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Summary:

Escherichia coli wild type is grown in a gas tight batch
culture, The oxygen partial pressure is measured continuously
in the liquid phase during the growth of the bacteria. The
system allows the observation of rapid changes of the respi-
ration rate. Thereby we found a diauxic respiration behavior
with glucose as the only carbon source in a pure mineral salt
medium, The second respiration phase is caused by a substance
secreted into the medium during the uptake of glucose. The
presence of glucose in the medium stops the metabolic uptake

of this secretion product,
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1. Problemstellung

Wdchst eine Bakterienpopulation bei konstanter Temperatur in
einem abgeschlossenen Volumen, so steigt die Bakteriendichte
exponentiell an, Fir ihr Wachstum nehmen die Bakterien aus
der Nihrl8sung organische und anorganische Substanzen auf.
Setzt man voraus, daf die anorganischen Komponenten im Uber-
schuf vorliegen, so wird das Wachstum durch die organische
Substanz begrenzt: Es dauert nur so lange an, bis alle orga-
nische Substanz verbraucht ist. Dann bleibt die Bakterien-
dichte fiir einige Zeit konstant (statische Phase),

Eine genaue Betrachtung der Abnahme an organischer Substansz
wihrend des Aufwachsens zeigt, daB erst bei sehr geringen
Substratkonzentrationen am Ende der Wachstumsphase eine Ver-
langsamung des Wachstums auftritt., Die Wachstumskurve, als
semilogarithmische Auftragung der Bakteriendichte {iber der
Zeit, "knickt ab", Es wird allgemein angenommen (zum Beispiel
MONOD 1942), daR das Wachstum von der Nihrstoffkonzentration
nach der MICHAELIS~-MENTEN=-Kinetik abhingt:

z Wachstumsrate
. c s |
I T R:‘?mﬁ Mpax © Maximale Wachstumsrate
, C g Kongzentration der

organischen Substanz

Die Konstante Kc ist substratspezifisch. Sie gibt an, fir
welche Konzentration organischer Substanz gerade die halbe
maximale Wachstumsrate erreicht wird,

Die Werte flr KC liegen allgemein sehr niedrig. SCHLESER und
FURSTEL 1972 extrapolierten aus der Wachstumskurve fir E., colil
und Glucose als Substrat ein Kc von 7,5 mg/l, Beil Versuchen
muf allgemein aber mit wesentlich h8heren Substratkonzentra-
tionen gearbeitet werden, da die gebildete Biomasse und umge=
setzte Substanzen unterhalb der Nachweisgrenzen biochemischer

Tests liegen.



In der Arbeitsgruppe "Sauerstoffkreislauf" der KFA war es not-
wendig, den Sauerstoffumsatz bei Glucosekonzentrationen nahe
den KC-Werten zu messen, Einem Umsatz einer bestimmten Glucose=
menge entspricht unter gegebenen Bedingungen immer der Verbrauch
einer bestimmten Menge an Sauerstoff, Die WARBURG-Technik lieB
nur eine Bestimmung bis ca., 100 mg Glucose/l zu. Hier wird die
Abnahme des Sauerstoffpartialdruckes in der abgeschlossenen
Gasphase manometrisch bestimmt. Dagegen ist die Messung in der
wlissrigen Phase wesentlich empfindlicher. Sind in einem Liter
Luft bei 20° ¢ 258 mg O2 enthalten, so 1l8sen sich im gleichen
Volumen Wasser unter Gleichgewichtsbedingungen 8,84 mg 029
Dabei. kann mit geringen Sauerstoffmengen bei gleichbleibendem
Partialdruck gearbeitet werden. Der Ersatz der fliUssigen durch
die wldssrige Phase ist unerheblich, da alle Lebewesen letztlich
wissrige Phasen darstellen., SchlieBt man die wlissrige Phase ab,
so0 kdnnen schon geringe Sauerstoffumsitze gemessen werden.

Bei steigenden Nihrstoffmengen und damit wachsendem Sauerstoff-
verbrauch wird ein steigender Anteil der Gasphase mit einge-

schlossen.

Bei dieser Versuchsanordnung wird der Sauerstoff mit einer
Elektrode kontinuierlich gemessen und registriert. Entschei-
dend fir den Verlauf der Atmungskurven ist der Sauerstoffilber-
gang von der Gas- in die fliissige Phase., Die geringe Sauer-
stoffnachlieferung verstirkt den Effekt. So konnte Uberraschend
nach einem normalen "logarithmischen Wachstum" und entsprechen-
dem Sauerstoffverbrauch bei E. coli mit Glucose als Substrat
eine zweite Atmungsphase beobachtet werden. Ihre Grdfe und die
Ursachen dieses Effektes sollen in dieser Arbeit untersucht
werden. Die hauptsichlichste technische Schwierigkeit der
Arbeit stellte die Anforderung dar, alle Versuche unter streng
sterilen Bedingungen durchzufiihren,



2, Wachstum von E., coli in Glucose=Mineralsalz=Medien

2,1 Vorbemerkung

Die in dieser Arbeit dargestellten Versuche haben gezeigt,
daB der Sauerstoffverbrauch eines (stoffwechselphysiologisch
gesehen) Wildtyps von E. coli beim Wachstum mit Glucose als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle in zwei deutlich
voneinander getrennte Abschnitte zerf#llt, Solches Wachstum
in zwel aufeinanderfolgenden Phasen, allgemein mit einer
Ruheperiode dazwischen, wird seit MONOD 1942 als Diauxie
bezeichnet. Dabel werden diese beiden Wachstumsphasen aber
durch zwei verschiedene Substanzen in der Nihrldsung hervor-
gerufen, wihrend in diesen Versuchen nur eine Substanz ins
System eingegeben wurde. Da nun der Wachstumsverlauf einer
Diauxie beobachtet wird, kann dies nach ersten Uberlegungen
nur bedeuten, daR wdhrend des Glucosestoffwechsels mindestens
eine zweite Substanz produziert wird. Diese Substanz wird

ins Medium abgegeben und erst nach dem Verbrauch der Glucose
im Stoffwechsel umgesetzt, Die Bevorzugung der Glucose im
Stoffwechsel, nicht nur bei E. coli, wurde seit EPPS und GALE
1942 als Glucose=Effekt beschrieben und hat zu erfolgreichen
molekularbiologischen Arbeiten liber den Transport durch die
Bakterienmembran und die Stoffwechselregulation veranlaft.
Diese Arbeit kann hierzu kaum etwas beitragen. Dennoch sollte
der derzeitige Wissensstand Uber die regulatorische Funktion
der Glucose im Stoffwechsel nach einem Uberblick Uber Arbeiten
zur Diauxie kurz dargestellt werden, da diese Kenntnisse zur
Auswertung der Befunde beitragen k&nnen.

Nach der Darstellung des Glucose=-Effektes soll noch kurz
berichtet werden, was in der Literatur lber die Ausscheidung
und Speicherung organischer Substanzen durch E, coli und ver-
wandte Mikroorganismen unter aeroben Bedingungen zu finden
ist., Eine intensive Suche wurde deshalb durchgefihrt, da der
Effekt als allgemein bekannt angenommen wurde, Verschiedene
Arbeiten brachten zwar Anregungen, doch konnten erkl&rende



Befunde nicht erhalten werden, Auf die Literatur vor MONOD
1942 wurde nicht zurlickgegriffen, da die Ergebnisse fir die
Zwecke dieser Arbeit nur schwer zu interpretieren waren.

2,2 Diauxie

MONOD 1942 hat systematisch untersucht, wann in einem Mineral-
salzmedium Mikroorganismen auf zwel verschiedene Kohlenstoff-
quellen mit zwei aufeinanderfolgenden, allgemein durch eine
lag=Phase getrennten Wachstumsphasen, reagieren, PAIGEN und
WILLIAMS 1970 bezeichnen nur dann aufeinanderfolgenden Sub-
stratverbrauch als Diauxie, wenn beide Wachstumsperioden

durch eine lag=-Phase getrennt werden. Die Ausprigung der
lag=Phase kann allerdings von der Inkubation vor dem Versuch
abhdngen und durch tiefere Temperaturen verhindert werden
(STUMM=ZOLLINGER 1966). So erscheint es als wenig sinnvoll,
die Ausprigung der lag=Phase in die Definition aufzunehmen.
Allgemein tritt Diauxie bei Zugabe zweier Kohlenhydrate auf.
Dabei wird sehr hiufig Glucose zuerst verbraucht, So ist es
bemerkenswert, wenn Pseudomonas aeruginosa Succinat, Citrat,
Malat und Fumarat vor der Glucose verbraucht (HAMILTON und
DAWES 1972). Am besten bekannt ist die Glucose-Galactose-
Diauxie (LOOMIS und MAGASANIK 1967, MAGASANIK 1970) bei E. coli.
Untersucht wurden in neuerer Zeit eine Glucose=Succinat-=Diauxie
bei E. coli (RUIZ=-HERRERA und GARCIA 1972) und eine Glucose-~
Citrat-Diauxie bei Salmonella typhimurium (ENGELSBERG, WATSON
und HOFFEE 1961), STUMM=-ZOLLINGER 1966 hat die Diauxie sogar
fir Mischpopulationen aus Kl#rwerkschlamm beobachtet.,

Sie konnte dabei dreierlei Verhalten der Mischpopulation
gegenilber zwei Kohlenstoffquellen feststellen., Einmal wurden
Glucose und Benzoat gleichzeitig aufgenommen. Im zweiten Fall
hemmte Glucose, solange sie noch in der Nihrl8sung anwesend
war, die Verwertung der Galactose, Dabei wurden die Galactose-=
abbauenden Enzyme zwar induziert, aber durch die Glucose
gehemmt, Das war daran zu erkennen, daR keine lag=Phase nach
dem Glucoseverbrauch auftrat. Im dritten Fall, der Zugabe von



Glucose und L=Phenylalanin, wurde eine Repression der Enzyme
des L=Phenylalanin-=Stoffwechsels in Anwesenheit von Glucose
beobachtet. Beide Wachstumsphasen waren durch eine Induktions-
phase getrennt.

In den beiden beschriebenen Fillen der Diauxie hemmt Glucose
konkurrierende Stoffwechselwege. Da die Glucose diese Hemm-
wirkungen bei vielen Mikroorganismen sehr ausgeprigt zeigt

und die Effekte mit Glucose zuerst und spiter am ausfihrlich-
sten damit untersucht worden sind, wurde lange Zeit vom Glucose-
Effekt gesprochen, Der Effekt, wie ihn die Glucose zeigt, wird
auch nach Zugabe von anderen Substanzen beobachtet (zum Beispiel
Mannitol, MAGASANIK 1961), doech wird sich die kurze Ubersicht

im folgenden auf die Glucose konzentrieren,

2.3 Der "Glucose=Effekt"

Der Glucose-Effekt wurde 1942 von EPPS und GALE erstmals be=-
schrieben., Sie beobachteten, da® Glucose die Bildung von
Aminosiuredesaminasen hemmt. Weitere Hemmungen sind inzwischen
bekannt geworden, Sie sind reversibel (MOSES und PREVOST 1966).

Der biologische Sinn der Glucose=Hemmung wird verstidndlich, wenn
man die geringen Abmessungen einer Bakterienzelle bedenkt. Die
Bakterienzelle hat dadurch den Vorteil, daf bei fehlenden Trans-
portprozessen im Inneren jeder Teil des Organismus schnell

durch Diffusion versorgt werden kann. Andererseits aber ist die
Zahl der EiweiBmolekilile, also auch die Zahl der Enzymmoleklile
begrenzt., Werden Enzyme eines wenig effektiven Stoffwechsel=-
weges gebildet, so ist dies nur auf Kosten anderer Enzyme mdg-=
lich,

Es ist ein Selektionsvorteil, wenn eine Bakterie mit m8glichst
geringstem Aufwand um die Kohlenstoff- und Energiequelle kon=
kurrieren kann (DAVIS 1961), Schon 1950 haben SIEGEL und
CLIFTON gemessen, daf der Kohlenstoff der Glucose schnell in
das Zellmaterial von E., coli eingebaut wird. Uber die Abbau-
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wege werden in kllrzester Zeit alle Bausteine fiir Synthesen
bereitgestellt. GRAY, WIMPENNY und MOSSMAN 1966 fanden zwar
eine Repression der Zitronensiurezyklus-Enzyme bei E, coli in
N&hrmedien, die mehrere verschiedene organische Substanzen
enthielten, doch wurden diese Enzymaktivititen in einem reinen
Mineralsalzmedium mit Glucose erhdht. Die Abbauwege der Glucose
kénnen Uber allosterische Effekte der Enzyme und Konkurrenz um
Substrate und Kofaktoren fir die Zelle optimal gesteuert werden
(HOLZER 1961, MACNAB, MOSES und MOWBRAY 1973)., In den Fillen,
in denen neben der Glucose eine weitere Substanz aufgenommen
werden muB, um die Zellsubstanz aufzubauen, kann der Glucose-
Effekt hinderlich sein., Er wird dann aufgehoben., Als Beispiel
seien NEIDHARDT und MAGASANIK 1957 zitiert: Bei Aerobacter
aerogenes wird die Histidaserepression durch Glucose aufge=
hoben, wenn Histidin die einzige Stickstoffquelle im Nihrmedium

ist.

Die Klirung der molekularbiologischen Grundlagen hat wesent-
lich zum Verstindnis der Stoffwechselregulation bei Bakterien
beigetragen. Die Regulationsmechanismen setzen bereits bei

der Aufnahme in die Zelle widhrend des Transports Uber die
Membran ein. McGINNES und PAIGEN 1973 konnten zeigen, daR der
Transportschritt der Glucose selbst bereits die Glucose-
hemmung ausl8st. Intrazelluldr gebildete Glucose (aus Lactose)
hat einen ungleich schwicheren Effekt., Bel Salmonella typhimu-
rium wurde eine Mutante gefunden, die Glucose nicht mehr ver-
arbeiten, sondern nur noch transportieren kann. Dennoch hemmt
Glucose die Verwertung von Citrat (ENGELSBERG 1959), Da das
Glucosetransportsystem bei E, coli konstituiv ist (OXENDER
1972), kann zugegebene Glucose ohne lingere lag=Phase wirken,
PARDEE und PRESTIDGE 1961 fanden, daB es etwa finf Minuten
dauert, bis der Inhibitor die m=RNA=Synthese umgelenkt hat.
Bei Pseudomonas aeroginosa ist das Glucosetransportsystem
nicht konstituiv, sondern induzierbar (NG und DAWES 1973). Bei
einem Diauxiewachstum wird erst das Citrat, dann die Glucose

verbraucht.,
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Glucose wird Uber ein Phosphotransferase-System (PTS-System)
in die Zelle transportiert:

Zucker PTS Zuckerphosphat
+ s <
Phosphoenolpyruvat Pyruvat

Das PTS=System ist nicht auf E, coli beschrinkt. Z. B, bei
Staphylococus aureus arbeitet das Transportsystem wie bei E,
coli, Die Phosphorylierung von Zuckern beim Transport ist dabei
schon léngere Zeit bekannt gewesen (HENGSTENBERG, EGAN und
MORSE 1968). Das PTS-System besteht aus vier Proteinen. Davon
ist das eine membrangebundene Enzym eines der beiden zucker-
spezifischen Proteine (ROSEMAN 1972). Wird dem intakten PTS-
System Glucose angeboten, so werden andere Enzyme gehemmt oder
repressiert. Die Hemmwirkung kann eine Inaktivierung ("inhibi-
tion") oder eine Verminderung der Enzymsynthese ("repression")
sein, Eine Ubersicht findet man bei MAGASANIK 1970, PASTAN,
PERLMAN 1969 beschreiben die Repression der B-Galactosidase

bei E, coli, LOOMIS und MAGASANIK 1967 beobachteten, daR bei
der Glucose-Lactose=Diauxie die Ausprigung des lag-Operons
verhindert wird, Dieser Vorgang wird als "catabolite repression"
(zum Beispiel MAGASANIK 1964, MAAS und McFALL 1964) bezeichnet:
Ein Metabolit hemmt die Synthese eines oder mehrerer Enzyme,

Es kann aber auch das Enzym nur inaktiviert werden (BOEZI und
MOSS 1961, Tryptophan-Transport), Dann spricht man von "cata=
bolite inhibition" (zum Beispiel MAAS und McFALL 1964, McGINNES,
PAIGEN 1966). Bestimmte Autoren unterscheiden noch einen unge-
fihr zwanzig Minuten andauernden starken Hemmeffekt nach
Glucosezugabe ("transient repression") (PAIGEN und WILLIAMS
1970, PASTAN und PERLMAN 1970). Diese Hemmung der Produktion
der Aktivitdt anderer Enzyme ist verantwortlich fir die Diauxie.,
Zuerst wird Glucose verbraucht, Beim Transport in die Zelle
werden andere Enzyme gehemmt oder repressiert., Werden die
Enzyme nur inaktiviert, tritt kaum eine lag-Phase nach dem
Glucoseverbrauch auf. Wurde die Enzymsynthese anderer Stoff-
wechselwege repressiert, ist eine Induktions- und Synthesephase

notwendig.
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Als molekulare Ursachen des Glucose-Effektes werden zwei
Mechanismen diskutiert. Einmal soll das aktive Glucosetrans-
portsystem den Induktor ausschlieRBen (SAIER und ROSEMAN 1971,
ROSEMAN 1972). Das Enzymsystem der anderen Kohlenstoffquelle
kann nicht induziert werden. Zum anderen ist nach Zugabe von
Glucose ein Ausstrom von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP)
zu beobachten (MAKMAN und SUTHERLAND 1965, MOSES und SHARP 1972),
Eine hohe cAMP=Konzentration ist aber zur Enzyminduktion not-
wendig. MOSES und SHARP 1970 haben eine deutliche Anderung des
Proteinbestandes der E, coli-=Zellen durch cAMP beobachtet.

cAMP erh8ht bei E, coli die B-Galactosidase~Synthese nach einer
lag=Zeit von vier Minuten (PERLMAN und PASTAN 1968). Ebenso
hebt c¢AMP in intakten oder mit EDTA/Tris permeabel gemachten
Zellen die Glucoserepression auf (PERLMAN und PASTAN 1968,

DE CROMBRUGGHE , PERLMAN, VARMUS und PASTAN 1969), Der cAMP=-
Gehalt in E, coli=Zellen ist der AuBenkonzentration an Glucose
umgekehrt proportional (MAKMAN und SUTHERLAND 1965), Er steigt
mit dem Verbrauch der Glucose aus dem Nihrmedium im Laufe des
Wachstums an (PETERKOFSKY und GAZDAR 1971).

