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1. EINLEITUNG

Die Herstellung alkoholischer Gatranke wie Bier und Wein ist ein seit Jahrtausenden

genutztes biotechnologisches Verfahren. Die alkoholischen Garunqen erfolgten meist mit

Hilfe von Hefen wie Seccherornvces-, Torula- oder Kluyveromyces-Arten (Phaff, 1984).

In den letzten Jahren nahm das Interesse an der fermentativen Ethanolproduktion aus

nachwachsenden Rohstoffen zu (Lvnd et al., 1991). Dabei gewann die Fermentation mit

Bakterien, insbesondere mit dem Bakterium Zymomonas mobilis, zunehmend

Aufmerksamkeit (Esser und Karsch, 1984; Rogers et al., 1982). Es zeigte sich, daIS

Z. mobilis gegenuber der Hefe Saccharomyces car/sbergensis mehrere Vorteile im

Hinblick auf eine effektive Ethanolproduktion aufweist (Bringer et al., 1984a):

die Ethanolproduktionsgeschwindigkelt (glg·h) ist etwa 5 mal schneller

die Wachstumsrate (1 /h) ist unqefahr doppelt so hoch

die Ethanolausbeute betraqt 95 % der Theorie gegenuber 90% bel der Hefe.

Aul3erdem vereinfacht sich die Produktion mit Z. mobilis, da nicht wle bei Hefen zwei

ProzelSphasen (aerobe Wachstumsphase und anaerobe Produktionsphase) gesteuert

werden mussen.

Barker und Hillier isolierten Zymomonas mobilis erstrnals 1911 in England aus Most, der

durch einen hohen Zuckergehalt in Fehlgiirung ubergegangen war. 1924 isolierte Lindner

Z. mobilis in Mexiko aus garendem Agavensaft (Pulque). Z. mobilis ist in tropischen

tandem Amerikas, Asiens una Afrikas an der Garunq von zuckerhaltigen Ptlanzensaftan

wie z.B. Palmwein beteiligt. lruden 50er Jahren wurde Z. mobilis auch als Kontamination

beim Bierbrauen erkannt (Swings und de Ley, 1977).

Z. mobilis ist ein stabchentormiqes gramnegatives Bakterium mit einer Lange von 2 bis

6 11m und einem Durchmesser von 1 bis 1.4 urn. Die Zellen hangen oft paarweise

zusammen und sind polar begeilSelt. Sporenbildung oder Dauerstadien wurden nicht

gefunden (Swings und de Ley" 1977).

Entsprechend seinem Vorkommen in Pflanzensaften zeichnet sich Z. mobilis durch eine

hohe Zuckertoleranz aus (Swings und de Ley, 1977; Struch, 1992). Das Bakterium kann

in Gegenwart von Glucosekonzentrationen bis zu 40% wachsen. Diese Toleranz beruht

nach Struch et al. (1 991) auf einer sehr schnellen Giucoseaufnahme mittels erleichterter

Diffusion. So konnen in Batchfe tmentationen hohe Glucosekonzentrationen schnell und

effizient zu Ethanol und C02 umgesetzt werden.,£\ul3erGlucose werden noch Fructose

und Saccharose verwertet.
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Wachstumsrate und spezifische

Fermentation akkumuliert (Rogers et

Wahrend die meisten Bakterien bei Ethanolkonzentrationen von 1 bis 2% im Wachstum

gehemmt werden, hat Z. mobilis eine unqewohnlich hohe Ethanoltoleranz. So konnen in

Batchfermentationen bis zu 13% Ethanol gebildet werden (Rogers et al., 1982).

Z. mobilis setzt die Zucker anaerob uber den Entner-Doudoroff-Weg sowie die Enzyme

Pyruvat-Decarboxylase und Alkohol-Dehydrogenase um (Gibbs und DeMoss, 1954;

Kinoshita et al., 1985; Neale et al., 1986; Bringer-Meyer et al.. 1986). Es ist bislang

kein weiteres Bakterium bekannt, das den Entner-Doudoroff-Weg anaerob nutzt

(Conway, 1992). Die Energieausbeute betraqt nur 1 mol ATP pro mol Glucose und

bedingt den geringen Zellertrag von 3 bis 7 9 Zelltrockenmasse pro mol Glucose (Rogers

et al., 1982). Eine Energiekonservierung unter aeroben Bedingungen mittels oxidativer

Phosphorylierung wurde von Kalnenieks et al. (1993) nachgewiesen. Doch zeigte

Z. mobilis unter aeroben Bedingungen nur ein geringes Wachstum (Belaich und Senez,

1965), da dann Acetaldehyd zu inhibierenden Konzentrationen akkumulierte (Bringer et

al., 1984b).

Trctz der hohen Ethanoltoleranz sinken

Ethanolbildungsrate, wenn Ethanol im Laufe einer

al., 1982; Osman et al., 1987).

Verschiedene Mechanismen der Ethanolhemmung in Mikroorganismen sind bekannt. In

E. coli wird das Wachstum schon bei geringen Ethanolkonzentrationen gehemmt durch:

Storunq der Peptidoglykan-Synthese

unspezifische Herabsetzung der RNA-, DNA- und Proteinbildungsrate

Storung der Zellteilung.

Weiterhin wurde eine reversible Hemmung der Transportproteine durch Ethanol in E. coli

gezeigt und eine in Abhanqiqkeit von der Ethanolkonzentration veranderte Fettsaure

Zusammensetzung der Membranlipide (Ingram und Buttke, 1984).

Ais Ursachen der Wachstumsinhibierung in Z. mobilis wurden Energiemangel,

Inhibierung anaboler Reaktionen und Kofaktorverlust durch Permeabilisierung der

Membran diskutiert. Ingram (1986) postulierte, da~ Ethanol uber eine Permeabilisierung

der Membran zum Verlust von Metaboliten fuhre. In darauf folgenden Untersuchungen

wurde jedoch gezeigt, da~ der Kofaktorverlust nur eine geringfUgige Rolle spielt (Osman

et al., 1987). Vielmehr belegen mehrere Untersuchungen, da~ die Membranstruktur von

Z. mobilis an hohe Ethanolkonzentrationen anqepafst ist. So wurde bei steigenden

Ethanolkonzentrationen keine Anderung dar Fettsaure-Zusammensetzungbeobachtet,

die Phospholipidfraktion enthielt konstant 70% cis-Vaccensaurereste (Carey und Ingram,

1983). Autserdem sind in die Membran Hopanoide integriert. Diese pentazyklischen

Triterpenoide stabilisieren ahnlich wie die Steroide bei Hefen die Membran. Der
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Hopanoidgehalt ist uber einen we-ten Bereich von Ethanolkonzentrationen konstant und

verringert somit die passive Permeab litat der Membran (Hermans et al., 1991),

Bringer-Meyer und Sahm (1938a) konnten zeigen, daB durch Ethanol eher das

Wachstum als die Garunqsaktivitat beeintrachtiqt wird. Eine Inhibierung anabaler

Reaktionen durch Ethanol kormts am Beispiel der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

nachgewiesen werden, deren Aktivitat in Gegenwart von 15% Ethanol nur noch 10%

der ursprOngfichen Aktivitat betrug (Bringer-Meyer und Sahm, 1989). In der gleichen

Untersuchung wurde dagegen unter den katabolen Enzymen Pyruvat-Kinase,

Glucokinase und Pvruvat-Decarboxvlase lediglich die pyruvat-Kinase in Gegenwart von

10% Ethanol um 14% gehemmt. Die Aktivitaten der Enzyme Glucokinase und Glucose

6-Phosphat-Dehydrogenase bfieben konstant. wenn die Zellen aus kontinuierlichen

Fermentationen mit Ethanolkonzentrationen zwischen 5 und 60 gil getestet wurden

(Park et al., 1988). Millar et al. !1982) konnten zeigen, daB die fUr den Entner

Doudoroff-Weg spezifischen Enzyme gegenOber Ethanol relativ stabil sind. 1m Gegensatz

zur Untersuchung von Bringer-Meyer und Sahm (1989) fanden sie jedoch eine Hemmung

der Pyruvat-Decarboxylase und auch der Phosphoglycerat-Kinase bei

Ethanolkonzentrationen Ober 5 'fa. DarOberhinaus wiesen sie darauf hin, daB in vivo

aufgrund geringerer Substratkonzentrationen mit einer Inhibierung weiterer Enzyme

durch Ethanol zu rechnen sei (M~lar at al., 1982).

Z. mobilis bildet aufser Ethanol und C02 eine Reihe von Nebenprodukten. Bei Wachstum

mit Fructose wurden mehr Nebenprodukte gefunden als bei Glucose (McGill und Dawes,

1971). In Batchfermentationen von 15% Fructose wurden 0.2 gil Lactat, 0.6 gil Acetat,

0.5 gil Acetoin, 0.3 gil Acetaldehyd, 2.5 gil Glycerin, 5.9 gil Dihydroxyaceton, 3.7 gil

Mannit und 0.4 gil Sorbit irn Oberstand gemessen (Viikari, 1988). Schon frOh war

erkannt worden, dafs aueh die Kultivierungsbedingungen die Nebenproduktbildung

beeinflussen. So wurde bei der Verga rung von Glucose durch Z. mobilis eine Steigerung

der Acetoin- und Acetaldehydbildung durch BelOften des Fermenters beobachtet

(Schreder et al., 1934),

1m Vergleich zu Z. mobilis wird von Hefen ein groBerer Anteil des Substrats zu

Nebenprodukten umgesetzt. So connte gezeigt warden, dars Saccharomyces bayanus in

einer Batchfermentation mit 15% Glucose 3.6 gil Glycerin produzierte (Amin et ai.,

1983). Die Nebenproduktbildung der Hefen wurde zur industriellen Produktion von

Glycerin genutzt. Durch Zusatz von Hydrogensulfit wurde Acetaldehyd gebunden, das

sornit nicht mehr als Akzeptor der Heduktionsequivelente zur VerfUgung stand. Daher

wurde stattdessen Oihvdroxvaceton-Phosphat reduziert und schliefslich Glycerin

ausgeschieden (Wartenberg, 1989). 1m Gegensatz zu Saccharomyces sp. wurden die
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Reaktionen, die bei Z. mobilis zu Glycerin bzw. Dihydroxyaceton fuhren, bisher nicht

beschrieben. Die Kenntnis dieser Reaktionen ware jedoch wichtig, da durch die

Nebenproduktbildung in Batchfermentationen mit Fructose die Ethanolausbeute um ca.

5% verringert wird (Toran-Diaz et al., 1983; Viikari und Korhola, 1986), wobei Glycerin

und Dihydroxyaceton die menqenrnalsig wichtigsten Nebenprodukte sind. AuBerdem

wiesen Viikari und Korhola (1986) nach, daB der Zellertrag in Batchfermentationen in

Gegenwart von 5 gil Dihydroxyaceton urn 20% sinkt.

FOr die Bildung von Glycerin und Dihydroxyaceton wurden zwei Wege vorgeschlagen:

Viikari und Korhola (1986) postulierten, daB Glycerin und Dihydroxyaceton ausgehend

von den Triosephosphaten gebildet wOrden. Durch die Bildung von Mannit aus Fructose

wOrde die Redoxbilanz qastort. Infolgedessen wOrden vermehrt Glycerinaldehyd-3

Phosphat und Dihydroxyaceton-Phosphat vorliegen und Reaktionen begOnstigt, die

schlief.llich zu Dihydroxyaceton und Glycerin fUhren. Dagegen nahm Sprenger (1993) an,

daB Dihydroxyaceton direkt aus Fructose-6-Phosphat entsteht, indem dieses in einer

Nebenreaktion der KDPG-Aldolase gespalten wOrde. Aus Dihydroxyaceton wOrde durch

eine Glycerin-Dehydrogenase Glycerin gebildet.

Die Anwendung der Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie) fur das

Studium bio!ogischer Systeme hat seit den 70-er Jahren an Bedeutung gewonnen. Zwei

Messtechniken wurden aus dem Prinzip der Kernspinresonanz entwickelt. Zum einen die

Kernspin-Tomographie, die vorwiegend in der medizinischen Forschung und Diagnostik

angewandt wird. Zweitens die hochauflosende Kernresonanz-Spektroskopie, mit deren

Hilfe u.a, der Metabolismus von Zellen untersucht wird. Zwei technische Fortschritte

verbesserten die Nachweisempfindlichkeit der NMR-Spektroskopie erheblich:

die Entwicklung der gepulsten Fourier-Spektroskopie

die EinfUhrung supraleitender Hochfeldmagneten.

Die EinfOhrung zweidimensionaler Kernresonanzexperimente (2D-NMR) erweiterte die

Anwendungsmoglichkeiten der NMR-Spektroskopie auf die Untersuchung biologischer

MakromolekOle, z.8. zur Proteinstrukturbestimmung (Hausser und Kalbitzer, 1989).

FOr Messungen mittels NMR-Spektroskopie geeignet sind aile Kerne mit einer

Kemspinquantenzahl I> Or insbesondere die Kerne mit 1= 1/2 (Friebolin, 19S5). Eine

Reihe dieser Kerne(H, P, C, N) tragen als Makroelemente in groBem Maf.le zur

chemischen Zusammensetzung derZelien bei. Ihre NMR-spezifischen Eigenschaftensind

in Tab. 1 zusammengefaf3t.
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Tab. 1: Eigenschaften von in der NMR-Spektroskopie wichtigen Atomkernen

lH 31p 13C 15N

NatOrliche Haufiqkeit [%] 99.9 100 1.1 0.37

Relative Empfindlichkeit [%] 100 6.6 1.6 0.1

Die gr6r..te Nachweisempfindlichkeit alter stabiien Isotope hat der 1H-Kern, deher kommt

der 1H-NMR eine besondere Bedeutung zu. Die meisten in vivo-Anwendungen werden

mit 31 P-NMR durchgefiJhrt. Dazu tregen eine akzeptable Empfindlichkeit von etwa 7%

der Protonenempfindlichkeit und eine natOrliche Haufiqkeit von 100% bel. Der Bereich

der chemischen Verschiebung betraqt fur biologisch wichtige Molakule immerhin etwa

30 ppm. In Anbetracht der begrenzten Anzahl phosphorhaltiger freier Metabolite treten

weniger Probleme durch Signaluberlaqerunqen auf als bei der 1H-NMR. Allerdings

k6nnen Metabolite mit einer Konzentration unter 0.1 mM in der Regel nicht mehr

detektiert werden. Die Anwendung der 13C-NMR wird begrenzt durch die geringe

naturliche Haufiqkeit - nur 1.1 % aller C-Kerne sind NMR-detektierbar -, und durch die

geringe relative Empfindlichkeit. Hier bietet sich der Einsatz 13C-angereicherter

Substanzen an. Die resultierenden Signale weisen ein gutes Signal-zu-Rauschen

Verhaltnis auf und sie verteilen sich uber einen viel gr6r..eren Bereich der chemischen

Verschiebung als 1H- oder 31 P-Signale, wodurch die Aufl6sung sehr gut ist.

1m Vergleich zu anderen enalytischen Verfahren bietet die NMR-Spektroskopie den

Vorteil, dar.. sie eine nicht-invasive Technik ist. Der Stoffwechsel der Zellen kann

kontinuierlich gemessen und die Einflusse verschiedener Bedingungen getestet werden.

Daruberhmaus k6nnen aus einer Messung, z.B. eines 31 P-NMR-Spektrums einer

Zellsuspension, rnehrere lntorrnationen gieichzeitig gewonnen werden:

-der Energiestatus karin anhand der Nukleotide und des pH-Gradienten

charakterisiert werden

-alle phosphorylierten Metabolite, die in ausreichender Konzentration vorliegen,

werden ertatst und nicht nur diejenigen, die aufgrund der Vorkenntnisse erwartet

werden.

GegenOber anderen Analyseverfahren werden in der NMR-Spektroskopie nur die freien

Metabolite erfafst, Makrornolekule oder kleine Metabolite, die an Makromolekule oder

Zellstrukturen gebunden sind, gelten als unbeweglich im Verhiiltnis zur NMR-Zeitskala

und sind damit nicht NMR-detektierbar. Daher werden nur die zum Zeitpunktder

Messung tatsachlich am Stoff-Flur.. beteiligten Metabolite gemessen.

Ein Nachteil der NMR-Spektroskopie ist ihre relativ geringe Nachweisernpfindlichkeit.

Deshalb rnussen Proben mit ausreichender Substanzkonzentration eingesetzt werden. 1m
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Faile der in-vivo-NMR-Spektroskopie wurden daher Zellsuspensionen mit einer

Zellkonzentration von 1011 Zellen/ml eingesetzt (Ugurbil et al., 1979; Barrow et al.,

1984). Dabei rnutste ausgeschlossen werden, daB diese Probenbedingungen den

Stoffwechsel beeinflussen und zur Messung von Artefakten fuhren. Beispielsweise

wurden Zeitraums von 2 h fUr E. coli (Ugurbil et al., 1979) bzw. 6 h fur Chromatium

vinosum (Nicolay, 1983) angegeben, innerhalb derer eine zuverlassiqe und

reproduzierbare Messung dichter Zellsuspensionen miiglich war.

Paramagnetische lonen kiinnen die NMR-Signale erheblich verbreitern. Es wurde gezeigt,

daB eine Optimierung der Zellanzucht und Probenvorbereitung zu einer Verbesserung der

Linienbreite fuhrt, z.B. durch Zusatz von Komplexbildnern in geeigneter Konzentration

(Nicolay et al., 1981).

Mit Hilfe von NMR-Messungen kiinnen folgende Informationen uber den Metabolismus

erhalten werden (Gadian, 1983):

-intrazellulare Metabolitkonzentrationen

-interner pH-Wert bzw. LlpH

-Reaktionswege und -produkte

-Geschwindigkeitskonstanten von Transportprozessen und Enzymen

-intrazellulare Kompartimentierung

Wenn mit Hilfe von in-vivo-Messungen intrazellulare Metabolitkonzentrationen ermittelt

werden, rnufs die Sattiqunq der Kerne durch die fur in-vivo-Messungen erforderliche

schnelle Pulsfolge beachtet werden. Dies bedeutet, daB sich die Siqnalintensitaten eines

Kerns in verschiedenen MolekUlen unterscheiden kiinnen. Shanks und Bailey (1988)

konnten durch die Bestimmung eines Sattiqunqsfaktors die intrazellularen

Konzentrationen von Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6

Bisphosphat und 3-Phosphoglycerat nach einem Glucosepuls erstmals in vivo in

Saccharomyces cerevisiae bestimmen. Aus Extraktspektren kiinnen durch Zusatz eines

internen Standards absolute Konzentrationen bestimmt warden, wobei das

Volumenverhaltnis zwischen Probe und Cytoplasma berucksichtiqt werden rnuts (Gad ian,

1983). So konnten den Hollander et al. (1986) in Saccharomyces cerevisiae zeigen, daB

beim Obergang von anaerobem zu aerobem Glucosestoffwechsel die Konzentration des

Glucose-6-Phosphats von 1 mM auf 4 mM ansteigt.

Der intrazellulare pH-Wert kann aus der chemischen Verschiebung des anorganischen

Phosphate bestimrnt worden. Dieses lieqt bel PQysiologischem.·pH-\lVertin zvvei Forrnen

vor, H2P04- und HP042-. Da der chemischeAustausch zwischen beiden Formen im

Verhaltnis zur NMR-Zeitskala schnell erfolgt, erhalt man im 31 P-NMR-Spektrum nur ein

Phosphatsignal. Die chemische Verschiebung Ii hanqt vom Konzentrationsverhaltnis der

beiden lonenund damit vom pH-Wert der Liisungab. Dieser Zusammenhang wird durch
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eine modifizierte Henderson-Hasselbalch-Gleichung ausgedrOckt (Hausser und Kalbitzer,

1989):

8 = 8 se + (8 0 - 8 ss l : (10 (pH - pk}) I (1 + 10 (pH - pk})au re ease aure

Die Abhangigkeit der charnischen Verschiebung des Phosphatsignals vom pH-Wert wird

graphisch in einer Titrationskurve dargestellt. Mit Hilfe dieser Titrationskurve lassen sich

dann aus den chemischen Verschiebungen in in-vivo-Spektren die entsprechenden pl-l

Werte und der pH-Gradient bestimmen. Auf diesem Weg konnte fOr Saccharomyces

cerevisiae gezeigt werden, daB bei extrazellularen pH-Werten von 3.5 bis 7.2 der

intrazellulare pH-Wert relativ konstant zwischen 7.3 und 7.5 lag, wenn unter aeroben

Bedingungen Glucose umgesetzt wurde (den Hollander et al., 1981).

Durch Einsatz von 13C-markierten Substanzen als Substrate oder Vorstufen von

Biosynthesen kann 13C-NMR-Spektroskopie zur Aufklarunq von Stoffwechselwegen und

Stoff-FIOssen genutzt werden. So konnte mit 13C-angereicherter Fructose und

Glutarninsaure und deren Markierungsverteilung in den Stoffwechselprodukten gezeigt

werden, daB Streptomyces pervutus in der Produktionsphase einen internen

Glutamatpool uber den Fructosekatabolismus aufbaut, der fur die Synthese des

Peptidrings von Actinomycin Do' notwendig ist (lnbar und Lapidot, 1991). Mit Hilfe von

Modellen kiinnen aus den Anreicherungsdaten von Intermediaten und Produkten auch

Stoff-FIOsse z.B. im Citratcvclus, Glyoxylatcyclus oder in der Gluconeogenese berechnet

werden (London, 1988; Cerdarnund Seelig. 1990).

Transportvcrqanqa Ober die Zellmembran kiinnen mittels NMR-Spektroskopie verfolgt

werden, wenn die intra- und extrazellularen Metabolitpools getrennte Signale aufweisen.

So konnte die Alaninaufnahme durch Erythrocyten in 1H-Spin-Echo-Experimenten

gezeigt werden (Brindle et al., 1979).

Mittels in-vivo-Untersucnungen enzymkatalysierter Reaktionen lassen sich die Raten

enzymatischer Reaktionen unter steady-state 8edingungen ermitteln. Ais Messtechniken

kommen hierfOr Sattiqurtqsubertraqunq (saturation transfer). selektiver

Inversionstransfer (inversion transfer) und Isotopenaustauschtechnik zum Einsatz (Alger

und Shulman, 1984; Brindle, 1988). So kann mit Hilfe der NMR die Kenntnis der

Enzymcharakteristik aus in-vitro-Experimenten erganzt werden.

Barrow et al. (1984) untersuchten den Glucosemetabolismus in Zymomonas mobilis

rnittels 31 P-NMR-Spektroskopie. Dutch if7-vivo-~.Jiessungen konnten sis einen Anstieg

der intrazellularen Konzentrationen der Zuckerphosphate und Nukleosid-Triphosphate

nach Glucosezugabe zu Zellsuspensionen nachweisen. DarOberhinaus wiesen ihre

Ergebnisse darauf hin, daB die Reaktionen der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und
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der Phosphoglycerat-Mutase zu den geschwindigkeitsbestimmenden Schritten im Entner

Doudoroff-Weg bei Zymomonas mobilis geh6ren.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Stoffwechsel von Z. mobilis mittels NM R

Spektroskopie untersucht werden. Der Glucosemetabolismus sollte durch 31 P-NMR

Messungen verfolgt werden und insbesondere der Einflu~ von Ethanol auf die

Metabo!itkonzentrationen und den pH-Gradienten bestimmt werden.

Aufserdern sollten mittels Fermentation 13C-markierter Fructose und Bestimmung der

Anreicherungsverteilung in den Produkten die zu den Nebenprodukten Glycerin und

Dihydroxyaceton fUhrenden Reaktionen autqeklart werden.

8



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Chemika!ien in analysenreiner Ouelitat wurden von der Firma Merck AG (Darmstadt)

verwendet. Enzyme, Cofaktoren und phosphorylierte Substanzen wurden von den

Firmen Boehringer GmbH (Mannheirn) bzw. Sigma GmbH (Munchen) bezogen.

Foigende Substanzen wurden von anderen Firmen bezogen:

Hefeextrakt Difco Laboratories, Detroit (USA)

[U_14C]-Taurin, 3H20 Amersham Buchler, Braunschweig

[2- 13C]-Fructose, [2_13C]-Glucose, Omicron Biochemicals, South Bend (USA)

[6_13C]-Glucose

2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconat (KDPG) und

freundlicherweise von Dr. B. Knappmann

Forschungszentrum JOlich} zur VerfOgung gestellt.

2.2 Organismen

gereinigte KDPG-Aldolase wurden

(lnstitut fOr Enzymtechnologie,

Zymomonas mobilis ssp. mobilis ATCC 29191 (ZM6) wurde in den Versuchen

eingesetzt. Die kontinuierliche Kultur wurde mit Zymomonas mobilis ssp. mobilis ATCC

31821 (ZM4) durchgefOhrt, um fOr die Arbeitsgruppe Dr. Sprenger (lnstitut fur

Biotechnolog ie I, Forschungszentrum .Julich) Vergleichsdaten zu liefern fur den aus

Zymomonas mobilis ssp. mobilis ATCC 31821 entwickelten xyIAB+tkt+

rekornbinanten Stamm Z. mobilis CP4/pZY228 (Feldmann et al., 1992).

