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1. EINLEITUNG

Die Herstellung alkoholischer Getréanke wie Bier und Wein ist ein seit Jahrtausenden
genutztes biotechnologisches Verfahren. Die alkoholischen Gérungen erfolgten meist mit
Hilte von Hefen wie Saccharomyces-, Torula- oder Kluyveromyces-Arten {Phaff, 1984},
In den letzten Jahren nahm das Interesse an dsr fermentativen Ethanolproduktion aus
nachwachsendan Rohstofien zu (Lynd ef al., 19381). Dabeil gewann die Fermentation mit
Bakterien, insbesondere mit dem Bakierium Zymomonas mobilis, zunehmend
Aufmerksamkeit (Esser und Kassch, 1984; Rogers et al., 1982). Es zeigte sich, daRR
Z. mobilis gegenlber der Hefe Saccharomyces carlsbergensis mehrere Vorieile im
Hinblick auf eine effektive Ethanolproduktion aufweist (Bringer et al., 1984a):

die Ethanolproduktionsgeschwindigksit {g/g'h} ist etwa 5 mal schneller

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

die Ethanolausbeute betrEgt 85 % der Theorie gegentber 80% bei der Hefe.
Aulierdem vereinfacht sich die Produktion mit Z. mobilis, da nicht wie bei Hefen zwei
Prozelphasen (aerobe Wachstumsphase und anaerobe Produktionsphase) gesteuert

werden muissen.

arker und Hillier isolierten Zymromonas mobilis erstmals 1911 in England aus Most, der
durch einen hohen Zuckergehali in Fehigérung Ubergegangen war. 1924 isolierte Lindner
Z. mobifis in Mexiko aus gérendem Agavensait (Pulgue). Z. mobilis ist in tropischen
Landern Amerikas, Asiens und &frikas an der Garung von zuckerhaltigen Pflanzenséften
wie z.B. Palmwein beteiligt. Iniden: 50er Jahven wurde Z. mobilis auch als Kontamination

beim Bierbrauen erkannt (Swings und de Ley, 1877).

Z. mobilis ist ein stébchenfdrmiges gramnegatives Bakterium mit einer Lénge von 2 bis
6 pm und einem Purchmessar von 1 bis 1.4 um. Die Zellen héngen oft paarweise
zusammen und sind polar begeillelt. Sporenbiidung oder Dauerstadien wurden nicht

gefunden (Swings und de Ley,. 137 7).

Entsprechend seinem Vorkommen in Pflanzenséfien zeichnet sich 2. mobilis durch sine
none Zuckertoleranz aus {(Swings und de Ley, 1877; Struch, 1982). Das Bakterium kann
in Gegenwart von Glucasekonzentrationen bis zu 40% wachsen. Diese Toleranz beruht
nach Struch et al. {1991) -auf einer sehr schnellen Glucoseaufnahme mittels erleichterter
Diffusion.. So kdnnen in Batchfermentationen hohe Glucosekonzentrationen schnell und
effizient zu Ethanol und COp umgeseizt werden. AuBer Glucose werden noch Fructose

und. Saccharose verwertet.




Wahrend die meisten Bakterien bei Ethanolkonzentrationen von 1 bis 2% im Wachstum
gehemmt werden, hat Z. mobilis eine ungewdhniich hohe Ethanoltoleranz. So kénnen in
Batchfermentationen bis zu 13% Ethano! gebildet werden (Rogers et al., 1982).
Z. mobilis setzt die Zucker anaerob (ber den Entner-Doudoroff-Weg sowie die Enzyme
Pyruvat-Decarboxylase und Alkohol-Dehydrogenase um (Gibbs und DeMoss, 1954
Kinoshita et al.,, 1885; Neale et al., 1988; Bringer-Mevyer ot al., 19886). Es ist bislang
kein weiteres Baktferium bekennt, das den Entner-Doudoroff-Weg anasrob nutzt
(Conway, 1982). Die Energieausheute betr8gf nur 1 mol ATP pro mol Glucose und
bedingt den geringen Zellertrag von 3 bis 7 g Zelltrockenmasse pro mol Glucose (Rogers
et al., 1982). Eine Energiekonservierung unter aeroben Bedingungen mittels oxidativer
Phosphervlierung wurde ven Kalnenieks st al. (1883) nachgewiesen. Doch zeigte
Z. mobilis unter aeroben Bedingungen nur ein geringes Wachstum (Belaich und Senez,
1865), da dann Acetaldehyd zu inhibierenden Konzentrationen akkumulierte (Bringer et

al., 1984b).

Trotz der hohen Ethanoltoleranz sinken Wachstumsrate und  spezifische
tthanolbildungsrate, wenn Ethanol im Laufe einer Fermentation akkumuliert {Rogers et
al., 1882; Osman et al., 1887).
Verschiedene Mechanismen der Ethanolhemmung in Mikroorganismen sind bekannt. in
E. colf wird das Wachstum schon bei geringen Ethanolkonzentrationen gehemmt durch:
Storung der Peptidoglykan-Synthese
unspezifische Herabsetzung der RNA-, DNA- und Proteinbildungsrate
Stérung der Zeilteilung.
Weiterhin wurde eine reversible Hemmung der Transportproteine durch Ethanol in £ colf
gezeigt und eine in Abh&ngigkeit von der Ethanoikonzentration verdnderte Fettsiure-

Zusammensetzung der Membranlipide (Ingram und Buttke, 1984).

Als Ursachen der Wachstumsinhibisrung in 2. mebiis wurden Energiemangel,
inhibierung anaboeler Reaktionen und Kofaktorveriust durch Permeabilisierung der
iMiembran diskutiert. Ingram (18886) posiulierte, dall Ethanoi Giber eine Permeabilisierung
der Membran zum Verlust von Metaboliten flhre. In darauf folgenden Untersuchungen
wurde jedoch gezeigt, dald der Kofaktorverlust nur eing geringflgige Rolle spialt (Osman
et al., 1987). Vielmehr belegen mehrere Untersuchungen, dald die Membranstruktur von

Z. mobilis an hohe Ethanolkonzentrationen angepaft ist. So wurde bei steigenden
Ethanolkonzentrationen keine Anderung der Fetisure-Zusammenseizung beobachiet,
die Phosphoiipidfraktion enthielt konstant 70% cis-Vaccensdureresie {Carey und Ingram,
1883). AuRerdem sind in die Membran Hopanoide integriert. Diese pentazyklischen

'Triterpenoide stabilisieren &hnlich wie die Steroide bei Hefen die Membran. Der




Hopanoidgehalt ist Uiber einen weiten Bereich von Ethanolkonzentrationen konstant und

verringeri somit die passive Permeab litdt der Membran (Hermans et al., 1891).

Bringer-Meyer und Sahm (1838a) konnten zeigen, dal durch Ethanol eher das
Wachstum als die Gérungsaktivitdt beeinfrdchtigt wird. Eine Inhibierung anaboler
Reaktionen durch Ethanc!l kornnte am Beispiel der Phosphoenoipyruvat-Carboxylase
nachgewiesen werden, deren Aktivitat in Gegenwart von 15% Ethanol nur noch 10%
der urspringlichen Akiivitdt betrug (Bringer-Meyer und Sahm, 1888). In der gleichen
Untersuchung wurde dagegen unter den katabolen Enzymen Pyruvat-Kinase,
Glucokinase und Pyruvet-Decarboxylase lediglich die Pyruvat-Kinase in Gegenwart von
10% Ethanol um 14% gehemmt. Die Aktivitdten der Enzyme Glucokinase und Glucose-
6-Phosphat-Dehydrogenase blieben konstant, wenn die Zellen aus kontinuierlichen
Fermentationen mit Ethanolkonzentrationen zwischen 5 und 60 g/l getestet wurden
(Park et al., 1988). Miilar et ai. §1982) konniten zeigen, daR die flr den Entner-
Doudoroif-Weg spezifischen Enzyme gegeniiber Eihanol relativ stabil sind. im Gegensatz
zur Untersuchung von Bringer-Meyer und Sahm (1989) fanden sie jedoch eine Hemmung
dear Pyruvat-Decarboxvylase und auch der Phosphoglycerat-Kinase bei
Ethanolkonzentrationen (ber 5%. Dariberhinaus wiesen sie darauf hin, dall /in wvivo
aufgrund geringerer Substratkenzentrationen mit einer inhibierung weiterer Enzyme

durch Ethanol zu rechnen sei (Milar et al., 1882).

Z. mobilis bildet auB3er Ethanol und CO5 eine Reihe von Nebenprodukten. Bei Wachstum
mit Fructose wurden mehr Nebenprodukie gefunden als bei Giucose (McGill und Dawes,
1871}, In Baichfermentationen won 15% Fructose wurden 0.2 g/l Lactat, 0.6 g/l Acetat,
0.5 g/i Acetoin, 0.3 g/l Acetaldehwd, 2.5 g/l Glycerin, 5.9 g/i Dihydroxyaceton, 3.7 g/l
Mannit und 0.4 g/l Sorbit im Iberstand gemessen (Viikari, 1888). Schon frith war
erkannt worden, daR auch die Kultivierungsbedingungen die Nebenprodukthildung
beeinfiussen. So wurde bei der Vergarung von Glucose durch Z. mobiiis eine Steigerung
der Acetoin- und Acetaidehydbildung durch Beliiften des Fermenters beobachtet

(Schreder et al., 1834).

tm Vergleich zu Z. mebifis wird von Hefen ein griRerer Anteil des Subsirats zu
Nebenprodukten umgesetzi. S¢ «gnnte gezeigt werden, dal Saccharomyces bayanus in
einer Baichfermentation mit 15% Glucose 3.6 gA Glycerin produzierie (Amin et al.,
-1983)...Die Nebenproduktbildung der. Hefen wurde zur industriellen Produktion von
. Glycerin -§enut2t. Durch Zusatz von Hydrogensulfit wurde Acetaldehyd gebunden, das
'-;somit-hicht mehr als Akzeptor der Reduktionsdquivalente zur Verfigung stand. Daher
wurde statidessen Dihydroxyaceton-Phosphat reduzieri und schiieBiich Glycerin
ausgeschieden (Wartenberg, 1988l1. Im Gegensatz zu Saccharomyces sp. wurden die
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Reaktionen, die bei 2. mobifis zu Glycerin bzw. Dihydroxyaceton fihren, bisher nicht
beschrieben. Die Kenntnis dieser Reaktionen wére jedoch wichtig, da durch die
Nebenproduktbildung in Batchfermentationen mit Fructose die Ethanolausbeute um ca.
5% verringert wird (Toran-Diaz et al., 1883; Viikari und Korhola, 1988}, wobei Glycerin
und Dihydroxyaceton die mengenmalig wichtigsten Nebenprodukte sind. Aullerdem
wiesen Viikari und Korhola (1886} nach, dalR der Zellertrag in Batchfermentationen in

Gegenwart von 5 g/l Dihydroxyaceton um 20% sinkt.

Fdr die Bildung von Giycerin und Dihydroxyaceton wurden zwei Wege vorgeschlagen:

Viikari und Korhola (1986) postulierten, dall Glycerin und Dihydroxyaceton ausgehend
von den Triosephosphaten gebildet wiirden. Durch die Bildung von Mannit aus Fructose
wirde die Redoxbilanz gestért. Infolgedessen wirden vermehrt Glycerinaldehyd-3-
Phosphat und Dihydroxyaceton-Phosphat vorliegen und Reaktiionen beginstigt, die
schlielllich zu Dihydroxyaceton und Glycerin fihren. Dagegen nahm Sprenger (1583} an,
dald Dihydroxyaceton direkt aus Fructose-6-Phosphat entsteht, indem dieses in einer
Nebenreaktion der KDPG-Aldolase gespalten wirde. Aus Dihydroxyaceton wirde durch

eine Glycerin-Dehydrogenase Glycerin gebildet.,

Die Anwendung der Kernspinresonanz-Spekiroskopie (NMR-Spektroskopie) fur das
Studium bioiogischer Systeme hat seit den 70-er Jahren an Bedeutung gewonnen. Zwei
Messtechniken wurden aus dem Prinzip der Kernspinresonanz entwickelt. Zum sinen die
Kernspin-Tomographie, die vorwiegend in der medizinischen Forschung und Diagnostik
angewandt wird. Zweitens die hochaufldsende Kernresonanz-Spekiroskopie, mit deren
Hilfe u.a. der Metabolismus von Zeflen untersucht wird. Zwei technische Fortschritte
verpesserien die Nachweisempfindlichkeit der NMIR-Spekiroskopie erheblich:
| ‘die Entwicklung der gepulsten Fourier-Spektroskopie
die Einfilhrung supraleitender Hochfeldmagneten.

Die Einflhrung zweidimensionaler Kernresonanzexperimente (2D-NMR) erweiterte die
Anwendungsmdglichkeiten der NMR-Spekiroskopie auf die Untersuchung biologischer
Makromolekile, z.B. zur Proteinstrukturbestimmung (Hausser und Kalbitzer, 1889).

Far Messungen mittels NMR-Spskiroskopie geeignet sind alle Kerne mit einer
Kernspinguantenzehl |1>0, insbesondeare dic Kerne mit 1=1/2 (Friebolin, 1288). Eing
~Reihe dieser Kerne {H, P, C, N) fragen als Makroelemente in groRem MalRe zur
chemischen Zusammensetzung der Zellen bei. Ihre NiViR-spezifischen Eigenschaften sind

._'En. Tab. 1 zusammengefalt.




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

14 3p 3¢ 15
Natlrliche Haufigkeit [%)] $9.9 100 1.1 0.37
Relative Empfindlichkeit [%] 100 6.8 1.6 0.1

Die gréRte Nachweisempfindlichkeit alier stabiien Isotope hat der 'H-Kern, daher kommt
der TH-NMR eine besondere Bedeutung zu. Die meisten i vivo-Anwendungen werden
mit 31P-NMR durchgefilhrt. Dazu tragen eine akzeptable Empfindlichkeif von etwa 7%
der Protonenempfindiichkeit und sine natlrliche Haufigkeit von 100% bei. Der Bereich
der chemischen Verschiebung betrigt flr biologisch wichtige Molekiile immerhin etwa
30 ppm. In Anbetracht der begrenzten Anzahl phosphorhaltiger freier Metabolite treten
weniger Probleme durch Signaliberlagerungen auf als bei der TH-NMR. Allerdings
kénnen 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
natlirliche Haufigkeit - nur 1.1% aller C-Kerne sind NViR-detektierbar -, und durch die
geringe relative Empfindlichkeit. Hier bietet sich der Einsaiz 13C-angereicherter
Substanzen an. Die resultisrenden Signale weisen ein gutes Signal-zu-Rauschen-
Verhéltnis auf und sie verteilen sich fiber einen viel gréeren Bereich der chemischen
Verschiebung als 1H- oder 3?P~Signale, wodurch die Auflosung sehr gut ist.