Das cAMP ist bereits eine Substanz, deren AuRenkonzentration

den Stoffwechsel bei E, coli reguliert. Es ist auch denkbar,

daf wdhrend des Wachstums von E., coli entweder Substanzen ins
Nihrmedium sekretiert werden oder ein groRer Stoffwechselpool
Substanz durch ein Leck aus dem Zellinneren verliert,

2,84 Substanzabgabe ins Nihrmedium

Dem Techniker sind eine gr8fere Zahl biologischer Verfahren zur
Substanzproduktion bekannt. Die Alkohol= und Milchsiuregirung
sind wohl die 4ltesten Verfahren. Allgemein treten besonders
bei Fermentationen der anaerob ablaufenden Stoffwechselwege
Substanzen ins AuRenmedium Uber, Da die Versuche dieser Arbeit
unter aeroben Verhiltnissen durchgefithrt wurden, bringt das
Studium von Fermentationen nur wenig Information und wird hier
nicht dargestellt. Fiir E., coli ist bekannt (THOMAS, DOLLE,
WESTWOOD und GORDON 1972), daR sie bei Sauerstoffmangel Lactat
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produzieren und abgeben. Azotobacter vinelandii gibt erst unter
anaeroben Verh#ltnissen Produkte aus dem Citronensiurezyklus

in nennenswerten Mengen ins AuBenmedium ab (POSTMA, COOL, VAN
DAM 1973).

Unter aeroben Verh#ltnissen gibt Azotobacter vinelandii nur
wenig Metaboliten aus den intrazellulliren Pools ab, Spirochaeta
aurantia dagegen oxidiert Glucose nur sehr unvollstindig und
gibt trotz eines Einbaus von der Hilfte homogen markierter
1uC-G1ucose in die Zelle noch Acetat, Pyruvat und Lactat ab
(BREZNAK, CANALE=PAROLA 1972)., Auch bei E. coli gibt es Hinweise
auf eine S#Hureproduktion (ECKER und LOCKHART 1961, McGINNES

und PAIGEN 1966, CAVART, AVI-DOR, GROSSOWICZ 1968). Bacillus
subtilis scheidet Pyruvat, Acetat, Acetoin, Butanediol, Iso=-
butyrat und Isovalerat aus (SPECK und FREESE 1973). LUND und
WYATT 1972 fanden, daR® mit Rilbenzucker wachsende Erwinia
carotovora var. atroseptica Disaccharide ausscheidet. GOGOLEVA,
GRECHUSHKINA und EGOROV 1973 beschreiben die Abgabe von sauren
Polysacchariden durch Mycobacterium laecticolum. SILBERT, COHEN
und HARDER 1972 fanden, daR E, coli vier Prozent der syntheti-
sierten FettsHuren ins Medium abgibt. Ein Sonderfall dirfte

die Ausscheidung von Membranbestandteilen sein, wie sie ROTH-
FIELD und PEARLMAN=KOTHENCZ 1969 bei Salmonella typhimurium

und E. coli unter EiweiRmangelbedingungen fanden,

Uber Ausscheidungen, die nach dem Verbrauch des eingesetzten
Substrats im Stoffwechsel umgesetzt werden, ist nur wenig
Literatur zu finden. DEGN, LILLE®R und IVERSEN 1973 haben die
Atmung von Klebsiella aerogenes kontinuierlich verfolgt und
finden gleich mehrere sprungartige Knderungen der Atmungs-

rate nach dem Verbrauch des eingesetzten Substrats. Sie deuten
dies als aufeinanderfolgende Ersch8pfung mehrerer Stoffwechsel-
pools. Es wurden allerdings ruhende Zellen benutzt, da die MeR-
methode eine konstante Sauerstoffverbrauchsrate im MeRvolumen
voraussetzt., HADJIPETROU,‘GERRITS, TEULINGS und STOUTHAMER 1964
haben bei Aerobacter aerogenes eine Acetatanhiufung bis zum
Aufbruch der Glucose und dem Ende der Wachstumsphase beob-
achtet, Ist die Glucose erschdépft, so wird das Acetat



14

ohne Biomasseproduktion veratmet. Dieser Befund der Glucose-
Acetat=-Aufeinanderfolge im Sinne einer Diauxie, wobei auch
hier nur Glucose als ein Substrat eingesetzt wurde, kann als
Modell fir die Deutung der Befunde dieser Arbeit dienen.

Daff vor allem Stoffwechselzwischénprodukte (wie Pyruvat) aus-
geschieden werden, ist wenig lberraschend, wenn man den raschen
Austausch von Substanzen im Stoffpool des Zellinneren mit dem
Nihrmedium betrachtet. Versuche mit 32P-—markier'tem Phosphat
zeigten ein grokes Leck fir alle Zuckerphosphate (MOSES und
SHARP 1972). Der Aminosdurepool der Zelle tauscht innerhalb

von Minuten mit Aminosiuren im Medium aus (BRITTEN, McLURE
1962), PIPERNO und OXENDER 1968 haben einen raschen Austausch
intra= und extrazellulirer Aminos#uren bei E., coli beobachtet.,
Gibt man radioaktiv markiertes L« =Glyzerophosphat ins Zucht-
medium von E. coli, so wird es tausendfach angereichert,
Zentrifugiert man diese Zellen ab, widscht sie und suspendiert
sie in einem Medium mit inaktiver Verbindung, so wird die
radioaktive Anreicherung in den Zellen sofort verdiinnt (HAYASHI,
KOCH und LIN 1964), Eine Abgabe von Stoffwechselzwiscechenproduk=-
ten und Aufnahme nach Erschdpfung der Glucose erscheint nach
den aus der Literatur bekannten Fakten lber den intensiven
Stoffaustausch der Mikroorganismenzellen mit dem Medium denkbar.

Ebenso kdnnte eine in den Zellen gespeicherte Substanz aufge-
braucht werden. E. coli speichert bis zu sechs Prozent ihres
Trockengewichtes Kohlenhydrate (DAWES und RIBBONS 1962). Dabelil
wird gerade wihrend des Wachstums von E. coli in einem Glucose-
Mineralsalz-Medium Polysaccharid intrazellular gespeichert und
in der statischen Phase verbraucht (DAGLEY und DAWES 1949).

Die Kl&rung der Frage, ob die in dieser Arbeit beschriebene
zweite Atmunsphase durch eine oder mehrere Substanzen aus den
inneren Speichern der Zelle oder aber durch vorher abgegebene
Stoffwechselprodukte aus dem AufRenmedium verursacht wird, ist
fir das Verstindnis der Befunde dieser Arbeit eine zentrale

" Frage.
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3, Material und Methode

3.1 Material

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein E, coli=Stamm
K12 Y mel XA-=lysogen von Herrn Dr. Schairer aus dem Institut
filr Genetik der Universit#t K&ln benutzt. Die Bakterien wurden
als Ausstrich auf einer Platte geliefert und bei 37° ¢ einen
Tag lang bebriltet. Anschliefend wurden die Bakterien auf ein
Schrigagar-R8hrchen (Standard-=II Ndhragar Merck 7885) iliber=
impft., Die bebriiteten R8hrchen wurden bei 4° ¢ aufbewahrt und
regelmdfig Uberimpft.

Um zu gewdhrleisten, daf stets dasselbe biologische Material
vorlag, wurden bei allen Versuchen, nicht nur beim Uberimpfen
der Stammkulturen, mehrere Tests auf Identitit und Reinheit
durchgefihrt:

1, Mikroskopische Untersuchung von Form und Gr&fRe der Bakterien
nach Hitzefixierung und Methylenblaufdrbung nach HARRIGAN
und McCANCE 1966,

2. ENDO=-Platten als Identitits- und Reinheitstests (Fuchsin-
Laktose-Agar nach ENDO, Merck 4044): E. coli-Kolonien ent-
wickelten einen Fuchsinglanz.,

3, Erst die positiven Ergebnisse aller Tests der "bunten Reihe"
nach KNOTHE, SEELIGER, DULL und WIEDEMANN 1969 sowie
SCHLESER und FUORSTEL 1972 beweisen die Identiti#t der Bak-
terien, Damit werden die biochemischen Synthesef#higkeiten
getestet, Wich auch nur einer der Tests vom fir E, coli
charakteristischen Ergebnis ab, so wurde das Experiment

nicht gewertet.

Flir alle Untersuchungen wurden Nihrldsungen benutzt, deren
mineralische Komponenten gleich waren, Sie unterschieden sich,
je nach Problemstellung fir den jeweiligen Versuch, in der
Kohlenstoffquelle und deren Konzentration. Beim Ansetzen der
Ndhrlésung war darauf zu achten, daR das Mg 012 erst nach
vollsténdiger L&sung aller anderen Komponenten zugegeben werden
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konnte, da sich sonst ein weiRer, schwerl¥slicher Niederschlag
von Phosphat bildete.,

Mineralische Bestandteile der Nihrl&sungen:

KC1 2,237 g
Mg 012 * 6 H20 0,203 g
Na2 HPOM ¢ 2 H2O 16,020 g
Na H, PO, * H,0 h,114 g
(NH,), SO, 1,980 g

destilliertes Wasser auf tausend Milliliter.

Als organische Kohlenstoffquelle wurde im ersten Teil der
Arbeit Glucose (Merck 8342 D(+)-Glucose Monohydrat flr bio-
logische und mikrobiologische Zwecke) eingesetzt. Aus prak-
tischen Grilnden wurden glatte Glucosemengen eingewogen. Fir
alle Konzentrations-= und Mengenangaben wurde das Hydratwasser
berticksichtigt. Es brauchte am Ende keine pH-Korrektur durch-
gefihrt zu werden. Ein pH=-Wert von 7,17 stellte sich ein und
blieb wihrend der Atmungsversuche aufgrund der geringen Glu-
cosekonzentration (zwanzig bis hundert Milligramm pro Liter)
erhalten. Erst wenn der pH-=Wert wihrend des Wachstums unter
pH 6 sinkt, wird das Wachstum beeinfluft.,

Die Sterilisation im Autoklaven mit Uberspanntem Wasserdampf
(1 atl, 120° C) filhrte bisweilen zu Ausf#llungen und zu Zer-
setzungen der Nihrstoffe, was am Verfirben der L8sung gesehen
werden konnte. Da die Glucosekonzentrationen an sich schon
gering waren, die Ergebnisse reproduzierbar sein sollten und
vor allem nur eine Nihrsubstanz in der LSsung vorkommen durfte,
muRte ohne Erhitzung gearbeitet werden. Es wurde ein Papier-
plattenfilter der Firma Seitz, Sorte EKS, benutzt. Das Filter
lag auf einer Lochplatte als Verstidrkung zwischen zwei ver-
schraubbaren Stahlplatten. Die unsterile Ndhrldsung wurde aus
einem Druckkessel mit drei atii Luftdruck durch das Plattenfil-
ter gepreft. Die filtrierte, danach sterile Nihrl8sung wurde
in einem geeichten MeBgef#iR gesammelt. MeBgefiR und Filter
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wurden vorher im Autoklaven mit Wasserdampf bei einem atii und
120° C eine Stunde sterilisiert.

Zur Uberprifung der Sterilitit der Nihrl®sung, bzw. des abge-
schlossenen ganzen Systems, wurde, wie in Punkt 3.2 beschrieben,
der Sauerstoffgehalt in der nicht angeimpften Nihrl&sung mittels
einer Sauerstoffelektrode lber einen Zeitraum von 24 Stunden
gemessen., Es war dabei keine Abnahme feststellbar. AuBerdem
konnte keine Trilbung festgestellt werden.,

Ziel der Arbeit war es unter anderem, alle Parameter festzu-
legen, die zu einer genauen Reproduzierbarkeit der Atmungs-
kurven, wie in 3,2 beschrieben, fiihren. Zu diesen Parametern
geh6rte auch, daR sich E, coli immer im gleichen Wachstums-
stadium und Alter befand, bevor sie in den Versuch eingeimpft

wurde,

Es wurden auf Schrigagar angewachsene E. coli-=Kulturen in einer
sterilen Nihrl8sung mit U455 Milligramm Glucose je Liter bei

37° C und dreifig Prozent Schilttelintensitit (HFL-Schiittelbad)
angezogen., Dabel hatte die Schilttelintensitit einen wesent-
lichen EinfluB auf das Wachstum der Kultur. Mit geringerer
Schilttelintensitit wurde sicherlich die Sauerstoffversorgung
flilr die Bakterien schlechter. Es wurde auBerdem eine Verklum-
pung der Bakterien zu gréBeren Einheiten festgestellt, Das
Wachstum wurde mit Hilfe von Trilbungsmessungen verfolgt, Befand
sich die Kultur ungef#hr drei bis vier Stunden in der stati-
schen Phase, so wurden von dieser Bakterienkultur vier Milli-
liter in eine neue Nihrl8sung, die ebenfalls U455 Milligramm
Glucose je Liter enthielt, steril Uberimpft. Das Wachstuﬁ, das
unter den gleichen Bedingungen erfolgte, wurde erneut als
Tribung verfolgt. Durch das nochmalige Uberimpfen sollte die
lag~Phagse verkilrzt werden. Die lag=Phase, die Phase der Enzym-
induktion, ist nur schwer zu reproduzieren,

Aus der graphischen Darstellung der Wachstumskurve wurde als
weiteres Kriterium fir die Identitit der E. coli-Bakterien
die Generationszeit zu 61 + 3 min bestimmt.
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W8hrend des Wachstums wurde der Gehalt an Glucose in der Nihr-
18sung verfolgt., Dabel ergab sich, daB der Glucosegehalt ab
finf Stunden unter der Nachweisgrenze liegt (s. 3.2.3.2).

Um sicher zu gehen, daR mit dem Impfmaterial in den Versuch
keine Glucose mehr eingeschleppt wurde, ist ein Milliliter
Bakteriensuspension erst nach 6 1/2 Stunden aus der Kultur
entnommen, vor dem Einimpfen mit Phosphatpuffer pH 7,0 (steril),
1 ¢ 10 verdinnt und gut durchgeschiittelt worden, Diese Bak-
teriensuspension, die ungef8hr 50 000 Bakterien je Milliliter
enthielt, wurde zum Einimpfen in den Versuch verwendet.

Zusammensetzung des Phosphatpuffers:

0,5 g K,H PO,
0,5 g K H,PO,

auf 1000 ml destilliertem Wasser,

Eine pH=Korrektur war nicht ndtig. Der Puffer wurde vor der
Verwendung sterilisiert.

Zum Einimpfen wurde ein Milliliter der hergestellten Bakterien-
suspension verwendet. Durch die VerdiUnnung von 10’1l sind Glucose
oder deren Stoffwechselprodukte als m8gliche Stdrquellen soweit
reduziert worden, daf sie den Versuch nicht beeinflussen kdnnen.,
Auch die eingetragene Biomasse von 5 ° 10“ Bakterien ist gegen-
iber 4 ° 107 am Ende des Versuchs vernachlissigbar. Die zweite
Atmungsphase ist in keinem Fall auf eingeschlepptes Material
zurlickzufiuhren,

2.2 Methode

3,2.1 MeBprinzip und Versuchsaufbau

Um den Sauerstoffverbrauch einer wachsenden Bakterienpopulation
zu verfolgen, ist in einem abgeschlossenen Volumen gearbeitet
worden., Bei der Zugabe der organischen Substanz wird davon aus-
gegangen, daf zum Umsatz einer bestimmten Glucosemenge eine
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bestimmte Menge an Sauerstoff verbraucht wird. Wenn man annimmt,
daff alle Glucose veratmet wird, so verbraucht ein Milligramm
Glucose 0,75 Milliliter Sauerstoff, Danach wird das System je-
weils angesetzt: In der MeRzelle muB das Luftpolster so groB
sein, daf die eingeschlossene Sauerstoffmenge filr den Glucose-
umsatz ausreicht,

Das vorliegende abgeschlossene System stellt mikrobiologisch
gesehen eine statische Kultur (batch-Kultur) dar. Man muR in
Kauf nehmen, daB sich in einer solchen batch=Kultur die Kultur=-

bedingungen laufend #ndern,

Das Mefiverfahren beruht darauf, daB man ein abgeschlossenes
System zweier Phasen benutzt. Luft stellt die Gasphase dar,

die gerilhrte Nihrl8sung die flilssige Phase. In der wissrigen
Phase ist Sauerstoff nur in geringer Konzentration 18slich:

bei 37° C zu 6,8 Milligramm je Liter (luftges#ttigt). Deshalb
wird in der wissrigen Phase gemessen., Ohne Nachlieferung des
Sauerstoffs aus der Gasphase k&nnen bereits geringe Sauerstoff-
umsitze gemessen werden., Es ist aber immer darauf zu achten,
daR die Sauerstoffkonzentration in der Nihrl8sung nicht zu
stark absinkt oder gar gegen null Milligramm O2 Liter geht.
Dann k8nnen anaerobe Verhiltnisse auftreten und das Ergebnis
verfHlschen. Dazu muB bekannt sein, bis zu welchen Gehalten
der Sauerstoff absinken darf, ehe die Stoffwechselintensitit
beeinfluft wird., Dieser Wert, der kritische Sauerstoffpartial-
druck, liegt aber allgemein sehr tief (KOBAYACHI, KEYAMA 1973),
unter 0,6 Milligramm O2 je Liter, Erst dann wird die Sauer-.
stoffaufnahme verringert. Das weist auf die Sittigung eines
Transportmechanismus oder eines Akzeptorsystems beim bio-
chemischen Umsatz hin,

Bei der Versuchsanordnung wird angestrebt, daf sich der Sauer-
stoff nicht im L&sungsgleichgewicht befindet. Die L&sung wird
so gerihrt, daB die Sauerstoffverbrauchsrate der Mikroorganis-
men in der Nihrldsung gréfer ist als die Uber die Phasengrenze
aus der Gasphase nachgelieferte Sauerstoffmenge pro Zeit., Man
miRt nicht, wie bei einem System im st#ndigen Gleichgewicht,
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nur geringfiigige Anderungen in der Steigerung einer Konzentra-
tionskurve iber die Zeit, sondern diese Anderungen werden durch
die Versuchsanordnung verstirkt, Sinkt zum Beispiel die Sauer-
stoffverbrauchsrate unter die Nachlieferung aus der Gasphase in
die L8sung, so wird sich die in der N#hrldsung gemessene Sauer-
stoffkonzentration wieder vergrdfern., Wird die Atmung gestoppt,
so bleibt der Sauerstoffgehalt nicht konstant, sondern er
indert sich solange, bis sich das Gleichgewicht entsprechend
der noch vorhandenen Menge an Sauerstoff eingestellt hat,

Ein wesentlicher Vorteil dieses Systems ist es, daR der Auf-
wand gering, das System aber leicht beschreibbar ist. Auf eine
automatische Sauerstoffdosierung kann verzichtet werden. Ein
Problem stellt die Konstanz des Rithrens dar. Der Ubergang ilber
die Phasengrenze sollte fir quantitative Messungen genau be-

kannt sein,

Gemessen wird der Sauerstoffgehalt in der N&hrl8sung mit einer
Elektrode., Das Rilhren geschieht mit einem Magnetrilhrer. Es
dient nicht nur der Sauerstoffversorgung, sondern bewirkt auch
die Entfernung von Stoffwechselgasen aus der Kultur, vor allem
des 002. Das 002 wurde mit 10 %-iger Kalilauge absorbiert.