2.3 Nahrrnedien und Kultivierung

FOr die Stammhaltung und Anzucht von Z. mobilis wurde folgendes Medium verwendet:

Vollmedium (Bringer et al., 1984b):

Glucose oder Fructose
Hefeextrakt
KH2P04
(NH4)2S0 4
MgS04"7 H20

20 - 150 gIl
5.0 gIl
1.0 gIl
1.0 gIl
0.5 gIl
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Das Medium wurde mit KOH auf pH 5.5 eingestellt. Bei einer Zuckerkonzentration von

mehr als 50 gIl wurde der Zucker getrennt autoklaviert und dann steril zugegeben.

Fur kontinuierliche Fermentationen wurde folgendes Medium eingesetzt:

Minimalmedium (Fein et al., 1983, modifiziert):

KHZP04
NH4C1
MgS04"7 H20
Citronensaure-Hvdrat
FeS04'7 H20
Vitaminel6sung
Fructose

0.5 gIl
1.6 gIl
1.0 gIl
0.21 gIl
0.01 gIl
10 mill
100 gIl

Vitamine-Stamml6sung (sterilfiltriert):
Biotin 10 mg/100 ml
Ca-Pantothenat 10 mg/100 ml

Das Medium wurde mit KOH auf pH 5.8 eingestellt. Nach Autoklavieren und Abkuhlen

des Mediums wurden die Fructose und die Vita mine steril zugesetzt.

Stammhaltung

Z. mobilis wurde zur Stammhaltungin 30-ml-R6hrchen (Bellco-Glass lnc., New Jersey,

USA) mit 10 ml Vollmedium (20 gIl Glucose oder Fructose) anaerob bei Raumtemperatur

kultiviert und aile 2 Tage uberirnpft sowie mikroskopisch auf Kontaminanten ubsrpruft.

Vorkultur

Fur die Vorkultur wurden 100-ml-Kolben mit 50 ml Vollmedium (20 gIl Glucose oder

Fructose) mit 1 ml Stammkultur angeimpft und ubar Nacht bel 30°C anaerob inkubiert.

Uber sterile Einwegfilter (0.2 Jim; Schleicher und Schull, Dassel) konnte das gebildete

C02 entweichen. Die Zellen wurden steril durch Zentrifugation (10 min, 5500"g)

geerntet, in sterilem Medium aufgenommen und als Inokulum eingesetzt.

Fermentationen

Batchfermentationen wurden in einern 3.7-I-Laborferment6r KLF· ··2000···(Bioengineering

AG, Wald, Schweiz) mit automatischer pH- und Temperaturregulation durchgefUhrt. Der

Fermenter wurde einschliefslich pH-Sonde und TemperaturfUhler in situ mit der Glucose

bzw. Fructosel6sung sterilisiert (121°C, ZO min). Beim Abkuhlen wurde steril mit NZ

oder Argon gespUit und anschliefsend die weiteren Medlenbestandteile steril uber eine
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Anstechnadel zugesetzt. Das Arbeitsvolumen der Fermentationen betrug 2.0 I, die

ROhrerdrehzahl wurde auf 200 Upm eingestellt. Die Fermentationen wurden bei 30°C

und pH 5.5 durchgefOhrt. FOr die Einstellung des pH-Wertes wurde 3N KOH eingesetzt.

Biomasse, Ethanol- und Substratkonzentration im Fermenter wurden nach steriler

Probenahme bestimmt ,

Zur DurchfQhrung kontinuierlichsr Fermentationen wurde nach Anwachsen der Kultur in

einer Batchfermentation auf kcntinuierlichen Betrieb umgestellt. Die Durchflulsrate

wurde uber das Volumen des pro Stunde zudosierten frischen Mediums eingestellt.

Hierzu wurde zuvor eine Eichkurve des F6rdervolumens der ZufOtterungspumpe mit dem

eingesetzten Pumpenschlauch Onnendurchmesser 3.2 rnrn) aufgestellt. Das Gewicht des

Permenterqefafses wurde vor einer Waage erfafst und durch Abpumpen von

KulturflOssigkeit bei Uberschreitsn des Soli werts konstant gehalten. Die KulturflOssigkeit

wurde uber eine dampfsterilisierte Warmefalle (80°C) in eine Auffangflasche gepumpt.

FOr die Fermentationen mit 13C-markierter Glucose bzw. Fructose betrug das

Arbeitsvolumen 20 ml. Ais Ferrnentationsqefafs wurde eine 50-ml

Schraubverschlulsflasche (Schott, Mainz) in einem Wasserbad bei 30 ° C uber einem

MagnetrOhrer fixiert. Durch ein Gummiseptum wurden pH-Elektrode und Kanulen zur

Probenahme, Titration (0.25 N KOHl und Entgasung steril eingefQhrt.

2.4 Bestimmung des Bakterienwachstums

Das Wachstum der Bekterien wurde uber die 00 bei 550 nm bestimrnt. Die Proben

wurden so verdunnt, dal:' die Extinktion unter 0.25 blieb, um die Proportionalitat

zwischen Extinktion und Zellkomentration zu gewahrleisten.

Zur Trockengewichtsbestimmung wurden 10 ml Zellsuspension mit bekannter 00 in

einem Druckfiltrationsgerat (Sartorius, G6ttingen) uber ein vorher getrocknetes und

gewogenes Membranfilter abfiltriert. Anschliefsend wurde mit 10 ml H20 dest.

gewaschen. Die Filter wurden irn Mikrowellenherd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Aus der Gewichtszunahme pro eingesetzter Probenmenge wurde ein Trockengewicht

von 0.23 gil bei einer OD = 1 ermittelt.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension auf ca. 2'107 Zellen/ml verdOnnt.

ln einer Zshlkammer (Thoma~SchfCi'1tdickeO.05mm.RasterO.0025 mm 2) wurden dann

die .Zellenunter einernMikroskop gezahlt.
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2.5 NMR-Messungen

2.5.1 in vivo-NMR-Spektroskopie

Fur die in-vivo-3 1P-NMR-Spektroskopie wurden konzentrierte Zetlsuspensionen

verwendet. Die Zellen einer 2-I-Fermentation wurden durch Zentrifugation geerntet

(Beckmann Zentrifuge J2-21 M/E, 6400'g, 4°C, 20 min) und einmal mit kaltem Puffer

(100 mM MES, 5 mM KH2P04, 4 mM MgCI2, 2 mM EDTA, 50 mM Glucose, pH 5.8)

gewaschen. Das Pellet wurde in geringem Volumen (1 mil 6 9 Feuchtgewicht) Puffer

(1M MES, 50 mM KH2P04, 40 mM MgCI2' 20 mM EDTA, pH 5.8) resuspendiert und

die Suspension auf Eis aufbewahrt (Barrow et al., 1984). In 10-mm-NMR-R6hrchen

(Norell GmbH, Weilheim) wurden 2.1 ml Zellsuspension, 450 ~I D20, 60 ~I 1 M TEP,

20 ~I Entschaumer (1 :40 Dehysan; Henkel, Dusseldorf) und destilliertes Wasser oder

Ethanol (0 - 10% w/v) ad 2.7 ml pipettiert und sorgfaltig gemischt. Die Probe wurde

20 min bei 30°C irn NMR-Probenkopf temperiert. In dieser Zeit wurden die Tune- und

Shimspulen auf die Probe abgestimmt. Fur reproduzierbare Messergebnisse des

Glucosemetabolismus mufste gewahrleistet werden, dal3 die zugesetzte Glucosel6sung

gleichmal3ig in der Zellsuspension verteilt wurde. Hierzu wurde die Suspension in einem

Silikonschlauch (0.3 mm Innendurchmesser) zuruckgezogen. Anschliel3end wurde die

Zellsuspension gleichzeitig mit 0.4 ml einer 50% (w/v) Glucosel6sung, die aus einem

zweiten Schlauch zugefUhrt wurde, ins R6hrchen zuruckqedruckt, Unmittelbar danach

wurde mit der Aufnahme der sequentiellen 31 P-NMR-Spektren begonnen.

Die Messungen wurden mit einem Bruker AMX 400 Widebore NMR-Spektrometer

(Bruker, Karlsruhe) durchgefUhrt. Fur jedes Spektrum wurden 180 Messpulse mit

Protonen-Entkopplung, einem Pulswinkel von 60° und einer Aquisitionszeit von 0.25 s

akkumuliert (Barrow et al., 1984). Es wurde mit lock-Signal gemessen, um

lnhornoqenitaten des Magnetfelds wahrend der Akkumulation eines Spektrums

auszugleichen. Hierfur wurde jeder Probe 15% D20 zugesetzt. Die ryiesszeit eines

Spektrums betrug 1 min.

Ais primates Ergebnis einer Messung wurde der FID (free induction decay, Abfali der

Quermagnetisierung)erhalten. Das FlO-Signal wurde mit Hilfe der AMX-Software durch

Fourier-Transformation und eine die Aufl6sung oder das Siqnal-zu-Rauschen-Verhaltnis

begOnstigende Filterfunktion (Apodlsation) in ein NMR-Spektrum transformiert (Sanders

und Hunter, 1989). Die Phase und die Basislinie des Spektrums wurden korrigiert. Die

Positioneu und die lntensitaten der Signals wurden uberiden-einqesetzten Standard

Triethylphosphat kalibriert. Die Peakpositionen wurden als chemische Verschiebung

(ppm) bezogen auf 85 % Phosphorsaure (0 ppm) angegeben (Kirk et al., 1986; Hausser

und Kalbitzer, 1989). Die Signale wurden mit Hilfe von Literaturangaben zu in-vivo-
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Spektren von Escherichia coli (Ugurbil et al., 1979), Saccharomyces cerevisiae (den

Hollander et al.. 1981) und Z. mobilis (Barrow et al.. 1984) identifiziert.

2.5.2 31 P-NMR-Spektroskopie von Perchlorsaure-Extrakten

Die Proben fOr die 31 P-NMR-Spektroskopie von Perchlorsaure-Extrakten wurden durch

Extraktion von Zellsuspensionen hergestellt, wie sie auch fOr die in-vivo-31P-NMR

Spektroskopie verwendet wurden. Anstelle von 020 und Triethylphosphat enthielten die

Extraktionsansatze destiljiertes Wasser. Die Suspensionen wurden 15 min bei 30°C

inkubiert, dann wurde eine 50 % (w/v) Glucoseliisung zu einer Endkonzentration von

350 mM zugesetzt. Die Zellen wurden durch Zugabe von 3 ml eiskalter 6 M

Perchlorsaure extrahiert und auf Eis gekOhlt. Bevor die Extrakte neutralisiert wurden,

rnufsten sie bei 35000'g abzentrifugiert werden (30 min, 4°C), um denaturierte Proteine

und ZelltrOmmer abzutrennen. Ohne diesen Zentrifugationsschritt konnte in den

Extraktspektren kein ATP oder UTP nachgewiesen werden, da alkali-reaktivierbare

Phosphatasen beim Neutralisieren der Extrakte zum Abbau von ATP und UTP fOhren

kiinnen. Der Uberstand wurde mit 5 N KOHf und 2 M KHC03 neutralisiert und dar

KCl04-Niederschlag durch Zentrifugation (5000'g, 10 min, 4°C) abgetrennt. Der

Oberstand wurde eingefroren, anschliefsend Iyophilisiert und bei -20°C aufbewahrt. FOr

die Messung wurde das Lyophilisat in 1.5 ml Puffer (75 mM Tris. 150 mM EDTA,

pH 8.30) aufgenommen und mit 30 ill TEP und 450 ill D20 versetzt. Anschliefsend

wurde der pH-Wert auf pH 8.30 eingestellt und destilliertes Wasser dazugegeben, sodafs

das Endvolumen 3.0 ml betrug. Schliefslich wurde die Probe in ein 10-mm-NMR

Riihrchen filtriert.

Die Extrakte wurden mit Lock-Signal gemessen, hierfOr enthielten die Proben 15% 020.

Die Mess-Signale der ersten 32 Pulse wurden nicht abgespeichert (Dummy-Pulse), um

eine Linienverbreiterung durch Temperaturschwankungen zu Beginn der Messung

auszuschliefsen. Anschlietssnd wurden bei Raumtemperatur 1800 Pulse mit 1H

Entkopplung, einem Pulswinkel von 60° und einer Aquisitionszeit von 0.5 s akkumuliert,

wobei die Messzeit fur ein Extraktspektrum 2 h betrug. Die Aquisitionszeit wurde dem

NMR-fViessignal (FlO) der Extraktspektren optimal anqepalst, damit einerseits der

Informationsgehalt des FID voll ausgenutzt und andererseits nicht zuviel Rauschen

aufgenommen wurde.

Die tur .dieExtraktmessunpen optimele 1H-Entkopplung wurde mit einern Entkppplerpuis

von 500 ms und 25 dB erzielt. Diese Werte wurden durch Variation der Parameter und

Beurteilung der daraus resultierenden Linienbreite ermittelt (Tab. 2).
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Tab. 2: Einfluf!, der 1H-Entkopplung auf die Linienbreite .!J.v1/2 des Standards TEP

in 31 P-NMR-Spektren von Perchlorsaure-Extrakten.

Pulslanqe Pulsstarke Llv1/2 (TEP)
[ms] [dB] [Hz]

400 25 1.9
400 30 4.4
500 25 1.7
500 30 3.5

Der FlO wurde vor Fourier-Transformation mit einer exponentiellen Filterfunktion

bearbeitet. Mittels fourier-Transformation mufs das zeitabhanqiqe Signal, der FlO, in ein

frequenzabhanqiqes Spektrum umgerechnet werden. Vor der Fourier-Transformation

wurden die Mefsdaten in der Regel durch die Multiplikation mit einer geeigneten Funktion

gefiltert. Dadurch konnte das Siqnal-zu-Hauschen-Verhaltnis verbessert oder die

Auflosunq erhiiht werden (Hausser und Kalbitzer, 1989). FOr die Bearbeitung der

Extraktspektren wurde eine abfallende Exponentialfunktion verwendet, durch die das

Rauschen unterdruckt wurde. Alternativ dazu wurde eine Gaussfunktion genutzt, die zu

einer besseren Auflosunq fOhrte. Diese konnte jedoch nicht eingesetzt werden, wenn die

Spektren zur Bestimmung intrazelluiiirer Konzentrationen ausgewertet wurden. Die fUr

jedes Spektrum individuelle Einstellung der Parameter der Gaussfunktion beeinftulste die

Siqnalintensitaten. Damit konnten die Spektren hinsichtlich der Integrale nicht mehr

untereinander verglichen werden.

2.5.3 Bestimmung von 13C-Anreicherungen

Die 8estimmung der 13C-Anreicherung der in den Fermentationen mit 13C-markierten

Zuckern gebildeten Produkte erfolgte nach der Aufnahme von 13c-Nrv1 R-Spektien

filtrierter Oberstanoe der Kulturflussiqkeit. Nach einer ersten Messung des Uberstandes

wurden nicht angereicherte Reinsubstanzen (50 mM) zugesetzt und ein zweites 13C_

Spektrum aufgenommen. Protonen-entkoppelte 13C-NMR-Spektren wurden mit 600

Durnmv-Pulsen und 3000 Messpulsen aufgenommen. Die Aquisitionszeit eines

Messpulses betrug '0.98 s. die Messzeit zur Aufnahme eines 13C-NMR-Spektrums 4 h.

Die Integrale der Signale wurden mit Hilfe einer Auswertungs-Software (OaSIS)

bestimmt und die 13C-Anreicherung nach der folgenden Formel bestimmt (Sonntag et

al., 1993);
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A 1, A2: Siqnalflache des C-Atoms im ersten bzw. zweiten Spektrum

N: durch Zugabe der Reinsubstanz zugesetzte 13C-Atome (bei 50 mM Reinsubstanz

0.55 mM 13C)

Cs : durch GC oder enzymatische Analytik bestimmte Konzentration der betrachteten

Substanz

2.6 Bestimmung von Enzvrnaktivitaten

2.6.1 Herstellung von zellfreiem Rohextrakt

Zellen wurden in 'l-l-Kolben mit Vollmedium und 5% Glucose herangezogen und in der

exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation (6400'g, 20 min, 4°C) geerntet.

Anschliel3end wurden die Zellen in Puffer (20 mM MES, pH 6.5, 30 mM KCI, 3 mM

MgCI2) gewaschen und zu einer aD von ca. 200 resuspendiert. Diese Suspension

wurde unter EiskOhlung mit Ultraschall behandelt, indem fOnfmal 1 min beschallt wurde

mit jeweils 1 min Pause (Output Control 10; Branson Sonifier 250, Branson Sonic

Power, Danburg, USA). Die Extrakte wurden mit 35000'g (30 min. 4°C) abzentrifugiert

und die Oberstande als zellfreier Rohextrakt in den Enzymtests eingesetzt.

2.6.2 Photometrische Enzymtests

Die im folgenden aufgefUhrten Enzvrnaktivitaten wurdan !n kontinuierlichen

photometrischen Tests ermittelt. Die Messungen wurden an einem Shimadzu

Spectrophotometer UV1,60 (Shimadzu, DOsseldorf) in OuarzkOvetten mit einer

Schichtdicke d von 10 mm bei 30°C durchgefOhrt. Die NADH-Abnahme bzw. -Zunahme

wurde als Extinktionsanderunq !lA bei 340 nm gemessen. Daraus wurde die spezifische

Aktivitat z nach der folgenden Formel bestimmt:

z = (!lA . V . 1000) I (v . 8 . d . LI.t • p) [U/mg Protein]

V, v : Gesarnt-, Probevolumen in I

8 • d: 6.3 I . mrnor l

tit : Zeit in min

p: Proteingehalt in mg/l
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Die spezifischen Aktivitaten werden in U/mg Protein angegeben, wobei 1 U die

Enzymaktivitat ist, die in 1 min 1 urnol Substrat unter den angegebenen Bedingungen

umsetzt.

FOr jeden Test wurde die Spezifitat sowie die Proteinlinearitat der Reaktion kontrolliert.

Bai Messung der NADH-Abnahme wurds der Anteil der NADH-Oxidase-Aktivitat im

Rohextrakt berucksichtiqt,

Die Inaktivierung der Enzyme durch Denatmierung wurde nach Millar et al. (1982)

getestet. 'l-rnl-Ansatze enthielten 250 fli zellfreien Rohextrakt und Ethanol in

Konzentrationen zwischen 0 und 20% (w/v). Diese Ansatze wurden 30 min bei 30°C

inkubiert und anschlie!3end mit Puffer (20 mM MES, 30 mM KCI, 3 mM MgCI2' pH 6.0)

1:20 verdOnnt und auf EisabgekOhlt. Denaturierte Proteine wurden durch Zentrifugation

(13000 Upm, 5 min) abgetrennt und der Oberstend im Enzymtest eingesetzt.

Foigende Enzymtests wurden durchqetuhrt:

Enolase (EC 4.2.1.11)

Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte nach einer Methode von Pawluk et al.

(1986). Das von der Enolase gebildete Phosphoenolpyruvat wurde von der Pyruvat

Kinase und der Lactat-Dehydrogenase zu Lactat umgesetzt. Gemessen wurde die mit

der Reaktion der Lactat-Dehydrogenase verbundene Abnahme des NADH.

Testansatz:
(2730 - x) fli 30 mM TEA, 30 mM KCI, 3 mM MgCI2' pH 7.5

50 fli 14 mM NADH

100 fli 15 mM ADP
10 fli Pvruvat-Kinase (6 U)

10 fli Lactat-Dehydrogenase (6 U)

x ul zellfreier Rohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 100 1-11 29 mM2-Phosphoglycerat gestartet.

Glycerin-Dehydrogenase (IEC 1.1.1.6)

Die Besti mmung der Enzymaktivitat erfolgte in der Richtung der Dihydroxyaceton

Reduktion. Gemessen wurde die Abnahme von NADH.

Testansatz:
(2900 - x) III 20 mM MES, 30 mM KCI, 3 mM MgCI2' pH 6.5

50 III 14 mM NADH
x III zellfreier Rohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 50 fll 300 mM Dihydroxyaceton gestartet.
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Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase tac 1.1.1.8)

Zur Bestimmung der Enzvrnaktivitat wurde die Abnahme von NADH gemessen.

Tastansatz:
(2850 - x) /-ll 20 mM MES, 30 mM KCI, 3 mM MgCI2' pH 6.5

50 III 14 mM NADH
x III zellfreier Rohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 100 III 30 mM Dihydroxyaceton-Phosphat gestartet.

Glvceroktnase tsc 2.7.1 .3D)

Die Bestimmung der Enzvmaktivitat erfolgte in einem gekoppelten Test nach Bergmeyer

et al. (1984). Gemessen wurde die Zunahme von NADH, das in der Reduktion von

Glycerin-3-Phosphat durch die Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase gebildet wurde. Das

entstandene Dihydroxyacetonphosphat wurde durch das Hydrazin aus dem

Gleichgewicht entfernt.

Testansatz:
(925 - x) III 200 mM Glycerin pH 9.5, 2 mM MgCI2' 1 mM Hydrazin

35 III 81 mM ATPI 25 mM NAD
5 III Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase (8.5 U)

x III zellfreier Hohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 35 ;11 90 mM Glycerin gestartet.

KDPG-Aldolase (EC 4.1.2.14)

Die Bestimmung der Enzvrnaktivitat erfolqts nach Knappmann {1993} in einem

gekoppelten Test. Gemessen wurde die Abnahme des NADH durch die Reaktion der

Lactat-Dehydrogenase mit Pyruvat und NAD.

Testansatz:
(880 - x) ill 20 mM K-Phosphatpuffer, pH 6.5

10/-l1 50 mM NADH
10 III Lactat-Dehydrogenase (5.5 U)

x III Enzymsuspension KDPG-Aldolase

Der Test wurde durch Zugabe von liOO III 10 mM 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat

gestartet.

Phosphoglvcerat-Mutase (EC 2.7.5.3)

Die Bestimmunq der Enzvrnaktivitat ertolqte nach Berqrnever at al. (1984}.Gsii1E?sst3n

wurde die Abnahme von NADH durch die Reaktion der Lactat-Dehydrogenase mit

Pyruvat. Pyruvat wurde aus 3-Phosphoglycerat uber die Enzyme Phosphoglycerat

Mutase, Enolase und Pvruvatkinase gebildet.
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Testansatz:
(2720 - x) fLl 100 mM TEA, 30 mM MgS04, pH 7.6

50 ~I 7 mlvl 2,3-Bisphosphoglycerat

Der Test wurde dureh Zugabe von 50 ul 280 mM 3-Phosphoglyeerat gestartet.

Triosephosphat-lsomerase lEG 5.3.1.1}

Die Bestimmung der Enzvmaktivitat erfolgte naeh Bergmeyer et al. (1984). Gemessen

wurde die Abnahme von NADH infolge der Reaktion der Glyeerin-3-Phosphat

Dehydrogenase mit Dihydroxyaeetonphosphat.

Testansatz:

50 fLl
100 fLl

30 ill
10 u]

10 ill
x fLl

14 mM NADH
20 mM ADP
Enolase (12 U)

Pyruvatkinase (6 U)

Laetat-Dehydrogenase (25 U)

Rohextrakt

(1455 - x) fLl 100 mM TEA, pH 7.6
25 fLl 14 mM NADH

5 ill Glyeerin-3-Phosphat-Dehydrogenase (8.5 U)

x ul Rohextrakt

Der Test wurde dureh Zugabe von 15 III 317 mM Glyeerinaldehyd-3-Phosphat gestartet.

2.6.3 NMR-spektroskopisehe Enzymtests

Dihydroxyaeetonphosphat-Dephosphatase

Die Aktivitat xler Dihydroxyaeetonphosphat-Dephosphatase wurde mit Hilfe von

NMR-Spektroskopie ermittelt. Alie Messungen wurden bei 30°C durchqefuhrt. Ein

Testansatz errthielt bei einam Gesamtvolumen von 3 ml: 20 mM K-MES pH 6.5, 30 mM

KCI, 3 mM MgCI2' 15% 020' 7 mM Dihydroxyaeetonphosphat und Rohextrakt (4-6 mg

Protein). Zunachst wurde der Ansatz ohne Rohextrakt gemessen und die der

eingesetzten Menge Dihydroxyaeetonphosphat entspreehende Siqnalintensitat im 31 P

NMR-Spektrum ermittelt. Dureh Zusatz von Rohextrakt wurde die Reaktion gestartet

und mit der sequentiellen Aufnahme von 31 P-NMR-Spektren begonnen. Fur ein

Spektrum wurden 240 Pulse mit einem Pulswinkel von 60° und einer Aquisitionszeit

von 0.3 s akkumuliert, die Messzeit betrug 7.2 min. Aus denBiqnalintensitaten des

Dihydroxyaeetonphosphats wurds die Konzentrationsabnahme und damit die Aktivitat

der Dephosphatase bereehnet. Dabei wurde die dureh den Zusatz von Rohextrakt

l:Jedingte Verdunnunq bzw. Abnahme der Signalintensitiit berucksichtiqt. Dieehemisehe
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Instabilitiit des Dihydroxyacetonphosphat5 wurde in Parallelansiitzen ohne Rohextrakt

bestimmt und von der ermittelten Aktivitat abgezogen.

2.6.4 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzerrtration der in den Enzymtests eingesetzten Rohextrakte wurde nach

Bradford (1976) bestimmt. Hierzu wurden 0.1 ml Probe mit 5 ml Bradford-Reagenz

gemischt und nach genau 60 s die Extinktion bei 578 nm gemessen. Mit

Rinderserumalbumin wurde eine Eichkurve erstellt.

