb. 3.16: Intrazelluldre Xylosekonzentrationen in Abhdngig-.
keit von der Xylosekonzentration des Mediums.

7. mobilis-Z%Zellen wurden in Vollmedium mit unter-

schiedlichen Xylosekonzentrationen (2 - 14 % w/v)
“kultiviert und nach einer Inkubationsdauer von 20

‘min zur intrazelluldren Metabolitbestimmung. zentri-

‘fugiert.

AT
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4. Diskussion

Zymomonas mobilis zeichnet sich durch eine stark ausgeprégte
Toleranz £iir hohe extrazellulire Zuckerkonzentrationen bis zu
40 % (w/v) aus, wohingegen dieses Bakterium schon durch NaCl-
Konzentrationen ven 2 % (w/v) v6llig im Wachstum gehemmt wird
(Swings und De Ley 1977). Zuckertoleranz ist bei Bakterien ein
seltenes Phinomen. Lediglich Streptococcus mutans wichst in
Medien mit bis =zu 40 % (w/v) Saccharose (Sato et al. 1888).
Demgegeniiber haben unter den Eukarvonten zuckertolerante Mi-
kroorganismen, wie z.B. xerotolerante Hefen, eine gréfere Ver-
breitung erfahren (Onishi 1957; Ingram 1957; Scarr und Rose
1366 Anand und Brown 1968; Pitt und Christian 1368; Hocking
und Norton 1983).

Fermentationen von Z. mobilis in Medien mit verschiedenen Glu-
cosekonzentrationen gzeigen die Abhdngigkeit der spezifischen
Wachstumsrate p von der Anfangs- Glucosekonzentration des Me-
diums (2 - 20 % w/v). Da die Glucose-Aufnahmerate gg und die
Ethanol-Produktivitidt 4, von verschiedenen Glucosekonzentra-
tionen im Medium nicht beeinfluft wird, liegt der Schluf nahe,
daf durch die hohen Glucosekconzentrationen ein inhibierender
Einfluf auf anabole Bnzyme des Stofiwechsels besteht. Eine in-
hibierende Wirkung des im Medium vorhandenen Ethanols auf den
Glucose-Anabolismus ist insofern auszuschliefen, als zum Zeit-
punkt der Zellernten nur niedrige Ethanolkonzentrationen (£ 30
g/1l) im Medium vorlagen. Der Einfluf hoher Glucosekonzentra-
tionen auf den anabolen Stoffwechsel zeigt sich auch in der
Verlédngerung der Anwachsphase "deg Wachstums (lag-Phase) bed
zunehmenden  extrazelluliren (Glucosekonzentrationen. Obwohl
inhibierende Effekte auf Enzyme des Stoffwechsels im Wider-
spruch zur Funktion und Wirkung kompatibler Solute stehen
{Brown 1976), ist bereits in mehreren Fillen gezeigt worden,
dap kompatiblie Solute auf die Aktivitédt verschiedener Enzyme
‘Einfluf nehmen kOnnen. Beispielsweise hemmt Saccharose die
:Isocitrat—Dehydrogenase von zuckertoleranten Hefen und Pilzen,
z.B. -Saccharomyces rouxii (Brown 1976); Glucose inaktiviert

die "Isocitratlyase von Phycomyces blakesieeanus (Rua et al.




82

1889) und Fructose (0,9 M) verursacht nach Mathlouthi et al.
(1989) die Denaturierung der Hefe-Alkohol-Dehydrogenase. Durch
hohe intrazelluldre Solutkonzentrationen wird die Wasser-
aktivitdt im Cytoplasma reduziert, was die zur Aufrechter-
haltung der aktiven Konformation von Proteinen erforderliche
Hydratation beeintrHchtigen kann {(Low 1985:; Brown 1976). Hohe
intrazelluldre Zuckerkonzentrationen 1iben dagegen bei 7Z.
mobilis keinen Einfluf auf die Aktivitdt kataboler Enzyme des
Glucose-Stoffwechsels aus, was auch durch Versuche zur zell-
freien Glrung bei Z. mobilis gezeigt wurde (Algar und Scopes

1985).