Bei hohen Glucosekonzentrationen entsteht entsprechend viel
002. Es muf absorbiert werden, weil das geldste 002 den pH-
Wert der L8sung verdndert,

Die Messungen werden bei der fiir Escherichia coli iliblichen
Temperatur von 370 c (x 0,5o C) durchgefihrt. Die Temperatur
wird mit einem Thermostaten aufrecht erhalten.

In der folgenden Abbildung (Abb. 3.1) wird das benutzte MeR-
system schematisch dargestellt.
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3.2.2 Beschreibung der einzelnen Systemteile

Es wurde eine Sauerstoffelektrode EO 16 der Firma WTW, Weil-
heim, fir die Versuche verwendet. Die Elektrode arbeitet nach
dem Clark=System., Die MeBzelle der Elektrode besteht aus einem
Elektrodensystem Silberanode-Kaliumchloridgel=Goldkathode,

das durch eine sauerstoffdurchlissige Folienmembran von dem

zu messenden Medium mechanisch abgeschlossen ist,

Bei der Reaktion wird der Sauerstoff in der unmittelbaren
Membranumgebung "aufgezehrt", Deshalb muBf die L8sung mit
einer Géschwindigkeit von mindestens 50 cm/s geriihrt werden,
Das war bel allen Versuchen gewdhrleistet, ‘

In einem Vorversuch wurde die Drift der Elektrode bei kon-
stantem Sauerstoffgehalt einen Tag lang verfolgt. Der Abfall
ist sehr gering und wurde in allen vorgenommenen Versuchen

vernachlissigt.

Die Elektrode wurde gemif der Firmenvorschrift mit einer
Null=-L8sung (drei Prozent Natriumsulfitldsung, erst zweil
Stunden nach dem L&sen benutzen) und luftdurchperltem, tem-
periertem Wasser geeicht,

Ein besonderes Problem stellte die Sterilisation der Elektrode
dar, Es ist heute noch nicht befriedigend gel8st, besonders
fiir technische Anwendungen,

Ein Sterilisieren in der Hitze des Autoklaven war nicht mbg-
lich, da durch freiwerdenden Wasserdampf aus der Gelschicht
die Membran gesprengt wurde., Dickere Membranen (z. B. Teflon)
konnten nicht verwendet werden, da die Ansprechempfindlichkeit
‘zuriickgeht und damit der zweite Atmungspeak ausbleibt. Die
Folie muB diinn sein, um eine schnelle Sauerstoffdiffusion und
damit ein rasches Ansprechen der Elektrode auf Schwankungen

zu gewidhrleisten. In der Hitze zeigten sich auBerdem Schédi-
gungen durch starke Verformung des Plastikmaterials der

Elektrode,
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Die Sterilisation wurde aus diesen Grilnden mit einer hoch-
konzentrierten (neunzig bis hundert Prozent) Sagrotanl8sung
vorgenommen, Die Elektrode wurde Uber Nacht in Sagrotanl8sung
gehdngt. Es wurde festgestellt, daR® eine Sterilisationsdauer
von mindestens zw8lf Stunden erforderlich ist.

St8rungen der Elektrode ergaben sich dann, wenn sie lingere
Zeit in Natriumsulfitld8sung (Null-L®dsung) aufbewahrt und an-
schlieBend sterilisiert wurde. Die Gelschicht verfirbte sich
braun. Bei der anschlieBenden Sauerstoffmessung wurden ein
Zittern des Schriebes und ungenaue Anzeige am MeBger#it fest-
gestellt. Das Membran=Gel-System muBte erneuert werden.,

Der Zellenstrom der 02—Elektrode wurde in einem Sauerstoff-
mefgerdt OXI 39 der Firma WIW, Weilheim, verstirkt und durch
ein Anzeigeinstrument sichtbar gemacht. Das Instrument kann
direkt in Sauerstoffpartialdruck bgzw, da dieser bei konstanter
Temperatur der geldsten Sauerstoffmenge proportional ist, in
Milligramm 02/1 Wasser geeicht werden., Flr die vorliegenden
Versuche wurde ein MeRBbereich von null bis zehn Milligramm

02/1 eingestellt.

Dem linear geeichten Anzeigeinstrument des SauerstoffmefRgerites
ist ein Kompensationssechreiber parallel geschaltet und auf
maximalen Ausschlag geeicht. Da alle Messungen bei 37° ¢ durch-
gefiihrt wurden und ein Maximalwert von 6,86 Milligramm 02/1 zZU
erwarten war, wurden deshalb am Schreiber als obere Grenze
sieben Milligramm 02/1, als untere null Milligramm 02/1 einge-
stellt. Man hatte damit die Atmungskurve der Bakterien maximal

gespreizt,

Das KulturgefiR besteht aus einem doppelwandigen Glasbehflter
von 950 Milliliter Volumeninhalt. Seitlich ist eine Quick=fit-
Schraubverbindung fiir die Sauerstoffelektrode angebracht. Am

Kopf des GefiBes befindet sich in der Mitte eine Uffnung zum

Einimpfen und zur Probenentnahme. Die Offnung ist wihrend des
Versuches mit einem Gummistopfen verschlossen. Seitlich davon
sitzt ein Kugelschiff mit einem kleinen Glasgef#B zur Absorp-
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tion von 002. Durch einen Hahn mit angeschlossenem Schlauch
wird die sterile Ndhrl®dsung aus dem MeRgefiR eingefiillt, Das
MeRgef8h besteht aus einem geeichten Glasbehdlter mit zweil
Hihnen am oberen und unteren Ende und einer Entliftung.

Das Kulturgefif wird ohne Elektrode und COZBAbsorptionsgeféB
im Autoklaven sterilisiert. Das COZ~AbsorptionsgeféB wird
getrennt sterilisiert und erst dann mit dem KulturgefiR steril
verbunden, wenn sich das System im Gleichgewicht befindet. Bis
zur Einstellung des Gleichgewichtszustandes ist diese Offnung
mit Watte und Aluminiumfolie abgedeckt, ebenso die Schlauch-
verbindung zum MeRgefiR fir die Nihrldsung. Vor dem Einsetzen
der Sauerstoffelektrode in das KulturgefdRfR wird diese zweimal
griindlich mit sterilem destilliertem Wasser gespiilt, um das
Sagrotan weitgehend zu entfernen, Eventuell noch vorhandene
geringe Restmengen stbren nicht, Beim Einsetzen wird die 0ff-
nung, die wihrend der Sterilisation ebenfalls mit Aluminium-
folie abgedeckt war, mit einer Bunsenflamme abgeflammt, Die
Elektrode wird vorsichtig eingesetzt und fest verschraubt,
Jetzt wird die Nihrl®sung llber die Hahnéffnung eingefiillt,

Zur Aufrechterhaltung einer konstanten Temperatur ist das
doppelwandige Kulturgefif mit einem Thermostaten verbunden.
Die Temperatur ist auf 379 ¢ eingestellt.

Die Durchmischung der Kultur und somit eine homogene Verteilung
von Nihrlésung und Sauerstoff wird mit einem Magnetriihrer
durchgefithrt, Der Magnetrihrer bietet zwei Vorteile gegenilber
einem mechanischen Rithrer, Die beim Rihren unvermeidlich auf-
tretenden Scherkrifte innerhalb der Flissigkeit, denen die
Bakterien ausgesetzt sind und die zu einer Schddigung und Zer-
st8rung des biologischen Materials fillhren, sind bei einem
Magnetrihrer wesentlich geringer als bei einem mechanischen
Rilhrer. Der zweite Vorteil liegt in der problemloseren Steri-

lisation.
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3s203 MefRmethoden

3,2,3.,1 Bakterienzahl

Un die Zahl der tats#dchlich lebenden bzw, lebensfihigen Mikro-
organismen bestimmen zu kdnnen, muf man ihr Wachstum auf geeig-
neten Nihrb8dden verfolgen. Man verdiinnt eine Suspension von
Mikroorganismen so, daB® sich nach Verteilen dieser verdiinnten
Suspension auf oder in einem Nihrboden aus den lebensf8higen
Mikroorganismen getrennt wachsende Kolonien bilden k&nnen,
Diese zeigen jeweils eine Zelle im Untersuchungsmaterial an.

Zu konzentrierte Suspensionen ergeben nur einen gleichmifigen

~ Bewuchs.,

Um im ginstigen MeBbereich zu liegen, wurde mit Phosphatpuffer
(siehe 3,1) fir eine 2zu untersuchende Flilgssigkeitsprobe jeweils
eine Verdiunnungsreihe durchgeftihrt. Ein Milliliter Bakterien-
suspension wurde zu neun Milliliter sterilem Puffer zugegeben
(Verdiinnung 1 : 10) und intensiv mit einem Vibrator geschiittelt.
Filr eine weitere Verdiinnungsstufe wurde der 1 : 10 verdiinnten
Suspension ein Milliliter entnommen und auf neun Milliliter

Puffer pgegeben,

Zwei Verfahren zum Verteilen und Bebriiten der Mikroorganismen
aus der Verdinnungsreihe wurden erprobt:

1, Ein Milliliter einer Verdlinnungsstufe wurde nach gleich-
miRiger Verteilung durch ein Millipore=Filter gesaugt
(Wasserstrahlpumpe), Nach dem Trockensaugen wurde das
Filterscheibchen auf Fuchsin-Laktose-Agar gelegt und zweil
Tage bei 370 C bebritet. Bakterienkolonien waren als rote
Punkte sichtbar. Das Verfahren war nicht genligend repro-
duzierbar. Die Streuung wurde besonders durch eine un-
gleichmiBige Verteilung der Bakterien auf dem Filter her-
vorgerufen, Oft war am Rand die Konzentration erheblich
h8her als in der Mitte. Das Verfahren wurde nur in Vor-

versuchen angewendet,
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2., Dagegen hat sich die Reproduzierbarkeit des KOCH'schen
Plattengiefverfahrens bewdhrt. Ein Milliliter Bakterien-
suspension wurde in eine sterile Petrischale gegeben und
zehn Milliliter 450 C warmer Nihragar dazu pipettiert.
Wichtig ist die schnelle, intensive Durchmischung durch
Schiltteln, wodurch eine gleichmifige Verteilung der Bake
terien erzielt wird. Nach zwei Tagen Bebriltung bei 37° ¢
zeigten sich die ausgewachsenen Kolonien als weife Punkte.
Sie wurden im Stereomikroskop gezihlt, wenn die Bakterien-
zahl pro Platte zwischen hundert und tausend lag. Bei
gleichmifiger Verteilung wurden nur jeweils zehn K#stchen
zu ein Quadratzentimeter ausgezihlt und das Ergebnis umge-

rechnet,

Verwendeter N&hrboden:

In tausend Milliliter N&hrl&sung (siehe 3,1) wurden 12 Gramm
Agar-Agar (Merck 1614) und 500 Milligramm Glucose (Merck 8342)
geldst und im Autoklaven sterilisiert,

Das Wachstum von Mikroorganismen nach Animpfen einer Kultur=-
18sung kann auch durch Tribungsmessung verfolgt werden., Unter
der Annahme, daB Triibung und Bakterienzahl proportional ist,
gibt die Extinktion direkt ein MaR flir die gebildete Mikro=-
organismenkonzentration., Dies ist fir die logarithmische
Wachstumsphase bei Escherichia coli erfilllt. Die Extinktion
wurde bei 400 nm in einem Photometer der Firma Beckmann,

Typ DB=G, gemessen,
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3,2.3,2 Glucosebestimmung

Der enzymatische Glucosetest mit Hilfe der Glucoseoxidase
(Merck 3328) konnte nicht nach der Originalvorschrift ange-
wendet werden, Einmal inaktiviert das zur Eiweiffillung be-
nutzte Uranylacetat bei geringen EiweiRfkonzentrationen die
Glucoseoxidase vollstidndig, zum anderen war die Nachweis-
empfindlichkeit zu gering.

Bakteriensuspensionen wurden membranfiltriert, um kein Material
aus dem Zellinneren der Bakterien mit zu erfassen. Bakterien-
freie L¥sungen wurden direkt verwendet. Zwei Milliliter der
Testl8sung wurden mit zwei Millilitern Puffer-Enzym=Farb-
reagenz=L8sung versetzt und dreifig Minuten im Dunkeln beil
Raumtemperatur stehen gelassen. Die Puffer=Enzym=-L8sung wurde
doppelt konzentriert angesetzt, um den vorgeschriebenen pH-
Wert zu erreichen, Die Glucoseoxidase ist nur im neutralen
pH=Bereich aktiv. Innerhalb der folgenden dreifig Minuten wurde
die Extinktion bei 450 nm im Beckman-Photometer DB=G mit
Kilvetten von einem Zentimeter Schichtdicke gemessen. Die Nach-
weisgrenze der Methode wurde mit glucosefreier membranfile-
trierter Nihrl¥sung, glucosefreier unfiltrierter Nihrl&sung

und Wasser zu 1,0 Milligramm Glucose pro Liter bestimmt. Kon-
zentrationen darunter sind nicht mehr von der Streuung der
Nullwerte zu unterscheiden. '
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b, Atmungsmessungen von E, coli bel geringen Glucose-
konzentrationen
4,1 Zeitlicher Verlauf des Sauerstoffverbrauchs

Die Knderung des Sauerstoffgehaltes in einer E, coli-=Kultur-
l6sung mit Glucose als organische Kohlenstoffquelle wurde,
wie in Kapitel 3,2 beschrieben, in Abhidngigkeit von der Zeit
verfolgt. Es ergab sich dabei der in Abbildung 4.1 darge-
stellte Kurvenverlauf,

Man erwartet, daf der Sauerstoffgehalt in der Nihrl8sung,
analog dem Wachstum der Bakterienkultur, exponentiell abfillt
und sich dann auf einen konstant bleibenden Endwert einstellt.
Die dargestellte Atmungskurve zeigt jedoch folgendes:

Nach einer lag-Phase (1) ergibt sich ein exponentieller Abfall
des Sauerstoffgehaltes in der Nihrldsung (2), entsprechend dem
exponentiellen Wachstum der Bakterienkultur. Im Minimum des
Sauerstoffgehaltes in der N&hrldsung (3) hdrt die Atmung auf,
Es folgt nun eine Ruhephase der Bakterien (U4), die wie eine
Induktionsphase aussieht. Der Sauerstoffgehalt der Nihrl8sung
steigt aufgrund der Nachlieferung aus der Gasphase wieder an.
Nach Ende dieser Ruhephase erfolgt aber jetzt eine zweite
Atmungsphase (5), der Sauerstoffgehalt sinkt bis zu einem
zweiten Minimum ab, Durch die Nachlieferung von Sauerstoff

aus der Gasphase steigt der Gehalt an Sauerstoff in der Nihr-
18sung danach langsam wieder an., Er #ndert sich dabei solange,
bis sich das Gleichgewicht entsprechend der noch vorhandenen
Menge an Sauerstoff eingestellt hat (6)., Es folgt nun ein sehr
langsam stetiger Abfall der Atmungskurve (7), die mdglicher=-
weise auf eine Erhaltungsatmung zurilckzufithren ist. Vorver-
suche schliefRen eine Drift der Elektrode aus,
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Abb. 4,1: Zeitlicher Verlauf der Sauerstoffkonzentration einer E. coli Kultur mit Glucose
(45,5 mg/l) als organische Kohlenstoffquelle. Weitere Erliuterungen s. Text. 4.1
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h,2 Abhéngigkeit vom System

h,2,1 Abh8dngigkeit von der Ruhrintensitit

Filr die vorliegenden Versuche wurde aus den in Kapitel 3,2,2
benannten Griinden ein Magnetriihrer verwendet. Bei der Ein-
stellung der Rilhrintensitit muB ein Kompromif geschlossen
werden, Die Rihrintensitdt darf nicht zu gering sein, da dann
bei mangelnder Durchmischung Zonen unterschiedlicher Sauer-
stoffversorgung entstehen kdnnen, Wird aber zu SGhnell gerihrt ,
befindet sich das System nahe am Gleichgewichtszustand, d, h.,
die Sauerstoffnachlieferung aus der Gasphase wird zu rasch und
der erwlnschte Effekt der zweiten Atmung tritt schlechter zum
Vorschein., Bei zu hoher Rihrgeschwindigkeit wird zudem die
Anzeige des Sauerstoffgehaltes durch mit in die L&sung
gerissene (Gasblasen gestirt,

Es wurde, wie in Abbildung 4.2 dargestellt, eine sehr starke
Abhdngigkeit der Form und des Aussehens der Atmungskurve von
der Rithrintensitit gefunden, Die Rihrintensitit war nur be=-
grenzt genau einstellbar. In der Abbildung ist sie in Bruch=
teilen der maximal m8glichen Einstellung angegeben. Die Ab-
hingigkeit wurde mit einer Glucosekonzentration von 45,5 Milli-
gramm pro Liter untersucht. Es ergaben sich sehr deutliche
Effekte, Mit unterschiedlichen RiUhrintensititen kann man den
zeitlichen Verlauf der Sauerstoffkonzentration in der Nihr-

1l8sung veréndern,

Die Unterschiede in den Ergebnissen sind vor allem auf Diffe-
renzen im Ga_saustausch Uber die Phasengrenze Flissigkeit=
Gasraum zuriickzufilhren, Bel unterschiedlichen Rihrintensitlten
bildet sich eine andere Form des Riihrkegels an der Oberfllche
aus, Blasen werden verschieden tief in die Flissigkeit mit-
gerissen., AuBerdem ist auch die Sauerstoffversorgung lUber die
Oberfliche der Bakterien von der Durchmischung der Fliussigkeit
abhingig. Eine weitere Untersuchung dieser Probleme, die beim
Einsatz dieses Verfahrens der Atmungsmessung empirisch geldst
werden sollte, erschien aus zwei Griinden nicht sinnvoll:
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Erstens sollte vor allem der Effekt der zweiten Atmungsphase
untersucht werden, Die Versuchsanordnung hat flir den gedach-
ten Zweck ausreichend funktioniert., Zweitens finden sich
bereits zahlreiche Uberlegungen zur Sauerstoffversorgung und
Durchmischung von Mikroorganismenkulturen in der verfahrens-
technischen und biotechnischen Literatur.