Bradford-Reagenz: 100 ml 85 % Phosphorsiiure

40 mg Serva Blau G in 50 ml 95 % Ethanol

mit H20 dest. ad 1000 ml

2.7 Bestimmung des Cytoplasmavolumens

Zur Bestimmung intrazelluliirer Metabolitkonzentrationen wurde das Cytoplasmavolumen

uber die Verteilung von radioaktiven Markern (Rottenberg, 1979) und schnelle Trennung

der Zellen vom Kulturmedium mittels Siliconi:ilzentrifugation (Klingenberg und Pfaff,

1967) ermittelt.

Hierzu wurden in 400 f-tl Mikrotestrohrchen (Beckmann) 30 f-tl 20%ige Perchlorsiiure und

65 f-tl Siticonol (d = 1.04) gefUllt. Nach kurzer Zentrifugation lag die Olschicht aufgrund

ihrer geringeren Dichte uber der Perchlorsaure. 500 ul Zellsuspension (OD 6-8) wurden

mit 20 III Raumbestimmungsansatz (5 f-tl 3H20, ca. 40 k8q; 5 ~J 14C-Taurin, ca.

10 k8q; 10 f-tl 12C-Taurin, 10 mM) gemischt und 60 s bei 30°C inkubiert. Je 100 ul

wurden in 5 Parallelversuchen in die Mikrotestri:ihrchen pipettiert und 30 s in einer

Microfuge E (Beckmann) mit 14000 Upm abzentrifugiert. Dadurch gelangten die Zellen

durch die Olschicht in die Perchlorsaure und wurden so vom Medium getrennt. 20 f-tl der

Oberstiinde wurden in Szintillationsqefafse mit 4 ml Szintillationsflufsiqkeit uberfuhrt und

die 3H- bzw. 14C-ZerfiWe in einem Szintillationsziihler (Rack beta 1214, LKB,

Schweden) geziihlt. Zur Bestimmung der Radioaktivitiit in den Pellets wurde der die

Perchlorsiiureschicht enthaltende Teil des Mikrotestri:ihrchens abgetrennt und in einem

Eppendorf-ReaktionsgefiiG mit 750 fii H20 versetzt, Das Sediment wurde durch

Zentrifugation ins Eppendorf-ReaktionsgefiiG uberfuhrt, suspendiert und 10 min im

Ultraschallbad behandelt. Es wurde nochmals zentrifugiert (5 min, 14000 Upm) und

650 III des Oberstandes im Szintillationszahler gezahlt.
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Taurin und 3H20 verteilen sich in Ubsrstand und Sediment unterschiedlich: 3H20

diffundiert in die Zellen und ist uber das gesamte sedimentierte Volumen verteilt. Taurin

wird von Z. mobilis nicht aufgenommen und dient als MaB fur das Volumen des in das

Sediment mitgeschleppten Mediums. Aus der Verteilung von 14C-Taurin und 3H20 in

Sediment und Uberstand lassen sich unter BerQcksichtigung dar einqesetzten Volumina

Wasser- und Taurinraum errechnen.

3H20-Raum = (dpm 3H20sed . ZVu) I (dprn 3H20u)

Taurinraum = (dprn 14Csed . ZV0) I (dprn 14CQ)

ZV0 = Volumen des Uoerstandes (20 ul)

dpmsed = dpm des gesamten aufgearbeiteten Sedimentes (14C bzw.3H20)

dpmO = dpm des gesamten Uberstandes (14C bzw. 3H20)

Die Differenz von Wasser- und Taurinraum ergibt das Cytoplasmavolumen

[flll mg Trockenge wichtl.

2.8 Quantitative Bestimmung von Substraten und Produkten

2.8.1 Bestimmung mittels enzymatischer Methoden

Glucose, Fructose, Lactat, Glycerin und Dihydroxyaceton wurden photornetrisch mittels

enzymatischer Tests bestimmt. Die Proben wurden so verdunnt, daB die

Konzentrationen zwischen 0.2 und 3 mM betrugen. Die in den Tests gebildete oder

verbrauchte Menge NAD(P)H war der Menge der zu bestimmenden Substanz aquivalent.

NAD(P}H wurde photometrisch bei 340 nm gemessen. Die Konzentration wurde anhand

der Extinktionsanderunq L\.E nach folgender Formel bestimmt:

c = (L\.E . V . MG) I (e . d . v . 1000) [gill

V,v: Test-, Probenvolumen [mil

MG: Molekularqewicht der zu bestimmenden Substanz [g/moll

s : d: 6.3 I . mmor l

Die Bestimmung von Glucose und Fructose erfolgte nach einer Methode von Bernt und

Bergmeyer (1974).
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In Gegenwart von A TP wurde die Glucose durch das Enzym Hexokinase zu Glucose-6

Phosphat phosphoryliert und dann durch die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase unter

Bildung von NADPH zu 6-Phosphogluconat oxidiert.

Testansatz:

500 fl.1

50 fl.1

50 fl.1

50 ul

950 fl.!'

0.75 M TEA, pH 7.6, 10 mM MgS04

11.5 mM NADP

81 mM ATP

Probe

Wasser tbidest.)

Der Testansatz wurde gemischt und die Extinktion (E1) nach 3 min gemessen.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 fLl Enzymsuspension (Hexokinase, 1.7 U/ml;

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 0.9 U/ml) gestartet. Nach 15 min wurde die

Extinktion (E2) gemessen. Bei der Bestimmung der Extinktionsanderung L\.E wurde eine

Kontrolle mit Wasser (bidest.) anstelle der Probe berucksichtiqt.

Fructose wurde in Gegenwart von ATP durch das Enzym Hexokinase zu Fructose-6

Phosphat phosphoryliert und dieses durch die Phosphoglucose-Isomerase zu Glucose-6

Phosphat umgesetzt. GltlJcose-6-Phosphat reagierte weiter, wie bei der Bestimmung von

Glucose beschrieben wurde.

Fur die Messung wurde der Testansatz der Glucose-Bestimmung zugrunde gelegt und

zusatzlich nach Messung von 1:2 10 j.ll Phosphoglucose-Isomerase (Endkonzentration

4.3 U/ml) hinzugefUgt. Nach 1'5 min wurde die Extinktion (E3) gemessen.

Die Bestimmung von Lactat erfolgte nach einer Methode von Noll (1974).

Lactat wurde durch Lactat-Dehydrogenase in Gegenwart von NAD zu Pyruvat und

NADH umgesetzt. Das Glelchgewicht dieser Reaktion !Iegt auf der Selte des Lactats.

Daher wurde durch Abfangen des Pyruvats mit Hilfe des Enzyms Glutamat-Pyruvat

Transaminase die Reaktion auf die Selte von Pyruvat und NADH gezogen.

D-Lactat und L-Lactat konnten durch Einsatz von D-Lactat- bzw. l.-Lactat

Dehydrogenase unterschieden werden.

Testansatz:

500 }II

100 }II

700 }II

0.6 M Glycylglycin, pH 10.0, 0.1 M Glutamat

47 mM I\lAD

Wasser (bidest.)

Probe

10 f.!1 Glutamat-Pyruvat-Transaminase (11 .7 U/ml)

Der Testansatz wurde gemischt uno die Extinktion (E,) nach 5 min gemessen.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 fLl Enzymsuspension (Lactat-Dehydrogenase)

gestartet und die Extinktion (E2) nach 20 min gemessen.
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Die enzymatische Bestimmung von Glycerin wurde nach einer Methode von Eggstein

und Kuhlmann (1974) durchqsfuhrt. In Gegenwart von ATP wurde Glycerin durch die

Glycerokinase zu Glycerin-3-Phosphat phosphoryliert. Dabei gebildetes ADP wurde mit

Phosphoenolpyruvat durch die Pyruvatkinase zu ATP und Pyruvat umgesetzt, das

anschlie13end in Gegenwart von NADH durch die Lactat-Dehydrogenase unter Bildung

von NAD zu Lactat reduziert wurde. Gemessen wurde die Abnahme des NADH.

Testansatz:

500 III 0.75 M Glycylglycin, pH 7.4, 10 mM MgS04

50 III 8 mM NADH, 33 mM ATP, 46 mM PEP

50 III Probe

950 III Wasser (bidest.)

5 III Pyruvatkinase (1.9 U/ml), Lactat-Dehydrogenase (1.8 U/ml)

Der Testansatz wurde gemischt und die Extinktion (E1) nach 5 min gemessen.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 III Enzymsuspension (Glycerokinase,

Endkonzentration 0.27 U/ml) gestartet und die Extinktion (E2) nach 10 min gemessen.

Dihydroxyaceton wurde nach einer Methode von Wieland und Witt (1974) bestimmt.

Das Testprinzip entspricht dem der Glycerin-8estimmung: Dihydroxyaceton wurde durch

die Glycerokinase phosphorvliert. die weiteren Reaktionen verliefen wie oben

beschrieben. Eine Differenzierung war nur durch die eingesetzte Glycerokinase-Aktivitiit

miiglich: 0.2 UITestansatz setzten Glycerin urn, 4 UlTestansatz setzten auch

Dihydroxyaceton nach ca. 40 min vollstiindig um.

Testansatz:

500 III 0.75 M Glycylglycin, pH 7.4, 10 mM MgS04

50 III 8 mM NADH, 33 mM ATP, 46 mM PEP

50 III Probe

950 Jll Wasser (bidest.)

5 III Pvruvatkinase (1.9 U/ml), Lactat-Dehydrogenase (1.8 U/ml)

Der Testansatz wurde gemischtund die Extinktion (E1) nach 5 min gemessen.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 III Enzymsuspension (Glycerokinase,

Endkonzentration 0.07 U/ml) gestartet und die Extinktion (E2) nach 10-15 min

gemessen. Anschliel3end wurde nochmals Glycerokinase (Endkonzentration l.4U/ml)

zugesetzt und die Extinktion (E3I nach ca. 40 min gemessen.
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2.8.2 Bestimmung mittels Gaschromatographie

Ethanol, Acetat und Acetoin wurden mit einem Gaschromatographen (Hewlett Packard

5790 A) mit Flammenionisationsdetektor bestimmt. Die Proben wurden 1:1 mit

internem Standard (50 mM Methanol in 0.2 N HCn versetzt. Die Analysenbedingungen

waren (nach Finn at al., 1984):

Saule Porapack as 80-100 mesh

Saulenternperatur Ethanol: 140°C

Acetat/ Acetoin: 170°C

Injektortemperatur 250°C

Detektortemperatur 250°C

Traqerqas N2 (30 mil min)

Probevolumen 2 JlI

Retentionszeiten Methanol 1.04 min (140°C)

0.26 min (170°C)

Ethanol 2.55 min

Acetat 1.8 min

Acetoin 5.5 min

Zur Kalibrierung wurden jeweils 10 unci 20 mM L6sungen von Ethanol, Acetat und

Acetoin eingesetzt.

2.8.3 Bestimmung mittels HPLC

Xylose, Fructose, Xylitol und Sorbit wurden mittels HPLC (Merck Hitachi L-6200

Intelligent Pump, 655A-40 Auto Sampler, D-2000 Chrornato-lnteqrator) bestirnrnt. Die

Proben wurden auf eine Konzentration von ca. 10 mM verdunnt und filtriert.

Die Messbedingungen waren:

Sauls

Saulenternperatur

Eluent

Probevolumen

Datektion

85°C

Q.6 ml H20 dasU min

10 JlI

RI-Detektor

Hetentionszeiten Xylose

Fructose

Xylito!

Sorbit

2.82 min

15..02 min

23.76 min

24.64 min
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3. ERGEBNISSE

3.1 Der Glucose-Stoffwechsel in Z. mobilis

3.1.1 In-vivo-31P-NMR-Messungen

Der Zuckerstoffwechsel von Z. mobilis solite an intakten Zellen untersucht werden. 1m

Gegensatz zu gangigen biochemischen Methoden, die eine Extraktion der Zelien

erfordern, eroffnet die NMR-Spektroskopie die Moglichkeit, Stoffwechselvorgange in der

lebenden Zelle zu analysieren. Zunachst mufste der Versuchsablauf optirniert werden,

um den zeitlichen Verlauf der intrazellularen Metabolit-Konzentrationen nach einem

Glucosepuls mittels 31 P-NMR-Spektren reproduzierbar messen zu kiinnen. 1m Laufe

erster Messungen zeigte sich, daB die zeitliche und spektrale Aufliisung der Messreihen

optimiert sowie der Zustand der eingesetzten Zellan standardisiert werden rnufsten.

Suspensionen mit hoher Zellkonzentration mutsten fur die Messungen verwendet

werden, da die Nachweis-Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie relativ gering ist.

Andererseits wurde bei hohen Zellkonzentrationen das Substrat in kurzer Zeit

verbraucht, sodafs nach einem Glucosepuls eine Messzeit von nur wenigen Minuten zur

VerfOgung stand. FOr die NMR-Messungen wurden Zellsuspensionen mit ca.

1.8'1011 Zellan pro ml Probe eingesetzt, der Antell des zellinternen Volumens am

Probevolurnen betrug dann 25 bis 30%. Darnit konnten Spektren mit gutem Siqnal-zu

Hauschen-Verhaltnis in einer Messzeit von einer Minute akkumuliert werden. 31 P-NMR

Spektren wurden jeweils vor und nach Zugabe von 350 mM Glucose aufgenommen. So

konnte der Metabolismus nach einem Glucosepuls mit einer zeitlichen Auflosunq von

einer Minute verfolgt werden.

Neben der zeitlichen Auflosung war die spektrale Auflosunq. d.h. die Trennung der

verschiedenen Signale innerhalb eines Spektrums wichtig. Die spektrale Aufiiisung wird

als die Linienbreite der Signale bei hal.ber Peakh6he gemessen und in Hertz angegeben.

Bei guten in-vivo-Messungen bet rug die Linienbreite 7 bis 10Hz. Sie konnte aber auch

30 bis 40 Hz erreichen, und eine quantitative Auswertung der Spektren war dann nicht

mehr moqlich. Eine Ursache fur die Verbreiterung von NMR-Signalen kiinnen

paramagnetische Komponenten in der Probe (Mn, Co, Nil sein. Werden paramagnetische

lonen aber durch Komplexbildner wie z.B. EDTA gebunden, verbessert sich die

Linienbreite. Es wurde getestet, ob paramagnetische lonen durch EDTA kornplexiert

werden konnten, ohne das Wachstum der Zellen zu beeintrachtiqen, Hierzu wurden

Wachstumsversuche in Vollmedium mit 1% Glucose und zusatzlich bis zu 1 mM EDTA

durchqefuhrt, Der Zellertrag und die Wachstumsrate waren jedoch in Gegenwart von

100 !-!M EDTA geringer als in EDTA-freien Ansatzen (siehe Tab. 3).
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Tab. 3: Waehstumsrate f.l und Zellertrag Ys (g/mol) in Batehfermentationen mit

EDTA-Zusatz.
Z. mobilis wurde in 50-mi-Ansatzen mit 1 % Glucose und EDTA (0 - 1 mM) anaerob

kultiviert. Waehstumsrate fl wurde dureh stOndliehe Messung der OD550nm wahrend
der exponentiellen Phase .. Ys durch Bestimmung von ODmax bereehnet.

EDTA Waehstumsrate fl Zellertrag Ys

(flM) (h-1 ) (g TG/mol Glucose)

0 0.38 9.4
100 0.28 7.5
250 0.23 7.2
500 0.18 5.0

1000 0.16 4.7

Dagegen konnten paramagnetisehe lonen

Suspensionspuffer gebunden werden. Eine gute

2 mM EDTA irn Messansatz erreicht, ohne

Zellsuspensionen zu beeintrachtigen.

dureh EDTA im Waseh- und

Auflosunq der Spektren wurde mit

den Glueoseumsatz dureh die

Die Linienbreite wird auch durch die Homoqenitat der Zellen in der Probe beeinflufst

(Nicolay et al., 1981). in diesern Zusammenhang rnufste beachtet werden, dar.. die

Morphologie der Z. mobifis-Zelien sieh je naeh Waehstumsphase und

Kultivierungsbedingungen andert (Stevnsborg et al., 1986). Daher wurden immer Zellen

aus der spaten exponentiellen Waehstumsphase fOr die in-vivo-Messungen eingesetzt.

Die Wachstumsphase der Zellerr sowie das Alter der Zellsuspensionen beeinflufste auch

die Biidung von Zuekerphosphaten und Nukleotiden nach dern Glueosepuls. Ein Vergleieh

von Zellen der exponentiellen mit solehen der stationarsn Wachstumsphase zeigte,dal:S

jene in gr61:Serem Mal:Se Zuckerphcsphate und Nukleotide bildeten (Tab. 4). Die

Zellsuspensionen konnten hochstens 3.5 bis 4 h auf Eis geha!ten worden, ohne die

Bildung von Zuekerphosphaten und Nukleotiden zu beeintrachtiqen (Tab. 4). Autserdem

nahm die Viskositat der Zellsuspensionen stark zu und ersehwerte eine gute

Durehmisehung der Probe naeh de. Glueosezugabe.
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Tab. 4: Bildung von Zuckerphosphaten (ZPl und NTP in Z. mobi/is-Zellsuspensionen

(1.8.10 11 Zellen/ml) in Abhangigkeit von Wachstumsphase der Zellen und

Alter der Zellsuspension.
31 P-NMR-Spektren wurden vor und nach Zugabe von 350 mM Glucose gemessen und
die Signale der Zuckerphosphate und Nukleotide durch Kalibrierung mit TEP als internem
Standard quantifiziert.

Zellsuspensionvl

exp, <3.5 h
stat, <3.5h
exp, >3.5 h

NTP-Maximumb)

22
15
13

ZP-Bildung cl

2.3
1.8
1.6

a) Die eingesetzten Zellen wurden in der exponentiellen (exp) oder stationaren (stat)
Wachstumsphase geerntet, die daraus gewonnenen Zellsuspensionen wurden vor der
Messung kOrzer « 3.5h) oder lanqer (> 3.5 h) als 3.5 h auf Eis gehalten.
b) Relative Einheiten, 100 =TEP; NTP =0 vor G!ucosezugabe.
c) Quotient aus (Siqnalintensitat der ZP 1 min nach Glucosezugabe)/ (Siqnalintensitat
der ZP 1 min vor Glucosezugabe).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fur aile ii7-vivo-Messungen in t Ovmrn-Rohrchen

Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase eingesetzt. Sie wurden in EDTA

haltigem Puffer gewaschen und resuspendiert und nicht lanqer als 3.5 h vor der

Messung auf Eis aufbewahrt.

Wahrend des Glucoseumsatzes durch Zellsuspensionen konnten folgende Signale

identifiziert werden (siehe Abb. 1): Zuckerphosphate und UDP-Zucker, internes und

externes anorganisches Phosphat, Triethylphosphat (TEPl, NAD(Hl, Nukleosid-

Diphosphate (NDP) und Nuklecsid-Trtphosphate (NTP). Die Kcnzentrationen der

phosphorylierten Metabolite wurden mit Hilfe des internen Standards TEP als relative

Signalintensitiiten bestimmt. Wahrend einer Messreihe konnte die Probe durch die C02

Entwicklung verdOnnt werden, d.h. die Siqnalintensitaten nahmen durch die im

Messvolumen entstehenden Gasblasen abo Um solche lntensitatsschwankunqen

auszugleichen, wurden die Siqnalintensitaten eines Spektrums jeweils relativ zu der TEP

lntensitat bestimmt.

Nach einem Glucosepuls verdoppe!te sich die lntensitat des Zuckerphosphat-Signals,

wahrend die Konzentration des internen Phosphats sank (Abb. 2). Gleichzeitig verschob

sich das Zuckerphosphat-Signal um ca. 0.5 ppm nach links (Abb. 1). Eine Ursache war

eine pl-i-abhanqiqe Verschiebung des Signals infolge sines Anstiegs des zellinternen pl-l

Werts (siehe unten). Die Verschiebung des Zuckerphosphat-Signals konnte jedoch

zusatzlich auf die Bildung von weiteren Intermediaten hinweisen, die vor dem

Glucosepuls nicht oder nur in sehr geringer Konzentration vorhanden waren.

26



2

3

4
1

-4 min

1min

4min

i I • i , I ' •• i • ii, • ; , I .- I I • t_, • I ii, ,.1 i .j , , I
ppm 0 -10 -20

Abb. 1: 31 P-NM R-Spektren bed 162 MHz von einer Z. mobilis -Suspensipn

(1.8'10 11 Zellen/ml, in MES-Puffer, pH 5.8, 30°C).
Spektren wurden vor(-4 min) und nacn (1, 4 und 20 min) Zugabe von 350 mM Glucose
bei einer Messzeit von 1 min aufgenommen. 1: Zuckerphosphate; 2/3: intra-und
extrazellulares Phosphat; 4: TEP; 5: NDP; 6: NAD, NADH; 7: UDP-Zucker; 8: B-NTP
(a-NTP und y-NTP uberlappen mit den NDP-Signalen, 5).
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Oem Anstieg der Zuckerphosphat-Konzentration folgte die Bildung von Nukleosid

Triphosphaten (NTP) bei gleichzeitiger Abnahme des Nukleosid-Diphosphat-Levels

(Abb. 2). Die chemische Verschiebung des r.,-NTP-Signals zwischen -18 und -19 ppm

(Abb. 1) wies darauf hin, dar., die NTP mit Mg2 + -Ionen komplexiert sind. Dies konnte

durch Referenzmessungen von ATP in Gegenwart bzw. Abwesenheit von M g2 + gezeigt

werden: Fur [ATP-Mg] bzw. freies ATP wurde bei pH 5.8 eine chemische Verschiebung

von -18.5 ppm bzw. -21.8 ppm gemessen (nicht gezeigt). Nach 4 min ging die Intensitilt

des Zuckerphosphat-Signals zuruck und nach 9 min waren keine NTP mehr nachweisbar

(Abb. 2). Die Intensitiiten von NAD, NADH und UDP-Zuckern blieben bis zu 20 min nach

Glucosezugabe konstant.

Die Glucose wurde jeweils vollstiindig umgesetzt. Dies wurde durch eine enzymatische

Analyse der Ansiitze nach Abschlufs der NMR-Messungen kontrolliert.
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Abb. 2: Zeitlicher Verlauf der intrazellularen Konzentrationen von Zuckerphosphaten,

internem anorganischem Phosphat, NTP und NDP in einer Z. mobilis

Zellsuspension (1.8'10 11 Zellen/ml) nach Zugabe von 350 mM Glucose.

Die Konzentrationen wurden aus den Siqnalinterisitaten in sequentiellen 31 P-NMR

Spektren ermittelt.

Ill: Zuckerphosphate; 0: internes anorganisches Phosphat; .: NTP;A : NDP.
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Die intra- und extrazellularen pH-Werte konnten aus den chemischen Verschiebungen

der Signale fOr internes und externes Phosphat bestimmt werden. Dazu wurde eine

Eichkurve der chemischen Verschiebungen dieser Signale in Abhanqiqkeit vom pH-Wert

aufgestellt (Abb. 3). Die Daten dieser Eichkurve wurden mit Messansatzen aus

Z. mobilis-Zellsuspensionen errnittelt, die denjenigen fOr die Untersuchung des

Glucoseumsatzes entsprachen. Allerdings wurde statt Glucose der Entkoppler CCCP

(100 flM) zugesetzt. In dieser Weise deenergetisierte Zellen k6nnen keinen pl-l

Gradienten aufbauen iRuhrmann. 1993), d.h. es gilt pH(in) = pH(ex). Damit konnten die

gemessenen chemischen Verschiebungen jeweils dem extern bestimmten pH-Wert

zugeordnet werden. Der Verlauf der Titraticnskurve wurde nach der Henderson

Hasselbalch-Gleichung durch Minimierung der quadratischen Abweichung an die

Me(l,werte anqepafst und die chemische Verschiebung des H2P04-- bzw. HP042--lons

sowie der pk-Wert bestimmt (Tab. 5).
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Abb. 3: Chemische Verschiebung der Signale des internen (1lI) und

externen (0) Phosphats von Z. mobilis-Zellsuspeflsionen in Abhiingigkeit

vom pH-Wert.
31 P-NMR-Spektren von Suspensionen deenergetisierter Zellen wurden in einern pH
Bereich von 5.2 bis 6.6 aufgenommen. Die Titrationskurven wurden nach der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung an die Daten anqepalst.

