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Fermentation of xylose with the thermophhilic bacterium
Thermoanaerobacter finnii

This study presents results of the fermentation of xylose with
the thermophilic bacterium Thermoanaerobacter finnii, especi-
ally the effects of substrate concentration on end product for-
mation .

1 .Comparative studies on differences in morphological and phy
siological features, GC-content and DNA-homologies of AKO-1
with other thermophilic bacteria were performed . The newly
isolated bacterium AKO-1 is closely related to the nonspore-
former The rmoanaerobacter ethanolicus .

	

It was classified as
Thermoanaerobacter finnii .

2 .Fermentation of xylose yields ethanol, acetate, L-lactate, H2
and C02 in varying amounts depending on the substrate concen-
tration . Batch fermentations with increasing xylose concen-
trations higher than 66 mM resulted in a decrease of the etha-
nol yield from 1 .25 to 0 .85 mol/mol xylose (maximum ethanol
yield is 1 .66 mol/mol xylose) and in an increase in lactate
formation . Fed-batch-fermentations with stationary concentra-
tions of xylose between 20 and 60 mM lead to a very low lac-
tate production (2mM), so that from 200 mM of xylose 230 mM
ethanol were produced, corresponding to 70% of the maximal
achievable yield . Increasing xylose consumption rates lead to
increasing lactate formation rates (from 0 .04 to 1 .52 mmol/
1-h), whereas the ethanol formation rate remained largely
constant (5 .2 and 4 .6 mmol/ 1-h respectively) . The inhibitory
effect of ethanol on growth and product formation was circum-
vented by continous removal of the produced alcohol from the
culture broth by an inert gas stream . That way xylose con
sumption could be raised from 200 to 400 mM .

3 .Enzymatic studies showed that T .finnii catabolises xylose to
xylulose and xylulose-5-phosphate which is then degraded to
pyruvate via the pentosephosphate pathway and glycolysis .
Fructose-1,6-bisphosphate has been shown to be an activator



of the lactate-dehydrogenase and causes a decrease of the KM
values for NADH and pyruvate . The lactate-dehydrogenase has a
pH-optimum at pH7 .0 and is completely inhibited by 2 mM
NADPH . The activity of the ferredoxin-NAD-reductase (1 .1 U/mg
protein) was 10 times higher than the ferredoxin-NADP-reduc-
tase activity . For the first time a transhydrogenase activity
(0,9 U/mg protein) was detected in thermophilic ethanol pro
ducing bacteria, which transfered electrons from NADH to
NADP . The activity of the acetaldehyde-dehydrogenase in T .
finnii was very low (0 .03 U/mg protein) compared to the other
catabolic enzyme activities .

4 .The intracellular pyridine nucleotide levels were between 1 .5
to 4 nmol NADPH/mg dry weight and 0 .6 to 2 nmol NADH/mg dry
weight, whereas the NAD and NADP levels reached only 0 .1 to
1 .2 and 0 .5 to 1 .2 nmol/mg dry weight, respectively . The
intracellular fructose-1,6-bisphosphate concentrations ranged
between 1 .2 and 8 .4 nmol/mg dry weight . These fructose-1,6-
bisphosphate levels are sufficient for complete activation of
the lactate-dehydrogenase, so that presumably the lactate
formation depends not only on the intracellular fructose-1,6-
bisphosphate level, but also on the intracellular
concentration of pyruvate .



Abkürzungen

APAD

	

Acetylpyridin-adenindinucleotid, oxidiert
ATP Adenosin-5'-triphosphat
ADP Adenosin-5'-diphosphat
AMP Adenosin-5'-monophosphat
cpm

	

counts per minute
D

	

Durchf lußrate
E Extinktion
AE Extinktionsänderung
EDTA Ethylendiamintetraacetat
FDP Fructose-1,6-diphosphat
FMN Flavinmononucleotid
GDH/TIM

	

Glycerin-3-P-Dehydrogenase/ Triosephosphatisomerase
h Stunde
HE Hefeextrakt
IS

	

Interner Standard
Ki Inhibitorkonstante
KM Michaelis-Menten-Konstante
KPP Kaliumphosphatpuffer
min Minute
MV Methylviologen
NAD(P)

	

ß-Nicotinamid-adenindinucleotid(phosphat) oxidiert
NAD(P)H

	

ß-Nicotinamid-adenindinucleotid(phosphat) reduziert
ODsoo ~,. optische Dichte bei 600 nm
1xSSC Standard Saline Citrat (0,15 M NaC1 + 0,015 M

Trinatriumcitrat, pH 7,0
T . Thermoanaerobacter
Ta . Thermoanaerobium
TG Trockengewicht
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
U Enzymeinheit
UpM Umdrehungen pro Minute
Vol . Volumen
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I . EINLEITUNG

Xylose gehört zu den am weitesten verbreiteten Kohlenhydrate in
der Natur und ist Hauptbestandteil pflanzlicher Hemicellulosen .
Den Hauptanteil der Hemicellulosen bilden die Xylane, die aus
etwa 200 Xyloseeinheiten bestehen, die ß-1,4-glycosidisch mit-
einander verknüpft sind . An diese Hauptkette können über Sei-
tenketten noch weitere Zucker wie Arabinose, Glucose und Glucu-
ronsäure gebunden sein, die zum Teil noch methyliert oder ace-
tyliert sind (Sahm,1979 ; Biely,1985) . Xylane können bis zu 25 %
der Biomasse von Harthölzern und bis zu 35 % bei Stroh ausma-
chen (Magee und Kosaric,1985), und fallen so in großen Mengen
in land- und forstwirtschaftlichen Rückständen an . Große Mengen
Xylose werden in der Zellstoffindustrie als Bestandteil der
Sulfitablauge freigesetzt, die bisher als Abfall betrachtet
wird (Biely, 1985) . Hemicellulosen können relativ einfach durch
Säure- oder enzymatische Hydrolyse in Monosaccharide gespalten
werden . Die Säurehydrolyse ist sehr schnell und effektiv (80 %
Ausbeute an Pentosen), jedoch werden Zersetzungsprodukte wie
Furfural gebildet, welches besonders auf Hefen sehr toxisch
wirkt (Jeffries,1983) . Die unerwünschte Furfuralbildung läßt
sich aber durch enzymatische Spaltung der Hemicellulosen ver-
meiden .
Das große Vorkommen von Xylose, vor allem als bisher ungenutz-
tes Abfallprodukt, macht eine Umsetzung in nützliche Produkte,
wie Ethanol, interessant . Da Ethanol nahezu alle Eigenschaften
besitzt, welche konventionelle Flüssigkraftstoffe auszeichnen,
kann Ethanol auf dem Brennstoffsektor eingesetzt werden (Gie
sel,1984) . Ethanol ist außerdem aufgrund seiner chemischen
Struktur und Reaktivität ein wichtiger Ausgangsstoff für chemi-
sche Synthesen (von Bremen und Schmoltzi,1986) .

Bisher erfolgt die fermentative Ethanolproduktion durch Hefen,
wie Saccharomyces-, Torula- und Kluveromyces-Arten und neuer-
dings mit dem Bakterium Zymomonas mob11is . Diese Mikroorganis-
men haben aber nur ein sehr begrenztes Substratspektrum und



können Xylose nicht oder nur sehr schlecht verwerten . Über 60%
aller Hefen können Xylose nur aerob verwerten (Barnett,1976) .
Erste Erfolge, mit Hefen Xylose zu vergären, wurden erzielt,
als entdeckt wurde, daß viele Hefen Xylulose, das Ketoisomer
von Xylose, zu Ethanol abbauen können (Wang et a1 .,1980a ;
Chiang et a1 .,1981 ; Gong et a1 .,1981a und 1983 ; Jeffries,1981) .
Da das Enzym Xyloseisomerase zu diesem Zeitpunkt bereits in
großen Mengen produziert wurde, wurde der Xyloseabbau zu Etha-
nol in zweistufigen Prozessen mit Xyloseisomerisierung und Fer-
mentation von mehreren Arbeitsgruppen entwickelt (Wang et al .,
1980b ; Chiang et a1 .,1981 ; Suihko und Poutanen,1984) . Mit die-
sem Verfahren konnten Ethanolkonzentrationen bis zu 6,3% (w/v)
aus 150 g/1 Zucker erzielt werden, das entspricht einer Aus-
beute von 80% (Chiang et a1 .,1981) . In erneuten Screeningver-
fahren wurden Hefen gefunden die Xylose direkt zu Ethanol ver-
gären können . Zu diesen Organismen gehören Pachysolen tanno-
philus (Schneider et a1 .,1981 ; Slininger et a1 .,1982), Candida
,tropicalis (Jeffries,1981), Candida shehatae (du Preez und van
der Walt,1983) und Pichia stipitis

	

(Toivola et a1 .,1984) .
Diese Organismen benötigen für die Umsetzung von Xylose zu
Ethanol geringe Mengen an Sauerstoff (du Preez und van der
Walt,1983 ; Dellweg et a1 .,1982) . Unter strikt anaeroben Bedin-
gungen sind Wachstum und Alkoholbildung stark beeinträchtigt,
und bis zu 80% der Xylose werden als Xylitol ausgeschieden
(Dellweg et a1 .,1982) . Die Ursache für diesen Sauerstoffeffekt
liegt in der Coenzym-Spezifität der Enzyme des Xylosemetabolis-
mus . Bruinenberg et al .(1983a) konnten zeigen, daß der Abbau
von Xylose über die NADPH-abhängige Xylosereduktase und NAD-ab-
hängige Xylitol-Dehydrogenase unter anaeroben Bedingungen zu
einer Überproduktion an NADH führt, wodurch die Stoffwechsel-
aktivität blockiert wird . In Gegenwart von Sauerstoff wird NAD
über die Elektronentransportkette regeneriert . In weiteren
Screeningverfahren wurden Stämme isoliert, bei denen die Xylo-
sereduktase und Xylitol-Dehydrogenase die gleiche Coenzym-Spe-
zifität besitzen (Toivola et a1 .,1984 ; du Preez und Prior,
1985 ; Parekh und Wayman,1986) . Mit diesen Organismen wird Xy-
lose mit 75-90% Ausbeute zu Ethanol abgebaut (du Preez und
Prior,1985 ; du Preez et al .,1986 ; Parekh und Wayman,1986 ; Woods
und Millis,1985) .



Im Vergleich zu den Hefen haben Bakterien ein breites Sub-
stratspektrum, und können neben Hexosen und Pentosen, Disaccha-
ride wie Cellobiose und Lactose, Stärke und Xylan verwerten .
Einige Clostridiun-Arten besitzen Cellulasen und Xylanasen .
Mesophile Bakterien wie Sarcina ventricull und Bacillus ma-
cerans vergären Pentosen wie Arabinose und Xylose zu Ethanol
und Acetat (Finn et a1 .,1984 ; Schepers et a1 .,1987) . Eine defi-
nierte Mischkultur aus Clostridium saccharolyticum und Zymo-
monas anaerobia kann Mischungen aus Glucose, Cellobiose und
Xylose, wie sie in hydrolisierten cellulosehaltigen Materialien
vorkommen, zu Ethanol und Acetat abbauen (Asther und Khan,1984
und 1985) . Weitere anaerobe Pentoseverwerter sind z .B . Kleb-
siella pneumoniae, Bacillus polymixa und Clostridium acetobuty-
licum (Gong et a1 .,1981b) .

Bedeutung beim Abbau von Xylose zu Ethanol kommt thermophilen
Bakterien zu . Zu den Organismen, die signifikante Mengen an
Alkohol bilden, gehören Clostridium thermohydrosulfuricum,
Thermoanaerobacter ethanolicus, Clostridium thermosaccharolyti-
cum, Thermoanaerobium brockii und Bacillus stearothermophilus
(Wiegel et a1 .,1979 ; Wiegel und Ljungdah1,1981 ; Avgerinos et
a1 .,1981 ; Zeikus et a1 .,1979) . Die Ethanolproduktion mit
thermophilen Bakterien bietet eine Reihe von Vorteilen
(Wiege1,1980 ; Payton,1984) :

Hohe Temperaturen erleichtern die Produktgewinnung .
Bereits durch ein geringes Vakuum oder durch einen
inerten Gasstrom können leicht flüchtige Fermentations-
produkte wie Ethanol kontinuierlich aus dem Medium ent-
fernt werden, wodurch gleichzeitig die hemmende Wirkung
des Ethanol auf das Wachstum umgangen wird .
Durch eine geringere Sauerstofflöslichkeit bei hohen
Temperaturen können anaerobe Bedingungen leichter herge-
stellt und erhalten werden .
Hohe Produktausbeuten und wenig Biomassebildung .
Geringere Anfälligkeit gegenüber Kontaminationen .



Da im Allgemeinen höhere Temperaturen die chemischen und enzy-
matischen Reaktionen beschleunigen, wurde von den thermophilen
Bakterien erhöhte Wachstums- und Produktbildungsraten erwartet .
Thermophile Bakterien haben zwar eine spezifische Wachstumsrate
die 1-10 mal schneller ist als die mesophiler Bakterien, die
Ethanolbildungsraten bleiben aber mit 0,2 bis 0,8 g Ethanol/
g TG "h zum Teil weit hinter denen mesophiler Ethanolproduzenten
wie Zymomonas mobil is und Saccharomyces cerevisiae mit 0,5 bis
5 g Ethanol/g TG "h zurück (Sonnleitner und Fiechter,1983) . Die
Ethanolbildung durch thermophile Bakterien wird durch zwei Fak-
toren bestimmt . Der erste Faktor ist die mangelnde Ethanoltole-
ranz der Bakterien . Thermophile Bakterien wie Thermoanaerobium
brockii, Clostridium thermosaccharolyticum, Clostridium thermo-
hydrosulfuricum und Thermoanaerobacter ethanolicus werden be-
reits durch 1 Vol .% Ethanol gehemmt (Zeikus et a1 .,1979 ; Avge-
rinos et a1 .,1981 ; Lovitt et a1 .,1984 ; Wiegel und Ljungdahl,
1981) . Im Vergleich dazu tolerieren Zymomonas mobilis und Hefen
bis zu 14 % Ethanol (Herrero,1983) . Durch Mutation und Selek-
tion ist auch bei thermophilen Bakterien in mehreren Fällen die
Ethanoltoleranz auf bis zu 10 Vol .% erhöht worden (Avgerinos et
a1 .,1981 ; Carreira et al .,1982 ; Mancuso,1982) . Der zweite Fak-
tor, der die Ethanolbildung beeinflußt, ist der Kohlenstoff-
und Elektronenfluß in den Bakterien . Der Xyloseabbauweg in
thermophilen anaeroben Bakterien ist nur teilweise aufgeklärt .
Es wird angenommen, daß Xylose zunächst zu Xylulose isomeri-
siert, anschließend zu Xylulose-5-Phosphat aktiviert und über
den nicht-oxidativen Pentosephosphatweg zu Fructose-6-Phosphat
und Glyceraldehyd-3-Phosphat abgebaut wird (siehe Abb .l ; Zeikus
et a1 .,1981 ; Zeikus,1985) . Der weitere Abbau zu Pyruvat, dem
zentralen Metaboliten im Stoffwechsel von Ethanolbildnern, er-
folgt über Reaktionen der Glykolyse (Lee und Ordal,1967 ; Lamed
und Zeikus,1980b ; Wiege1,1980 ;) . In Zymomonas mobilis und Hefen
wird Pyruvat direkt zu Acetaldehyd decarboxyliert . Die hierfür
verantwortliche Pyruvatdecarboxylase gilt als das Schlüsselen-
zym für hohe Ethanolausbeuten . In thermophilen Bakterien ist
das Haupthindernis für gute Ethanolausbeuten die Möglichkeit
von Pyruvat aus verschiedene Endprodukte zu bilden . So kann
Pyruvat entweder zu L-Lactat reduziert, oder oxidativ zu Ace-
tyl-CoA decarboxyliert werden . Hier spalten sich die Wege in



Richtung Ethanol- und Acetatbildung, wobei ATP regeneriert
wird . Das Verhältnis der Endprodukte zueinander wird durch Fak-
toren wie Substrat- und Produktkonzentrationen und Medienzusam-
mensetzung bestimmt . Insbesondere die Substratkonzentration be-
einflußt die Zusammensetzung der Endprodukte, wobei sich durch
steigende Substratkonzentrationen die Ethanolausbeute ver-
schlechtert (Murray und Khan,1983 ; Carreira und Ljungdahl,
1983b ; Brener und Johnson,1984) .

ATP ADP
Acetat "

	

Xl-'/

	

Acetyl-P

Xylose

Xylulose

ATP
ADP

Xylulose-5-P

Pentosephosphatweg

Fructose-6-P Glyceraldehyd-3-P

ADP ~j NADH
ATP r

CoA-

Pyruvat

	

L-Lactat
NADH NAD+

C02

Fd

~-~Fd H2
Acetyl-CoA

NADH
NAD+

Acetaldehyd
NAD(P)H NAD(P)+

Ethanol

- NAD+

Abb .l : Xyloseabbauweg anaerober thermophiler Bakterien
(nach Zeikus et a1 .,1981)



Von T .finnii sind bisher nur einzelne Schritte im Xylosemetabo-
lismus, wie die Transaldolase als Markerenzym des Pentosephos-
phatweges, die Lactat-Dehydrogenase und die Alkohol-Dehydro-
genase untersucht worden (Schmid,1984) . Die Lactat-Dehydro-
genase wird durch FDP aktiviert, wie es bereits schon für die
Lactat-Dehydrogenasen von anderen thermophilen Bakterien be-
schrieben worden ist (Lamed und Zeikus,1980b ; Ben-Bassat,1980 ;
Carreira et a1 .,1982 ; Freier,1984 ; Germain et al .,1986) .
T .finnii besitzt sowohl eine NADH- als auch NADPH-abhängige A1-
kohol-Dehydrogenase-Aktivität, wobei die NADH-abhängige Akti-
vität nur ca 10% der NADPH-abhängigen Aktivität ausmacht . Beide
zeigen eine viel größere Aktivität gegenüber sekundären Alkoho-
len wie 2-Propanol oder 2-Butanol als gegenüber Ethanol oder
Acetaldehyd (Schmid,1984) .

Von Schoberth wurde vor einigen Jahren aus methanbildenden
thermophilen Pellets das Eubakterium AKO-1 isoliert (Sprey et
a1 .,1982) . Es handelt sich hierbei um ein strikt anaerobes,
sporenbildendes, Gram-variables Stäbchen mit einem Temperatur-
maximum bei 72°C . In physiologischen Eigenschaften wie Sub-
strat- und Produktspektrum unterscheidet es sich kaum von den
thermophilen Stämmen Thermoanaerobacter ethanolicus und Thermo-
anaerobium brockii . Die Klassifizierung dieses Neuisolates
wurde in dieser Arbeit durchgeführt . Der Stamm wurde in die
Gattung Thermoanaerobacter eingeordnet .
In der vorliegenden Arbeit sollte die Vergärung von Xylose
durch Thermoanaerobacter finnii im Hinblick auf Substratkonzen-
trationen und Endproduktzusammensetzung untersucht werden, ins-
besondere die Regulation der Lactatbildung . Durch Abzug des Al-
kohols aus dem Kulturmedium sollte die geringe Ethanoltoleranz
dieses Organismus umgangen werden .



II . MATERIAL UND METHODEN

1 . Organismen

Die Untersuchungen wurden mit folgenden Bakterienstämmen durch-
geführt :
Thermoanaerobacter finnii (AKO-1) DSM 3389
Thermoanaerobacter ethanolicus DSM 2246
Thermoanaerobium brockii DSM 1457

In der vorliegenden Arbeit wurde vor allem mit Thermoanaero-
bacter finnii DSM 3389 gearbeitet, das von Schoberth aus Pel-
lets einer anaeroben Anreicherungskultur, die Essigsäure zu
Methan umsetzte, isoliert worden ist (Sprey et a1 .,1982) . Die
beiden anderen Stämme wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen in Göttingen bezogen .

2 . Nährmedien

Medium I (nach Wiegel et al .,1979, modifiziert)

KH 2PO4
Na2HP04 - 2 H20
NH4CL
MgC12 - 6 H20
CaC12 - 2 H2 0
Na-Thioglycolat
Hefeextrakt (Difco)
FeS04 - 7 H2 0
Resazurin (0,1 % w/v)
Spurenlösung I
Spurenlösung II
H20 bidest .
pH 7,2 mit konz . NaOH einstellen

1,5 g
4,2 g
0,5 g
0,18 g
0,13 g
0,5 g
2,0 g
2,5 mg
1,0 ml
5,0 ml
0,1 ml

ad 1000 ml



MnC12-4 H20

	

0,475 g
FeS04-7 H20

	

0,10 g
C0C12 - 6 H20

	

0,17 g
CuS04-5 H20

	

0,05 g
ZnS04-5 H20

	

0,18 g
HB03

	

0,03 g
NiC12-6 H20

	

0,08 g
HC1 konz .

	

1 Tropfen
H20 bidest

	

ad 1000 ml

Spurenlösung II

Anzuchtmedium

Spurenlösung I (Wolfe's Mineral Solution)

Na2SeO3

	

1,7 g
Na2MO04-2 H20

	

2,4

	

9
H20 bidest

	

ad 1000 ml

Das Medium enthält alle Komponenten wie Medium I, nur die Hefe-
extraktkonzentration wurde auf 6 g/1 erhöht .

Fermentationsmedium (Abänderungen nach Mancuso,1982)

KH2P04

	

0,75 g
K2HP04

	

1,5 g
NH4C1

	

0,5 g
MgC12 - 6 H20

	

0,18 g
Cac12 - 2 H20

	

0,13 g
Na-Thioglycolat

	

0,5 g
Hefeextrakt (Difco)

	

6,0 g
FeS04 - 7 H20

	

2,5 mg
Resazurin (0,1 % w/v)

	

1,0 ml
Spurenlösung I

	

5,0 ml
Spurenlösung II

	

0,1 ml
H20 bidest .

	

ad 1000 ml
pH 7,2 mit wenig konz . NaOH einstellen



Hefeextrakt-Lösung für die Fed-Batch-Fermentationen

Die Herstellung der Nährmedien und die Kultivierung der Orga-
nismen erfolgte nach einer modifizierten Hungate-Technik
(Hungate,1950) . 10 ml Kulturen wurden in Bellco-Röhrchen (18 x
142 mm, Fa .Bellco Glass Inc ., Vineland, New Jersey), verschlos-
sen mit Butylgummistopfen und Aluminiumkappen, gezüchtet . Ver-
suche mit 100 und 500-1000 ml-Kulturen erfolgten in Glaskolben
(270 bzw.2000 ml Gesamtvolumen ; hergestellt in der Glasbläserei
der KFA Jülich) mit zwei Öffnungen, die ebenfalls mit Gummi-
stopfen und Aluminiumkappen verschlossen wurden .
In die Glasgefäße wurde frisch zubereitetes Medium ohne C-
Quelle gegeben und 10-15 min in einem Wasserbad aufgekocht, um
den gelösten Sauerstoff auszutreiben . Anschließend wurden die
Kulturgefäße in einem Eisbad, unter gleichzeitiger Begasung mit
Argon, abgekühlt, das zur Eliminierung letzter Sauerstoffreste
über heiße Kupferspäne (350 °C) geleitet wurde . Die abgekühlten
Kulturgefäße wurden nun verschloßen, und für 20 min bei 121 °C
sterilisiert .
Für Massenanzuchten wurde als Kulturgefäß eine 10 1- Flasche
mit Gummistopfen verwendet . Der Gummistopfen enthielt Bohrungen
für ein Ernterohr und ein Gaszufuhr-bzw .-ableitungsrohr . Das
Medium wurde aerob eingefüllt, 35 min autoklaviert und an-
schließend unter Argonbegasung, über einen Wattefilter, abge-
kühlt . War das Medium nach dem Abkühlen noch nicht vollends re-
duziert, wurden steril wenige Körnchen Na-Dithionit zugegeben .
Die separat dem Medium zuzusetzenden Lösungen wurden durch Eva-
kuieren mittels einer Wasserstrahlpumpe und anschließendem Be-
gasen mit Argon anaerobisiert, bevor sie autoklaviert und dem
Medium mit sterilen Spritzen (Braun, Melsungen) zugesetzt
wurden .

(Mancuso,1982)

Hefeextrakt (Difco) 10,0 g
NH4C1 0,5 g
FeS04-7 H20 10,0 mg
H20 bidest ad 50 ml
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3 .

	

Anzucht_und_Kulturbedinaun2en

3 .1 .Stammhaltung

Alle 2 - 4 Wochen wurde T .finnii in 0,5 %(w/v) xylosehaltiges
Medium I, T .ethanolicus und Ta .brockii in 0,5 %(w/v) glucose-
haltiges Medium I überimpft, für 16 h bei 69 °C inkubiert und
anschließend bei 4 OC im Kühlschrank aufbewahrt . Für längere
Aufbewahrungszeiten wurden 1 ml einer exponentiell wachsenden
Kultur zu 1 ml sterilem Glycerin in anaeroben Kulturröhrchen
gegeben und bei - 18 °C aufbewahrt . Diese Kulturen waren min-
destens ein halbes Jahr haltbar .
Die Reinheitskontrolle erfolgte mit einem Zeiss Phasenkontrast-
mikroskop, oder durch Bestimmung der Endprodukte .

3 .2 . Kultivierung unter pH-statisierten Bedingungen

Für pH-statische Batch-und Fed-Batch-Fermentationen wurde ein
Glasgefäß mit einem Gesamtvolumen von 1,65 1 (Herstellung durch
die Glasbläserei der KFA Jülich) mit einem Temperiermantel und
8 Öffnungen an der Oberseite, sowie einer seitlichen Öffnung,
verwendet . Das Gefäß wurde mit 1 1 Fermentationsmedium autokla-
viert (25 min, 121 °C) und während des Abkühlens auf 69 °C
über einen sterilen Wattefilter mit Argon begast . Die Abluft
wurde über einen Rückflußkühler, der mit -4°C kaltem Glycerin-
Wasser-Gemisch (1 :1) gekühlt wurde, geleitet, um den in der
Gasphase befindlichen Alkohol zu kondensieren . Die pH-Regelung
bei pH 7,2 (pH-Elektrode der Fa.Ingold AG, Frankfurt ; pH-Meter
und pH-Regler der Fa . Radiometer, Kopenhagen, Dänemark) er-
folgte durch Zudosieren von steriler 5 N NaOH . Die Kultur wurde
mit einem Magnetrührer bei 75 Upm gerührt . Xylose wurde separat
anaerobisiert und sterilisiert und mittels einer Plastikspritze
in den Fermenter gegeben . Die Kultur wurde mit 10 %(v/v) Inoku-
lum einer Vorkultur, die sich in der exponentiellen Phase be-
fand, angeimpft . Die Probenentnahme erfolgte mit sterilen
Spritzen durch Entnahme von ca 5 ml Kultur über die seitliche
Öffnung, die mit einem Gummistopfen verschlossen war . Bei den
Fed-Batch-Fermentationen wurde 50%-ige (w/v) Xylose-Lösung und



Hefeextraktlösung (5 ml Hefeextrakt-Lösung pro 5 g zugefütter-
ter Xylose) mittels steriler Plastikspritzen zugegeben .