Als optimale Riuhrgeschwindigkeit wurde fir alle weiteren
Versuche die halbe Maximalgeschwindigkeit gew&hlt.

Besonders wichtig ist die Feststellung, daR der Gleichgewichts=-
wert der Sauerstoffkonzentration nach Ablauf der zweiten
Atmungsphase unabhingig ist von der Rilhrgeschwindigkeit. Der
Gesamtsauerstoffverbrauch wird danach durch Unterschiede in

der Rihrgeschwindigkeit bei Sauerstoffgehalten bis 2,18 Milli-
gramm 02 pro Liter nicht beeinfluft. Diese Feststellung ist

filr alle Streuungsmessungen an diesem E., coli-Stamm wichtig

und geht als Voraussetzung in die theoretischen Betrachtungen

ein.,
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Abb. 4.2: AbhZngigkeit des Verlaufs der Sauerstoffkonzentration von der Riihrintensitit.
Anordnung wie in Abb. 4.1, Riuhrintensitit als Bruchteile der maximalen Magnet-
rihrereinstellung.
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bh,2,2 Abh8ngigkeit von der Form des Kulturgefifes

Eine Abhingigkeit des zeitlichen Verlaufs der Sauerstoffkon-
zentration von der Form des Kulturgefifes konnte durch Messun=-
gen in zwei geometrisch etwas verschiedenen Kulturgef#ifRen her=-
gestellt werden.

Gef8B A hatte einen Durchmesser von 9,4 cm und war 11,3 cm
hoch, Gef4Rs B maR 9,0 cm und 11,5 cm. Die GefdRe unterschieden
sich vor allem in der Form des oberen GefdRteiles., Die Hand-
fertigung der verschiedenen Anschllisse brachte notwendiger-
weise Unterschiede in der Geometrie mit sich. Die Messungen
wurden bei der gleichen Glucosekonzentration von 45,5 Milli-
gramm pro Liter und gleicher Rihrintensitit durchgefiihrt.,

Fir beide Gef4Be wurde das gleiche Volumenverhiltnis von Gas=
phase zu Fliussigkeitsphase benutzt, Durch die etwas unter-
schiedliche geometrische Form bildeten sich in beiden be-
trachteten GefiRen beim Rilhren verschiedene Rilhrkegel aus.

Die verschiedene Form der Rihrkegel in Gef#f A und B hat

- verinderte Oberflichenverhiltnisse zwischen flilssiger und
gasf¥rmiger Phase zur Folge. Die Oberfliche in Gefdp A ist
gegentiber der in Gef#p B grbper, d. h,, die Sauerstoff-
nachlieferung aus der Gasphase ist besser. Wie bereits in
Kapitel 4,2.1 festgestellt wurde, verschlechtert sich da-
durch der erwiinschte zweite Atmungseffekt, wie auch die Ab-
bildungen U4,.3a und 4.3b zeigen.
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Abb. U4.3a: Abhingigkeit des Sauerstoffkonzentrationsverlaufs von der Form des Kultur-

geféhes. Verwendet wurden zwel geometrisch nur geringfilgig verschiedene
GefiRe. 45,5 mg Glucose / 1.
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Abb., 4.3b: Abhingigkeit des Sauerstoffkonzentrationsverlaufs von der Form des Kultur-

gefifes. Verwendet wurden zwel geometrisch nur geringfiigig verschiedene
GefiBe., 45,5 mg Glucose / 1.
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bh,2,3 Verhdltnis von Gas= zu Fliissigkeitsphase

Der Verlauf der Sauerstoffkonzentration wird aufRer durch die
Rihrintensitit wesentlich durch das Verh#ltnis Gasphase zu
Flissigkeitsphase im KulturgefiR beeinfluRt. Dieses wird durch
die vorgegebene Konzentration an organischem Substrat bestimmt,
Je mehr Substrat unter Sauerstoffverbrauch umgesetzt wird,
desto mehr Sauerstoff muf im System eingeschlossen sein, Auf
alle F&lle muB vermieden werden, daR der Sauerstoffgehalt zu
weit absinkt oder gar vollkommen anaerobe Verhiltnisse auf-
treten, da sonst Umstellungen im Bakterienstoffwechsel zu
anderen Ergebnissen als unter streng aeroben Verhiltnissen
fithren, In Vorversuchen wurde durch Variation des Verh#dltnisses
Gasphase zu Fliussigkeitsphase bei vorgegebener Substratkonzen-
tration ein optimales Verh#ltnis gefunden, Die Variation von
Gasanteil und Rihrintensitit hatte auBerdem zum Ziel, die
zweite Atmungsphase deutlicher sichtbar zu machen. Als opti-
males Verhfltnis bei einer Glucosekonzentration von 45,5
Milligram pro Liter wurde gefunden:

eg 1)

= o
[GANR |
w ©
Jl Ul

Flussigkeitsphase

@ BR

Gasphase

Dieses Verh#ltnis wurde fir alle weiteren Versuche benutzt.

4,3 Reproduzierbarkeit des Verfahrens

Auf eine gute Reproduzierbarkeit wurde Wert gelegt, um den
Effekt der zweiten Atmungsphase erklidren und das System
rechnerisch beschreiben zu kdnnen, Die Reproduzierbarkeit
wird durch den Gasibertritt von der Gas- zur wissrigen Phase
und durch das Wachstumsverhalten der Bakterienkultur be-
stimmt, In allen Versuchen hatte sich gegzeigt, daf die lag-
Phasen am schwierigsten zu reproduzieren sind, selbst wenn
sich das Impfmaterial jeweils im gleichen Wachstumsstadium

befand (siehe Kapitel 3.1).
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Hier wurde die Reproduzierbarkeit des gesamten Systems unter-
sucht. Es gehen sowohl Streuungen des Gasaustausches sowie
Schwankungen im Verhalten der Bakterien ein. Beide Kulture
gefiBe enthielten N&hrldsung gleicher Zusammensetzung, gleichen
pH=Wertes und gleicher Sterilisationsbedingungen, Lediglich
der angesetzte Glucosegehalt betrug 60,9 Milligramm pro Liter
Glucose im Gef#R A und 45,5 Milligramm pro Liter Glucose im
GefdR B, Fir die beiden Gef#Re wurden unterschiedliche Xonzen-
trationen an Glucose benutzt, um filr die im folgenden Kapitel
dargestellte Abhingigkeit des Sauerstoffverbrauchs von der
Glucosekonzentration eine grdRere Zahl unterschiedlicher
Konzentrationswerte zur Festlegung der Geraden zu bekommen,
Dieser Unterschied muR beim Vergleich der Atmungskurven zwi-
schen den beiden GefiRen beachtet werden. Die Sauerstoff-
konzentrationswerte kénnen schon wegen der unterschiedlichen
Glucosekonzentration im Ansatz nicht direkt miteinander ver-
glichen werden., Flr Gef4R A wurden zwei, fir GefiR B drei
Versuche unter identischen Bedingungen durchgefilhrt.

Abbildung U4.lUa, b zeigt das Ergebnis der Versuche., Durch die
Sterilisation im Sagrbtan war die Anzeige des Sittigungs-
wertes bei Versuchsbeginn von Versuch zu Versuch etwas ver-
schoben., Deshalb wurden die Kurven auf die Grundlinie nor-
miert. Nach Abbildung U4.4a, b wurde Tabelle 4.1 angefertigt.
Die Sauerstoffkonzentrationen werden angegeben, um eine Vor-
stellung von der Reproduzierbarkeit des Atmungsverlaufes und
des Gasaustausches fir jeweils dasselbe Gef43R 2zu ermdglichen.,

Aus Abbildung 4.4a, b und Tabelle U4,1 ist zu ersehen, daf die
Reproduzierbarkeit fir Versuche mit demselben Gefif aus-
reichend ist, um aufeinanderfolgende Versuche vergleichen

zu kdnnen, Dabei f81lt der Wert des ersten Sauerstoffminimums
heraus. Dessen Streuung resultiert vor allem aus den Mingeln
des Rihrsystems, Stand zum Beispiel das KulturgefdR nicht
ganz in der Mitte des Magnetriihrers, so ergaben sich da-
durch Abweichungen in der Durchmischung des Systems., Beson-
ders hingewiesen sei auf die gute Reproduzierbarkeit des End-

wertes.,
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Abb, 4,4a: Versuche zur Reprodﬁzierbarkeit des Sauerstoffkonzentrationsverlaufs in
beiden GefiRen, jeweils unter identischen Bedingungen.
GefiR A enthielt 60,9 mg Glucose / 1,
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Abb., 4,4b:

Versuche zur Reproduzierbarkeit des Sauerstoffkonzentrationsverlaufs in
beiden GefiBen, jeweils unter identischen Bedingungen.
GefiR B enthielt 45,5 mg Glucose / 1.
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Tab. 4.1: Zahlenwerte zu den Reproduzierbarkeitsversuchen, dokumentiert in Abb. 4.4. Die
Versuche wurden, auBler in der Glucosekonzentration, unter identischen Bedingun-
gen durchgefithrt. Wegen der etwas unterschiedlichen Glucosekonzentrationen und
Unterschieden im Gasaustausch kdnnen zwischen den GefidBlen A und B nur die Zeit-
werte verglichen werden. Die Konzentrationswerte fiir Sauerstoff sind nur fiir

dasselbe Gefiall vergleichbar,

Gef#HB A B
Versuch 1 2 1 2 3
Glucose mg/1 60,9 4s, 5
Dauer der lag- und p Din 9 32 g 22 10 22 10 22 11 19

ersten Atmungsphase

Konzentrationsdifferenz zwi-
schen erstem Sauerstoffmini-

mum und Ausgangsgleichge- ne 02/l 293 2.76 3.12 2.86 2.95
wichtswert

Dauer der zweiten lag-Phase min 32 28 60 - 60 58
Konzentrationsdifferenz zvi-

chon mveitem Sauerstoffmis| g op/i| k16 | 3.98 | 2093 | 26z | 2.6

Fichtswert

eitliche Differenz zwi-
chen dem Ende der erstemn h min 00 2 52 L 20 i 23 7
nd der zweiten Atmungsphase

&)}

onzentrationsdifferenz des 6 L8
auerstoffs zwischen Anfang mg 02/1 3.93 3.83 2.01 2.58 2.

d Ende des Versuchs

Ot
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Vergleicht man die beiden Gef4Re miteinander, so muB man von
den systembedingten Unterschieden in den Sauerstoffkonzen-
trationen absehen, Diese resultieren aus den Konzentrations-
unterschieden und vor allem aus der beschriebenen Verschieden-
heit der beiden Rihrsysteme. Vergleichbar sind nur die Zeiten
fir die einzelnen Phasen, Dabei f#llt auf, daB die Vorginge

in Gef8® A in allen unterscheidbaren Phasen schneller ab=
laufen. Besonders deutlich ist der Unterschied bei der zweiten
lag=Phase, Eine Erklirung kann hier nicht gegeben werden, Die
geringe Differenz in der Glucosekonzentration im Ansatz ist
wohl nicht die entscheidende Gr¥Be, da Unterschiede in der
Glucose-Ausgangskonzentratioﬁ eher einen gegenteiligen Effekt
haben sollten,

Zusammenfassend kann man feststellen, daf sich das benutzte
System filr die beabsichtigten Untersuchungen ausreichend
reproduzierbar verhielt,

b,y Abh3ngigkeit des Sauerstoffverbrauches von der

Glucose=Konzentration

Ziel dieser Versuche war es, die Abhingigkeit des Sauerstoff-
verbrauches von der Konzentration eingesetzter Glucose zu
untersuchen und den sich daraus ergebenden Sauerstoffver-
brauchskoeffizienten a zu bestimmen. Der Sauerstoffverbrauchs-
koeffizient wird hier nach der Formulierung von SCHLESER und
FORSTEL 1972 benutzt. Es wird dabei angenommen, daR zur Ver-
arbeitung einer vorgegebenen Menge an Mangelsubstanz MMS

immer die gleiche Menge an Sauerstoff MO2 notwendig ist.

Das heift: MOZ/MMS = a = konst,
a : Sauerstoffverbrauchskoeffizient
MO ¢ verbrauchte Sauerstoffmenge (mg)
2
M s verbrauchte Glucosemenge (mg)
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Die Messungen wurden bisher mit Hilfe der WARBURG=Technik
durchgefilhrt, doch die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs-
koeffizienten flr geringe Substratkonzentrationen war mit
dieser Methode nicht m8glich. Es wurde angestrebt, niher am
Konzentrationsbereich der MICHAELIS=Konstanten filr die Wachs-
tumsrate in Abhdngigkeit von der Glucosekonzentration

(Kc = 7,5 Milligramm pro Liter) zu arbeiten. Deshalb war

es notwendig, die in dieser Arbeit beschriebene Methode der
Atmungsmessung zu entwickeln, |

Ebenso sollte untersucht werden, wie und ob die Atmungsphase
von der eingesetzten Glucosekonzentration abhingen,

Die Atmungsversuche wurden mit verschiedenen Konzentrationen

an Substrat durchgefihrt. Alle Ubrigen Parameter wurden bei-
behalten. Die Abbildungen 4.5a, b zeigen die Abhingigkeit des
Sauerstoffkonzentrationsverlaufes in der N#hrl8sung fir vier
verschiedene Glucosekonzentrationen pro Gef#B., Die Kurven wure-
den auf die Grundlinie und auf das erste Sauerstoffminimum nor-
miert, Eine Normierung auf das erste Sauerstoffminimum wurde
vorgenommen, weil die erste lag=Phase der wachsenden Bakterien-

population Streuungen unterworfen war,

Aus den Gleichgewichtswerten des Sauerstoffgehaltes in der N&hr-
18sung zu Beginn und zu Ende des Versuchs und nach dem Befund,
daB simtliche Glucose verbraucht wird (s. Kapitel 5.1), wurde
der Sauerstoffverbrauchskoeffizient berechnet. Aus den Abbil-
dungen 4.,5a, b wurde Tabelle 4,2 erstellt,
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Abb. 4.5a: Abhingigkeit des Sauerstoffkonzentrationsverlaufes von der eingesetzten
Glucosekonzentration fir Gefds A.

e



mg O, /1

7 L
i C=22,7 mg/l
S
5 4
C=455 mgll
T —"
3l C=68.2 mg/l
ﬁ
C=909 mgll
T Gefali ”’B,,
T 8 10 12 1% 16 th]

Abb, 4.5b: Abhingigkeit des Sauerstoffkonzentrationsverlaufes von der eingesetzten

Glucosekonzentration fiir GefiR B.

i



bs

Tabelle 4.2: Glucosekonzentrationen und Konzentrationsdifferensz
des gelVsten Sauerstoffs zwischen Anfang und Ende
der Versuche (siehe Abbildung 4.5)

eingesetzte Glucose- Konzentrationsdifferenz
konzentration (mg/l) des Sauerstoffs zwischen
Anfang und Ende des
Versuches (mg/l)
38,2 2,45
60,9 3,88
GefiR A 82,7 5,28
90,9 5,74
22,7 1’51
45,5 | 2,50
Gef4s B 68,2 4,25
90,9 5,92

Die verbrauchte Glucose= und Sauerstoffmenge errechnet sich

nach:
Mys = Vg Cg
5
- a _ qf _ _f1
MO2 = Vo (83 = Sgp) + 264 vy (1 - ==
3
£l
V: Volumen einer Phase (1)
CO: Glucosekonzentration bei Versuchsbeginn (mg/l)
S: Sauverstoffkonzentration der N#hrldsung (mg/l)

Index a, e: steht flr Anfang bzw, Ende des Versuches
Index g, fl: steht flir Gas- bzw, Fllissigkeitsphase
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Der Glucose- und Sauerstoffverbrauch filr beide GefiBe wird in
Tabelle 4,3 dargestellt. Als Ausgangswert filr den Sauerstoff-
gehalt wurde der Gleichgewichtswert Luft-Wasser beil 37° ¢
(6,86 Milligramm pro Liter) eingestellt.