29



Tab. 5: Die chemische Verschiebung 0 der Phosphationen H2P04- bzw. HP042- und

die pk-Werte des internen und externen anorganischen Phosphats in

in-vivo-NMR-Spektren von Z. mobilis-Zellsuspensionen ohne Glucosezusatz.
Die Bestimmung erfolgte durch Anpassung der Henderson-Hasselbalch-Gleichung an die
Mefswerte der in Abb. 3 gezeigten Phosphat-Eichkurve.

internes Phosphat
externes Phosphat

1.08
0.86

2.73
2.62

pk

6.40
6.48

Die intra- und extrazellularen pH-Werte in Z. mobl/is-Zellsuspensionen konnten aus den

31 P-NMR-Spektren des Glucoseumsatzes (siehe Abb. 1) bestimmt werden. Die

chemischen Verschiebungen des internen und externen anorganischen Phosphats

wurden fOr die vor und nach Glucosepuls aufgenommenen Spektren mit Hilfe der AMX

Software bestimmt. Anschlisfsend konnten iiber die Henderson-Hasseibalch-Gleichung

und die in Tab. 5 aufgefQhrten Werte fur 0 (H2P04-j, 0 (HP042-j und pk die pH-Werte

berechnet werden. Nach Zugabe von Giucose zu Z. mobiks-Zellsuspensionen stieg in

den Zellen der pH-Wert zunachst um 0.2 bis 0.3 Einheiten an und es wurde ein pH

Gradient von bis zu 0.8 pl-l-Einheiten gebiidet (Abb. 4).
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Abb. 4: Intra- (!il) und axtrazetlutarer (0) pH nach Zugabe von Glucose zu

einer Z. mobilis-Zellsuspension.
31 P-NMR-Spektren wurden vor und nach Zugabe von 350 mM Glucose aufgenommen
und aus der chemischen Verschiebung des internen und externen Phosphats die pH
Werte ermittelt.
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3.1.2 In-vitro-3 1P-NMR-Messungen

3.1.2.1 Identifizierung und Quantifizierung der Signale von Extraktspektren

Des nachste Ziel bei der Untersuchung des Glucoseurnsatzes in Z. mobilis war die

Bestimmung intrazelluilarer Konzentrationen einzelner Metabolite, um so die

summarische Auswertung der in-vivo-Experimente zu erqanzen. Durch die Perchlorsaure

Extraktion wurden einzelne Phasen eines in vivo in wenigen Minuten ablaufenden

Glucosepulses festgehalten. Extraktmessungen boten die Maglichkeit, durch optimale

Probenvorbereitung und lange Mel5zeiten Spektren mit hoher Auflosunp und mit sehr

gutem Siqnal-zu-Reuschen-Verhaltnis zu erhalten.

Aus folgenden Grunden wurden fOr die Extraktionsversuche dichte Zellsuspensionen

(1.8'10 11 Zellen/rnl) wie in den in-vivo-Messungen verwendet:

1. Die Ergebnisse der Extraktserien sollten mit den in-vivo-Messungen vergleichbar sein.

2. Die Extraktserien dienten als Kontroile dafur, dal5 der Stoffwechsel wahrend der

in-vivo-Messungen nicht durch das Magnetfeld beeinflul5t wurde.

3. Nur durch Einsatz von ca. 0.5 9 Trockenzellmasse pro Extraktion konnte ein gutes

Signal-zu-Rauschen-Verhiiltnis in den Spektren erhalten werden.

Die hohe Zelldichte der extrahierten Suspensionen konnts zur Bestimmung falscher

intrazellularer Konzentrationen fuhren, falls der Giucoseumsatz nicht in allen Zellen

weitestgehend synchron verlauft, z.B. durch Lyse der Zellen oder durch inhomogene

Substratverteiiung in dar Probe. In Kontrollen wurde jedoch gezeigt, dal5 die hohe

Zellkonzentration nicht zu den angesprochenen Problemen fuhrte: Extrakte aus

Suspensionen der 00 500 bzw. 100 ergaben vergleichbare 31 P-NMR-Spektren.

Lediglich das Siqnal-zu-Rauschen-Verhaltnis der Spektren von Extrakten aus

Suspensionen mit 00 500 war besser, daher war die quantitative Auswertung dieser

Extrakte genauer.

Z. mobi/is-Zellsuspensionen wurden 15 min bei 30 0C inkubiert und nach einem Zeitraum

von 0.5 bis 15 min nach Giucosezugabe wurden die Zellen mit Perchlorsaure

aufgeschlossen. Wie Abb. 5 zeigt, gruppierten sich in den 31 P-NMR-Spektren von

Perchlorsaure-Extrakten die Signale der Zuckerphosphate und Nukleotide in fOnf

Abschnitten des Spektrurns, Daher war eine gute Auflosung der dicht

beieinanderliegenden Signale die Varaussetzung fur eine quantitative Auswertung. Es

zeiqte sich, daB die l.inienbreite der Extraktspektran u.a. durch paramagnetische

Komponenten, Komplexbildung phosphorylierter Substanzen mit Mg2 + sowie pH- und

Temperaturschwankungen beeinflul5t wurde. Daher rnulsten die Proben ill geeigneter

Weise vorbereitet und die Messbedingungen so gewahlt werden, dill5 reproduzierbar

geringe Linienbreiten erzielt werden konnten. Dann lagen die Linienbreiten z.B.des
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Standards TEP zwischen 1.4 und 2.0 Hz. 1m folgenden wird auf die fOr die spektrale

Aufl6sung wichtigsten Faktoren naher eingegangen.

I
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Abb. 5: 31 P-NMR-Spektrum bei 162 MHz von einem Pr;JrchlorsaurecExtrakt (pH 8.30)

einer Z. mobilis-Zellsuspension.
Die Suspension (1.8.1011 Zellen/rnl) wurde mit 350 mM Glucose versetzt und nach
2 min mit Perchlorsaure extrahiert. .Zur Aufnahme des Spektrums wurden1800
Messpulseakkumuliert.
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Paramagnetische Komponenten und Komplexbildung

Erste Messungen von Percblorsaure-Extrakten waren aufgrund von Linienbreiten bis zu

10Hz im Bereich der Zuekerphasphate nieht fUr eine quantitative Auswertung geeignet.

Eine Verbreiterung der Signale im Spektrum kannte dureh paramagnetisehe

Kompanenten verursaeht worden sein, da diese die transversale Relaxation verstarksn

(Sanders und Hunter, 1989). Um den Einflul3 paramagnetiseher Kampanenten in den

Extrakten auf die Linienbreite dar Spektren zu beurteilen, wurde eine Analyse der

Perchlorsaure-Extrakte in der Zentralabteilung fur ehemisehe Analysen der KFA .Julich

durehgefUhrt. Diese Untersuchunq ergab, dal3 die Extrakte Fe, Cr. Cu. Ni, Co und Mn

enthielten (Tab. 6). Je nach Ladunqszahl konnen diese Elemente paramagnetiseh sein

(Hallemann-Wiberg, 1985) und somit die spektrale Aufl6sung der Spektren

beeintrachtiqen,

Tab. 6: Elementaranalyse eines Perchlorsaure-Extraktes einer Z. mobilis-Zellsuspension.
Die Analyse wurde rnittels Atamemissions-Spektroskapie an der Zentralabteilung tur
ehemisehe Analysen der KFA JUlien durehgefOhrt. Die Konzentratianen sind in mM,
bezogen auf das NMR-Probenvalumen (3m!), angegeben.

Element K Na Ca Mg Fe Zn
, Konzentration 1400 52 0.1 32 0.1 () 1v. ,

unter 0.1 mM: AI, 8, As, c-, Pb

unter 0.1 11M: cu. Ni, co. Mo, Mn, Ti

V\fahrend pararnaqnetische Kompanenten die Linienbreiten ailer Signals bseinflussen,

k6nnen auch die Signale einzelner phosphorvlierter Substanzen durch spezifisehe

Weehselwirkungen mit !onen verbreitert werden. Es zeigte sich, dal3 in Gegenwart von

Mg2 +-lonen das f.S-AiP-Signal verbreitert war, sodafs seine Triplett-Struktur nicht

aufgel6st wurde (Tab. 7). ATP kann als freies Ion und als Mg2 +-Komplex varliegen.

Aufgrund des sehnellen Austausehes zwischen beiden Farmen ist im Spektrum nur noeh

ein breites Signal zu sehen, das aus der Uber!agerung beider Signale entsteht (Hausser

und Kalbitzer, 1989). Naeh der Elementaranal!yse wurde mit einer Mg2 +-Konzantration

von ca. 30 bis 40 mM in den Extrakten gerechnet (Tab. 6). In Referenzmessungen mit

Reinsubstanzen war das f.S-ATP-Signai und das Phosphat-Signal' auch ahne M g2 +

Zusatz verbreitert (Tab. 7). Dies beruhte auf eingesehleppten paramagnetisehen lonen,

die in Spuren im Phosphat bzw. ATP vorhanden sind. Dureh Oberschuts von EDTA

kannte sawoh! der Austauseh zwischen Mg-ATP und A TP als auehder Einfluf.S der

paramagnetisehen lonen verhindert und damit eine geringe Linienbreiteerzielt werden
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(Tab. 7). In den Perchlorsaure-Extrakten erwies sieh 75 mM EDTA als optimal, um die

Verbreiterung der Signale dureh paramagnetisehe Komponenten und Komplexbildung

auszusehliefSen.

Tab. 7: EinflufS der Konzentrationen c von Mg2 + und EDTA auf die Linienbraite 1l.v 1/2.
Wassrige l.osunqen von ATP und Phosphat wurden bei pH 8.30 mit 64 Pulsen
gem essen und nach Fourier-Transformation die Linienbreite der Signale bestimmt.

c(M g2 + ) c(EDTA) Llv1/2(Pi) Llv1/2(fS-ATP)

0 0 2.10 >30
5 0 1.95 >30
0 5 1.70 1.90
0 50 1.40 1.60

30 50 1.40 1.95

pH- und Temperaturschwankungen

Sowohl der pH-Wert als aueh die Temperatur der Probe beeinflussen die chemisehe

Versehiebung der Signale in 31 P-NMR-Spektren. Tab. 8 zeigt den EinflufS des pH-Werts

auf die Linienbreite: Wahrend bei pH 8.30 eine gute Auflosunq erzielt wurde, war eine

quantitative BearbEiitung der bei pH 6.0 aufgenommenen Spektren nieht rnoqlich, da hier

die Signale zu breit waren.

Tab. 8: EinfJufS des pH-Werts auf die Linienbreiten AV1!2 in 31 P-NMR-Spektren von
Perchlorsaure-Extrakten.

3PG: 3-Phosphoglycerat; Pi: anorganisehes Phosphat.

pH

6.0
8.3

Llv1l2{3PG) .1v112{Pi) Llv1l2(TEP) Llv112(l5-ATP)
[Hz] [Hz] [Hz] [Hz]

9.0 15.0 1.8 60
1.9 1.7 1.7 3.0

Die Titrationskurven phosphorylierter Substanzen sind im Alkalisehen relativ flaeh

(Abb. 3), d.h. die ehemisehe Versehiebung andsrt sieh in diesem pH-Bereich nur wenig.

Dies ist wichtig im Zusammenhang mit der pH- und Temperaturkonstanz wahrendeiner

NMR-Messung. Dureh die Messpulse wird die Probe erwarrnt und diese

Ternperaturanderungen k6nnen uber die Anderungender Dissoziationskonstanten

phosphorvlierter Metabolite den pH-Wert beeinflussen. In gut gepufferten t.osunqen
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kann sich auch des Verhaltnis zwischen protonierter und deprotonierter Form and ern

(Morris, 1976). In beiden Fallen fuhre" die Temperaturschwankungen zur Verschiebung

der Peakposition. Somit autsern sich Temperaturschwankungen in Bruchteilen von DC im

Laufe der Messung als linienverlJreiterung im Spektrum. Daher wurden die Extrakte bei

pH 8.30, gepuffert mit 50 mM 'Iris-Puffer. gemessen, um die Verschiebung der

Peakpcsition miiglichst gering zu halten. Aul3erdem wurden jeder Messung Pulse

vorgeschaltet, die nicht zur Akkurnulatiom des Spektrums dienten. Wahrend dieser

'dummy scans' konnte sich die Temperaturregelung auf die Probe einregeln.

Ein alkalischer pH-Wert der Proben war nicht zuletzt deshalb gOnstig, weil ATP und UTP

in Gegenwart von Mg2 -I- im Alkalischen stabiler sind als bei pH-Werten unter 7.

FOr die Identifizierung und Quantifizierung der Signale rnulste ein geeigneter Standard

gefunden werden. 1m Aligemeinen wird in der 31 P-NMR-Spektroskopie 85 %ige

Phosphorsaure als externer Standard in einer Kapillare im Probenriihrchen eingesetzt. Da

das Signal jedoeh relativ breit ist und mit anderen Monophosphat-Signalen Oberlagern

kann, ist fOr die Quantifizierung dem externen ein interner Standard vorzuziehen

(Hausser und Kalbitzer, 1989). Ein interner Standard mul3 chemisch stabil sein, mit

anderen Komponenten der Probe keime Wechselwirkungen eingehen und eine von pl-l

Wert und lonenstarke unabhanqiqe ehemische Verschiebung haben. Es wurden

Triethylphosphat (TEP) (Kirk et al., 1986), Phosphocreatin, Methanphosphonsaure

dimethylester (DMMP) (Hausser una Kalhitzer, 1989) und Glycerophosphoryl-Cholin

(Navon et al., 1979) auf ihre Eignung als Standards fur die Extraktmessungen geprOft.

Glycerophosphoryl-Cholin war nicht geeigmet. da kaufliche Liisungen in zu geringer

Konzentration angeboten werden. Die Ergebnisse fOr TEP, Phosphocreatin und DMMP

sind in Tab. 9 zusammengefal3t.

Tab. 9: Eigenschaften von phosphorylierten Substanzen, die als Standard fur die

31 P-NMR-Spektroskopie einqesetzt werden konnen,
31 P-Spektren von 10 mM TEP, Phosphocreatin (PCri und Methanphosphonsaure
dimethylester (DMMP) (pH 8.30l wurden in Abstanden von mehreren Stunden
aufgenommen und die Siqnalirrterisitat und Linienbreite bastimmt. Aul3erdem wurde
dureh Titration mit5N Hel der Einflul3 des pH-Werts auf die chemische Verschiebung
untersucht.

Linienbreite [Hz]

Stabilitat
chem. Verschiebung
pH-Verschiebung

TEP

1.3

+
0.44 ppm
nein

DMMP

n.b.

39 ppm
ja

PCr

2.5

+
-2.12 ppm
ja
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DMMP hydrolysierte vollstandip im I...aufe von 14 h. 1m Hinblick auf die langen

MeiSzeiten der Extrakte schlofs dies erne Anwendung von DMMP aus. Phosphocreatin

war stabil, aber seine chemische Verschiebung variierte mit dem pH-Wert. TEP war

stabil, hatte eine vom pH-Wert und der lonenstarke unabhanqiqe chemische

Verschiebunq und sine geringe Linienbreite. Allerdings Qberlagerten sich in den

Extraktspektren die Signale von TEP (0.44 ppm) und Phosphoenolpyruvat (0.46 ppm).

Daher wurden die Extrakte zunachst ohne TEP gemessen, um eventuell vorhandenes

Phosphoenolpyruvat zu detektieren. Nach einer zweiten Messung des Extrakts mit TEP

wurden die Spektren ausgewertet.

Durch Zugabe von Reinsubstanzen wurden die Signale der 31 P-NMR-Spektren von

Extrakten zugeordnet und die Konzentrationen der Metabolite in der Probe bestimmt.

Literaturdaten konnten nicht zur Identifizierung genutzt werden, da sie bis zu 1 ppm

voneinander abweichen und in Extraktspektren im Bereich von 1 ppm bis zu zehn

verschiedene Signale auftraten (siehe Abb. 6). AuiSerdem wurde durch die Zugabe jeder

Reinsubstenz ihr spezifischer Kalibrierungsfaktor C ermittelt. Er gibt die relative

spezifische Signalintensitiit einer Substanz bezogen auf den Standard TEP nach

folgender Gleichung (IE, Siqnalintensitat: c, Konzentration) an:

In Tab. 10 sind die chemischen Verschiebungen und die Kalibrierungsfaktoren C der

Metabolite, die in den Extraktspektren identifiziert wurden, zusammengefaiSt. Mit Hilfe

des Kalibrierungsfaktors wurden aus den Siqnalintansitaten (IE) in den Extraktspektren

die intrazellularen Konzentrationen (cone) der Metabolite nach folgender Gleichung

berechnet:

Vol Probe: das Volumen von Extraktionsansatz und NMR-Probe betrug jeweils

3 ml.

VollZ:: das intrazellulare Volumen der rrn Extraktionsansatz eingesetzten

Zellsuspension.

Das intrazellulare Volumen der Zellen wurde parallel zur Perchlorsaure-Extraktion

bestirnrnt. Es bstruq 2.25 fil/mg TG. Das intrazellulere Volumen des Extraktionsansatzes

wurde uber die OD und eine ODfTG-Eichung (0.23 9 TG/J OD 1.0) berechnet. Es betrug

bei allen Ansiitzen zwischen 27 und 30% des Probevolumens.
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Tab. 10: Chemisehe Versehiebungen 8 und Kalibrierungsfaktoren C von Metaboliten in
31 P-NMR-Spektren von Z. mobilis-Extrakten bei pH 8.30.

Metabolit 8 a) Mult.! Ce)

[ppm] J[Hzjb)

6-Phosphoglueonat 5.66 ±0.03 s 1.49
Glueose-6-Phosphat 5.46 ±0.03 s 1.36
Sedoheptulose-7-Phosphat 5.24 ±0.03 s 0.71
Glyeerinaldehyd-3- 5.16 ±0.06 s
Phosphat 5.09 ±0.06 s 1.41
3-Phosphoglyeerat 5.05 ±0.03 s 1.38
Coenzym A 4.89 ±0.O1 s 2.60
KDPG 4.76 nb s nbd)

KDPG 4.70 nb s nb
AMP 4.75 ±0.04 s 1.62
UMP 4.66 ±0.05 s 0.94
2-Phosphoglyeerat 4.59 ±0.03 s 1.20
NADPH 4.56 ±0.03 s 1.88
NADP 4.49 ±0.03 s 1.97
Phosphat 3.74 ±0.04 s nb
Phosphoenolpyruvat 0.46 ±0.02 s 1.04
y-ATP -4.52 ±0.04 d{19.3) 1.44

y-UTP -4.57 ±0.02 d(19.4) 1.60

13-ADP -4.86 ±O.05 d{21.7) 1.31

13-UDP -4.93 ±0.03 d(21.9) 1.57

a-ADP -9.29 ±0.05 d(21.7} 1.52
a-UDP -9.42 ±0.02 d(21.9) 1.44

a-ATP -9.78 ±O.O2 d( 19.0) nb

a-UTP -9.89 ±0.03 d(19.2) 1.43
Coenzym A -9.61 -10.11 ±0.01 d(20.3) 4.47
NADH -10.06 ±0.05 s 3.85
NADP -10.10 -10.43 ±0.01 d{20.5l 3.52
NAD -10.11 -10.43 ±0.01 d(20.5) 3.22
UDP-Glucose -10.08 -11.63 ±O.O1 d(20.1 ) 3.54
13-ATP -19.99 ±0.03 t(19.2) 1.66

13-UTP -20.08 ±0.02 t(19.2) 1.78

a) Chemisehe Versehiebung 8 bezuqlich 85% H3P04 ± Sehwankungen aufgrund

geringfUgig untersehiedlicher lonenstiirke oder pH-Werte der Extrakte.

b) Multipiizitiit: s, Singulett; d, Dublett; t, Triplett

und J: Kopplunqskonstante in Hz

e) Kalibrierungsfaktor (Bestimmung s. Text)

d) nicht bestimmt
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3.1.2.2 Bestimmung intrazellularer Metabolitkonzentrationen nach einem Glucosepuls

Der zeitliche Verlauf Intrazellularer Metabolitkonzentrationen nach einem Glucosepuls in

Z. mobilis konnte durch 31 P-NMR-Spektroskopie von Perchlorsaure-Extrakten bestimmt

werden. Wie Abb. 6 zeiqt. konnten folgende phosphorylierte Intermediate des

Glucoseumsatzes Ober den Entner-DoudorofHNeg in den Extraktspektren nachgewiesen

werden: Glucose-6-Phosphat, 6-Phosphogluconat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat und

3-Phosphoglycerat.

CoA

I

"

UMP

i

1 II~
G6P

i

GAP

f\

I
6PG SH7P I

/I i 3PG

~LJJ~~v~
,
ppm

I
5.5

I
5.0

I
4.5

Abb. 6: Zuckerphosphat-Region von einem 31 P-NM R-Spektrum eines

Perchlorsaure-Extrakts von Z. mobilis.
Die Extraktion wurde1 min nach Zugabe von 350 mM Glucose zu einer Zellsuspension
(1.8'10 11 Zellen/ml) durchgefOhrt. 6PG: 6-Phosphogluconat; G6P: Glucose-f-Phosphat:
SH7P: Sedoheptulose-7-Phosphat: GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat;
3PG: 3-Phosphoglycerat; CoA: Coenzym A.

Zwischen 5.0 und 4.3 ppm wurden die Resonanzen von Coenzym A, AMP, UMP,

NADPH und NADP durch Zugabe der Reinsubstanzen nachgewiesen. Die intrazellularen

Konzentrationen von Coenzym A betrugen zwischen 3 und 6 mM. Das UMP-Signal

konnte in Spektren von Extrakten aus Zellsuspensionen vor Glucosezugabe identifiziert
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werden. Nach dem Glucosepuls nalhm seine lntensitat ab, sodars es durch andere

Resonanzen Oberlagert wurde und nicht quantifiziert werden konnte. AMP wurde von

zwei Signalen mit konstant hoher lntensitat bei 4.7 ppm Oberlagert, daher konnte seine

intrazellulare Konzentration nicht bestirnmt werden. Die restlichen unqefahr 75 % der

Resonanzen zwischen 5.0 und: 4.3 ppm [Abb, 6} konnten nicht identifiziert werden. Es

handelte sich um Signale, deren Intsnsitaten vor und nach Glucosepuls konstant blieben.

Vier Intermediate des Entner-Doudoroff-Wegs konnten nicht nachgewiesen werden:

KDPG, 1,3-Bisphosphoglycerat, 2-Phosphoglycerat und Phosphoenolpyruvat.

1,3-Bisphosphoglycerat konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden, da es

eine sehr instabile Substanz ist(\legel.ein und Noll, 1984).

Die Signale von 2-Phosphoglycerat und KDPG lagen in einem Bereich mehrerer nicht

identifizierter Resonanzen (siehe Abb. 6, 5.0 bis 4.3 ppm). Es kann nicht

ausgeschlossen werden, daIS diese Signale Oberlagert wurden, falls 2-Phosphoglycerat

und KDPG in Konzentrationen unter 1 mM in den Extrakten vorlagen.

Phosphoenolpyruvat wurde zu keinem Zeitpunkt vor bzw. nach Glucosezugabe

nachgewiesen. Um eine Uberlagerung durch den Standard TEP auszuschliefsen, wurden

aile Proben zunachst ohne TEP gemessen, anschliel3end interner Standard zugesetzt und

nochmals ein NMR-Spektrum au1genommen. Foigende Kontrolle wurde durchgefOhrt, um

auszuschliefsen, daIS Phosphoanolpvruvat im Laufe der Extraktion oder der NMR

Messung hydralysierte:

Zu Ansatzen fur die Perchlorsaure-Extrsktion wurden Reinsubstanzan in bekannter

Konzentration hinzugegeben unc ihre Konzentration nach Extraktion, Aufarbeitung und

NMR-Messung bestimmt (Tab. 11 i.

Tab. 11: Stabilitat von Reinsubstanzen im Laufe der Perchlorsaure-Extraktion

von Z. mobJ1is-Zellsuspemsionen.
Reinsubstanzen wurden dem Extraktionsansatz hinzugefOgt und die Wiederfindungsrate
R als Quotient der Konzentrationen im Extrakt und im Ansatz bestimmt.

Substanz

2-Phosphoglycerat
Erythrose-4-Phosphat
Phosphoenolpyruvat
ATP
Glucose-6-Phosphat

R

0.9
0.08
0.9
0.9
1.1
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der intrazeltularen Konzentrationen von 6-Phosphogluconat,

Glucose-6-Phosphat. Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat, ATP, UTP, ADP

und UDP in einer Z. mobilis-Zellsuspension nach Glucosezugabe.
Die Suspensionen (1.8'10 11 Zellen/ml} wurden mit 350 mM Glucose versetzt und nach
einem Zeitraum von 0.5 bis 15 min mit Perchlorsaure extrahiert. Die Konzentrationen
der Metabolite wurden aus den Siqnalintensitaten in den 31.P-NMR-Spektren der
Extrakte bestimmt.
6PG: 6-Phosphogluconat; G6P: Glucose-6-Phosphat;
GA3P: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; 3PG: 3-Phosphoglycerat;
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Wie Tab. 11 zeigt, wurde Phosphoenolpyruvat wie auch 2-Phosphoglycerat, Glucose-6

Phosphat und ATP zu annahernd 100% wiedergefunden. Ais Negativkontrolle wurde

aufgrund seiner lnstabilitat Erythrose-4-Phosphat (Ballou et al., 1955) eingesetzt und zu

8% wiedergefunden. Daraus folqte, dar.. Phosphoenolpyruvat in den Extrakten

nachweisbar gewesen ware. Seine intrazellulare Konzentration blieb nach dem

Glucosepuls also unter der Nachweisgrenze dieser Methode von 0.1 mM.

Der zeitliche Verlauf der Konzentrationen der Zuckerphosphate Glucose-6-Phosphat,

Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 6-Phosphogluconat und 3-Phosphoglycerat sowie der

Nukleotide ATP, UTP, ADP unci UDP ist in Abb. 7 dargestellt. In den ersten 60 s nach

Glucosezugabe wurden intrazelluliir 4 mM Glucose-6-Phosphat, 3 mM Glycerinaldehyd

3-Phosphat und zwischen 0.5 und 1 mM 6-Phosphogluconat und 3-Phosphoglycerat

nachgewiesen. Der Anstieg von 3-Phosphoglycerat erfolgte erst, als die Konzentrationen

von Glucose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat wieder zuruckgingen (Abb. 7).