3 .3 . Fed-Batch-Fermentation im 6 1 Bioengineering-Fermenter

Für Fermentationen mit 5-6 1 Arbeitsvolumen wurde ein Fermenter
der Fa .Bioengineering AG (Wald, Schweiz) mit 6 1 Arbeitsvolumen
verwendet . Der Fermenter wurde mit Medium ohne C-Quelle in-situ
sterilisiert (20 min, 121 °C) und während des Abkühlens auf Be-
triebstemperatur (68 °C), sowie während der Fermentation über
einen Sterilfilter mit Argon begast . Xylose wurde vor dem An-
impfen steril zugegeben . Der pH-Wert wurde durch automatische
Zudosierung von 5 N NaOH auf pH 7,2 ±0,1 konstant gehalten . Die
Kultur wurde mit 120 Upm gerührt . Als Inokulum wurde 0,5 1 Vor-
kultur (exponentielle Phase) verwendet . Xylose-Lösung und Hefe-
extrakt-Lösung (5 ml pro 5 g zugefütterte Xylose) wurde steril
mit Spritzen über ein Septum zugegeben .

3 .4 . Wachstum in pH-statisierter Fed-Batch-Kultur mit
kontinuierlichem Alkoholabzug (Strip-Dest illation)

Für die Fermentationen mit kontinuierlichem Alkoholabzug wurde
oben beschriebener 1,65 1-Glasfermenter mit 1 1 Arbeitsvolumen
benutzt . Durch einen Gasstrom (Argon) wurde der bei 69°C in die
Gasphase übergegangene Alkohol aus dem Fermenter entfernt . Der
Gasstrom wurde über eine Claisenbrücke und einen Intensivrück-
flußkühler geleitet . Der kondensierte Alkohol wurde in einem
Rundkolben aufgefangen . Der Aufbau der Versuchsanlage ist in
Abbildung 2 wiedergegeben . Für die Berechnung der Gesamtethan-
olmenge wurde das Volumen und die Konzentration des Ethanol-
Wasser-Gemisches bestimmt und auf 1 1 Fermentervolumen umge-
rechnet .
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3 .5 .Kontinuierliche Fermentation

H20

Abb .2 : Versuchsaufbau zu den Fermentationen mit kontinuier-

lichem Alkoholabzug

Argon

Die kontinuierlichen Kulturen wurden in einem in-situ sterili-
sierbaren 1,6 1 Kleinfermenter der Fa .Bioengineering AG (Wald,
Schweiz) mit 1,3 1 Arbeitsvolumen durchgeführt . Die Betriebs-
temperatur betrug 68 °C, die Rührung erfolgte bei 130 Upm und

der pH wurde durch Zudosierung von 5 N NaOH auf 7,1 ±0,1 kon-

stant gehalten . Die Durchflußrate D(h-1 ) wurde über die Zufluß-

geschwindigkeit des Nährmediums (Fermentationsmedium) geregelt .
Frisches Medium wurde über eine Membranpumpe (Typ FE211, Fa .
Braun,Melsungen) aus 20 1- Vorratsgefäßen in den Fermenter
gepumpt . Das Kulturvolumen wurde durch ein Überlaufrohr, das

mit einer Schlauchpumpe verbunden war, konstant gehalten . Die

abgepumpte Flüssigkeit wurde in sterilen Gefäßen aufgefangen .
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4 .

	

Versuchsbedin2un2en_mit_konzentrierten_Zellsuspensionen

1 1 Kulturen (ODsoo. ca . 0,8-0,9) wurden steril und anaerob in
einer Beckmann J21 C Zentrifuge bei 6000 x g abzentrifugiert,
ein mal mit anaeroben 0,1 M Kaliumphosphatpuffer gewaschen und
in ca 50 ml Anzuchtmedium mit 10 bzw . 30 g/1 Xylose suspendiert
und in 250 ml Kolben bei 69 oC im Wasserbad inkubiert . Der pH
wurde durch Zugabe von steriler 2 N NaOH auf pH 7,2 ± 0,3 kon-
stant gehalten .

5 . Bestimmun des Bakterienwachstums

Trübungsmessung

Die Trübungsmessungen von 10 ml Kulturen erfolgten direkt in
einem Spektralphotometer Spectronic 88 (Fa . Bausch & Lomb,
Rochester, New York) bei einer Wellenlänge von 600 nm .
Die Trübungsmessung von 100-1000 ml Kulturen, sowie den Fermen-
terkulturen erfolgte in einem Beckmann Spektralphotometer Mo-
dell 35 (Beckmann Instruments Inc .,Fullerton, Kalifornien) bei
600 nm gegen H2O bidest . Bei Zelldichten über 0,3 wurde mit H2O
bidest entsprechend verdünnt .

Trockengewichtsbestimmung

30-50 ml Kultur wurden 15 min bei 6000 x g abzentrifugiert
(Minifuge 2 von Heraeus Christ GmbH, Osterode) und das Pellet
zweimal mit H2O bidest gewaschen . Die Zellen wurden dann in ca
2 ml H2O bidest suspendiert und in vorgetrocknete Aluminium-
schälchen pipettiert . Nach dem Trocknen für 12 h bei 105 o und
dem Abkühlen im Exsikkator wurde die Gewichtsdifferenz be-
stimmt .
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6 .

	

Analytik_der_FermentationsErodukte

Nachweis von Ethanol und Acetat mittels Gaschromatographie

Die von T .finnii gebildeten Endprodukte Ethanol und Acetat wur-
den mit einem Gaschromatographen der Fa . Hewlett Packard (USA),
Typ 5840 A mit Flammenionisationsdetektor, angeschlossenem
Automatic Sampler, Typ 7672 A quantitativ bestimmt . Die Analy-
senbedingungen waren :

Säule :
Säulentemperatur :
Trägergas :
FID-Temperatur :
Einspritzblock :
Probevolumen :
Retentionszeiten :

Probenvorbereitung

Porapak QS 80-100 mesh, 4 inch x 91,5
135 °C (isotherm)
Stickstoff (30 ml/min)
230 °C
250 °C, mit auswechselbarem Glasinlet
1 gl
Ethanol ca 0,8 min
Acetat ca 2,5 min

Die Kulturproben wurden in einer Eppendorf-Tischzentrifuge 3
min abzentrifugiert und 0,5 ml des Überstandes zusammen mit 0,5
ml Interner Standard-Lösung (100 ml 0,2 N HCl + 0,2 ml Metha-
nol) in die Probegefäße gegeben .
Die Eichung erfolgte mittels einer Eichlösung bestehend aus
20 mM Acetat und 17,15 mM Ethanol .

L-Lactat-Bestimmung (nach Gutmann und Wahlefeld ., 1974)

cm

L-Lactat wurde enzymatisch in einem optischen Test mittels
einer L-Lactat-Dehydrogenase (aus Kaninchenmuskel) bestimmt .
Damit die Reaktion von L-Lactat zu Pyruvat ablaufen kann, wur-
den Pyruvat und die entstehenden H-1--Ionen aus dem Reaktions-
gleichgewicht entfernt, was mittels des Glycin-Hydrazon-Puffers
pH 9 erreicht wurde . Pyruvat wurde als Hydrazon und die H-'--
Ionen durch das alkalische Milieu abgefangen .
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Glycin-Hydrazin-Puffer : 22,8 g Glycin
50

	

ml Hydrazinhydrat 24%
550

	

ml H20 bidest
mit wenig konz . NaOH auf pH 9 einstellen

Bestimmungsansatz :
0,75 ml

	

Glycin-Hydrazin-Puffer pH 9
0,05 ml

	

42 mM NAD-Lösung
0,05 ml

	

Probe
bzw . bei Leerwert H2O
bzw . Standard-Lösung (0,12 g L-Lactat/1)

Nach Mischen wurde die Extinktion 1 bei 340 nm in Halbmikro-
Plastikküvetten in einem Beckmann Spektralphotometer bestimmt .
Zu dieser Mischung wurde 0,005 ml L-LDH-Suspension (Kristall-
suspension, 5 mg/ml) zugegeben, gemischt und für 50-60 min bei
30 °C inkubiert . Danach wurde die Extinktion 2 bestimmt .
Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel, wobei A E, die
Differenz zwischen Extinktion 1 und Extinktion 2 ist, korri-
giert um den oE-Wert des Leerwertes, EN�n= 6,3 mM-1 cm-1 und
die Schichtdicke 1 cm beträgt :

Lactatkonzentration in g/1=
Gesamtvolumen x 90,1 x of

E x 1 cm x 0,05 ml x 1000

Bestimmung des Restzuckergehaltes in Kulturfiltraten

a) Dinitrosalicylsäure-Methode nach Miller (1959)

Mit diesem Test wurden reduzierende Zucker in Kulturfiltraten
nachgewiesen .
DNS-Reagenz : 1 g

in 20 ml
50 ml
30 g

ad 100 ml

3,5-Dinitrosalicylsäure
2 N NaOH lbsen
H20 bidest
K-Na-Tartrat
H20 bidest



1 6

0,5 ml Probe wurden mit 0,5 ml DNS-Reagenz versetzt, 10 min in
kochendem Wasser erhitzt und anschließend 10 min im Eisbad ab-
gekühlt . Nach Zugabe von 5,5 ml Hz0 bidest wurde bei 546 nm in

einem Eppendorf Photometer gegen eine Blindprobe gemessen, die
anstelle des Kulturfiltrates Wasser enthielt . Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve, die für Xylosekonzentra-
tionen von 0,2-2 mg/ml erstellt worden war .

b) Zuckernachweis mit Hilfe eines Zuckeranalysators

Mit dem Zuckeranalysator Biotronic LC 2000 werden oxidierbare
Zucker nach Voelter et al .(1974) an einem stark basischen
Ionenaustauscher getrennt und mit Cu-Bicinchoninat zu einem
Farbstoff umgesetzt, dessen Konzentration photometrisch gemes-
sen wird . Die Durchführung erfolgte wie in der Firmenvorschrift
angegeben . Die Elution erfolgte mit 0,2 M Kalium-Borat-Puffer

pH 8,15 (60 min) und 0,4 M Kalium-Borat-Puffer pH 9,45 (120
min) .
Der Zuckernachweis mit dem Biotronik-Zuckeranalysator ZA 5100

erfolgte nach dem gleichen Prinzip . Die Elution erfolgte mit

0,2 M Kalium-Borat-Puffer pH 8,15 (30 min) und 0,7 M Kalium-

Borat-Puffer pH 9,45 (60 min) . Die aufgetrennten Zucker wurden

mit Orcin-Schwefelsäure-Reagenz zu Furfural-/Orcinol-Komplexen
umgesetzt, und die Konzentration photometrisch bestimmt .

7 . Bestimmunq_von_Enzymaktivitäten

7 .1 .Herstellung von_ Rohextrakten

Für die Bestimmung von Enzymaktivitäten in Rohextrakten von

T .finnii wurden Zellen in 10 1 Flaschen angezogen und in der

späten exponentiellen Phase oder frühen stationären Phase unter
anaeroben Bedingungen durch Zentrifugation bei 6000 rpm in
ner Beckmann Kühlzentrifuge Modell J-21C sedimentiert . Das

Zellmaterial wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert .
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Der Zellaufschluß erfolgte jeweils am gleichen Tag wie die

Enzymbestimmungen . Der Aufschluß wurde unter anaeroben Bedin-
gungen (nach Giesel,1982) durchgeführt : 0,4 g Bakterienfeucht-
masse wurden zunächst anaerob 1 x mit 0,1 M Kaliumphosphat-
puffer pH 7,0 gewaschen und in einer Heraeus-Christ-Kühlzentri-
fuge bei 6000 rpm, 10 min abzentrifugiert .

Die gewaschenen Zellen wurden mit 1,6 ml Lysepuffer für 20-30
min bei 35 °C inkubiert . Der Lysegrad wurde mikroskopisch kon-
trolliert .
Lysepuffer :

Für zellfreie Extrakte wurde das Lysat abzentrifugiert
(Heraeus-Christ-Kühlzentrifuge, 6000 rpm, 10 min) .

Für die Bestimmung der Acetaldehyd-Dehydrogenase-Aktivität
wurde der Lyseansatz mit 10 mM KPP pH 7,0 durchgeführt (nach
Rudolph et al .,1968) . Ansonsten wurde wie oben beschrieben ver-
fahren .

Für einige enzymkinetische Messungen wurde entsalzter Rohex-
trakt verwendet . Hierzu wurde 5 ml Rohextrakt auf eine Säule
(1,5 cm Durchmesser) mit Polyacrylamidgel (P-6DG) mit einer
Ausschlußgrenze von 1000-6000 daltons gegeben, die mit 200 ml
0,1 M KPP pH 7 äquilibriert worden war . Das Gesamtvolumen der
Säule betrug 19,4 ml, das Elutionsvolumen 5,6 ml . Die Eichung
erfolgte mit 5 ml Dextran-Blau 2000 (1 mg/ml, filtriert) . Die
Proteinlösung wurde um den Faktor 1,12 verdünnt .

7 .2 . Biuret-Proteinbestimmung (Gornall et al .,1949)

Diese Methode ist für Proteinbestimmungen in Proben mit 1-10 mg
Protein/ml geeignet . Zu 0,1 ml Probe wurden 1,9 ml H 20 bidest
gegeben, mit 1 ml 3 N NaOH versetzt, 5 min in einem kochendem
Wasserbad erhitzt, und unter fließendem kalten Wasser abge-

kühlt . Zu diesem Ansatz wurde 1 ml einer 2,5 %-igen (w/v) Kup-
fersulfatlösung gegeben, 5 min stehengelassen und dann abzen-

10 ml 0,1 M KPP,pH 7,0
16 mg Lysozym (= 350000 U)
1,6 mg DNAse (= 3200 U)



7 .3 . Anaerobe Testbedingungen
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trifugiert . Die Extinktion des Überstandes wurde bei 546 nm
gegenüber einem Blindwert mit H20 statt der Proteinlösung in
einem Photometer der Fa .Eppendorf (Photometer 'M 1101) gemessen .
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve, die mit Rin-
derserumalbumin für den Bereich 2-8 mg Gesamtprotein erstellt
worden war .

Pufferlösungen wurden in mit Gummistopfen verschlossenen Saug-
flaschen anaerobisiert . Sie wurden unter Rühren etwa 20 min
lang abwechselnd mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert und mit
Argon begast . Für den enzymatischen Test in der Küvette, wurden
die gefüllten Küvetten mit einem Gummistopfen verschlossen,
durch die eine Kanüle gebohrt wurde . Unter Klopfen wurde die
Küvette etwa 10 min lang abwechselnd evakuiert und begast .
Sämtliche bei den Tests verwendeten Reagenzien wurden nach obi-
gem Verfahren in mit Septen verschlossenen Rollfläschchen
sauerstoffrei gemacht . Restsauerstoff aus Pufferlösungen und
Testansatz wurde mit Hilfe des GGK-Systems (Glucose-Glucose-
oxidase-Katalase) entfernt (Bühler, 1981) . Glucose, Glucose-
oxidase und Katalase reagieren mit 02 nach folgender Gleichung :

D-Glucose + H2O + 02

	

GOD

	

Gluconat + H202

H202 Katalase

	

H20 + h 02

während eines Reaktionscyclus° wird pro mol Glucose ein halbes
mol 02 verbraucht .
Zu je 20 ml Pufferlösung, die nach obiger Methode bereits vor-
behandelt war, wurde zugesetzt :

In den nachfolgenden Enzymbestimmungen sind die Testansätze mit
GGK bezeichnet, in denen dieses sauerstoffabfangende System
enthalten ist .
Rohextrakt und Reagenzien wurden in die bereits anaerobisierten

300 mg D-Glucose (= 83 mM in Puffer)
0,02 ml Katalase (20 mg/ml =750 U/ml Puffer)
0,02 ml Glucoseoxidase (24 mg/ml =5 U/ml Puffer)
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Küvetten mittels gasdichten Mikroliterspritzen (Fa . Hamilton,
Darmstadt) gegeben, die zuvor mit Argon gespült worden waren .
Vor Reaktionsstart wurden die Küvetten jeweils für 5-10 min
thermoäquilibriert .

Die nachfolgend beschriebenen Bestimmungen wurden an einem
Eppendorf Photometer 1101 M mit Küvettenwechselautomat 2705 und
einem Eppendorf Kompensationsschreiber 6512 durchgeführt . Die
Messungen erfolgten, soweit nicht anders angegeben, bei 40 °C
und 365 nm . Zur Berechnung der Enzymaktivitäten wurde für NADH
ein Extinktionskoeffizient von E= 3,41 mM-icm-1 und für NADPH
von E=3,42 mM-1cm--1- zugrundegelegt (Bergmeyer, 1975) . Eine
Enzymeinheit (U) ist definiert als die Menge Enzym, die die
Bildung bzw . den Verbrauch von 1 pmol Produkt bzw . Substrat pro
Minute katalysiert . Die spezifische Aktivität ist definiert als
die Anzahl von Enzymeinheiten pro mg Protein .

7 .4 .Testansatze

Xyloseisomerase

Die Aktivität der Xyloseisomerase wurde nach Yamanaka(1966) be-
stimmt . Da Xylose bei der Bestimmung der gebildeten Xylulose-
menge stört, wurde jeweils ein Ansatz ohne Rohextrakt zur Be-
stimmung des Blindwertes mitgeführt .

ad 0,75 ml H20 bidest

Nach 10 min Inkubation bei 60-85 °C wurde die Reaktion durch
Zugabe von 0,05 ml 50%(w/v) Trichloressigsäure abgestoppt . Nach

Reaktionsansatz : Konz .im
Test in mM

0,50 ml 50 mM Maleat/NaOH pH 6,8 33
0,05 ml 10 mM MnC12 oder CoC12 oder MgCl2 0,66
0,10 ml 100 mm Xylose 13,3
0,05 ml Rohextrakt



Abkühlen der Probe im Eisbad wurde das gefällte Protein abzen-
trifugiert . Die gebildete Xylulosemenge wurde mit der Cystein-
Carbazol-Methode von Dische und Borenfreund (1951) bestimmt .
Dafür wurde 0,5 ml Probe mit 0,1 ml 1,5%(w/v) Cystein-HCl
(frisch angesetzt), 3 ml 12 M H2S04 und 0,1 ml 0,12%(w/v) Car-
bazol (in absolutem Ethanol gelöst) versetzt und 30 min bei
Raumtemperatur stehengelassen . Danach wurde die Extinktion der
Lösung gegen einen Leerwert ohne Xylulose bei 560 nm gemessen .
Die gebildete Xylulosemenge wurde über eine Eichkurve mit 0,1 -
1 gmol/ml Xylulose ermittelt (Abb .3) .

Xylulosekinase

Ec
00
c0
a
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Q

2 0

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Nmol/ml Xylulose

Abb .3 : Eichgerade zur Bestimmung von Xylulose im Testansatz

Der Test erfolgte nach der Methode von Neuberger(1981), indem
das Reaktionsprodukt ADP über Hilfsenzyme und NADH-Oxidation
nachgewiesen wurde . Störende ATPase-Aktivitäten wurden in Par-
allelansätzen ohne Xylulose bestimmt und von den Testansätzen
mit Xylulose subtrahiert . Die Messung erfolgte bei 365 nm,
40 °C und unter anaeroben Bedingungen .
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Testansatz :

	

Konz . im
Test in mM

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Die Aktivitätsbestimmung erfolgte nach der Methode von Lamed
und Zeikus (1980a), bei 40 °C und unter anaeroben Bedingungen .

Testansatz :

	

Konz .im
Test in mM

0,800 ml 50 mM Tris-HC1 pH 7,9
50 mM KC1

44
44

1 mM EDTA 0,9

0,01 ml 500 MM MgC 1 2 5,5

0,01 ml 50 mM ATP 0,55

0,01 ml 100 mM Phosphoenolpyruvat 1,1

0,01 ml 100 mM Dithiothreitol 1,1

0,01 ml 33 mM NADH 0,36

0,03 ml 30 mM Xylulose 1,0

0,01 ml L-Lactat-Dehydrogenase / 1,2 U
Pyruvatkinase (1 :5 verd .) 1,1 U

0,01 ml Rohextrakt

0,900 ml 100 mM Tricin pH 8,1 92
2 mm Dithiothreitol 1,8

0,02 ml 700 mm Na-Arsenat 14,3

0,01 ml 500 mm Di-Kaliumhydrogenphosphat 5,1

0,01 ml 200 mm Fructose-1,6-diphosphat 2,05

0,02 ml 50 MM NAD 1,02

0,01 ml Aldolase (90 U/ml) 0,9 U

0,005 ml Rohextrakt



Phosphofructokinase

Die Bestimmung erfolgte nach der Methode von Bruinenberg
(1983b), bei 40 °C und unter anaeroben Bedingungen .

Pyruvatkinase
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Die Bestimmung der Pyruvatkinase-Aktivität erfolgte nach der
Methode von Lamed und Zeikus (1980a) bei 40 °C und unter anae-
roben Bedingungen .

Testansatz : Konz .im
Test in mM

0,90 ml 100 mM Tris-HC1 pH 7,5 94
15 MM MgC1 2 14
10 mm KC1 9,4
1 mm Dithiothreitol 0,9

0,02 ml 250 mM ADP 5,2
0,01 ml 100 MM Phosphoenolpyruvat 1,0
0,01 ml 25 mM NADH 0,3
0 1 01 ml L-Lactat-Dehydrogenase (1 :5 verd .) 5,5 U
0,01 ml Rohextrakt

Testansatz : Konz .im
Test in mM

0,90 ml 50 mM Tris-HC1 pH 7,5 47
0,2mM Dithiothreitol 0,2
5 mM MgC1 2 4,7

0,01 ml 25 mM NADH 0,26
0,01 ml 200 mM Fructose-6-phosphat 2,1
0,01 ml 15 mM ATP 0,15
0,01 ml FDP-Aldolase (90 U/ml) 0,9 U
0,01 ml GDH/TIM-Suspension 1,7 U /5 U
0,01 ml Rohextrakt



Acetatkinase
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Beide Richtungen, der von der Acetatkinase katalysierten Reak-
tion, wurden für die Bestimmung der Enzymaktivität nach Lamed
und Zeikus (1980a) gemessen .

a) Acetyl-phosphat nach Acetat

Das in der Reaktion gebildete ATP wurde im optischen Test durch
Umsetzung von Glucose zu Glucose-6-phosphat und anschließender

b) Acetat nach Acetyl-phosphat

Die Bildung von ADP wurde durch die Umsetzung von Phosphoenol-
pyruvat zu Pyruvat und Reduktion von Pyruvat mit NADH zu L-Lac-
tat im kontinuierlichen Test bei 40 °C verfolgt .

Oxidation zu Gluconat-6-phosphat mit NADP kontinuierlich bei
40°C und unter anaeroben Bedingungen gemessen .

Testansatz Konz .im
Test in mM

0,90 ml 100 mM Tris-HCl pH 7,2 91
3 MM MgC12 2,7

0,01 ml 200 mM Glucose 2,0
0,02 ml 25 mM NADP 0,5
0,02 ml 100 MM ADP 2,0
0,01 ml 400 MM Acetyl-P 4,0
0,02 ml 1 :2 Mischung aus Hexokinase 2 U

Glucose-6-P-Dehydrogenase 2 U
0,01 ml Rohextrakt
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Hydrogenase

Die Hydrogenase-Aktivität wurde über die Reduktion von Methyl-
viologen (MV) durch Wasserstoff bzw . die Oxidation von redu-
ziertem Methylviologen und H2-Entwicklung gemessen . Die Oxida-
tion bzw . Reduktion von Methylviologen kann photometrisch bei
578 nm (Es,e = 9,0 mM-1cm-1) verfolgt werden . Die Bestimmung
erfolgte bei 40 °C und unter anaeroben Bedingungen .

a) Wasserstoffbildung aus MVrad

Die Bestimmung erfolgte in modifizierter Form nach Lamed und
Zeikus (1980a) . Methylviologen wurde durch Na-Dithionit redu-
ziert .

Testansatz

	

Konz .im
Test in mM

einige Körnchen Na-Dithionit bis der
Küvetteninhalt tief blau gefärbt war
Rohextrakt0,02 ml

Testansatz Konz .im
Test in mM

0,90 ml 100 mM Tris-HC1 ph 7,9 93
40 MM MgCL2 37

0,01 ml 200 MM ATP 2,1
0,01 ml 100 mM Phosphoenolpyruvat 1,0
0,01 ml 25 mM NADH 0,3
0,02 ml 1000 mM K-Acetat 20,7
0,015 ml Pyruvatkinase / LDH je 2 U
0,01 ml Rohextrakt

2,10 ml 100 mM Tris-HC1 mit GGK pH 7,6 97
0,004 ml 14 M Mercaptoethanol 26
0,05 ml 87 mM Methylviologen 2
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b) Reduktion von MV durch Wasserstoff

Die Bestimmung erfolgte in modifizierter Form nach Ragsdale und
Ljungdahl (1984)

einige Körnchen Na-Dithionit bis der
Küvetteninhalt leicht blau gefärbt war
Rohextrakt0,005 ml

Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase

Die Aktivitätsbestimmung erfolgte nach der Methode von Lamed
und Zeikus (1980a), wobei die störende Hydrogenaseaktivität
durch Zugabe von Kohlenmonoxid (in Form von Kohlenmonoxid-
gesättigtem Testpuffer) inhibiert wurde (nach Ragsdale und
Ljungdah1,1984) .