Im Vergleich zu anderen analytischen Verfahren bietet die NMR-Spektroskopie den
Vorteil, dafl3 sie eine nicht-invasive Technik ist. Der Stoffwechsel der Zellen kann
kontinuierlich gemessen und die Einfilisse verschiedener Bedingungen getestet werden.
Dariiberhinaus kfnnen aus einer Messung, z.B. eines 31P—NFV‘ER-Spektrums einer
Zelisuspension, mehrere Informationen gleichzeitig gewonnen werden:
© der Energiestatus kann an hand der Nukieotide und des pH-Gradienten
" charakterisiert werden
“alle phosphorylierten Metabolite, die in ausreichender Konzentration vorliegen,
‘werden erfalt und nicht nur diejenigen, die aufgrund der Vorkenntnisse er_wartet
werden. -
Gegeniber anderen Analyseverfahren werden in der NMR-Spekiroskopie nur die freien
Metabolite erfaldt. Makromolekilie oder kleine Metabolite, die an Makromolekiile oder
Zellstrukturen gebunden smd gelten als unbeweghch im Verhaltnis zur NMR- Zeztskala
und smd damit nicht NMR-detektierbar. Daher werden nur die zum Zeutpunkt de:
_'.Messung tatsachi[ch am Stoff-F!uB. betemgten Metabohte gemessen o -

‘Ein Nachteil der NIViIR-Spektroskopie ist ihre relativ ‘geringe Nacnweisempfindlichkeit.
“Deshalb miissen Proben mit ausreichender Substanzkonzentration eingesetzt werden._'ir_n_.
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Falle der in-vivo-NMR-Spekiroskopie wurden daher Zellsuspensionen mit einer
Zellkonzentration von 1017 Zellen/ml eingesetzt (Ugurbil et al., 1979; Barrow et al.,
1984). Dabei muldte ausgeschlossen werden, dall diese Probenbedingungen den
Stoffwechse! beeinfilussen und zur Messung von Artefakten flinren. Beispielsweise
wurden Zeitrdume von 2 h fir £ cofi {Ugurhbil et al., 1978) bzw. 6 h flir Chromatium
vinosum {(Nicolay, 1983} angegeben, innerhalb derer eine zuverldssige und
reproduzierbare Messung dichter Zellsuspensionen mdglich war.

Paramagnetische lonen kdnnen die NMR-Signale erheblich verbreitern. Es wurde gezeigt,
dald eine Optimierung der Zellanzucht und Probenvorbereitung zu einer Verbesserung der
Linienbreite flhrt, z.B. durch Zusatz von Komplexbildnern in geeigneter Konzentration

{(Nicolay et al., 1881},

Mit Hiife von NMR-Messungen kdnnen folgende Informationen Uber den Metabolismus
erhalten werden (Gadian, 1883):

-intrazellulére Metabolitkonzenirationen

-interner pH-Wert bzw. ApH

-Reaktionswege und -produkie

-Geschwindigkeitskonstanten von Transportprozessen und Enzymen

-intrazeltuldre Kompartimentierung
Wenn mit Hilfe von /mn-vivo-Messungen intrazelivldre Metabolitkonzentrationen ermittelt
werden, muld die S&ttigung der Kerne durch die fiir /n-vivo-Messungen erforderliche
schnelle Pulsfolge beachtet werden. Dies bedeutet, dald sich die Signalintensitéten eines
Kerns in verschiedenen Molekiilen unterscheiden kénnen. Shanks und Bailey (1988)
konnten durch die Bestimmung eines Séattigungsfaktors die intrazellulédren
Konzentrationen von  Glucose-6-Phosphat,  Fructose-6-Phosphat,  Fructose-1,8-
Bisphosphat und 3-Phosphoglycerat nach einem Glucosepuls ersimals in vivo in
Saccharcmyces cerevisiae bestimmen. Aus Extraktspektren kénnen durch Zusaiz eines
internen  Standards absolute Konzentrationsn bestimmt werden, wobei das
Volumenverhéltnis zwischen Probe und Cytoplasma berlcksichtigt werden muld (Gadian,
1983). So konnten den Hollander et &l. {1988) in Saccharcmyces cerevisige zeigen, dafd
beim Ubergang von anaerobem zu aerobem Glucosestoffwechsel die Konzentration des

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

Der intrazsliulére pH-Wert kann aus der chemischen Verschiebung des anorganischen
_Phosiﬁhats bestimmt werden. Digses liegt bei physiclogischem pH-Wert in zwei Formen
vor, HoPO4™ und HP(}42'. Da der chemische Austausch zwischen beiden Formen im
Verhaitnis zur NMR-Zeitskala schnell erfolgt, erhdlt man im 31P—NMR—Spektrum nur ein
Phosphatsignal. Die chemische Verschiebung 6 héngt vom Konzentrationsverhaitnis der
beide_r} lonen und damit vom pH~Wert der Lésung ab. Dieser Zusammenhang wird durch
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eine modifizierte Henderson-Hasselbalch-Gleichung ausgedriickt (Hausser und Kalbitzer,
1989}
8 = 8 guure T (B @ase = O gugre) * (10 PH-pKY /(1 4 10 H - pk))

Die Abhangigkeit der chemischen 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 pH-
Werte und der pH-Gradient bestimmean. Auf diesem Weg konnte flr Saccharomyces
cerevisige gezeigt werden, dafd bei extrazeliutdren pH-Werten von 3.5 bis 7.2 der
intrazeliuldre 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 13¢-NMR-Spekiroskopie zur Aufkigrung von Stoffwechselwegen und
Stoff-Flissen genutzt werden. So konnte mit 13C-angereicherter Fructose und
Glutaminsdure und deren WMiarkierungsverteiiung in den Stoffwechselprodukien gezeigt
werden, dal Sirepiomyces parvulizs in der  Produktionsphase einen  internen
Glutamatpool Uber den Fructosekaisbolismus aufbaut, der fir die Synthese des
Peptidrings von Actinomyein: O notwendig ist {inbar und Lapidot, 1991). Mit Hilfe von
Modellen kénnen aus den Anreicherungsdaten von Intermediaten und Produkien auch
Stoff-Fllisse z.B. im Citratcyclus, Glyoxylatcyclus oder in der Gluconeogenese berechnet
werden (London, 1988; Cerdan:und Seslig, 1990).

Transporivorgénge Uber die Zellmembran kénnen mittels NMR-Spektroskopie verfolgt
werden, wenn die intra- und extrazelluifiren Metabolitpoois getrennte Signale aufweisen.
So konnte die Alaninautnahme durch Erythrocyten in 1H-Spin~Echo~Experimenten

gezeigi werden {Brindle et &l., $978).

Mittels in-vivo-Untersuchungen enzymkatalysisrter Reaktionen lassen sich die Raten
enzymatischer Reaktionen unter steady-siate Bedingungen ermittein. Als Messtechniken
kommen hierfGr Sattigungsiibertragung {saturation transfer}, selektiver
Inversionstransfer (inversion transfer} und isotopenaustauschiechnik zum Einsatz (Alger
und Shulman, 1984; Brindle, 1988). So kann mit Hilfe der NMR die Kenntnis der

Enzymcharakteristik aus /n-vitre-Experimenten ergédnzi werden.

Barrow et al. {1884) untersuchten den Glucosemetabolismus in Zvmomonas mobilis
mittels 37P—NMR-Spektroskapie, Durch in-vivo-Messungen konntan sie einen Anstieg
;ier intrazelluldren Konzenirationen der Zuckerphosphate und Nukleosid-Triphosphate
nach Glucosezugabe zu Zeilsuspensionen nachweisen. Dar(iberhinaus wiesen ihre
_'E_rgeb_nisse darauf hin, daf} die Reaktionen der Giucose-8-Phosphat-Dehydrogenase und




der Phosphoglycerat-Mutase zu den geschwindigkeitsbestimmenden Schritten im Entner-

Doudorofi-Weg bei Zymomonas mobilis gehdren.

in der vorliegenden Arbeit sollte der Stoffwechsel von Z. mobifis mittels NMR-
Spekiroskopie untersucht werden. Der Glucosemetabolismus sollte durch 3Tp-NMB-
Messungen verfolgt werden und insbesondere der EinfluR von Ethanol auf die
Metabolitkonzentrationen und den pMH-Gradienten bestimmt werden.

AuRerdem sollten mittels Fermentation 13C-markierter Fructose und Bestimmung der
Anreicherungsverteilung in den Produkten die zu den Nebenprodukten Glycerin und

Dihydroxyacetion filhrenden Reaktfionen aufgekidrt werden.




2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien in analysenreiner Qualitét wurden von der Firma Merck AG (Darmstadt)
verwendet. Enzyme, Cofaktoren und phosphorylierte Substanzen wurden von den

Firmen Boehringer GmbH (Mannheim) bzw. Sigma GmbH (Vilinchen) bezogen.

Folgende Substanzen wurden von anderen Firmen bezogen:

Hefeextrakt Difco Laboratories, Detroit (USA)
[U-14C1-Taurin, 3H,0 Amersham Buchler, Braunschweig
[2-13C}-Fructose, [2-13CI-Glucose, Omicron Bicchemicals, South Bend {IUSA)

16-13C-Glucose

2-Keto-3-desoxy-6-phosphogiuconat {(KDPG) und gereinigte KDPG-Aidoiase wurden
freundlicherweise wvon Dr. B. Knappmann ({Institut {lr Enzymtechnologie,

Forschungszentrum Jilich} zur VerfQgung gestellt.

2.2 Organismen

Zymomonas mobilis ssp. mobifis ATCC 291981 (ZM8B) wurde in den Versuchen
eingesetzt. Die kontinuierliche Kultur wurde mit Zymomonas mobilis ssp. mobilis ATCC
31821 (ZM4) durchgefihrt, um flr die Arbeitsgruppe Dr. Sprenger ({Institut fir
Biotechnologie [, Forschungszentrum Jilich) Vergleichsdaten zu liefern fir den aus
Zymomonas mobilis ssp. mobilis ATCC 31821 entwickelien xyIAB* tkt+-
rekombinanten Stamm £. mobifis CP4/pZY228 (Feldmann et ai., 1882}. -

2.3 Nahrmedien und Kultivierung

Fir die Stammhaltung und Anzucht von Z. mobilis wurde folgendes Medium verwendet:
Volimedium (Bringer et al., 1884b): ' '

.. Glucose oder Fructose . .. 20-150g/1 .
- Hefeextrakt ) : - 3 50 g/i R
.(NHg)2804 Lol 1.0gf e

MgSOx7H0 . O5an




Das Medium wurde mit KOH auf pH 5.5 eingestell{. Bei einer Zuckerkonzentration von
mehr als 50 g/t wurde der Zucker getrennt autoklaviert und dann steril zugegeben.

Fir kontinuierliche Fermentationen wurde folgendes Medium eingesetzi:

Minimaimedium (Fein ot al., 1883, modifiziert):

KHoPO4 C.5 g/l
NH4CI 1.6 g/l
MgSQ04-7 HyO 1.0 g/l
Citronensaure-Hydrat 0.21 gf
FeS04-7 H20 0.017 g/i
Vitamineldsung 10 miAl
Fructose 100 g/
Vitamine-Stammlidsung {steriHiltriert):

Biotin 10 mg/100 ml
Ca-Pantothenat 10 mg/T100 ml

Das Medium wurde mit KOH auf pH 5.8 eingestelli. Nach Autoklavieren und Abkuhien

des Mediums wurden die Fructose und die Vitamine steril zugesetzt.

Stammbaltung

Z. mobilis wurde zur Stammhalfung in 30-ml-Réhrchen (Bellco-Glass inc., New Jersey,
USA) mit 10 ml Vollmedium (20 g/l Glucose oder Fructose) anaerob bei Raumtemperatur
kultiviert und alle 2 Tage Gberimpit sowie mikroskopisch auf Kontaminanten (iberpriift.

Vorkultur

Fur die Vorkultur wurden 100-mi-Kolben mit 50 ml Vollmedium (20 g/l Glucose oder
Fructose) mit 1T ml Stammbkultur angeimpft und Gber Nacht bei 30°C anaerob inkubiert.
Uber sterile Einwegfilter (0.2 pm; Schleicher und Schiill, Dassel) konnte das gebildete
CO» entweichen. Die Zellen wurden steril durch Zentrifugation (10 min, 5500-g)

geerniet, in sterilem Medium aufgenommen und als Inokulum eingesetzi.

Fermentationen

riv

~ wnprdon in oinam 1 rfarrmmedne KD N A Annaina
v wurden in einem 3.7--Laborfermenter KLF 2000 i?zluwﬂgnecemig

AG, Wald, Schweiz) mit automatischer-pH- und Temperaturregulation durchgefihrt. Der
‘Fermenter wurde einschlieBlich pH-Sonde und Temperaturfiinler /o -Sr’tu--m_it der Glucose-
“bzw. Fructoseldsung sterilisiert (121°C, 20 min). Beim Abkihlen wurde steril mit No
'. -.'oder Argon gespilt und anschiieBend die weiteren Miedienbestandteile steril Uber eine
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Anstechnadel zugesstzi. Das Arbeitsvolumen der Fermentationen betrug 2.0 |, die
Ruhrerdrehzahl wurde auf 200 Upm eingestellt. Die Fermentationen wurden bei 30°C
und pH 5.5 durchgef(ihri. FOr diz Einsteliung des pH-Wertes wurde 3N KOH eingeseizt.

Biomasse, Ethanol- und Substratkonzentration im Fermenter wurden nach steriler

Probenanme bastimmt.

Zur Durchfihrung kontinuieriicher Fermentationen wurds nach Anwachsen der Kultur in
giner Batchfermentation auf kontinuierlichen Betrieb umgestellt. Die Durchflufdrate
wurde {ber das Volumen des pro Stunde zudosierten frischen Mediums eingestellt.
Hierzu wurde zuvor eine Eichkurve des Fdrdervolumens der Zufltterungspumpe mit dem
eingesetzten Pumpenschiauch {lnnendurchmesser 3.2 mm) aufgestelit. Das Gewichi des
Fermentergefélles wurde vor einer Waage erfalRlt und durch Abpumpen von
Kulturflissigkeit bei Uberschreitan des Sollwerts konstant gehalten. Die Kulturflissigkeit
wurde Uber eine dampfsterilisierte Warmefalle (80°C) in eine Auffangilasche gepumpt.

Fir die Fermentationen mit 13C-markierter Glucose bzw. Fructose betrug das
Arbeitsvolumen 20 ml. Als Fermentationsgefal® wurde gine 50-mi-
SchraubverschluB3flasche (Schott, Mainz} in einem Wasserbad bei 30°C Uber einem
MagnetrUhrer fixiert. Durch ein Gummiseptum wurden pH-Elektrode und Kanilen zur
Probenahme, Titration {0.25 N KOH) und Entgasung steril eingefihrt.

2.4 Bestimmung des Bakterienwachstums

Das Wachstum der Bakterien wurde (ber die OD bei 550 nm bestimmt. Die Proben
wurden so verdlinnt, daf? die Extinktion unter Q.25 blieb, um die Proportionalitdt
zwischen Extinktion und Zellkonzentration zu gewdhrigisten.

Zur Trockengewichtsbestimmung wurden 10 ml Zeilsuspension mit bekannter 0D in
einem Druckfiltrationsgerét (Sertorius, Gottingen} (ber ein vorher getrocknetes und
gewogenes Membranfiiter abfiitriert. AnschiieBend wurde mit 10 mi HoO dest.
gewaschen. Die Filter wurden i Mikrowellenherd bis zur Gewichitskonstanz getrocknet.
Aus der Gewichtszunahme pro eingeseizter Probenmenge wurde ein Trockengewicht
von 0.23 g/l bei einer OD = 1 ermittelt.