Die Ergebnisse der intrazelluldren Metabolit-Bestimmung zei-
gen, daP die Anpassung von 5. mobilis an hohe Glucosekonzen-
trationen auf einem in die Zelle gerichteten raschen Ein-
wadrtstransport von Glucose beruht. Die intrazellulidr vorhan-
dene Glucose liegt nahezu ausschlieflich in nichtphosphory-
lierter Form vor. Sowohl 31P=NMR=Untersuchungen von Barrow et
al. (1984a) als auch Versuche zur zellfreien Girung (Algar und
Scopes 1985) ergaben das Vorhandensein &uferst geringer Kon-
zentrationen an intrazelluldrem Gluccse= bzw. Frucicse-6-phos-
phat (£ 8 mM bzw. £ 0,95 mM). Das Vorkommen signifikanter Xon-
zentrationen intrazelluldrer, nichtphosphorylierter Monosac-
charide ist von mehreren Pilzen bekannt. Liegt ein Glucose-/
Fructose-Gemisch mit niedriger Wasseraktivitdt z.B. bei Peni-
cillium chrysogenum, Chrysosporium fastidium (Luard 1982a), P.
janczewskii P. digitatum, FEurotium chevalieri, Xeromyces
bisporus und Wallemia sebi (Hocking und Norton 1983) im Medium
vor, wurde einhergehend mit der extrazelluldren Zuckerkonzen-
tration eine Zunahme der intrazelluldren Glucose- bzw. Fructo-
sekonzentration festgestellt. Ahnlich wie bei Z. mobilis wer-
den auch in diesen Beispielen die intrazelluldren Solutkonzen-
trationen von der (=0Quelle des ¥ediuvms bestimmt. Der Binsatz
von Saccharose als Osmotikum (0 - 1,5 MPa)} fiihrt bei Phytium
debaryaum zu steigenden ZXonzentrationen an intrazelluldrer
Glucose bzw. Fructose als Folge der Hydrolvse der Saccharose
{Luaxrd 1982b). Eine weitere Parallele haben die bei Z. mobilis
IVérhaltenen'Ergebnisse in der Osmoadaptation einiger Cyanobak-
,ierien_{u.a, Gloeothece, Calothrix, Scvtonema) eriahren, bei

denen. die- intrazelluldren Glucose-/Fructosekonzentrationen von
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der Wasseraktivitdt des Mediums abhdngig sind (Mackay et al.
1984).

In Analogie zu der Toleranz gegeniiber Glucose beruht auch die
Toleranz von Z. mobilis gegeniiber hochkonzentrierten Fructose-
16sungen auf einem raschen Influx von Fructose und dem Vorkom-
men hoher FKonzentrationen an intrazelluldrer Fructose. Wenn
die extrazelluldre Fructosekonzentration ca. 200 mM {iber-
schritt, bestand eine Xorrelation zwischen intra- und extra-
zelluldrer Fructose. Der Anteil phosphorylierter Fructose war
mit weniger als 0,5 nM HuPerst gering, was durch 3lp.nmr Un-
tersuchungen von Barrow et al. (1984a) in Einklang steht. Dem-
nach betrdgt die intrazelluldre Fructose-§-Phosphat-Konzentra-
tion 0,5 - 0,95 mH.

Legt man dagegen Glucose und Fructeose in &quimolaren Konzen-
trationen als Substrate fiir Z. mobilis vor, liegt der Toleranz
von Z. mobilis gegeniiber diesen hochkonzentrierten Glucose-/
Fructose-Gemischen eine Besonderheit zugrunde. Aufer intra-
zelluldren Glucose-~ bzw. Fructosekonzentrationen tragen dann
auch intrazelluldre Sorbitkonzentrationen (< 157 mM) zum osmo-
tischen Ausgleich bei. Mbglicherweise steht die Sorbitbildung
in Zusammenhang mit dem natiirlichen Habitat von £. mobilis,
zuckerhaltige Fruchtsi#fte, in denen Saccharose als natiirliches
Substrat durch Hydrelyse zu Glucose und Fructese genutzt wird
(Swings und De Ley 1977). Auch bei einigen Algen kommt dem
besondere Bedeutung zu. Bei Stichococcus bacilla-
ris, §. chloranthus, Klebsormidium chloranthus fungiert Sorbit
als kompatibles Solut (Brown und Hellebust 1978; Wegmann
1986). Dariiber hinaus wird dem Sorbit bei eukarvontischen Zel-
len der Medulla eine bedeutende osmoadaptive Funktion szuge-
schrieben (Burg 1988; Morivama et al. 1989: Bagnasco et al.
1288; Burg und Kador 1988; Cowley et al. 199C). Sorbit koannte
auch bel Fermentationen mit Glucose bzw. FPructcse als einziger
C-Quelle intrazelluldr nachgewiesen werden, wenn die extrazel-
luldren Glucose- oder Fructosekonzentrationen bestimmte
Schwellenwerte (410 mM bzw., 530 mM) iiberschritten. Obwohl die
'ﬁintrazelluléren Sorbitkonzentrationen unter diesen Vorausset-
“zungen erheblich hdher liegen als die externen Xonzentratio-