Testansatz Konz .im
Test in mM

2,10 ml 100 mM Tris-acetat pH 7,5 90,5
0,05 ml 87 mM Methylviologen 1,9
0,05 ml 500 mM Pyruvat 10,8
0,05 ml 10 mM Co A 0,2
0,05 ml 100 mM Tris-acetat pH 7,5 ; CO-gesättigt
0,02 ml Rohextrakt

Testansatz Konz .im
Test in mM

2,10 ml 50 mM Tris-HC1 mit GGK, pH 8,6 ; 49
H2-gesättigt

0,004 ml 14 M Mercaptoethanol 26,5
0,05 ml 87 mM Methylviologen 2
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Ferredoxin-NAD(P)-Oxidoreduktasen

Die Bestimmung der Ferredoxin-NAD(P)-Oxidoreduktasen erfolgte
mit Abwandlungen nach Jungermann et al .(1973) . Der natürliche
Elektronencarrier Ferredoxin wurde durch Methylviologen er-
setzt . Der Elektronenfluß von NADH und NADPH zu Methylviologen
und umgekehrt, wurde durch Messung der Extinktion bei 578 nm
(E5,8= 9,0 MM- 1cm- 1) verfolgt . Die Oxidation von reduziertem
Methylviologen durch die Hydrogenase wurde durch Zugabe von
Kohlenmonoxid blockiert (Ragsdale und Ljungdahl,1984) .

a) Oxidation von MV..®d mit NAD(P)

0,05 ml

	

100 mM Tris-acetat pH 7,5 ; CO-gesättigt
0,015 ml

	

Rohextrakt

b) Reduktion von MV.�- mit NAD(P)H

Testansatz Konz .im
Test in mM

2,10 ml 100 MM Tris-acetat mit GGK, pH 7,5 93
0,05 ml 100 mM Methylviologen 2,2

mit wenig Na-Dithionit bis zu einer
leichten Blaufärbung reduziert

0,05 ml 50 mM NADH bzw. NADPH 1,1
0,05 ml 100 mM Tris-acetat pH 7,5 ; CO-gesättigt
0,01 ml Rohextrakt

Testansatz
Test
Konz .im

in mM

2,10 ml 100 mM Tris-acetat mit GGK, pH 7,5 93
0,05 ml 100 mM Methylviologen 2,2

mit wenig Na-Dithionit tief blau reduziert
0,05 ml 50 mM NAD bzw.NADP 1,1



Transhydrogenase
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Die Transhydrogenase katalysiert die reversible Reduktion von
NADP durch NADH (Rydström, 1979) gemäß der Gleichung :

NADH + NADP -s NAD + NADPH
Für die Aktivitätsbestimmung kann ein Substrat durch ein Sub-
stratanalogon mit einem anderen Absorptionsspektrum ersetzt
werden, wie z .B . 3-Acetylpyridin-adenindinucleotid (APAD), das
ein deutlich unterschiedliches Absorptionsmaximum besitzt, so
daß effektiv eine Extinktionszunahme meßbar ist . Bei 375 nm be-
trägt der Extinktionskoeffizient für das Paar NADH/APAD 5,1,
und für das Paar NADPH/APAD 6,2 (Rydström, 1979) .

Acetaldehyd-Dehydrogenase

Die Bestimmung der Acetaldehyd-Dehydrogenase erfolgte nach
Rudolph et al .(1968), wobei ein Acetyl-CoA-regenerierendes
System nach Jungermann et al .(1973) mit verwendet wurde . Es
wurde die Reaktion von Acetyl-CoA nach Acetaldehyd und die wei-
tere Reduktion von Acetaldehyd zu Ethanol gemessen .

Testansatz Konz .im
Test in mM

0,95 ml 50 mM Tris-HCl mit GGK, pH 8,0 48,5
1 mM EDTA 1,0

0,01 ml 20 mM APAD 0,2
0,01 ml 20 mM NADH bzw .NADPH 0,2
0,01 ml Rohextrakt



Die Aktivität der Rückreaktion (Acetaldehyd nach Acetyl-CoA)

wurde nach Lamed (1980a) gemessen . Hierbei stört allerdings die

NADH-abhängige ADH, so daß nur eine Teilaktivität bestimmt wer-

den konnte, und zwar diejenige die über die ADH-Aktivität hin-
ausging .
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L-Lactat-Dehydrogenase

Für die Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase-Aktivität wurde der

Testansatz nach Lamed und Zeikus (1980b) verwendet . Die Bestim-
mung erfolgte unter aeroben Bedingungen, da die NADH-Oxidase-

Aktivität unter diesen Pufferbedingungen sehr gering war .

Testansatz Konz .im
Test in mM

0,90 ml 50 mM KPP pH 8,5 50
10 mM Mercaptoethanol 10

0,05 ml 4,3mM CoA 0,22

0,02 ml 50 mM NAD 1,0

0,01 ml 0,5 M Acetaldehyd 5,0
0,01 ml Phophotransacetylase (500 U/ml) 5 U

0,01 ml Rohextrakt

Testansatz Konz .im
Test in mM

0,90 ml 50 mM KPP pH 7,0 45,4
10 mM Mercaptoethanol 9,1

0,02 ml 4,3mM CoA 0,09
0,02 ml 50 MM NADH 1,0

0,01 ml 1 M Acetyl-Phosphat 100,0
0,01 ml Phosphotransacetylase(500 U/ml) 5 U
0,03 ml Rohextrakt



8 .1 . DNA-Isolierung
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Die Isolierung der DNA erfolgte nach der Methode von Marmur
(1961) mit Abwandlungen nach Huß et al .(1983) .
8-15 g Bakterienfeuchtmasse wurden in 100 ml Saline-EDTA (0,15
M NaC1, 0,01 M EDTA, pH 8,0) suspendiert, Lysozym dazugegeben
(ca 1 mg/ 10 ml) und für 15 min bei 37 °C unter leichtem Schüt-
teln inkubiert . Anschließend wurde die DNA durch Zugabe von
25%-igem SDS bis zu einer Konzentration von 2 % und 5 M NaC1
bis zu einer Konzentration von 1 M ausgefällt . Aus diesem
Lyseansatz wurde die DNA durch Zugabe von 1 Volumen Chloroform,
30 min Schütteln und Abzentrifugieren (10 min Christ-Zentri-
fuge, 6000 rpm) abgetrennt, wobei die Oberphase die DNA ent-
hielt . In weiteren Reinigungsschritten wurde die DNA-Lösung von
kontaminierenden Proteinen und Zellwandbestandteilen gereinigt .
Zunächst wurde die DNA durch Zugabe von 0,6 Volumen 2-Propanol
ausgefällt, auf einen Glasstab aufgewickelt und wieder in 0,1 x
Standard-Saline-Citrat=Puffer (1 x SSC = 0,15 M NaC1, 0,015 M
Trinatriumcitrat,pH 7,0) unter leichtem Schütteln gelöst . Durch
Zugabe von 10 x SSC wurde die Salzkonzentration auf 1 x SSC er-
höht und anschließend insgesamt drei mal die DNA mit 1 Volumen
Chloroform ausgeschüttelt, wobei jeweils die Oberphasen verein-
igt wurden, während die Unterphase und die Interphase erneut
extrahiert wurden . Zu den vereinigten Oberphasen wurde dann 5 M
NaC1 bis zu einer Konzentration von 1 M NaC1 und 4 %-ige CTAB-
Lösung (N-Cetyl-N,N,N-trimethylammonium-bromid in 1 M NaC1) bis

Testansatz Konz . im
Test in mM

0,95 ml 100 mM Imidazol-HC1 pH 7,0 96
0,01 ml 400 mM Pyruvat 4
0,01 ml 70 mM NADH 0,7
0,01 ml 50 mM Fructose-1,6-diphosphat 0,5
0,01 ml Rohextrakt

8 . DNA-Analysen
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zu einer Konzentration von 1% gegeben . Die CTAB-Salze der DNA
wurden durch Erniedrigung der NaCl-Konzentration mit H20 bidest
auf 0,6 M selektiv gefällt . Die DNA wurde kurz abzentrifugiert
und erneut in 1 M NaC1 gelöst . Anschließend wurde die DNA wie-
der 2 x mit 1 Volumen Chloroform ausgeschüttelt, bis die Zwi-
schenschicht nach der Zentrifugation nicht mehr zusammenhängend
war . Aus der DNA-haltigen Oberphase wurde die DNA mit 0,6 Vol
2-Propanol gefällt, auf einen Glasstab aufgewickelt und in 0,1
x SSC gelöst, und mit 10 x SSC die Salzkonzentration auf 1 x
SSC erhöht . Diese DNA-Lösung wurde einer RNAse-Behandlung (10
gg RNAse /ml, 1,5 h bei 37 oC unter leichtem Schütteln inkubie-
ren) und einer Proteinase K-Verdauung (50 gg/ml, 4 h bei 37 °C
unter leichtem Schütteln inkubieren) unterworfen . Diese Lösung
wurde erneut mit 1 Volumen Chloroform ausgeschüttelt bis keine
Interphase mehr erkennbar war . Die Oberphase wurde mit 1/9 Vo-
lumen Na-Acetat/EDTA pH7,0 (3 M Na-Acetat+0,002 M EDTA) ver-
setzt, und die DNA durch Zugabe von 0,6 Volumen 2-Propanol ge-
fällt und in 3 ml 0,1 x SSC gelöst .

Die so gereinigte DNA wurde für die Bestimmung des GC-Gehaltes
zwei mal gegen 1 x SSC dialysiert . Für die Renaturierungsexpe-
rimente wurde die DNA drei mal mittels einer French Pressure
Cell mit ca 1,5x10 6 Pa fragmentiert und anschließend gegen 2 x
SSC dialysiert . Die gereinigte hochmolekulare DNA-Lösung wurde
über wenigen Tropfen Chloroform bei 4 oC aufbewahrt, die frag-
mentierte DNA bei -18 °C .

Photometrische Bestimmung der Reinheit und Konzentration der
DNA

Um die Qualität der DNA festzustellen, wurde ein Spektrum in
1 x SSC zwischen 215 und 300 nm aufgenommen . Die Absorptions-
verhältnisse A26o / A23o sowie A26o / A2so erlauben eine Aus-
sage hinsichtlich der Protein- bzw . RNA-Kontamination und sol-
len größer als 2 bzw . 1,8 sein (Marmur,1961) .
Die Konzentration der DNA läßt sich nach Cryer et .al .(1975) be-
stimmen, wonach einer Absorption bei 260 nm von 1 eine DNA-
Konzentration von 50 gg/ml entspricht .



8 .2 .Bestimmung des GC-Gehaltes der DNA

Hochmolekulare, gereinigte DNA-Lösung in l x SSC wurde auf eine
Absorption von 0,4 (= 20 Feg/ml ) bei 260 nm eingestellt. Die
GC-Bestimmung erfolgte mit einem microprozessorgesteuerten UV-
Vis Spektralphotometer der Firma IMA-Gilford mit integriertem
Thermoprogrammer . Die Meßdaten, wurden über einen digitalen X-
Y-Plotter (Hewlett Packard 7225) ausgegeben .
Die Schmelzkurven wurden über einen Temperaturbereich von 75-90
oC erstellt, mit einem Temperaturansteig von 0,25 oC/min . Der
Plotter zeichnete sowohl die einzelenen SChmelzkurven(A2 6o�.),
als auch die 1 . Ableitung davon (Abb .4) auf .
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Abb .4 : Schmelzkurve einer DNA-Probe .
Die Auswertung des Schmelzpunktes (83 0C) erfolgt über
die halbmaximale Extinktionszunahme sowie über das
Maximum der 1 . Ableitung . Beide Methoden ergeben in
diesem Beispiel denselben Schmelzpunkt .
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Zur Berechnung des GC-Gehaltes diente entweder der Schmelzpunkt
TM , das ist diejenige Temperatur, bei der eine halbmaximale Ab-
sorptionszunahme, ausgehend vom nativen Grundzustand der DNA,
erreicht wird, oder das Maximum der 1 . Ableitung davon . Die Be-
rechnung des GC-Gehaltes in 1 x SSC erfolgte nach der Gleich-
ung von de Ley (1970) :

GC = 2,44 " ( Tu - 69,4 )

8 .3 .Bestimmung von DNA-Renaturierungsraten

Die Bestimmung der Renaturierungsraten erfogte am gleichen Ge-
rät wie die Bestimmung des Schmelzpunktes der DNA (siehe Ab-
schnitt 8 .2 .) . Zur Bestimmung der Renaturierungsraten wurde die
Methode nach de Ley et al .(1970) mit den Bedingungen von Huß et
al .(1983) verwendet . Die vier Küvetten, welche verschlossen
werden konnten, enthielten entweder 2 x SSC als Leerwert, DNA-
Lösung von Stamm A, das gleiche Volumen DNA-Lösung von Stamm B,
und eine Mischung gleicher Volumen von DNA des Stammes A und B .
Die DNA-Lösungen von Stamm A und B hatten gleiche Gewichtskon-
zentrationen . Die DNA wurde in den Küvetten bei 100 °C für 10
min denaturiert . Die Renaturierungsreaktion wurde durch schnel-
les Abkühlen der Lösungen auf die optimale Renaturierungstem-
peratur Toa gestartet ; ToR= 0,51 " %(G+C)+47,0 (Gillis et al .,
1970) . Die Absorption bei 260 nm wurde über 30 min alle 15 sec
aufgezeichnet (Abb .5) . Die Renaturierungsrate v' wurde als
Absorptionsabnahme / min (A A/t), zwischen 10 und 30 min nach
Reaktionsstart berechnet . Die Bindungsrate (%D) wurde nach
folgender Gleichung nach de Ley et al . (1970) berechnet :

% D = 100 x (4v'M-v'A-v'H) / 2 v A x v'$)



Isolierung von Zellwänden
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Abb .5 : Hybridisierungsbeispiel mit den drei Renaturierungs-

kurven . = DNA (A) ; --- = DNA (B) ; --- = Mischung

aus (A) und (B)

9 . Zellwandanalysen (nach Schleifer und Kandler,1967)

Ca 2 g Bakterienfeuchtmasse wurden mit Lysozym aufgeschlossen
(siehe Abschnitt 7 .1 .), die Rohzellwände abzentrifugiert (18000
rpm, 20 min) und einmal mit H2O bidest . gewaschen . Zur Inakti-
vierung von lytischen Enzymen wurde das Pellet in 100 ml 0,05 M
Kaliumphosphatpuffer pH 7,8 suspendiert und für 20 min bei 100
°C erhitzt . Zu der Zellwandsuspension wurde dann 2 Spatelspit-
zen Trypsin gegeben, kurz aufgerührt und zur Vermeidung von
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Bakterienwachstum mit 1,5 ml Toluol versetzt . Zur tryptischen
Verdauung inkubierte man über Nacht bei 37 °C im Schüttelbad .
Die tryptisch verdauten Zellwände wurden abzentrifugiert (20
min, 12000 rpm) und viermal mit H2O bidest gewaschen . Das Sedi-
ment wurde in 5 ml Wasser aufgenommen, bei -20 °C eingefroren
und 30 Stunden lyophilisiert . Die lyophilisierten Zellwände
wurden bis zur weiteren Verwendung im Exsikkator aufbewahrt .

Bestimmung von Zellwandteichonsäuren

10 mg Zellwand wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 1
ml 2 N HCl versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen
gelassen . Nach dem Abzentrifugieren (Eppendorf-Tischzentrifuge,
5 min) enthielt der Überstand die Zellwandteichonsäuren . Dieser
Überstand wurde 3 Stunden im Einschlußrohr bei 100 °C hydroli-
siert und dann mit N2 abgeblasen .
Für die chromatographische Trennung wurden die Proben zusammen
mit Vergleichssubstanzen auf Kieselgelplatten (Merck, SL 6 .0 )
aufgetragen . Als Vergleichssubstanzen dienten Glycerin (Merck,
1 :10 verdünnt) und Anhydroribit (30 mg Ribit mit 3 ml 4 N HC1
bei 100 °C für 16 Stunden inkubiert, abgeblasen und in 3 ml H2O
aufgenommen) .
Die Trennung erfolgte mit Isopropanol/Wasser/Eisessig (75 :15
:10) als Laufmittel, die Laufzeit betrug ca 1 Stunde . Nach dem
Trocknen wurden die Chromatogramme zunächst mit einer frisch
angesetzten 1,5%-igen Natriumperjodat-Lösung angesprüht und an-
schließend mit S02 (Messer, Griesheim) behandelt, bis die
Braunfärbung verschwand . Dann wurde das Chromatogramm mit
fuchsinschwefliger Säure (Schiff'sches Reagenz) entwickelt .
Glycerin erschien innerhalb von 5 min als violetter Fleck,
Anhydroribit erst nach ca 20 min als dunkelblauer Fleck, auf
gleicher Höhe wie Glycerin . Läßt man das Chromatogramm einige
Zeit im Dunkeln liegen, so verschwindet der violette Fleck für
Gycerin völlig, während der dunkelblaue Fleck des Anhydroribit
erhalten bleibt .



10 . Elektronenmikroskopie
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Für die Elektronenmikroskopie wurden Zellen mit Glutaraldehyd
fixiert und anschließend mit Uranylacetat negativ kontrastiert
(Scherer und Bochem, 1983) . Nach Entwässerung der Zellen wurden
sie in 'low-viscosity medium'(Spurr,1969) eingebettet und mit
einem LKB 8800 Ultratome III (LKB,Bromma, Schweden) Ultradünn-
schnitte angefertigt . Die Ultradünnschnitte wurden auf 200-mesh
Kupfergittern gesammelt und mit Bleiacetat nachkontrastiert
(Venable und Coggeshall,1965) . Alle Proben wurden mit einem
Philips EM 400 Elektronenmikroskop untersucht .

11 . Bioluminometrische Bestimmun von Adenosinnucleotiden mit
Luciferin/Luciferase

Prinzip der Messung :

ATP-abhängige Luciferasen aus Leuchtkäfern, die pro mol ATP
eine definierte Anzahl von Lichtquanten erzeugen, können zur
quantitativen Bestimmung von ATP eingesetzt werden :

ATP + Luciferin + 0 2	Luciferase

	

Oxyluciferin + AMP + PPi
+ C02 + Licht

Das Integral der Lichtemission über die Zeit ist - da ein Luci-
ferase-Rohpräparat verwendet wurde - in den ersten 4 sec linear
abhängig von der ATP-Konzentration (im Bereich von 10 -12 mol
ATP/ml Testansatz) .

Probenentnahme und Extraktion (nach Schimz et al .,1981)

Um einen schnellen Aufschluß der Zellen zu gewährleisten, wur-
den 5 ml eiskalte 35 %-ige (v/v) Perchlorsäure in einer 20 ml
Plastikspritze vorgegeben und dazu ca 5 ml Kultur über ein Sep-
tum direkt aus dem Fermenter aufgezogen . Die so aufgenommene
Probe wurde in ein vorgewogenes, eisgekühltes Zentrifugenglas
gespritzt, und für 15 min ins Eisbad gestellt . Zur Ermittlung
des genauen Probevolumens wurde die Gewichtsdifferenz bestimmt .
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Der Extrakt wurde mit 15 ml 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lösung
neutralisiert (endgültiger pH=7,4), das Präzipitat durch Zen-
trifugation (10 min, 3000 rpm, bei Raumtemperatur) entfernt,
und der Überstand bis zur Nucleotidbestimmung bei -18 -C auf-
bewahrt . Um den Nucleotidgehalt von intakten Zellen zu bestim-
men, wurde a) von der Gesamtkultur und b) von Kulturfiltrat (10
min, 6000 g, 4°C) ein Extrakt hergestellt .

Messung :
Lösungen für die Nucleotidbestimmung :

Puffer :

Der pH-Wert wurde von ca 9,77 mit konz . Schwefelsäure
auf pH 7,4 eingestellt .

Enzyme : a)Firefly Lantern Extract
Zu einem Fläschchen mit 50 mg lyophilisiertem Roh-
extrakt FLE 50 (Sigma, München) wurde 5 ml destil-
liertes Wasser gegeben und die unlöslichen Bestand-
teile durch Zentrifugation ( 10 min, 6000 rpm, 4 -C )
abgetrennt .

b) Pyruvatkinase (10 mg/ml, aus Kaninchenmuskel) und
Myokinase (5 mg/ml, aus Schweinemuskel)

Diese beiden Enzyme waren jeweils in Ammoniumsulfat-
lösung suspendiert . Das Protein wurde abzentrifugiert
(Eppendorf-Zentrifuge 3000 rpm, 10 min, Raumtempera-

tur) und die Ammoniumsulfat-Lösung durch Puffer (s .o .)
ersetzt .

Reagenzien :
a) Phosphoenolpyruvat-Reagenz
20 mg K+-PEP wurden in 3 ml einer wässrigen Lösung

bestehend aus 370 mg MgS04 - 7 H20 und 400 mg KC1

unmittelbar vor Gebrauch gelöst .

50 mM Tris
3,5 mM MgS04 - 7 H20
2,5 mM K2S04
0,6 MM EDTA



ADP + P-enolpyruvat

AMP + ATP
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b) Standardlösungen (IS)
1 mM Standard-Lösungen von ATP, ADP und AMP wurden mit

destilliertem Wasser hergestellt und bei - 18 °C
aufbewahrt . Für die Nucleotidbestimmung wurden diese

Standardlösungen 1 :10 bzw . 1 :20 mit Wasser verdünnt .

ADP und AMP werden vor der Bestimmung enzymatisch in ATP

überführt :

Pyruvatkinase ,.ATP + Pyruvat

Myokinase

	

.

	

2 ADP

Die Bestimmung erfolgte nach dem Prinzip von Spielmann et al .

(1981) mit den Testbedingungen von Schimz et al .(1981) .

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

Reaktionsansatz mit einem
Gesamtvolumen von 1100 gl
enthält:
Extrakt g1 500 500 500 500 500 500
Puffer g1 500 490 490 480 480 470
PEP-Reagenz gl 100 100 100 100 100 100
Interner Standard gl 0 10 0 10 0 10
Pyruvatkinase gl 0 0 10 10 10 10
Myokinase g1 0 0 0 0 10 10

Inkubation bei Raumtemperatur
ca 25 °C min 0 0 15 15 45 45



Bestimmungsansatz

500 kt1 Reaktionsansatz
wurden in einer Küvette vorgegeben

280 g1 Luciferin/Luciferase-Lösung und
2200 ul Puffer

wurden zusammen zum Zeitpunkt Null in die Küvette
injiziert

Die Lichtemission wurde mit einem Biolumineszenzmessgerät
(Bioluminescence Analyzer XP2000, Skaan AG, Basel) während der
ersten 4 Sekunden nach der Injektion gezählt und integriert .
Die Berechnung der Nucleotidkonzentrationen erfolgte anhand der
internen Standards, nach folgender Formel, wobei berücksichtigt
wurde, daß in den Ansätzen zur Bestimmung von ADP bzw . AMP die
Summe aller 2 bzw . 3 Nucleotide bestimmt wurde .

nmol AXP/ml Kultur= Xo x Vt x IS(nmol AXP/ml BA)

Xo =
VC =
IS =

Xxs=
X 1 =

counts ATP bzw . counts ADP-ATP bzw. AMP-ADP
aus Extraktion,Umsetzung,Bestimmung
internen Standards / ml Bestimmungs-

Verdünnungsfaktor
Konzentration des
ansatz (nmol/ml)
counts AXP+IS
counts AXP

3 8

Xxs - Xi

Zur Berechnung der Nucleotidkonzentration von intakten Zellen
wurden die Werte für Kulturfiltrat abgezogen .
Die Berechnung des 'Energy Charge' erfolgte nach Atkinson
(1968) .



12 . Bioluminometrische Bestimmun von NADH und NADPH

Das Biolumineszenzsystem aus Bakterien der Gattungen Vibrio
und Beneckea besteht aus zwei Enzymen, einer FMN-Reduktase, die
FMN mit NADH oder NADPH zu FMNH2 reduziert . FMNH 2 wird dann in
einer gemischten Oxidation zusammen mit einem längerkettigen
aliphatischen Aldehyd (Clo, C,.2 oder C,.4) von der Luciferase
umgesetzt, wobei ein Teil der Reaktionsenergie als Licht frei
wird . In der Natur dient der C14-Aldehyd, der Myristinaldehyd,
als Substrat . Mit Hilfe der beiden Enzyme aus Photobacterien,
der FMN-Reduktase und der Luciferase, gelingt es, NADH- und
NADPH-Konzentrationen sehr spezifisch und sehr empfindlich zu
bestimmen .

NAD ( P)

NAD(P)H

Oxidoreduktase

FMNH 2

39

RCOH

+02

FMN

	

Licht

	

"Ah- R000H

12 .1 . Extraktion von Pyrimidinnucleotiden und deren Umsetzung

Die oxidierten Pyrimidinnucleotide werden in saurem Milieu ex-
trahiert,wobei die reduzierten Nucleotide zerstört werden . Um-
gekehrt sind die reduzierten Nucleotide in stark alkalischem
Milieu stabil, während hier die oxidierten Nucleotide zerstört
werden . Um den Pyridinnucleotidgehalt von intakten Zellen zu
bestimmen, wurden sowohl Proben der Gesamtkultur als auch des
Kulturfiltrates (10 min, 6000xg, 4 °C) jeweils sauer und alka-
lisch extrahiert .



Saure Extraktion :

Die saure Extraktion der oxidierten Nucleotide mit Perchlor-
säure erfolgte nach der Methode von Schimz et al .(1981) . Die
Probenentnahme erfolgte wie bei der Adeninnucleotidbestimmung .

1 Teil

	

eiskalte Perchlorsäure 35
1 Teil

	

Kultur
15 min im Eisbad stehen lassen und mit

3 Teilen 2 M Kaliumhydrogencarbonat-Lösung
in der Kälte neutralisieren .Das Präzipitat wurde durch
Zentrifugation (10 min, 3000 rpm, bei Raumtemperatur)
abgetrennt, und der Überstand bei -18°C aufbewahrt .

Alkalische Extraktion :
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Die alkalische Extraktion der reduzierten Nucleotide erfolgte
in modifizierter Form nach der Methode von Williamson und
Corkey (1973), wobei die Gesamtkultur extrahiert wurde .Die Pro-
beentnahme erfolgte wie bei der Adeninnucleotidbestimmung .

10 ml Kultur
10 ml 0,3 M alkoholische (50 % Ethanol) KOH-Lösung

vorgewärmt auf 50 °C
2 min homogenisieren
8 min im 50 °C Wasserbad inkubieren
abkühlen und mit

0,5 ml Perchlorsäure 35 %
in der Kälte neutralisieren . Das Präzipitat wurde durch
Zentrifugation (10 min, 3000 rpm, bei Raumtemperatur)
abgetrennt . Der Überstand wurde bis zur weiteren Um-
setzung im Eisbad aufbewahrt .
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Enzymatische Umsetzung von NAD(P)H zu NAD(P) :

Da NADH und NADPH in den Extrakten nicht sehr stabil sind, wur-
den sie enzymatisch in die stabileren oxidierten Nucleotide
überführt (nach Wimpenny und Firth, 1972),so daß der Extrakt
bei -18 °C bis zur Bestimmung aufbewahrt werden konnte .

20,50 ml

	

KOH/EtOH-Extrakt
0,05 ml

	

1 M oc-Ketoglutarat in 1 M Ammoniumchlorid pH 7,0
0,03 ml

	

Glutamat-Dehydrogenase aus Rinderleber (= 72 U)
15 min bei Raumtemperatur

0,10 ml

	

5 N Salzsäure
10 min bei 50 °C inkubieren
abkühlen und mit

0,09 ml

	

5 N Natronlauge
langsam neutralisieren .

Der so umgesetzte Extrakt konnte bei -18 °C mehrere Wochen bis
zur Nucleotidbestimmung aufbewahrt werden .

12 .2 . Bestimmug der NAD(P)H:FMN-Reduktase-Aktivität

Dieser Test dient zur genauen Aktivitätsbestimmung der FMN-
Reduktase (nach Boehringer, Mannheim, Kontroll-Labor,
Nr .476 480) . Die Reaktion läuft nach folgendem Schema ab :

FMN + NADH+H+

	

FMN-Reduktase

	

FMNH2 + NAD-

Gemessen wurde die Extinktionsabnahme bei 365 nm in einem UV-
Spektrophotometer UVIKON 810 von Kontron bei 25 °C . Ca alle 4
Wochen wurde die Aktivität neu bestimmt .