Tabelle 4,.,3: Glucose= und Sauerstoffverbrauch der Versuche
in den Abbildungen 4,5a, b

Glucosever=- Sauerstoffver- Fliussig- Gasvo-

brauch (mg) brauch (mg) keitsvo= lumen

lumen (1) (1)
30,3 16,8
48,2 26,5

Gef4R A 65,5 36,1 0,792 0,157
72,0 39,2
18,1 10,4
36,3 17,3

Gef4R B 54,4 29,4 0,798 0,159
72,5 41,0

Der Sauerstoffverbrauchskoeffizient a ergibt sich aus:

M = a‘'M
O2 MS
Er folgt somit als Steigung aus der Geraden., Die Regressions-

geraden errechnen sich zu:

=
0

Gef8R A 0,54 Myq + 0,44

05
Gef4R B MO2 = 0,57 MMS = 1,45
aus beiden \
Gef4Ben M02 = 0,56 Mys = 0,83

Alle Werte werden in Abbildung 4.6 zusammengestellt.,
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Abb, 4.6 Abh#ngigkeit des Sauerstoffverbrauchs (mg) von der
eingesetzten Glucosemenge (mg)

Der Sauerstoffverbrauchskoeffizient stimmt mit Befunden bei
hohen Glucosekonzentrationen lUberein., Es konnte somit gezeigt
werden, daR er auch auf niedrige Glucosekonzentrationen an-
wendbar ist. Diese Feststellung ist deshalb so wichtig, weil
bei bestimmten Problemen im kontinuierlichen Zuchtverfahren
fir E, coli (Chemostat) niedrige Konzentrationen im Zuchtmedium
vorliegen, Bemerkenswert ist auch, daR die Geraden praktisch
durch den Nullpunkt des Koordinatensystems verlaufen, Das
bedeutet, dal auch bei den geringsten Glucosekonzentrationen
zur Verarbeitung einer vorgegebenen Menge an Glucose immer die
gleiche Menge an Sauerstoff notwendig ist.,
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Der gemessene Sauerstoffverbrauchskoeffizient a, zusammen mit
der Ausbeute Y ermdglicht eine Betrachtung, ob die gemessenen
GréBen mit dem Wert, der aus st8chiometrischen Uberlegungen

folgt, Ubereinstimmt. Die Ausbeute Y ergibt sich analog zu a

als:
vy = Mg _
Mus
MB: gebildete Bakterientrockenmasse (mg)
MMS: aufgenommene Glucosemenge (mg)

Wird von E, coli Glucose abgebaut, so wird diese in zwei Stoff-

wechselwegen verbraucht:

I. Atmung:

+ 6 0,——& 6 CO

C6 H12 06 5 5 t 6 H2O

Das Kohlendioxid wurde absorbiert und hier nicht weiter ver-
folgt. Unter Beriicksichtigung der molaren Verhiltnisse ver=
brauchen 0,935 Masseneinheiten Glucose eine Masseneinheit
Sauerstoff, Der molare Sauerstoffverbrauchskoeffizient a'

ergibt sich zu:

. fus

a' = a f = a * 0,935
02
a' = 0,52
fMS/fO ¢ stdchiometrisches Verh#ltnis von Glucose-= zu Sauere-
2 stoffverbrauch

ITI. Aufbau von Bakterienmasse:

Die Bakterienmasse besteht aus verschiedenen Elementen, die
niecht alle aus der Mangelsubstanz selbst aufgenommen werden,
Deshalb wird als Bezugssubstanz der Kohlenstoff benutzt. Eine
Bruttoproduktion organischer Substanz aus dem freigesetzten
€0, findet in dem abgeschlossenen System nicht statt. Des-

2
wegen muB aller Kohlenstoff der Bakterienmasse aus der Glucose
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stammen. Die molare Ausbeute ¥' fiUr den Kohlenstoff ergibt

sich zu:

Y = Y ° —— = 0,49
fus ’
fB: Kohlenstoffgehalt der Bakterienmasse (0,50 + 0,05)
(siehe Tabelle 4.U4)

f Kohlenstoffgehalt der eingesetzten Glucose (0,L40)

Ms
Y wurde in friheren Messungen zu 0,39 bestimmt,

Aus der Bilanz fir den Glucoseabbau folgt:
at + ¥Y'* = 1,
gemessen wurde: 0,52 + 0,40 = 1,01

Das bedeutet, daR etwa die Hilfte der Glucose unter Sauerstoff=
aufnahme veratmet und die andere Hilfte in die Bakterienmasse

eingebaut wird,

510/0 Atm uma

Glucose ‘in der

N&hrlasung

49%, Baklerienmasse

Abb, 4,7 Glucoseverwertung bei E., coli
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Tabelle 4.4 Kohlenstoffgehalte vom Trockengewicht fiir
biologische Materialien ‘

Objekt C=Gehalt Autor
vom Trockengewicht (%)

Weizen 43,6 MILLER 1938

Bakterien 50 LURIA 1960

Proteine 50 = 55 DOBY 1965

E, coli 50 STARKA 1968

Pflanzen allgem. 45 = 50

Proteine 51 = 54 HELLER 1969

Zellulose by, 5 ’

Bakterien 50 + 5 SCHLEGEL 1969

Spirochaeta

aurantia 52 BREZNAK,
CANALE=- 1972
PAROQLA

Mit Hilfe des gefundenen Sauerstoffverbrauchskoeffizienten a
und des Ertragskoeffizienten Y kann nun noch eine weitere
GrYpe, die spezifische Atmungsrate QO s errechnet werden,

Die spezifische Atmungsrate beschreibé die verbrauchte Sauer-
stoffmenge pro Bakterientrockenmasse und Stunde. Nach SCHLESER

/ FORSTEL 1972 errechnet sich QO nach:
2

-

Die spezifische Wachstumsrate u hat den Wert u = Mpax = 0,67
im verwendeten System, p ist eine Funktion der Mangelsubstanz-
konzentration., Diese Abh#ngigkeit macht sich aber erst bei
sehr niedrigen Konzentrationen an Mangelsubstanz bemerkbar.
Nach dem Einsetzen der aufgefithrten GréfRen in die obige
Gleichung ergibt sich fir Q, der Wert 0,963 h™* bzw,

674 ul/mg°h, 2
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Aus der Umstellung der obigen Gleichung ergibt sich folgendes
Verhdltnis:

Olo, _ _a
o Y

Man kann also sagen, daf das Verh#ltnis von spezifischer
Atmungsrate zur spezifischen Wachstumsrate genauso grof ist

wie das Verh#ltnis von verbrauchter Sauerstoffmenge zur gebil-
deten Bakterienmenge fiUr eine Konzentration. Das wird plausi-
bel, wenn man sich die Aufteilung der Kohlenstoff- und Energie-
quelle Glucose in die zwei (nur theoretisech trennbaren) Stoff-
wechselwege der Energiegewinnung unter Substanzabbau (Kata=
bolismus) und Synthese von Zellsubstanz unter Energieverbrauch
(Anabolismus) betrachtet (siehe Abbildung 4.7).

SIEGEL und CLIFTON 1950 beobachteten bei E, coli, daf etwa

die Hilfte des Kohlenstoffs der eingesetzten Glucose veratmet,
die andere H¥1lfte aber eingebaut wird. Sie haben nur in der
frithen exponentiellen Phase gemessen, ABELSON, BOLTON und
ALDOUS 1952 haben mit 1“C-markierter Glucose Entsprechendes
gefunden. Pro Mol Glucose wurden von E. coli 3,4 Mol Kohlen-
dioxid erzeugt. Bei einem respiratorischen Quotienten von 1,0
fliilr Glucose errechnet sich ein molarer Sauerstoffverbrauchs-
koeffizient a' von 0,58, Dieser Wert stimmt mit den Befunden
dieser Arbeit Uberein. Xhnliche Werte wurden auch bei anderen
Organismen gefunden. Aus der Arbeit von WALKER und DURHAM

1973 errechnet sich bei Pseudomonas fluorescens ein Wert von
0,41, Aus DEGN, LILLE®R und IVERSEN 1973 ergibt sich bei Kleb-
siella aerogenes fir Glucose als Substrat 0,37, fir Succinat,
Pyruvat und Acetat 0,51.

Der mit dem gemessenen a-Wert und den in anderen Versuchen
(SCHLESER und FORSTEL 1972, SCHLESER 1974) erhaltenen Zahlen
fir die Ausbeute Y und die Wachstumsrate u errechnete QO -
Wert stimmt mit den Befunden von SCHLESER 1974 und einem?
neueren Wert, errechnet aus RUIZ-HERRERA und GARCIA 1972,
von Uber 800 ul/mg ° h gut Uberein. Aus SIEGEL und CLIFTON

1950 errechnet sich ein QO von 700 bis 960 ul 02/mg * hs
2
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Eine griRere Zahl von MeRwerten des Sauerstoffverbrauchs
durch E, coli aus der Literatur kann nicht verglichen werden,
da entweder die Bezugsbasis fehlt oder die Ergebnisse nur fiir
bestimmte Versuchsbedingungen gelten. Die im Biological Data
Book zitierten Werte um 200 nach KREBS 1937 und AJL 1950 sind
aus den Originalzitaten nicht korrekt entnommen worden und

daher unbrauchbar.

Besonders interessant flr die Auswertung ist die Frage, ob
sowohl a und Y oder aber ihr Verh#ltnis in weiten Konzentra-
tionsbereichen konstant bleiben., Flr a wurde dies hier gezeigt,
Y war ebenso wie u (bestimmt fiir Tribungsmessungen) wegen der
geringen Biomasseproduktion nicht zu bestimmen., Da aber der
Sauerstoffverbrauchskoeffizient a und die Ausbeute Y stbchio-
metrisch zusammenhingen, muf bei konstantem a dies auch fir

Y gelten. So kann man bei der Auswertung der Ergebnisse an-
nehmen, daf das Verhdltnis von Sauerstoffverbrauchskoeffizient
a zu Ausbeute Y bis zu niedrigen Konzentrationen der Glucose

konstant ist.

Zum Schluf muB noch eine weitere Abhingigkeit von der Glucose-
anfangskonzentration betrachtet werden, die ebenfalls fir die
numerische Auswertung der Ergebnisse wichtig ist:

Die Abhingigkeit des Kurvenverlaufs von der Konzentration an
eingesetzter Glucose. Die unterschiedliche Form der Atmungs-
kurven der Abbildung 4.5 fiur die GefiRe A und B wurde in
Kapitel 4,2 begriindet. Uber die Abhingigkeit der verschiedenen
Atmungsphasen von der Anfangsglucosekonzentration kann folgen-
des ausgesagt werden: Das erste Sauerstoffminimum ist mit
steigender Glucosekonzentration stirker ausgepridgt. Die Dauer
der zweiten lag=-Phase ist unabh#ngig von der Glucose-Anfangs-
konzentration. Das zweite Sauerstoffminimum ist umso geringer,
Je hdher die Glucose=Anfangskonzentration ist. Der Abfall der
Sauerstoffkonzentration nach der zweiten lag-Phase ist umso
groRer, je héher die Glucosekonzentration am Anfang ist. Allge-
mein zeigt sich, daB die Linge der Atmungsphasen nach dem
ersten Sauerstoffminimum unabhingig von der Glucose=Anfangs-

konzentration ist,
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b,5 Bestimmung des Sauerstoffilberganges lUber die Phasengrenze

Das verwendete System besteht aus zwei Phasen, Gasphase und
Flissigkeitsphase. Wihrend des Wachstums einer Bakterienpopu=-
lation in einer batch=Kultur nehmen die Bakterien Sauerstoff
aus der flissigen Phase auf. Gleichzeitig findet eine Nach-
lieferung von Sauerstoff aus der Gasphase lber die Phasengrenze
statt. Um diesen Vorgang mathematiseh erfassen und den damit
verbundenen tatsichlichen Sauerstoffverbrauch von E, coli in
jeder Phase des Wachstums errechnen zu kbnnen, muBten die
Ubergangskoeffizienten filr Sauerstoff von der Gasphase in die
Fllissigkeitsphase und umgekehrt durch Versuche ermittelt werden.

Filr diese Versuche wurde ebenfalls das in Kapitel 3 beschrie=-
bene System verwendet. An den Parametern fir die RiUhrintensitit
und dem Verh#ltnis Gasphase zu Flissigkeitsphase wurde nichts
gelindert, Die Temperatur wurde ebenfalls auf 37O C eingestellt.
Es wurden keine Bakterien eingeimpft, auBerdem enthielt die
N&hrldsung keine Mangelsubstanz. Auf Sterilitidt des Systems
konnte deshalb in diesen Versuchen verzichtet werden,

Die Ubergangsfunktionen fir Sauerstoff konnten nun durch je-
weiliges Wechseln der Gasphase mit reinem Stickstoff und Luft
aufgenommen werden. Dabei wurde so vorgegangen, daB zuerst
zwanzig Sekunden reiner Stickstoff von oben durch den Hahn mit
ungef8hr 0,5 atm eingeblasen wurde. Vor dem Einleiten befand
sich das System im Gleichgewicht. Zum Druckausgleich wurde der
mittlere Stopfen herausgenommen., Nach zwanzig Sekunden wurden
Hahn und Stopfendffnung sofort wieder geschlossen., Wdhrend
dieser Zeit reagierte die Elektrode nur sehr gering. Der Sauer=-
stoffgehalt der fliissigen Phase sank nun nach einer exponen=-
tiellen Funktion bis auf einen konstanten Gleichgewichtswert
ab, Die aufgenommene Ubergangsfunktion entspricht dem Ubergang
von Sauerstoff aus der flilssigen in die gasfdrmige Phase., Blieb
der Gleichgewichtswert einige Zeit konstant, wurde die Gasphase
gewechselt und durch PreRBluft ersetzt. Auch hier war der Aus-
schlag der Elektrode wihrend des Einleitens im Vergleich zum
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Abb, 4.8 Messungen zur Bestimmung des Sauerstoffilbergangs-
koeffizienten fUr beide Gef#Re., Die Gasphase wurde
jeweils mit Luft bzw, Stickstoff beladen und der
Sauerstoffgehalt in der L8sung zeitlich verfolgt.
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Gesamtausschlag der aufgenommenen Funktion gering. Der Sauer-
stoffgehalt in der L8sung stieg nach einer exponentiellen
Funktion an., Diese exponentielle Funktion entspricht dem Uber-
gang des Sauerstoffs von der gasfdrmigen in die flissige Phase.
Diese Sauerstoffibergangsfunktionen wurden aus den in Kapitel
h,2 beschriebenen Grilnden fir beide GeflRe, A und B, aufge-
nommen, Die aufgenommenen Ubergangsfunktionen dokumentiert
Abbildung 4.6, Aus der Abbildung 4.6 ist deutlich zu ersehen,
daR sich der Sauerstoff-Endwert fir beide Geflfe mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit einstellt. Dies war zu erwarten,
da auch die Atmungskurven keine Ubereinstimmung zeigten. Wie
aus Abbildung 4.3 ersichtlich ist, sind durch die Unterschiede
in der Form der Rihrkegel auch die Oberfliichen fir den Gas-
austausch verschieden,

Zur Berechnung der Sauerstoffilbergangskoeffizienten wurden fir
die aufgenommenen Ubergangsfunktionen folgende Ansitze gemacht:

I. Ubergang von Sauerstoff aus der flilssigen in die gasf8rmige
Phase

ﬂdsfl/dt = kl(Sflis)

Das heift, die Abnahme der Sauerstoffkonzentration in der
Fliussigkeit mit der Zeit dSpj/dt ist gleich dem Sauerstoff-
{lbergangskoeffizienten k1 mal der Konzentrationsdifferenz
zwischen der Sauerstoffkonzentration in der Fliissigkeit und
dem Sauerstoffsittigungswert in der Flissigkeit (Ss).

Aus der Integration ergibt siech:

ln(Sfl—Ss)-ln(So-Ss) =—k1(t—to)

Sey * ss+cso~ss)°exp[-k1(t-to)]
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So = Sauerstoffanfangskonzentration in der Flussigkeit (mg/l),
Fir ¢t = to ergibt sich flr Sfl die Sauerstoffkonzentration

S .

o

Filr grofe t bzw. t+®nihert sich die Sauerstoffkonzentration
dem S&ttigungswert SS.

Der Sauerstoffibergangskoeffizient kl ergibt sich aus der
Steigung der Geradengleichung zu:

O

A S
s

él&

Ki== Tt

[+

i~

II, Ubergang von Sauerstoff aus der gasfdrmigen in die flissige

Phase

dSpy/dt = k(S -Spy)

Das heiBt, die Zunahme der Sauerstoffkonzentration in der
Flissigkeit hingt vom Sauerstoffilbergangskoeffizienten und

der Differenz zwischen Sittigungskonzentration und Konzentration
tion der Flissigkeit zur Zeit t ab.

Integriert ergibt sich:

ln(SS-Sfl)mln(Ss-So) = -k2°(t-to)

Spq = SS—(SS-SO)'exp[-k2 (t—to)]
Fir t = to entspricht Sfl der Sauerstoffausgangskonzentration

S e
o

Flir t>emergibt sich fir Sfl die Sauerstoffsdttigungskon=-

zentration Ss.

Der Sauerstoffilbergangskoeffizient k2 ergibt sich auf die
gleiche Weise wie in I. aus der Steigung der zugehbrigen

Geradengleichung.

Die Ubergangsfunktionen wurden mehrmals aufgenommen. Die er-
mittelten Sauerstoffilbergangskoeffizienten k1 und k2 sind
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fir beide GefHRe in der folgenden Tabelle 4,5 zusammengestellt.
In die Koeffizienten geht sowohl die Geometrie des Gef#Res

wie auch die
ein,

eingestellte Rilhrgeschwindigkeit fir die Kultur

Mit Hilfe dieser Sauerstoffilbergangskoeffizienten wird die in
Kapitel 6 beschriebene mathematische Behandlung des Systems

ermdglicht.

Tabelle 4,5

Ermittelte Sauerstoffilbergangskoeffizienten der
aufgenommenen Ubergangsfunktionen aus Abb, 4.8

Gef88 A Gef8s B

ky k, ky ko

1,51 1,45 0,97 0,95
1,41 1,39 1,00 1,01
1,40 1,45 0,94 1,04
1,40 1,49 1,02 1,14
1,20 1,26 1,16 0,93
1,18 1,39 0,94 1,17
1,35+0,13| 1,41+0,08 1,0240,08 1,04+0,09
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4,6 Zusammenfassung

Als Ergebnisse der Atmungsmessungen von E, coli bei geringen
Glucosekonzentrationen kann folgendes festgestellt werden:
Verfolgt man den Sauerstoffgehalt in der Nihrl8sung einer
wachsenden E., coli-Kultur mit Glucose als organische Kohlen-
stoffquelle, so zeigt sich ein biphasischer Atmungseffekt im
Sinne einer Diauxie, obwohl als einzige organische Kohlen-
stoffquelle nur Glucose eingesetzt wurde. Die Ausprigung des
Effektes ist abhingig vom verwendeten System. Die Rilhrintensi-
t8t darf nicht zu hoch sein, da man dann nahe am Gleichgewicht
zwischen Sauerstoffgehalt in der Gasphase und Sauerstoffgehalt
in der Flissigkeitsphase liegt. Sie darf nicht zu niedrig sein,
weil sonst anaerobe Verh#ltnisse auftreten k&énnen, Weitere
Systemparameter sind das Verhiltnis der Gasphase zur Flissig-
keitsphase im Kulturgefif und die geometrische Form des Kultur-
geftRes, Die geometrische Form bestimmt die Phasengrenzfliche
fir den Sauerstoffiibergang.