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

il
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Sorbit als osmotisch aktive Substanz nur eine geringe Bedeu-
tung hinsichtlich der Gesamtosmolalitdt beizumessen. Dies
trifft auch fiir die Hefe S. cerevisiae zu (Meikle et al.
1988). Anders als bei S. cerevisae ist fiir 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 Gluconsdure (Zacha-
riou und Scopes 1986). Da die Glucose-Fructose-0Oxidoreduktase
vermutlich im Periplasma der Zelle lckalisiert ist (Rehr, per-
sbnliche Hitteilung), kdnnte das Vorkommen signifikanter in-

trazelluldrer Sorbitkonzentrationen bei gleichzeitig &uferst
geringen extrazellul&ren Sorbitkonzentrationen (= 1,3 mM) mit
einem aktiven Sorbit-Aufnahmesystem erkldrt werden. W&hrend
Sorbit von Z. mobilis nicht weiter metabolisiert wixd, kann
Gluconsdure von der Gluconatkinase phosphoryliert und damit in
den Entner-Doudoroff-Weg eingeschleust werden (Strohdeicher et
al. 1988). Intrazelluldre Gluconsdurekonzentrationen liegen
infolgedessen unterhalb der Nachweisgrenze. Bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Glucose und Fructose wird zundchst nahezu aus-
schlieflich Glucose iiber den Entner-Doudoroff-Weg kataboli-
siert, da Glucose die Aktivitdt des Enzyms Fructokinase stark
hemmt (Scopes et al. 1985; Doelle 1982a). Fructose steht somit
neben Glucose dem Enzym Glucose-Fructose-Oxidoreduktase als
Substrat zur Verfiigung. Sinkt die extrazelluldre Glucosekon-
zentration unterhalb ca. 7 g/l, wird die Fructose iiber die

tose-6-phosphat katabolisiert und so  dem

Entner-Doudorofi-Weg zugefilhrt (Barrow et al. 1984b).

Im Gegensatz zum Sorbit erscheint bei Z. mobilis die Zuordnung
der Zucker Glucose und Fructose zu den kompatiblen Soluten als
wenig sinnveoll, weil Glucose und Fructose in der Zelle keine
Akkumulation zeigen und dort als Substrate des Kohlenhydrat-
Stoffwechsels metabolisiert werden. Auferdem ist bislang ein
direkter Zusammenhang zwischen Struktur und osmetischen Eigen-
schaften. von Zuckern nicht bekannt. Fiir Monosaccharide weisen
Chirife- et al. (1980) nur bei hohen Zuckerkonzentrationen auf
:éinen éignifikante Abweichung vom Idealverhalten nach Raoult
hin. Demnach wird die Wasseraktivitdt sté#rker abgesenkt als

dies . nach dem Teilchengesetz fir verdiinnte L&sungen theo-




85

retisch zu erwartem ist. Im Gegensatz zu den Monosacchariden
nimmt bei den Polyolen mit zunehmender Xettenldnge die osmoti-
sche Aktivitdt zu (Brown 1976). Dies 1liaft sich entsprechend
der Anzahl der Hydroxylgruppen durch Bestimmung der osmoti-
schen Koeffizienten in der Reihenfolge Glycerin, Exythrit und

Sorbit bestdtigen (Chirife et al. 1980).