Lösungen :

FMN-Reduktase aus Photobacterium fischeri
ca . 3 mg Lyophilisat wurden in 1 ml einer Glycerin-Lösung,
40%(v/v), enthaltend 1 mM EDTA, 0,1 mM Dithioerythrit und
50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 gelöst .



Testansätz :
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2,75 ml

	

Puffer (50 mM KPP,pH 7 ; 0,1 mM EDTA)
0,100 ml

	

NADH

	

(15 mg/ml H20)
0,100 ml

	

Albumin(30 mg/ml H20)
0,050 ml

	

FMN

	

(5 mg/ml H20)
mischen, temperieren (25 °C), Vorreaktion verfolgen
(AE- 0,010/min) .Reaktion starten mit

0,050 ml

	

FMN-Reduktase-Lösung
Die Extinktionsänderung A E/min wurde aus dem
linearen Bereich berechnet .

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel :

3,05 " AE/min
Volumenaktivität =

	

[U/ml Probe]
E - 0,05 " 1

Esss . = 3,4 [ mmol - i " cm -1 ]

12 .3 .Bestimmung der Luciferase-Aktivität

Die Bestimmung der Luciferase-Aktivität erfolgte nach folgendem
Prinzip :

FMN + NADH+H+

	

FMN-Reduktase

	

FMNH2 + NAD'

FMNH2 + Myristinaldehyd + 02

	

Luciferase

	

FMN + Myristinsäure
+ H20 + Licht

wobei das gebildete Licht in einem Szintillationszähler gemes-
sen wurde (nach Boehringer Vorschrift für das Kontroll-Labor,
Nr.5401) .



Lösungen :

Myristinaldehyd-Lösung :
100 mg Myristinaldehyd bis zum Flüssigwerden erwärmen und
mit 100 ml 50°C warmer 5 %(w/v) Albumin-Lösung, die 1 %
(v/v) Triton X100 enthält, unter starkem Rühren mischen
(Lösung ist 2 Wochen stabil) .

FMN-Reduktase :
ca 3 mg Lyophilisat in 1 ml Glycerin-Lösung (siehe FMN-
Reduktase-Bestimmung) lösen und so mit 50 %(v/v) Glycerin
verdünnen, daß die Volumenaktivität 10 U/ml beträgt (Aktivi-
tätsbestimmung siehe Abschnitt 12 .2)

Luciferase-Lösung :
20 mg Lyophilisat (aus Photobacterium fischeri,) in 2 ml
bidest .Wasser lösen und 1 :40 000 mit eiskaltem Testpuffer
(80 mM KPP pH 7,0;20%(v/v) Glycerin ; 0,2 mM Mercaptoethanol)
verdünnen .

Ausführung :

Gerät :

	

Szintillationszähler von Packard, Modell 4530 .
Programm Priostat, 3H-Kanal

Temperatur :25 °C

Testansatz :
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1,44-1,52ml 80 mM KPP,pH 7,0 ; 20 %(v/v) Glycerin ;
0,2 mM Mercaptoethanol

0,050 ml

	

0,5 mM FMN
0,200 ml

	

Myristinaldehyd-Lösung
0,200 ml

	

2 mM NADH
0,010 ml

	

FMN-Reduktase
0,02-0,1 ml Luciferase-Probe

mischen und sofort in die Zählkammer stellen .
Für die Berechnung dienten die cpm bei S 2% a



Für 0,02-0,1 ml Luciferaseprobe wurde eine Eichkurve erstellt
(Abb .6) . Die Berechnung der Aktivität erfolgte nach folgender
Formel :

cpm/ml Stammlösung = 40 000 x l/Probevolumen x cpm/Probevolumen

M
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20 40 60 80 100
pi Luciterase-Lösung pro
2 ml Bestimmungsansatz

Abb .6 : Eichgerade zur Bestimmung der Luciferase-Aktivität

12 .4 .Spez fische enzymatische Umsetzungen

Umsetzung von NAD zu NADN :

NAD in den Perchlorsäureextrakten und den umgesetzten Ethanol/
KOH-Extrakten muß vor der bioluminometrischen Bestimmung in
NADN überführt werden . Zu 1 ml Perchlorsäureextrakt wurden 0,01
ml Alkohol-Dehydrogenase-Lösung (aus Hefe, 882 U/ml entspricht

9 U/0,01 ml) und 0,04 ml Ethanol abs . zugegeben und für 15 min

bei 30 °C inkubiert . Für die Umsetzung von NAD in den Ethanol/
KOH-Extrakten wurde kein Ethanol zugegeben .



Umsetzung von NADP zu NADPH :

Sowohl NADP-aus den Perchlorsäure-Extrakten als auch aus den
umgesetzten Ethanol/KOH-Extrakten wurde enzymatisch zu NADPH
überführt .

1,000 ml

	

Extrakt
0,020 ml

	

0,5 M Glucose-6-Phosphat
0,0125m1

	

Glucose-6-P-DH aus Hefe (1 mg/ml)

Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur

12 .5 . Bioluminometrische Bestimmung von NADH und NADPH

Erforderliche Lösungen :
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Luciferase :
20 mg Lyophilisat wurden in 2 ml H2O bidest gelöst . Diese
Lösung ist bei -18 °C über mehrere Monate stabil . Die
Aktivität des Enzyms wurde wie in Abschnitt 12 .3 bestimmt,
und mit H2O bidest auf 2,95 x lOscpm/15 g.1 verdünnt .

FMN-Reduktase :
ca 3 mg Lyophilisat wurden in 1 ml einer 40%(v/v) Glycerin-
Lösung mit 1 mM EDTA, 0,1 mM Dithioerythrit und 50 mM KPP
pH 7,0 , gelöst und nach der Aktivitätsbestimmung (siehe
Abschnitt 12 .2 .) auf 2 U/ml mit Glycerin-Lösung verdünnt .

Mix(129 lil) :
34 91

	

Aqua bidest .
50 91

	

150 mM KPP pH7,0
30 ul

	

1 mM Dithioerythrit in 150 mM KPP pH 7,0
3 li1

	

2,5 gMo1/ml FMN in KPP pH 7,0
12 gl

	

Myristinaldehyd-Lösung (siehe Abschnitt 12 .3 .)

Enzymgemisch :
15 ul

	

Luciferase-Lbsung (= 2,95 x 10 8 cpm)
7 gl

	

FMN-Reduktase-Lösung (= 12 mU)



Bestimmungsansatz :
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Interne Standards (IS) :
Eine frisch angesetzte 8 mM NADH-Lösung wurde mit Hz0
bidest auf 50 pmol/50 gl oder 100 pmol/50 ul verdünnt .
NADPH wurde entsprechend auf 200 pmol bzw. 400 pmol/50 ul
verdünnt .

Die Bestimmung der Pyridinnucleotide erfolgte mit einem LKB-
Wallac Luminometer 1251 (Fa . LKB-Wallac,

Factor :
Von jedem Extrakt (Kultur und Kulturfiltrat) wurde gleichzeitig
eine Umsetzung von NAD nach NADH und NADP nach NADPH gemacht .
Eine Probe als Blindwert (ohne Zusätze) wurde ebenfalls für 15
min inkubiert .
In 4 ml Polystyren-Küvetten wurde folgende Mischung pipettiert :

umgesetzter Extrakt g1

	

50

	

50

	

50

	

-
nicht umges .Extrakt gl

	

-

	

-

	

-

	

50
150 MM KPP pH 7,0

	

gl

	

50

	

-

	

-

	

50
Interner Standard

	

111

	

-

	

50

	

50

	

-
Mix

	

K1 129 129 129 129
Im Luminometer 5 min vortemperieren . Zugabe von

Enzymmischung gl 21 21 21 21

Bromma, Schweden) .

0

NAD(P)H HAD(P)H NAD(P)H Blindwert
IS 1

	

IS 2

Gemessen wurde die maximale Lichtausbeute (in mV) .
Die Berechnung der Nucleotidkonzentration erfolgte nach folgen-
der Formel :

nmol NAD(P)H

	

Probe (mV) - Blindwert (mV) x IS (pmol/5081)

	

1
x

	

x Verd .Faktor
ml Kultur,

	

IS (MV)

	

0,05

Gerateeinstellung:Temperatur : 25 °C
Delay time : 0,2 sec
Integration time : 0
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Für die Berechnung der Nucleotidmenge in intakten Zellen wurden
die Werte um die Kulturfiltratwerte korrigiert .

13 . Fructose-1,6-diphosphat_Bestimmung

Probenahme und Extraktion (nach Yamada und Carlsson, 1975 )

100 ml Kultur wurden unter anaeroben Bedingungen dem Fermenter
entnommen und in einem eisgekühlten Zentrifugenbecher 10 min,
12000 rpm, 4°C, abzentrifugiert . Der Überstand wurde verwor-
fen . Zum Pellet wurden 2,5 ml 7,5 %(w/v) Perchlorsäure zugege-
ben . Diese Suspension wurde 30 min bei 0 °C gerührt und an-
schließend 10 min, 6000 rpm abzentrifugiert . Der Überstand
wurde mit 0,5 ml 1 M Triethanolaminhydrochlorid versetzt und
der pH bei 0°C mit wenigen Tropfen 5 M K2C03 auf 7,4 einge-
stellt . Anschließend wurde das Gesamtvolumen des Extraktes be-
stimmt . Die FDP-Konzentration im Überstand wurde innerhalb ei-
ner Stunde enzymatisch bestimmt .

Enzymatische Bestimmung (nach Michal und Beutler, 1974)

Die Bestimmung erfolgte photometrisch in einem Eppendorf-Photo-
meter bei 30 °C . Gemessen wurde die Extinktionszunahme bei
365 nm .

375 gl
375 g1
50 jil
20 pl
10 ul

0,4 M Triethanolamin-Puffer, pH 7,4 mit 40 mM EDTA
Extrakt
NADH (7 mg/1,5 ml 0,4 M Triethanolamin-Puffer)
GDH/TIM (1 :4 verdünnt mit H20)
Aldolase (1 :2 verdünnt mit H20)

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel :

gmol FDP/ml Extrakt =
Ex36s . x Gesamtvol .

3,,41 x 1 x 2 x Probevol .



14 . Chemikalien
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Außer den hier aufgeführten Substanzen wurden analysenreine
Chemikalien der Firma Merck AG, Darmstadt, verwendet .

Boehringer, Mannheim :
Adenosin-5'-diphosphat, Natriumsalz
Adenosin-5'-monophosphat, freie Säure
Adenosin-5'-triphosphat, Dinatriumsalz
Acetyl-Coenzym A, Trilithiumsalz
Acetylpyridin-adenin-dinucleotid (APAD), freie Säure
Aldolase (EC 4 .1 .2 .13)
Alkohol-Dehydrogenase (EC 1 .1 .1 .1)
Coenzym A, Trilithiumsalz
Dithiothreitol
DNAse I (EC 3 .1 .21 .1)
Flavin-mononucleotid, Mononatriumsalz
Fructose-1,6-diphosphat, Tetracyclohexylammoniumsalz
Fructose-6-phosphat, Dinatriumsalz
Glucose-Oxidase (EC 1 .1 .3 .4)
Glucose-6-phosphat, Mononatriumsalz
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (1 .1 .1 .49)
Glutamat-Dehydrogenase (EC 1 .4 .1 .3)
GDH/TIM (EC 1 .1 .1 .8/EC 5 .3 .1 .1)
Hexokinase (EC 2 .7 .1 .1)
Katalase (EC 1 .11 .1 .6)
a-Ketoglutarat, Dinatriumsalz
Lactat-Dehydrogenase (EC 1 .1 .1 .27)
Luciferase (EC 1 .14 .14 .3)
Lysozym (EC 3 .2 .1 .17)
Myokinase (EC 2 .7 .4 .3)
NAD(P)H :FMN-Oxidoreduktase (EC 1 .6 .8 .1)
NAD, Lithiumsalz
NADH, Dinatriumsalz
NADP, Dinatriumsalz
NADPH, Tetranatriumsalz
Phosphoenolpyruvat, Monokaliumsalz
Phopsphotransacetylase (EC 2 .3 .1 .8)
Pyruvatkinase (EC 2 .7 .1 .40)



Rinderserumalbumin
Trypsin

Sigma, Deisenhofen
Acetyl-phosphat, Lithiumkaliumsalz
Carbazol
Firefly Lantern Extract (FLE-50)
Methylviologen
Ribit
Triton X-100
D-Xylulose

Fluka, Buchs
Xylose, purum
Myristinaldehyd
Na-Thioglycolat

Serva, Heidelberg
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Brenztraubensäure, Natriumsalz
RNAse
Natriumperjodat



III . ERGEBNISSE

1 . Untersuchungen_zur_systematischen_Einordnung_von_T .finnii .

Das unter dem Namen AKO-1 beschriebene anaerobe thermophile
Bakterium war bisher nicht eindeutig klassifiziert worden
(Spory et al .,1982) . AKO-1 unterscheidet sich nur wenig in
physiologischen und enzymatischen Eigenschaften von zwei eben-
falls neu isolierten thermophilen Bakterien (Schmid, 1984),
Thermoanaerobacter ethanolicus (Wiegel und Ljungdahl,1981) und
Thermoanaerobium brockil (Zeikus, 1979) . Alle drei Stämme kön-
nen eine Reihe von Mono- und Disacchariden, Pyruvat und Manni-
tol zu Ethanol, Acetat, L-Lactat, Kohlendioxid und Wasserstoff
vergären (Schmid, 1984) . AKO-1 unterscheidet sich von den ande-
ren beiden Stämmen durch die Bildung von Sporen, die aber in
einer Kultur nur vereinzelt gebildet werden und nicht in UV-
Licht fluoreszieren (Abb .7) .

50

Abb . 7 : a) Lichtmikroskopische Aufnahme einer AKO-1-Kultur
b) Zellen mit Sporen (beide 6250fach vergrößert)
c) Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Spore im

Queschnitt (x 64400, Aufnahme wurde von H .-P .Bochem
gemacht) .



1 .1 .Temperaturresistenz
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Die weiteren taxonomischen Untersuchungen sollten nun zeigen,
inwieweit AKO-1 mit Thermoanaerobacter ethanolicus und Thermo-
anaerobium brockii verwandt ist .

Nach Inkubation von AKO-1 bei 90 oC für 6 bis 23 Stunden zeigte
sich bei der anschließenden Inkubation bei 69 oC nach 17-20
Stunden gutes Wachstum (Tab .l) . Es bestand kein Unterschied in
der Temperaturresistenz zwischen frisch angimpften Kulturen und
log-Phase-Kulturen . Während der Inkubation bei 90 oC fand kein
Wachstum statt und es konnte keine vermehrte Sporenbildung
festgestellt werden, so daß Sporenbildung als Ursache für die
Temperaturresistenz entfällt .
T .ethanolicus und Ta .brockli wuchsen bereits nach 3 Stunden In-
kubation bei 90 oC nicht mehr . Diese geringere Temperaturresi-
stenz steht in Übereinstimmung mit Messungen von Wiegel und
Ljungdahl (1981) und Zeikus et al .(1979) .

Tabelle 1 : Temperaturresistenz von AKO-1, T .ethanolicus und
Ta .brockii .
Die Kulturen wurden nach der Inkubation bei 90 oC
auf frisches Medium überimpft, bei 70 oC inkubiert
und das Wachstum gemessen .

Stamm Inkubation bei
90 oC (h)

Wachstum bei
70 oC (AODsoo.)

T .ethanolicus 3 _ 0,1
Ta .brockii 3 _ 0,1
AKO-1 5,75 0,67

23 0,72



1 .2 . Zellwanduntersuchungen
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AKO-1 und T .ethano1icus zeigen eine Gram variable Färbung, wäh-
rend Ta .brock1i Gram positiv ist . Die Zellwandteichonsäuren von
Gram positiven Bakterien enthalten große Mengen an Glycerin und
Ribit . Zellwandanalysen der drei Stämme erbrachten nur geringe
Mengen an Ribit und Glycerin für AKO-1 und T.ethano1icus .
Ta .brockii enthielt vor allem Ribit und weniger Glycerin . Für
T .ethano1icus ist der geringe Gehalt an Ribit und Glycerin - be-
reits von Wiegel und Ljungdahl (1981) beschrieben worden .

Abb .8 : a) Elektronenmikroskopische Aufnahme von AKO-1
(54000fach vergrößert)

b) Vergrößerter Zellwandausschnitt von AKO-1
(455000fach vergrößert ; die Aufnahmen wurden von
H .-P .Bochem gemacht)



Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Zellwand von ,4K0-1 wei-
sen einen einschichtigen Aufbau auf (Abb .8), wie die Zellwand
von Ta .brockii (Zeikus et al . 1979) . T .ethanolicus besitzt da-
gegen eine doppelschichtige Zellwand, wie sie typisch für
Clostridien ist (Wiegel und Ljungdahl,1981 ; Sleytr und Glauert,
1976) .

1 .3 .Bestimmung des GC-Gehaltes

Der Guanin- und Cytosinanteil bakterieller DNA erstreckt sich
über einen weiten Bereich von 25-75% (Bak et a1 .,1972), und
kann als taxonomischer Marker herangezogen werden . Gleicher
oder ähnlicher GC-Gehalt ist kein Beweis, aber eine Vorausset-
zung für eine enge phylogenetische Beziehung .

Für die Bestimmung der GC-Gehalte mußte zunächst die Reinheit
und Konzentration der isolierten DNA bestimmt werden . Wie aus
Tabelle 2 ersichtlich ist, entsprechen die DNA-Präparationen
den Reinheitskriterien, wonach das Absorptionsverhältnis
Also/A2so größer 1,8 und A26o/A23o größer 2 sein soll (Marmur,
1961) .

5 3

Tabelle 2 : Konzentration und Reinheit der DNA-Präparationen .
Die Bestimmung erfolgte wie in Abschnitt 8 .1 .

Für die Bestimmung des GC-Gehaltes bedient man sich der Abhäng-
igkeit des Schmelzpunktes der DNA vom GC-Gehalt (de Ley,1970) .
Die GC-Gehalte der untersuchten Organismen sind in Tabelle 3
aufgeführt . Alle Werte wurden um den Differenzbetrag zwischen
Meßwert und Literaturwert für E .coli B korrigiert (de Ley,

beschrieben .

AKO-1 T.ethanolicus Ta .brockii

Konz .der DNA (mg/ml) 1,04 1,02 1,3
A260 / A280 1,93 1,87 1,89
A260 / Also 2,44 2,49 2,51
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1970) . Danach bestehen kaum Unterschiede im Schmelzpunkt bzw .
GC-Gehalt der DNA zwischen den drei Stämmen .

Tabelle 3 : Schmelzpunkt und GC-Gehalt der DNA von AKO-1,
T .ethanolicus und Ta .brockii in 1 x SSC .

Die Werte wurden um den Differenzbetrag zwischen
Meßwert und Literaturwert für E .coli B (de Ley,
1970) korrigiert .

Stamm Schmelzpunkt GC-Gehalt

1 .4 . DNA-DNA-Hybridisierung

Mit Hilfe der DNA-DNA-Hybridisierungen können Verwandtschafts-
verhältnisse, insbesondere zwischen Prokaryonten, aufgeklärt
werden . Sie erlauben eine systematische Einteilung der Organis-
men auf Art-, Subspezies- und zum Teil auf Gattungsebene . Eine
Abgrenzung auf Familien- und Gattungsniveau ermöglicht die DNA-
rRNA-Hybridisierung .

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse der DNA-DNA-Hybridisierungs-
experimente nach der 'optischen Methode' von de Ley et al .
(1970) zusammengefaßt . Die DNA-Homologie zwischen AKO-1 und
T .ethanolicus betrug 75 %, zwischen AKO-1 und Ta .brockii

	

67$
und zwischen T .ethanolicus und Ta .brockii 65% . Die Kontrollex-
perimente mit Peptococcus indo1icus erbrachten Homologiewerte
von 21 bzw . 26% . Diese Werte liegen in einem Bereich, der durch
unspezifische Bindungen zustande gekommen ist, da mit dieser
Methode erst ab Homologiewerten >_ 30 % eindeutige Aussagen zur
Verwandtschaft gemacht werden können . Die ermittelten Homo-

in °C ($)

AKO-1 83,1 31,5
T.ethanolicus 83,0 31,3
Ta .brockii 83,0 31,3
E .coli B gemessen 91,5 53,8

Literaturwert 90,7 52,0
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logiewerte deuten auf eine sehr nahe Verwandtschaft zwischen
AKO-1 und T .ethano1icus hin, jedoch sind diese Stämme nicht
identisch (persönliche Mitteilung von V.Huß) .
Ebenfalls weisen diese Daten auf eine sehr nahe Verwandtschaft
zwischen Ta .brockii und T.ethanolicus hin (67% Homologie), ob-
wohl sie bisher in zwei unterschiedliche Gattungen eingeteilt
wurden .

Tabelle 4 : DNA-DNA-Homologiewerte

Gereinigte DNA von Pep tococcus indolicus wurde
freundlicherweise von Dr .V .Huß zur Verfügung
gestellt . Die Bestimmung erfolgte wie in Abschnitt
8 .3 . beschrieben .

1 .5 . Zusammenfassung der Ergebnisse aus den taxonomischen
Untersuchungen .

Der Vergleich von AKO-1 mit T. ethanolicus und Ta .brockii

	

zeigte
sowohl Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten zwischen den drei
Organismen auf .
Kaum Unterschiede bestanden zwischen AKO-1 und T .ethanolicus im
Substrat- und Produktspektrum (Schmid,1984), sowie im %GC-Ver-
hältnis . Die große DNA-Homologie zwischen beiden Stämmen zeigt
ebenfalls nahe Verwandtschaft an . Unterschiede bestehen vor al-
lem im Zellwandaufbau und in der Temperaturresistenz . Während
AKO-1 einen einschichtigen Zellwandaufbau wie Ta .brockii auf-
weist, besitzt T .ethano1icus einen doppelschichtigen Zellwand-
aufbau wie

	

Clostridium thermohydrosulfuricum und Clostridium
thermosaccharolyticum (Sleytr und Glauert,1976) . Ein weiterer
Unterschied zwischen AKO-1, T . ethanolicus und Clostridiun ist

Hybridisierung Homologie (%)

AKO-1 x T .ethanolicus 75
AKO-1 x Ta .brockii 63
AKO-1 x Peptococcus indolicus 21
T .ethanolicus x Ta .brockii 65
T .ethanolicus x Peptococcus indolicus 26
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die Temperaturresistenz der vegetativen Zellen (Wiegel et al .,
1979) .

Aufgrund der physiologischen Eigenschaften und der DNA-Homolo-
gie von 75 % zwischen AKO-1 und T .ethanolicus wurde AKO-1 in
die Gattung Thermoanaerobacter eingeordnet und als Thermoan-
aerobacter finnii bei der DSM mit der Nummer 3389 deponiert .

Von Patel et al .(1986) und Weimer (1985) wurden kürzlich Neu-
isolate beschrieben, die ebenfalls in die Gattung Thermoanaero-

bacter eingeordnet wurden . Eine Klassifizierung auf Spezies-
Ebene wurde aber bisher nicht vorgenommen .



2 . Einflut_der_Substratkonzentration_auf-die_Endproduktbildung

2 .1 . Vergärung . von .Xylose-Glucose-Gemischen

T .finnii hat ein sehr breites Substratspektrum und kann eine
Reihe von Mono-und Disacchariden sowie Pyruvat und Mannit zu
Ethanol, Acetat, L-Lactat, Kohlendioxid und Wasserstoff vergä-
ren (Schmid et al .,1986) . Ähnliche Substratspektren wurden für
T .ethanolicus und Ta .brockii beschrieben (Wiegel und Ljungdahl,
1981, Zeikus et al .,1979) . Glucose und Xylose sind schnell ver-
wertbare Kohlenstoffquellen für T .finnii . Hauptendprodukt der
Glucosevergärung (30 mM) ist L-Lactat gefolgt von Ethanol und
Acetat (Bartsch,1985) . Xylose (33 mM) wurde überwiegend zu
Ethanol abgebaut (Schmid,1984) .

Die Abbildungen 9a und b zeigen die Vergärung von Xylose-
Glucose-Gemischen (je 2,5 g/1), die mit unterschiedlichen Vor-
kulturen beimpft wurden . Auf Xylose vorkultivierte Zellen bau
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Abb .9 : Vergärung eines Xylose-Glucose-Gemisches (je 2,5 g/1) .
Die Vorkultur war a) auf Glucose und b) auf Xylose
gewachsen . Der pH fiel während der Fermentation von 7,0
auf 5,0 ab .
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ten Xylose und Glucose etwa gleich schnell ab, während auf
Glucose vorkultivierte Zellen zunächst Glucose abbauten, und
erst wenn ca 70 % der Glucose abgebaut war, wurde Xylose ver-
braucht .
In Tabelle 5 ist die Bilanz für den Abbau der Xylose-Glucose-
Gemische aufgeführt . Hier zeigte es sich, daß die unterschied-
lichen Vorkulturen auch Einfluß auf das Produktspektrum haben .
Mit Glucose vorkultivierte Zellen bildeten größere Mengen an L-
Lactat, so daß das Ethanol-/Lactat-Verhältnis nur 0,3 betrug im
Vergleich zu 1,3 mit Xylose vorkultivierten Zellen . Dies dürfte
auf eine Aktivierung der Lactat-Dehydrogenase durch FDP zurück-
zuführen sein .

Tabelle 5 : Endproduktbildung beim Wachstum auf Xylose-Glucose-
Gemische . Die Zuckerkonzentration betrug jeweils 2,5
g/1 .