Aus der Untersuchung der Abhingigkeit des Effektes von der
Ruhrintensitit kann ausgesagt werden, daR der Effekt nicht
durch Sauerstoffmangel verursacht wird. Flr alle eingestellten
Rithrintensititen stellt sich immer der gleiche Endwert ein,

Fir die Atmungsmessungen von E. coli verhilt sich das verwen-
dete System ausreichend reproduzierbar. Es besteht eine strenge
Proportionalitit zwischen angebotener Glucosemenge und ver-
brauchter Sauerstoffmenge. Es konnte festgestellt werden, daf
etwa die Hilfte der Glucose in Bakterienmasse umgewandelt

und die andere Hilfte veratmet wird.

Wahrscheinlich werden wihrend des Wachstums von E, coli mit
Glucose als Mangelsubstanz ein oder mehrere Stoffwechselpro-
dukte ausgeschieden, die erst in der zweiten Phase der Atmung
wieder verbraucht werden, Man kann also #hnlich wie DEGN,
LILLEGR und IVERSEN 1973 mit Hilfe der Atmungsmessung Stoff-
wechselinderungen erfassen, Um das System mathematisch zu
beschreiben und auszuwerten, missen der Substrat- und Sauer-
stoffverbrauch in jeder Phase und das genaue Wachstum bekannt
sein., Untersuchungen dazu sowie zur Ursache des zweiten
Atmungseffektes werden in den folgenden Kapiteln dargestellt.
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5 Messungen zur Ursache der zweiten Atmungsphase

561 Atmungsverlauf, Wachstum und Substratverbrauch von
E, coli in der N&hrld&sung

Bel der Interpretation des in Abbildung 4.1 dargestellten
Kurvenverlaufs wurde der mit (4) bezeichnete Teil der Kurve
als eine Ruhephase bzw. als eine zwelte Induktionsphase be-
schrieben., Ist das der Fall, so miiBte es sich hierbei um eine
Diauxie handeln. Nach Verbrauch einer Komponente muf fiir ein
zweltes Substrat ein neues Enzymsystem induziert werden., Fir
diesen Fall muBte also bewiesen werden, da® zu Beginn der
zweiten lag=Phase kein eingesetztes Substrat mehr vorhanden

war,

Es wurde dazu ein Versuch, wie in der im Kapitel 3.2 beschrie-
benen Weise, angesetzt. Neben der Aufnahme des Sauerstoff-
konzentrationsverlaufs in der Nihrldsung durch den Schreiber
wurden wihrend des gesamten Versuchs in bestimmten Zeitab-
stinden Proben steril mit einer Injektionsspritze entnommen,
Die entnommenen Proben wurden durch ein Membranfiltersystem
(Millipore/Type HA 0,45 y Porenweite) filtriert. Das Filtrat
war bakterienfrei und konnte so zur Glucosebestimmung ver=-
wendet werden. Die Glucose wurde nach der GOD=-Methode (Kapitel
3.2.3.2) bestimmt. Das Ergebnis der Messungen wird in Abbildung
5.1 dargestellt.,

Um die Bedingungen, die an ein geschlossenes System gestellt
werden, nicht zu verletzen, muRten die abgenommenen Proben=
volumina so gering wie mdglich gehalten werden. Grifere Abnahme-
mengen ver#indern das Verhdltnis von der Gas=- zur PFlissigkeits-
phase. Dies kann sofort an einer Anderung der Sauerstoffkon-
zentrationskurve erkannt werden., Durch das vorgegebene Volumen
fir die Glucosebestimmung und Filtrationsverluste durch das
Filtersystem war pro Abnahme mindestens ein Volumen von drei
Millilitern erforderlich. Der Glucosekonzentrationsverlauf

fir die Dauer des gesamten Versuchs wurde deshalb aus zwei
Versuchen ermittelt, Der Verlauf der Kurve flir die Glucosekon=
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zentration ist aber abhingig von der eingeimpften Menge an
Bakterien., Die eingeimpfte Menge war jedoch unvermeidbaren
Streuungen unterworfen, so daR die einzelnen aufgenommenen
Kurven geringfligig differieren. Die Gesamtkurve wurde erhal-
ten, indem beide Einzelkurven auf die Glucosekonzentration
eine Stunde nach Versuchsbeginn normiert wurden.

Der Verlauf der Glucosekonzentrationskurve beschreibt eine
exponentielle Funktion. Aus der Kurve des Glucosekonzentra-
tionsverlaufs ist zu ersehen, daf im ersten Sauerstoffminimum
die Glucosekonzentration bereits unterhalb der Nachweisgrenze
von 1,0 Milligramm Glucose pro Liter liegt. Als Ergebnis kann
damit gesichert ausgesagt werden, daf die unterhalb der Nach-
weisgrenze liegenden sehr geringen Glucosekonzentrationen auf
keinen Fall ausreichen, um die zweite Atmungsphase zu ver=-
ursachen. Vielmehr kann angenommen werden, daB es sich in
diesem Falle um mindestens eine andere Substanz handelt,

Flir die Berechnung des Systems war nun weiter wichtig zu
wissen, ob die Bakterien widhrend der zweiten Atmungsphase

noch wachsen oder ob sich bereits der in der allgemeinen
Literatur beschriebene statische Zustand innerhalb des Wachs-
tums eingestellt hat. Flr diesen Fall wurde eine Wachstums-
kurve der Bakterienkultur aufgenommen., Es wurden ebenso wie bei
der Glucosekonzentrationsbestimmung in bestimmten Zeitabstinden
Proben aus einem Versuch steril entnommen. Nach dem in Kapitel
3.2.3.1 beschriebenen KOCH'schen PlattengieRverfahren wurde

nun die Zahl der lebenden Bakterien bestimmt, Das Verfahren

der Trilbungsmessung zur Bestimmung der Bakterienkonzentration
konnte hier nicht angewendet werden, da auch nicht mehr lebens-
fihige Bakterien mit in die Extinktion eingehen.'Dies gilt
besonders fir die statische Phase der Wachstumskurve.

Die Wachstumskurve wird ebenfalls, gemeinsam mit der Kurve

fir den Glucosekonzentrationsverlauf und dem Sauerstoffkon-
zentrationsverlauf, in der N&dhrl8sung wihrend des Versuchs in
Abbildung 5.1 wiedergegeben. Aufgetragen wurde die Bakterien-
zahl (N/ml) in halblogarithmischem MaRstab gegen die Zeit t (h).
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Die Abbildung 5.1 zeigt, daB die Wachstumskurve analog dem
Sauerstoffkonzentrationsverlauf in der Nihrl8sung verliuft,.
Bis zum ersten Sauerstoffminimum atmen und wachsen die Bak-
terien exponentiell, ebenso nimmt analog dazu die Substrat-
konzentration exponentiell ab. Das Wachstum hdrt dann fir

kurze Zeit auf,

Um eine gesicherte Aussage Uber das Wachstumsverhalten der
Bakterien in der zweiten Atmungsphase zu machen, wurden auBer
der in der Abbildung 5.1 dargestellten Wachstumskurve noch
zwel weitere Wachstumskurven aufgenommen, Die Wachstumskurven
waren nur wihrend der zwelten Atmungsphase interessant und
wurden nur vom Zeitpunkt des ersten Sauerstoffminimums an
betrachtet. Abbildung 5.2 zeigt die Regressionsgeraden der
einzelnen Wachstumskurven, Aufgetragenbwurde log N (Bakterien-
zahl) / Milliliter gegen die Zeit. Es wurden die Regressions-
koeffizienten (R) bestimmt. Sie sind nicht signifikant von

0 verschieden. Danach kann nur folgende Aussage gemacht werden:
Es ist ein geringes Wachstum widhrend der zweiten Atmungsphase
méglich. Dieses Wachstum lige jedoch innerhalb der Streu-
grenzen der Methode und ist somit nicht nachweisbar,

Mit Hilfe dieser Feststellungen kdnnen nun die Randbedingungen
fir die in Kapitel 6 behandelte mathematische Erfassung der
Kurve fﬁr den zeitlichen Sauerstoffkonzentrationsverlauf fest-
gelegt werden. Handelt es sich in diesem Falle wirklich um
einen Diauxie-Effekt, obwohl nur ein Substrat als organische
Kohlenstoffquelle angeboten wurde, so mlissen wihrend des
Wachstums von E., coll mit Glucose Stoffwechselprodukte ausge-
schieden werden, die erst nach dem Verbrauch der Glucose ver-

atmet werden,
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Abb, 5.2: Wachstum von E. coli wihrend der zweiten Atmungs-
phase. Der Zeitpunkt des ersten Sauerstoffminimums
wurde mit Null angesetzt.
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5.2 Nachweis des "Glucose-Effektes" flir das verwendete System

In Kapitel 2.3 wurde eingehend auf die Sonderstellung der
Glucose im Zellstoffwechsel von E., coll eingegangen. Im wesent-
lichen wurde dabei festgestellt, daB Glucose den Abbau anderer
Stoffwechselprodukte hemmt, d. h., den sogenannten Glucose=-
Effekt hervorruft., Im folgenden wurde untersucht, ob dies auch
bei dem hier verwendeten System der Fall ist. Dazu wird ein
weiterer Bewels flr die Annahme gewonnen, daf widhrend des
Wachstums von E., coli mit Glucose ein oder mehrere Stoffwechsel-

produkte ausgeschieden werden.

Zugrunde gelegt wurde wiederum der in Kapitel 3.2 beschriebene
Atmungsversuch. Am Verfahren wurde nichts gefdndert. Die Glucose=
konzentration betrug 45,5 mg/l., Nachdem alle Glucose verbraucht
und das Enzym=System fiir den Abbau der ausgeschiedenen Stoff=-
wechselprodukte genligend induziert war, wurden in das erste
Drittel der zweiten Atmungsphase zwei Milliliter einer ein-
prozentrigen sterilen Glucosel8sung eingeimpft und dabei die
Atmung verfolgt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.3 dargestellt.
Der Versuch verlief fiilr beide Gef4Re reproduzierbar,

Wie aus der Abbildung 5.3 ersichtlich und auch erwartet,
reagiert das System sofort auf die zugegebene Glucose., Die
Reaktion ist innerhalb der ersten Minute sichtbar. Der Sauer=
stoffverbrauch der Bakterien nimmt schlagartig zu. Es ist keine
Induktionszeit erkennbar. Glucose hemmt sofort das flir den
Abbau des ausgeschiedenen Stoffwechselproduktes notwendige
Enzymsystem, Dies muB nach Verbrauch der Glucose erneut bereit-
gestellt werden. Es ist auBerdem deutlich zu sehen, daf die
zwelte Atmungsphase nach Verbrauch der zugegebenen Glucose
stirker ausgeprigt ist. Es wird also auch hier das gleiche
Stoffwechsel-Endprodukt wihrend des Glucose-Abbaus ausgeschieden,
Der Endsauerstoffgehalt der Ndhrl®sung entspricht einer primir
eingesetzten Glucosekonzentration von 80 mg/l.
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5.3 Succinat als organische Kohlenstoffquelle

SCHLESER und FORSTEL 1972 stellten fest, daR trotz der geringe-
ren Wachstumsrate von E. coli mit Succinat als Kohlenstoff-
quelle, bel gleichem Ertragskoeffizienten Y im Vergleich zu
Glucose als Kohlenstoffquelle, die Aufnahme an Sauerstoff pro
Bakterienmasse und Zeit im Succinatmedium wesentlich hdher
liegt als im Glucosemedium. Das heift, daR zur Produktion
einer bestimmten Bakterientrockenmasse mit Hilfe von Succinat
mehr Sauerstoff veratmet werden muR als beim Vorhandensein von

Glucose,

Mit Hilfe des in Abbildung 5.4 dargestellten reprisentativen
Atmungsversuchs konnte dieses Ergebnis bestdtigt werden., Auf

die Einzelheiten der acht Versuche mit Succinat wird hier nicht
detailliert eingegangen. Flr die gleiche Anfangskonzentration

an organischer Substanz von 50 mg/l wurde ein Endwert der Sauer-
stoffkonzentration von 4,05+0,07 mg Sauerstoff pro 1 bei Glucose
und von 3,5010,0“ mg Sauerstoff pro 1 bei Succinat gefunden,

Der Sauerstoffkonzentrationsverlauf in der Nihrldsung mit
Succinat unterscheidet sich vom Effekt her nicht von dem mit
Glucose: auch hier treten zwel Atmungsphasen auf, Allerdings
scheint mit Succinat die zweite Atmungsphase die Hauptatmung
auszumachen. Dauer und Ausprigung der zweiten Atmung sind hier
wesentlich intensiver. Es ist keine erste lag=Phase und nur
eine sehr viel klirzere zweite lag-Phase von 15 min festzustellen,
Das Fehlen der ersten lag-=Phase ist evtl., auf die um einen
Faktor 500 erhbhte eingeimpfte Menge an Bakterien zurlickzu-
filhren, Diese groRBe Menge an Impfmaterial war notwendig, da bei
der fiir Glucose benutzten Einimpfmenge von ungefihr 5°10 Bak-
terien pro ml keine Atmung feststellbar war., Die Bakterien
wuchsen nicht an. Die Vorbereitung des Impfmaterials war den
Versuchen mit Glucose als Kohlenstoffquelle analog.,

Es treten auch hier, wie bei den Versuchen mit Glucose, die
gleichen Abhingigkeiten vom System und von der Rihrgeschwindig-
keit auf. Auch hier ist der Endgleichgewichtswert flr Sauer-
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Abb. 5.4: Sauerstoffkonzentrationsverlauf in der Nihrldsung bei Wachstum von E. coli mit

Succinat als organische Kohlenstoffquelle. Konzentration: 50 mg Succinat / 1.
Die Kurve wurde mit GefiR A aufgenommen.
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stoff in der N&hrldsung flir eine Konzentration an Succinat fir
beide GefiRe gleich, Diese Befunde zeigten die Anwendbarkeit
des Systems auch flir andere Stoffwechselversuche.

5.4 ’ Ausscheidung von Stoffwechselprodukten wihrend des
Wachstums von E, coli mit Glucose als einziger Kohlen=-

stoffquelle

Ein wesentlicher Versuch zur Kldrung der Ursache des zweiten
Atmungseffektes ist es nachzuweisen, ob wihrend des Wachstums
mit Glucose Stoffwechselprodukte abgegeben werden. Dabei ist

es wichtig zu wissen, ob eine oder mehrere Substanzen ins
N&hrmedium ausgeschieden und spidter wieder aufgenommen werden,
oder ob die Substanz innerhalb der Zelle verbleibt, Um diese
wichtige Frage zu klidren, wurden folgende Versuche durchgefilhrt.,

Zundchst wurde eine batch=Kultur im Erlenmeyer-Kolben mit

5 g Glucose pro 1 angesetzt. Das Bakterienwachstum wurde mit
Hilfe von Triibungsmessungen und der Glucosekonzentrationsver-
lauf mit dem GOD-Test (Kapitel 3.2.3%.2) verfolgt. In einem
Vorversuch wurde die Endextinktion fir 5 g Glucose pro 1 flr
eine Schiittelintensitdt von 30 % festgestellt. In Kapitel 5.1
konnte gezeigt werden, daB der Glucosegehalt zum Zeitpunkt
des ersten Sauerstoffminimums unter die Nachweisgrenze sinkt.
Sobald in der angesetzten batch=Kultur die Glucosekonzentra-
tion unter die Nachweisgrenze sank, wurde noch eine Stunde
gewartet, um die v6llige Abwesenheit der Glucose in der Nihr-
18sung zu garantieren. Danach wurden die Bakterien, die sich
nun bereits in der statischen Phase befanden, durch ein
Millipore-Filtersystem steril abfiltriert, Das glucose= und
bakterienfreie Filtrat (1) wurde sofort eingefroren., Es sollte
die widhrend des Wachstums ins Nihrmedium abgegebenen Substanzen
enthalten., Ob im Filtrat tatsichlich ausgeschiedene Stoff-
wechselprodukte vorhanden waren, konnte mit einem, wie in
Kapitel 3.2 beschriebenen, Atmungsversuch geklirt werden., Der
Versuch wurde mit 45,5 mg Glucose pro 1 angesetzt, In das
erste Drittel der zweiten Atmungsphase, also nachdem das
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Abb. 5.5: Sauerstoffkonzentrationsverlauf in der N#hrldsung wihrend des Wachstums von
E. coli mit Glucose als einziger Kohlenstoffquelle. In den Beginn der zweiten
Atmungsphase wurden 10 ml Filtrat (1) aus einer Anzucht im Erlenmeyerkolben

(siehe Text) eingeimpft.
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Enzymsystem fir den Abbau der Stoffwechselprodukte vollstidndig
bereitgestellt war, wurden zehn Milliliter steriles Filtrat

(1) eingeimpft. Ist die Substanz wihrend des Wachstums ins
AuBenmedium abgegeben worden, so sollte jetzt nach Zugabe
dieser Substanz mit einer verstirkten Veratmung zu rechnen sein.
Dies sollte am stdrkeren Abfall der Sauerstoffkonzentration in

der Nihrldsung erkannt werden.