Neben dem Einstrom der permeablen Zucker Glucose bzw. Fructose
trdgt als weiterer HMechanismus die Reduktion des Cytoplasmavo-
lumens durch Wasserverlust zur ErhShung des internen osmoti-
schen Drucks bei. Das Schrumpfen der Zellen filhrt zu einem An-
stieg der Konzentrationen von osmotisch aktiven Substanzen,
bis die extrazelluldre Osmolalit&t ausgeglichen ist (Cram
1876). Dieser Hechanismus der Osmoadaptation ist insbesondere
dann von Bedeutung, wenn nicht-transportable Zucker anstelle
von Glucose, Fructose bzw. Saccharcse im Medium vorhanden
sind. Unter diesen Bedingungen iibersteigt der osmotische Druck
auf die Zellwand - z.B. bedingt durch hohe Konzentrationen des
nicht transportablen Zuckers Maltose - den intrazelluliren os-
motischen Druck. Durch Wasserverlust aus dem Cytoplasma kommt
es dann zum Schrumpfen der Zellen, bis die intrazellulire Os-
molalitdt dex Osmolalitdt des Mediums Hguivalent ist. Auch bei
5. cerevisiae wurde durch Einsatz eines hyperosmotischen So-
luts eine big zu 40%ige Reduktion des Zellvoclumens nachgewie-
sen (Morris et al. 1983). Wirxd nach der hohen osmotischen
Belastung mit hyperosmotischen Soluten das Medium wieder mit
blen Zuckern supplementiert, wird bei Z. mobilis
durch den intrazelluldr vorhandenen Zucker ein weiterer Was-
serverlust verhinﬁert, d.h. die C(ytoplasmavolumen-Reduktion
griptenteils wieder revertiert. Derartige osmoregulatorische
Mechanismen wurden auch von HMorris et al. (1983) bei §. cere-
visiae beschrieben und bestitigen die Reversion des reduzier-
ten.Zellvolumens durch Rehydrierung.

Der Zusammenhang =zwischen Permeabilitdt und Cytoplasmavolumen
ohne Beeinflussung durch den Katabolismus zeigt sich bei z.
~mobilis bei dem Einsatz des transportablen, nicht-metaboli-
sierbaren ‘Zuckers Xylose (Di Marco und Romano 1985). Wenn aus-
schlieflich ZXylose als Zucker im Medium {2 - 14 % w/v) vor-
“liegt, ftrégt die intrazelluldr vorhandene Xylose fast voll-

i
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stdndig zu einem osmotischen Ausgleich zwischen extra- und in-
trazelluldrem Milieu bei, so daf die Cytoplasmavolumina nur

sehr geringen Schwankungen unterliegen.

Trotz signifikanter Xonzentrationen intrazelluldrer Glucose
bzw. Fructose zur Stabilisierung des osmotischen Gradienten
zwischen Medium und Cytoplasma nimmt das Cytoplasmavolumen bei
Z. mobilis mit steigender extrazelluldrer Zuckerkonzentration
ab. Dieses Phénomen steht nicht in unmittelbarem Zusammenhang
mit dem Zellstoffwechsel. Zwar sollte dexr fiir den Influx dex
Zucker erforderliche chemische Gradient szwischen Medium und
Cytoplasma - bedingt durch ein sehr effizientes, mit hoher Gé=
schwindigkeit arbeitendes kataboles Enzymsystem - zur Reduk-
tion des Cytoplasmavolumens filhren, jedoch auch bei niedriger
Metabolisierungsrate (qg: 4,5 g/g/h Glucose bzw. Fructose) ist
eine Cytoplasmavolumen-Reduktion mefbar. Die zuckertolerante
Hefe Hansenula anomala zeigt beim Wachstum auf Glucose ein
dhnliches Phdnomen (Van Eck et al. 1989). Mit dieser Hefe wur-
den maximales Zellvolumen und spezifische Wachstumsraten bei
einer Wasseraktivitdt von 0,998 mit Glucose als (-Quelle ge-
messen. Bei Erniedrigung des Wasseraktivitdt auf 0,925 durch
ErhShung der Glucosekongentration nahm das Zellvolumen linear
ab. Damit einhergehend kam es zur Akkumulation dexr kompatiblen
Solute Glycerin und Arabinose, wobei der Faktor fiir das Ver-
hditnis zwischen extra- und intrazelluldren Konzgentrationen
bis =zu 10000 betrug (Van Eck et al. 1989). Der Zusammenhang

gwischen O
und Zellgrdfe wurde mit verschiedenen Organismen untersucht.
Donachie und Robinson (1987) =zeigten beispielsweise fiir E.
coli eine Relation zwischen Wachstumsphase und Cytoplasmavolu-
men, wobei langsam wachsende Bakterien ein kleineres Zellvolu-
men besitzen als schnell wachsende HMikroorganismen. Fir das
Wachstum wvon ZEctothiorhodospira mobilis unter salinen Bedine
gungen bestdtigen Imhoff und Riedel (198%) einen derartigen

-

~Zusammenhang zwischen Wachstumsphase und Cytoplasmavolumen.