Zur Bestimmung der Zelizah! wurde die Zellsuspension auf ca. 2-107 Zellen/ml verdlnnt.

H r AR~ ~ [ Ay gy H Y P . o SR prys
In einer Z8hlkammer {Thoma, Schichtdicke 0.05mm, Raster 0.0025 mm2) wurden dann

die Zellen unter einem Mikroskop gezahit. =
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2.5 NMR-Messungen
2.5.1 in vivo-NMR-Spekiroskopie

Fir die :'n-w'vo—mP-NMR-Spektroskcpie wurden konzentrierte Zellsuspensione:
verwendet. Die Zellen einer 2-I-Fermentation wurden durch Zentrifugation geerniet
(Beckmann Zentrifuge J2-2TM/E, 6400-g, 4°C, 20 min) und einmal mit kaltem Puffer
(100 mM MES, 5 miM KHoPOg4, 4 miM MgCly, 2 mM EDTA, 50 mM Glucose, pH 5.8}
gewaschen. Das Pellet wurde in geringem Volumen (1 ml/ 6 g Feuchtgewicht) Puffer
(iM MES, 50 mM KHoPO4, 40 mM MgClo, 20 mM EDTA, pH 5.8} resuspendiert und
die Suspension auf Eis aufbewahrt {Barrow et al., 1984}). In 10-mm-NMR-Rbhrchen
(Norell GmbH, Weilheim) wurden 2.1 ml Zelisuspension, 450 pl D50, 60 ul 1 M TEP,
20 pl Entschdumer (1:40 Dehysan; Henkel, DUsseldorf) und destilliertes Wasser oder
Ethanol (O - 10% w/v) ad 2.7 ml pipettiert und sorgféitig gemischi. Die Probe wurde
20 min bei 30°C im NMR-Probenkopf temperiert. In dieser Zeit wurden die Tune- und
Shimspuien auf die Probe abgestimmt. Fir reproduzierbare Messergebnisse des
Glucosemetabolismus muidte gewahrleistet werden, dald die zugesetzte Glucoseldsung
gleichmafig in der Zellsuspension verteilt wurde. Hierzu wurde die Suspension in einem
Silikonschiauch (0.3 mm innendurchmesser} zurlickgezogen. Anschlielend wurde die
Zellsuspension gleichzeitig mit 0.4 ml einer 50% (w/v} Glucoseldsung, die aus einem
zweiten Schiauch zugefihrt wurde, ins Réhrchen zurlickgedrickt. Unmitieibar danach
wurde mit der Aufnahme der sequentielien 31 P-NMR-Spekiren begonnen.

Die Messungen wurden mit einem Bruker AMX 400 Widegbore NMR-Spektrometer
{Bruker, Karisruhe) durchgefChri. Fir 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
inhomogenitéten des Magnetfelds wéhrend der Akkumulation. -eines Spektrums
auszugleichen. Hierflr wurde jeder Probe 15% D50 zugesetzt. Die Messzeit eines
Spektrums betrug 1 min. '

Als primdres Ergebnis einer Messung wurde der FID (free induction decay, Abfali der
Quermagnetisierung) erhalten. Das FID-Signal wurde mit Hilfe der AMX-Software durch
Fourier-Transformation und eine die Auflésung oder das Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis
begiinstigende Filterfunktion {Apodisation) in ein NMR-Spektrum transformiert {Sanders
und Hunter, 1888). Die Phase und die Basislinie des Spekirums wurden korrigiert. Die
Positionen und die Intensitdten der Signale wurden {ber ‘den . eingesetzien Standard
Triethyiphosphat kalibriert. Die Peakpositionen wurden ®als chemische Verschiebung
~ {ppm) bezogen auf 85% Phosphorsdure (0 ppm) angegeben (Kirk et al., 1986; Hausser
und Kalbitzer, 1988). 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., 1881) und Z. mobilis {Barrow et al., 1984} identifiziert.

2.5.2 31 P-NMR-Spekiroskopie von Perchiorsurs-Extrakien

Die Proben fir die 3TP-NMR-Spek‘traskopie von Perchlorsdure-Extrakten wurden durch
Exiraktion von Zellsuspensionen hergesteilt, wie sie auch fir die in-vivo-3 T P-NMR-
Spektroskopie verwendet wurden. Anstelie von Do0O und Triethylphosphat enthielten die
Extraktionsansédtize destilliertes Wasser. Die Suspensionen wurden 15 min bei 30°C
inkubiert, dann wurde =sime 50 % {w/v) Glucoseldsung zu einer Endkenzentration von
350 mM zugesetzt. Die Zellen wurden durch Zugabe von 3 ml eiskalter 6 M
Perchlorséure extrahiert und auf Eis gek{lhlt. Bevor die Extrakte neutralisiert wurden,
mufdten sie bei 35000-g abzentrifugiert werden (30 min, 4°C), um denaturierte Proteine
und ZelltrGmmer abzuirennen. Ohne diesen Zentrifugationsschritt konnte in den
Extraktspektren kein ATP oder UTP nachgewiesen werden, da alkali-reaktivierbare
Phosphatasen beim Neutralisieren des Extrakiz zum Abbau von ATP und UTP fihren
kénnen. Der Uberstand wurde mit 5 N KOH und 2 M KHCO3 neutralisiert und der
KClO4-Niederschlag durch Zentrifugation (5000-g, 10 min, 4°C) abgetrennt. Der
Uberstand wurde eingefraren, anschlieRend lyophilisiert und bei -20°C aufbewahrt. Fiir
die Messung wurde das Lyophilisat in 1.5 mi Puffer {75 mM Tris, 150 miM EDTA,
pH 8.30) aufgenommen und mit 30 ¢l TEP und 450 pl D20 versetzt. AnschiielRend
wurde der pH-Wert auf pH 8.30 singestellt und destilliertes Wasser dazugegeben, sodafd
das Endvolumen 3.0 mi bhetrug. SchiieRlich wurde die Probe in ein 10-mm-NMR-
Réhrchen filtriert.

Die Extrakte wurden mit Lock-Signal gemessen, hierfiir enthielten die Proben 15% D»0.
Die Mess-Signale der ersten 32 Pulse wurden nichi abgespeichert (Dummy-Pulse), um
eine Linienverbreiterung durch Temperaturschwankungen zu Beginn der Messung
auszuschiieBen. ‘AnschlieBend wurden bei Raumtemperatur 1800 Pulse mit TH-
Entkopplung, einem Pulswinkel von 60G° und einer Aquisitionszeit von 0.5 s akkumuliert,
wobei die Messzeit fiir ein Exirakispektrum 2 h betrug. Die Aquisitionszeit wurde dem
NiiR-Messignal (FID) der Extraktspektren optimal 'angepaESt, damit einerseits der
Informationsgehalt des FID voll ausgenutzt und andererseits nicht zuviel Rauschen
aufgenommen wurde. o )

-Die fir die Extrakimessungen optimale jH-Eﬂ‘ikG{Jp!uﬁ_g wirde mit einem Enikopplerpuis
”\;_fon. 50_0 ms und 25 dB erzielt. Diese Werte wurden durch Variation der Parameter und

:'-Beurt_ei!ung der daraus resultierenden Linienbreite ermittelt (Tab. 2).
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Tab. 2: EinfluB der TH-Entkopplung auf die Linienbreite Avq/o des Standards TEP
in 31P-NMR-Spektren von Perchlorsdure-Extrakten.

Pulsldnge Pulsstérke Avq /o (TEP)
fms] [dB] [Hz}]
400 25 1.8
400 30 4.4
50C¢ 25 1.7
500 30 3.5

Der FID wurde vor Fourier-Transformation mit einer exponentiellen Filterfunktion
bearbetiet. Mitiels Fourier-Transformation muld das zeitabhdngige Signal, der FID, in ein
frequenzabhéngiges Spekirum umgerechnet werden. Vor der Fourier-Transformation
wurden die Mef3daten in der Regel durch die Multiplikation mit einer geeigneten Funktion
gefiltert. Dadurch konnte das Signal-zu-Rauschen-Verhédlinis verbessert oder die
Aufldsung erhéht werden (Hausser und Kalbitzer, 1288). Fiir die Bearbeitung der
Extraktspekiren wurde eine abfallende Exponentialfunktion verwendet, durch die das
Rauschen unterdriickt wurde. Alternativ dazu wurde eine Gaussfiunktion gesnutzt, die zu
einer besseren Aufldsung fibrte. Diese konnte jedoch nicht eingesetzt werden, wenn die
Spekiren zur Bestimmung intrazelluidrer Konzentrationen ausgeweriet wurden. Die fur
jedes Spektrum individuelie Einsteliung der Parameter der Gaussfunktion beeinflulRte die
Signalintensitéten. Damit konnten die Spektren hinsichtiich der Integrale nicht mehr

untereinander verglichen werden.

2.5.3 Bestimmung von q’3C-Afm'eicherungen
Die Bestimmung der 73C~Anreicherun der in den Fermentationen mit 13C-markierten

filtrierter Uberstande der Kuiturﬂus&gke:t Nach einer ersten Messung des Uberstandes
wurden nicht angereicherie Reinsubstanzen (50 mM) zugesetzt und ein zweites 13C-
Spekirum aufgenommen. Protonen-entkoppeite 13C—NNIR-Spektren wurden mit 600
Dummy-Pulsen und 3000 Masspulsen aufgenommen. Die Aquisitionszeit eines
i‘viesspulses betrug O 88 s, die Nies:,zeit ZUr Aufnahme eines 13C NMR-Spektrums 4 h.
_D;e Integrale der Signale wurden mit Hilfe einer Auswertungs-Software (DOSIS)
bestimmt und die 13C- -Anreicherung nach der folgenden Formel bestimmt (Sonntag et
al., 1983):
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13C-Atom % = (A;/AA,-Aq)) - (N/Cg) - 100

Ay, Ayt Signalfliche des C-Atoms im ersten bzw. zweiten Spektrum

N: durch Zugabe der Reinsubstanz zugesetzte 13¢c-Atome (bei 50 mM Reinsubstanz
0.55 mm 3¢y

Cs: durch GC oder enzymatische Analytik bestimmte Konzentration der betrachteten

Substanz

2.6 Bestimmung von Enzymaktivitaten
2.6.1 Herstellung von zellfreiam Rohextrakt

Zellen wurden in 1-l-Kolben mit Volimedium und 5% Giucose herangezogen und in der
exponentielien Wachstumsphase durch Zentrifugation (6400-g, 20 min, 4°C) geerntet.
AnschlieRend wurden die Zellen in Puffer (20 mM MES, pH 6.5, 30 mM KCI, 3 mM
MgClo) gewaschen und zu einer OD von ca. 200 resuspendiert. Diese Suspension
wurde unter Eisklinlung mit Ultraschall behandeit, indem finfmal T min beschalilt wurde
mit jeweils 1 min Pause (Output Control 10Q; Branson Sonifier 250, Branson Sonic
Power, Danburg, USA). Die Extrakte wurden mit 35000-¢ (30 min, 4°C) abzentrifugiert
und die Uberstande als zellfreier Rohextrakt in den Enzymtests eingesetzt.

2.6.2 Photometrische Enzymtasts

Die im folgenden aufgefiihrien Enzymaktivitdten wurden in  kontinuierlichen
photometrischen Tests ermitteit. Die Messungen wurden an einem Shimadzu
Spectrophotometer UVE60 (Shimadzu, Dusseldorf) in  Quarzkiiveiten mit einer
Schichidicke d von 10 mm bei 30°C durchgefihrt. Die NADH-Abnahme bzw. -Zunahme
wurde ais Extinktions&nderung AA bei 340 nm gemessen. Daraus wurde die spezifische
Aktivitdt z nach der folgenden Formei bestimmt: ' o
 z=(AA-V-1000) /(v -s-d-At-p)[U/mg Protein]

V, v: Gesamt-, Probevolumenin|

g+ d: 6.31- mmol]

At 1 Zeit in min

p: Proteingehalt in mg/l -
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Die spezifischen Aktivitdten werden in U/mg Protein angegeben, wobei 1 U die
Enzymaktivitdt ist, die in T min 1 pwmol Substrat unter den angegebenen Bedingungen
umseizt.

Fir jeden Test wurde die Spezifitdt sawie die Proteinlinearitdt der Reaktion kontroiliert.
Bei Messung der NADH-Abnahme wurde der Anteil der NADH-Oxidase-Aktivitdt im
Rohextrakt berlcksichiigt.

Die Inektivierung der Enzyme durch Denaturiesrung wurde nach Millar et al. (1882)
getestet. 1-ml-Ansdtze enthielten 250 ! zellfreien Rohextrakt und Ethanol in
Konzentrationen zwischen O und 20% {w/v). Diese Ans&tze wurden 30 min bei 30°C
inkubiert und anschlieBend mit Puffer (20 mM MES, 30 mM KCI, 3 mM MgCis, pH 6.0)
1:20 verdiinnt und auf Eis abgekihit. Denaturierte Proteine wurden durch Zentrifugation
(13000 Upm, 5 min) abgetrennt und der Uberstand im Enzymtest eingesetzt.

Folgende Enzymtests wurden durchgefihrt:

Enolase (EC £€.2.1.11}
Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte nach einer Methode von Pawiuk et al.
(1886). Das von der Enclase gebildete Phosphoenclpyruvat wurde von der Pyruvat-
Kinase und der Lactat-Dehydrogenase zu lLactat umgesetzt. Gemessen wurde die mit
der Reaktion der Lactat-Dehydrogenase verbundene Abnahme des NADH.

Testansatz:
{2730 - x) i 30 mM TEA, 30 mM KC!, 3 mM MgCly, pH 7.5
50 ut 14 mM NADH
100wt 15 mM ADP
10 ul  Pyruvat-Kinase (6 U}
10 ul Lactat-Dehvdrogenase {8 U)
x ul  zellireier Rohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 100 yl 28 mM 2-Phosphoglycerat gestartet.

Glycerin-Dehydrogenase (EC 1.1.1.8)
Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte in der Richtung der Dihydroxyaceton-
Reduktion. Gemessen wurde die Abnahme von NADH.

Testansatz:
{2900 - x) 1 20 mM MES, 30 mM KCI, 3 mM MgCls, pH 6.5

50 ul 14 mivi NADH
x pl  zellireier Rehextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 50 pl 300 mM Dihydroxyaceton gestartet.
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Glycerin-3-Phosghat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.8)
Zur Bestimmung der Enzymaktivitdt wurde die Abnahme von NADH gemessen.

Testansatz:
(2850 - x) w20 mM MES, 30 mM KCI, 3 mM MgClo, pH 6.5

50 14 mivi NADH
x pl zellfreier Rohextrakt

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

Glycerckinase (EC 2.7.1.30)
Die Bestimmung der Enzymakiivitdt erfolgie in einem gekoppelten Test nach Bergmeyer
et al. {1884). Gemessen wurde die Zunahme von NADH, das in der Reduktion von
Glycerin-3-Phosphat durch die Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase gebildet wurde. Das
entstandene Dihydroxyacetanphosphat wurde durch das Hydrazin aus dem
Gleichgewicht entfernt.

Testansatz:
{925 - x) w200 miM Glycerin pH 8.5, 2 mM MgCls, T mM Hydrazin

35 pl 81 mM ATP/ 25 mM NAD
5 pul  Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase (8.5 U)
x wl  zellfreler Rohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 35 ul 80 mM Glycerin gestartet.