Es ergab sich aber dabei der in Abbildung 5.5 dargestellte
Kurvenverlauf. Man sieht, daf sofort nach der Zugabe des Fil-
trats die Sauerstoffkonzentration stark abnimmt. Die aufge-
nommene Atmungskurve &hnelt der Abbildung 5.3. Obwohl nur mit
einer verstirkten zweiten Atmung gerechnet wurde, entstehen
nach der Zugabe noch zwei Sauerstoffminima. Das Filtrat war
jedoch vollkommen glucosefrei., Um zu lberprifen, ob wihrend
des Wachstums im Erlenmeyer anaerobe Verhiltnisse aufgetreten
sind, wurde der Sauerstoffgehalt wdhrend der experimentellen
Wachstumsphase verfolgt. Dabei wurde festgestellt, daf der
Sauerstoffgehalt der Kultur bis 0,1 mg Sauerstoff pro 1 absank,
d. h,, die Kultur befand sich lingere Zeit am Rande 2zu anaero-
ben Verhdltnissen. Es kann jedoch nicht sicher ausgesagt wer-
den, ob sich schon ein Teil der Bakterien unter anaeroben Ver=
hdltnissen vermehrte. E. coli scheidet unter anaeroben Ver-
hdltnissen unter anderem Lactat ins N&ihrmedium aus,

Um die Fehlerquelle auszuschalten, daf durch anaerobe Verhilt-
nisse die Glucose Uber einen anderen Stoffwechselweg abgebaut
wird, wurde eine neue batch=Kultur unter gesichert aeroben
Verh8ltnissen mit 5 g Glucose pro 1 angeseztt., Die Kulturldsung
wurde von unten mit steriler Luft durchperlt, so mit Sauer=-
stoff versorgt und gleichzeitig durchmischt. Als GefdB wurde
ein doppelmanteliges Glasgef#dR zur Thermostatisierung der
Kultur mit Aufsatzkiihler verwendet. Nachdem der Glucosegehalt
unter die Nachweisgrenze gesunken war, wurde auch hier steril
filtriert (Filtrat (2) ). Wenn jetzt Stoffwechselprodukte aus-
geschieden worden sind, dann unter gesichert aeroben Verh#lt-
nissen, Der gleiche Vorgang wie oben wurde wiederholt. Einge-

impft wurde nur Filtrat (2).
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Sauerstoffkonzentrationsverlauf in der Nihrldsung widhrend des Wachstums
von E. coli mit Glucose als einziger Kohlenstoffquelle. In den Beginn der
zweiten Atmungsphase wurden 10 ml Filtrat (2) aus einer luftdurchperlten

Kultur (siehe Text) eingeimpft.
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Der dabei aufgenommene Atmungsverlauf wird in Abbildung 5.6
dargestellt, Man sieht, daB® nach der Zugabe von Filtrat (2)
lediglich eine stdrkere Veratmung der in der zweiten Atmungs-
phase abgebauten Stoffwechselprodukte stattfindet., Es entsteht
ein Einimpfpeak, der wahrscheinlich auf die relativ groRe
Temperaturdifferenz zwischen eingeimpftem Filtrat und Kultur-
16sung zurilickzuflihren ist. Als Ergebnis kann damit festge~
stellt werden, daB® E, coli beim Abbau von Glucose als einziger
Kohlenstoffquelle Stoffwechselprodukte ins Nihrmedium aus-
scheidet, die nach vollstdndigem Abbau der Glucose und einer
Induktionszeit wieder aufgenommen und veratmet werden., Es
werden je nachdem, ob das Wachstum unter aeroben oder unter
anaeroben Verhdltnissen erfolgt, andere Stoffwechselprodukte
ausgeschieden, Es konnte gezeigt werden, daR die unter aeroben
Verhdltnissen gebildeten Stoffwechselprodukte tatsdchlich ins
AuRenmedium abgegeben werden und fir die zweite Atmungsphase
verantwortlich sind.

Ein Nachweis, um welche Stoffwechselprodukte es sich dabei
handelt, konnte nicht erbracht werden. Es wurde lediglich

auf Lactat getestet, da E, coli unter anaeroben Bedingungen
Lactat ausscheidet. Flir den Nachweis wurde eine Biochemica-
Testkombination der Firma Boehringer (TC-B 15972 TLAA) ver-
wendet. Dabei wurde der Teil des Testes flir die EiweiRfillung
weggelassen., Zur Bestimmung wurden nur bakterienfreie L&sungen
eingesetzt. Der Test wurde mit einem inneren Stanard durchge-
filhrt. Dabel wurde festgestellt, daB es sich bei den ausge-
schiedenen Stoffwechselprodukten nicht um Lactat handelt.

Weiterhin kann ausgeschlossen werden, daf Verunreinigungen in
der verwendeten Glucose diese zweite Atmung verursachen
(persdnliche Mitteilung von Dr, M8ckel der Firma Merck, Darm-
stadt). Dies wird auch durch die in Kapitel 6 errechnete
spezifische Atmungsrate flilr die zweite Atmungsphase widerlegt.
Hier wird festgestellt, daB die spezifischen Atmungsraten

fiir beide Atmungsphasen etwa gleich grof sind. Die Verunreini-
gung miBte praktisch die Hilfte der Substanz ausmachen,
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6., Mathematische Erfassung des Sauerstoffkonzentrations-
verlaufs in der NidhrlSsung wihrend des Wachstums von

6,1 Theoretische Beschreibung des Systems

Zur Untersuchung von Respirationsvorgingen in einem abge-
schlossenen Zweiphasensystem ist eine theoretische Erfassung
des Sauerstoffverhaltens im Gesamtsystem notwendig. Denn erst
die mathematische Erfassung der im System ablaufenden Vorginge
erlaubt, durch gezielte Anderung verschiedener SystemgrdBen,
die Optimierung hinsichtlich der gerade durchzufihrenden Ex=

perimente.

Zur mathematischen Behandlung wird eine experimentell aufge=-
nommene Atmungskurve (wie Abbiidung 4,1) zugrunde gelegt. Da
der Gesamtverlauf der Atmungskurve nicht in geschlossener

Form darstellbar ist (Auftreten mehrerer Unstetigkeitsstellen),
ist es fir die Rechnungen sinnvoll, den Gesamtverlauf in vier
Teilbereiche, die geschlossen darstellbar sind, zu unterteilen:
1, Abfall der Atmungskurve bis zum ersten Sauerstoffminimum;

2. Anstieg der Atmungskurve vom ersten Sauerstoffminimum bis
zum Beginn des zweiten Abfalls der Sauerstoffkonzentration;

3. Abfall der Atmungskurve bis zum zweiten Sauerstoffminimum;
4, Gleichgewichtseinstellung nach dem zweiten Sauerstoffmini=-
mum, Abbildung 6.1 zeigt den skizzierten Sauerstoffkonzentra-
tionsverlauf in der Nihrl®dsung mit den in der Ableitung ver-

wendeten Zeitangaben.
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Abb, 6.1 Skizzierter Sauerstoffkonzentrationsverlauf in der
N&hrldsung mit den in der Ableitung verwendeten Zeit-
angaben,

Die bei den Ableitungen verwendeten Symbole sind der
Ubersichtlichkeit halber an den Anfang des Kapitels gestellt,

Symbol Dimension Erliuterung

Sfl (mg/1) Konzentration des Sauerstoffs in der
Flissigkeitsphase zur Zeit t

Sfl(Ende) (mg/1) Konzentration des Sauerstoffs nach
der zweiten Atmungsphase im Gleichge-
wicht

S (mg/1) Anfangskonzentration des Sauerstoffs

° in der flissigen Phase

SB (mg/1) Sauerstoffaufnahme pro Volumeneinheit
der Bakterien

Sg (mg/1) Sauerstoffkonzentration der Gasphase

Ss (mg/1) S4ttigungswert der Sauerstoffkonzen=-
tration in der Flissigkeit

M:ot (mg) Menge an Sauerstoff im Gesamtsystem
zur Zeit t = to

Mtot (mg) Menge an Sauerstoff im Gesamtsystem
zur Zeit t

C (mg/1) Konzentration der organischen Kohlen-

stoffquelle
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CO (mg/1) Anfangskonzentration der organischen
Kohlenstoffquelle

N (mg/1) Trockenmasse der Bakterien pro Volumen-
einheit zur Zeit t

No (mg/1) Trockenmasse der Bakterien pro Volumen-
einheit zur Zeit t = t_ (Bakterienan-
fangskonzentration)

k ) Sauerstoffibergangskoeffizient:

s Gas-FllUssigkeitsphase

o = _ii Bunsenscher Absorptionskoeffizient

a SE Sauerstoffverbrauchskoeffizient

Y Ertragskoeffizient

u (hmi) spezifische Wachstumsrate der Bak-
terien

Q (hﬁl) spezifische Atmungsrate der Bakterien

Vg (1) Volumen der Gasphase

Vfl (1) Volumen der FliUssigkeitsphase.

Wird eine vorgegebene Menge Bakterien (NO) in die fliUssige
Phase des Systems eingebracht, so nimmt aufgrund der Respi-
ration der Zellen der Sauerstoffgehalt der flissigen Phase
ab, Dadurch entsteht ein Ungleichgewicht im Sauerstoffpartial-
druck zwischen flissiger und gasférmiger Phase. Dieses Un-
gleichgewicht bewirkt eine Teilnachlieferung von Sauerstoff
aus der Gas= in die Flissigkeitsphase. Das System versucht
wieder einen Gleichgewichtszustand zu erreichen, Die GréRe
des Ungleichgewichtes von Sauerstoff in der flissigen und
gasfdrmigen Phase hingt von zweil Grdfen ab: der spezifischen
Atmungsrate der Mikroorganismen einerseits und dem Sauer-
stoffibergangskoeffizienten, gegeben durch verschiedene Ruhr-
geschwindigkeiten, andererseits. Die Anderung des Sauerstoff-
gehaltes der flissigen Phase ergibt sich aus der Bilanz des
Sauerstoffverhaltens,
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Anderung von O2 Verbrauch an 02 Nachlieferung
= +
in der flissigen durch Bakterien an O2 aus der
Phase Gasphase
(1) ASg - dSe + kel S,-5
At it ( 5% )

Die Aufnahme von Sauerstoff durch die Bakterien wird wie folgt
erhalten:

Daraus folgt fir Gleichung (1):
S
== +
(2) T =N+ K (#0595 )
Die Anderung des Sauerstoffgehaltes in der Gasphase ergibt sich

aus der Bilanzgleichung fir den Gesamtsauerstoff im System
gemdR folgenden Ansitzen:

Mie = Sglt) Vg + St Ve .
My (0= 500V, + S (§):V, =My, - QV{QI Noit

Aufl8sen nach Sg(t) liefert:

t
4 o
'Sﬁ(t) ) _’{7; ( My~ Q"fo;ﬁ\l‘d{ h 'SR (t)‘Ve)

Damit erhilt die Formel (2) folgende Gestalt:

‘%& amk["‘ M - O de‘cS\Qa 5]

ds ‘
N A B 5;;7 My - N+k-g-‘£N~ol’c)
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ol V,

Hierbei wurde gt ? gesetzt., ¢ soll eine Empfindlichkeit
des Systems bezugfich Anderungen im Sauerstoffgehalt der
flussigen Phase darstellen,

Fiir das Verhalten des Sauerstoffs in der fllissigen Phase bis
zum ersten Minimum der Atmungsphase ergibt sich somit:

o Mut QNG - .l
(4) '5{2= §o° £Xp L" k.(tgi»d)-{] + ((2*4)\;{2 + /A(@wﬂ) (4 - zxpl— k'(‘{*'i)ﬂ‘
- 'XI?%TN(%TQ‘ (/H- %).(exp[p-ﬂ - axpl-k (QM,)'{D

Diese Formel gilt flir alle Zeitwerte t & Tl’ wenn unter ’I‘1
die Zeit bis zum ersten Minimum der Atmungskurve verstanden

wird,

Vereinfachung liefert:

G-NGK 47 - AN, [AERQY T N Kk
(5) .5*E=50+ m.exPEAt] o '(,MA ) EX\{_{L\J(].,;»Q_FIK‘;

mit: A=Kk (g+4)

Formel (5) beschreibt das Verhalten des geldsten Sauerstoffs

in der Nihrldsung, solange die Bakterien wachsen (u = konst.po).
Dabei ist in der Ableitung nur die exponentielle Wachstums-
phase berilicksichtigt, da das Wachstum wihrend der lag=-Phase
mathematisch nicht erfafbar ist.

Ist die eingesetzte Menge organischer Substanz der N&hrldsung
verbraucht, so scheint gemif den Experimenten das Wachstum
der Bakterien aufzuhbren (u = 0),

Z&hlungen der Bakterien lber das erste Minimum ¢t = T1 der
Atmungskurve hinaus ergaben mit den verwendeten Nachweisme=
thoden keine weitere Zunahme der Bakterien (Abbildung 5.2).
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Mit dem Ende des Bakterienwachstums scheint zun#chst die weitere
Aufnahme an Sauerstoff durch die Bakterien aufzuhdren., Das
heiRt: Sauerstoff aus der Gasphase kann das Defizit der flissi-
gen Phase bis zum Gleichgewichtswert ausgleichen. Unter Nicht-
berlicksichtigung der zweiten Atmungsphase, um den Verbrauch an
Sauerstoff bis zum ersten Minimum (T,) bestimmen zu kénnen, gilt
fiir die Nachlieferung an Sauerstoff in die flissige Phase:

dS
(6) STk k(Ss= Spe)

Der Sittigungswert des Sauerstoffs in der N&hrlosung SS, zur

Zeit T,, ergibt sich aus der Sauerstoffbilanz fir diesen Zeit-
punkt :
a T1
Mia (T = My, - Q‘V;e;[N‘d*
6
SVt GeVie= M5, — St (exp [p1i1 - 4)
Sl (o ) = M - A (exp Lyl
Mit Sfl = SS folgt weiter:
C = o Mc:o‘t — Q- ¢ -
N S () Vi (44Q)  Av{ged) (Nm N")

Die Sauerstoffkonzentration Sfl zur Zeit 'I‘1 folgt aus Gleichung
(5) flir t = T, zus

1
(8) S*f S+ % exP[ T)- Qﬁa(}ﬁ;\@ Q’(P[,“'T"]*’ Q{\;‘nwg

Unter Berlicksichtigung von (7) und (8) folgt damit fir die
L&sung von Gleichung (6):

_ ke M e . T oMy _Ge B}
,SR({‘T«) \,r.(4+{g:) M(?‘);i)'(l\e—N,,) [\Q('I:?) Iz (SIM) (N N~)

mSC (9+4)’Ep+i'(9+4>]' (6o g gl AT - o)~ g el
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Unformungen liefern:
paCo exp[—k(tmTl)]
(9) S (6-Ty) = S 3T " TTro vk (s i)

5 QN-QNOexp[—AT1]

Flir ¢t + «» stellt sich der Gleichgewichtswert in der Nihrldsung

ein, Er folgt zu:
paC
o]
S = S - EITﬂ

fl @
Man sieht daraus, daR der Endwert der Sauerstoffkonzentration
in der L&sung von drel Gr&dRen abhingt:

1, der eingesetzten Menge organischer Substanz CO
2. dem Sauerstoffverbrauchskoeffizienten a
3, der Empfindlichkeit des Systems p.,

Die Abnahme des Sauerstoffs in der Nihrlésung AS = Sfl - So
ist a und CO direkt proportional, Fir sehr grofe Empfindlich-

keit des Systems (groRes p ),ist Vfl >> Vgo Dann gilt:

AS = = aCO

und der gesamte Sauerstoffbedarf der Bakterien wird der Nihr-
1l8sung entzogen. Ist die Empfindlichkeit des Systems klein
(kleinesg'), d., h, Vg grof gegenilber V.., so gilt:

AS = = paCO

und die Abnahme an Sauerstoff in der Flissigkeit ist nur

sehr gering. Wie die anschlieBenden Parameterstudien zeigen,
kann in diesem Falle zwar noch ein Atmungsminimum zu sehen sein,
aber der Endwert ist nur geringfligig kleiner als der Anfangs-
wert. Ein a-Wert ist dann nur schlecht bestimmbar.
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Abbildung 6.2 zeigt den Vergleich zwischen theoretisch errech-
neter und experimentell ermittelter Atmungskurve., Die Dauer
der exponentiellen Wachstumsphase wurde aus der gemessenen
Bakteriendichte N und No der Atmungskurve errechnet. Um einen
Vergleich von Theorie und Experiment zu ermdglichen, wurde die
lag=Phase des Experiments nicht beriflcksichtigt. Dabei wird
vorausgesetzt, daB die Zunahme der Bakteriendichte in der lag-
Phase vernachligsigbar ist.

Der Kurvenverlauf wurde mit hilfe eines FORTRAN-Programms, dem
die abgeleiteten Formeln zugrunde liegen, auf einem IBM=370-
Rechner ermittelt.

Der erste Teil der Atmungskurve bis zum Zeitpunkt ’I‘1 ist durch
die Theorie recht gut beschreibbar. Die theoretisch zu erwar-
tende Spitze zum Zeitpunkt Ti’ wonach fir t > 'I‘1 sofort wieder
ein steiler Anstieg der Sauerstoffkonzentration erfolgen sollte,
entspricht jedoch nicht dem Experiment. Daflr ist folgender
Grund verantwortlich: Vergleicht man die Steigung der Atmung5n
kurve fur ¢t > Ti’ so ist diese im Experiment geringer als nach
der Theorie zu erwarten wire. Das 148t darauf schlieBen, daR
die Atmungsintensitit nur herabgesetzt ist und erst zur Zeit

t = T2 wieder stark zunimmt., Es ist somit die von der Theorie
angenommene spezifische Atmungsrate von Q = O zur Zeit ¢ = Ti
nicht korrekt. Ist die Sauerstoffaufnahme durch die Bakterien
jedoch nur herabgesetzt, so daf zunichst die Nachlieferung von
Sauerstoff aus der Gasphase grdRer ist als die Aufnahmerate
durch die Bakterien, muB ein derartig ausgeprigtes Minimum er-
wartet werden, Der Verlauf der theoretischen Kurve fir t > T1
entspricht der Ubergangsfunktion fir Sauerstoff von der gas-
férmigen in die flissige Phase mit dem in Kapitel 4.6 ermittel=-

ten Sauerstoffiibergangskoeffizienten k2 = 1,04.h“1.
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Der Vergleich zwischen Theorie und Experiment 1liRt weiterhin
Aussagen llber die spezifische Atmungsrate fir beide Atmungs-
phasen zu. Es errechnet sich die spezifische Atmungsrate flr
die erste Atmungsphase Q1 aus Gleichung (3) durch Umstellung
AV
Koo MY, dSee
S el S A
N *+ k~g;{bﬁcﬁ

dSRkH wird aus der Steigung der Atmungskurve unmittelbar vor
Erreichen des ersten Sauerstoffminimums bestimmt. Daraus folgt
ein Q, von 1,212 h1, Fur die zweite Atmungsphase errechnet

sich Q2 ZU 2

0., = 4 . S - szf&hde)
2 N (Tq) ( Ty - Tq)

@
A4 S5- :mi_d)— '[N(T*) "NOJ "Sq‘:z (Ende)
N(w) T3-Ty

Q, folgt damit zu 1,087 n-1,

Es zeigt sich llberraschend, daR die spezifischen Atmungsraten
flir beide Phasen annihernd gleich sind. Der gemessene Gesamt-

wert von Q beliuft sich auf Q = 0,963 hml.