Nach Glucosezugabe wurde ein rascher Anstieg von ATP und UTP beobachtet. Wahrend

der ersten vier Minuten setzte sich der NTP-Pool aus fast 4 mM ATP und 2 mM UTP

zusammen (Abb. 7). Wahrenddessen nahm die Konzentration von UDP unter die

Nachweisgrenze ab. aber ADP blieb fast konstant bei 1 mM. Nach 8 min waren ATP

und UTP wie vor Glucosezugabe nicht mehr nachzuweisen. ATP und UTP konnten

anhand ihrer 't: und I3-Signale doppelt bestimrnt werden. Dies war eine gute interne

Kontrolle der Konzentrations-Bestimmung und es zeigte sich, dar.. die Ergebnisse fur

y- und I3-Signale ubereinstimmten. ADP und UDP lisfsen sich anhand ihrer a-P-Signale

aufgrund eines hoheren Signal-zu-Rauschen-Verhaitnisses besser quantifizieren als abel

die I3-Signale_

Die intrazellulare Konzentration von NAD und NADH betruq vor und nach Glucosepuls

zwischen 2 und 2.5 mM. Zwar konnten die Signale von NAD (zwei Dubletts) und NADH

(ein Singulett) aufqelost werden, aber die Perchlorsaure-Extraktion verandert das

Verhiiltnis zwischen oxidierter und reduzierter Form. Daher wurde die Konzentration der

Pyridinnukleotide als Summe (NAD + NADH) bestimmt. NADP und NADPH blieben

unter der Nachweisgrenze von 0.1 mM.
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3.2 Der Einfluf5 von Ethanol auf den Glucose-Stoffwechsel in Z. mobilis

3.2.1 In-vivo-NMR-Spektroskopie von Z. mobills-Suspensionen in Gegenwart von

Ethanol

In-vivo-Messungen von Z. mobilis-Zellsuspensionen hatten gezeigt, daf5

Zuckerphosphate und Nukleosid-Triphosphate gebildet und ein pH-Gradient von bis zu

0.8 pH-Einheiten aufgebaut wurde, wenn die Zellen mit Glucose varsatzt wurden.

Daraufhin wurde der Einfluf5 von Ethanol auf die Bildung von Zuckerphosphaten,

Nukleosid-Triphosphaten und den pH-Gradienten wiihrend des Glucose-Stoffwechsels

untersucht. Hierzu wurden die Z. moblJis-Zellsuspensionen vor Glucosezugabe mit

Ethanol in Konzentrationen von 0 bis 10% inkubiert und anschliefsend ein Glucosepuls

durch sequentielle 31 P-NMR-Spektren aufgenommen. Die Signalintensitiiten der

Zuckerphosphate und Nukleosid-Triphosphate wurden bestimmt und der Verlauf der

internen und externen pH-Werte aus den chemischen Verschiebungen der Phosphat

Signale ermittelt.
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Abb. 8: Zeitlicher Verlauf des pH-Gradienten nach Zugabe von Glucose zu Z. mobilis-

Zellsuspensionen in Gegenwart unterschiedlicher Ethanolkonzentrationen.
Die internen und externen pH-Werte wurden aus den chemischen Verschiebungen des
internen und externen anorganischen Phosphats mit Hilfe von Eichkurven (s. Abb. 3)
bestimmt.

@: ohne Ethanolzusatz: 0: + 5% Ethanol; * : + 10% Ethanol
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Wie Abb. 8 zeigt, wurde bis zu einem Zusatz von 5% Ethanol die Ausbildung des pH

Gradienten nicht beeintrachtiqt, Bel 10% Ethanol jedoch stieg der pH-Gradient

langsamer an und erreichte nach vier Minuten nur ca. 50% des in Ansiitzen mit

geringeren Ethanolkonzentrationen gemessenen rnaximalen Wertes (Abb, 8).

Dagegen wurde bei alien getesteten Ethanolkonzentrationen (1.25%, 2.5%, 5%, 10%)

beobachtet. daf:\ die Bildung von Nukleosid-Triphosphaten um ca. 50% reduziert

(Abb. 9) und der Anstieg der Zuckerphosphat-Konzentration auf das Maximum 1 min

nach Glucosezugabe schwacher a!s in Ansatzen ohne Ethanolzusatz war.

Ein Einfluf:\ der Dauer der Inkubation (zwischen 20 und 60 min) mit Ethanol vor

Glucosepuls auf die Bildung von Zuckerphosphaten oder Nukleosid-Triphosphaten konnte

dagegen nicht festqestellt werden.
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Abb.9: Einfluf:\ von Ethanol auf den zeitlichen Verlauf der relativen Siqnalintensitaten

von Nukleosid-Triphosphaten in einer Z. mobilis-Zellsuspension

mit 1.8'1011 Zellenfml nach Zugabe von 350 mM Glucose.

Die Signalintensitiiten wurden in sequentiellen 31 P-NMR-Spektren relativ zum TEP

Signal ermittelt.

e: ohne Ethanolzusatz; nach Inkubation mit 5% (0) bzw.l 0% (*) Ethanol.

43



Wie Abb. 9 zeiqt, wurde das Maximum der Nukleosid-Triphosphat-Konzentration wie in

ethanolfreien Ansatzen nach zwei Minuten erreicht, es nahm aber in Gegenwart von

Ethanol langsamer abo So waren in den Ansatzen mit 10% Ethanol die Nukleosid

Triphosphate sogar noch nach 20 min nachweisbar (Abb. 9). Dadurch wurde

nahegelegt, daB Glucose in Gegenwart von Ethanol iangsamer umgesetzt wurde. Dies

konnte auch durch Bestimmung der Restglucose in den Zellsuspensionen nach Abschlufs

der NMR-Messungen (30 min nachGlucosepuls) bestatiqt werden. Wahrend in den

Ansatzen ohne Ethanolzusatz die eingesetzte Glucose vollstandiq verbraucht wurde und

dies einer Glucoseumsatzrate von ca. 3.5 9 Glucose/(g Trockenzellgewicht . h)

entsprach, konnte in Gegenwart von 10% Ethanol im gleichen Zeitraum nur zwischen

45 und 80% der Glucose umgesetzt werden.

Wahrend der Inkubation der Zellsuspensionen in 10% Ethanol verschoben sich die

Signale von Zuckerphosphaten und internem Phosphat schon vor Glucosezugabe in der

Weise, daB die Differenz derchemischen Verschiebung von internem und externem

Phosphat abnahm (nicht gezeigt). Dies wies darauf hin, daB sich pH-Wert und

lonenstarke des intra- und extrazellularen Milieus wahrend der Inkubation in Ethanol

angeglichen hatten. Andererseits wies die Position des P-NTP-Signals darauf hin, daB

Ethanol nicht zum Verlust von Mg2 + -Ionen durch Schadiqunq der Zellmembran tuhrte.

Die chemische Verschiebung betrug in allen Messreihen -18.4 ppm, d.h. Nukleosid

Triphosphate waren mit Mg2 +-komplexiert, da das Signal der nicht komplexierten

Nukleosid-Triphosphate bei -21 ppm zu erwarten gewesen ware.

3.2.2 31 P-NMR-Spektroskopie von Perchlorsaure-Extrakten

Die in-vivo-Messungen von Z. mobi!is-Zellsuspensionen hatten gezeigt, daB die Bildung

des pH-Gradienten sowie von Zuckerphosphaten und Nukleosid-Triphosphaten in

Gegenwart von Ethanol verringert war. Mit Hilfe von 31 P-NMR-Spektren von

Perchlorsaure-Extrakten aus Zellsuspensionen, die Glucose in Gegenwart von Ethanol

metabolisierten, solite der EinfluB von Ethanol auf die intrazellularen Konzentrationen der

Metabolite des Entner-Doudoroff-Wegs und der Nukleotide untersucht werden. Hierfur

wurden die Zellsuspensionen mit Ethanol (0, 5, bzw. 10%) inkubiert und nach Zugabe

von Glucose mit Perchlorsaure extrahiert. Die intrazellularen Konzentrationen wurden

aus den 31 P-NiviR-Spektren der Extrakte errnittelt. Der Verlauf vder intrazellularen

Konzentrationen von Zuckerphosphaten und Nukleosid-Triphosphaten in Ansatzen mit

5 % Ethanol zeigte nur geringeUnterschiede zu den ethanolfreien Kontrollen. Dagegen

waren die Metabolit-Konzentrationen in Gegenwart von 10% Ethanol deutlich verandert,
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Besonders interessant war die Akkumulation von 3-Phosphoglycerat in Gegenwart von

10% Ethanol. Die Konzentration stieg kontinuierlich auf 3.4 mM 15 min nach

Glucosepuls an. Dagegen Gberstieg die Konzentration in ethanolfreien Ansatzen nicht

1.8 mM und fie I nach 4 min wieder abo In Zellen, die Glucose in Gegenwart von 10%

Ethanol umsetzten. wurde aufserdern eine relativ konstante Konzentration von 2 i1'lfv'i

Sedoheptulose-7-Phosphat gemessen.

Wie Abb. 10 zeiqt, konnten nur 2.5 mM ATP und 1.3 mM UTP nach Glucosezugabe in

den Ansatzen mit 10% Ethanol nachgewiesen werden. Dagegen wurden 3.7 mM ATP

und 2 mM UTP in den Zellen der ethanolfreien Suspensionen gemessen. DarGberhinaus

waren in Gegenwart von 10% Ethanol noch nach 15 min 1.6 mM ATP bzw. 0.8 mM

UTP messbar. wahrend in den Ansatzen ohne Ethanol die Nachweisgrenze von 0.1 mM

schon nach 8 min unterschritterr wurde.
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Abb. 10: Einflul3 von Ethanol auf den Verlauf der Konzentrationen von ATP{ @l,0) und

UTP (Iii, 0) in Z. mobilis nach Zugabe von Glucose zu einer Zellsuspension.
Die Konzentrationen wurden in 31p-NMR-Spektren von Psrchlorsaure-Extrakten aus
Zellsuspensionen ohne ( @ : ATP; III : UTP) bzw. mit Zusatz von 10% Ethanol
( O:ATP; 0 : UTP) bestimmt.
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Auch der Verlauf der Konzentrationen von Metaboliten des Entner-Doudoroff-Wegs

wurde beeinflufst, wie Abb. 11 fUr Glucose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat

zeigt. In Gegenwart von 10% Ethanol stiegen die Konzentrationen dieser

Zuckerphosphate langsamer an und blieben mehr als 10 min erhoht. wahrend ohne

Ethanolzusatz die Konzentrationen nach 4 min abfie!en (Abb. 11).

Ebenso blieb die Konzentration von 6-Phosphogluconat bis zu 15 min nach Glucosepuls

zwischen 0.4 und 0.8 mM, wahrend sie ohne Ethanol im Ansatz auf 0.2 mM absank

(nicht gezeigt). Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, daS Glucose in Anwesenheit von

10% Ethanol langsamer umgesetzt wurde.
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Abb. 11: Einflul3 von Ethanol auf den Verlauf der Konzentrationen von Glucose-G

Phosphat (<1>,0) und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (Ill, 0) in Z. mobilis nach

Zugabe von Glucose zu einer Zellsuspension.
Die Konzentrationen wurden in 31 P-NMR-Spektren von Perchlorsaure-Extrakten aus
Zellsuspensionen ohne ( €il : Glucose-6-Phosphat;lIl: Glycerinaldehyd-3-Phosphat) bzw.
mit Zusatz von 10% Ethanol ( 0: Glucose-6-Phosphat; 0 : Glycerinaldehyd,3-Phosphat)
bestimmt.
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3.2.3 Einflul5 von Ethanol auf die spezifischen Aktivitaten der Phosphoglycerat-Mutase

und Enolase

Die intrazellulare Akkumulation von 3-Phosphoglycerat wahrend des Glucoseumsatzes in

Gegenwart von 10% Ethanol wiss auf eine Hemmung der Enzyme hin. dia

3-Phosphoglycerat umsetzen. Daher wurde der Einflul5 von Ethanol auf die spezifischen

Aktivitiiten von Phosphcqlvcerat-Mutase und Enolase untersucht. Bei einer Hemmung

der Phosphoglycerat-Mutase ware zu erwarten, dal5 ihr Substrat 3-Phosphoglycerat

akkumuliert. Auch eine Hemmung der Enolase wurde zur Akkumulation von

3-Phosphoglycerat fUhren. Das Glaichgewicht der ihr vorgeschalteten Phosphoglycerat

Mutase-Reaktion liegt auf der Seite von 3-Phosphoglycerat (Bergmeyer et al.. 1984),

sodafs anstelle des Substrats der Enolase, 2-Phosphoglycerat, wiederum

3-Phosphoglycerat akkumulieren wurde. Dies wurde mit Hilfe von 31 P-NMR-Messungen

gepruft. Jeweils 10 mM 3-Phosphoglycerat bzw. 2-Phosphoglycerat wurden mit

zellfreiem Rohextrakt in MES-Puffer (pH 6.5, 30°C) inkubiert, In beiden Ansatzen stellte

sich ein Gleichgewicht ein, in dem zu 93% 3-Phosphoglycerat vorlag.

Zunachst wurden die spezifischen Aktivitaten der Phosphoglycerat-Mutase und der

Enolase sowie die Hemmung der spezifischen Aktivitaten durch Ethanol-Inhibierung und

Ethanol-Denaturierung gemessen.

Die spezifische Aktivitiit der Phosphoglycerat-Mutase wurde mit 4.02 U/(mg Protein)

und der Enolase mit 7.87 U/{mg Protein) bestirnrnt. Die Aktivitiit der NADH-Oxidase des

zellfreien Extrakts war jeweils unter 2% der spezifischen Enzvmaktivitat. Die Aktivitaten

von Phosphoglycerat-Mutase und Enolase waren linear zur eingesetzten Proteinmenge

von 4.2 bis 16.6 mg Protein.

Tab. 12: Einflul5 von Ethanol auf die spezifischen Aktivitiiten der Phosphoglycerat-

Mutase und der Enolase im Rohextrakt von Z. mobilis.
Die spezifischen Aktivitiiten wurden durch photometrische Enzymtests bestirnmt. Den
Ansiitzen zur Bestimmung der Aktivitat in Geganwart von Ethano! wurdan
entsprechende Mengen Ethanol zugesetzt.

Ethanol im Ansatz [%]

o
5

7.5
10
12.5

Spezifische Aktivitaten
Phosphoglycerat
Mutase

4.02
3.75
3.22
2.78
2.56

[Ulmg Protein]
Enolase

7.87
6.68
5.67
4.72
3.90
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Die Inhibierung der Enzymaktiviti:iten wurde gemessen, indem zu den Ansi:itzen der

photometrischen Enzymtests bis zu 12.5% Ethanol zugesetzt wurde. Hierbei rnutste eine

Hemmung der im Test eingesetzten Hilfsenzyme (Enolase, Pyruvatkinase, Lactat

Dehydrogenase) ausgeschlossen werden. Daher wurde bei allen Ethanol-Konzentrationen

die Linsaritat zwischen dar Proteinmenge des eingesetzten Rohextrakts und dar

Umsatzgeschwindigkeit im Test uberpruft. Die bei beiden Assays festgestellte

Proteinlineariti:it bis 12.5% Ethanol belegt, dal3 die eingesetzte Menge Rohextrakt und

nicht etwa eine von Ethanol verursachte Hemmung der Indiketorenzyme die

Umsatzgeschwindigkeit limitierte. Durch Ethanol wurden die spezifischen Aktiviti:iten

beider Enzyme verringert, und zwar die Phosphoglycerat-Mutase in Gegenwart von 10%

Ethanol auf 69.2% und die Enolase auf 60% der Aktiviti:iten ohne Ethanolzusatz

{Tab. 12}.

Zur Oberprufunq der Hemmung enzymatischer Aktiviti:iten aufgrund einer Denaturierung

der Proteine wurde zellfreier Rohextrakt in Puffer mit Ethanol-Konzentrationen bis zu

20% fOr 30 min bei 30°C inkubiart (Millar et al., 1982). Obwohl Anteile des zellfreien

Extrakts bei 15% und 20 % Ethanol denaturierten, waren die Aktiviti:iten der

Phosphoglycerat-Mutase und Enolase nicht infolge einer Denaturierung vermindert.

3.3 Dis Nebenproduktbildung in Z. mobilis

3.3.1 Der Einflul5 von Substrat und Wachstumsbedingungen auf die

Nebenproduktbildung

Wi:ihrend des Wachstums mit Fructose wird sin Teil des Substrats von Z. mobilis zu

Glycerin, Dihydroxyaceton, Lactat, Acetoin und weiteren Nebenprodukten umgesetzt.

Dies fuhrt zu einer geringeren Ethanolausbeute als bei Fermentationen mit Glucose

(Viikari und Korhola, 1986; Toran-Diaz et al., 1983). Die Reaktionen, die zu den am

meisten gebildeten Nebenprodukten Glycerin und Dihydroxyaceton fuhren. waren bisher

nicht autqaklart. Daher sollten die Ursachen und Reaktionen der Nebenproduktbildung

untersucht werden. Zuni:ichst sollte gekli:irt werden, welche Faktoren bei der

Nebenproduktbildung eine Rolle spielen. Art und Konzentration des Substrats,

Wachstumsphase. Ethanolkonzentration und Osrnolaritat wurdsn in Betracht gezogen.

Damit sollten Hinweise auf die der Nebenproduktbildung zugrunde liegenden

Mechanismen gefunden werden. Aber auch fur die Fermentationen mit 13C-markierten

Substraten war die Kenntnis der Bedingungen wichtig, unter denen Z. mobilis

Nebenprodukte produziert. Fermentationen mit 13C-markierten Substraten sollten
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durchgefQhrt werden, um Ober die Bestimmung der prozentualen 13C-Markierung in den

Fermentationsprodukten Hinweise auf die Reaktionen der Nebenproduktbildung zu

erhalten.

C-Quelle

Die Bi!dung von Nebsnprodukten durch Z. mobilis bei Wachstum mit Glucose bzw.

Fructose wurde in 1,5 I-Batchfermentationen analvsiert. Wie in Abb. 12 gezeigt, wurde

der Verlauf der Fermentationen durch Messung der 00, der Ethanolbildung und der

Substratkonzentration verfolgt. Nachdem das Substrat vollstandiq verbraucht war und

die 00 konstant blieb, wurden die Nebenprodukte im Kulturuberstand bestimmt.
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Abo. 12: Verlauf von OU I Fructose- una Ethanolkonzentraticn bei Wachstum vcn

Z. mobilis mit 900 ml'vl Fructose.

Z. mobilis wurdein einer 1.5 l-Batchferrnentation in Vollmedium bei pH 5.5 kultiviert.

!! :00; ... : Ethanol; Ll: Fructose
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Mit Fructose als C-Quelle wurde mehr Dihydroxyaceton, Glycerin und auch Acetat

gebildet (Tab. 13) als mit Glucose. Dabei fief auf, da~ bei Einsatz sterilfiltrierter Fructose

nur bis zu 1 mM Dihydroxyaceton gebildet wurde, wiihrend aile anderen Produkte in

vergleichbaren Konzentrationen gemessen wurden. Auch hinsichtlich lag-Phase,

Wachstumsrate und 00 der stationarsn Phase unterschieden sich die Fermentationen

mit autoklavierter bzw. sterilfiltrierter Fructose nicht, Keine Unterschiede in der

Produktbildung wurden festgestellt, wenn Glucose sterilfiltriert anstatt autoklaviert

worden war. Diese BaobachtungenfOhrten zur Frage, ob Dihydroxyaceton wiihrend des

Autoklavierens der Fructose entsteht und somit kein Nebenprodukt des Fructose

Stoffwechsels von Z. mobilis ist.

Tab. 13: Vergleich der Bildung von Dihydroxyaceton, Glycerin, Acetat, Acetoin und

Lactat bei Wadhstum von Z. mobilis mit Glucose oder Fructose.
Z. mobilis wurde in 1.5 l-Batchfermentationen mit je 10% Glucose bzw. Fructose bei
pH 5.5 kultiviert. Nach Erreichen der stationaren Phase wurden die Konzentrationen der
Substanzen im Kultuniberstand bestimmt. Angegeben sind die Ergebnisse jeweils einer
typischen Fermentation aus mindestens drei Wiederholungen.

Produktbildung mit der C-Quelle

Glucose (ak) 1 Fructose (ak) Fructose (sf) 1

Dihydroxy-

aceton [mM] 0.3 48.0 0.8

Glycerin [mMJ 0.8 12.0 10.3

Acetat [mM] 0.8 2A 4.9

Acetoin [mMl 9.3 10.0 7.6

L-Lactat [mMJ 0.5 0.3 0.3

D-Lactat [mMJ 4.0 3.2 3.2

1: ak: autoklaviert; sf: sterilfiltriert

Fructose kann beim Erhitzen in alkalischer Ltisung in Dihydroxyaceton und

Glycerinaldehyd gespalten werden, diese Produkte ktinnen weiter zu Methylglyoxal und

t.actat umgesetzt wenden (EI Ghazzawi und Schmidt, 1967). In den hier vorgestellten

Versuchen wurde die Fructose jedoch bei neutralem pH autoklaviert. Es wurde daher

gepruft, ob Dihydroxyaceton auch dann aus Fructose gebildet wird, wenn diese separat

bei neutralem pH autoklaviert wird: in diesem Faile wurds Dihydroxyaceton als

Nebenprodukt von Z. mobilis ausscheiden.
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Mittels 1H- und 13C-NMR-Spektroskopie wurden autoklavierte bzw. sterilfiltrierte

Fructoselosunqen, wie sie auclh dem Medium der Fermentationen zugesetzt wurden,

verglichen. In den 1H-Spektren konnte kein Unterschied festgestellt werden. 1m 13C_

Spektrum von autoklavierter Fructose wurden funf Signale sehr geringer Intensitat

gefunden, die irn Vergleichsspektrum sterilfiltrierter Fructose nicht nachweisbar waren:

die Positionen der Signale waren bei 8:3.85 ppm, 82.17 ppm, 78.97 ppm, 67.38 ppm

und 58.40 ppm. Eine Zuordnung dieser Signale war durch Messungen nach Zusatz von

Glucose, Dihydroxyaceton, Glycerin, Methylglyoxal, Pyruvat, Lactat, Acetat oder

Acetoin (s. Anhang, Tab. 23) nicht rnoqlich, Es konnte aber ausgeschlossen werden,

dar.. es sich um Signale der getesteten Substanzen handelte.

Die im 13C-Spektrum von autoklavierter Fructose zusatzlich detektierten Signale hatten

ein Siqnai-zu-Rauschen-Verhaltrus zwischen 14 und 28. 1m Vergleich dazu hatte das C1

Signal der a-Fructopyranose, die 2.4% der Fructose ausmacht und damit in einer

Konzentration von 30 mM vorlag, ein Siqnal-zu-Bauschen-Verhaltnis von 40. Damit

konnte die Konzentration der unbekannten Substanz auf circa 10 mM geschiitzt werden.

Eine direkte Umsetzung dieser Substanz - falls die tunf Signale tatsiichlich von nur einer

Substanz stammen - in Dihydroxyaceton erscheint unwahrscheinlich, da bei der

untersuchten Fructosekonzentration in Fermentationen etwa 40 mM Dihydroxyaceton

gebildet wurden.

Die Vergleichsmessungen sterilfiltrierter und autoklavierter Fructose zeigten autserdern,

dar.. sich die Fructose wahrend des Autoklavierens nicht umlagerte, denn das Vsrhaltnis

der Isomeren blieb gleich: 68.9% p-pyranose, 2.4% a-Pyranose, 23.0% p-Furanose,

5.7% a-Furanose.

Eine abiotische Dihydroxyaceton-Bildung im Laufe der Fermentation wurde durch eine

Kontrollfermentation ohne Z. mobilis ausgeschlossen: auch nach einem Zeitraum von

120 h konnte kein Dihydroxyaceton im Medium nachgewiesen werden.

Sowohl mit Glucose als auch mit Fructose als C-Quelle bildete Z. mobilis D- und

t-Lactat, sowie Acetoin (Tab. 13). Allerdings fiel auf, dar.. Lactat zum gror..ten Teil als D

Isomeres gebildet wurde. was auf eine Bildung des t.actats uber Methylglyoxal als

Intermediat hinweisen konnte (Gottschalk, 1986). Dagegen spricht, dar.. Methylglyoxal

in 13C-Spektren von Oberstenden nicht nachgewiesan werden konnte, obwohl es als

ungeladene Substanz im Oberst and zu erwarten gewesen ware. Aur..erdem schlofs die

Markierung des in Fermentationen mit [2- 13C]-Fructose gebildeten Lactats den

Methylglyoxalweg eindeutig aus.

"~nnl't ~O ..hit lind ~U ..... h 11 .....etaldehyd L,.. ...'..nnten 'I~ Obsrstaniden 0....' fS G',u''{"ose- u'mdn!!:o. .... <'1 ... ;:, :..... ....... .... "".' ;-"................ I U ....v i ;;;;;1 iii . _ _..... .

Fructosefermentationen nicht nachqewiesen werden.
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Anfangskonzentration der C-Que/le

In Batchfermentationen mit unterschiedlicher Fructosekonzentrationen wurde

untersucht, welchen Einfluf.S die Anfangskonzentration auf die Nebenproduktbildung hat.

Es zeigte sich, daf.S die in der stationaren Phase gemessenen Konzentrationen von

Dihydroxyaceton und Glycerin mit steigenden Fructosekonzentrationen zunahmen. Diese

Zunahme der Nebenproduktbildung bei einer Steigerung der Fructosekonzentration von

111 mM auf 855 mM war bei Dihydroxyaceton um den Faktor 20 honer als bei Glycerin

(Tab. 14).