Vorkultur auf
Xylose

Vorkultur auf
Glucose

Zuckerverbrauch
Xylose (mM) 13,2 11,3
Glucose(mM) 11,7 17,1

Ethanol(mM) 19,2 8,3
Acetat (mM) 4,9 4,1
L-Lactat(mM) 15,0 23,3

EtOH / Lac 1,3 0,3
EtOH Ausbeute % 49 22,5
C-Bilanz 86 67



2 .2 . Vergärung von Xylose in pH-statisierter Batch-Kultur

Die Vergärung von Xylose in nicht-pH-statisierten Batch-Kul-
turen wurde bereits untersucht (Schmid,1984) . Hier hat es sich
gezeigt, daß bei der Vergärung von 66 mM Xylose die Lactatbil-
dung mit der Abnahme des pH im Medium korreliert . Blieb der pH
in stark gepuffertem Medium über 6,0 wurde ein Ethanol-/Lactat-
Verhältnis von 10 erhalten, im Vergleich dazu betrug das
Ethanol-/Lactat-Verhältnis nur 1,75 in schwach gepuffertem
Medium mit einem pH von 4,9 am Ende der Fermentation . Dies
wurde auf die größere Aktivität der Lactat-Dehydrogenase bei
niedrigerem pH, wie sie für Ta .brockii beschrieben ist, zurück-
geführt (Lamed und Zeikus,1980b) .
Abbildung 10 zeigt Wachstum und Endproduktbildung von T .finnii

in pH-statisierter Batch-Kultur mit 66 mM Xylose . Aus 62 mM
verbrauchter Xylose wurden 52 mM Ethanol, 16 mM Acetat und 11
mM L-Lactat gebildet . Die Ethanolausbeute betrug 0,85 mol Etha-
nol pro mol verbrauchte Xylose, das entspricht 51 % der Theorie
(100% = 1,66 mol Ethanol/mol Xylose) . Daraus ist ersichtlich,
daß die Lactatbildung durch statischen pH nicht unterdrückt
werden konnte .

konstant gehalten
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Abb . 10 : Vergärung von 70 mM Xylose durch T .finnii

Der pH-Wert wurde während der Fermentation auf 6,8



2 .3 . Fed-Batch-Fermentationen mit unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen

6 0

Substratkonzentration über 10 g/1 führten bei thermophilen und
mesophilen Ethanolproduzenten wie T . ethanolicus, Ta .brockii.
Clostridium thermosaccharolyticum und Clostridium thermohydro-
sulfuricum zu einer erhöhten Lactatbildung (Ljungdahl et al .,
1981 ; Lamed und Zeikus,1980a ; Freier,1984 und Mancuso,1982) .
Avgerinos et al .(1981) und Mancuso (1982) fütterten deshalb
Xylose während der Fermentation in kleinen Mengen zu, so daß
die Xylosekonzentration in der Kultur zwischen 20 und 60 mM
lagen . Auf diese Weise konnte die Lactatbildung reduziert wer-
den . Auch bei der Hefe Pachysolen tannophilus wurde von Woods
und Millis (1985) durch Zufütterung von Xylose die Ethanolaus-
beute positiv beeinflußt . Fed-Batch-Fermentationen haben den
weiteren Vorteil, daß die Bildung von Karamellisierungsproduk-
ten, hervorgerufen durch hohe Zuckerkonzentrationen und hohe
Temperaturen (Bridson und Brecker,1970) eingeschränkt wird .

Abbildung 11 zeigt

	

eine Fed-Batch-Fermentation von T .finnii

mit Xylosekonzentrationen von 20 bis 60 mM . Die erreichte opti-
sche Dichte war fast 2,5 mal so groß wie bei den Batch-Fermen-
tationen . Nach 16,5 Stunden, mit Beginn der Zufütterung von
Xylose, ging die Wachstumsrate von 0,125 h- 1 auf 0,02 h-1 zu-
rück . Nach Erreichen der maximalen OD von 2,8 nahm die OD lang-
sam ab . Aber auch in der stationären Phase wurden Endprodukte
gebildet . Aus insgesamt 200 mM Xylose wurden in 80 Stunden 230
mM Ethanol, 75 mM Acetat und nur Spuren an Lactat gebildet . Die
Ethanolausbeute betrug 1,15 mol Ethanol/mol verbrauchte Xylose,
das entspricht 70 % der Theorie . Die Lactatbildung konnte unter
diesen Bedingungen weitestgehend unterdrückt werden, so daß das
Ethanol-/Lactat-Verhältnis 93 betrug . Das Ethanol-/Acetat-Ver-
hältnis betrug 3,1 .
Nach Erreichen von ca . 200 mM Ethanol (=1,16 % v/v) ging die
Ethanolbildung und der Xyloseverbrauch zurück . Der Grund hier-
für dürfte die geringe Ethanoltoleranz von T .finnii sein . Die
Wirkung von Ethanol auf das Wachstum wurde bereits untersucht .
Wurde Kulturen extern Ethanol zugegeben, so betrug die Hemmung
des Wachstums bei 1 %(v/v) Ethanol bereits 40 %, bei 2,5 %(v/v)
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Abb .11 : Zeitlicher Verlauf der Xyloseverwertung unter Fed-
Batch-Bedingungen . Die Xylosekonzentration bewegte sich
zwischen 20 und 60 mM .

Ethanol bereits über 70 % (Schmid,1984) .

In einer weiteren Fed-Batch-Fermentation wurde die stationäre

Xylosekonzentration bis auf 100 mM erhöht (Abb . 12) .Dies be-

wirkte sowohl eine Zunahme der Wachstumsrate als auch der Xylo-

severbrauchsrate (Tab . 6) . Dieser erhöhte Substratverbrauch

führte jedoch zu einer Erhöhung der Lactatbildung auf Kosten

der Ethanolbildung, so daß das Ethanol-/Lactat-Verhältnis auf

1,9 zurückging . Das Ethanol-/Acetat-Verhältnis verschlechterte

sich ebenfalls von 3,1 auf 1,6 im Vergleich zur Fed-Batch-Fer-

mentation mit 20 bis 60 mM Xylose . Die Ethanolausbeute betrug

in diesem Fall nur noch 0,56 mol/mol Xylose .

Vergleicht man die spezifischen Gärraten bei den unterschied-

lichen Zufütterungsraten (Tab . 6), so fällt auf, daß die maxi
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Abb .12 : Zeitlicher Verlauf der Xyloseverwertung unter Fed-
Batch-Bedingungen . Die Xylosekonzentration bewegte sich
zwischen 15 und 100 mM .

male Ethanolbildungsrate in beiden Fällen mit 5,2 bzw . 4,56
mmol/1 " h annähernd gleich ist, während im gleichen Maße wie die
Xyloseverbrauchsrate zunahm, von 3,26 auf 5,11 mmol/1 " h, stieg
die Lactatbildungsrate von 0,03 auf 1,52 mmol/1 "h an . Die Ace
tatbildungsrate blieb wiederum mit 1,13 bzw.1,25 mmol/1 "h annä-
hernd gleich . Diese Daten zeigen, daß der Metabolitfluß in
Richtung Ethanol und Acetat unabhängig von der Xylosever-
brauchsrate ist, und daß eine Erhöhung der Xyloseverbrauchsrate
nur zu einem Metabolitfluß in Richtung Lactat führt .



Tabelle 6 : Vergleich von Fed-Batch-Fermentationen mit
niedriger und hoher stationärer Xylosekonzen-
tration .

Xylosekonz .(mM)

6 3

20 - 60

	

11 - 100

maximale Ethanolbildungsrate
2 Fermentationsraten zum Zeitpunkt der max . Ethanolbildungsrate

2 .3 .1 . Einfluß von Hefeextrakt, Eisensulfat und Ammoniumchlorid
auf Wachstum und Endproduktbildung

Zusätzlich zur Xylose wurde in den Fed-Batch-Fermentationen pro
5 g Xylose jeweils noch Hefeextrakt (1 g), Ammoniumchlorid (50
mg) und Eisensulfat (1 mg) zugefüttert, um eine mögliche Stick-
stoff- und Eisenlimitierung auszuschalten . Zeikus et al . (1981)
konnten in einer kontinuierlichen Kultur von C1ostridium
thermohydrosulfuricum zeigen, daß Stickstofflimitierung die

mol EtOH / mol Xylose 1,15 0,56
EtOH-Ausbeute (%) 69 34
EtOH / Ac 3,1 1,6
EtOH / Lac 93 1,9

Spezif .Garraten
Ethanol (mmol/1 " h)1 5,2 4,56
Acetat (mmol/1 " ,h) 2 1,23 1,25
L-Lactat(mmol/l . h) 2 0,04 1,52
Xylose (mmol/l-h) 2 3,26 5,11

Fermentationsdauer (h)
max .ODsoo.,,,

Xyloseverbrauch(mM)

81
2,8

202

39
2,5

171
Ethanol (mM) 232,6 96,7
Acetat (mM) 75,5 59,0
L-Lactat (mM) 2,5 51,7
C-Bilanz (%) 91 73



Tabelle 7 :
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Einflug von Hefeextrakt, Eisensulfat und Ammonium-
chlorid auf Wachstum und Endproduktbildung
Das Kontrollmedium enthielt neben 5 g/1 Xylose 2 g/1
Hefeextrakt, 0,5 g/1 Ammoniumchlorid und 3 mg/1
Eisensulfat . Die OD wurde nach 15-38,5 Stunden
bestimmt .

Lactatbildung begünstigt . Freier (1984) fand bei Clostridium
acetobutylicum unter Eisenlimitierung eine sehr viel höhere
Lactat-Dehydrogenase-Aktivität .
In 10 ml-Kulturen mit 33 mM Xylose wurde der Einfluß dieser
Komponenten auf Wachstum und Endproduktbildung getestet (Tab .
7) . Durch erhöhte Eisensulfatmengen (10-15 mg/1) und Hefe-
extraktmengen (>_6 g/1) verbesserte sich sowohl das Ethanol-/
Acetat-Verhältnis, wie auch das Ethanol-/Lactat-Verhältnis,
wobei sich das Ethanol-/Lactat-Verhältnis stärker verbesserte
als das Ethanol-/Acetat-Verhältnis . Höhere Konzentrationen an

Zusatz
(g/1 bzw . mg/1 )

Wachstum

A OD...

Endproduktverhältnisse
EtOH/Ac EtOH/Lac

Kontrolle 0,37 3,1 1,9

0,75 Ammoniumchlorid 0,42 3,7 2,5
1 0,41 3,3 2,5

4 Hefeextrakt 0,66 4,6 2,5
6 1,03 4,7 3,7
8 0,82 4,3 4,9
10 0,82 4,6 4,4

4 Eisensulfat 0,48 3,6 2,7
5 0,62 4,2 4,8
10 0,59 4,3 5,9
15 0,75 4,3 4,4
20 0,61 4,4 4,3
25 0,55 4,3 4,1
30 0,54 3,6 4,1
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Eisensulfat (>-20 mg/1) führten zu keiner weiteren Verbesserung
des Wachstums und des Ethanol-/Lactat-Verhältnisses, hemmten
jedoch das Wachstum . Hefeextrakt förderte dagegen das Wachstum
in Konzentrationen bis zu 6 g/1 .

2 .3 .2 . Untersuchungen zur C-Bilanz in Fed-Batch-Fermentationen

Die C-Bilanz errechnete sich aus der Summe an Ethanol, Acetat
und L-Lactat im Vergleich zum gemessenen Xyloseverbrauch . Aus 1
mol Xylose können 1,66 mol Ethanol oder Acetat oder L-Lactat
gebildet werden . Unberücksichtigt blieb die Biomasse . In anae-
roben thermophilen Bakterien wie Ta .brockii, T .ethano1icus und
Clostridium thermohydrosulfuricum werden ca . 10% der Kohlen-
stoffquelle in die Biomasse eingebaut (Sonnleitner, 1983) .
In vorangegangenen Fed-Batch-Fermentationen betrug die C-Bilanz
nur 70%, das heißt nur 70 % des gemessenen Xyloseverbrauchs
wurde in Form von Endprodukten wiedergefunden . Diese schlechten
C-Bilanzen tauchten nur in Fermentationen mit einem Substrat-
angebot zwischen 10 und 20 g/1 auf . Weitere Endprodukte konnten
gaschromatographisch nicht nachgewiesen werden . Der Verlust an
Ethanol durch Verdampfen bei 69 °C wurde mittels Gaschromato-
graphie überprüft . Nur wenige mmol/1 Ethanol waren in der Gas-
phase nachweisbar . Die Xylosebestimmung mit Dinitrosalicylsäure
(DNS) wurde durch Zuckeranalysen mit einem Biotronik-Zucker-
analysator und Bicinchoninat als Farbreagenz überprüft

Tabelle 8 zeigt im Vergleich die Zuckeranalysen von Proben aus
verschiedenen Fed-Batch-Fermentationen mit 60-100 mM Substrat .
Mit der DNS-Methode wurden zwischen der 3 bis 20fachen Menge an
Xylose ermittelt, als mit dem Zuckeranalysator . Diese Differ-
enzen kamen durch unterschiedliche Mengen an reduzierenden
Zuckern, vor allem D-Xylulose, zustande, die während der Fer-
mentation gebildet worden waren . Mit steigender Substratkonzen-
tration nahm die gebildete Xylulosemenge zu, mit Rückgang der
Xylosekonzentration in der Kultur wurde aber auch Xylulose ab-
gebaut . Da die Analysen mit dem Zuckeranalysator erst zwei Mo-
nate nach Versuchsende gemacht wurden, kann es sein, daß die in
Tabelle 8 angegebenen Mengen kleiner sind als die tatsächli-



chen, da Xylose und vor allem Xylulose, die sehr instabil ist,
bereits zerstört worden war . Das Auftreten von Xylulose, die
die Xylosebestimmung mittels DNS-Reagenz stört, kann eine Ursa-
che für die Differenzen in der C-Bilanz sein .

Tabelle 8 : Vergleich der Zuckerbestimmung mittels DNA-Methode
und Biotronik-Zuckeranalysator mit Cu-Bicinchoninat
als Nachweisreagenz .

Probe

2 .4 . Xylosevergärung mit konzentrierten Zellsuspensionen von
T .finn

6 6

DNS-Methode Zuckeranalysator

Konzentrierte Zellsuspensionen bzw . ruhende Zellen bieten ei-
nige Vorteile . So kann damit die Raum-Zeit-Ausbeute drastisch
erhöht werden, oder eine Wachstumshemmung durch Endprodukte um-
gangen werden . Die Möglichkeit, daß im nichtwachsenden Zustand
manche Endprodukte nicht gebildet werden, wie z .B . Acetat, bei
dessen Bildung ATP entsteht, das für das Wachstum benötigt
wird, kann zu einer Erhöhung der Ausbeute führen (Wiegel et
a1 .,1983) .
Da es sich in den Fed-Batch-Fermentationen gezeigt hat, daß
T .finnii auch in der stationären Phase Ethanol bildet, wurde im
folgenden untersucht, inwieweit die Ethanolbildung unter nicht-
wachsenden Bedingungen stabil ist, und ob auch hier mit der Me-
thode des limitierenden Substratangebotes die Lactatbildung
unterdrückt werden kann .

(MM) Xylose Xylulose Ribose Arabinose

1 36 h 9,1 2,0 0,3 0,3 1,6
87 h 84,2 29,6 10,3 5,5 5,2

2 27 h 41,3 16,6 2,6 1,1 4,6
62 h 15,3 0,7 0,4 0,8 1,0
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Die Ethanolbildung aus Xylose mit ruhenden Zellen ist bereits
beschrieben worden, so z . B . die Vergärung von Glucose, Xylose
und Stärke durch T .ethanolicus (Wiegel et al . 1983) und die
Vergärung von Glucose-Xylose-Gemischen und Haferhydrolisaten
durch Candida shehatae ATCC 22984 (Wayman und Parekh,1985) .

Zellen von T .finnii aus der exponentiellen Phase wurden ca
20fach konzentriert und in verschiedenen Ansätzen entweder 66
mM Xylose vorgegeben und dann zugefüttert, so daß die Xylose-
konzentration im Medium nicht über 66 mM anstieg, oder es wur-
den gleich zu Beginn 200 mM Xylose zugesetzt . Gleichzeitig wur-
den den Ansätzen unterschiedliche Hefeextraktmengen zugegeben .
Wie aus Tabelle 9 ersichtlich ist, zeigte Hefeextrakt auch
hier, wie in den Batch-Fermentationen, einen deutlichen Einfluß
auf die Lactatbildung, den Xyloseverbrauch und die maximale
Ethanolbildungsrate . Im Falle des Fed-Batch-Ansatzes verbes-
serte sich das Ethanol-/Lactat-Verhältnis von 1,7 bei 2 g/1
Hefeextrakt auf 5,5 bei 6 g/1 Hefeextrakt . Sowohl der Xylose-
verbrauch als auch die maximale Ethanolbildungsrate stiegen in
den Ansätzen mit bis zu 66 mM und 200 mM Xylose . Welche Kompo-
nente des Hefeextraktes die Ursache hierfür ist, ist unbekannt,
da in den Ansätzen gar kein oder nur sehr geringes Wachstum
stattfand und bei anderen thermophilen Bakterien sich gezeigt
hatte, daß Hefeextrakt vor allem zum Wachstum benötigt wird
(Mancuso,1982 ; Murray und Khan,1983) .
Die Substratkonzentration beeinflußte auch hier wieder die Zu-
sammensetzung der Endprodukte . Unter Fed-Batch-Bedingungen mit
13 bis 66 mM Xylose im Medium erhielt man ein besseres Ethanol-
/Lactat-Verhältnis als mit 200 mM Substrat .

Im Gegensatz zu "ruhenden Zellen" von T .ethanolicus , die nur
Spuren an Acetat bildeten (Wiegel et al .,1983) kam es bei
T .finnii unter diesen Bedingungen zu beträchtlicher Acetatbil-
dung, so daß das Ethanol-/Acetat-Verhältnis bei 30 g/1 Xylose
nur 1,2 betrug . Eine mögliche Ursache wäre, daß durch das stän-
dige Nachtitrieren des pH per Hand und während der häufigen
Probenentnahme Wasserstoff sehr gut entweichen konnte, und so
die erhöhte Acetatbildung ermöglichte .
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Xylosevergärung mit konzentrierten Zellsuspensionen
von T .finnii

Die Zellen wurden in Medium mit 0,2 bzw . 0,6% Hefe-
extrakt und 1 bzw . 3% Xylose suspendiert . In den An-
sätzen mit 1% Xylose wurde Xylose periodisch nachge-
füttert . Der pH wurde bei 7,2±0,3 konstant gehalten .

Insgesamt konnte die Raum-Zeit-Ausbeute gegenüber den bisheri-
gen Fermentationen um ca das sechsfache, von 5,2 auf 32,5 mmol
Ethanol/l-h gesteigert werden . Die Ethanolbildungsraten waren
allerdings nur in den ersten 1,5-4,5 Stunden linear und gingen
dann auf 50-60%, nach 9-10 Stunden sogar auf 33% der Anfangs-
rate zurück . Ein Grund hierfür könnte die Hemmung durch Ethanol
sein . Dies wurde in einem weiteren Ansatz, dem zu Beginn schon
160 mM Ethanol zugegeben wurden, überprüft (Tab . 9) . Wurden
nach 4 Stunden Inkubation ca . 240 mM Ethanol erreicht, ging der
Xyloseverbrauch und die Endproduktbildung sehr stark zurück . An

1% Xylose
0,2% HE 0,6% HE

(Fed-Batch)

3% Xylose
0,2% HE 0,6% HE

1% Xylose
0,6% HE

160 mM EtOH

Inkubationszeit(h) 10 10 9 7,5 9,5
Zellkonz .(g/1) 6,2 6,04 7,7 7,2 6,12

Ethanol (M) 135,8 221,75 69,5 90,6 97,2
Acetat (M) 43,5 55,2 56,6 73,5 62,5
L-Lactat(mM) 79,2 40,3 29,7 59,2 58,3
Xylose (mM) 198,7 236,8 197,2 223,4 205,0
C-Bilanz (%) 78 80 47,5 60 64
Ethanol/Acetat 3,1 4,0 1,2 1,2 1,6
Ethanol/Lactat 1,7 5,5 2,3 1,5 1,6

Spezif .Gdrraten
(mmol/g TG-h)
Ethanol 3,4 5,4 2,3 3,74 5,33
Acetat 0,77 1,6 3,4 2,6 3,5
L-Lactat 1,4 1,4 1,74 2,9 3,72
Xyloseverbrauch 3,5 5,6 9,6 9,9 7,54
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welcher Stelle im Stoffwechsel bzw . in der Zelle der Alkohol
eingreift ist nicht bekannt . Für T .ethanolicus ist beschrieben
worden, daß die Ethanolbildung bis zu 10 Stunden linear ver-
läuft, allerdings wurde in keinem Fall 200 mM Ethanol erreicht
(Wiegel et al .,1983) .

Beim Vergleich der spezifischen Fermentationsraten (mmol/g TG*
h) zeigte es sich, daß bei einer Substraterhöhung die spezi-
fische Ethanolbildungsrate zurückging, während die Acetat- und
Lactatbildungsrate zunahmen . Dieses Verhalten war auch bei den
Fed-Batch-Fermentationen im 11-Fermenter mit unterschiedlichen
Substratkonzentrationen zu beobachten .

2 .5 . Fed-Batch-Fermentationen mit kontinuierlichem Alkoholabzug

Bei den bisherigen Fermentationen nahm nach Erreichen von ca
200 mM Ethanol sowohl der Xyloseverbrauch als auch die Ethanol-
bildung ab . Die Ursache hierfür dürfte die geringe Ethanol-
toleranz von T .finnii sein . Die Entfernung des Alkohols aus dem
Medium ist eine Möglichkeit die geringe Ethanoltoleranz auszu-
schalten . Es gibt verschiedene Methoden um den Alkohol konti-
nuierlich aus der Kultur zu entfernen . Finn und Ramalingham
(1977) und Cysewski und Wilke (1977) entzogen einer Saccharo-
myces cerevisiae-Kultur den gebildeten Alkohol mit Hilfe von
Vakuum . Chung und Lee(1985) nutzten die selektive Adsorption
von Ethanol an hydrophobe Silicalite um semikontinuierlich den
Alkohol zu entfernen . Atkinson et al . (1975) nutzte bei der
Glucosevergärung durch Ba ci11us stearothermophi1us die hohe In-
kubationstemperatur (60°C) aus, um kontinuierlich den Alkohol
mittels eines N2-Gasstromes zu entfernen . In allen Fällen
konnte die hemmende Wirkung des Ethanol umgangen und insgesamt
eine höhere Ethanolbildung erzielt werden .

Zur Entfernung des Alkohols im Verlaufe von Fed-Batch-Fermen-
tationen mit T .finnii wurde das Verfahren nach Atkinson et
al .(1975) ausgewählt, da der Alkohol bei 70°C schon leicht
flüchtig ist und so bereits durch einen geringen Gasstrom ent-
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Abb .13 : Zeitlicher Verlauf der Produktbildung unter Fed-
Batch-Bedingungen mit niedrigen stationären Xylose-
konzentrationen, bei gleichzeitigem kontinuierlichen
Alkoholabzug (Strip-Destillation) . -A- nachgewiesene ;
---- anhand des Zuckerverbrauchs errechnete Ethanol-
menge .

fernt werden kann . Ein Problem hierbei ist allerdings den im
Gasstrom gelösten Alkohol effektiv wieder durch Kondensation
zurückzugewinnen .
Die Abbildungen 13 und 14 zeigen den Verlauf von Fed-Batch-Fer-
mentationen mit kontinuierlichem Ethanolabzug bei hohen und
niedrigen Substratkonzentrationen . Die Ethanolkonzentration im
Medium lag in beiden Fällen während der gesamten Fermentations-
zeit unter 100 mM .
Wachstum und Biomassebildung wurden nicht beeinflußt, jedoch
der Xyloseabbau . Dieser konnte von bisher 200-230 mM auf über
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Abb .14 : Zeitlicher Verlauf der Produktbildung unter Fed-Batch-
Bedingungen mit hohen stationären Xylosekonzentra-
tionen, bei gleichzeitigem kontinuierlichen Alkohol
abzug (Strip-Destillation) . Die abgebildete Ethanol-
menge beinhaltet nur die nachgewiesene Ethanolmenge .

400 mM gesteigert werden . Dies ging mit einer Verlängerung der
Produktionsphase von 80 auf 100 Stunden einher . Die stationäre
Xylosekonzentration hatte wieder einen starken Einfluß auf die
L-Lactatbildung . Bei kleinen Zufütterungsraten blieb die Lac
tatbildung gering, so daß das Ethanol-/Lactat-Verhältnis 9,3
betrug im Vergleich zu 0,87 bei einem Substratangebot zwischen
50 und 150 mM (siehe Tabelle 10) . Leider konnte die tatsächlich
gebildete Menge Ethanol nicht bestimmt werden, da der im Gas
strom gelöste Alkohol nicht vollständig kondensiert und damit
nachgewiesen werden konnte . Dies zeigt sich an der schlechten
C-Bilanz von 62% (Tab . 10) . Anhand des Zuckerverbrauchs kann
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Tabelle .10 : Vergleich der Fed-Batch-Fermentationen mit konti-
nuierlichem Alkoholabzug bei unterschiedlichen
Substratkonzentrationen .
Die Abschätzung der tatsächlich gebildeten
Ethanolmenge erfolgte anhand des Zuckerverbrauchs .
Die Werte in Klammern geben die Produktverhältnisse
mit der geschätzten Ethanolmenge wieder .

man jedoch die tatsächlich produzierte Menge Ethanol abschät-
zen, vorausgesetzt keine anderen Produkte als Ethanol, Acetat
und Lactat wurden gebildet . Im Falle der Fermentationen mit
niedrigem Substratangebot betrug die gebildete Ethanolmenge 480
mM (=2,8%v/v) und im Falle der Fermentation mit hoher statio-
närer Xylosekonzentration 150 mM (=1% v/v) (Tabelle 10) . Mit
diesen Werten ergeben sich Ethanol-/Lactat-Verhältnisse von
15,5 bzw .2,0 und Ethanol-/Acetat-Verhältnisse von 4,1 bzw . 2,8
(siehe Tabelle 10) . Diese Verhältnisse entsprechen in etwa den
Verhältnissen in Fed-Batch-Fermentationen ohne Ethanolabzug .
Das bedeutet, daß die im Medium vorhandene Ethanolkonzentration

max .EtOHkonz .im Medium(mM) 104 35
Ethanol, nachgewiesen
Ethanol, berechnet

(mM)
(MM)

290
480

64,5
150

Acetat (MM) 117 52,7
L-Lactat (MM) 31 74,4
Xyloseverbrauch (MM) 420,8 185,3
C-Bilanz (%) 62 62

mol Ethanol/mol Xylose 0,69(1,1) 0,35(0,8)
Ethanol/Acetat 2,5 (4,1) 1,2 (2,8)
Ethanol/Lactat 9,3 (15,5) 0,87(2,0)

stat . Xylosekonz .(mM) 30-90 50-150

Fermentationsdauer(h)
max .OD6oo,,m

95
2,4

56
2,3
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keinen Einfluß auf die Zusammensetzung der Endprodukte hat, und
daß die Ethanolbildung keiner Endprodukthemmung unterliegt .
Dies steht in Übereinstimmung mit Untersuchungen an der NADPH-
abhängigen Alkohol-Dehydrogenase von T .ethano1icus, Ta .brockii
und T .finnii, die auch noch in Gegenwart hoher Ethanolkonzen-
trationen aktiv ist (Bryant et a1 .,1981 ; Lamed, 1981 a und b ;
Schmid,1984) .