- 4-5-3— ~Fren BE el & v
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Filir “‘eine vollst8ndige osmotische Aquilibrierung =zwischen
“intra- und extrazelluldren Raum tragen neben hohen intrazellu-
ldren Glucosekonzentrationen auch andere osmotisch aktive, cy=

toplasmatische Solute, d.h. ionische und nicht-ior
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dermolekulare Bestandteile der Zelle mit einer Osmolalitdt von
ca. 310 mOs/kg bei. Vergleichbare Werte fiir die zellinterne
Osmolaritét sind von Salmonella typhimurium und Escherichia
coli bekannt (Stock et al. 1977).

bas Vorkommen signifikanter intrazellulBrer 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 Kapazitdt zuriickzufiihren. Auch die zuckertolerante
Hefe §. zrouxii verfiligt iiber ein schr effizientes, mit hoher
Geschwindigkeit arbeitendes Saccharose-Transportsystem. Da-
durch werden intrazelluldre Saccharosekonzentrationen ermbg-
licht, die bis zu 40 % der extern vorgelegten Zuckerkonzentra-

tion ausmachen (Brown 1974).

Bakterien haben verschiedene Mechanismen zum Transpoxrt von
Zuckern verwirklicht. Die erleichterte Diffusion (&bb. 4.1)
ist als passiver Transporivorgang unabhingig von Stoffwechsel-
energie und daher deutlich vom aktiven Transport zu differen-
zieren. Bei Bakterien ist die erleichterte Diffusion hdufig
dem Transport von Glycerin zuzuordnen (Dills et al. 1380), was
z.B. flir Pseudomonas (Tsay et al. 1971), Shigella (Richey und
Lin 1972), Bacillus (Saheb 1872), Nocardia {(Calmes und Deal
1872) wund Escherichia (Sweet et al. 1390; Alemchammad und
Knowles 1974; Sanno et al. 1968) =zutrifft. Der Acetattransport
, .. . P

by

nismus der erleichterten Diffusion (Boenigk et al. 15839).

Eine weitaus gr8fere Verbreitung unter den Prokarvonten haben
aktive Zucker-Transportsysteme erfahren., Wihrend bei den pri-
mdr aktiven Transportvorgingen der Translokationsschritt un-
mittelbar an eine chemische Reaktion gebunden ist, wixd der
sekundédr aktive Transport gemdf der chemiosmotischen Hypothese
(Mitchell 1872) durch die Proton Motive Force (elektrisches
Potential, pH Gradient), Ionen-Gradienten oder durch den che-
mischen Gradienten des Substrats angetrieben (Mitchell 1970).
Zum sekundir aktiven Transport gehdrt das Maltosebindeprotein-

abhingige Transportsystem (Dills et al, '1930), sowie der

i
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Natrium-Cotransport von Zuckern, z.B. fiir Melibiose (Stock und
Roseman 1871). Beide Transportmechanismen (Abb. 4.1} sind beil
E. coli vorhanden. Der Proton-Symport z.B. von Glucose bzw.

Lactose ‘ist fiir Rhodotorulla (HSfer 1989%) und E. coli {Wilson

1878; Wilson -et ;.al._-- 1878) beschrieben. Besondere Beachtung

L "-:Verdien‘_t--:..jedoch das Phosphotransferase-System (Abb. 4.1), das

~durch die Gruppeniibertragung wihrend des Transports gekenn-
':z_eichnet ist (Thompson 1987, 1988; Danchin 1887; Postma und
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Lengeler 1985; Saier 1985; Saier et al. 1988; Xonings et al.
1989; Hengstenberg et al. 1989; Erni 1989; Driessen et al.
1987).

Im Gegensatz zu den Prokaryonten erfolgt in den meisten euka-
ryontischen 2Zellen dexr 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 verfiigen vielfach i{iber verschiedene Glucose-
Transportsysteme gleichzeitig, darunter auch oft ein fiir Glu-
cose gering affines Transportsystem, das nach dem Prinzip der
erleichterten Diffusion arbeitet (Ramos et al. 1988; Cirillo
1589; Peinado et al. 1988; Loureiro-Dias 1987: Postma et al.
1988; Postma et al. 1989; Does und Bisson 1889).