Betrachtet man den Sauerstoffverbrauch aus der flilssigen Phase
(siehe Abb, 6.,2), so kann daraus abgeleitet werden, daf fir
die zweite Atmung mehr Sauerstoff verbraucht wird als fir die
erste Atmungsphase. Der Sauerstoffverbrauch fir die erste
Atmungsphase ergibt sich aus der Differenz des Sauerstoff-
gehaltes zu Beginn der Messung (Gleichgewicht am Anfang) und
dem Gleichgewichtswert der theoretischen Kurve am Ende (Gleich-
gewicht fur Tl)' Der Verbrauch an Sauerstoff wihrend der
zweiten Atmungsphase wird durch die Differenz der Gleichge=
wichtswerte der experimentellen Kurve (nach T3) und der theo-
retischen Kurve (nach Tl) unter Berlicksichtigung der entspre-
chenden Sauerstoffwerte der Gasphase wiedergegeben,
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Abbildung 6.2 zeigt, daR die Sauerstoffabnahme in der Nihre
18sung fUr die erste Atmungsphase geringer ist als fir die
zweite Atmungsphase., Unter der Voraussetzung, daB der Bunsen-
sche Absorptionskoeffizient in bestimmten Bereichen unabhingig
vom Druck ist, folgt aus obiger Feststellung, daB der gesamte
aufgenommene Sauerstoff in der zweiten Atmungsphase gréRer

ist als in der ersten Atmungsphase. Die trotzdem illbereinstim-
menden Q=Werte fir beide Atmungsphasen erkliren sich mit der
in Kapitel 2.1 aufgefiihrten Formel filr die spezifische Atmungs-
rate:

AS
N-at

Ge

Tabelle 6.1 gibt eine Ubersicht llber die bestehenden Verh#ilt-
nisse.,

Tabelle 6.1 Aus Experiment und Theorie ermittelte Gr8Ren der
ersten und zweiten Atmungsphase

Atmungs= N(mg/1) t(h) S(mg/l) Q(h-l)
phasen

1. Atmungs- 0,836 8,92 9,034 1,212
phase
(O-Ti)

2, Atmungs- 5,000 2,88 15,653 1,087
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6,2 Variation wichtiger Versuchsparameter

Mit Hilfe des erstellten Computer=Programms war es mdglich,
Versuchsparameter zu verdndern und so die Abhdngigkeit des
Atmungsverlaufs in der N&hrldsung von diesen GréRen zu ver-
folgen, Von Bedeutung sind verschiedene Sauerstoffibergangs-
koeffizienten k entsprechend unterschiedlichen Rilhrgeschwin-
digkeiten und verschiedene Verhdltnisse von Fllssigkeitsphase

zu Gasphase,

Abbildung 6.3 zeigt die Variation des Sauerstoffilbergangs-
koeffizienten., In die Koeffizienten gehen sowohl die Rihr=
intensitit als auch die geometrische Form des verwendeten
Kulturgef8fes ein. Das heift, daB der Sauerstoffibergangs-
koeffizient die Phasengrenzfliche zwischen FliUssigkeit und
Gasphase bestimmt, Da der Ubergangskoeffizient k nur die Ge=-
schwindigkeit der Sauerstoffnachlieferung in die flissige
Phase bestimmt, muR trotz verschiedener k=-Werte immer die
gleiche Endkonzentration des Sauerstoffs erwartet werden,
solange das Verhiltnis Vfl/vg sowie die Bakteriendichte

N unverindert bleiben., In Kapitel 4.2.1 (Abb. 4.2) wird das
Ergebnis der Theorie durch das Experiment bestidtigt. In den
durchgefithrten Versuchen wurde in Kapitel 4.5 ein k von

1,04 h™! rur Gef#s "B" bestimmt, Ist der k-Wert kleiner als 1,
so bedeutet das, daR Sauerstoff langsamer aus der Gasphase in
die Flussigkeit nachgeliefert wird. Die Folge ist, daR die
Bakterien mehr Sauerstoff aus der Fllissigkeit verbrauchen,

d. h., das Minimum fiir die erste Atmungsphase ist stdrker aus-
geprigt., Dies dokumentiert Abbildung 6.3 sehr deutlich. Ist
der k=Wert klein, so heift das auch, daf die Zeit fir die Ein-
stellung des Gleichgewichtszustandes nach einem Sauerstoffver-
brauch durch die Bakterien sehr grof ist. Flir k = 0,5 und O,7h-1
ist nach 15 h (Abb. 6.3) noch kein Gleichgewichtszustand er-
reicht, Ftir k = 1,0, 1,3 und 1,5 h™! befindet sich das System
nach dieser Zeit im Gleichgewichtszustand.

Die Variation des Verhiltnisses von Flissigkeitsphase zu Gas-
phase entspricht ebenfalls dem erwarteten Ergebnis. Ist die
Gasphase relativ zur Flissigkeitsphase klein (Vfl/vg = 100),
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bedeutet das, daR® die Bakterien ihren gesamten Sauerstoffbe=-
darf aus dem in der Flissigkeit gel8sten Sauerstoff decken
missen, Da fast kein Sauerstoff aus der Gasphase nachgeliefert
werden kann, liegt der Gleichgewichtswert fir Sauerstoff in

der Flissigkeit am Ende sehr niedrig. Im umgekehrten Fall,

wenn die Gasphase sehr grof und die Flissigkeitsphase demgegen-
ilber sehr klein ist (Vfl/vg = 0,5), ist durch die grofe Menge,
die aus der Gasphase nachgeliefert werden kann, fast immer
Gleichgewicht vorhanden. Das bedeutet eine geringere Ausprigung
des ersten Atmungspeaks. Am Ende stellt sich ein kaum vom
Beginn differierender Sauerstoffwert ein. Der Verlust an Sauer=
stoff in der Fliussigkeitsphase durch die Atmung der Bakterien
wird fast vollsténdig wieder durch die Nachlieferung aus der
Gasphase ausgeglichen.
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T SchluBbetrachtung

7.1 Anwendbarkeit der MeRmethode

Die in vielen Jahren und Experimenten erfolgreiche manometri-
sche Sauerstoffverbrauchsmessung, allgemein als WARBURG=Technik
bekannt, wird nur in begrenztem MaRe fiir kontinuierliche
Messungen benutzt. Das Ablesen des Manometerspiegels und die
Ubertragung auf einen Schreiber haben sich nicht allgemein
durchgesetzt, wohl vor allem wegen des Aufwandes und wegen der
Kosten einer solchen Einrichtung.

Sauerstoffelektroden dagegen sind preiswert herstellbar, Aus
dem Vergleich der beiden Typen galvanometrischer und polaro-
graphischer Anordnung (SUKATSCH und JAENICKE 1973) folgt, dap
nur die polarographische MeRBanordnung wegen ihres geringen
Sauerstoffverbrauchs fir die MeRanordnung dieser Arbeit brauch-
bar war. LESSLER 1972 gibt eine Ubersicht der in der Physiologie
und Biochemie eingesetzten Typen und MeRBanordnungen. So hat
LONGMUIR 1954 die kontinuierliche polarographische Sauerstoff-
messung benutzt, um die Abhingigkeit der Atmungsrate bei Bak-
terien vom Sauerstoffgehalt des Nihrmediums zu verfolgen. 1966
miRt FOSTER in einer Mikroanordnung Atmungsraten weiBer Blut-
kérperchen. Diese MeBanordnungen haben zwar eine hohe MeBge-
nauigkeit fUr Sauerstoff, doch ist der geldste Sauerstoff

rasch verbraucht und die MeRzeit dadurch begrenzt.

Messungen des Sauerstoffgehaltes haben HARRISON und MAITRA 1969
an Klebsiella aerogenes im Chemostaten durchgefiihrt. Zu einer
kontinuierlichen Kultur im Chemostaten wurde Glucose zugesetzt
und eine sofortige starke Abnahme des Sauerstoffgehaltes in der
L8sung beobachtet., Wihrend des Glucoseverbrauchs sammelt sich
etwas Pyruvat an, daR in einer zweiten, deutlich ausgeprigten
Atmungsphase verarbeitet wird. Eine dritte Phase war nicht
zuordenbar, Dieses Mefsystem ist, da laufend Luft durchperlt,
offen, Das Ergebnis der Versuche hingt, wie die Arbeit zeigt,
von der Arbeit des Rilhrsystems ab., Eine qguantitative Auswer-
tung ist nur méglich, wenn Gasfluf und Abgasmessungen bekannt
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sind. GARRISON und FORD 1970 filhren anstelle eines Gasstroms
sauerstoffgesidttigte L&sung ins MeBsystem ein. Sie regeln den
Sauerstoffpartialdruck und messen die Zahl der Hilbe des Nach=
schubsystems, DEGN und WOHLRAB 1971 arbeiten mit einem Gas-
mischsystem, das linear den Sauerstoffpartialdruck variieren
kann. Zwischen dem Sauerstoffpartialdruck im Gasgemisch, der
Nachlieferung in die Flussigkeit und der Verbrauchsrate im
Medium stellen sich stationdre Werte ein. In der weiteren
Entwicklung gehen DEGN, LILLE®R und IVERSEN 1973 zu einem
offenen MeBsystem lber, das hier niher betrachtet werden muB.

DEGN, LILLE®R und IVERSEN 1973 messen in einer kleinen Klivette
unter stidndigem Luftzutritt. Damit ist eine Randbedingung des
Systems gegeben: ein konstanter Sauerstoffgehalt in der Gas-
phase. Der Transport ist nun der Partialdruckdifferenz zwischen
gasfdrmiger und widssriger Phase proportional. Steigt der Ver=
brauch in der N&hrl&sung an, so steigt die Partialdruckdiffe-
renz und damit die Nachlieferung. Sinkt die Atmungsrate, so
kann die Sauerstoffkonzentration ansteigen: die Nachlieferung
aus der Gasphase wird geringer. Bel einer konstanten Atmungs-
rate im Probevolumen wird sich ein stationirer Zustand ein-
stellen. Dieser stationdre Zustand wird zur Messung benutzt.
Damit ist das Verfahren aber auch eingeengt: es ist streng nur
fir konstanten Sauerstoffverbrauch im Probenvolumen anwendbar.
Es erfaBt allerdings auch sprunghafte Uberginge zwischen ver-
schiedenen stationdren Zustinden, ist aber doch nicht voll-

kommen kontinuierlich.,

DEGN, LILLE®R und IVERSEN 1973 arbeiten deshalb auch mit ruhen-
den Zellen. Sie geben verschiedene Substrate zu und finden
danach eine Folge verschiedener stationirer Zustédnde, die sie
als aufeinanderfolgende Erschépfung von Stoffwechsel-Zwischen=
produkt=Pools auffassen. Die Methode und die Ergebnisse sind
mit den in dieser Arbeit dargestellten nur bedingt vergleich-

bar.
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In dieser Arbeit wurde ein geschlossenes System angewendet.
Eine Verbesserung erscheint sinnvoll: MiRt man zugleich den
Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase und in der Flilssigkeits-
phase, so kennt man die gesamte Sauerstoffmenge im System,

MiRt man dagegen, wie hier, nur in der flissigen Phase, und das
System befindet sich dazu noch bewuRt nicht im Gleichgewichts=
zustand, so kann die zur Berechnung notwendige Gesamtsauer-
stoffmenge nur durch Annahme Uber die bakterielle Atmung er=-

halten werden,

Obwohl diese Verbesserung in dieser Arbeit noch nicht ange=-
wendet wurde, hat sich das Verfahren im geschlossenen System
als empfindliche MeBanordnung gerade zur Beobachtung von
Schwankungen der Atmungsrate bewdhrt. Das ist besonders flr
wachsende Mikroorganismenpopulationen interessant, aber auch
fir biochemische Untersuchungen. Der Nachweis des "Glucose-
Effekts" war zum Beispiel leicht mdglich. Die Diauxie nach
Wachstum in einem Glucose=Mineralsalz-Medium konnte deutlich

studiert werden,

Mit einigem Aufwand nur kann das Rihrsystem und eine gasdichte,
sterile Probennahme bzw. Reagenzzugabe technisch verbessert
werden. Das lduft letztlich auf Messungen in einem gésdichten
Chemostaten, benutzt als batch-Kultur, hinaus. Die Probleme
sind biotechnisch grundsitzlich geldst. Der in den hier darge-
stellten Messungen begangene Weg kdnnte als Methodik flr viele
biochemische Arbeiten angewendet werden., Die Variation der
Substratkonzentration und das Verhiltnis von Gas=- zu Flissig-
keitsphase erlaubt es, einen weiten MeBbereich zu beobachten.,
Mehrere Substrat- oder Reagentienzugaben k®bnnen eine groRere
Zahl von Informationen pro Versuch ergeben.

7.2 Einordnung der Befunde

‘Diauxie ist eine lang bekannte Erscheinung und wird oft be-
schrieben (siehe Kap. 2.3.2). Diauxie wird aber allgemein dann
gefunden, wenn zwel Substrate im Medium vorhanden sind. In
einigen wenigen F#llen tritt eine Diauxie durch Produktion
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eines Stoffwechselzwischenproduktes auf, Bei Klebsiella aeroge-

nes haben HARRISON und MAITRA 1969 sowie DEGN, LILLE®R und

IVERSEN 1973 die Produktion von Pyruvat aus Glucose beschrieben,
Erschdpfung erst der Glucose und dann des Pyruvats wirken sich

' als Spriinge in der Atmungsrate aus,

Entsprechendes ergibt sich aus den dargestellten Versuchen.,
Die Substanz, es k&nnen auch mehrere sein, konnte noch niecht
identifiziert werden. Es ist aber sicher, daR sie aus den
wachsenden E, colis ausgeschieden wird, Ihr Stoffwechsel wird
durch Glucose gehemmt. Zugabe von Glucose in die zweite
Atmungsphase flhrt zu einem sofortigen Anstieg der Atmung.
Nach Verbrauch der Glucose tritt die zweite Atmungsphase nun
verstirkt auf,

Ob die Glucose durch Repression oder durch Inhibition wirkt,
sollte in diesen Versuchen nicht entschieden werden. Die
schnelle Reaktion nach Glucosezugabe in die zweite Atmungsphase
weist auf eine Inhibition hin, da zur Wirkung auf die Enzym=
produktion, also Repression, eine etwa finfminlitige Zeitspanne
(PERLMAN und PASTAN 1968) notwendig ist. Fiir eine Inhibition
spricht auch, daf das zweite Enzymsystem sofort nach dem

Glucoseverbrauch aktiv wird.

Ebensowenig kann aus den Versuchen etwas dariber ausgesagt
werden, ob Induktor=Ausschluf oder cAMP-AusstoR vorliegt.

Die ausgeschiedene Substanz kann als Stoffwechselzwischen-
produkt angesehen werden. Es sollte ohne aktiven Ricktrans-
port aus den Zellen ins N&hrmedium diffundieren und sich dort
verteilen, Da Glucose die Arbeit eines verarbeitenden Enzym=
systems blockiert, wird sich die Substanz immer mehr im N&hr-

medium anreichern,

Eine Bedeutung dieser Substanzabgabe kann erst dann intensiv
diskutiert werden, wenn die Natur dieses Sekretes bekannt ist.
Ein Leck im Stoffwechsel der Zelle anzunehmen, wie zuerst ver-
mutet, wird dadurch etwas unwahrscheinlich,daR etwa 2/3 des
verbrauchten Sauerstoffs erst in der zweiten Atmungsphase ver=
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arbeitet werden. E, coli kommt im Darm von Warmbliitlern in
einer wechselnden Mischpopulation vor. In der dort herrschen-
den Konkurrenz wird E, coli den effektiven Glucoseabbau wihlen,
Es ist denkbar, daf dieser Weg nicht zu Ende gefihrt wird.
Ahnliches ist von anderen Darmbewohnern, z. B. Bandwilrmern,

und Lebewesen unter UberflufRbedingungen bekannt. Diese Er-
scheinung wird in der Biotechnologie zur Substanzproduktion
benutzt, z. B, die Gewinnung organischer S3uren mit Hilfe von
Schimmelpilzen unter UberfluBbedingungen. Man kann sich vor-
stellen, daB E, coli erst unter Ausnutzung der Glucose Material
aufbaut und dann die entstandenen Produkte verwertet. Das kann
auch durch andere Symbionten geschehen.

Dabei ist wohl erstaunlich, daf trotz des nicht nachweisbaren
Wachstums, gerade in der zweiten Phase, eine so intensive Res-
piration beobachtet wird. Ahnlich der Reduktion organischer
Verbindungen bei der Girung zur oxidativen Energiegewinnung
kénnte die Substanz stlrker reduziert sein,

Fir eine Massengewinnung von Mikroorganismen ist die Tatsache
der Substanzabgabe ins Nihrmedium interessant. E. coll miRte
im Chemostaten noch geringere Ausbeute bringen, wenn bei den
benutzten Durchflufraten noch Glucose vorhanden ist, also das
Stoffwechselprodukt nicht verarbeitet werden kann., Es wird dann

ausgespilt.,

Am Ende der Versuche wurde gefunden, daf die H&1lfte der Glucose
veratmet wird und die andere H&lfte eingebaut. Vergleicht man
das mit der Verteilung der Sauerstoffaufnahme auf die beiden
Phasen, so miiRte bel gleichbleibender Bakterienzahl die Bio-
masse der einzelnen Bakterien, nicht die der gesamten Popula-
tion, vergrdfert werden. Die Bakterien befinden sich dann in
gidnzlich unterschiedlichen physiologischen Zusté&nden.

Am SchluB der Arbeit sollte noch einmal betont werden, daB
dieses einfache Zweiphasensystem mit einem Sauerstoff verbrau-
chenden Reaktanten in der Fliissigkeitsphase eine grofe Zahl
von Anwendungsmdglichkeiten und Informationen bietet.
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