KBOPG-Aldolase (EC 4.1.2.14)
Die Bestimmung der Enzymektivitdt erfolgte nach Knappmann (1983) in einem
gekoppelten Test. Gemessen wurde die Abnahme des NADH durch die Reaktion der
Lactat-Dehydrogenase mit Pyruvat und NAD.
estansatz:
(880 - x) ul 20 mM K-Phosphatpuffer, pH 6.5
10 ul 50 miM NADH
10 ui  Lactat-Dehydrogenase (5.5 U}
x ul Enzymsuspension KDPG-Aldolase

Der Test wurde durch Zugabe van 100 pl 10 mvl 2- Keto 3 Desoxv—S Phosphog[uconat

gestartet

" Phosphoglycerat-Mutase (EC 2.7.5.3)
Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgte nach Bergmevyer et al. {1284}). Gemessen
‘wurde . die “Abnahme von NADH durch die Reaktion der Lactat-Dehydrogenase :mit
‘Pyruvat. Pyruvat wurde aus 3-Phaosphoglycerat Uber dle Enzyme Phosphogiycerat-
Mutase Enolase und Pyruvatkinase gebiidet. o
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Testansatz:
{2720 - x) u 100 mM TEA, 20 mM MgSO4, pH 7.6

50 ul 7 mM 2,3-Bisphosphoglycerat
50 gt 14 miM NADH
100 ul 20 mM ADP
30wl Enolase (12 U)
10wl  Pyruvatkinase (6 U)
10 ul Lactat-Dehydrogenase (25 U}
x ub  Rohextraki

Der Test wurde durch Zugabe von 50 pl 280 mM 3-Phosphoglycerat gestarist.

Triosephosphat-lsomerase {EC 5.3.1.1)
Die Bestimmung der Enzymakitivitét erfolgie nach Bergmever et al. {1984). Gemessen
wurde die Abnahme von NADH infolge der Reaktion der Giycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase mit Dihvdroxyacsetonphosphat.

Testansatz:
(1455 - x) ul 100 mivt TEA, pH 7.6

25 u 14 mM NADH
5 ul  Glycerin-3-Phosphai-Dehydrogenase (8.5 U}
x ul  Rohextrakt

Der Test wurde durch Zugabe von 15 ul 317 mM Glycerinaldehyd-3-Phosphat gestartet.

2.6.3 NMR-spektroskopische Enzymtests
Dihvdroxyacetonphosphat-Dephosphatase

Die Aktivitdt der Dihydroxyacetonphosphat-Dephosphatase wurde mit Hiife von Sip.
NMR-Spekiroskopie ermitteit. Alle Messungen wurden bei 30°C durchgefihrt. Ein
Testansatz enthielt bei einem Gesamivoiumen von 3 mi: 20 mi K-MES pH 6.5, 30 miM
KCl, 3 miM MgCis, 15% D90, 7 mM Dihydroxyacetonghosphat und Rohextrakt {(4-6 mg
Protein). Zundchst wurde der Ansaiz ohne Rohextrakt gemessen und die der
eingesetzten Menge Dihydroxyacetonphosphat entsprechende Signalintensitdt im 3ip.
NMR-Spektrum ermittelf. Durch Zusatz von Rohextrakt wurde die Reaktion gestartet
und mit der sequentiellen Aufnahme von 37TP-NMR-Spektren begonnen. Fir ein
Spektrum wurden 240 Pulse mit einem Pulswinkel von 60° und einer Aqguisitionszeit
von 0.3 s akkumuliert, die Messzeit betrug 7.2 min. Aus den - Signalintensitéten des
__Dihydroxyacetonphas_phats wurde die Konzentrationsabnahme und damit die Aktivitét
:der:'Dephospha‘tase ‘berechnet. Dabei wurde die durch den Zusatz von- Rohexirakt
bedingte Verddnnung bzw. Abnshme der Signalintensitét berlcksichtigt. Die chemische
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Instabilitdt des Dihydroxyacetonphosphats wurde in Parallelansdtzen ohne Rohexirakt

bestimmt und von der ermittelten Aktivitdt abgezogen.

2.6.4 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der in den Enzymtests eingesetzten Rohexirakte wurde nach
Bradford (1276) bestimmt. Hierzu wurden 0.1 ml Probe mit 5 ml Bradford-Reagenz
gemischt und nach genau B0 s die Extinktion befi 578 nm gemessen. Mit
Rinderserumalbumin wusrde eine Eichkurve erstellt.
Bradford-Reagenz: 100 ml 85% Phosphorséure
40 mg Serva Blau G in 50 mi 85% Ethanol
mit HoO dest. ad 1000 ml

2.7 Bestimmung des Cytoplasmavolumens

Zur Bestimmung intrazeiluidrer Metabolitkonzentrationen wurde das Cytoplasmavolumen
tiber die Verteilung von radioaktiven Markern (Rottenberg, 1279) und schnelle Trennung
der Zeflen vom Kuliurmedium mittels Silicondlzentrifugation (Klingenbarg und Pfaff,
1967) ermittelt.

Hierzu wurden in 400 pl Mikrotestréhrchen (Beckmann) 30 pl 20%ige Perchlorsdure und
65 ul Silicondl (d = 1.04) gefdilt. Nach kurzer Zentrifugation lag die Olschicht aufgrund
ihrer geringeren Dichte Gber der Perchlorsdure. 500 ul Zellsuspension (0D 6-8) wurden
mit 20 ul Raumbestimmungsansatz (5 w 3HZO, ca. 40 kBqg; 5 ul 14C-Taurin, ca.
170 kBg: 10 i 12¢-Taurin, 10 mM) gemischi und 80 s bei 30°C inkubiert. Je 100 ul
wurden in 5 Parallelversuchen in die Mikrotestréhrchen pipettiert und 30 s in einer
Microtuge E (Beckmann) mit 14000 Upm abzentrifugiert. Dadurch gelangten die Zellen
durch die Oischicht in die Perchiorsdure und wurden so vom Medium getrennt. 20 ul der
Uberstéande wurden in SzintillationsgefaBe mit 4 ml SzintillationsfliRigkeit Gberflhrt und
die 3H- bzw. 14C-Zerfille in einem Szintillationszéhler (Rack beta 1214, LKB,
Schweden) gezdhlt. Zur Bestimmung der Radioaktivitdt in den Pellets wurde der die
Perchlorséureschicht enthaltende Teil des Mikrotestréhrechens abgetrennt und in einem
tppendori-Reakiionsgefdld mit 750 ui HoO versetzi. Das Sediment wurde durch
Zentrifugation ins Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfihrt, suspendiert und 10 min im
Uliraschallbad behandelt. Es wurde nochmals zentrifugiert (5 min, 14000 Upm) und
650 pl des Uberstandes im Szintillationszahler gezahit.
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Taurin und 3H20 verteilen sich in Uberstand und Sediment unterschiedlich: SH50
diffundiert in die Zellen und ist iiber 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 14¢-Taurin und 3H20 in
Sediment und Uberstand lassen sich unter Ber{icksichtigung der eingesetzien Volumina

Wasser- und Taurinraum errechnen.
3H20—Raum = (dpm 3H2058d - ZVy) [ {dpm 3H20ﬁ)
Taurinraum = (dpm 14Cggq - ZVy) / (dpm 14Cy)

ZVy; = Volumen des Uberstandes (20 pl)
dpmgeq = dpm des gesamten aufgearbeiteten Sedimentes (14C bzw.gHQO}
dpmy; = dpm des gesamten Uberstandes (1 4C bzw.3H20)

Die Differenz  von Wasser- und Taurinraum ergibt das Cytoplasmavolumen

[ul/ mg Trockengewicht].

2.8 Quantitative Bestimmung von Substraten und Produkten
2.8.1 Bestimmung mittels enzymatischer Methoden

Glucose, Fructose, Lactat, Glycerin und Dihydroxyaceton wurden photometrisch mittels
enzymatischer Tests bestimmt. Die Proben wurden so verdinnt, dalR die
Konzentrationen zwischen 0.2 und 3 mM betrugen. Die in den Tests gebildete oder
verbrauchte Menge NAD(PIH war der Menge der zu bestimmenden Substanz aquivalent.
NAD({P}H wurde photometrisch hei 340 nm gemessen. Die Kenzentration wurde anhand
der Extinktionsé&nderung AE nach felgender Formel bestimmi:
c=(&AE-V -MG)/(e-d-v-1000) g/
V,v: Test-, Probenvoiumen {mil
MG: Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]

g-d:6.31- mmol1

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

.Bergmeyer (1974).
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In Gegenwart von ATP 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-Phosphogiuconat oxidiert.
Tesiansatz:
500 pt 0.75 M TEA, pH 7.6, 10 mM MgS0y4
50  11.5 mM NADP
50 uf 81 mivi ATP
50 ut  Probe
950 pb  Wasser tbidest.)
Der Testansatz wurde gemischt und die Extinktion (E4) nach 3 min gemessen.
Die Feaktion wurde durch Zugabhs von 10 yl Enzymsuspension (Hexokinase, 1.7 U/mi;
Glucose-6-Phosphat-Denydrogenase, 0.8 U/mi} gestartet. Nach 15 min wurde die
Extinktion (Eo) gemessen. Bei der Bestimmung der Extinktionsdnderung AE wurde eine

Kentrolle mit Wasser (bidest.) anstelle der Probe berlicksichtigt.

Fructose wurde in Gegenwart von ATP durch das Enzym Hexokinase zu Fructose-6-
Phosphat phosphoryliert und dieses durch die Phosphoglucose-lsomerase zu Glucose-6-
Phosphat umgesetizt. Glucose-8-FPhosphat reagierte weiter, wie bei der Bestimmung von
Glucose beschrigben wurde.

Fir die Messung wurde der Testansatz der Glucose-Bestimmung zugrunde gelegt und
zusétzlich nach Messung von Es 10 pl Phosphogiucose-isomerase (Endkonzentration
4.3 U/ml) hinzugefiigt. Nach 15 min wurde die Extinktion (Eg) gemessen.

Die Bestimmung von Lactat erfolgie nach einer Methode von Noll {1974).
Lactat wurde durch Lactat-Dehydrogenase in Gegenwart von NAD zu Pyruvat und
NADH umgesetzt. Das Gieichgewicht dieser Reaktion liegt auf der Seite des Lactats.
Daher wurde durch Abfangen des Pyruvats mit Hilfe des Enzyms Giutamat-Pyruvat-
Transaminase die Reaktion auf die Seite von Pyruvat und NADH gezogen.
D-Lactat und L-Lactat konnten durch Einsatz von D-Lactat- bzw. L-Lactat-
Dehydrogenase unterschieden werden.
Testansaiz:
' ' 500 pl 0.6 M Glyeylgiyein, pH 10.0, 0.1 M Glutamat
100 ul 47 mM NAD
700yl Wasser {hidest.)

5C ui Probe

10wl Glutamat-Pyruvat-Transaminase (11.7 U/ml)

Der Testansatz wurde gemischt und die Extinktion (E1) nach 5 min gemessen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl Enzymsuspension (Lactat-Dehydrogenase)

gestartet und die Extinktion (E5) nach 20 min gemessen.

21




Die enzymatische Bestimmung von Glycerin wurde nach einer Methode von Eggstein
und Kuhlmann (1874} durchgefihrt. 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
anschlieBend in Gegenwart von NADH durch die Lactat-Dehydrogenase unter Bildung
von NAD zu Lactat reduziert wurde. Gemessen wurde die Abnahme des NADH.
Testansatz:
500 pb 0.75 M Glyeylglycin, pH 7.4, 10 mM MgS04
O i 8 mM NADH, 33 mM ATP, 46 mM PEP
50 ul Probe
250 pl  Wasser {bidest.)
5 ul  Pyruvatkinase (1.9 U/ml), Lactat-Dehydrogenase (1.8 U/ml)
Der Testansatz wurde gemischt und die Extinktion {E4) nach 5 min gemessen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 pl Enzymsuspension (Glycerokinase,
Endkonzentration 0.27 U/ml) gestartet und die Extinktion (E») nach 10 min gemessen.

Dihydroxyaceton wurde nach einer Methode von Wieland und Witt {1574} bestimmt.
Das Testprinzip entspricht dem der Glycerin-Bestimmung: Dihvdroxyaceton wurde durch
die Glycerokinase phosphoryliert, die weiteren Reaktionen verliefen wie oben
beschrieben. Eine Differenzierung war nur durch die eingesstzte Glycerokinase-Aktivitat
méglich: 0.2 UfTestansatz setzien Glycerin um, 4 U/Testansatz setzten auch
Dihydroxyaceton nach ca. 40 min vollstandig um.
Testansatz:

500w 0.75 M Glyeylglycin, pH 7.4, 10 mM MgSQg4

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

B0 uw Probe
850 11 Wasser (bidest.)
5uf  Pyruvatkinase (1.9 U/ml}, Lactat-Dehvydrogenase (1.8 U/mb}

Der Testansatz wurde gemischt und die Extinktion (Eq) nach 5 min gemessen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 pl Enzymsuspension (Glycerokinase,
Endkonzentration 0.07 U/ml) gestartet und die Extinktion {Ep} nach 10-15 min
gemessen. AnschlieRend wurde nochmals Glycerokinase (Endkonzentration 1.4U/ml)

zugesetzi und die Extinktion (Ea} 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
5780 A) mit Flammenionisationsdetektor bestimmi. Die Proben wurden 1:1 mit
internem Standarg (B0 mM Methano! in 0.2 N HCI) versetzt. Die Analysenbedingungen
waren {nach Finn et al., 1984):

 Séule Porapack QS B0-100 mesh

Saulentemperatur Ethanol: 140°C

Acetats Acetoin: 170°C
Injektortemperatur  250°C
Detektortemperatur 250°C

Tragergas N»p {30 ml/ min)
Probevolumen 2 ul
Retentionszeiten Miethanol 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 ung 20 mii Lésungen von Ethanol, Acetat und

Acetoin eingesetzt.

2.8.3 Bestimmung mittels HPLC

Xvlose, Fructose, Xylitol und Sorbit wurden mitteis HPLC (Merck Hitachi L-68200
intelligent Pump, 655A-40 Auto Sampler, D-2000 Chromato-Integrator} bestimmt. Die
Proben wurden auf eine Konzentration von ca. 10 mM verdinnt und fiitriert.

Die Messbedingungen waren:

Sauie BIORAD Aminex HPX-87C
.:_'Séulentempenatur .85°C | |
Eluent 0.6 mi HoO dest./ min
~ Probevolumen  1_10 ul ) o
_._D_e‘tektion __ _:Ri—Detektor_
| Retenticnszeiten . Xylose 1282 min L
L  Fructose . 16.02 min
Xylitol . 23.76 min

Sorbit  24.64 min
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3. ERGEBNISSE

3.1 Der Glucose-Stoffwechse! in Z. mobilis

3.1.1 fn-vivo-21P-NMR-Messungen

Der Zuckerstoffwechsel von Z. mobilis sollte an intakten Zellen untersucht werden. Im
Gegensaiz zu gangigen biochemischen 'f\flethoden, die eine Extraktion der Zeiien
erfordern, erdffnet die NMR-Spektroskopie die Mdéglichkeit, Stoffwechselvorgénge in der
lebenden Zelle zu analysieren. Zunéchst muidte der Versuchsablauf optimé_ert werden,
um den zeitlichen Verlauf der intrazelluldren Metabolit-Konzentrationen nach einem
Glucesepuis mittels 31P—NMF§—S§:}ektr-en reproduzierbar messen zu kénnen. Im lLaufe
erster Messungen zeigte sich, dal die zeitliche und spekirale Aufidsung der Messreihen

optimiert sowie der Zustand der eingesetzten Zellen standardisiert werden mufdten.