Beli Z. mobilis handelt es sich um ein mit hoher Geschwindig-
keit und ZKapazitdt arbeitendes Transportsystem, das fiir auf
Glucose bzw. Fructose kultivierte Zellen gleiche Transportra-
ten liefert. Aufdem konnte Substratspezifitdt nachgewiesen
werden. Der Glucosetransport ist nicht durch CCCP hemmbar:
Hinweise auf einen aktiven Transport von Glucose liegen nicht
vor (Romanoc et al. 1979). Flir den Glucosetransport konnte Ste-
reospezifitdt und Gegentransport-Maximum geszeigt werden (Di
Marco und Romano 1885). Dabei zeichnet sich 4. mobilis durch
das einzige, bisher beschriebene, bakterielle Glucose-~Trans-—
portsystem aus, das Glucose ausschlieflich nach dem Prinzip
der erleichterten Diffusion (Abb. 4.1) transportiert. Inzwi-
schen wurde auch fiir das Bakterium Streptococcus bovis zusitz-
lich zum Glucose Phosphotransferase-System ein Glucose-Trans-
portsystem nmit dem Mechanismus der erleichterten Diffusion

vorgeschlagen (Russell 1230).

Versuche zum Fructosetransport bei Z. mobilis zeigen, daf das

System Substratsdttigung zeigt; was auf einen Carrier-vermit-

telten Transport hinweist. Ahnliche ﬁberlegungen;resultierten
aus EMessungeh 'der Fructose-Aufnahmerate einer Fructokinase-
negativen Hutante (Bdye et al. 1990). Dadurxch, daf auch fiir
die --Fructokinase-negative Mutante eine Fructose-Aufnahmerate

A
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festgestellt wurde, wird nach Ansicht der Autoren deutlich,
daf} dieser Transport unabhidngig wvom Zucker-Phosphorylierungs-
potential mdglich ist, was mit dem Mechanismus der erleichter-
ten Diffusion vereinbar widre. Ergebnisse der Fructosetrans-
port-Versuche weisen daxauf hin; daB der Fructosetransport
durch Glucose inhibiert wird, insbesondere dann,; wenn die Glu-
cosekonzentration oberhalb der eingesetzten Fructosekonzentra-
tion liegt. Untersuchungen von Di Marco und Romano ({1985) nit
einem 20 fachen Glucose-ilberschuf3 ergaben &hnliche Resultate.
Es ist daher anzunehmen, dafl Glucose und Fructose mit dem
gleichen Carrier transportiert werden, wobel die Affinitdt fiir
Gluceose grdPer als die £fiir Fructose ist. Auszuschliefen ist
auch nicht, daf 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).

Wahrend funktionelle und strukturelle Eigenschaften des Zuc-
ker-Transportsystems Species-abhdngig sind, deuten analoge
Kennzeichen bei den verschiedenen Transportsystemen auf einen
gemeinsamen evolutiondren Ursprung und &hnlichen katalytischen
Mechanismus hin (Mueckler et al. 1985; Birnbaum et al. 1986).
Dexr katalytische Mechanismus des Gluccsetransports ist jedoch
von einer Kontroverse bestimmt. Bisher wurde eine Vielzahl von
Transport-Modellen zur erleichterten Diffusion vorgeschlagen,
wobei der Glucosetransport durch die Erythrozyvtenmembran als
Prototyp der erleichterten Diffusion gilt (Helgerson und Carw
ruothers 1988). 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, daf zwei Zuckermolekiile gleichzeitig
(jeweils an der Influx- bzw. Efflux-Stelle) an den Carriexr
binden kénnen und durch Kooperativitdt interagieren.