3 . Untersuchungen_zu_Enzymaktivitäten_im_Xylosemetabolismus

Der Xyloseabbauweg in thermophilen Bakterien ist nur teilweise
aufgeklärt . Von T .finnii sind bisher nur einzelne Schritte, wie
die Transaldolase als Markerenzym des Pentosephosphatweges, die
Lactat-Dehydrogenase und die Alkohol-Dehydrogenase, untersucht
worden (Schmid,1984) . Die Lactat-Dehydrogenase wird durch
Fructose-1,6-diphosphat aktiviert, wie es bereits schon für die
Lactat-Dehydrogenasen von anderen thermophilen Bakterien be-
schrieben worden ist (Lamed und Zeikus,1980b; Carreira et
a1 .,1982 ; Freier,1984 ; Germain et al .,1986 ; Ben-Bassat,1980) .
T.finnii besitzt sowohl eine NADH- als auch NADPH-abhängige
Alkohol-Dehydrogenase-Aktivität, wobei die NADH-abhängige Akti-
vität nur ca 10% der NADPH-abhängigen Aktivität ausmacht
(Schmid,1984) . NADPH entsteht aber während des Xyloseabbaus
nicht, sondern kann nur durch Elektronenübertragung von redu-
ziertem Ferredoxin durch Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktasen gebil-
det werden .
Im folgenden wurden nun sowohl die Ferredoxin-NAD(P)-Oxido-
reduktase-Aktivitäten in T .finnii als auch die Lactat-Dehydro-
genase-Aktivität untersucht . Ergänzt wurden sie durch die Be-
stimmung glykolytischer Enzymaktivitäten .



3 .1 . Bestimmung von Enzymaktivitäten im Xylosemetabolismus
und der Glycolyse

Xyloseisomerase

74

Eingangsenzym für den Xylosemetabolismus in thermophilen anae-
roben Bakterien ist die Xyloseisomerase (Sachdev und Muthara-
san,1984) . Die Aktivität dieses Enzymes ist von zweiwertigen
Metallionen abhängig, wobei Mn2 + und Co 2+ stärker aktivieren
als Mg 2+ (Tab .13) . Die Aktivität ohne Metallionenzusatz zum
Testansatz dürfte auf noch vorhandene Metallionen im Rohextrakt
zurückzuführen sein . Das Enzym hat ein Temperaturoptimum bei ca
80°C . Ähnliche Kationenabhängigkeiten und ein vergleichbares
Temperaturoptimum wurden für eine Reihe anderer Xyloseisomer-
asen aus Bakterien beschrieben, wie T .ethanolicus, Lactobacil-
lus brevis, Streptomyces-, Bacillus- und Arthrobacter-Arten
(Sachdev und Mutharasan,1984 ; Yamanaka,1968 ; van Tilburg,1984) .

Tabelle 13 : Xyloseisomerase-Aktivität in Rohextrakten von
T .finnii . Wirkung von zweiwertigen Metallionen
und Temperaturabhängigkeit . Die Metallionenkonzen
tration im Testansatz betrug 0,66 mM .

Aktivator Temp .(°C) spez .Aktivitat
(U/mg Protein)

MnCl 2 60 0,58
80 1,25
85 0,96

0001 2 60 0,43
80 1,97
85 1,77

Mgcl2 60 0,27
80 0,80
85 0,73

ohne 80 0,20
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Xylulosekinase, Phosphofructokinase und Pyruvatkinase

In Fed-Batch-Fermentationen mit einem Substratangebot zwischen
66 und 100 mM wurde Xylulose im Medium nachgewiesen . Eine mög-
liche Erklärung hierfür wäre eine zu geringe Xylulosekinase-
Aktivität oder aber ATP-Mangel . Die gemessene Xylulosekinase-
Aktivität von 0,33 U/mg Protein (bei 40 °C) deutet aber nicht
auf eine zu geringe Xylulosekinase-Aktivität hin, als Ursache
für das Auftreten von Xylulose im Medium .
Als weitere Kinase-Aktivitäten wurden die Phosphofructokinase
und die Pyruvatkinase bestimmt (Tab .14) . Die Phosphofructo-
kinase wurde weder durch ADP aktiviert noch durch Phosphoenol-
pyruvat inhibiert, wie dies für Streptococcus lactis und E .coli
beschrieben ist (Allison et a1 .,1982 ; Kotlarz und Buc,1982) .

Tabelle 14 : Kinaseaktivitäten in Rohextrakten von T .finnii .

Glyceraldehyd-3-P-Dehydrogenase

Die Glyceraldehyd-3-P-Dehydrogenase wurde getestet, um auszu-
schließen, daß bei diesem Reaktionsschritt eventuell NADPH ge-
bildet wird . Die Aktivität ist mit 0,69 U/mg Protein bei 40 °C
hoch . Dieses Enzym benötigt Kalium-Ionen, da ohne Kalium-Zugabe
die Aktivität nur 0,132 U/mg Protein betrug . Mit NADP als Sub-
strat konnte keine Aktivität gemessen werden .

Enzym Reaktion spez .Aktivität
(U/mg Protein)

Xylulosekinase Xylulose ->Xylulose-5-P 0,33
Phosphofructo- Fruc-6-P --o-Fruc-1,6-diP 0,25
kinase
Pyruvatkinase PEP -oPyruvat 0,17
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3 .2 . Ferredoxin-abhängige Enzymaktivitäten

Ferredoxin-NAD(P)-Oxidoreduktasen

Von saccharolytischen Clostridien ist bekannt, daß die Aktivi-
tät und Regulation der Ferredoxin-NAD(P)-Oxidoreduktasen die
Zusammensetzung der Endprodukte maßgeblich beeinflußt (Junger-
mann et a1 .,1973 ; Petitdemange et a1 .,1976) . Lamed und Zeikus
(1980a) führen sogar Unterschiede im Endproduktspektrum von
Clostridium thermocellum und Ta .brockii auf unterschiedliche
Aktivitäten dieser Oxidoreduktasen zurück .
In Tabelle 11 sind die gemessenen Aktivitäten zusammengefaßt .
Mit 1,12 U/mg Protein wurde die größte Enzymaktivität in Richt-
ung NADH-Bildung gemessen, so daß von reduziertem Ferredoxin
bzw . Methylviologen die Elektronen bevorzugt auf NAD übertragen
werden . Die Reaktion verlief allerdings nur zwei Minuten

Tabelle 11 : Spezifische Aktivitäten der Ferredoxin-NAD(P)--
Oxidoreduktasen in Rohextrakten von T .finnii

Aktivität Zusätze spez .Aktivitat
(U/mg Protein)

Ferredoxin-NAD- 1,125
Oxidoreduktase +0,4 mM NADH 0,92

+1,0 mM NADH 0,34

NADH-Ferredoxin- 0,50
Oxidoreduktase +1,0 mM NAD 0,29

+0,1 mM Acetyl-CoA 0,50

Ferredoxin-NADP- 0,10
Oxidoreduktase +0,2 mM NADPH 0,001

NADPH-Ferredoxin- 0,023
Oxidoreduktase
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linear, was darauf hindeutet, daß NADH hemmend auf die Reduk-
tion von NAD wirkt . Bei Zugabe von NADH zum Testansatz betrug
die Hemmung bei 0,4 mM NADH 20 % und bei 1 mM 70 % . Durch
erneute Zugabe von NAD wurde die Hemmung aufgehoben . In der
Umkehrreaktion können Elektronen von NADH auf Ferredoxin (MV)
übertragen werden . Diese Reaktion wurde analog durch NAD ge-
hemmt, wobei bei 1 mM NAD im Testansatz die Hemmung nur 40
betrug . Acetyl-CoA, ein obligater Aktivator der NADH-Ferre-
doxin-Oxidoreduktase von Clostridium pasteurianum (Jungermann
et al .,1973), bewirkte unter den getesteten Bedingungen keine
Aktivitätssteigerung in Extrakten von T .finnii .
Die für die Ethanolbildung wichtige Reaktion von reduziertem
Ferredoxin nach NADP lief mit nur 10 % der Geschwindigkeit der
NAD-Reduktion ab . Diese Reaktion wurde sehr effektiv durch das
Endprodukt NADPH gehemmt . Bereits mit 0,2 mM NADPH im Testan-
satz ging die Aktivität von 0,1 U/mg auf 0,001 U/mg Protein
zurück .
Die geringste Reaktionsgeschwindigkeit wurde für die Reduktion
von Ferredoxin durch NADPH mit 0,023 U/mg Protein gemessen .
Diese Reaktion wurde anscheinend ebenfalls durch das Endprodukt
NADP gehemmt, da drei Minuten nach Reaktionsstart die Aktivität
um 35 % zurückging .
Ob NAD oder NADH einen Einfluß auf die Bildung von NADPH haben,
wie es für Clostridien beschrieben ist (Jungermann et al .,1973 ;
Petitdemange et al .,1976), konnte mit dem angewendeten Test-
system nicht festgestellt werden .

Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase und Hydrogenase

Pyruvat wird durch die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase zu
Acetyl-CoA decarboxyliert, wobei die Elektronen auf Ferredoxin
übertragen werden . Die Aktivität dieses Enzymes betrug 0,132
U/mg Protein (siehe Tabelle 12) .Von Ferredoxin aus können die
Elektronen entweder auf NAD oder NADP übertragen werden oder
mit Hilfe der Hydrogenase als Wasserstoff freigesetzt werden .
Die Bildung von molekularem Wasserstoff durch eine Hydrogenase,
und dadurch die Regenerierung von Elektronencarriern wie NAD(P)
und Ferredoxin, erlaubt es strikt anaeroben Bakterien Substrate
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stärker zu oxidieren und dadurch mehr ATP zu gewinnen (Kondra-
tieva und Gogotov,1983) . Die Bestimmung der Hydrogenase-Aktivi-
tät in Richtung Wasserstoffbildung erbrachte mit 0,055 U/mg
Protein (Tabelle 12) eine um den Faktor 13 mal niedrigere Akti-
vität als die Reduktion von Ferredoxin mit H2 .

Tabelle 12 : Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase- und Hydrogenase-
Aktivität in Rohextrakten von T .finnii .

Acetaldehyd-Dehydrogenase

3 .3 Nachweis der Acetaldehyd-Dehydro enase, Transhydroqenase
und Acetatkinase in Rohextrakten von T .finn ii

Von anaeroben thermophilen Bakterien ist bisher nur die Aktivi-
tät der Acetaldehyd-Dehydrogenase in Ta .brockii bestimmt worden
(Lamed und Zeikus,1980 a und b) . Hier wurde allerdings nur die
Rückreaktion von Acetaldehyd zu Acetyl-CoA beschrieben, wobei
die bei der Bestimmung störende Alkohol-Dehydrogenase nicht mit
berücksichtigt wurde, und so nur die über die Alkohol-Dehydro-
genase-Aktivität hinausgehende Aktivität bestimmt wurde . Diese
Aktivität konnte nur bestimmt werden, wenn das Enzym mit
Dithiothreitol und NAD vorinkubiert wurde, bevor die Reaktion
mit Acetaldehyd gestartet wurde . Ein ähnliches Verhalten ist
für das Enzym aus E .coli beschrieben (Rudolph et a1 .,1968) . Das
Enzym aus E .coli ist partikelgebunden und konnte durch Inkuba-

Enzymaktivität Substrat spezif .Aktivitat
(U/mg Protein)

Pyruvat-Ferredoxin- Pyruvat 0,132
Oxidoreduktase

Hydrogenase MV'ea 0,055

H2 0,72
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tion in niedermolarem Puffer abgelöst werden . Auch in Rohex-
trakten von T .finnii konnte erst eine Acetaldehyd-Dehydroge-
nase-Aktivität nachgewiesen werden, nachdem der Zellaufschluß
in niedermolarem Puffer erfolgte . Dies deutet daraufhin, daß
die Acetaldehyd-Dehydrogenase in T .finnii ebenfalls partikelge-
bunden ist .

Die Acetaldehyd-Dehydrogenase-Reaktion von Acetyl-CoA zu Acet-
aldehyd war in T .finnii mit 0,03 U/mg Protein nur sehr gering
im Vergleich zu den anderen Enzymaktivitäten . Die entsprechende
Aktivität in Ta .brockii betrug nur 0,01 U/mg Protein (siehe
Tabelle 21) . Solch geringe Enzymaktivitäten sind aber auch für
E .coli und Baci1lus macerans

	

beschrieben (Rudolph et al .,1968 ;
Schepers et al .,1987) .
Als Kontrolle wurde die Geschwindigkeit der Reaktion Acetalde-
hyd zu Acetyl-CoA nach der Methode von Lamed und Zeikus (1980
b) bestimmt . Hier wurde eine fast 10fach höhere Aktivität ge-
funden . Die Kontrolle mit Ta .brockii erbrachte mit 0,22 U/mg
Protein etwas höhere Werte als Lamed und Zeikus (1980 b) mit
0,15 U/mg Protein gefunden haben . Die niedrige Enzymaktivität
in physiologischer Richtung kann limitierend für die Ethanol-
bildung sein . Um dies zu beweisen,müßten die intrazellulären
Acetaldehyd- und Acetyl-CoA-Pools bestimmt werden .

Tabelle 21 : Acetaldehyd-Dehydrogenase-Aktivitäten in Roh-
extrakten von T .finnii und Ta .brockii .

w Literaturwert nach Lamed und Zeikus,1980b

Stamm Reaktion spez . Aktivität
(U/mg)

T .finnii Acetyl-CoA -~ Acetaldehyd 0,03
Ta .brockii Acetyl-CoA --o Acetaldehyd 0,01

T .finnii Acetaldehyd --o- Acetyl-CoA 0,26
Ta .brockii Acetaldehyd -sAcetyl-CoA 0,22

Acetaldehyd --oAcetyl-CoA 0,15 -



Acetatkinase

Ob ein Bakterium von der Reaktion der Acetatkinase Gebrauch
machen kann, hängt von seinen Möglichkeiten molekularen Wasser-
stoff zu entwickeln ab . Für Reduktionsäquivalente, die als
molekularen Wasserstoff freigesetzt werden können, braucht die
Zelle keinen Wasserstoffakzeptor zu synthetisieren und kann
Acetyl-CoA in Acetyl-Phosphat umwandeln und in der Acetat-
kinase-Reaktion ATP regenerieren .
Die Acetatkinase-Aktivität betrug in Richtung Acetatbildung
1,34 U/mg Protein . Die Rückreaktion hatte eine Geschwindigkeit
von 3,36 U/mg Protein . Diese Aktivitäten sind sehr hoch im Ver-
gleich zu den anderen Enzymaktivitäten in T .finnii .

Transhydrogenase

8 0

Die Bereitstellung von NADPH für die NADPH-abhängige Alkohol-
Dehydrogenase kann über die Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase er-
folgen, die Aktivität dieses Enzymes war gering und wurde sehr
stark durch NADPH gehemmt . Eine weitere Möglichkeit zur NADPH-
Bildung ist die direkte Übertragung von Elektronen von NADH auf
NADP und umgekehrt mit Hilfe einer Transhydrogenase . In thermo-
philen ethanolbildenden Baktereien wurden bisher keine Trans-
hydrogenaseaktivitäten gefunden (Lamed und Zeikus,1980a) .

Aus der Reduktion von APAD durch NADH kann eine Wasserstoff-
übertragung von NADH nach NADP abgeleitet werden (Rydström,
1979) . Diese Aktivität war mit 0,9 U/mg Protein in Rohextrakten
von T .finnii sehr hoch . Bei der umgekehrten Richtung von NADPH
nach APAD konnte keine Aktivität gemessen werden . Für NADH
konnte ein apparenter KM-Wert von 3,33 x 10-5 M ermittelt wer-
den (Abb .15) .
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Abb .15 : Lineweaver-Burk-Diagramm der Substratgeschwindigkeits-
beziehung der Transhydrogenase mit NADH als Substrat .

3 .4 . Charakterisierung der L-Lactat-Dehydrogenase von T .finnii

Die L-Lactat-Dehydrogenase von T.finnii gehört zu dem NADH-
abhängigen Typ, dessen Aktivität vollständig von der Anwesen-
heit von FDP abhängt (Schmid,l984) . Dieser Typ Lactat-Dehydro-
genase war schon in Streptococcus, einigen Vertretern der Gat-
tung Lactobacillus und Staphylococcus epidermidis nachgewiesen
worden (Garvie, 1980) .

In den folgenden Untersuchungen wurde Rohextrakt von aerob auf-
geschlossenen Zellen verwendet, da es sich gezeigt hat, daß
kein Aktivitätsunterschied zwischen aerob und anaerob behandel-
tem Extrakt bestand . Für die kinetischen Experimente wurde ent-
salzter Rohextrakt (siehe Abschnitt 7 .1 .) verwendet . Dieser
Extrakt konnte 1-2 Wochen ohne Aktivitätsverlust bei - 18 °C
gelagert werden .



3 .4 .1 . pH-Optimum

Wie aus Abbildung 16 ersichtlich ist, hat die Lactat-Dehydro-
genase von T, f1nnii ein breites pH-Optimum zwischen pH 6,2 und
7,4 . Im folgenden wurden alle Tests in Imidazol-HCl-Puffer bei
pH 7,0 durchgeführt, da in diesem Puffer die im Extrakt enthal-
tene NADH-Oxidase nur eine gringe Aktivität aufwies, die den
Lactat-Dehydrogenase-Test kaum störte .

Abb . 16 :

8 2

pH-Optimum der Lactat-Dehydrogenase in zellfreien
Extrakten von T .finnii .

pH

In Abänderung zum Testansatz in Material und Methoden
beschrieben, wurden folgende Puffer verwendet :
- / - 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer ; -

	

- 0,1 M KPP ;
- A - 0,1 M Tri s /Maleat-Puffer .

3 .4 .2 . Reaktionsgeschwindigkeit der Lactat-Dehydrogenase in
Abhängigkeit von der FDP-Konzentration

Die Lactat-Dehydrogenase wurde durch FDP in ihrer Aktivität
stark beeinflußt . Bereits mit 0,025 mM FDP im Testansatz wurden
halbmaximale Geschwindigkeiten erreicht (siehe Abb .17) . Aller-
dings nahm die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 0,05 und 1 mM
FDP noch etwas zu . Ein ähnliches Verhalten wird von den Lactat-
Dehydrogenasen von Cl ostridium acetobuty1icum und Staphylo-
coccus epidermidis berichtet (Freier,1984 ; Götz und Schleifer,



1975) . Ohne FDP konnte auch in niedrigem pH-Bereich keine Akti-
vität bestimmt werden, wie dies von T .ethano1icus und C1ostri-
dium thermohydrosulfuricum bekannt ist (Carreira et a1 .,1982 ;
Germain et a1 .,1986) .

0,5
0,4 ~

v 0,3-
:N
'5 0,2-
Y

FDP-Konzentration

8 3

0,1

	

0,3

	

0,5 1,0 1,5
FDP (mM)

Abb .17 : Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Lactat-
Dehydrogenase von der FDP-Konzentration .
Der Testansatz enthielt : 0,1 M Imidazol/HC1-Puffer,
pH7,0 ; 4 mM Pyruvat ; 0,35 mM NADH ; 0,006-1,5 mM FDP und
81 gg Rohextraktprotein . Die Reaktion wurde mit Pyruvat
gestartet .

3 .4 .3 . Km-Werte für Pyruvat und NADH in Abhängigkeit von der

Die aktivierende Wirkung von FDP auf die Lactat-Dehydrogenase,
wurde in kinetischen Untersuchungen zur Bestimmung der apparen-
ten KM-Werte für Pyruvat und NADH bei unterschiedlichen FDP-
Konzentrationen weiter untersucht . Wie aus den Abbildungen 18
und 19 ersichtlich ist, erniedrigte FDP die KM-Werte für Pyru-
vat und NADH, bei gleichbleibender maximaler Reaktionsgeschwin-
digkeit . Bei 0,025 mM FDP betrug der KM-Wert für Pyruvat 1,92 x
10 -3 M, bei 0,5 mM FDP nur noch 3,5 x 10 -4 M . Ähnlich, aber
nicht so stark, änderte sich der KM-Wert für NADH . Bei 0,025 mM
FDP betrug er 1,53 x 10 -4 M, bei 0,5 mM FDP nur noch 5,5 x 10 -5
M (siehe auch Tabelle 15) . Das bedeutet, daß in Gegenwart von
FDP die Affinität des Enzyms zu seinen Substraten erhöht wird,
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Abb .18 : Abhängigkeit der Aktivität der Lactat-Dehydrogenase von
der Pyruvatkonzentration bei drei verschiedenen FDP-
Konzentrationen (Lineweaver-Burk-Auftragung) .
Der Testansatz enthielt : 0,1 M Imidazol/HC1-Puffer,pH
7,0 ; 0,7 mM NADH ; 0,025-0,5 mM FDP und 80 leg Rohex-
traktprotein . Die Reaktion wurde mit Pyruvat gestartet .

8 4

2 4 6 8 10
1 / Pyruvat(mM-1)

2 6 10
1 / NADH(mM 1)

Abb .19 : Abhängigkeit der Aktivität der Lactat-Dehydrogenase von
der NADH-Konzentration bei drei verschiedenen FDP-
Konzentrationen (Lineweaver-Burk-Auftragung) .
Der Testansatz enthielt : 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer,pH
7,0 ; 4 mM Pyruvat ; 0,025-0,5 mM FDP ; 80 leg Rohextrakt-
protein ; NADH wie in der Abbildung angegeben .



Tabelle 15 :Apparente KM-Werte für Pyruvat und NADH bei
verschiedenen FDP-Konzentrationen

so daß bei einer Erhöhung des intrazellulären FDP-Pools, das
bei erhöhtem Substratumsatz stattfinden kann, die Aktivität der
Lactat-Dehydrogenase drastisch gesteigert werden kann .
Pyruvatkonzentrationen größer 4 mM bewirkten einen Rückgang
der Enzymaktivität . Bei 10 mM betrug die Hemmung 35 %, bei 20
mM 55 % (Abb . 20)

0,4

0,5-

< 02,

85

1 2 3 4 10 20

Pyruvat (mM)

Abb .20 : Abhängigkeit der Aktivität der Lactat-Dehydrogenase von

der Pyruvatkonzentration .
Testansatz wie in Abb .18 mit 0,5 mM FDP .

FDP-Konz .
(MM)

Apparenter KM
Pyruvat

(mM)
NADH

0,025 1,92 0,153
0,1 0,68 0,088
0,5 0,35 0,055
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3 .4 .4 . Einfluß verschiedener Metabolite auf die Lactat-
Dehydrogenase-Aktivität

Viele FDP-abhängige Lactat-Dehydrogenasen werden durch Stoff-
wechselintermediate gehemmt (Garvie,1980 ; Yamada und Carls-
son,1975) . Deshalb wurde eine Reihe von Metabolite auf ihre
mögliche Wirkung auf die Lactat-Dehydrogenase getestet (Tab .
16) . Nur NADPH bewirkte eine deutliche Hemmung der Lactat-Dehy-
drogenase-Aktivität . Abbildung 21 zeigt die Aktivität der
Lactat-Dehydrogenase in Abhängigkeit von der NADPH-Konzentra-
tion, wobei mit 2 mM NADPH im Testansatz keine Aktivität mehr
meßbar war . Das bedeutet, daß bei hohen intrazellulären NADPH-
Konzentrationen die Lactatbildung gehemmt wird .

Tabelle 16 : Einfluß verschiedener Metabolite auf die Lactat-
Dehydrogenase-Aktivität .
Der Testansatz enthielt : 100 mM Imidazol-HC1 ; pH
7,0 ; 4 mM Pyruvat ; 0,7 mM NADH ; 0,5 mM FDP und 1 mM
der jeweiligen Verbindung .

Metabolit

	

Aktivität in %

keine Zusätze

	

100
ATP

	

106
ADP

	

95
PEP

	

91
Fructose-6-P

	

95
Glucose-6-P

	

103
NAD

	

89
NADP

	

105
NADPH

	

79
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Abb .21 : Hemmung der Lactat-Dehydrogenase durch NADPH .
Testansatz wie in Tabelle 16 und 1-2 mM NADPH



88

4 . Bestimmun von intrazellulären Metabolit-Pools

In den Fermentationen mit den unterschiedlichen Substratkonzen-
trationen wiesen die gleichbleibenden Ethanolbildungsraten, bei
steigenden Xyloseverbrauchsraten, auf eine mögliche Limitierung
der Ethanolbildung hin . Die enzymatischen Untersuchungen deute-
ten zunächst auf einen Mangel an NADPH für die Acetaldehyd
reduktion hin, und auf einen Überschuß an NADH . Über die Größe
von intrazellulären Pyridinnucleotid-Pools in strikt anaeroben
Bakterien ist nur wenig bekannt . Deshalb sollten nun die intra-
zellulären NAD(P,H)-Pools in T .finnii, in Abhängigkeit von der
Substratkonzentration, gemessen werden . Gleichzeitig mit den
Pyridinnucleotiden sollten die intrazelluläre FDP-Konzentration
und die Adeninnucleotid-Pools bestimmt werden . Da FDP der Akti-
vator der Lactat-Dehydrogenase ist, können steigende Substrat-
konzentrationen zu einer Erhöhung der intrazellulären FDP-Kon-
zentrationen führen . Das Auftreten von Xylulose im Kulturfil-
trat deutete entweder auf einen Mangel an Xylulosekinase-Akti-
vität oder ATP hin (siehe Abschnitt 2 .3 .2 .) . Deshalb sollten
die Adeninnucleotid-Pools bei unterschiedlichen Substratkonzen-
trationen bestimmt werden .

4 .1 . Ausarbeitung des Testsystems für die bioluminometrische
Bestimmung von intrazellulären NAD( P,HJ-Pools

4 .1 .1 Testsystem mit definierten Luciferase- und FMN-Reduktase-
Konzentrationen

Erste Versuche mit einem Testkit von LKB-Wallac und Kulturex-
trakten zeigten, daß die Lichtausbeute durch Extraktbestand-
teile bis zu 90 % reduziert wurde . Eine Entfernung der Per-
chlorsäure, KOH und Ethanol durch Fällung bzw . Lyophilisieren
erbrachte keine Verbesserung, da es sich herausstellte, daß das
Kulturmedium an sich schon sehr stark die Lichtausbeute redu-
ziert . Das störende Medium konnte durch Abzentrifugieren der
Zellen und Waschen nicht entfernt werden, da während dieser
Zeit der Nucleotidgehalt der Zellen drastisch zurückging . Die-
ser Rückgang der Lichtausbeute in Gegenwart von Extrakt konnte



im Falle des Testkits nicht durch eine Erhöhung der einzelnen

Testbestandteile ausgeglichen werden, so daß mit diesen Reagen-

zien bei gegebenem Kulturmedium und Extraktionsverfahren keine

Messungen durchgeführt werden konnten . Aus diesen Gründen wurde

im folgenden Enzymsysteme von Boehringer verwendet, die einzeln

erhältlich waren, und somit die Optimierung der Testbedingungen

auf die Extraktzusammensetzung hin ermöglichten .