Suspensionen mit hoher Zellkonzentration muBten fir die Messungen verwendet
werden, da die Nachweis-Empfindlichkeit der NMR-Spekiroskopie relativ gering ist.
Andererseits wurde bei hohen Zellkonzentraticnen das Substrat in kurzer Zeit
verbraucht, sodall nach einem CGlucosepuls eine Messzeit von nur wenigen Minuten zur
Verfigung stand. Fir die NMR-Messungen wurden Zellsuspensionen mit ca.
1.8-1011 Zellen pro ml Probe eingesetzi, der Anteil des zellinternen Volumens am
Probevolumen betrug dann 25 bis 30%. Damit konnten Spekiren mit gutem Signai-zu-
Rauschen-Verhiltnis in einer Messzeit von einer Minute akkumuliert werden. 31P-NMR-
Spekiren wurden jeweils vor und nach Zugabe von 350 miM Glucose aufgenommen. So
konnte der Metabolismus nach einem Glucosepuls mit einer zeitlichen Aufidsung von

giner Minute verfolgt werden.

MNeben der zeitlichen Auﬂc’isung'war die spektraie Aufldsung, d.h. die Trennung der
verschiedenen Signale innerhalb eines Spektrums wichtig. Die spekirale Aufidsung wird
als die Linienbreite der Signale bei halber Peakhdhe gemessen und in Hertz angegeben.
Bei guten /n-vivo-Messungen betrug die Linienbreite 7 bis 10 Hz. Sie konnte aber auch
30 bis 40 Hz erreichen, und eine guantitative Auswertung der Spektren 'War dann nicht
mehr mdglich. Eine Ursache f{Ur die Vsrbreiteruﬁg von NMR-Signalen koénnen
paramagnetische Komponenten in der Probe (Mn, Co, Ni) sein. Werden paramagnetische
lonen aber durch Komplexbildner wie z.B. EDTA gebunden, verbessert sich die
Linienbreite. Es wurde getestet, ob ﬁaramagnetisché lonen durch EDTA komplexiert
werden konnten, ohne das Wachstum der Zellen 'zpz 'beeintréchtigen. Hierzu wurden
Wachstumsversuche in Vollmedium mit 1% Giucose und zusétzlich bis zu 1 mM EDTA
durchgefuhrt. Der Zellertrag und die Wachstums.rate IWaren jedoch in Gegenwart von

100 ubM EDTA geringer als in EDTA—freien Ansétzen (siche Tab. 3).

24




Tab. 3: Wachstumsrate p und Zellertrag Yg (g/mol) in Batchfermentationen mit
EDTA-Zusatz.
Z. mobifis wurde in 50-mi-Ansétzen mit 1% Glucose und EDTA (O - 1 mM) anaerob

kultiviert. Wachstumsrate p wurde durch stlndliche Messung der ODg50nm wéahrend
der exponentiellen Phase, Yg durch Bestimmung von OD 5y berechnet.

EDTA Wachstumsrate 1 Zellertrag Yg
(pM) 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 paramagnetische lonen durch EDTA im Wasch- und
Suspensionspuffer gebunden werden. Eine gute Auflésung der Spektren wurde mit
2miM EDTA im Messansatz erreicht, ohne den Gluecoseumnsatz durch die

Zelisuspensionen zu baeintrachtigen.

Die Linienbreite wird auch durch die Homogenitdt der Zellen in der Probe beeinfluf3t
(Nicolay et al., 1881). in diesem Zusammenhang muidte beachtet werden, dad die
Morphologie der 7. mobifis-Zelien sich je nach  Wachstumsphase  und
Kuitivierungsbedingungen andert {Stevnshorg et al.,, 19886). Daher wurden immer Zellen
aus der spidten exponentielien Wachstumsphase fir die /n-vivo-Messungen eingesetzt.
Die Wachstumsphase der Zellen sowie das Alter der Zellsuspensionen beesinflul3te auch
die Bildung von Zuckerphosphaten und Nukleotiden nach dem Glucosepuls. Ein Vergieich
von Zellen der exponentisilen mit solchen der stationdren Wachstumsphase zeigte, daR
jene in groRerem MaRe Zuckerphosphate und Nukieotide biideten (Tab. 4). Die
Zellsuspensionen kannten hichstens 3.5 bis 4 h auf Eis gehalten werden, ohne die
Bildung von Zuckerphosphaten und Nukleotiden zu beeintrachtigen (Tab. 4). Auflerdem
nahm die Viskositdt der Zsllsuspensionen stark 2u und erschwerte ein_e Qu_te

Durchmischung der Probe nach cer Glucosezugabe.
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Tab. 4: Bildung von Zuckerphosphaten (ZP) und NTP in Z. mobilis-Zelisuspensionen
(1.8-1011 Zellen/ml) in Abhéngigkeit von Wachstumsphase der Zellen und
Alter der Zelisuspension.
31P—NMR-Spektren wurden vor und nach Zugabe von 350 mM Gluccse gemessen und
die Signaie der Zuckerphosphate und Nukleotide durch Kalibrierung mit TEP als internem
Standard quantifiziert.

Zellsuspensiond) NTP-Maximum?b! ZP-Bildung®!
exp, <3.5h 22 2.3
stat, <3.5 h 15 1.8
exp, >3.5h 13 1.8

al pie eingesetzten Zellen wurden in der exponentiellen (exp) oder station&ren (stat)
Wachstumsphase geerntet, die daraus gewonnansgn Zellsuspeansionen wurden vor der
Messung kirzer (<3.5:h} oder ldnger (> 3.5 h) als 3.5 h auf Eis gehalten.

b) Relative Einheiten, 100 =TEP; NTP =0 vor Glucosezugabs.

¢) Quotient aus (Signalintensitat der ZP 1 min nach Glucosezugabe)/ (Signalintensitat
der ZP 1 min vor Giucosezugabe),

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden flUr alle /n-vivo-Messungen in 10-mm-Réhrchen
Zellen aus der sxponentiellen Wachstumsphase eingesetzt. Sie wurden in EDTA-
haltigemn Puffer gewaschen und resuspendiert und nicht langer als 3.5 h vor der

Messung auf Eis aufbeweahrt.

Wahrend des Glucoseumsatzes durch Zellsuspensionen konnten foigende Signale
identifiziert werden {siehe Abb. 1). Zuckerphosphate und UDP-Zucker, internes und
externes anorganisches Phosphat, riethviphosphat (TEP), NAD(H}, Nukleosid-
Diphosphate (NDP) und Nukleosid-Triphosphate (NTP). Die Konzentrationen der
phosphoerviierten Metabolite wurden mit Hilfe des internen Standards TEP als relative
Signaiintensititen bestimmt. Wahrend einer Messreihe konnte die Probe durch die CO5-
Entwickiung verdinnt werden, d.h. die Signalintensitidten nahmen durch die im
Messvolumen entstehenden Gasblasen ab. Um solche Intensitétsschwankungen
auszugleichen, wurden die Signalintensitaten eines Spekirums jeweils relativ zu der TEP-
Intensitdt bestimmi.

Nach einem Glucosepuls verdoppelta sich die Intensitdt des Zuckerphosphat-Signals,
wéhrend 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 pH-abhéngige Verschiebung des Signals infolge eines Anstiegs des zellinternen pH-
Werts (siehe unten). Die Verschiebung des Zuckerphosphat-Signals kénnte jedoch
zusédtzlich auf die Bildung von weiteren intermediaten hinweisen, die vor dem

Glucosepuls nicht oder nur in sehr geringer Konzentration vorhanden waren.
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Abb. 1: 3TP-NMR-Spektren bei 162 MHz von siner Z. mobilis -Suspension

(1.8:1011 Zellen/ml, in MES-Puffer, pH 5.8, 30°¢€).
Spektren wurden vor (-4 minr) und nach {1, 4 und 20 min} Zugabe von 350 mM Glucose
bei einer Messzeit von 1 min aufigenommen. 1: Zuckerphosphate; 2/3: intra-und
extrazelluldres Phosphat; 4: TEP; 5: NDP; 5: NAD, NADH; 7: UDP-Zucker; 8: B3-NTP

{o~NTP und y-NTP (berlappen mit den NDP-Signalen, 5).
27




Dem Anstieg der Zuckerphosphat-Konzentration folgte die Bildung von Nukleosid-
Triphosphaten {NTP) bei gleichzeitiger Abnahme des Nuklieosid-Diphosphat-Leveis
{Abb. 2). Die chemische Verschiebung des B-NTP-Signals zwischen -18 und -19 ppm
{Abb. 1) wies darauf hin, daR die NTP mit Mg? *-lonen komplexiert sind. Dies konnte
durch Referenzmessungen von ATP in Gegenwart bzw. Abwesenheit von MgZ2+ gezeigt
werden: Flr [ATP-iMigl 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 Intensitdt
des Zuckerphosphat-Signals zurlick und nach € min waren keine NTP mehr nachweisbar
(Abb. 2). Die Intensitdten von NAD, NADH und UDP-Zuckern blieben bis zu 20 min nach
Glucosezugabe konstant.

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

Analyse der Ansédtze nach Abschiul der NMR-Messungen kontrolliert.
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der intrazelluldren Konzentrationen von Zuckerphosphaten,
internem anorganischem Phosphat, NTP und NDP in einer Z. mobsiis-
Zellsuspension (1.8:10171 Zellen/ml) nach Zugabe von 350 mM Glucose.

Die Konzentrationen wurden aus den Signalintensitéten in.. sequentielien- 37P—NE\{‘E_R-

Spektren ermittelt. _
CE Zuckerphosphate; O : internes _anorganisches .?hosphat; s NTP; A o NDP. o
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Die intra- und extrazelluldren pH-Werte konnten aus den chemischen Verschiebungen
der Signale flUr internes und externes Phosphat bestimmt werden. Dazu wurde eine
Eichkurve der chemischen Verschiebungen dieser Signale in Abhangigkeit vom pH-Wert
aufgestellt (Abb. 3). Die Daten dieser Eichkurve wurden mit Messansadtzen aus
Z. mobilis-Zellsuspensionen ermittelt, die denjenigen flir die Untersuchung des
Glucoseumsatzes entsprachen. Alerdings wurde statt Glucose der Entkoppler CCCP
{100 uM} zugesetz{. In dieser Weise deenergetisierie Zellen kdnnen keinen pH-
Gradienten aufbauen {Ruhrmann, 1983}, d.h. es gilt pH({in) = pH{ex). Damit konnten die
gemessenen chemischen Verschiehungen jeweils dem exiern bestimmien pH-Wert
zugeordnet werden. Der Veriauf der Titrationskurve wurde nach der Henderson-
Hasselbalch-Gleichung durch Minimierung der quadratischen Abweichung an die
Mel3werte angepallt und die chemische Verschiebung des HoPO4™- bzw. HPO.@_Z‘-ions
sowie der pk-Wert bestimmt (Tab. 5).

Chemische Verschiebung {ppm]

L)

pH

Abb. 3: Chemische Verschiebung der Signale des internen (8} und
“externen (L) Phosphats von Z. mobilis-Zellsuspensionen in Abhéngigkeit

. vom pH-Wert, - : :
31p.NMR-Spektren von Suspensionen deenergetisierter Zellen wurden in einem pH-
Bereich von 5.2 bis 6.6 aufgenommen. Die Titrationskurven wurden nach der
Henderson-Hasselbalch-Gieichung an die Daten angepafit.
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Tab. 5: Die chemische Verschiebung & der Phosphationen HoPO 4™ bzw. HPO42' und
die pk-Werte des internen und externen anorganischen Phosphats in

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

8 (HoPO4") § (HPO42) pk
internes Phosphat 1.08 2.73 6.40

externes Phosphat 0.86 2.62 6.48

Die intra- und extrazetluldren pH-Werte in Z. mobilis-Zellsuspensionen konnten aus den
31P«NMR~Spektren des Glucossumsatzes (siehe Abb. 1) bestimmi werden. Die
chemischen Verschiebungen des internen und externen anorganischen Phosphats
wurden fir die vor und nach Glucosepuls aufgenommenen Spekiren mit Hilfe der AMX-
Software bestimmi. AnschiieRend konnten {ber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung
und die in Tab. 5 aufgefihrten Werte fir & (HoPOy4), & (HPO42‘) und pk die pH-Werte
berechnet werden. Nach Zugabe von Glucose zu Z. mobilis-Zellsuspensionen stieg in
den Zellen der pH-Wert zundchst um 0.2 bis 0.3 Einheiten an und es wurde ein pH-
Gradient von bis zu 0.8 pH-Einheiten gebildet (Abb. 4).

6.3

8.1
59 v ;
T \M-"ﬁ_’_? < i
= =
5.7
5.5 a3
& Led
[ o Lo
5.3 I, L L ] 1 1 .3 1
0 2 4 6 38 i0

Zeit [min]

Abb. 4: Intra- {8} und extrazelluldrer (8) pH nach Zugabe von Glucose zu

einer Z. mobilis-Zellsuspension.
3TP-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. R T E T R AT RO IR
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3.1.2 In-vitro-31P-NMR-Messungen
3.1.2.7 ldentifizierung und Quantifizierung der Signale von Extraktspektren

Das ndchsie Ziel bei der Untersuchung des Giucoseumsatzes in Z. mobifis war die
Bestimmung intrazellulldrer Konzentrationen einzelner Metabolite, um so die
summarische Auswertung der /n-vivo-Experimente zu erganzen. Durch die Perchlorséure-
Extrakiion wurden einzelne Phasen eines /n wivo in wenigen Minuten ablaufenden
Glucosepulses fesigehalten. Extraktmessungen boten die Mdglichkeit, durch optimaie
Probenvorbereitung und lange MelRzeiten Spekiren mit hoher Auflésung und mit sehr
gutem Signal-zu-Rauschien-Verhaltnis zu erhalten.

Aus folgenden Grinden wurden fir die Extraktionsversuche dichie Zellsuspensionen
(1.8-10171 Zallen/ml) wie in den in-vivo-Messungen verwendet:

1. Die Ergebnisse der Exirakiserien soliten mit den in-vivo-Messungen vergleichbar sein.
2. Die Extraktserien dienten ais Kontroile dafiir, dal der Stoffwechse!l wahrend der
in-vivo-Messungen nicht durch das Magnetfeld beeinflut wurde.

3. Nur durch Einsatz von ca. (.5 g Trockenzellmasse pro Extraktion konnte ein gutes
Signal-zu-Rauschen-Verhaitnis in den Spektren erhalten werden.