Tab. 14 : Einfluf.S der Fructose-Konzentration auf die Bildung der Nebenprodukte

Dihydroxyaceton und Glycerin.
In Batchfermentationen von Z. mobilis wurde Fructose mit Anfangskonzentrationen von
111 mM bis 855 mM eingesetzt. Nach Erreichen der stationiiren Phase wurden die
Konzentrationen von Glycerin und Dihydroxyaceton bestimmt.

EndkonzentrationAnfangskonzentration

Fructose

[mM]

111

293

550

855

Wachstumsphase

Glycerin

[mM]

3.4

3.6

8.5

19.1

Dihydroxyaceton

[mM]

0.5

6.7

43.0

59.0

Der Anteil der Nebenproduktbildung am Substratumsatz varanderte sich im Laufe einer

Fermentation nur in geringem Maf.Se. In der spaten iexponentiellen Phase nahm die

Oihydroxyaceton-Bildung im Verhaltnis zur Ethanolbildung geringfOgig zu, wahrend die

Glycerinbildung eher konstant blieb (Tab. 15).

Der Einfluf.S der Wachstumsphase auf die Nebenproduktbildung wurde aufserdern in

Hohrchenversuchen untersucht. Zellen aus der frOhen (aD 1.44) und spaten (00 10.1)

exponentiellen Phase sowie der stationiiren Phase (00 11.4) einer Batchfermentation

wurden infrischem Vollmedium resuspendiert und in Kulturrohrchen mit 100 mM

Fructose Oberimpft. Nachdem die Fructose verbraucht war, wurden die Produkte

bestirnmt. Die Zellen der fruhen exponentiellen Phase bildeten etwas weniger
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Dihydroxyaceton, die Werte fOr Glycerin waren dagegen bei Zellen aus allen

Wachstumsphasen iihnlich (Tab. 16). Insgesamt wurden nur geringe Konzentrationen an

Nebenprodukten erreicht, da die Anfangskonzentration der Fructose in den Riihrchen nur

100 mM betrug.

Tab. 15: Bildung von Ethanol, Glycerin und Dihydroxyaceton (DHA) in Abhanqiqkeit von

der Wachstumsphase.
Z. mobilis wurde in 1.5 I-Batchfermentationen mit 10 % Fructose kultiviert. Es wurden
die Produktkonzentrationen bestimmt und daraus die relative Nebenproduktbildung qr
(mM Nebenprodukt/1 00 mM Ethanol) berechnet.

OD im Ethanol Glycerin DHA qr(Glycerin) qr(DHA)

Fermenter [mMJ [mMJ [mMl

2.5 165 1.7 6.0 1.03 3.64
6.5 520 3.1 15.3 0.60 2.94
9.5 907 7.0 42.6 0.77 4.70

Tab. 16: Bildung von Dihydroxyaceton (DHA) und Glycerin in Abhiingigkeit von der

Wachstumsphase.
z. mobitis-Zeuer: aus der fruhen und spaten exponentiellen \fJachstumsphase sowie dar
stationaren Phase einer Batchfermentation wurden in Riihrchen mit 100 mM Fructose
Oberimpft und nach Verbrauch der Fructose die Endkonzentrationen c von Glycerin und
Dihydroxyaceton bestimmt (Mittelwerte aus 2 Versuchen).

Wachstumsphase des

Inokulurns

fruhe exponentielle Phase
spate exponentielle Phase
stationare Phase

C(DHAl

[mMJ

0.4
1.0
1.2

C(Glycerinl

[mMJ

2.4
2.8
2.5

Ethanolkonzentration und Osmoteritet

Die Versuche mit unterschiedlichen Fructosekonzentrationen hatten gezeigt, daiS die

Nebenproduktbildung mit steigender Anfangskonzentration zunimmt. Daher wurde der

EinfluiS der Osmolaritiit im Medium und der Ethanolkonzentration auf die

Nebenproduktbildung untersucht. Zellen aus der exponentiellen Phase einer
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Fructosefermentation wurden in R6hrchen mit 200 mM Fructose (Kontrolle) und Ethanol

bzw. Xylosezusatz uberirnpft. Die einem Teil der R6hrchen zugesetzte

Ethanolkonzentration (450 mM) entsprach der im Fermenter zum Zeitpunkt, als die

Zellen aus dem Fermenter als Inokulum fOr die R6hrchenversuche entnommen wurden.

Demit sollte qeklart werden, ob der im Laufe einer Fermentation gebildete Ethanol bei

der Nebenproduktbildung eine Rolle spielt.

Durch den Einsatz von 750 mM Xylose solite eine hohe Osrnolaritat im Medium erreicht

werden. Z. mobilis kann mit Xylose zwar nicht wachsen, aber Xylose Ober den

Glucosecarrier aufnehmen (DiMarco und Romano, 1985) und in Anwesenheit eines

metabolisierbaren Zuckers in Xylitol umsetzen (Feldmann et al., 1992). Aul3erdem

gleicht sich die interne Xylosekonzentration mit der externen in kurzer Zeit aus (Struch

et al., 19911. Jm Zusammenhang mit der gesteigerten Nebenproduktbildung bei hohen

Fructosekonzentrationen sollte so geklart werden, ob eine hohe Osrnolaritat im Medium

und in den Zellen die Nebenproduktbildung beeinflul3t.

Tab. 17: Einflul3 von Ethanol und Osmolaritat des Mediums auf die Bildung von

Dihydroxyaceton (DHA) und Glycerin.
R6hrchen mit 200 mM Fructose (Kontrolle), + 450 mM Ethanol bzw. + 750 mM
Xylose wurden mit Z. mobilis angeimpft und nach Erreichen der stationaren Phase die
Endkonzentrationen c bestimmt (Mittelwerte aus 2 Ansatzen).

Vollmedium

+ 200 mM Fructose

Kein Zusatz
+ 450 mM Ethanol
+ 750 mM Xylose

C(DHA)

[mMl

3.8
1.7
o

C(Glycerin)

[mM]

4.9
7.3
0.3

Wie in Tab. 17 gezeigt ist, wurden in den Ansatzen ohne Zusatze 4.9 mM Glycerin und

3.8 mM Dihydroxyaceton. In den Ansatzen mit Ethanolzusatz wurde die gleiche Menge

Nebenprodukte gebildet, jedoch anteilmiil3ig mehr Glycerin. In Gegenwart von Xylose

wurden fast keine Nebenprodukte gebildet, allerdings wuchsen die Zellen in diesen

Ansatzen auch viellangsamer.
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Kontinuierliche Kultur

Die Ergebnisse aus Batchfermentationen hatten gezeigt, daB die Nebenproduktbildunq

mit steigender Anfangskonzentration der Fructose zunahm. 1m Chemostaten konnte

dagegen der Einfiul3 der Wachstumsrate und der Substratverbrauchsrate auf die

Nebenproduktbildung untersucht werden. Es stellte sich heraus, dal3 in kontinuierlicher

Kultur weniger Nebenprodukte gebildet werden (Tab. 18); insbesondere die

Dihydroxyaceton-Bildung war mit Konzentrationen unter 1 mM stark vermindert. Die

Bildung von Glycerin nahm mit steigenden Durchflul3raten zu und erreichte 6.1 mM

Glycerin bei der hochsten getesteten Durchflufs- bzw. Wachstumsrate von 0.1 h-1.

Dabei stieg auch die Fructose-Verbrauchsrate qs auf 7 g/(g·h).

Tab. 18: Einflul3 der Durchflufsrate im Chemostaten auf die Steady-state

Konzentrationen der Fructose und der Nebenprodukte sowie auf die Biornasse,

den Zellertrag Ys und die Fructose-Verbrauchsrate qs'
Z. mobilis wurde mit 10% Fructose bei pH 5.5 in Minimalmedium kultiviert. Die
Konzentrationen wurden 5 Volumenwechsel nach Einstellen einer Durchflul3rate
bestimmt. Ys' Zellertrag; qs: Fructose-Verbrauchsrate.

0.05

Durchflulsrate [h- 1]

0.075 0.10

steady-state-Konzentrationen [mM]

Fructose 3.8 7.7 10.4
Glycerin 2.2 3.2 6.1
Dihydroxyaceton <0.1 <0.1 0.6
D-Lactat 0.9 0.7 f'l7v. ,

t-t.actat 0.7 0.3 0".V
Acetoin 1.5 2.8 4.7
Acetat 4.7 3.7 2.2

Zell-Trockengewicht [91i] 1.48 1.43 1.39
Ys [g/gJ n f'\1AC fl f"\1At:: ""11'11v.v, -r- ..., V.V 1-r'...J V.V I-r' I

qs [g/(g·hll 3.36 5.17 7.04

55



3.3.2 Die Biosynthese der Nebenprodukte

3.3.2.1 Fermentationen mit 13C-angereicherten Zuckern

Es wurde gezeigt, dafs bei Wachstum von Z. mobilis mit Fructose die Nebenprodukte

Dihydroxyaceton, Glycerin, Lactat, Acetat und Acetoin gebildet werden. Anschliel3end

sollten die Reaktionen der Nebenproduktbildung aufqeklart werden, da insbesondere fUr

die Bildung von Glycerin und Dihydroxyaceton zwei Wege rnoqlich sind. FOr diese

Untersuchungen bot sich der Einsatz 13C-markierter Fructose an. Die 13C-Markierung

des Substrats verteiit sich auf die Produkte und Ial3t damit ROckschlOsse auf die

Reaktionen, die zu ihrer Bildung fOhrten, zu. Dies ist in Abb. 13 am Beispiel von [2-13C]

Fructose gezeigt:

CH.oH
I

*C=O
I

HO-C-H -
I

H-C-OH
I

H-C-OH
i
CH20H

Fructose

CH.oH
I

1'c=o -= G6P
I

HO-C-H
I 6PG

H-C-OH
I

H-C-OH
!
CH20 - P

F6P

COOH
I

*C=O
I

H-C-H
I

H-C-OH
I

H-C-OH
I
CH20 - P

KDPG

Glycerin

DHA

I

KO,"-A~rnASE (

~\ ,~*'- IGAP I~ Pyruvat

lo~el~ ~
DHA I

>I
Ethanol

Glycerin

Abb. 13: Schematische Darste!!ung der Reaktionen, die in Z. rnobilis zur Bildunq von

Dihydroxyaceton und Glycerin fOhren konnen. Die bei Einsatz von [2-13C]

Fructose zu erwartende Verteilung der 13C-Markierung ist mit (*) eingezeichnet.
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1. Maglichkeit: Werden Dihydroxyaceton und Glycerin durch die Spa/tung von

Fructose-6-Phosphat in einer Nebenreaktion der KDPG-Aldolase gebildet, dann findet

sich die Markierung der [2- 13C]-Fructose a/s 100%ige 13C-Anreicherung in den

C2-Atomen von Dihvdroxvaceton uno Glycerin wieder.

2. Maglichkeit: Werden Dihydroxyaceton und Glycerin sus Triosephosphaten

gebildet, so wird Fructose-6-Phosphat uber den Entner-Doudoroff-Weg umgesetzt. Die

Markierung der [2- 13C]-Fructose findet sich nach Spaltung von KDPG im C2-Pyruvat. Da

aber auch das nicht markierte Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu Pyruvat umgesetzt wird,

ist das C2-Pyruvat insgesamt nur zu 50% 13C-angereichert. Dihydroxyaceton und

Glycerin entstehen aus unmarkiertem Glycerinaldehyd-3-Phosphat, ihre C2-Atome sind

daher lediglich zu 1.1 % 13C-markiert(natOrliche Haufiqkeit),

Um zwischen diesen beiden M6glichkeiten unterscheiden zu k6nnen, so lite der Weg der

Nebenproduktbildung durch Bestimmung der prozentualen Anreicherung in den

Produkten einer Fermentation von [2_13C]-Fruct ose auf'qeklart werden.

Diese Fermentationen wurden in mdgliehst kleinem Mal3stab {20 mil Arbeitsvolumen

durchgefOhrt, urn 100 %ig markierte Zucker in einer Konzentration von 100 g/I einsetzen

zu k6nnen. Die prozentuale 13C-Anreicherung in den Produkten wurde nach Erreichen

der stationaren Phase bestirnrnt, indem 13C-NMR-Spektren der Oberstande

aufgenommen wurden.

Die prozentuale Anreicherung der C2-Atome in Dihydroxyaceton und Glycerin lag im

Bereich der naturlichen Haufigl!ceit von 1.1% (Tab. 19). Diese Daten sprechen fur eine

Bildung von Dihydroxyaceton und Glycerin aus Triosephosphaten. Wie auch in den

Versuchen mit unmarkierter Fructose wurde kein Dihydroxyaceton gebildet, wenn die

Fructose sterilfiltriert worden war.

Die prozentuale Anreicherungen von C2-Lactat, C2- und C3- Acetoin betrugen zwischen

43.7 und 51.4% und lagen damit im Bereich der erwarteten 50%igen 13C-Markierung

des C2-Pyruvats. Aus Abb. 14 wird deutlich, daB bei Fermentationen von [2- 13C]_

Zuckern fOr das C2-Atom des Lactats die gemessene Markierung von ca. 50 % zu

erwarten war, wenn Lactat aus Pyruvat tiber eine Lactat-Dehydrogenase gebildet wird.
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Tab. 19: Prozentuale 13C-Anreicherungen von Dihydroxyaceton, Glycerin, Lactat und

Acetoin nach Fermentation von [2_13C]-Fructose, [2- 13C]-Glucose und

[6_13C]-Glucose.

20-ml-Batchfermentationen wurden mit 13C-markierten Zuckern durchgefUhrt. Von den
Oberstanden ohne bzw. mit Zusatz von Reinsubstanzen wurden 13C-NM R-Spektren
aufgenommen und die Produktkonzentrationen extern (gaschromatographisch bzw.
enzymatisch) bestimmt. Aus diesen Daten wurde die prozentuale Anreicherung
berechnet.

Produkte C-Quelle

[2_13C]-Fructose [2- 13C]-Glucose [6- 13C]-Glucose

ak l ll Sf(1) ak(1) ak (1)

DHA
-C1/3 1.1
-C2 . .

I. I

Glycerin

-C1I3 1.1 1.2 nb(1) 50.3
-C2 1.4 1.4 nblll 2.5

Lactat
-C1 nb (1) nb ( 1) nb (1 ) nb (1 )

-C2 44.0 43.7 51.3 1 .1
-C3 0.7 0.7 1.1 45.0

Acetoin
-C1 0.5 0.9 0.7 51.8
-C2 47.6 49.0 48.5 0.6
-C3 47.8 49.5 51.4 0.6
-C4 1 .1 1.1 0.7 45.1

Ill: ak, autoklaviert; sf, sterilfiltriert: nb, nicht bestimmt

Die Anreicherung von C2- und C3-Acetoin konnte erst nach Spin-Echo-Experimenten

bestimmt werden. 1m Faile einar Bildung von Acetoin aus Pyruvat und Acetaidehyd

durch die Pyruvat-Decarboxylase (Bringer und Sahm, 1988b) waren fUr C2- und

C3-Acetoin ca. 50% Anraicherung zu erwarten IAbb. 14). Dann ware die Haltte der

13C-Atome an Position C2 mit einem 13C-Atom in Position C3 benachbart (siehe

Tab. 20), Dieser Anteil wOrde aufgrund der 13C_13C-Kopplung als Dublett erscheinen,

die mit einem 12C benachbarten 13C-Atome dagegen als Singulett. Gleiches gilt fur das

C3cAcetoin.
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Abb. 14: Schernatische Darstelhmq der Heaktionen in Z. mobilis, die ausgehend von

Pyruvat zur Bildung von t.actet. Ethanol und Acetoin fOhren. Die Verteilung der

13C-Markierung bei Wachstum mit [2_13C]-Fructose ist eingezeichnet: mit (*)

markierte Atcme sind zu 50% 13C-angereichert. Erlauterunqen siehe Text.

Tab. 20: EinfluB der Isotopenverteilunq irn Acetoin auf die Signalstruktur im

13C-NMR-Spektrum.
"lo"') <13

FOr die Annal-me der relativen Haufiqkeiten von I "'C bzw. I C an den

Positionen 2 und 3 des Acetofns wurde davon ausgegangen, daB Acetoin

entsprechend Abb, 14 geb,ldet wird.

Acetoin-C2
1 "L 1 ~ 12c 13CILC '''C

Acetoin-C3 12C 12C 13C 13C

reI. Haufiqkeit 25% 25% 25% 25%

Signal Singulett Singulett Dublett

Abb, 15 zeigt einen Ausschnitt des 13C-Spektrums mit dem C3-Signal von Acetoin. Zur

eindeutigen Zuordnu iq der Signale 1 und 4 als C3-Signal, das aufgrund der Kopplung

mit 13C2-Acetoin zum Dublett wird, war sin Spin-Echo-Experimentnotwendig:durch

SignalunterdrOckung aufgrund der Kopplunq mit der C2-Resonanz konnte die lntensitat
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der Signale 1 und 4 verringert werden (Abb. 15B). Damit war gezeigt, dar.. es sich

tarsachlich um ein Dublett und nicht um Signale anderer Substanzen handelte wie z.B,

Signal 3 in Abb. 158. Daraus wiederum ergab sich eine prozentuale Anreicherung von

ca. 50%, die dem Wert entsprach, der bei einer 8ildung von Acetoin aus Pvruvat und

Acetaldehyd zu erwarten v,tar (Abb, 14).

I
ppm 76

i
75

i
7'
.~

i
73

I
72

Abb. 15: Ausschnitt aus einem 13C-NMR-Spektrum bei 100.6 MHz eines

Kulturuberstandes einer Fermentation von Z. mobilis mit [2- 13Cl-Fructose (A).

8: Spin-Echo-Messunq derselben Probe zur Unterdruckunq des

C3-Acetoin-Dubietts, das durch Kopplung mit dem C2-Acetoin entsteht.

1,4: C3-Acetoin (Dublett): 2: C3-Acetoin (Singuiett); 3: nicht identifiziertes Signal

3.3.2.2 Enzymatische Untersuchungen zur Nebenproduktbildung

Nebenreektion der KDPG-AldoJase mit Fructose-ti-Phosphet

Die Fraqe, ob aine Nabenreaktion der KDPG-Aldolase mit Fructose-6-Phosphat zur

Bildun9 von Dihydroxyaceton fuhrt. sollte auch an der gereinigten KDPG-Aldolase
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uberpruft werden. Die Aktivitat der Enzvmpraparation wurde in einem kontinuierlichen

photometrischen Enzymtest mit KDPG als Substrat bestimmt. Die spezifische Aktivitst

betrug 54.9 U/mg Protein.

Die Aktivitat der KDPG-Aldolase mit Fructose-6-Phosphat wurde in einem

diskontinuierlichen Test bestimmt, in dem das gebildete Dihydroxyaceton quantifiziert

wurde. Bei der Wahl der Testbedingungen murstsn sowohl die geschatzte Aktivitat der

Nebenreaktion als auch die Lage des Gleichgewichts berucksichtiqt werden. Aufgrund

der in den Fermentationero erreichten Konzentrationen von Dihydroxyaceton und Glycerin

ware zu erwarten, daB die Aktivitat der Nebenreaktion ca. 10 % der Aktivitat mit KDPG

betraqt, Die Gleichgewichts-Konstante keq fUr die KDPG-Aldolase aus Pseudomonas

putida (Wood, 1972) betraqt unqefahr 10-3 M. startet man die Reaktion mit 10 mM

Substrat, wurden im Gleichgewicht ca. je 4.5 mM Spaltprodukte vorliegen. Auch fUr die

KDPG-Aldolase aus Z. mobilis liegt das Gleichgewicht mit verschiedenen Substraten zu

ca. 70 % auf Seiten der Spaltprodukte (Knapprnann, 1993). 1m Rahmen dieser

Oberlegungen wurden die Ansatza zum Nachweis der Nebenreaktion durchgefUhrt.

Dennoch konnte eine Spaltung von Fructose-6-Phosphat durch die KDPG-Aldolase nicht

nachgewiesen werden, d.h. es wurde kein Dihydroxyaceton gebildet.

Entner- I
GAP

Doudoroff j
V

- DHAP

l'

0/l
Ii

Glycerin-3-P

~Pi
DHA

f10
il

Glycerin

Abb. 16: Schema der rnoqlichen Reaktionen, die in Z. mobilis zur Bildung von Glycerin

und Dihydroxyaceton aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat fUhren konnsn.
1: Triosephosphat-Isomerase; 2: Phosphatase; 3: Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase;
4: Glycerin-Dehydrogenase; 5: Glycerokinase
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Photometrische Enzymtests zur Bildung von Nebenprodukten aus

Glycerinaldehyd-3-Phosphat

Die Nebenprodukte Dihydroxyaceton und Glycerin konnten aus Glycerinaldehyd-3

Phosphat gebildet worden (Viikari und Korhola, 1986). Abb, 16 zeigt, dar:i nach der

Bildung von Dihydroxyacetonphosphat durch die Triosephosphat-Isomerase (TPI) zwei

Wege rnoqlich sind:

1. Eine Phosphatase setzt Dihydroxyacetonphosphat zu Dihydroxyaceton urn, das

durch die Glycerin-Dehydrogenase zu Glycerin reduziert wird.

2. Dihvdroxyacetonpbosphat wird reduziert zu Glycerin-3-Phosphat und dieses

wird zu Glycerin umgesetzt {Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase, Glvcerokinase).

Die vermehrte Bildunq der Nebenprodukte bei Wachstum mit Fructose konnte darauf

beruhen, da3 die entsprechenden Enzvmaktivitaten durch die C-Quelle induziert werden.

Um diese Moglichkeit nachzuweisen, wurden aile Enzymtests mit zellfreien

Rohextrakten aus Zellen, die auf Glucose bzw. Fructose gewachsen waren, vergleichend

durchgefUhrt. Aur:ierdem wurde-uberpruft, ob die Enzvmaktivitaten in Gegenwart von

Fructose oder Fructose-6-Phosphat erhoht sind. Die Ergebnisse sind in Tab. 21

zusammengefar:it.

Tab. 21: Vergleich der spezifischen Aktivitatan der Enzyme Triosephosphat-Isomerase

(TPIL Glycerin-Dehydrogenase, Glycerokinase und Glycerin-3-Phosphat

Dehydrogenase in Z. mobilis nach Wachstum auf Glucose bzw. Fructose.

C-Quelle Fructose Glucose

Spez. Aktivitat [U/mg Protein]

TPI 0.77 0.93

Glycerin-DH 0.19 0.20

Glvcerokinass nn nn

Glycerin-3-Phosphat-DH nn nn

nn: nicht nachweisbar

Die C-Quelle hatte keinen EinfJur:i auf die Aktivitaten im Rohextrakt: Triosephosphat

Isomerasa und Glycerin-Dehydrogenase konntenmit spezifischen Aktivitaten von 0.77

bisO.93 bzw. 0.19 bis 0.20 Ulmg Protein nachgewiesen werden. Die Aktivitaten

62



wurden durch Zusatz von Fructose bzw. Fructose-6-Phosphat zum Testansatz nicht

erhoht.

Glycerokinase und Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase konnten nicht nachgewiesen

werden. Glycerokinase wurde mit einem kontinuierlichen und einem diskontinuierlichen

Enzymtest in Richtung Glycerin-Phosphorylierung getestet. Ais positive Kontrolie wurde

in den Tests Glycerokinase aus Cano'ida mycoderma eingesetzt. Glycerin-3-Phosphat

Dehydrogenase konnte ebenfalls weder in kontinuierlichen noch diskontinuierlichen

Enzym tests mit Glycerin-3-Phosphat als Substrat nachgewiesen werden. Hier wurde

Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel zur Kontrolle der Enzymtests

eingesetzt.

Messung von Enzymsktiviteten mitteis NMR-Spektroskopie

Durch NMR-Messungen konnte eine Phosphatase nachgewiesen werden, die

Dihydroxyacetonphosphat in Dihydroxyaceton und Phosphat spaltet. Diese Aktivitat

wurde in sequentiellen 31 P-NMR-Spektren in Verbindung mit 13C-NMR-Spektren

nachgewiesen. FOr die Messung der Aktivitat wurde zunachst ein 31 P-NMR-Spektrum

von Dihydroxyacetonphosphat aufgenommen, in dem Dihydroxyacetonphosphat mit je

einem Signal fOr die Keto- und Hydratform (Kuchel et al.. 1990) nachgewiesen werden

konnte (Abb, 17 A). Nach Zugabe von zellfreiem Rohextrakt aus Z. mobilis nahmen die

Intensitiiten dieser Signale ab, das des anorganischen Phosphats dagegen zu. In einem

nach 60 min aufgenommenen 13C-NMR-Spektrum wurde neben den Signalen des MES

Puffers auch das Reaktionsprodukt Dihydroxyaceton nachgewiesen (Abb. 17 B). Wurde

nun ncch NADH zugegeben, Whrte dies zur 8ildung von Glycerin und NAD durch die

Glycerin-Dehydrogenase. Glycerin konnte in einem weiteren 13C-NMR-Spektrum

nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Aus der Abnahme der Signalintensitaten des Dihvdroxvacetonphosphets konnte die

spezifische Aktivitiit der Phosphatase im Rohextrakt bestimmt werden. Sie betrug 0.31

Ulmg Protein, wenn die Zellen auf Fructose gezogen worden waren; wurde der

Rohextrakt aus Zellen, die auf Glucose gewachsen waren, hergestellt, so wurde eine

spezifische .Aktivitat von 0.26 U/mg Protein bestimmt.
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Abb. 17: A: 31 P-NMR-Spektren eines Enzymassays mit 7 mM Dihydroxyaceton

phosphat, vor (0 min! und nach Start der Reaktion (15 und 60 min) durch Zugabe

von Rohextrakt.