Nach Friedman (1986) versteht man unter erleichterter Diffu-
sion einen passiven Vorgang, der durch einen Gradienten des
:chemischen oder elektrochemischen Solutpotentials angetrieben
Wird,-ﬁs bereitet jedoch Schwierigkeiten, die maximale Trans-

portkapazitédt der erieichterten Diffusion zu quantifizieren,
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da die Anfangs-Transportgeschwindigkeit dexart hoch ist, dag
sie mit den herkbmmlichen experimentellen Methoden nicht auf-
16sbar ist. Zu &hnlichen Ergebnissen gelangten Fuhrmann et al.
(1989) bei der kinetischen Analyse des Glucosetransports in
Plasmamembranvesikeln aus Saccharomyces cerevisiae-Zellen. Da-
ten der Computersimonlation ergaben fiir §.cerevisiae eine Un-
terbewertung der ermittelten apparenten Influx-/Efflux-Werte.
Demnach ist es nicht mbglich, realistische Anfangsgeschwindig-
keiten =zu bestimmen. Wegen des effizienten Transportsystems
und der geringen Grife des Zellkompartiments werden in weniger
als 1 sec hohe intrazellulire Zuckerkonzentrationen erxreicht.
(Fuhrmann et al. 1989). Aufgrund dieser Einschrinkung sind da-
her die apparenten Vy . -Werte der Glucose/Fructose-Aufnahme-
versuche bel Z. mobilis unterbewertet. Legt man fiir 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/minemg TG. Aus kalori-
metrischen Messungen des Glucose-Metabolismus bei Z. mobilis
wird z.B. ein maximaler Glucoseumsatz von B1§ nmol/minemg 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-
lierungssystems. Vergleicht man die kinetischen Daten der
Phosphorylierungssysteme mit denen der Transportsysteme, er-

bt .sich, daf die Ky-Werte der Transportsysteme (Glucose: 11l
m; Fructoses 27-30 mi) um mehr als eine Grdfenordnung hdher
liegen als die Werte der beiden Kinasen (Scopes et al. 1985).
Die apparenten Vy_.-Werte der Kinasen entsprechen nur unter
glinstigsten Voraussetzungen den Werten der %Zucker-Aufnahmerate
gy von mindestens 712 nmol/minemg 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 extrazelluldren Zuckerkonzentrationen im Sittigungsbe-
reich des Transportsystems fir Glucose und Fructose die Gluco-
"und Fructokinase v8llig gesdttigt. Der Zuckertransport wirkt
unter diesen Bedingungen nicht limitierend, was mit dem Vor-

handensein intrazellulérer, nichtphosphorylierter Glucose bzw.

Fructose in Einklang steht.

I
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Abgesehen von Ethanol und CO, gehen bei Z. mobilis Polymere
bzw. Oligosaccharide als weitere Produkte aus dem Zuckerstoff-
wechsel hervor (Viikari 1%88). Dazu gehSrt ein Fructose-Poly-
mer, das sich u.a. durch seine Siurelabilitdt auszeichnet
(Barrrow et al. 1984c). Im Gegensatz zu dem bei Z. mobilis
ebenfalls vorhandenen Levan (Beker et al. 1990; Viikari und
Linko 18986) und daraus abgeleiteten Fructooligosacéharidem
(Kennedy et al. 1989) sind die Fructose-Monomere dieses Poly-
saccharids (¥-2-1 und fB-2-6 glykosidisch verkniipft (Barrow et
al. 1984c). Aufféilig ist, dap dieses Polymer der Membranfrak-
ticn szuzuordnen ist. Inwleweit diesem Polymer eine Funktion
bei der Zellassoziation oder ggf. bei der Osmoadaptation
beizumessen ist, ist noch unbekannt. Zwar ist von Bradyrhizo-
bium japonicum ein extrazellul8res Polysaccharid bekannt, den
eine Funktion bel der Osmoregulation =zugesprochen wird (Tully
et al. 1980), das Z. mobilis-Polysaccharid ist aber konstitu-
tiv vorhanden und unterliegt offenbar keinen regulatorischen
Effekten. Die Beteiligung eines B-(1-2) Glucans von Rhizobium
meliloti und Agrobacterium tumefaciens an der hypoosmotischen
Adaptation wird von Dylan et al. (1890} und Cangelosi et al.
1990) gezeigt.