Die hohe Zelldichte der extrahierten Suspensionen kdnnte zur Bestimmung falscher
intrazelluldrer Konzentrationen fihren, falls der Glucoseumsatz nicht in alien Zellen
weitestgehend synchron verlduft, z.B. durch Lyse der Zellen oder durch inhomogene
Substraiverteilung in der Probs. In Kontrollen wurde jedoch gezeigt, daf3 die hohe
Zelikonzentration nicht zu den angesprochenen Problemen flhrie: Extrakte aus
Suspensionen der OD 500 bzw. 100 ergaben vergleichbare 31P-NMR-Spektren.
Leaiglich das Signai-zu-Rauschen-Verh&linis der Spekiren von Extrakten aus
Suspensionen mit OD 500 war besser, daher war die guantitative Auswertung dieser

Extrakie genauer.

Z. mobifis-Zeilsuspensicnan wurden 15 min bei 30°C inkubiert und nach einem Zesitraum
von 0.5 bis 15 min nach Giucosszugabe wurden die Zellen mit Perchiorsédure
aufgeschlossen. Wie Abb. 5 =zeigt, gruppierten sich in den 31P—NMRwSpektren von
Perchiorsédure-Extrakten die Signale der Zuckerphosphate und WNukleotide in finf
Abschnitten des Spektrums. Daher war eine gute Aufldsung der dicht
beieinanderliegenden Signale die Voraussetzung fdr eine quantitative Auswertung. Es
zoigte sich, dal die Linienbreite der Extrakispekiren u.a. durch paramagnetische
Komponenten, Komplexbildung phosphorylierter Substanzen mit "'M92+-'sowie pH- und
Temperaturschwankungen besinflul3t wurde. Daher .mul’s‘ten die Proben in ‘geeigneter
:Weise vorbereitet und die Messbedingungen -éo ‘gewahlt - werden, . dall reproduzierbar
ger__inge_ Linienbreiten erzielt werden konnten. Dann lagen die --'.Linienbreiten -2.B. "'de_s
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Standards TEP zwischen 1.4 und 2.0 Hz. Im folgenden wird auf die fUr die spekitrale

Aufidsung wichtigsten Faktoren ndher singegangen.
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Abb 5: 31 P-NMR-Spektrum bei 162 MHz. von emem Perchlorséure- L.erakt (pH 8 30) -

) einer Z. mobilis- Zeilsuspensron e
Die Suspension {1.8-10 11 Zellen/ml) wurde mit 350 miv Glucose versetzt und nach B

-2 min mit Perchlors&ure extrahiert. Zur Aufnahme des Spektrums wurden 1800
..Niesspulse akkumuliert. ' :
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Paramagnetische Komponenten und Kemplexbildung

Erste Messungen von Perchlorsdure-Extrakten waren aufgrund von Linienbreiten bis zu
10 Hz im Bereich der Zuckerphosphate nicht fir eine guantitative Auswertung geeignet.
Eine Verbreiterung der Signale im  Spekirum konnte durch paramagnetische
Komponenten verursacht worden sein, da diese die transversale Relaxation versiérken
{(Sanders und Hunter, 1888). Um den Einfluy paramagnetischer Koemponenten in den
Extrakten auf dig Limienbreite der Spekiren zu beurieilen, wurde eine Analyse der
Perchlorsdure-Extrakie in der Zentralabteilung fiir chemische Analysen der KFA Jilich
durchgefihrt. Diese Untersuchung: ergab, dal} die Extrakte Fe, Cr, Cu, Ni, Co und Mn
enthielten (Tab. 8). Je nach Ladungszahl kénnen diese Elemente paramagnetisch sein
(Hollemann-Wiberg, 1985) und somit die spekirale Auflésung der Spekiren

beeintrachtigen.

Tab. 6: Elementaranalyse eines Perchiorséure-Extraktes einer £. mobifis-Zellsuspension.
Die Analyse wurde mittels Atomemissions-Spekiroskopie an der Zeniralabteilung fir
chemische Analysen der KFA Jilich durchgefihrt. Die Konzentrationen sind in mM,
bezogen auf das NMR-Prabenvolumen (3ml), angegeben.

Element K Na Ca Mg Fe Zn
Konzentration 1400 52 0.1 32 0.1 0.1
unter 0.1 m: Al B, As, Cr. Pb

unter 0.1 ui: Cu, Ni, Co, Mo, Mn, Ti

Wahrend paramagnetische Kemponenten die Linienbreiten aller Signale beeinfiussen,
kénnen auch die Signale einzelner phosphorvlierier Substanzen durch spezifische
Wechselwirkungen mit lenen verbreitert werden. Es zeigte sich, daR in Gegenwart von
Nig2+-lonen das R-ATP-Signal verbreitert war, sodall seine Triplett-Struktur nicht
aufgeldst wurde (Tab. 7). ATP kann als freies lon und als Mgz“'--KompEex vorliegen.
Aufgrund des schnellen Austausches zwischen beiden Formen ist i Spektrum nur noch
ein breites Signal zu sehen, das aus der Uberlagerung beider Signale entsteht (Hausser
und Kalbitzer, 19898}. Nach der Elementaranalyse wurde mit einer f\ﬂg2+—Konzentration
von ca. 30 bis 40 mM in den Extrakten gerechnet (Tab. 6). In Referenzmessungen mit
‘Reinsubstanzen war das R-ATP-Signal und das Phosphat-Signal “auch ohne Mgz"['—
:Z_usatz verbreitert (Tab. 7). Dies baruhte:auf eingeschleppien pa_ramagnetischen lonen,
die ‘in Spuren im Phosphat bzw. ATP vorhanden sind. Durch Uberschuld :von EDTA
Tkonn_te -sowohl ‘derAustausch zwischeh_Mg—ATF' und "ATP als -auch der EinfluB der

'-.baramagnetischen lonen verhindert und damit eine geringe Linienbreite erzielt werden
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(Tab. 7). In den Perchiorséure-Exirakten erwies sich 75 mM EDTA als optimal, um die
Verbreiterung der Signale durch paramagnetische Komponenten und Komplexbildung

auszuschlielRen.

Tab. 7: Einflul der Konzentrationen ¢ von Mg2* und EDTA auf die Linienbreite Avq/o.
Wissrige L.osungen von ATP und Phosphat wurden bei pH 8.30 mit 64 Pulsen
gemessen und nach Fourier-Transformation die Linienbreite der Signale bestimmt.

c(Mg2 +) C(EDTA) Avi (P Avq2(B-ATP)
0 0 2.10 >30
5 C 1.8B >30
0 5 1.70 1.80
0 50 1.40 1.60
30 50 1.40 1.85

pH- und Temperaturschwankungen

Sowonl der pH-Wert als auch die Temperatur der Probe beeinflussen die chemische
Verschiebung der Signale in 31P—NMR-Spektren. Tab. 8 zeigt den Einflud des pH-Weris
auf die Linienbreite: Wéhrend bei pH 8.30 eine gute Aufidsung erzielt wurde, war eine
guantitative Bearbeitung der bei pH 6.0 aufgenommenen Spekiren nicht mdglich, da hier

die Signale zu breit waren.

Tab. 8: Einflu des pH-Werts auf die Linienbreiten Avq/o in 3TP-NMR-Spektren von
Ferchiorsdure-Extrakten.
3PG: 3-Phosphoglycerat; P;: anorganisches Phosphat.

pH Av, p{3PG) Avy o (P) Avy o (TEP) Avy,(B-ATP)
[Hz] [Hz] [Hz] [Hzl
6.0 9.0 5.0 1.8 60
8.3 1.9 1.7 1.7 3.0

Die Titrationskurven phosphorylierter Substanzen sind im Alkalischen relativ flach
{Abb. 3}, d.h. die chemische Verschiebung &ndert sich in diesem pH-Bereich nur wenig.
-Dies ist wichtig im. Zusammenhang mit der pH- und Temperaturkonstanz wahrend einer
NMR-Messung. Durch  die Messpulse wird - die Probe - erwdrmit und diese
“Temperaturédnderungen kénnen - Gber die Anderungen ~der. - Dissoziationskonstanten
-phosphorylierter. Metabolite den pH-Wert beeinflussen. In gut gepufferten Lésungen
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kann sich auch das Verhélinis. zwischen protonierter und deprotonierter Form &ndern
{Morris, 1976). In beiden Féllen flhren die Temperaturschwankungen zur Verschiebung
der Peakposition. Somit &ulern sich Temperaturschwankungen in Bruchteilen von °C im
Laufe der Messung als Linienverbreiterung im Spektrum. Daher wurden die Exirakte bei
pH 8.30, gepuffert mit B0 mM Tris-Puffer, gemessen, um dis Verschiebung der
Peakposition mdéglichst gering zu halten. Aulerdem wurden jeder Messung Puise
vorgeschaltet, die nicht zur Akkumulation 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 glinstig, weil ATP und UTP
in Gegenwart von Mgz‘*L im Alkalischen stabiler sind als bei pH-Werten unter 7.

Fir die identifizierung und Quantifizierung der Signale muBte ein geeigneter Standard
gefunden werden. Im Allgemeinen wird in der 31p.NMR-Spektroskopie 85 %ige
Phosphorsaure als externer Standard in: einer Kapillare im Probenrdhrchen eingesetzt. Da
das Signal jedoch relativ breit ist und mit anderen Monophosphat-Signalen Gberiagern
kann, ist flir die Quantifizierung dem externen ein interner Standard vorzuziehen
(Hausser und Kalbitzer, 1989). Ein interner Standard mull chemisch stabil sein, mit
anderen Komponenien der Probe keime Wechselwirkungen eingehen und sine von pH-
Wert und lonenstdrke unabhdagige chemische Verschiebung haben. Es wurden
Triethylphosphat (TEP) (Kirk et al.,, 1888), Phosphocreatin, Methanphosphonséure-
dimethylester (DMMP) (Hausser und Kalbitzer, 19288) und Glycerophosphoryl-Cholin
{Navon et al., 1978) auf ihre Eignung als Standards fir die Extrakimessungen geprift.

Giycerophosphoryi-Cholin war nicht geeignet, da kdufliche Ldsungen in zu geringer
Konzentration angsboten werder. Die Ergebnisse fir TEP, Phosphocreatin und DMMP

sind in Tabh. 8 zusammengeialit.

Tab. 9: Eigenschaften von phosphorylierten Substanzen, die ais Standard fir die

31p-NMR-Spektroskopie eingesetzt werden konnen.
31-P~S:pektren von 10 mivi TEP, Phosphecreatin (PCr} und Methanphosphonsaure-
dimethylester (DMMP) (pH 8.30) wurden in Absténden von mehreren Stunden
aufgenommen und die Signalintensitdt und Linienbreite bestimmt. AulRBerdem wurde
gurch Titration mit 5N HCI der Einfluld des pH-Woerts auf die chemische Verschiebung
untersucht.

TEF © DMiVIP PCr
" Linienbreite [Hz] 1.3 n.b. 2.5
Stabilitdt + - +
- chem. Verschiebung 0.44 ppm 38 ppm -2.12 ppm
-+ pH-Verschiebung nein ja 18
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DMMP hvydrolysierte vollstdndig im ELaufe von 14 h. Im Hinblick auf die langen
Mefdzeiten der Extrakte schioR dies eine Anwendung von DMMP aus. Phosphocreatin
war stabil, aber seine chemische Verschiebung variierte mit dem pH-Wert. TEP war
stabii, hatte eine vom pH-Wert und der lonenstdrke unabhingige chemische
Verschiebung und eine geringe Linienbreite. Allerdings (berlagerten sich in den
Extraktspekiren die Signale von TEP (0.44 ppm} und Phosphoenolpyruvat {0.46 ppm).
Daher wurden die Extrakie zundchst ohne TEP gemessen, um eventugll vorhandenss
Phosphoenolpyruvat zu detektieren. Nach siner zweiten Messung des Extrakts mit TEP

wurden die Spekiren ausgewerist.

Durch Zugabe von Reinsubstanzen wurden die Signale der 31P~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 Exirakispekiren im Bereich von 1 ppm bis zu zehn
verschiedene Signale auftraten (siche Abb. 6). AulBerdem wurde durch die Zugabe jeder
Reinsubstanz ihr spezifischer Kalibrisrungsfaktor C ermittelt. Er gibt die relative
spezifische Signalintensitdt einar Substanz bezogen auf den Standard TEP nach

folgender Gleichung (IE, Signalintensitét; ¢, Konzenitration)} an:

C = E(IEXICX}“(CTEPHETEP).

In Tab. 10 sind die chemischen Verschiebungen und die Kalibrierungsfaktoren C der
Metabolite, die in den Extrakispektren identifiziert wurden, zusammengefa3t. Mit Hilfe
des Kalibrierungsfaktors wurden aus den Signalintensitaten (IE) in den Extraktspektren
die intrazelluldren Konzentrationsn {conc} der Metabolite nach folgender Gleichung

berechnet:
concy = {ley/IETER)-(coneTpp/Cx}{Volprope/Voliz)

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

3 mi
Voliz: das intrazelluldre Volumen der im Extraktionsansatz eingesetzten

Zeilsuspension.
Das intrazelluldre Volumen der Zellen wurde parallel zur Perchlorsdure-Extraktion
bestimmt. Es betrug 2.25 pl/fmg TG. Das intrazellulre Volumen des Extraktionsansatzes
wurde Ober die OD und eine OD/TG-Eichung {0.23 g TGA OD 1.0) berechnet. ‘Es. betrug
‘bei allen Ans&tzen zwischen 27 und 30% des Probevolumens. e
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Tab. 10: Chemische Verschiebungen 8 und Kalibrierungsfaktoren C von Metaboliten in
3TpP-NMR-Spekiren von Z. mobilis-Extrakten bei pH 8.30.

Metabolit 58l Mult./ co
[opmij JiHz1D)

6-Phosphogluconat 5.66 +0.03 s 1.49
Glucose-6-Phosphat 5.48 +0.03 s 1.36
Sedoheptulose-7-Phosphat 5.24 =0.03 s 0.71
Glycerinaldehyd-3- 5.16 £0.08 s
Phosphat 5.09 +0.05 s 1.41
3-Phosphoglycerat 5.05 =(.03 S 1.38
Coenzym A 4.89 +0.01 S 2.60
KDPG 4.76 nb s nbd)
KDPG 4.70 nb [ nb
AMP 4.75 +=0.04 s 1.62
UMP 4.66 +0.05 s 0.94
2-Phosphoglycerat 4.59 +0.03 [ 1.20
NADPH 4.586 +0.03 s 1.88
NADP 4.49 +0.03 s 1.87
Phosphat 3.74 +0.04 s nh
Phosphoenolpyruvat 0.46 +0.02 s 1.04
v-ATP -4.52 +0.04 d{i9.3) 1.44
v-UTP -4.57 +0.02 d(19.4) 1.60
B-ADP -4.86 *+0.05 d(21.7) 1.31
B-UDP -4.93 +0.03 d(21.9) 1.57
o-ADP -9.28 +0.05 g{21.7} 1.52
a-UDP -8.42 +0.02 d(21.9) 1.44
o-ATP -9.78 +0.02 d{18.0) nb
a-UTP -9.89 +0.03 d(19.2) 1.43
Coenzym A -8.81 -10.11 +0.01 d{20.3) 4.47
NADH -10.06 +0.05 8 3.838
NADP -10.10 -10.43 +0.01 d{20.5) 3.52
NAD -10.11 -10.43 =0.01 d(20.5) 3.22
UDP-Glucose -10.08 -11.63 +0.01 d{20.1} 3.54
B-ATP -19.99 +0.03 t(19.2) 1.66
B-UTP -20.08 +0.02 $19.2) 1.78

a) Chemische Verschiebung: & beziiglich 85% H3PO4 = Schwankungen aufgrund
geringflgig unterschiedlicher lonsnstarke oder pH- Werte der Extrakte RS '
b) nMuttiplizitat: s, Singulett; d, Dublett; t, Triplett f' '

und J: Kopplungskonstante in Hz

._C) Kalibrierungsfaktor (Bestimmung s. Text} -
‘) nicht.bestimmt - -
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3.1.2.2 Bestimmung intrazelluldrer Matabolitkonzentrationen nach einem Glucosepuls

Der zeitliche Verlauf intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen nach einem Glucosepuls in
Z. mabilis konnte durch 3TP—NMR—Spektroskopie von PerchlorsBure-Extrakfen bestimmt
werden. Wie Abb. & zeigi, konniten folgende phosphorylierte Intermediate des
Glucoseumsatzes {iber den Entner-Doudoroff-Weg in den Extrakispektren nachgewiesen
werden: Glucose-8-Phosphat, 6-Phosphogluconat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat  und
3-Phosphoglycerat.