DHAP(h)/(k): Hydrat- bzw. Ketoform des Dihydroxyacetonphosphats;

Pi: anorganisches Phosphat.

B: 13C-NMR-Spektrum (Ausschnitt) des Enzymassays 60 min nach Start der

Reaktion. DHA: Dihvdroxvaceton: MES: MES-Puffer,

Die Spezifitat der Phosphatase fOr Dihydroxyacetonphosphat wurde durch Vergleich der

Aktivitiiten mit unterschiedlichen Substraten untersucht. Es wurden 31 P-NMR-Spektren

von Dihvdroxvacetonphcsphat. G!ycerin-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat bzw.

Sedoheptulose-7-Phosphat vor und nach Zugabe von Rohextrakt aufgenommen. Die

Aktivitat der Phosphatase war mit anderen Substraten deutlich niedriger (Tab. 22!. FOr

die Berechnung der angegebenen Aktivitaten wurde die chemische Instabilitat der
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phosphorylierten Substanzen berucksichtiqt, indem

Parallelansatzen ohne Hohextrakt aufgenommen wurden.

31 P-NMR-Spektren von

Tab. 22: Vergleich der relativen Aktivitaten der Phosphatase in Z. mobilis-Rohextrakt

bei verschiedenen Substraten (100% = 0.31 U/mg Protein)

Substrat

Dihydroxyacetonphosphat

Glycerin-3-Phosphat

3-Phosphoglyceratls)

Sedoheptulose-7-Pho,sphat

Relative Aktivitat [%]

100

43

6

3

(a} 3-Phosphoglycerat wurde du/ch die Aktivitaten der Phosphoglycerat-Mutase bzw.

Enolase teilweise zu 2-Phosphoglycerat und Phosphoenolpyruvat umgesetzt. Daher

wurde die Summe dieser drsi Signale zur Berechnung der relativen Aktivitat der

Phosphatase mit 3-Phosphoglycerat eingesetzt.

Nachdem die Phosphatabspaltung aus Dihydroxyacetonphosphat nachgewiesen war,

wurde untersucht, ob diess mit einer Substratketten-Phosphoryiierung gekoppeit wird.

Um dies nachzuweisen. wurde cen Ansatzen aufser Dihydroxyacetonphosphat auch ADP

zugesetzt. Nach Zugabe von Rohextrakt wurden 31 P-NMR-Spektren aufgenommen, in

denen jedoch kein ATP und damit auch keine Kopplung mit einer Substratketten-

Phosphorvlierunq nachqewiesen werden konnte.

Damit war gezeigt worden, daB die Nebenprodukte Dihydroxyaceton und Glycerin aus

Glycerinaldehyd-3-Phosphat uber die Reaktlonen einer Phosphatase und einer Glycerin-

Dehydrogenase qebildet warden ..
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu~ von Ethanol auf den Glucose-Stoffwechsel

sowie die Nebenproduktbildung in Z. mobilis mit Hilfe der NMR-Spektroskopie

untersucht.

Ein Ziel dieser Arbeit war es. die Konzentrationen intrazellularer Metabolite in vivo zu

messen. Dazu rnufsta zunachst eine geeignete Methodik entwickelt werden. Zwei NMR

Messprinzipien wurden beschrieben, die es erlauben, trotz der geringen Empfindlichkeit

der NMR-Spektroskopie in-vivo-Spektren mit akzeptablem Siqnal-zu-Rauschen-Verheltnis

zu erhalten. Einerseits wurden konzentrierte Zellsuspensionen eingesetzt und so z. B.

der Energiestoffwechsel von Escherichia coli untersucht(Ugurbil et al., 1978). A!Jerdings

ist eine ausreichende Nahrstoffversorqunq in konzentrierten Suspensionen nicht Ober

lanqere Zeit miiglich, da sich die Substrat- und Produktkonzentrationen schnell andern.

Eine zweite Methode errnoqlicht dagegen die Messung von Suspensionen niedriger

Zelldichte. In einem speziell entwickelten NMR-8ioreaktor werden die Zellen zwischen

Bioreaktor- und Messvolumen rasch ausqetauscht und so eine deutliche Verbesserung

der Messempfindlichkeit erzielt (de Graaf et al., 1992). Die Experimente der

vorliegenden Arbeit wurden mit Suspensionen hoher Zelldichte durchqefuhrt, da die

Entwicklung eines NMR-8ioreaktors auf der Basis des zweiten Messprinzips noch nicht

abqeschlossen war.

FOr die Versuche mitdichten Zelisuspensionen mutsten die Bedingungen genau definiert

werden, unterdenen reproduzierbare NMR-Messergebnisse nach einem Glucosepuls

erzielt werden konnten. Es wurde gezeigt, dafS mit Zellen aus der exponentiellen

Wachstumsphase bis zu maximal 3,5 Stunden nach der Ze!lernte reproduzierbare

Ergebnisse erhalten wurden. Diesselbe Erfahrung machten Ugurbil et al. (1979): sie

konnten E. coli-Zellsuspensionen hochstens 2 h bis zur NMR-Messung aufbewahren.

Danach bildeten die E. coli-Zellen nach 'Substratzuqabe immer weniger ATP und die

Messungen selbst wurden durch zunehmende Linienbreiten (uber 50 Hz) beeintrachtiqt,

Die Linienbreite des externen Phosphates der in-vivo-Spektren in dieser Arbeit betrug 7

bis 20 Hz (nach Fourier-Transformation ohne Filterfunktion) nach Optimierung der

Probenvorbereitung und Messbedingungen. Linienbreiten extrazellularer Signale in

in-vivo-Spektren bis zu 125 Hz wurden berichtet (Herrero et al., 1985). Dennoch reichte

die in dieser Arbeit erzielte relativ gute Aufliisung nicht aus, einzelne Metabolite zu

identifizieren. Eine bessere Auflosunq von 1.7 bis 2.5 Hz wurde jadoch in Spektren von

Perchlorsaure-Extrakten erzielt, in denen Zuckerphosphate und Nukleotide identifiziert

und ihre intrazellularen Konzentrationen bestimmt werden konnten.
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Autser dem Einflur:l de r Probenvorbereitung auf den physiologischen Zustand der Zellen

rnurste auch berucksichtiqt werden, dar:l elektromagnetische Felder

Stoffwechselvorgiinge beeinflussen kennan (Grundler et al., 1992). Die DurchfOhrung

von Perchlorsiiura-Extraktionen fUr in-vitro-NMR-Messungen bot die Maglichkeit, die

Starung des Stoffwechsels unter in-vivo-Messbedingungen zu untersuchen. Die

Versuchsbedingungen his zur Herstellung der Perchlorsaure-Extrakte entsprachen genau

denjenigen der in-vivo-Versuche, allerdings wurde die Glucosezugabe zur Zellsuspension

autserhalb des Einflul3bereichs des NMR-Magneten durchgefUhrt. Da die Ergebnisse der

in-vivo-Messungen und der Extraktmessungen Obereinstimmten, kann man davon

ausgehen, dafs im Rahmen dieser Arbeit das Magnetfeld den Stoffwechsel von

Z. mobilis nicht beeinflul3te.

Z. mobilis metabolisiert Glucose Ober den Entner-Doudoroff-Weg (Gibbs und DeMoss,

1954). In den 31 P-NMR-Spektren von Perchlorsaure-Extrakten nach Glucosepuls wurden

vier phosphorylierte Intermediate dieses Stoffwechseiwags bestimmt. Glucose-6

Phosphat, 6-Phosphogluconat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat und 3-Phosphoglycerat

wurden mit intrazellularen Konzentrationen bis zu 4.1 mM nachgewiesen. Auch von

Algar und Scopes (1985) wurden in Z. mobills-Zellsuspensionen mittels enzymatischer

Bestimmung iihnliche Werte (0.15-3.9 mM) gefunden. Unter vergleichbaren

Bedingungen wurden in E. coli u.a. 13 mM Fructoseblsphosphat (Uqurbil et al., 1978)

und in S. cerevisiee 10 mM Fructosebisphosphat (Shanks und Bailey, 1988) durch NMR

Spektroskopie gem essen .. Ais Ursache dieser relativ hohen Konzentrationen wurde eine

Kontrolle des Glucosemetaboiismus auf der Ebene der Triosephosphate angenommen.

Diese Annahme konnten den Hollander et al. (1986) dutch einen Austausch der

13C-Markierung (Scrambling) zwischen dem C1- und C6-Atom des

Fructosebisphosphats bei geringeram Kohlenstoff-Flul3 unter aeroben Bedingungen

nachweisen.

Eine allosterische Regulation der Enzyme des Glucosemetabolismus in Z. mobilis konnte

dagegen durch in-vitro-Studien nicht nachgewiesen werden (Algar und Scopes, 1985).

Aus ainer GegenOberstellung der gemessenen Enzymaktivitiiten mit der maximalen

Glucose-Aufnahmerate von 900 ~mol'g-1'min-1 schlossen Algar und Scopes (1985),

dal3 die Aktivitiiten der Enzyme Glucokinase, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase,

Enolase und Alkohol-Dehydrogenase Iimitierend fur den Kohlenstoff-Flufs werden

konnten. Darnit wird verstandlich, daf3 nach einern Glucosepuls Glucose-6-Phosphat und

3.Phosphoglycerat Konz:entrationen Ober 1 mM erreichten: Glucose-6-Phosphat wegen

der erwiihnten relativ riedrigen Aktivitiit der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und

3-Phosphogiycerat aufgrund der Lage des Gleichgewichts zwischen 3-Phosphoglycerat

und 2-Phosphoglyceratsowia aufgrund der niedrigen Enolase-Aktivitat. Die Aktivitat der
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Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase ist nach den Oberlegungen von Algar und

Scopes nicht limitierend, sodal3 sich die ebenfalls relativ hohe Konzentration von

Glycerinaldehyd-3-Phosphat nach einem Glucosepuls nicht mit Hilfe der in vitro

gemessenen Enzvrnaktivitaten erklaren lal3t.

Z. mob/lis konnte nach einer kurzen Phase der Glucoseverarmung zwischen Zellernte

und Start der NMR-Messungen die dann angebotene Glucose rasch phosphorvlieren und

uber den Entner-Doudoroff-Weg umsetzen. Dies ist insofern bemerkenswert, als weder

in vivo noch in vitro mit 31 P-NMR-Spektroskopie bei einer Nachweisgrenze von 0,1 mM

Nukleosidtriphosphate in den Zellen var der Glucosezugabe naahgewiesen werden

konnten. die nach einem Glucosepuls fur die Phosphorylierung des Substrats batten

eingesetzt werden kiinnen. In ihren Studien zur Energetik von Z. mobilis hatte Ruhrmann

(1993) mit biochemischen Methoden ebenfalls kein ATP in glucoseverarmten Zellen

feststellen kiinnen. Die Bestimmung intrazellularer Konzentrationen aus 31 P-Spektren

von Extrakten ergab fUr Zellen, die Glucose metabolisierten, 4 mM ATP und 2 mM UTP.

Diese Werte entsprechen den Ergebnissen aus vergleichbaren Ansatzen mit

biochemischen Analysemethoden (Ruhrrnann, 1992; Lazdunski und Belaich, 1972). 1m

Gegensatz zu dem in dieser Arbeit festqestellten unverzuqlich ablaufenden

Glucoseumsatz mit Energiekonservierung fuhrte in einem zellfreien System mit

Z. mobifis-Extrakt die Substratphosphorvtierung zu ATP-Mangel und verziigertem Umsatz

wahrend der ersten Minuten nach Glucosezugabe (Algar und Scopes, 1985).

Miiglicherweise kann Z. mobilis zunachst ATP mit Hilfe der Adenylatkinase aus ADP

bilden und damit Glucose phosphorylieren. Die spezifische Aktivitat der Adenylatkinase

wurde von Algar und Scopes (1985) mit 500 j.!mol·g-1.min-1 in Z. mobilis

nachgewiesen. Allerdings mDl3te diese Reaktion reguliert werden, urn ein Leerlaufen des

ADP-Poois vvahrend einer Hungerphase zu verhindern. !n den in-vitro 31 P-Messungen

war aufgefallen, dal3 ADP mit einer relativ konstanten intrazellularen Konzentration von

1 mM gemessen wurde. Diese veranderte sich auch nicht nach einem Glucosepuls,

wahrend die Konzentrationen von ATP und UTP anstiegen. Eine konstante ADP

Konzentration konnts fur einen hohen Glucoseumsatz notwendig sein, da ADP als

Cosubstrat der Phosphoglycerat-Kinase und der Pyruvatkinase zur VerfUgung stehen

rnufs. Der km-Wert der Pyruvatkinase fUr ADP wurde mit 0.17 mM bestimmt (Pawluk et

al.,· 1986), sodals eine maximale Umsatzrate bei 1 mM ADP gewahrleistet bleibt.

Z. mobilis hat mehrere Miiglichkeitern, um ADPaus ATP zu regenerieren:

Erstens wtrd ATP in Reaktionen del Biosvnthese .verbraucht. Zweitens k6nnte die

energiereiche Phosphatgruppe von ATP auf UDP durch eine Nukleosid-Diphosphat

Kinase ubertraqen werden. DafUr spricht, dal3in den Extraktspektrennach einem

Glucosepuls eine Abnahme der UDP-Konzentration von 1,6 mM unter 0,1 mM und

andererseits die Bildung von 2 mM UTP gemessen wurde. Drittens kann ADP durch die
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Adenylatkinase aus ATP und AMP gebildet werden (Algar und Scopes, 1985). Eine

Bestiitigung dieser Annahme war durch die NMR-Messungen nicht rnoqlich. da der AMP

Pool aufgrund der SignalUberlagerung in der Monophosphat-Region der Spektren nicht

verfolgt werden konnte. Schliefslich kann ATP durch eine ATPase umgesetzt werden. In

z. mobilis wurde eine rnernbranqebundene ATPase des FoF,-Typs charakterisiert, die

mit ATP und UTP aktiv ist und einen pH-Gradienten aufbaut. Es wurde ein Anteil der

ATPase am ATP-Turnover von 20'* berechnet (Reyes und Scopes, 1991).

Die Aktivitiit der ATPase in energetisierten Zellen wurde in den in-vivo-Messungen auch

durch den Aufbau des pl-l-Gradianten von bis zu 0.8 pH-Einheiten deutlich. Der

intrazelluliire pH-Wert betrug zwischen 5.9 und 6.4 in Zellen, die Glucose

rnetabolisierten. Dies entspricht Messungen der Protonenmotorischen Kraft in Z. mobilis,

bei denen eine pl-l-Hornoostase mit einem internen pH-Wert von pH 6.0 bis 6.4

festgestellt wurde (Ruhrmann, 1992).

31 P-NMR-Spektroskopie sowohl in vivo als auch von Extrakten zeigte, dal3 Ethanol den

Glucosemetabolismus in Z. mobilis beeinflufst. Der Aufbau des pH-Gradienten war

ebenso betroffen wie die Bildung von Zuckerphosphaten und der Energiestatus der

Zellen. Auch bei Saccharomyces cerevisiee war durch NMR-Messungen eine langsamere

Bildung von Zuckerphosphaten und ein verringerter Anstieg des internen pH-Werts bei

Glucoseumsatz unter Ethanoleinflul3 festgesteilt worden (l.oureiro-Dias und Santos,

1990). In Gegenwart VOIl Ethanol war die Glucoseumsatzrate von Zellsuspensionen

verringert. Sie betrug in den Zellsuspensionen ohne Ethanol ca. 9 g·(g·h)"1. Dieser Wert

wurde auf der Basis dar eingesetzten Trockenmasse, der eingesetzten und vollstandiq

verbrauchten Glucose und der nach Glucosezugabe uber 4 min erhohten und relativ

konstanten Siqnalintensitaten der Nukleosidtriphosphate bestirnrnt. Dagegen wurden in

Gegenwart von 10% Ethanol bis zu 20 min nach einem Glucosepuls

Nukleosidtriphosphate nachqewiesen, d.h, das angebotene Substrat wurde unter

Ethanoleinflul3 langsamer umgesetzt. Fur Z. mobilis wurde anhand der Glucoseabnahme

in Zellsuspensionen eine 60%ige Hemmung des Glucoseumsatzes in Gegenwart von

10% Ethanol gezeigt (Osman und Ingram, 1985). Die Autoren nahmen an, dal3 Ethanol

die Funktion der Membran als Permeabilitiitsbarriere einschrankt. da sie eine Abnahme

der Mg2 +-lonen und des Nukleotidpools der Zellen messen konnten. Auch in

kontinuierlichen Kulturen wurdegezeigt, dal3 bei Ethanol-Konzentrationen uber 60 gil der

Glucoseumsatz absinkt (Lee et al., 1980). Durch die in der vorliegenden Arbeit

einqasetzten Ethanol-Konzentrationen bis 10% wurde der Glucoseumsa~z nicht

voilstiindig gehemmt.. Eine vollstandiqe Hemmung wurde erst bei Ethanol

Konzentrationen uber 150 gil (Hermans, 1992) bzw. 200 gIl (Osman und Ingram, 1985)

nachgewiesen. Damit weist der Katabolismus von Z. mobiliseine mit ethanoltoleranten

Hefestiimmen vergleichbare Ethanoltoleranz auf (Ingram und Buttke, 1984).
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Ein EinfluB der Inkubationszeit mit Ethanol konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt

werden. Allerdings besehrankten sich die untersuchten Zeitintervalle auf 20 bis 60 min.

l.anqere Inkubationszeiten konnten nicht uberpruft werden, da schon ohne Ethanol die

Glucoseumsatzrate in konzentrierten Zelisuspensionen nach lanqerer Glucoseverarmung

abnahm. Eine Abnahme der Ethanolbildungsrate in Abhsnqiqkeit von der Inkubationszeit

mit Ethanol wurde z.B, bei der Hefe Kluyveromyces fragilis festgestellt: Bei 100 g/!

Ethanol nahm die Ethanolbildungsrate in 20 Stunden um die Halfte ab (Chen et al.,

1990).

Die in den in-vivo-Spektren gemessene geringere Glucoseumsatzrate sowie der

verringerte pH-Gradient mussen von einer rnoqlichen Hemmung des Wachstums

abgegrenzt werden. Es wurde gezeigt, daB bei Konzentrationen uber 70 gil Ethanol das

Wachstum von Z. mobilis vollstandiq gehemmt wird (Stevnsborg und Lawford, 1986).

Die Ursache hierfQr war die Einstellung von Zellteilung, DNA- und Fettsauresvnthese

sofort nach Ethanolzugabe und nicht Inhibierung durch Energiemangel (Hermans, 1992).

Die im Vergleich zum Katabolismus hohere Ethanolsensitivitat des Anabolismus von

Z. mobilis wurde durch Enzymmessungen bestatlqt: In Gegenwart von 10% Ethanol

nahm die PEP-Carboxylase-Aktivitat auf 58% des Werts der ethano!freien Kontrolle ab,

wahrend die Aktivitat der Pyruvat-Decarboxy!ase unverandert b!ieb (Bringer-Meyer und

Sahm, 1989). Anhand der Daten dieser Arbeit konnen jedoch nur Aussagen zur

Hemmung des Katabolismus getroffen werden, da die NMR-Messungen der

konzentrierten Zellsuspensionen lediglich einen Vergleich des Stoffwechsels bis zu 20

min nach Glucosepuls ermoqlichten,

Die in den ilJ-vivo-Spektren gemessene geringere Glucoseumsatzrate in Gegenwart von

Ethanol konnte durch eine Hemmung sowoh! der Glucoseaufnahme als auch der

katabolen Reaktionen verursacht werden. Die Daten dieser Arbeit geben keinen Hinweis

auf eine Hemmung der Glucoseaufnahme durch Ethanol. Glucose wird in Z. mobilis nach

dem Prinzip dererleichterten Diffusion uber einen Carrier mit hoher Aktivitat

aufgenommen (DiMarco und Romano, 1985). Messungen der intrazellutaren

Glucosekonzentration in kontinuierlicher Kultur bzw. in Zellsuspensionen nach

Ethanolzugabe bis rzu 90 gIl zeigten, dafs die Ethanolbildungsrate, aber nicht der

Glucosetransport in Abhiingigkeit von der Ethanol-Konzentration absinkt (Hermans,

1(92). Bei zunehrnenden Ethanol-Konzentrationen ist der Giucosetransport also nicht

limitierend fur die Ethanolbildung.

Die Aktivitat der Glucokinase liegt im Bereich der maximalen Glucoseaufnahmerate von

Z. mobilis (Algar und Scopes, 1985). Eine Limitierung des Glucoseumsatzes durch

Ethanol-Inhibierung der Glucokinase konnte jedoch durch Messungen der spezlfischen
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Aktivitat im Rohextrakt in Geqsnwart von Ethanol ausgeschlossen werden (Millar et al.,

1982; Park et al.. 1988; Bring sr-Mever und Sahm, 1989). Nach den Ergebnissen dieser

Arbeit lag Glucose-6-Phosphat nach einem Glucosepuls auch in Gegenwart von 10%

Ethanol in intrazellularen Konzentrationen weit uber dem km-Wert von 0.17 mM der

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase vor (Scopes et al.. 1985). Dagegen ware bei einer

Umitierung des Glucoseumsatzes auf der Ebene des Glucosetransporters oder der

Glucokinase zu erwarten, daIS die Konzentration von Glucose-6-Phosphat auf

Konzentrationen um den km-Wert der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase absinkt, Die

Aktivitat der Glucose-6-Phosphat-Oehydrogenase wird durch Ethanol nicht inhibiert (Park

et al., 1988).

Ethanolkonzentrationen von bis zu 10% hatten keinen EinflulS auf die intrazellulare

Konzentration von 6-Phospho'Jluconat. Diese lag zwischen 0.5 und 0.9 mM nach

Glucosepuls und damit weit ubsr dem km-Wert der Dehydratase von 0.04 mM (Scopes

und Griffiths-Smith, 1984).

Die intrazellulare Konzentration von KDPG konnte wegen der Signalliberlagerungen in

den Extraktspektren nicht bestimmt werden. Eine Akkumulation in Gegenwart von

Ethanol erscheint aufgrund der konstanten Signalmuster im Bereich der Peakposition des

KDPG unwahrscheinlich. FUr die KDPG-Aldolase wurde wie auch fur die

6-Phosphogluconat-Dehydratas3 eine spezifische Aktlvitat gemessen, die weit iiber der

fur die maximale Glucoseumsatzrate in Z. mobilis erforderlichen Aktivitat liegt (Algar und

Scopes, 1985). Eine Limitierunq desGlucoseumsatzes durch Ethanol auf der Ebene der

Lactonase, 6-Phosphogluconat-Dehydratase und KDPG-Aldolase konnte sornit nicht

nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung damit fanden Millar et al. (1982) bei einem

Vergleich der Ethanolstabilitat dar Enzyme von Z. mobilis und S. cerevisiee, daIS die fUr

den Entner-Doudoroff-Weg spezifischen Enzyme im Bereich zwischen 0-15% Ethanol

nur geringfUgig gehemmt wurden.

In Gegenwart von ~ 0% Ethanol waren die intrazellularen Konzentrationen von

Glycerinaldehyd-3-lPhosphat erhoht, Sedoheptulose-7-Phosphat und 3-Phosphoglycerat

akkumulierten. Die stetige Akkumulation von 3-Phosphoglycerat wies auf eine

Limitierung der glykolytischen Reaktionen hin. Es konnte gezeigt werden, daIS die

Aktivitiiten der Phosphoqlvcerat-Mutase und Enolase in Gegenwart von 10% Ethanol um

30 bzw. 40% verringert waren In einer Studie der Enzymaktivitiiten in Z. mobilis wurde

darauf hinge wiesen, daIS die irn Verhaltnis zur rnaximalen Glucosumsatzrate niedrige

Aktivitat der Enolase zur Limitierung des Kohlenstoff-Flusses tOhran konnts (Algar und

Scopes, 1985). Die Ethanolinilibierung der Enolase und der Phosphogiycerat-Mutase

fuhrte darnit zur 3-Phosphoglyeerat-Akkumulation und zu einer geringeren

Glueoseumsatzrate, die sieh in erhohten Konzentrationen von Glvcerinaldehvd-S.

Phosphat und Glucose-e-Phosphat zeigte.
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Auch fur die Pvruvat-Kinase wurde gezeigt, dal3 ihre Aktivitat in Gegenwart von 10%

Ethanol um 14%abnimmt (Brinqer-Mever und Sahm, 1989). Dennoch konnte eine

Akkumulation von Phosphoenolpyruvat in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Der Grund

durfts darin zu sehen sein, daB die 2U Phosphoenolpyruvat fOhrenden Reaktionen der

Phosphoglvcerat-Mutase und Enolase starker gehemrnt wurden als die PYiuvat-Kinase.