Erste Versuche zur NADH-Bestimmung mit Reagenzien von Boehrin-
ger zeigten, daß für eine reproduzierbare Lichtausbeute ein
ganz definiertes Verhältnis der beiden an der Reaktion beteil-

igten Enzyme (FMN-Reduktase und Luciferase) vorliegen muß . Än-

derte man die Zusammensetzung des Enzymsystems, so ging die

Lichtausbeute sehr stark zurück und die Linearität zwischen

eingesetzter Nucleotidmenge und Lichtausbeute verschlechterte

sich .
Deshalb wurde nun zunächst die Aktivität der einzelnen Enzyme

bestimmt, um Schwankungen der Aktivitäten, durch Lagerung und

Chargenänderung, durch entsprechende Verdünnung wieder auszu-

gleichen . Wie wichtig das Verhältnis der Enzymaktivitäten zu-

einander für die Lichtausbeute ist, zeigte sich im Luciferase-

M
OT
X
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0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

U FMN-Reduktase / Testansatz

Abb .22 : Abhängigkeit der Lichtausbeute (in cpm) bei der Bestim-
mung der Luciferase-Aktivität von der FMN-Reduktase-
Konzentration .
Der Testansatz enthielt 50 gl Luciferase-Stammlösung
1 :40 000 verdünnt . Die anderen Testbestandteile wie
beschrieben .



Test, wo eine lineare Abhängigkeit der Lichtausbeute von der
FMN-Reduktase-Konzentration bestand (Abb .22) .
In Perchlorsäure- und Ethanol/KOH-Extrakten wurde dann die FMN-
Reduktase- und Luciferasemenge in Bezug auf die Lichtausbeute
optimiert . Hierzu wurden Enzymmischungen getestet, bei denen
bei konstanter FMN-Reduktase-Konzentration die Luciferasemenge
variiert wurde, bis eine ausreichende Lichtausbeute erhalten
wurde, wobei zu beachten war, daß der Blindwert des Extraktes
nicht zu hoch wurde . Der hohe Blindwert wurde vor allem durch
Hefeextrakt und Thioglycolat verursacht . Abbildung 23 zeigt,

200

150

100

50

Abb . 23 :

1,5 3,0 4,5 6,0

250 NI Bestimmungsansatz

9 0

NI Luciferase-Lösung pro

	

,1,5

	

3,0

	

4,5

	

6,0
pi Luciferase- Lösung pro

250 NI Bestimmungsansatz

Abhängigkeit der Lichtausbeute im bioluminometrischen
Test von der Luciferasemenge in a) Perchlorsäure-
Extrakt und b) Ethanol/KOH-Extrakt .
Der Testansatz enthielt : 12 mU FMN-Reduktase und 40
pmol NADH in Perchlorsäure- oder Ethanol/KOH-Extrakt
gelöst . Die anderen Testbestandteile wie beschrieben .
Das Luciferasepräparat hatte eine Aktivität von
4,92x10 1 ° cpm/ml Stammlösung im Luciferasetest .
( ~) Messwert, ( /) Blindwert (Extrakt ohne NADH),
( p) Differenz zwischen Messwert und Blindwert .
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wie bei konstanter FMN-Reduktase-Konzentration und steigender
Luciferasemenge die Lichtausbeute linear zunimmt . Für die fol-
genden Bestimmungen wurde willkürlich die Luciferasemenge mit
der höchsten in der Messreihe festgestellten Lichtausbeute ver-
wendet . Bei dieser Konzentration liegen beide Enzyme nicht in
sättigenden Konzentrationen vor . Im Vergleich zur Testanordnung
nach Boehringer wurde die Luciferasemenge so um das 4-5fache
erhöht . Die Erhöhung der Luciferasemenge bewirkte aber auch
eine Erhöhung des Blindwertes, wobei Unterschiede zwischen Per-
chlorsäure- und Ethanol/KOH-Extrakten bestanden . Mit Ethanol/
KOH-Extrakt war der Blindwert deutlich höher als mit Perchlor-
säure-Extrakt, was aber durch einen größeren Meßwert wieder
ausgeglichen wurde .

4 .1 .2 . Untersuchungen zur Vollständigkeit der enzymatischen
Umsetzungen für die NAD(P,H)-Bestimmung und die
Stabilität der Nucleotide während der Extraktion

NADH und NADPH sind in geringen Konzentrationen sehr instabil
(Führer et a1 .,1980) . Deshalb wurden NADH und NADPH in den
Ethanol/KOH-Extrakten enzymatisch in die stabileren oxidierten
Nucleotide überführt . Vor der luminometrischen Bestimmung
mußten diese wieder, wie auch die oxidierten Nucleotide im Per-
chlorsäure-Extrakt, enzymatisch reduziert werden, und zwar spe-
zifisch nur NADP oder NAD . Diese enzymatischen Oxidationen bzw .
Reduktionen der Nucleotide wurden auf ihre Vollständigkeit hin
überprüft .
Hierzu wurden zu den jeweiligen Extrakten definierte NAD(P)
bzw . NAD(P)H-Mengen zugegeben, deren Konzentration vor und nach
der Umsetzung (jeweils mit interner Standardisierung) biolumi-
nometrisch bestimmt wurde . Die Umsetzung von NAD(P)H zu NAD(P)
mit Glutamat-Dehydrogenase verlief in den Ethanol/KOH-Extrakten

vollständig ab, ebenso die spezifischen Umsetzungen von NAD zu
NADH mit Alkohol-Dehydrogenase und NADP zu NADPH mit Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase in den Perchlorsäure- und Ethanol/KOH-

Extrakten . In Tabelle 17 sind die Ergebnisse von Versuchen zu-
sammengefaßt, die sowohl die Extraktion als auch die gesamten
Umsetzungen mit einschließen . Dies zeigt, daß auch während der



Extraktion extern zugesetzte Pyridinnucleotide nicht zerstört
werden .

Tabelle 17 : Vollständigkeit der spezifischen Umsetzungen und
Stabilität der Pyridinnucleotide in den Extrakten .
Zu einer Kultur wurde NAD(P,H) zugegeben (Endkonz .
im Extrakt war 2 nmol NAD(H) bzw . 8 nmol NADP(H)
pro ml Extrakt), extrahiert und der NAD(P,H)-Gehalt
bioluminömetrisch bestimmt .

wiedergefundene
Nucleotidmenge

9 2

NAD 105
NADH 95
NADP 94
NADPH 108

4 .1 .3 . Untersuchunqen zur Extraktionsmethode

Da über die Effizienz der angewendeten Extraktionsverfahren
nichts bekannt ist, und um zu vergleichen, ob beide Extrakti-
onsmethoden zum gleichen Aufschlußgrad führen, wurde der Ade-
nylatgehalt in den beiden Extrakten bestimmt . Dieser wurde des-
halb ausgewählt, da mit beiden Methoden Adeninnucleotide extra-
hiert werden können, und nicht wie die Pyridinnucleotide nur
jeweils die oxidierte oder reduzierte Form . Tabelle 18 zeigt
den Adenylatgehalt einer Kulturprobe und einer 1 mM Adenin-
nucleotid-Lösung, die nach beiden Methoden extrahiert worden
war . Es zeigte sich eine gute Übereinstimmung zwischen den bei-
den Extraktionsmethoden, so daß der Aufschlußgrad bei beiden
Methoden gleich war . Die Differenzen im AMP-Gehalt haben ihre
Ursache wohl eher in der Bestimmungsmethode als im Extraktions-
verfahren, da bei ATP die Übereinstimmung sehr gut ist .



und Ethanol/KOH .
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Tabelle 18 : Vergleich zwischen der Extraktion mit Perchlorsäure

Eine Kulturprobe und eine Adeninnucleotid-Lösung
(AXP, 1 gmol/ml) wurden mit Perchlorsäure oder
Ethanol/KOH extrahiert und die Adeninnucleotide
bioluminometrisch bestimmt .

4 .1 .4 . Nachweisgrenzen und Reproduzierbarkeit der NAD(P,H)-
Bestimmungen

Die Standardabweichungen der Blindwerte (= nicht umgesetzter

Extrakt, siehe Abschnitt 12 .5 . in Material und Methoden) im

bioluminometrischen Test lagen immer unter 10 % . Deshalb wurde

als Nachweisgrenze die Lichtausbeute angenommen, die um minde-

stens 10 % größer als der Blindwert war . Danach konnten für

NADH Nachweisgrenzen von 1-4 pmol/Testansatz, das entspricht

20-80 pmol/ml Extrakt, errechnet werden . Für NADPH liegen die

Nachweisgrenzen höher, hier wurden 10 pmol/ Testansatz und ca

200 pmol/ml Extrakt errechnet .
Die Reproduzierbarkeit der Bestimmungen im bioluminometrischen
Test lag unter 5 % Standardabweichung . Die Reproduzierbarkeit
der Extraktion plus Bestimmung war abhängig von der Nucleotid-
konzentration im Extrakt, die wiederum von der Zellkonzentra-

tion bestimmt wurde . Lagen die Nucleotidkonzentrationen über

0,7 nmol/ml Extrakt, so betrug die Standardabweichung unter 10
. Lagen die Werte darunter, so betrugen die Schwankungen bis

zu 40 % .

ATP ADP
(nmol/mg TG bzw .

AMP

nmol/ml AXP-Lösung)

Kultur / Perchlorsäure 9,41 4,92 1,13
Kultur / Ethanol/KOH 9,18 5,15 0,87

AXP-Lösung / Perchlorsaure 1011 1009 962
AXP-Lösung / Ethanol/KOH 1173 847 838
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4 .2 . Intrazelluläre Poolbestimmungen in Fed-Batch-Kulturen mit
unterschiedlichem Substratangebot

Im Verlaufe von Fed-Batch-Fermentationen mit unterschiedlichen
Zufütterungsraten und unterschiedlicher Lactatbildung wurde der
intrazelluläre FDP-, Adeninnucleotid- und Pyridinnucleotidge-
halt bestimmt . Die Zeitpunkte, zu denen die Proben entnommen
wurde, wurden so gewählt, daß sie entweder 0,5-1 Stunde nach
dem letzten Zufüttern lagen, also bei hohem Substratangebot,
bzw . 3 - 4 Stunden nach dem Zufüttern, bei niedrigem Substrat-
angebot .

Abbildung 24 zeigt eine Fermentation bei der sich die Xylose-
konzentration bis auf eine Ausnahme unter 60 mM bewegte, und
das Ethanol-/Lactat-Verhältnis 2,3 betrug .
Der FDP-Pool war sehr großen Schwankungen unterworfen . Nach dem
Zufüttern von Xylose (z .B . bei 24 und 32 Stunden) stieg der
FDP-Pool bis auf 8,45 bzw . 7,56 nmol/mg TG an . Bereits 3 Stun-
den später betrug er nur noch 1/3 davon (Tab . 19) . Die Höhe des
Energy Charge verhielt sich umgekehrt zur FDP-Konzentration .
Bei hohem Zuckerangebot fiel er unter 0,5 ab, stieg aber inner-
halb von 3 Stunden wieder auf einen Wert von 0,59 an . ATP nahm
ab, während ADP und FDP zunahmen . Dies kann dahingehend inter-
pretiert werden, daß der Zuckerabbau bis FDP sehr schnell er-
folgt, wofür sehr viel ATP benötigt wird ; die weiteren Abbau-
schritte verlaufen aber langsamer, so daß FDP angehäuft wird .
Das Absinken des Energy Charge bei hohen Substratkonzentra-
tionen könnte auch die Ursache für das Auftreten von Xylulose
im Medium sein, da für die Aktivierung von Xylose zuwenig ATP
zur Verfügung steht .
Abbildung 25 zeigt eine Fermentation bei der die Zuckerkonzen-
tration bis zu 80 mM betrug . Hier waren die Unterschiede im
intrazellulären FDP-Gehalt in Abhängigkeit von der Substratkon-
zentration nicht so groß, sie bewegten sich nur zwischen 1,3
und 3,75 nmol/mg TG . In der Annahme, daß 1 mg TG ca . 2,15 g1
Zellvolumen entsprechen (Werte für Zymomonas mobi1is, persön-
liche Mitteilung von T .Struch), errechnet sich daraus eine
intrazelluläre FDP-Konzentration von 0,6-1,8 mM . Diese Konzen-
trationen sind, wie bereits gezeigt wurde, ausreichend für eine
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Abb .25 : Intrazellulärer FDP- und Adenylatgehalt in einer Fed-
Batch-Kultur mit bis zu 80 mM Xylose .

volle Aktivierung der Lactat-Dehydrogenase . Auch der Energy
Charge unterlag in diesem Versuch keinen so großen Schwankun-
gen . Er bewegte sich zwischen 0,64 und 0,80, auch bei Substrat-
konzentrationen von 80 mM . Der Gesamtadenylatgehalt schwankte
ebenfalls im Verlaufe beider Fermentationen . Eine Ursache hier-
für dürfte das Fed-Batch-Verfahren sein, wodurch sich im Kul-
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turmedium sowohl die Substratkonzentration als auch die Hefe-
extrakt- und Ammoniumchloridkonzentration änderten .

Die Bestimmung der intrazellulären Pyridinnucleotid-Pools im
Verlaufe der beiden Fermentationen zeigte, daß die intrazellu-

läre NADPH-Konzentration sehr hoch ist, und in fast allen Fäl-
len sogar größer als die NADH-Konzentration (Tab .19) . Die NAD-
und NADP-Konzentrationen sind wesentlich niedriger, NADP sogar
meist unter der Nachweisgrenze . Beim Vergleich der Poolgrößen
zu den verschiedenen Zeitpunkten zeigte es sich, daß bei hohen
Substratkonzentrationen die Summe an reduzierten Nucleotiden
größer ist als bei niedrigen Substratkonzentrationen, was sich

im NAD(P)H/NAD(P)-Verhältnis wiederspiegelt . Wimpenny und Firth
(1972) und Andersen und von Meyenburg (1977) fanden, daß die
intrazelluläre NADH-Konzentration sehr stark reguliert wird,
und zwar auf sehr niedrigem Niveau . Sie fanden einen 'catabolic
reduction charge' (=NADH/NAD+NADH) von 0,2-0,4 bzw . von 0,05,
der auch unter anaeroben Bedingungen beibehalten wurde . Dieser
konstante NADH-Pool ist annähernd in der Fermentation mit bis
zu 80 mM Substrat erfüllt, aber auf einem sehr viel höheren
Niveau . Die hier ermittelten 'catabolic reduction charge'-Werte
sind mit 0,3 bis 0,8 sehr viel höher und änderten sich sehr
stark im Verlaufe der Fermentationen . Der 'anabolic reduction
charge' war mit Werten von 0,4 bis 3,6 ebenfalls sehr hoch .

Eine Erklärung für den hohen NADPH-Pool ist, daß in T .finnii

NADPH sowohl im Anabolismus als auch Katabolismus beteiligt
ist, und eine Unterscheidung nach °catabolic '(NADH/NAD+NADH)
und 'anabolic reduction charge' (NADPH/NADP+NADPH) nicht mög-
lich ist .
Im Verlaufe einer dieser Fed-Batch-Fermentationen wurden auch
Enzymaktivitäten bestimmt (Abb .24), um zu sehen wie stabil die

Aktivitäten während der Fermentationsdauer sind . Es wurden die

Kinaseaktivitäten ausgewählt . Die Kinaseaktivitäten nahmen mit
Ausnahme der Phosphofructokinase bis zu 24 Stunden Fermenta-
tionsdauer zu, und nahmen dann bis zum Ende der Fermentation

langsam ab, wobei dann die Aktivität noch zwischen 40 und 60 %

der maximalen spezifischen Aktivität betrug .
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4 .3 . Intrazelluläre Poolbestimmungen von kontinuierlichen
Kulturen bei verschiedenen Durchflußraten

Bei der Bestimmung der intrazellulären Pools im Verlaufe von
Fed-Batch-Fermentationen hat es sich gezeigt, daß durch die Zu-
fütterung von Xylose und Hefeextraktlösung in der Kultur sich
die Bedingungen stark ändern, wodurch die intrazellulären Pools
sehr großen Schwankungen unterworfen waren . Je nach Zeitpunkt
der Probenentnahme erhielt man andere Poolgrößen . Ein weiteres
Problem bestand darin, daß mit fortschreitender Fermentations-
dauer sich im Kulturmedium Stoffe anhäuften, die bei der
NAD(P,H)-Bestimmung stark störten . Ein Grund dürfte die stei-
gende Hefeextraktkonzentration sein, da pro 5 g zugefütterter
Xylose 1 g Hefeextrakt zugefüttert wurde .
Um unter definierten Bedingungen Kulturen mit unterschiedlichem
Substratangebot miteinander zu vergleichen, wurden die intra-
zellulären Pools von kontinuierlichen Kulturen bei zwei ver-
schiedenen Durchflußraten bestimmt . Bei der Wahl der Durch-
flußraten konnte auf Ergebnisse von Schlösser (1987) zurück-
gegriffen werden . Sie konnte zeigen, daß mit Erhöhung der
Durchflußrate die Ethanolbildung zugunsten der Lactatbildung
zurückging . In Abänderung zu Schlösser (1987) wurde die Xylose-
konzentration von 15 auf 10 g/1 reduziert und die Hefeextrakt-
konzentration von 2 auf 6 g/1 , sowie die Eisensulfatmenge von
0,5 mg/1 auf 2,5 mg/1 erhöht .
Wie aus Tabelle 20 ersichtlich ist, stieg die Xyloseverbrauchs-
rate um das 1,7fache von 5,78 mmol/g TG-h bei D= 0,053 (h- 1 )
auf 8,52 mmol/g TG-h bei D= 0,103 (h-1) an . Beide Kulturen
waren nicht C-limitiert, da die Xylose nicht vollständig ver-
braucht wurde . Mit Erhöhung der Durchflußrate nahm die gebil-
dete Ethanolkonzentration ab, während die Lactatbildung um das
1,7fache anstieg . Die Ursache hierfür kann nicht der intrazel-
luläre FDP-Gehalt sein, da sich die FDP-Pools mit 2,0 und 2,6
nmol/mg TG nur wenig unterschieden . Die Werte waren vergleich-
bar mit denen der Fed-Batch-Kulturen, mit Ausnahme der Spitzen-
werte bei der Fermentation mit niedriger Xylosekonzentration .
Der Energy Charge betrug in beiden Kulturen 0,74, obwohl die
einzelnen Pools unterschiedlich groß waren .
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Tabelle 20 :Kontinuierliche Kultur mit T .finnii . Spezifische
Fermentationsraten und intrazelluläre Pools bei zwei
verschiedenen Durchflußraten . Die Kulturen befanden
sich jeweils im steady state .

n Werte liegen unter der Nachweisgrenze

ADP (nmol/mg TG)
AMP (nmol/mg TG)
Energy Charge

0,04
1,26
0,74

2,31
0,57
0,74

NADi- (nmol/mg TG) :50,10° 1,24
NADP+ (nmol/mg TG) :_0,50 :_0,50
NADH (nmol/mg TG) 1,19 1,95
NADPH (nmol/mg TG) 2,61 3,98
NAD(P)H / NAD(P) 6,3 4,8
catabolic reduction charge 0,92 0,61
anabolic reduction charge 0,84 0,89

Spezif .Fermentationsraten
Ethanol (mmol/g TG " h) 4,66 4,85
Acetat (mmol/g TG " h) 1,02 1,21
L-Lactat(mmol/g TG" h) 2,57 5,55
Xylose (mmol/g TG" h) 5,78 8,52

Durchflußrate (h-1) 0,053 0,103

Xylosekonz .im Zufluß (mM) 66,0 73,0
Zellkonz .(mg/ml) 0,49 0,76
Ethanol (mM) 43,05 35,78
Acetat (MM) 9,43 8,96
L-Lactat (mM) 23,80 40,96
Restxylose (mM) 12,53 10,10
Xyloseverbrauch (mmol/1 " h) 2,83 6,47
C-Bilanz (%) 85 82

intrazelluläre Metabolitkonz .
Fruc-1,6-P (nmol/mg TG) 2,03 2,6
ATP (nmol/mg TG) 3,65 3,72



Die Bestimmung der NAD(P,H)-Pools ergab wieder, daß in der

Zelle die Pyridinnucleotide vorwiegend in reduzierter Form vor-

liegen, und daß der NADPH-Pool größer ist als der NADH-Pool .

Der 'catabolic reduction charge' und der 'anabolic reduction

charge' sind in der gleichen Größenordnung wie in der Fed-

Batch-Fermentation mit bis zu 80 mM Xylose . Die gemessenen
NADPH-Pools von 2,6 bis 4 nmol/mg TG ergeben intrazelluläre
Konzentrationen von 1,2 bis 1,9 mM (die Umrechnung erfolgte mit

Werten von Zymomonas mobi1is, wobei 1 mg TG 2,13 gl Zellvolumen

entspricht, pers . Mitteilung T .Struch) . NADPH-Konzentrationen
in dieser Höhe inhibierten im in-vitro-Test die Lactat-Dehydro-

genase (siehe Abschnitt 3 .4 .4 .) . Es ist dehalb unklar, wieso es
trotzdem zu einer beträchtlichen Lactatbildung kam .

Beim Vergleich der spezifischen Gärraten (in mmol/g TG " h) wurde

wieder deutlich, daß bei einer Erhöhung der Xyloseverbrauchs-

rate um den Faktor 1,5 die Ethanol- und Acetatbildungsrate an-

nähernd gleich blieb, und nur die Lactatbildungsrate um den

gleichen Faktor anstieg wie der Xyloseverbrauch . Dies stimmt
mit den Beobachtungen in den Versuchen mit den aufkonzentrier-
ten Zellen überein (Abschnitt 2 .4 .) . Die Gärraten in Tabelle 20
zeigen weiter, daß der Metabolitfluß in Richtung Ethanol und
Acetat unabhängig von der Durchflußrate ist . Daraus kann man
schließen, daß die Regulation des Metabolitflußes auf der Ebene
der Lactat-Dehydrogenase und nicht auf dem Weg Pyruvat zu
Ethanol bzw . Acetat erfolgt . Gegen eine ausschließliche Regula-
tion des Metabolitflußes durch die Lactat-Dehydrogenase spre-

chen die gemessenen FDP-Konzentrationen, da bei annähernd glei-

cher FDP-Konzentration, die für eine volle Aktivierung der

Lactat-Dehydrogenase ausreichend ist, in der Kultur mit dem

höheren Xyloseverbrauch ein um den Faktor 2 höherer Metabolit-

fluß in Richtung Lactat erfolgt . Das bedeutet, daß die intra-

zelluläre FDP-Konzentration nicht allein entscheidend für die

erhöhte Lactatbildung bei Substratkonzentrationen über 66 mM

ist .
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Die Alkoholbildung mit thermophilen Bakterien wird unter ökono-
mischen Gesichtspunkten durch zwei Faktoren maßgeblich limi-
tiert . Der erste Faktor ist die geringe Ethanoltoleranz, der
zweite Faktor ist die Bildung beträchtlicher Mengen an Neben-
produkten wie Acetat und L-Lactat .

Die meisten Mikroorganismen, mit Ausnahme von einigen Hefen und
Zymomonas mobi1is, besitzen nur eine geringe Toleranz gegenüber
Ethanol (Sonnleitner,1983 ; Herrero,1983) . Thermophile Bakte-
rien, wie die Wildstämme von Clostridium thermocellum, Clostri-
dium thermohydrosulfuricum, T .ethanolicus und Clostridium
thermosaccharolyticum werden schon von 1 %(v/v) Ethanol in
Wachstum und Endproduktbildung gehemmt (Herrero und Gomez,1981 ;
Lovitt et al .,1984 ; Mancuso,1982 ; Carreira und Ljungdahl,
1983a ; Avgerinos et al .,1981) . Dies ist auch bei T .finnii der
Fall, wie sowohl in den Fed-Batch-Fermentationen als auch in
den Versuchen mit den konzentrierten Zellsuspensionen gezeigt
wurde . Die Adaption an das Wachstum in Gegenwart von Ethanol
induziert bei C1ostridium thermocellum eine Membran die Fett-
säuren mit niedrigem Schmelzpunkt enthält, und erhöhte somit
die Fluidität der Zellmembran (Herrero et a1 .,1982 und 1983) .
Neuere Untersuchungen mit Clostridium thermocellum zeigten, daß
in Gegenwart von Ethanol gewachsene Zellen höhere Konzentra-
tionen an Glucose-6-Phosphat und Fructose-6-Phosphat enthalten,
woraus gefolgert wurde, daß durch Ethanol, und dessen Wirkung
auf die Membranen, membrangebundene glycolytische Enzyme ge-
hemmt werden, und dadurch das Wachstum gestoppt wird (Herrero
et al .,1985) .
Die Selektion von Mutanten, die auch in Gegenwart von hohen
Ethanolkonzentrationen noch wachsen, ist ein Weg diese geringe
Ethanoltoleranz zu umgehen . Von einigen thermophilen Stämmen
wurden Mutanten isoliert, die bis zu 10%(v/v) Ethanol toler-
ieren (Wang et al .,1983 ; Carreira und Ljungdahl, 1983a ; Lovitt
et al .,1984 ; Mancuso, 1982) . Eine weitere Möglichkeit den hem-
menden Effekt des Ethanol zu umgehen, ist die kontinuierliche
Entfernung des gebildeten Alkohols, so daß keine hemmenden
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Ethanolkonzentrationen entstehen . Gleichzeitig wird das Produkt
aufkonzentriert . Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde,
kann mit dieser Methode die geringe Ethanoltoleranz von
T .finnii umgangen werden, allerdings bestehen noch Probleme in
der Effizienz der Abtrennung des Alkohols aus der Gasphase .

T .finnii bildet außer Ethanol noch Acetat und L-Lactat in un-
terschiedlichen Mengen, die von der Substratkonzentration ab-
hängen . Xylosekonzentrationen über 10 g/1 führen bei T .finnii
zu einer verstärkten Lactatbildung . Gleiches Verhalten zeigen
andere thermophile Bakterien wie T .ethanolicus, Clostridium
thermohydrosulfuricum und Clostridium thermosaccharolyticum
(Ljungdahl et al .,1981 ; Parkkinen und Mattila,1982 ; Wang und
Fang,1980) . Bei Clostridium thermohydrosulfuricum ging die
Ethanolausbeute von 80 % bei 10 g/1 auf 30 % bei 30 g/1 Xylose
zurück (Parkkinen und Mattila,1982) . Andere Kohlenstoffquellen,
wie Glucose und Cellobiose, bewirken ebenfalls einen Rückgang
der Ethanolausbeuten bei Konzentrationen über 10 g/1 (Brener
und Johnson,1984 ; Zeikus et al .,1981 ; Ljungdahl et a1 .,1981) .
Nur mit Stärke als C-Quelle bleibt auch in höheren Konzentra-
tionen die Ethanolausbeute hoch . So führten 7,5 % Stärke bei
Clostridium thermohydrosulfuricum noch zu keiner nennenswerten
Lactatbildung (Parkkinen und Korhola,1984 ; Parkkinen,1986), und
bei Ta .brock ii verbesserte sich das Ethanol-/Lactat-Verhältnis
von 0,7 mit Glucose auf 2,65 mit Stärke als C-Quelle (Ben-
Bassat,1981) . Es konnten aber auch Mutanten von T .ethanolicus
isoliert werden, mit denen man bis zu einer Xylosekonzentration
von 3 % noch gute Ethanolausbeuten erhielt (Wiegel und Puls,
1982 ; Carreira et a1 .,1982) . Auch in kontinuierlichen Kulturen
wurde entweder mit steigenden Substratkonzentrationen oder
Durchflußraten das Produktspektrum in Richtung Lactatbildung
verschoben (Zeikus et al .,1981 ; Wiegel et a1 .,1983 ; Parkkinen
und Mattila,1982 ; Schlösser,1987) . Als Erklärung für diesen Ef-
fekt wurde die Erhöhung des intrazellulären FDP-Gehaltes, als
Folge eines erhöhten Substratumsatzes, angeführt, wie dies der
Fall bei der Lactat-Dehydrogenase von Streptococcus bovis und
Streptococcus mutans ist, deren Aktivität durch steigende in-
trazelluläre FDP-Konzentrationen erhöht wird, hervorgerufen
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durch eine Erhöhung der Substratkonzentration (Yamada und
Carlsson,1975) .