CoA
|
UMP
{ 1
{
L/\
|
' !
PG SH7P j%
i i | 3pa
.JLMN I o %\\
RPNV L) W L ad L s W U e
bom . &5  s0 s

Abb. 6: Zuckerphosphat-Region von einem 3 1P-NMR-Spektrum eines

Perchlorsdure-Extrakis von Z. mobilis.
Die Extraktion wurde 1 min nach Zugabe von 350 mM Glucose zu einer Zelisuspension
(1.8:1011 Zellen/mi) durchgeflihrt. 6PG: 6-Phosphogluconat; G6P: Glucose-6- Phosphat
SH7P: Sedoheptulose-7-Phosphat; GAP: Glycerinaldehyd-3- Phosphat
3PG: 3-Phosphoglycerai; CoA: Cosnzym 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 intrazeliuldren
‘Konzentrationen von Coeenzym A betrugen zwischen 3 und & mM. Das UMP-Signal

konnte in Spektren von Extrakten aus Zellsuspensionen vor Glucosszugabe identifiziert
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werden. Nach dem Glucesepuis nahm seine Intensitdt ab, sodaf? es durch andere
Resonanzen Uberlagert wurde und nicht quantifiziert werden konnte. AMP wurde von
zwel Signalen mit konstant hoher Intensitat bei 4.7 ppm Uberlagert, daher konnie seine
intrazeliuidre Konzentration nichi bestimmt werden. Die resilichen ungeféhr 75% der
Resonanzen zwischen 5.0 und 4.3 ppm tAbb. 6} konnten nicht identifiziert werden. Es
handelte sich um Signale, deren Intensitdten 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-Bisphosphoalycerat konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden, da es
eine sehr instabile Substanz ist (Negelzin und Noll, 1884).

Die Signale von 2-Phosphogiycerat und KDPG lagen in einem Bereich mehrerer nicht
identifizierter Resonanzen ({sieghe Abb. 6, 5.0 bis 4.3 ppm). Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dal3 diese Signale Uberlagert wurden, falls 2-Phosphoglycerat
und KDPG in Konzentrationen unter T mM in den Extrakien vorlagen.
Phosphoenolpyruvat wurde zu keinem Zeitounkt vor bzw. nach Glucosezugabe
nachgewiesen. Um eine Uberlagerung dusch den Standard TEP auszuschlieRen, wurden
alle Proben zunédchst ohne TEP gemessen, anschlieBend interner Standard zugesetzt und
nochmals ein NMR-Spektrum aufgenommen. Foigende Kontrolle wurde durchgefUhrt, um
auszuschlielen, daR Phosphaenolpyruvat im lLaufe der Extraktion oder der NMR-
Messung hydrolysierte:

Zu Ansétzen flr die Perchlorsfiure-Extraktion wurden Reinsubstanzen in bekannter
Konzentration hinzugegeben un¢ ihre Konzentration nach Extraktion, Aufarbeitung und

NMR-Messung bestimmt (Tab. 11}

Tab, 11: Stabilitdt von Reirmsubstanzen im Laufe der Perchlorséure-Extrakiion

von Z. mobifis-Zellsuspensionen.
Reinsubstanzen wurden dem Exisektionsansaiz hinzugeflgt und die Wiederfindungsrate
R als Quotient der Konzentrationan im Extrakt und im Ansaiz bestimmt.

Substanz R
2-Phosphoglycerat R ¢
Ervthrose-4-Phosphat - .. Q.08 .
Phosphoenolpyruvat ~ Cs
ATP o B 0.8

Glucose-6-Phosphat o 1.1
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der intrazellulédren Konzentrationen von 6-Phosphogiuconat,
Glucose-6-Phosphat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat, ATP, UTP, ADP

und UDP in einer Z. mobilis-Zelisuspension nach Glucosezugabe.

Die Suspensionen (1.8-1011 Zellen/ml} wurden mit 350 mM Giucose versetzt und nach
ginem Zeitraum von 0.5 bis 15 min mit Perchiorsdure extrahiert. Die Konzentrationen
der Meatabolite wurden aus den Signalintensitéten in den 31-P-NMR-Spektren der
Extrakte bastimmt.

6PG: 6-Phosphogiuconat; G6P: Glucose-5-Phosphat;

- GA3P: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; 3PG: 3-Phosphoglycerat;
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Wie Tab. 11 zeigt, wurde Fhosphognoloyruvat wie auch Z-Phosphoglycerat, Glucose-6-
Phosphat und ATP zu annghermnd 100% wiedergefunden. Als Negativkontrolle wurde
aufgrund seiner Instabilitdt Erythrose-4-Phosphat {(Baliou et al., 1955) eingesetzt und zu
8% wiedergefunden. Daraus folgte, daR Phosphoenolpyruvat in den Extrakien
nachweisbar gewesen wéare. Seine intrazelluldre Konzenfration blieb nach dam

Glucosepuls also unter der Machweisgrenze dieser Methode von 0.1 mi.

Der zeitliche Verlauf der Konzentrationen der Zuckerphosphate Glucose-8-Phosphat,
Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 86-Phesphogluconat und 3-Phosphoglycerat sowie der
Nuklectide ATP, UTP, ADP und UDP ist in Abb. 7 dargestelit. In den ersien 60 s nach
Glucosezugabe wurden intrazellulér 4 mM Glucose-6-Phosphat, 3 mM Glycerinaldehyd-
3-Phosphat und zwischen 0.5 und 1 mM 6-Phosphegluconat und 3-Phosphoglycerat
nachgewiesen. Der Anstieg von 3-Phosphoglycerat erfolgte erst, als die Konzentrationen
von Glucose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat wisder zurlickgingen {(Abb. 7).

Nach Glucosezugabe wurde ein rascher Anstieg von ATP und UTP beobachiet. Wahrend
der ersten vier Minuten setzte sich der NTP-Peool 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 nichi mehr nachzuweisen. ATP und UTP konnten
anhand ihrer y- und B-Signale doppelt bestimmt werden. Dies war eine gute interne
Kontrolle der Konzentrations-Bestimmung und es zeigte sich, daR die Ergebnisse fir
v—und Pp-Signale (bereinstimmten. ADP und UDP lieBen sich anhand threr a-P-Signale
aufgrund eines hdheren Signal-zu-Rauschen-Verhaitnisses besser quantifizieren ais Gber
die B-Signale.

Die intrazeiluidre Konzentration von NAD und NADH betrug vor und nach Glucosepuls
zwischen 2 und 2.5 mM. Zwar konnten die Signale von NAD {zwei Dubletts) und NADH
{ein Singulett) sufgeldst werden, absr die Perchlorsure-Extraktion veréndert das
Verhéltnis zwischen oxidiesier und reduzierter Form. Daher wurde die Konzentration der
Pyridinnukleotide als Summe {NAD + NADH} bestimmi. NADP und NADPH blieben

unter der Nachweisgrenze von C.1 miM.
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3.2 Der EinfluR von Ethanol auf den Glucose-Stoffwechsel in Z. mobilis

3.2.1 In-vivo-NNR-Spekiroskopie von Z. mobiis-Suspensionen in Gegenwart von

Ethanol

/n-vive-Messungen von Z. mobifis-Zellsuspensionen hatten gezeigt, daf
Zuckerphosphate und Nukleosid-Triphosphate gebildet und ein pH-Gradient von bis zu
0.8 pH-Einheiten aufgebaut wurde, wenn die Zellen mit Glucose versetzt wurden.
Daraufhin wurde der Einfluld von Ethano! auf die Bildung von Zuckerphosphaten,
Nukleosid-Triphosphaten und den pH-Gradienten wahrend des Glucose-Stoffwechsels
untersucht. Hierzu wurden die Z. mobilis-Zellsuspensionan vor Giuccsezugabe mit
Ethanol in Konzentrationgn von 0 bis 10% inkubiert und anschlieRend ein Glucosepuis
durch sequentiells 31P—NMR-Spekiren aufgenommen. Die Signalintensitdien der
Zuckerphosphate und Nukleosid-Triphosphate wurden bestimmt und der Verlauf der
internen und externen pH-Werie aus den chemischen Verschiebungen der Phosphat-

Signale errnittelt.

I

D ! A 1 I 1 L L L 1 1 1
O & 10 15 20

Zeit [min]

Abb. 8: Zeitlicher Verlauf des pH-Gradienten nach Zugabe von Glucose zu Z. mobilis-
Zelisuspensionen 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)
‘hestimmt.
--&: ohne Ethanolzusatz; [1 : + 5% Ethanol; * : + 10% Ethanol
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Wie Abb. 8 zeigt, wurde bis zu sinem Zusatz von 5% Ethanol die Ausbildung des pH-
Gradienten nicht beeintrichtigt. Bei 10% Ethanol jedoch stieg der pH-Gradient
langsamer an und erreichte nach vier Minuten nur ca. 50% des in Ansitzen mit
geringeren Ethanolkonzentrationen gemeassenen maximalen Wertes (Abb. 8).

Dagegen wurde bei allen getesteten Ethanolkonzentrationen (1.25%, 2.5%, 5%, 10%!I
becbachtet, dall die Bildung von RNukieosid-Triphosphaten um ca. 50% reduziert
(Abb. 9) und der Anstieg der Zuckerphosphat-Konzentration auf das Maximum 1 min
nach Glucoserzugabe schwicher als in Ansétzen ohne Ethanolzusatz war.

Ein Einflull der Dauer der Inkubation {(zwischen 20 und 60 min} mit Ethanol vor
Glucosepuls auf die Bildung von Zuckerphosphaten oder Nukleosid-Triphosphaten konnte

dagegen nicht festgesielit werden.
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Abb.9: Finflul von Ethanol auf den zeitlichen Verlauf der refativen Signalintensitaten
© 7 von Nukieosid-Triphosphaten in einer Z. mobifiis-Zellsuspension o
- ~mit 1.8-1017 Zellen/ml nach Zugabe von 350 mM Glucose.
Die. Signalintensitéten wurden i.n sequentiellen 31 P-NMR-Spektren relativ zum TEP-
Signal ermittelt. ' " ' |
¢ :'ohne Ethanolzusatz; nach Inkubation mit 5% (O) bzw.10% (*) Ethanol.
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Wie Abb. 8 zeigt, wurde das Maximum der Nukleosid-Triphosphat-Konzentration wie in
ethanolfreien Ansdtzen nach zwei Minuten erreicht, es nahm aber in Gegenwart von
Ethanol langsamer ab. So waren in den Ans3tzen mit 10% Ethanol die Nukleosid-
Triphosphate sogar noch nach 20 min nachweisbar (Abb. 8). Dadurch wurde
nahegelegt, dall Glucose in Gegenwart von Ethanol langsamer umgesetzt wurde. Dies
konnte auch durch Bestimmung der Restgiucose in den Zelisuspensionen nach Abschiuld
der NMR-Messungen {30 min nach Glucosepuls) bestétigt werden. Wahrend in den
Ansétzen ohne Ethanolzusatz die eingesetzie CGlucose vollsténdig verbraucht wurde und
dies einer Glucoseumsatzrate von ca. 3.5 g Glucose/(g Trockenzeiigewicht - 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, dal’ die Differenz der chemischen Verschiebung von internem und externem
Phosphat abnahm ({nicht gezeigt). Dies wies darauf hin, daR sich pH-Wert und
lonenstérke des intra- und extrazellulgéren Milieus wahrend der Inkubation in Ethanol
angeglichen hatten. Andererseits wies die Position des B-NTP-Signals darauf hin, daf
Ethanof nicht zum Verlust von Mgz"‘-Ionen durch Schéadigung der Zellmembran fihrte.
Die chemische Verschiebung betrug in ailen Messreihen -18.4 ppm, d.h. Nukieosid-
Triphosphate waren mit Mgz'%"—komplexiert, da das Signal der nicht komplexierten

Nukieosid-Triphosphate bei -21 ppm zu erwarten gewesen wére.

3.2.2 37P—NMR-Spektroskopievon Perchlorsaure-Extrakien

Die /n-vivo-Messungen von Z. mobilis-Zellsuspensionen hatten gezeigi, dal’3 die Bildung
des pH-Gradienten sowie von Zuckerphosphaten und Nukleosid-Triphosphaten in
Gegenwart von Ethanol verringert wear. Mit Hilfe von 31P-NMR*Spektren von
Perchlorséure-Extrakten aus Zellsuspensionen, die Glucose in Gegenwart von Ethanol
metabolisierten, sollie der Einfluld von Ethanol auf die intrazelluldren Konzentrationen der
Metabolite des Entner-Doudoroff-Wegs und der Nukleotide untersucht werden. Hierflr
wurden die Zellsuspensionen mit Ethanol {(C, 5, bzw. 10%) inkubiert und nach Zugabe
von Giucose mit Perchiorséure extrahiert. Die intrazelluldren Konzentrationen wurden
aus aen 31i"—‘~i‘€i’\fiﬁ~8pekﬁen der Extrakie ermitielt. Der Verlauf der intrazeiluldren
Konzentrationen von Zuckerphesphaten und Nukleosid-Triphosphaten in Ansatzen mit
5% Ethanol zeigte nur geringe Unterschiede zu den ethanolfreien Kontroilen. Dagegen
waren die Metabolit-Konzentrationen in Gegenwart von 10% Ethanol deutlich veréndert.
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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 UGberstieg die Konzentration in ethanolfreien Ansétzen nicht
1.8 mM und fiel nach 4 min wieder ab. In Zellen, die Glucose in Gegenwart voen 10%
Ethanol umseizien, wurde aullerdem eine relativ konstante Konzentration von 2 miv
Sedoheptulose-7-Phosphat gemeassen.