Dagegen konnte durch 31 P-NMR-Spektroskopie von Streptococcus lactis-Extrakten

nachgewiesen werden, dalsdurch die Inhibierung der Pvruvat-Kinase mit dem negativen

Effektor Phosphat eine Aksurnulation von Phosphoenolpyruvat, 2-Phosphoglycerat und

3-Phosphoglycerat induziert wurde !Thompson und Torchia, 1984). M6glicherweise

wurde in Z. mobilis die intrazellulare Phosphoenolpyruvat-Konzentration in Gegenwart

von Ethanol geringfUgig erhoht. Der 'km-Wert der Pyruvat-Kinase wurde mit 0.08 mM

bestimmt (Pawluk et al., 1986), sodars in fermentierenden Z. mobilis-Zellen die

Phosphoenolpyruvat-Konzentration auch nach einer Erh6hung durch EthanoHnhibierung

der Pyruvat·Kinaseunter der Nadhweisgrenze von Extraktspektren liaqen kann.

Phosphoenolpyruvat reduziert als negativer allosterischer Effektor der Glucose-6

Phosphat-Dehydrogenase (Anderson und Dawes, 1985) deren Aktivitat in einer

Konzentration von 1 mM auf 8 % der vollen Aktivitat, In einer entsprechenden

Konzentration liegt Phosphoenolpyruvat auch in Gegenwart von 10% Ethanol nicht vor,

aber eine geringfOgig erh6hte Konzentration wurde die Aktivitat der Glucose-6-Phosphat

Dehydrogenase hem men konnen, Dies konnte ein zweiter Grund - auger der generell

niedrigeren Glucoseumsatzrate - dafUr sein, dars die Glucose-6-Phosphat-Konzentration

in Gegenwart von 10% Ethanollangsamer absinkt als in den ethanolfreien Kontrollen.

Die Akkumulation von Sedoheptulose-7-Phosphat kann mit der Inhibierung glykolytischer

Enzyme nicht erklart werden. Sedoheptulose-7-Phosphat kann in Z. mobilis ausgehend

von 6-PhosDhoaluconat durch die Reaktionen der 6-PhosohoaILJconat-Dehvdroaenase.. ... - -, - ... -----_.- , ....
Pbosphoribose-lsornerase, Phosphoribose-Epimerase und Transketolase gebildet werden

(Feldmann et al., 1992). Ais zweites Produkt entsteht Glycerinaldehyd-3-Phosphat, das

auf ublichern Weg metabolisiert werden kann. Demnach konkurrieren um

6-Phosphogluconat die belden Enzyme 6-Phosphogluconat-Dehydratase des Entner

Doudoroff-Wegs und 6-Phosphogluccnat-Dehydrogenase. Die Dehydratase wird durch

3-Phosphoglycerat inhibiert (Scopes und Griffiths-Smith, 1984). Daher k6nnte eine

ethanolinduzierte Akkumulation oes 3-Phosphoglycerat zur Hemmung der

6-Phosphogluconat-Dehydratase einerseits und einer vermehrten Sedoheptulose-7-

Phosphat-Bildunq ausqehend von d~r6-PhosphoglucoJ1at:::DehydjogenaseandeJerseits

fUhren.

Eine durch Ethanol

Zellsuspensionen fuhrte
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ATP- und UTP-Konzentrationen erreichten nur 50% der Werte in Ansatzen ohne

Ethanolzusatz. Daruberhinaus wurde Ober die ATPase ein ebenfalls um ca. 50%

reduzierter pH-Gradient aufgebaut. Die Glucoseumsatzrate nahm auch im Laufe von

Z. mobi/is-Batchfermentationen ab (Osman et al., 1987). Die Autoren stellten mittels

31 P-NMR-Spektren von Extrakten aus Ze!len der fruhen und spaten exponentiel!en

Wachstumsphase einen Anstieg der intrazellularen Zuckerphosphate fest, ohne jedoch

einzelne Substanzen zu identifizieren. Eine ethanolinduzierte Schadiqunq der Membran

wurde als Ursache fur eine Abnahme des ApH angenommen. Diese ApH-Abnahme sowie

verringerte Aktivitatan der Pyruvat-Kinase und Glycerinaldehyd-3-Phosphat

Dehydrogenase sollten fUr die venringerte Fermentationsaktivitat verantwortlich sein.

Zwei Beobachtungen belegen, dals nicht nur die steigende Ethanol-Konzentration (bis

6.2%) zur Erkliirung herangezogen werden kann:

1. Durch elektrophoretische Analysen wurde gezeigt, dafs die pyruvat-Kinase in

Z. mobilis-Zellen der stationaren Phase nicht mehr nachweisbar ist, da sie durch

Proteolyse abgebaut wurde (An et al., 1991).

2. Die Aktivitat der ATPase ist vom pH-Wert abhanqiq und geht unterhalb pH 5 stark

zuruck (Hermans, 1992). Daher kann die von Osman et al. (1987) beobachtete

Abnahme des pH-Gradienten auch auf die Abnahme des externen pH-Werts wahrend

der nicht pl-l-kontrollierten Batchfermentation zuruckzufuhren sein.

1m Gegensatz zu den Ergebnissen o:Jieser Arbeit nahm der ATP-Gehalt in zweistufigen

kontinuierlichen Fermentationen mit bis zu 100 gil Ethanol nicht ab (Hermans, 1992).

Allerdings verringerte sich unter diesen Bedingungen die Aktivitat der ATPase um 70%,

was die ebenfalls gefundene Abnahme des pH-Gradienten auf 0.1 pH-Einheiten erklarte.

Ethanol nimmt sornit uber die Hemmung enzymatischer Aktivitaten Einflufs auf die

Glucoseumsatzrate (Phosphoglycerat-Mutase, Enolase: diese Arbeit), auf den pH

Gradienten uber die ATPase (Hermans, 1992) und auf den Anabolismus uber die PEP

Carboxylase (Bringer-Meyer und Sahm, 1989).

Von Viikari (1988) wurde gezeigt, daIS die Nebenproduktbildung die Ethanolproduktivitat

inZ. mobilis vsrrinqert. ·~n Batchferrnentationen mit Glucose wurde sine Ethanolausbeute

yon 95 % der Theorie, mit Fructose. dagegen nur von 90% der Theorieermittelt (Viikari,

1988). Diese verringerte Ethanolausbeute wurde auf eine vermehrte

Nebenproduktbildung mit dem Substrat Fructose zuruckqefuhrt.

73



Ein Vergleich von Batchfermentationen mit Glucose bzw. Fructose in dieser Arbeit

zeigte, dalS von Z. mobilis ZM6 Lactat, Acetoin, Acetat, Glycerin und Dihydroxyaceton

als Nebenprodukte gebildet wurden. Nur die Konzentrationen von Glycerin und

Dihydroxyaceton waren nach Fructosewachstum erh6ht im Vergleich zu

Glucosewachstum. Ais weitere Nebenprodukte in Fructose-8atchfermentationen wurden

von Viikari und Korhola (1986) Mannit und Sorbit erwahnt. wobei dort die Mannitbildung

als Ausl6ser der Nebenproduktbildung diskutiert wurde. 8ei hohen Fructose

Konzentrationen wurds durch erne Mannit-Dehydrogenase ein Mangel an

Heduktionsaquivalerrten verursacht. Dieser wurde zu einer Verschiebung der

Produktbildung in Richtung Dihydroxyaceton und Glycerin fQhren. Allerdings ware fur die

Glycerinbildung ein NADH-UberschulS erforderlich, der erst in der spaten

Wachstumsphase zum Auftreten von Glycerin im Kulturmedium fUhren wurde. Dies

konnte in den Fermentationen dieser Arbeit nicht bestatiqt werden. Glycerin wurde

unabhangig von der Wachstumsphase in einem relativ konstanten Verhaltnis zu Ethanol

gebildet. Fur die Mannit-Dehydrogenase wurde ein km-Wert von 180 mM gemessen,

sodats eine Mannitbildung erst bei hohen inttazellularen Konzentrationen von Fructose

erwartet werden kann (Viikari und Korhola, 1986). Bei einer extrazellularen

Fructosekonzentration von 80 gil wurden intrazellular 200 mM Fructose gemessen

(Struch, 1992). Dennoch wurde bei einer Steigerung der Fructose-Anfangskonzentration

bis 150 gil keine Bildung von Mannit beobachtet, das somit nicht generell die

Nebenproduktbildung in Z. mobilis ausl6sen kann. Allerdings wurde bei h6heren

Fructose-Anfangskonzentrationen mehr Glycerin und Dihydroxyaceton gefunden.

Neben der Ethanolausbeute ist auch die Biomasseausbeute bei Wachstum mit Fructose

verringert. Viikari und Korhola (1986) fUhrten dies einerseits auf einen von ihnen

gezeigten toxischen Effekt des Dihydroxyaceton zurOck uncI anc!ererseits auf ATP

Mangel. Sie berechneten einen ATP-Verlust von 26% bezogen auf den aus dem

eingesetzten Substrat m6glichen Energiegewinn. Es erscheint in Anbetracht des vom

Wachstum entkoppelten Katabo!ismus (Lazdunski und Belaich, 1977) fraglich, inwieweit

diese verringerte ATP-Ausbeute tatsachiich eine Verringerung der Biomasse-Synthese

verursacht.

Die Sterilisation der Fructose beeinflusste wie auch die Fructose-Anfangskonzentration

die Bildung von Glycerin und Dihydroxyaceton. Die Konzentrationen des

Dihvdroxyaceton waren drastisch verrinqertv wenn in Batchterrnentationen die Fructose

nichtautoklaviert sondern sterilfiltriert worden war. Eine abiotische Dihydroxyaceton

Bildung aus autoklavierter Fructose konnte zwar ausgeschlossen werden, abereine

Erklarung dieses Phanornens steht noch aus. Auch bei anderen Mikroorganismen hatte

die Methode der Sterilisation des Substrats Einflul3 auf das Wachstum. So wurde ein auf
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hitzesterilisierter GlUCOse verbessertes Wachstum u.a. fOr Lactobacillus-Stiimme und

Propionibakterien berichtet (EI Ghazzawi und Schmidt, i 967).

In kontinuierlicher Kultur betrugen die steady-state-Konzentrationen von

Dihydroxyaceton unter i mM und die Glycerinbildung war um ca. 50% gegenuber

Batchfermentationen verringert. Wie beim Vergleich der Ethanolausbeute und der

Nebenproduktbildung bei 8atchfarmentationen mit Fructose bzw. Glucose wird auch hier

ein Zusammenhang zwischen Nebenproduktbildung und Ethanolausbeute deutlich: bei

geringerer Nebenproduktbildung steigt die Ethanolausbeute. So wurde In

Untersuchungen der Kinetik der kontinuierlichen Kultur von Z. mobilis mit i 00 gIl

Fructose eine Ethanolausbeute von;96% der Theorie ermittelt (Toran-Diaz et aI., i 984;

Jain et aI., i 985), die d amit cern Wert von kontinuierlichen Glucosefermentationen

vergleichbar ist {Rogers et al., 1S82}.

Eine spezifische Steigerung dar Glycerinproduktion durch Zusatz von NaHSO 3 in

Anlehnung an die Glvcerinproduktion mit Hefen (2. Neuberg -sche Vergiirungsform) war

nicht erfolgreich: Zusatz von NaHS03 hemmte das Wachstum von Z. mobilis

(Strohdsicher und Bringer-Meyer, pers. Mitteilung).

Lactat, Acetoin und Acetat wurden als Nebenprodukte auch in Glucosefermentationen

gebildet. Bis zu 22 mM Lactat wurde in kontinuierlichen Fermentationen mit 200 gil

Glucose gefunden [Hermans, lS92h In einem Vergleich mit Saccharomyces bayanus

wurde Lactat als typisches i\leoenprodukt der Ethanolproduktion mit Z. mobilis

charakterisiert, wahrend von der Hefe hauptsachlich Glycerin und Succinat gebildet

wurden (Am in et al., 1983). Von beiden Organismen wurde Acetoin geoildet. Schon

1934 war von Schreder et al. 918zeigt worden, daLS bei der Fermentation von Glucose

durch Z. mobilis durch 3eluftun\;j die Acetoin- und die Acetaldehydbildung zunehmen.

Die Synthese von Acetoin erfolgn in Z. mobilis und S. carlsbergensis durch die Pyruvat

Decarboxylase, wobei sine C-C-Bindung zwischen Acetaldehyd und enzymgebundenem

Hydroxyethyl-Thiaminpyrophosphat geknupft wird (Bringer-Meyer und Sahm, 1988b). 1m

Zusammenhang mit der fur eine Decarboxylase unqewohnlichen Katalvse einer C-C

VerknOpfung wurde die Homolcqia der Pyruvat-Decarboxyiase mit der Acetolactat

Synthase der Valin-!Isoleucin-Biosynthese diskutiert (Bornemann et al., 1993).

In Ferrnentationen mit hchen Fructoss-Konzentrationen konnte in der vorliegendenArbeit

keine Sorbitproduktion festqestellt werden. 1m Gegensatz dazu bildete Z. mobilis VTT-E

78082 mit Fructose als einziger C-Queile nur 0.3 gIl Sorbit,aber bis zu 17 gil Sorbit bei

Wachstum mit. je 7.5% Glucoseund Fructose (Viikari, 198Lj,). Sorbit wird durch

Reduktion von Fructose bei gleichzBitiger Oxidation von Glucose zu Gluconat von einer
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Glucose-Fructose Oxidoreduktase gebildet (Zachariou und Scopes, 1986). Die Glucose

Fructose Oxidoreduktase wurde als periplasmatisches Enzym mit fest gebundenem

NADP charakterisiert (Leos et al., 1991).

Zu Beginn dieser Arbeit wurden in der Literatur zwei rnoqliche Wege fOr die Biidung von

Glycerin und Dihydroxyaceton diskutiert (Abb. 18). Viikari (1988) nahm an, dal:\

ausgehend von Glycerinaldehyd-3-Phosphat die Reaktionen der Triosephosphat

Isomarase und einer Phosphatase zu Dihydroxyaceton, sowie einer Glycerin-3-Phosphat

Dehydrogenase und Phosphatase zu Glycerin fOhren wOrden. DemgegenOber wurde eine

direkte Bildung von Dihydroxyaceton aus Fructose-6-Phosphat durch eine Nebenreaktion

der KDPG-Aldolase von Sprenger (1993) postuliert.

Fructose
1 •Fructose-6-P DHA
2

+
6

I7
Glucose-6-P "3 I Glycerin

"6-P-Gluconat
4

+KDPG
5

.~
,

8 9
Pyruvat GAP II>- DHAP II>- DHA

10 • 11
G3P !l1> Giycerin

Abb. 18: Schema der m6glichen Reaktionen, die in Z. mobilis bei Wachstum mit

Fructose zur Bildung von Glvcerin und Dihydroxyaceton fOhren k6nnen.
GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; G3P: Glycerin-3-Phosphat;DHA: Dihydroxyaceton;
DHAP: DHA-Phosphat. Enzymaktivitiiten: 1, Fructokinase; 2, Glucose-6-Phosphat
Isomerase; 3, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Lactonase;
4, 6,Phosphogluconat-Dehydratase; 5/6, KDPG-Aldolasel hypothetische Nebenreaktion;
7, Glycerin-Dehydrogenase; 8, Triosephosphat-Isomerase; 9, DHAP-phosphatase;
1O,G3P-Dehydrogenase; 11, Glycerokinase
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Die KDPG-Aldolase katalysiert die Spaltung des in der offenen Form vorliegenden KDPG

zu Pyruvat und Glycerin.'llldehyd-3-Phosphat. Nur 9% des KDPG liegen in der Kettenform

vor, weitere 50% als fl-Furanose und 41 % als a-Furanose (Midelfort et al., 1977). Eine

Spaltung von Fructose-6-Phosphat durch die Aldolase konnte in dieser Arbeit sowohl

durch Fermentation von [2-13CI-Fructose als auch durch in-vitro-Tests der gereinigten

Aldolase nicht gezeigt werden. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit von KDPG und

Fructose-6-Phosphat scheint die Aldolase Fructose-6-Phosphat nicht als Substrat zu

akzeptieren. FQr die KDPG-Aldolase aus Pseudomonas putide wurden folgende Merkmale

als entscheidend fUr dire Substratspezifitiit nachgewiesen: eine 3-Deoxy-Gruppe, eine

4-Hydroxy-Gruppe in erythro-Stellung und eine 6-Phospho-Gruppe (Wood, 1972).

Fructose-6-Phosphat wird vermutlich nicht als Substrat akzeptiert, da es in 3-Stellung

eine Hydroxy- und keine Deoxy-Gruppe aufweist. In Syntheserichtung kann die KDPG

Aldolase mehrere Substratanaloga des Glycerinaldehyd-3-Phosphat verwerten, aber

Pyruvat kann nicht durch Dihydroxyaceton ersetzt werden (B. Knapprnann, pers.

Mitteilung).

Mittels Enzymmessungen konnte gezeigt werden, dal3 Dihydroxyaceton aus

Glycerinaldehyd-3-Phosphat Ober die Triosephosphat-lsomerase und eine

Dihydroxyaceton-Phosphatase gebildet wird, und Glycerin aus Dihydroxyaceton durch

eine Glvcerin-Dehvdroqenase. Alternativ dazu k6nnte Glycerin aus Dihydroxyaceton

Phosphat uber Glycerin--3-Phosphat gebildet werden. Die erforder!ichen Enzymaktivitiiten

der Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase und Glycerokinase konnten in der vorliegenden

Arbeit nicht nachgewiesen werden. Gegen diesen Reaktionsweg spricht auch, dal3 das

hypothetische Intermediat Glycerin-3-Phosphat als kompetitiver Inhibitor (ki = 0.4 mM)

der 6-Phosphogluconat-)ehydratase nachgewiesen wurde (Scopes und Griffiths-Smith.

1984). Die Nebenprodu <tbildung wOrde somit zu einer verringerten Glucoseumsatzrate

fOhren. Es wurden jedoch vergleichbare Substratverbrauchsraten mit Fructose bzw.

Glucose bestimmt (Rogers et al., 1982).

Obwohl die Reaktionen zum Dihydroxyaceton und Glycerin aufgedeckt wurden, bleibt

der Grund fOr die ~Jebenproduktbi!dung unklar. Eine Aktivierung der zu den

Nebenprodukten fOhrenden Enzyme durch Fructose oder Fructose-6-Phosphat liel3 sich

nicht nachweisen. Eine !nduktion der beteiligten Enzyme wurde nicht gefunden, die

Aktivitaten der Triosephosphat-Isomerase, Dihydroxyaceton-Phosphatase und Glycerin-

Dehydrogenase waren in Fructose- und Gluccse-qewachsenen Zellen qleich. Eine von

der Kohlenstoff-Quelle abhiingige Regulation der Expression wurde fur die Fructokinase

(Zernbrzuski et al., 1992) und die Phosphoglucose-Isomerase (Hesrnan et al., 1991)

nachgewiesen: die Enzvrnaktivitaten waren verdoppelt, wenn die Zellen auf Fructose
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anstatt auf Glucose kultiviert wurden. In beiden Fallen konnte eine hohere

Transkriptionsrate als Ursache der erhiihten Aktivitat nachgewiesen werden (ebenda).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das gram negative und anaerobe Bakterium Zymomonas mobilis setzt Glucose und

Fructose schnell und in hoher Ausbeute zu Ethanol um. Bei Ethanol-Konzentrationen

uber 60 gil sinkt die Fermentationsaktivitat abo Auf3erdem werden bei Wachstum mit

Fructose aufser Ethanol vermehrt Nebenprodukte gebildet. In dieser Arbeit sollten mit

Hilfe der Kernresonanz-Spektroskopie der Einfluf3 von Ethanol auf den Stoffwechsel von

Zymomonas mobilis und die zu den Nebenprodukten fUhrenden Reaktionen aufgekliirt

werden.

Fur die Untersuchungen des Glucose-Stoffwechsels mittels in-vivo-3 1P-NMR

Spektroskopie wurden konzentrierte Z. mobilis-Zellsuspensionen eingesetzt, sodats der

Anteil des zellinternen Volumens am Probevolumen 25 bis 30% betrug. Die Anderungen

der intrazelluliiren Metabolite und des intrazellularen pH-Wertes nach Zugabe von

Glucose zu einer Zellsuspension konnten mit einer zeitlichen Auflosunq von einer Minute

verfolgt werden. In Gegenwart von 10% Ethanol war die Glueoseumsatzrate der

Zellsuspensionen geringer und die Bildung von Zuckerphosphaten,

Nukleosidtriphosphaten und dem pH-Gradienten verringert.

Mittels 31 P-NMR-Spektroskopie von Perchlorsaure-Extrakten aus Zellsuspensionen

konnten intrazellulare Metabolitkonzentrationen nach einem Glueosepuls bestirnrnt

werden. Dabei wurden tolqande Metabolite erfafst: Glucose-6-Phosphat,

6-Phosphogluconat. Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat, Sedoheptulose-7

Phosphat, ATP, UTP, ADlP, UDP, NAD(H) und Coenzym A. Die Konzentrationen der

Metabolite des Entner-DoudorofFWegs srreichten nach Zugabe von Glucose zu einer

Zellsuspension ohne Ethanolzusatz bis zu 4 mM. ATIP und UTP wurden mit 4 mM bzw.

2 mM wiihrend des Glucoseumsatzes bestimmt, dagegen blieb ADP konstant bei ca.

1 mM. In Gegenwart von 10% Ethanol akkumuiierte 3-Phosphogiycerat innerhalb von

15 min nach Glucosezugabe bis zu einer Konzentration von 3.4 mM, wshrend in

Ansiltzen ohne Zusatz von Ethanol zu diesem Zeitpunkt nur noeh 0.3 mM

3-Phosphoglycerat gemessen wurden. Enzymmessungen zeigten, daf3 die Aktivitaten der

Phosphoglycerat-!II1utase und Enolase in Gegenwart von 10% Ethanol um 31 bzw. 40%

inhibiert waren. Aul3erdem wurden durch die in-vitro-NM R-Messungen in Ansiitzen mit

10% Ethanolzusatz ca. 2 mM Sedoheptulose-7-Phosphat nachgewiesen, nicht jedoch in

Messreihen ohne Ethanolzusatz.

Die Bildung der Nebenprodukte Glycerin, Dihydroxyaceton, Lactat, Acetat und Acetoin

dureh Zymomonas mobilis wurde in Batchfermentationen mit Glucose bzw. Fructose als

Kohlenstoff- und Energiequelle verglichen. Mit steigenden Fructose-
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Anfangskonzentrationen in Batchfermentationen wurde mehr Glycerin und

Dihydroxyaceton gebildet.

Die Reaktionen, mit denen Z. mobilis Glycerin und Dihydroxyaceton bildet, wurden

untersucht. Eine Nebenreaktion der KDPG-Aldolase. die durch Spaltung von Fructose-6

Phosphat zu Dihydroxyaceton Whrt. konnte durch liJ-vitro-Messungen mit gereinigter

Aldolase und aufgrund der Anreicherungsmuster in Glycerin und Dihydroxyaceton nach

Fermentation von [2-13C]-Fructose ausgeschlossen werden.

In Enzymmessungen wurde erstmals gezeigt, dar., in Z. mobilis das Nebenprodukt

Dihydroxyaceton aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat durch die Reaktionen der

Triosephosphat-Isomerase und einer Dihydroxyaceton-Phosphatase gebildet wird. Die

spezifische Aktivitat der Dihydroxyaceton-Phosphatase konnte mittels 31 P-NMR

Spektroskopie mit 0.31 U/mg Protein bestimmt werden. Glycerin wird aus

Dihydroxyaceton durch eine Glycerin-Dehydrogenase mit einer spezifischen Aktivitat von

0.19 U/mg Protein gebildet.
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7. ANHANG

Tab. 23: Chemische Verschiebungen Ii [ppm] in 13C-NMR-Spektren.
Zusammenstellung der Daten aus Messungen von Kulturuberstanden,
Reinsubstanzl6sungen und Enzvrntasts, bei pl-l-Werten zwischen 5 und 6.

Substanz Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7

HC03- 161.2

Ethanol 58.5 17.9
Acetaldehyd 199.9 30.8
Acetat 182.2 24.1

Alanin 176.7 51.7 17.3
DHA 65.9 213.0 65.9 (64.7)a
Glyceraldehyd 89.9 74.0 62.0
Glycerin 63.6 73.2 63.6
Lactat 183.2 69.6 21.1
Pyruvat 171'.2 206.1 27.5

Acetoin 26.0 216.5 74.1 19.3
MES 65.8 53.5 53.2 46.8

Valin 175.3 61.6 30.2 19.1 17.9

Citrat 179.7 46.8 76.0 46.8 179.7 182.3
Fructose:
a-Pyranose 66.3 99.1 71.3 71.6 62.2 62.2

f3-Pyranose 65.0 99.1 68.7 70.8 70.3 64.4

a-Furanose 64.0 105.5 83.1 77.1 82.3 62.2

f3-Furanose 63.8 102.5 76.5 75.5 81.7 63.5
Sorbit 63.6 72..3 70.8 72.1 74.1 64.0
Glucose:
a-Pyranose 92.9 72.5 73.8 70.6 72.3 61.7

f3-Pyranose 96.7 75 ..1 76.6 70.6 76.8 61.7

Mannit 64.3 72..0 70.4 70.4 72.0 64.3

NAD nb 140..9 134.8 146.9 129.7 143.4 166.4
NADH nb 139.4 101.2 22.3 106.4 125.1 173.8

DHA, Dihydroxyaceton; nb, nicht bestimmt
a vermutlich C2 der Hydratform
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