In Rohextrakten von T.finn1i konnte eine FDP-aktivierbare
Lactat-Dehydrogenase nachgewiesen werden . FDP-abhängige Lactat-
Dehydrogenasen wurden auch in thermophilen und extrem thermo-
philen Bakterien, wie Clostridium thermocellum, Clostridium
thermohydrosulfuricum, Clostridium thermosaccharolyticum, Ta .
brock ii

	

und T .ethanolicus,

	

gefunden (Lamed und Zeikus,1980a und
b ; Ben-Bassat et a1 .,1981 ; Germain et al .,1986 ; Freier, 1984 ;
Carreira et a1 .,1982) . Gleichfalls sind solche Enzyme in meso-
philen Bakterien, wie in Stämmen von Streptococcen, Lactobacil-
len, allen Stämmen von Bifidobacterium, Acholeplasma laidlawii
und Cl ostridium acetobutylicum, beschrieben worden (Garvie,
1980 ; Freier,1984) .
Die Aktivität der L-Lactat-Dehydrogenase von T .finnii wird
durch die Konzentration an FDP, NADH, Pyruvat, NADPH und den pH
kontrolliert . Die Lactat-Dehydrogenase hat ein breites pH-Opti-
mum zwischen pH 6,2 und 7,4 ; oberhalb und unterhalb dieses pH-
Bereiches nimmt die Aktivität stark ab . Im Vergleich dazu ist
für die Lactat-Dehydrogenasen von anderen thermophilen Bakte-
rien ein pH-Optimum zwischen 5 und 6 beschrieben (Freier,1984) .
Das niedrige pH-Optimum hat den Vorteil, daß die Lactatbildung
bei leicht alkalischem pH in der Kultur unterdrückt werden
kann . Einige Milchsäurebakterien wie Streptococcus cremoris,
St reptococcus mutans und Acholeplasma laidlawii

	

besitzen eben-
falls Lactat-Dehydrogenasen mit einem pH-Optimum zwischen 6,5
und 7 (Garvie,1980) .
FDP hatte eine stark aktivierende Wirkung auf die Lactat-
Dehydrogenase-Aktivität . Ohne Effektor wurde keine Reaktion be-
obachtet . Sowohl bei Clostridium thermohydrosulfuricum als auch
T .ethanolicus wurde eine geringe FDP-unabhängige Reaktion be-
obachtet, bei T .ethano1icus nur zwischen pH 4 und 6,5 (Genmain
et al .,1986 ; Carreira und Ljungdah1,1983b) . FDP erniedrigt die
apparenten KM-Werte sowohl für Pyruvat als auch NADH, so daß
mit zunehmender FDP-Konzentration die Affinität des Enzyms für
Pyruvat und NADH zunimmt, so wie dies bei Acholeplasma laid-

lawii und Clostridium thermohydrosulfuricum auch der Fall ist
(Neimark und Tung,1973 ; Germain et al .,1986) . Bei Baci1lus
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stearothermophi1us besteht der Mechanismus der Aktivierung da-
rin, daß durch Bindung von FDP die wenig aktive dimere Form in
die aktive tetramere Form übergeht und stabilisiert wird . Pro
Tetramer werden zwei FDP-Moleküle gebunden (Clarke et al .,
1986) .
Bei T .finnii wurden ähnliche KM-Werte für NADH und Pyruvat be-
stimmt, wie sie auch Germain et al .(1986) für Clostridium
thermohydrosulfuricum fanden. Nach Freier (1984) sind die Km-
Werte von Clostridium thermohydrosulfuricum für Pyruvat mit 2,8
mM auch bei sättigenden FDP-Konzentrationen wesentlich höher .
Lamed und Zeikus (1980a) fanden bei Ta .brockii und Clostridium
thermocellum sehr niedrige KM-Werte für Pyruvat . Diese Organis-
men bilden aber auch sehr viel mehr Lactat . Pyruvatkonzentrati-
onen über 4 mM bewirkten eine Hemmung des Enzyms bei T .finnii .
Ähnliches Verhalten ist auch für die Lactat-Dehydrogenase von
Clostridium acetobutylicum beschrieben (Freier, 1984) .
Die Korrelation zwischen intrazellulärer FDP-Konzentration und
Lactatbildung konnte bei einer Reihe von Bakterien nachgewiesen
werden, wobei die intrazelluläre FDP-Konzentration von der C-
Quelle und der Substratkonzentration abhängig war . Yamada und
Carlsson (1975) fanden in Streptococcen-Zellen bei Glucose-
überschuß, einhergehend mit hoher Lactatbildung, zwischen 10
und 35 gmol FDP/g TG , bei Glucoselimitierung nahezu 0 . Germain
et al .(1986) fanden ein Zunahme der FDP-Konzentration von 1,7
gmol/g TG bei 5g/1 Glucose auf 13,4 pmol/g TG bei 20 g/1 Glu-
cose . Aber nicht nur die Substratkonzentration hat einen Ein-
fluß auf die FDP-Konzentration, sondern auch die C-Quelle .
Schnell verwertbare Substrate wie Glucose führten bei Ta .
brockii zu einem intrazellulären FDP-Pool von 52 gmol/g TG,
während die gleiche Menge Stärke, die nur langsam abgebaut
wurde, nur zu 2 gmol/g TG führten . Hierbei korrelierte die Lac-
tatbildung mit dem intrazellulären FDP-Pool (Ben-Bassat et
al .,1981) .
Die Bestimmung der intrazellulären FDP-Pools bei T .finnii er-
brachte bei den kontinuierlichen Kulturen keine großen Unter-
schiede, obwohl die Lactatbildung in der Kultur mit der größe-
ren Durchflußrate fast doppelt so groß war . Ebenso wurde in den
Fed-Batch-Fermentationen mit niedriger Substratkonzentration
wenig Lactat gebildet, obwohl die FDP-Pools zum Teil sehr hoch
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waren . Dies zeigt, daß hohe FDP-Konzentrationen in T .finnii
nicht notwendig zu hoher Lactatbildung führen, und daß die Lac-
tatbildung nicht nur durch die FDP-Konzentration bestimmt wird,
sondern daß die eigentlichen Substrate NADH und Pyruvat die
Aktivität mitbestimmen . NADH ist wohl kaum geschwindigkeitsbe-
stimmend, da sehr hohe NADH-Pools bestimmt wurden, und der KM-
Wert für NADH sehr niedrig ist . Da der KM-Wert der Lactat-
Dehydrogenase für Pyruvat bei sättigenden FDP-Konzentrationen
mit 0,35 mM um den Faktor sechs mal höher ist als für NADH,
könnte die Aktivität der Lactat-Dehydrogenase folglich durch
den Pyruvat-Pool bestimmt werden .
Die Hemmung der Lactat-Dehydrogenase von T .finnii ist sehr spe-
zifisch . Nur NADPH bewirkte eine vollständige Inhibierung in
Konzentrationen, wie sie in der Zelle auftreten, da intrazel-
luläre NADPH-Pools mit bis zu 4 nmol/mg TG (entspricht ca 1,8
mM) bestimmt wurden . Die Lactat-Dehydrogenase von C1ostridium
acetobutylicum und T . ethanolicus werden ebenfalls durch NADPH-
Konzentrationen über 1 mM gehemmt (Freier,1984 ; Carreira et
a1 .,1982) . Inwieweit NADPH die Lactatbildung in diesen Bakte-
rien beeinflußt, ist nicht bekannt . Eine Hemmung anderer be-
kannter Lactat-Dehydrogenasen durch NADPH ist nicht beschrie-
ben (Garvie,1980) .

Sowohl in den Fed-Batch-Fermentationen als auch kontinuierli-
chen Kulturen waren die Ethanolbildungsraten (mmol Ethanol/
g TG " h) unabhängig von der Xyloseabbaurate . Nahm die Xylose-
abbaurate zu, veränderte sich die Ethanol- und Acetatbildungs-
rate kaum, während die Lactatbildungsrate um den gleichen Fak-
tor wie der Xyloseabbau zunahm, bei annähernd gleicher intra-
zellulärer FDP-Konzentration . Daraus kann man schließen, daß
der Metabolitfluß in Richtung Ethanol- und Acetatbildung gegen-
über der Lactatbildung bevorzugt wird, daß sie aber nur mit ei-
ner bestimmten Geschwindigkeit ablaufen kann . Für die Ethanol-
bildung ist die Bereitstellung von NADH und NADPH sowie Acetyl-
CoA und Acetaldehyd wichtig .

Die bei der Pyruvatdecarboxylierung auf Ferredoxin übertragenen
Elektronen müssen auf NAD oder NADP übertragen werden, um Etha-
nolausbeuten über 50% der Theorie zu erhalten (siehe auch Abb .l
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und 26) . Die Übertragung erfolgt mittels Ferredoxin-NAD(P)-
Oxidoreduktasen . Lamed und Zeikus (1980a) führen Unterschiede
im Endproduktspektrum zwischen Clostridium thermocellum LQR1
und Ta .brockii auf unterschiedliche Aktivitäten dieser Oxido-
reduktasen zurück . Aufgrund der gemessenen Enzymaktivitäten

Pyruvat

Glycolyse

	

Ferredoxin H2

L-Lactat

NADH

	

NADPH

Ethanol

Abb .26 : Katabolischer Elektronenfluß in T .finnii durch rever-
sible Oxidoreduktasen und Transhydrogenase

ist die NADH-Bildung in T .finnii gegenüber der NADPH-Bildung
bevorzugt . Die Endprodukthemmung der Ferredoxin-NAD-Oxidoreduk-
tase ist mit einem Ki von 0,75 mM NADH nicht so ausgeprägt wie
bei Clostridium pasteurianum mit einem Ki von 0,02 mM NADH
(Jungermann et al .,1973), so daß in T .finnii auch höhere NADH-
Konzentrationen entstehen können . Dies wurde auch durch die Be-
stimmung der intrazellulären Pools bestätigt . Die Ferredoxin-
NADP-Oxidoreduktase wurde schon durch 0,2 mM NADPH vollständig
gehemmt, so daß die gemessenen großen NADPH-Pools nicht mittels
dieses Enzymes entstehen konnten . Deshalb muß eine direkte
Übertragung von Elektronen von NADH auf NADP durch eine Trans-
hydrogenase angenommen werden, denn nur über diese Aktivität
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können die bis zu 2 mM großen NADPH-Pools entstanden sein . Eine
direkte Elektronenübertragung von NADH nach NADPH ist bisher
für thermophile Ethanolbildner nicht beschrieben worden .

Die gemessenen intrazellulären NADH- und NADPH-Pools in T .
finnii waren sehr viel höher als für andere aerobe, fakultativ
anaerobe und strikt anaerobe Bakterien berichtet wird . Die
NAD(P)-Pools waren dagegen niedriger als bisher beschrieben
(London und Knight, 1966 ; Wimpenny und Firth,1972 ; Matin und
Gottschal,1976 ; Andersen und von Meyenburg,1977) .
Nach Andersen und von Meyenburg (1977) wird der 'catabolic
reduction charge' (NADH/NAD+NADH) bei E .coli sehr streng um den
Wert 0,05 reguliert, und C-Limitierung oder Sauerstoffmangel
haben keinen Einfluß auf den Wert bzw . nur kurzzeitig . Wimpenny
und Firth (1972) finden dagegen, daß unter anaeroben Bedingun-
gen die Summe an reduzierten Nucleotiden etwas ansteigt . Einen
annähernd konstanten NADH-Pool wurde in der Fed-Batch-Fermenta-
tion mit bis zu 80 mM Substrat gemessen, aber auf einem sehr
viel höheren Niveau . Durch einen niedrigen 'catabolic reduction
charge' können bevorzugt Oxidationen ablaufen und so Redukti-
onsäquivalente freigesetzt werden (Andersen und von Meyenburg,
1977) . Der 'anabolic reduction Charge' (NADPH/NADP+NADPH) ist
in E .coli höher als der 'catabolic reduction Charge', so daß
NADPH-abhängige Reaktionen im Anabolismus begünstigt sind . Der
'anabolic reduction charge' wird auch nicht so stark reguliert,
und Hungern bewirkte bei E.coli ein Absenken des Charges von
0,45-0,5 auf 0,1-0,2 (Andersen und von Meyenburg,1977) . Für
strikt anaerobe Bakterien wurde für Clostridium pasteurianum
ein 'catabolic reduction charge' von 0,1 und ein 'anabolic
reduction Charge' von 0,5 beschrieben (Petitdemange et al .,
1976) .
Bei T .finnii kann eine strikte Trennung zwischen 'anabolic
reduction Charge' und 'catabolic reduction Charge' nicht vorge-
nommen werden, da NADPH durch die NADPH-abhängige Alkohol-
Dehydrogenase auch am Katabolismus beteiligt ist . Hier ist es
eher angebracht von 'reduction Charge' zu sprechen, also das
Verhältnis der reduzierten zu den oxidierten Nucleotiden . Das
NAD(P)H/NAD(P)-Verhältnis schwankte zwischen 0,4 und 6,3 und
war sehr hoch im Vergleich zu anderen Mikrorganismen, bei denen
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dieses Verhältnis zwischen 0,06 bei Penicillium chrysogenum und
0,26 bei Pseudomonas spec . variierte (Führer et al .,1980) .
Dieses hohe Verhältnis bedeutet für T .finnii, daß Reduktionen
(=NAD(P)-Regenerierung) bevorzugt sind, und der Stoffwechsel-
fluß durch NAD limitiert werden kann . Einen Hinweis darauf, daß
der Gesamtmetabolismus durch das Verhältnis der oxidierten zu
den reduzierten Nucleotiden reguliert wird, zeigen Versuche mit
Ta . brockii, wo durch Zugabe der Elektronenakzeptoren Aceton,
Thiosulfat oder Sulfit sowohl das Wachstum als auch der Gluco-
severbrauch beträchtlich gesteigert wurde (Ben-Bassat et al .,
1980) . NAD(P)H/NAD(P)-Verhältnisse können sogar direkt Enzym-
aktivitäten beeinflußen, wie dies für die NAD-Xylitol-Dehydro-
genase und Xylosereduktase aus Pachysolen tannophi1us der Fall
ist . Die NAD-Xylitol-Dehydrogenase wird durch den 'catabolic
reduction charge' reguliert, wobei ein steigender 'catabolic
reduction charge , die Xylitolbildung begünstigt . Die Xylose-
reduktase wird durch den 'anabolic reduction charge , reguliert,
interessanterweise unabhängig von der Gesamtkonzentration an
NADP und NADPH (Ditzelmüller et al .,1984 a und b) . In fakulta-
tiv aeroben Bakterien wird angenommen, daß das steigende NADH/
NAD-Verhältnis das Signal für anaerobe Bedingungen für die Zel-
le ist, und Stoffwechselwege induziert werden (Vollbrecht,
1982) .

Die Bildung von Acetat in anaeroben Bakterien hängt von der
Möglichkeit ab~molekularen Wasserstoff zu bilden . Für Redukti-
onsäquivalente,die als molekularer Wasserstoff freigesetzt wer-
den können, braucht die Zelle keinen Wasserstoffakzeptor zu
synthetisieren, und kann aus Acetyl-CoA Acetat bilden, und da-
bei ATP regenerieren . Die Freisetzung von Wasserstoff, und da-
mit die Acetatbildung, hängt von der Wasserstoffkonzentration
in der Umgebung ab . Ben-Bassat et al . (1981) konnten bei
Ta .brockii zeigen, daß mit einer Erhöhung der Wasserstoffkon-
zentration in der Kultur von 0 auf 0,3 atm die Wasserstoffbil-
dung auf ä zurückging . Gleichzeitig wurde weniger Acetat und
mehr Ethanol und Lactat gebildet, so daß das Verhältnis an re-
duzierten Endprodukten (Ethanol und Lactat) zu Acetat von 10,5
auf 14,6 anstieg . Durch eine weitere Erhöhung des Wasserstoff-
partialdruckes auf 0,5 atm stieg das Verhältnis auf 23 an, so



daß über eine Hemmung der Hydrogenase durch H 2 die Bildung von
reduzierten Endprodukten erhöht werden kann . Die Wasserstoff-
konzentration im Kulturmedium kann über die Rührgeschwindigkeit
des Fermenters reguliert werden . Su et al . (1981) konnten mit
Kulturen von C1ostridium thermoce11um zeigen, daß mit steigen-
der Rührgeschwindigkeit das Ethanol-/Acetatverhältnis kleiner
wurde, und die H2-Konzentration in der gerührten Kultur drei
mal kleiner war als in Kulturen ohne Rührung . Dies wäre auch
eine Erklärung für die erhöhte Acetatbildung in den Versuchen
mit den konzentrierten Zellsuspensionen, wo durch häufiges Pro-
beziehen und Nachtitrieren des pH per Hand, der gebildete Was-
serstoff besser aus dem Medium entweichen konnte, und so die
höhere Acetatbildung ermöglichte . Welches Enzym des Acetatbil-
dungsweges in Gegenwart hoher H2-Konzentrationen gehemmt wird,
ist in thermophilen Bakterien bisher nicht untersucht worden .
In E .co1i hemmt NADH die Phosphotransacetylase, das erste Enzym
auf dem Weg zur Acetatbildung (Suzuki et a1 .,1969) .

Zwischen der Ethanol-/Acetatbildung und der Lactatbildung be-
steht eine Konkurrenz um Pyruvat . Pyruvat kann entweder direkt
zu L-Lactat reduziert, oder aber oxidativ zu Acetyl-CoA decar-
boxyliert werden . Hier spalten sich die Wege in Richtung Ace-
tat- oder Ethanolbildung (Abb . 27) . Die spezifischen Ethanol-
und Acetatbildungsraten blieben in den kontinuierlichen Kul-
turen gleich, obwohl die Lactatbildungsrate zunahm . Dies zeigt,
daß die Geschwindigkeit der Acetyl-CoA-Bildung durch die Lac-
tatbildung nicht beeinträchtigt wird, was auf eine größere Af-
finität der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Pyruvat hin-
weist, als die der Lactat-Dehydrogenase zu Pyruvat . In den Ver-
suchen mit den konzentrierten Zellsuspensionen konnten die Kul-
turen, aufgrund stärkerer Rührung oder häufigerem Probeziehen,
mehr Wasserstoff entwickeln, so daß die Acetatbildung, und da-
mit die Geschwindigkeit der Acetyl-CoA-Bildung, anstieg . Dies
zeigt, daß die Acetyl-CoA-Bildung nicht limitierend für die
Ethanolbildung sein kann .
Die geringe Acetaldehyd-Dehydrogenase-Aktivität ist vermutlich
die Ursache für die beobachtete gleichbleibende Ethanolbild-
ungsrate bei unterschiedlichem Substratverbrauch . Bei niedrigen
Substratkonzentrationen, und damit geringerem Substratumsatz,
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Abb .27 : Mögliche Pyruvatabbauwege .
LDH : Lactat-Dehydrogenase
PFO : Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase
AcDH : Acetaldehyd-Dehydrogenase
PTA : Phosphotransacetylase

dominiert die Alkoholbildung, aufgrund des günstigeren Metabo-
litflußes in Richtung Acetyl-CoA . Mit Erreichen der maximalen
Geschwindigkeit der Acetaldehydbildung staut sich Acetyl-CoA
an . Da die Acetatbildung durch die Wasserstoffabgabe limitiert
ist, erhöht sich der Acetyl-CoA- und Pyruvatpool . Erst jetzt,
mit Erhöhung des Pyruvatpools, setzt die Lactatbildung ein .
Dies würde auch die unterschiedliche Lactatbildung bei annä-
hernd gleichem FDP-Gehalt erklären, zumal der KM-Wert der Lac-
tat-Dehydrogenase für Pyruvat hoch ist . Um dies zu bestätigen,
müßten die Pyruvat- und Acetyl-CoA-Pools sowie die KM-Werte für
Acetyl-CoA-Bildung und -Verbrauch bestimmt werden .
Eine Endprodukthemmung der Alkohol-Dehydrogenase kann ausge-
schlossen werden, da frühere in-vitro-Untersuchungen gezeigt
haben, daß die NADPH-abhängige Alkohol-Dehydrogenase erst in
Gegenwart von 19% (v/v) Ethanol zu 50% gehemmt wird (Schmid,
1984) . Ähnliche Eigenschaften sind auch für die Enzyme aus
Ta .brockii und Clostridium thermohydrosulfuricum beschrieben
(Lamed und Zeikus,1981a) .



Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen verschiedene Wege auf, um
die Ethanolbildung aus Zuckern mit thermophilen Bakterien wirt-
schaftlich interessant zu machen . So konnte gezeigt werden, wie
die Regulation der Nebenproduktbildung in Abhängigkeit von der
Substratkonzentration erfolgt, und daß die Ethanolbildung auf

dem Weg von Pyruvat zu Ethanol limitiert ist . Die Isolierung

von Mutanten deren Lactat-Dehydrogenase-Aktivität blockiert

ist, ist deshalb nur dann sinnvoll, wenn gleichzeitig der Meta
gesteigert wird, da eventuell
aufgrund mangelnder Möglichkeiten
Hemmung des Organismus führen

Das Problem der geringen Ethanoltoleranz kann durch
Isolierung von Stämmen mit hoher Ethanoltoleranz und guten
Ethanolausbeuten gelöst werden, wie dies bereits bei anderen
thermophilen Stämmen erreicht wurde (Avgerinos et al .,1981 ;
Carreira et al .,1982) . Eine andere Lösung für dieses Problem
ist der kontinuierliche Abzug des Alkohols, dessen Effekt be-

reits in dieser Arbeit demonstriert wurde . Zusammen mit Biomas-

serückhaltung oder Immobilisierung könnte die Raum-Zeit-Aus-

beute erhöht, und so das Verfahren für eine wirtschaftliche
Nutzung interessant werden .

bolitfluß in Richtung Ethanol
hohe Substratkonzentrationen,
NAD zu regenerieren, zu einer
können .



V . ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Xylosevergärung durch das
thermophile Bakterium Thermoanaerobacter finnii untersucht,
insbesondere die Regulation der Endproduktbildung in Abhängig-
keit von der Substratkonzentration .

1 . Ein neu isoliertes sporenbildendes Bakterium (AKO-1) konnte
aufgrund morphologischer und physiologischer Eigenschaften
und durch Vergleich von GC-Verhältnissen und DNA-Homologien
mit anderen thermophilen Stämmen als nah verwandt zu dem
nichtsporenbildenden Bakterium Thermoanaerobacter ethanoli-
cus klassifiziert werden, und wurde als Thermoanaerobacter
finnii eingeordnet .

z . Bei der Vergärung von Xylose zu Ethanol, Acetat, L-Lactat,
C02 und H2 ist das quantitative Verhältnis der gebildeten
Endprodukte von der Substratkonzentration abhängig . In
Batch-Fermentationen mit Xylosekonzentrationen über 66 mM
ging die Ethanolausbeute von 1,25 auf 0,85 mol Ethanol/mol
Xylose zurück (max . Ausbeute ist 1,66 mol/mol Xylose) und
die Lactatbildung nahm zu . In Fed-Batch-Fermentationen mit
stationären Xylosekonzentrationen zwischen 20 und 60 mM
blieb die Lactatkonzentration gering (2 mM), und aus 200 mM
Xylose wurden 230 mM Ethanol gebildet, dies entspricht einer
Ausbeute von 70 % des theoretisch maximal erreichbaren Wer-
tes . Mit steigendem Xyloseverbrauch nahm die Lactatbildungs-
rate zu (von 0,04 auf 1,52 mmol/1 " h), während die Ethanol-
bildungsrate (5,2 bzw . 4,6 mmol/1 " h) weitgehend konstant
blieb . Die hemmende Wirkung von Ethanol auf Wachstum und
Produktbildung konnte durch kontinuierlichen Abzug des ge-
bildeten Alkohols aus dem Kulturmedium, mittels eines iner-
ten Gasstromes, umgangen werden, so daß der Xyloseverbrauch
von 200 auf 400 mM gesteigert wurde .

3 . Enzymatische Untersuchungen ergaben, daß T .finnii Xylose zu
Xylulose und Xylulose-5-Phophat umsetzt, das dann mit Enzy-
men des Pentosephosphatweges und der Glycolyse zu Pyruvat
abgebaut wird . Fructose-1,6-diphosphat ist ein Aktivator der



Lactat-Dehydrogenase, und führt bei dem Enzym zur Erniedri-
gung der KM-Werte für NADH und Pyruvat . Die Lactat-Dehydro-
genase hat ihr pH-Optimum bei pH 7,0 und wird durch 2 mM
NADPH vollständig gehemmt . Die Ferredoxin-NAD-Reduktase hat-
te mit 1,1 U/mg Protein eine 10 mal höhere Aktivität als die
Ferredoxin-NADP-Reduktase . Es wurde erstmals in einem ther-
mophilen Ethanolbildner eine Transhydrogenase nachgewiesen,
die Elektronen von NADH auf NADP überträgt . Die Aktivität
der Acetaldehyd-Dehydrogenase war im Vergleich zu den ande-
ren katabolen Enzymaktivitäten in T .finnii mit 0,03 U/mg
Protein sehr gering .

4 . Intrazelluläre Metabolit-Bestimmungen ergaben 1,5 bis 4 nmol
NADPH/mg TG und 0,6 bis 2 nmol NADH/mg TG, während die NAD-
und NADP-Konzentrationen, mit 0,1 bis 1,2 nmol NAD/mg TG
bzw . 0,5-1,2 nmol NADP/mg TG geringer waren . Die intrazellu-
lären Fructose-1,6-diphosphat-Konzentration lag zwischen 1,2
und 8,4 nmol/mg TG . Diese intrazellulären FDP-Konzentration-
en sind für eine volle Aktivierung der Lactat-Dehydrogenase
ausreichend, so daß die Lactatbildung vermutlich nicht nur
von der intrazellulären FDP-Konzentration abhängig ist, son-
dern von der intrazellulären Pyruvatkonzentration .
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