Z. mobilis war bislang fiir sein Wachstum in aufergewdhlich ho-
hen Zuckerkonzentrationen bekannt. Mit dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, daf Z. mobilis aufgrund eines mit grofier Ge-
schwindigkeit arbeitenden Zucker~Transporisystems in Abhdngig-
keit von dexr extrazelluldren Zuckerkonzentration auch intra-
zelluldr signifikante Xonzentrationen nichiphosphorylierter
Monosaccharide aufweist. Ausgehend von der Kleonierung der Glu-
cose-Transportproteine (Barnell et al. 19%0) sollten weiter-
fiihrende Untersuchungen die Deletion der Gene fiir das Glucose-
Transportsvsiem betreffen. Dadurch kdnnte gezeigt werden, ob
Z. mobilis noch iber andere Zuckercarrier fiir Hexosen verfigt,
wobei durch Klonierung der Gene weiterer Zuckercarrier Hin-

weise auf deren Bedeuntung fiir Z. mobilis erhdlitlich waren.

HE |
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5. Zusammenfassung

Das ethanol-produzierende Bakterium Zymomonas mobilis zeichnet
sich durch eine stark ausgeprdgte Toleranz gegeniiber hochkon-
zentrierten extrazelluldren Zuckerléisungen (bis zu 40% w/v)
aus. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Mechanismen der
Toleranz won Z. mobilis gegeniiber konzentrierten Glucose-,
Fructose- und Glucose-/FructoselSsungen zu untersuchen. Dabeil

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

geldsungen (2-20 % w/v) zeigten, daf unabhdngig von der
. Glucosekenzentration des Mediums die spezifische Produkti-
vitat Ap s die spezifische Glucose-Aufnahmerate g, und die
Ethanolausbeute Yp/s konstant blieben. Steigende Zuckerkon-
zentrationen (2-18 % w/v Glucose bzw. Fructose) im Medium
ergaben eine signifikante Reduktion des Cvtoplasmavolumens
von 2,8 pl/mg TG (110 mM Zucker) auf 1,6 ul/mg TG (820 mM
Zucker) sowie eine Abnahme der spezifischen Wachstumsrate p
und der Zellausbeute Yy/g+- Die Bestimmung intrazelluldrer
Glucose bzw. Fructose in Abhdngigkeit von der Zuckerkonzen-
tration des Mediums ergab bei Lkonstanter Glucose- bzw.
Fructose-Aufnahmerate einen entsprechenden Anstieg intra-
zelluldrer ZXonzentrationen an nichtphosphorylierter Glu-
cose~- bzw. Fructose. Oberhalb einer extrazellulidren Konzen-
tration von 410 mM Glucose bzw. 530 mM Fructose wurden bis
zu 67 mM zellinternes Sorbit ermittelt, obgleich die extra-
zelluldre Sorbitkonzentration maximal 1,3 mM betxrug. Legte
man dquimolare Konzentrationen an Glucose und Fructose (je
1-9 % w/v) im Medium vor, trugen aufer intrazellulirer Glu-
cose und Fructose hohe intrazellulBre Sorbitkongzentrationen
(s 157 mi) zur osmotischen Stabilisierung der Zelle bei.
2. Zuckertransport-Messungen ergaben filr Z. mobilis ein nach

dem

ke
rinzip der erleichterten Diffusicn arbeitendes konsti-

tutives Glucose-Transportsystem. Versuche zum Fructose-
transport zeigten aufer Substratsdttigung und komstitutivem
Vorkommen die Hemmbarkeit durch Gluccse. Die Bestimmungen

der apparenten kinetischen Daten fHir den Glucose- (Ky:il

]
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mM; Vo 1220 nmol/minemg TG) bzw. Fructosetransport (Ky:27-
30 mM; Vi,,:90-110 nmol/minemg TG) weisen auf ein mit hoher
Geschwindigkeit arbeitendes, wenig affines Glucose- bzw.

'Fructose-Transportsystem hin.

das Wachstum und Cytoplasmavolumen von Z. mobilis zeigten,
daf Maltose (ilmpermeabel) eine signifikante Cytoplasmavolu-
men-Reduktion verursachte, die durch Zusatz von Glucose (57
m0s/kg) zum Testansatz mit Maltose (445 mOs/kg) fast voll-
stdndig revertiert werden konnte. Die Verwendung des per-
~meablen, aber kaum metabolisierbaren Zuckers Xylose ergab
unabhéngig wvon den extrazelluldren ZXylosekonzentrationen
((2-14 % w/v) ein weltgehend konstantes Cytoplasmavolumen
(2,8 ul/mg TG), wobeli der Gradient =zwischen extra- und
intrazellulidrer Xylose 1,2 betrug.

T
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