Wie Abb. 10 zeigt, konnten nur 2.5 miM ATP und 1.3 miM UTP nach Glucosezugabe in
den Ansétzen mit 10% Ethanol nachgewiesen werden. Dagegen wurden 3.7 mM ATP
und 2 mM UTP in den Zellen der ethanolfreien Suspensionen gemessen. Dariiberhinaus
waren in Gegenwart von 10% Ethanol nech nach 15 min 1.6 mM ATP bzw. 0.8 mM
UTP messbar, wahrend in den Ansétzen ohne Ethanol die Nachweisgrenze von 0.1 mM

scheon nach 8 min unterschritten wurde.

al

ATP, UTP [mM]
I

Zeit [min]

Abb. 10: EinfluR von Ethanol auf den Verlauf ger Konzentrationen von ATP( 8,0) und

- UTP (B, O0) in Z. mobilis nach Zugabe von Glucose zu einer Zellsuspension.
- Die Konzentrationen wurden in 31*P-NMR—Spektren von Perchlorsdure-Extrakien aus
. Zellsuspensionen ohne { & : ATP; B : UTP) bzw. mit Zusatz von 10% Ethanol

(8 : ATP; O : UTP) bestimmt.
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Auch der Verlauf der Konzentrationen von Metaboliten des Entner-Doudoroif-Wegs
wurde beeinfluRt, wie Abb. 11 {ir Glucose-6-Phosphat und Glycerinaidehyd-3-Phosphat
zeigt. In  Gegenwart von 10% Ethanol stiegen die Konzentrationen dieser
Zuckerphosphate langsamer an und blieben mehr als 10 min erhéht, wéhrend ohne
Ethanolzusatz die Konzentrationen nach 4 min abfielen {Abb. 11).

Ebenso blieb die Konzentration von 8-Phosphogiuconat bis zu 15 min nach Glucosepuls
zwischen 0.4 und 0.8 mM, wéahrend sie ohne Ethanol im Ansatz auf 0.2 mM absank
(nicht gezeigt). Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, da? Glucose in Anwsgsenheit von

10% Ethanol langsamer umgesetzt wurde.
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Abb. 11: Einflud von Ethanol auf den Verlauf der Kenzentrationen von Glucose-6-
Pheosphat (8,0} und Glycerinaldehyd-3-FPhosphat (8, O) in Z. mobilis nach

Zugabe von Glucose zu einer Zellsuspension.
Die-Konzentrationen wurden in 31P-NMR-Spektren von Perchlorsaure-Extrakten aus
Zellsuspensionen ohne ( & : Glucose-6-Phosphat; &: Glycerinaldehyd-3-Phosphat) bzw.
mit Zusatz von 10% Ethanoi { O : Giucose-6-Phosphat; O : Glycerinaldehyd-3-Phosphat)
‘bestimmt. A S oo - . .
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3.2.3 Einfiufd von Ethanol auf die spezifischen Aktivitdten der Phosphoglycerat-Mutase

und Enolase

Die intrazeliuldre Akkumulation von 3-Phosphoglycerat wahrend des Glucoseumsatzes in
Gegenwart von 10% Ethanol wies auf eine Hemmung der Enzyme hin, die
3-Phosphoglycerat umsetzen. Daher wurde der Einfluld von Ethanol auf die spezifischen
Aktivitdten von Phospheglvcerat-Mutase und Enolase untersucht. Bei einer Hemmung
der Phosphoglycerat-Mutase ware zu erwarten, dafl ihr Substrat 3-Phosphoglycerat
akkumuliert. Auch eine Hemmung der Enolase wirde zur Akkumulation wvon
3-Phosphoglycerat fihren. Das Gleichgewicht der ihr vorgeschalieten Phosphoglycerat-
Mutase-Reaktion liegt auf der Seite von 3-Phosphoglycerat {Bergmever et al.,, 1984),
sadald anstelle des Substrats der Enoclase, 2-Phosphoglycerat, wiederum
3-Phosphoglycerat akkumulieren wirde. Dies wurde mit Hilfe von 31P-NMR—Messungen
geprift. Jeweils 10 mM 3-Phosphoglycerat bzw. 2-Phosphoglycerat wurden mit
zelifreiem Rohextrakt in MES-Puffer {pH 6.5, 30°C) inkubiert. In beiden Ansétzen stellie
sich ein Gleichgewicht egin, in dem zu 83% 3-Phosphoglycerat vorlag.

Zunachst wurden die spezifischen Aktivitdten der Phosphoglycerat-Mutase und der
Enoilase sowie die Hemmung der spezifischen Aktivitdten durch Ethanol-Inhibierung und
Ethanol-Denaturierung gemessen.

Die spezifische Aktivitédt der Phosphoglycerat-Mutase wurde mit 4.02 U/{mg Protein)
und der Enolase mit 7.87 U/{mg Protein) bestimmt. Die Aktivitdt der NADH-Oxidase des
zellfreien Extrakts war jeweils unter 2% der spezifischen Enzymaktivitat. Die Aktivitéten
von Phosphoglycerat-Mutase und Enclase waren linear zur singesetzien Proteinmenge

von 4.2 bis 16.6 mg Frotein.

Tab. 12: Einflufld von Ethanol auf die spezifischen Aktivitdten der Phosphoglycerat-

Mutase und der Enoiase im Rohextrakt voen Z. mobifis.
Die spezifischen Aktivitaten wurden durch photometrische Enzymiests bestimmt. Den ..
Ansétzen zur Bestimmung der Aktivitdt in Gegenwart von Ethanol wurden
entsprechende Mengen Ethanol zugesetzt. . '

Spezifische Aktivitdten [U/mg Protein]

Ethanol im Ansatz [%] Phosphoglycerat- . -.Enolase
Mutase
SIRY ¢ B Lo .a02 - 7.87
5 ... .. ..375 . 6.88
7.5 o _ 3.22 5.67
10 ' o 2.78 4.72
125 : 2.56 3.90
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Die Inhibierung der Enzymaktivitdten wurde gemessen, indem zu den Ansétzen der
photometrischen Enzymtests bis zu 12.5% Ethanol zugesetzt wurde. Hierbei muidte eine
Hemmung der im Test eingesetzten Hilfsenzyme (Enclase, Pyruvatkinase, Lactat-
Dehydrogenase) ausgeschiossen werden. Daher wurde bei allen Ethanol-Konzentrationen
die Linearitdt zwischen der Proteinmenge des eingesetzten Rohextrakts und der
Umsatzgeschwindigkeit im Test Uberpriift. Die bei beiden Assays festgesteilte
Proteinlinearitdt bis 12.5% Ethanol belegt, daR die eingeseizte Menge Rohextrakt und
nicht etwa eine von Ethanol verursachie Hemmung der Indikatorenzyme die
Umsatzgeschwindigkeit limitierte. Durch Ethanol wurden die spezifischen Aktivitdten
beider Enzyme verringert, und zwar die Phosphoglycerat-Mutase in Gegenwart von 10%
Ethanol auf 69.2% und die Enolase auf 80% der Aktivitiien ohne Ethanolzusatz
{Tab. 12).

Zur Uberpriifung der Hemmung enzymatischer Aktivitdten aufgrund einer Denaturierung
der Proteine wurde zelifreier Rohaxirakt in Puffer mit Ethanol-Konzentrationen bis zu
20% T0r 30 min bei 30°C inkubiert (Millar et al., 1982). Obwoh! Anteile des zellfreien
Extrakis bei 15% und 20% Ethanol denaturierten, waren die Akitivitdten der

Phosphoglycerat-Mutase und Enolase nicht infolge einer Denaturierung vermindert.

3.3 Die Nebenprodukthildung in 2. mobilis

3.3.1 Der Einflud von Substrat und Wachstumsbedingungen auf die
Nebenproduktbildung

Wahrend des Wachstums mit Fructose wird ein Teil des Subsirats von Z. mobilis zu
Glycerin, Dihydroxyaceton, Lactat, Acstoin und weiteren Nebenprodukiten umgesetzt.
Dies finhrt zu einer geringeren Eihanolausheute ais bei Fermentationen mit Glucose
(Viikari und Korhola, 1986; Toran-Diaz et al., 1883). Die Reaktionen, die zu.den am
meisten gebildeten Nebenprodukien Glycerin und Dihydroxyaceton flinren, waren bisher
nicht aufgeklért. Daher soilten die Ursachen und Reaktiocnen der MNebenproduktbildung
untersucht werden. Zunachst solite geklart .“w.erden, welche Faktoren bei der
Nebenprodukthildung eine Rolle spielen. Art und Konzentration des Substrats,
Wachstumsphase, Ethanolkonzentration und Osmolaritdt wurden in Bsirachi gezogen.
Damit soliten Hinweise -auf die der 'Nebenproduktbiidung zugrunde liegenden
Mechanismen gefunden werden. Aber auch fir die Fermentationen mit 13C-markierten
‘Substrazen war die Kenntnis der Bedingungen wichtig, unter denen Z. mobilis
Nebenprodukte produziert. Fermentationen mit 13C-markierten Substraten sollten
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durchgefihrt werden, um (ber die Bestimmung der prozentualen 73C-Markierung in den
Fermentationsprodukien Hinweise auf die Resaktionen der Nebenprodukibildung zu

erhalten.
C-Ouelle

Die Bildung veon Neberporodukien durch Z. mobilis bei Wachstum mit Glucose bzw.
Fructose wurde in 1,5 I-Batchfermentationen analysiert. Wie in Abb. 12 gezeigt, wurde
der Verlauf der Fermentationen durch Messung der 0D, der Ethanolbildung und der
Substratkonzentration verfolgt. Nachdem das Substrat volistindig verbraucht war und
die OD konstant blieb, wurden die Nebenprodukte im Kulturiberstand bestimmt.
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Abp. 12: Veriauf von 0D, Fructose- und Ethanoikonzeniration bei Wachstum ven.

© o Z.mobilis mit 900 mM Fructose.

Z mobilis wurde in einer 1.5 [-Batchfermentation in Vollmedium bei pH 5.5 kultiviert.
"._EZ;OD_; % : Ethanol; A : Fructose :
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Mit Fructose als C-Quelle wurde mehr Dihydroxyaceton, Glycerin und auch Acetat
gebildet (Tab. 13} als mit Glucose. Dabei fiel auf, dal bei Einsatz sterilfiltrierter Fructose
nur bis zu 1 mM Dihydroxyaceton gebildet wurde, wahrend alle anderen Produkte in
vergleichbaren Konzentrationen gemessen wurden. Auch hinsichtlich lag-Phase,
Wachstumsrate und OD der stationdren Phase unterschieden sich die Fermentationen
mit autoklavierter bzw. sterilfiltrierter Fructose nichi. Keine Unterschiede in der
roduktbildung wurden festgestellt, wenn Glucose sterilfiltriert anstatt autoklaviert
worden war. Diese Beobachtungen flhrten zur Frage, ob Dihydroxyaceton wihrend des
Autokiavierens der Fructose entsteht und somit kein Nebenprodukt des Fructose-

Stoffwechseis von Z. ymobilis ist.

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

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

Produktbildung mit der C-Quelle

Fructose (ak) Fructose {sf}’

Dihydroxy-

aceton [mM] 0.3 48.0 0.8
Ghycerin ImM] 0.8 12.0 10.3
Acetat [mi] 0.8 2.4 4.9
Acetoin ImM] 9.3 10.0 7.6
L-Lactat [mM] 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 Losung in Dihydroxyaceton und
Glycerinaldehyd gespalten werden, diese Produkte kénnen weiter zu Methylglyoxal und
Lactat umgesetzt werden (El Ghazzawi und Schmidt, 1967). In den 'hi_er 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
be: neutralem pH autoklaviert wird: in diesem Faile wirde Dihydroxyaceion als

Nebenprodukt von Z. mobilis ausschaiden.
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Mittels TH- und 13C—NMR-Spektroskopie wurden autoklavierte bzw. sterilfiltrierte
Fructoselésungen, wie sie auch dem Medium der Fermentationen zugesetzt wurden,
verglichen. In den 1i-i-Sp-eki‘.i'G;rl konnie kein Unterschied festgestellt werden. Im 13¢-
Spektrum von autokiavierter Fructose wurden fini Signale sehr geringer Intensitdt
gefunden, die im Vergleichsspektrum steriifiltrierter Fructose nicht nachweisbar waren:
die Positionen der Signale waren bei 83.85 ppm, 82.17 ppm, 78.27 ppm, 67.38 ppm
und 58.40 ppm. Eine Zucrdnung dieser Signale war durch Messungen nach Zusatz ven
Glucose, Dihydroxvyaceton, Glycerin, Methvyiglyoxal, Pyruvat, Lactat, Acetat oder
Acetoin {s. Anhang, Tab. 23) nicht mdglich. Es konnte aber ausgeschlossen werden,
daid es sich um Signale der getesteten Substanzen handelte.

Die im 13C-Spektrum von autokiavierter Fructose zuséizlich detektierten Signale hatten
ein Signal-zu-Rauschen-Verhéitnis zwischen 14 und 28. Im Vergleich dazu hatte das C1-
Signal der o-Fructopyranose, die 2.4% der Fructose ausmacht und damit in einer
Konzentration von 30 mM vorlag, ein Signal-zu-Rauschen-Verhéithis von 40. Damit
konnte die Konzentration der unbekannten Substanz auf circa 10 miM geschétzt werden.
Eine direkte Umsetzung dieser Substanz - falls die finf Signale tatsdchlich von nur einer
Substanz stammen - in Dihydroxyaceton erscheint unwahrscheinlich, da bei der
untersuchtien Fruciosekonzeniretion in Fermentationen etwa 40 mM Dihydroxyaceton
gebildet wurden.

Die Vergleichsmessungen sterilfiltrierter und autoklavierter Fructose zeigten auRerdem,
dald sich die Fructose wéheend des Autokiavierens nicht umlagerte, denn das Verhéltnis
der lsomeren blieb gleich: 68.9% B-Pyranose, 2.4% o-Pyranose, 23.0% pB-Furanose,
5.7% a-Furanose.

Eine abiotische Dihydroxyaceton-Biidung im Laufe der Fermentation wurde durch eine
Kontrollfermentation ohne Z. mabilis 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. mobifis D- und
L-Lactat, sowie Acetoin {Tab. 13). Allerdings fiel auf, daR Lactat zum grdfdten Teil als D-
Isomeres gebildet wurde, was auf eine Bildung des Lactiats (ber Methyiglyoxal als
Intermediat hinweisen kdnnte (Gottschaik, 1286). Dagegen spricht, dal Methyigiyoxali
in 13C-Spektren von Ubersténden nicht nachgewiesen werden konnte, obwohi es als
ungeladene Substanz im Uberstand zu erwarten gewesen wére. AuBerdem schlof3 die
Markierung des in Fermentationen mit [2-13Cl-Fructose gebildeten Lactats den
Methylglyoxalweg eindeutig aus.

Mannit, Sorbit und auch Acetaldehyd konnten in _Dbersﬁ_‘_&ﬁd_ﬁ{} aus Glucose- ind

Fructosefermentationen nicht nachgewiesen werden.
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Anfangskonzentration der C-CGuelle

In  Batchfermentationen mit unterschiedlicher Fructosekonzentrationen wurde
untersucht, welchen Einflul die Anfangskonzentration auf die Nebenprodukibildung hat.
Es zeigte sich, dald die in der stationdren Phase gemessenen Konzentrationen von
Dihydroxyaceton und Glycerin mit steigenden Fructosekonzentrationen zunahmen. Diese
Zunahme der Nebenprodukibiidung bei einer Steigerung der Fructosekonzentration von
1117 mM auf 855 mM war bei Dihydroxyaceton um den Faktor 20 hdher als bei Glycerin

(Tab. 14).

Tab, 14 : EinfluR 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 mivi eingesetzt. Nach Erregichen der stationdren Phase wurden die
Konzentrationen von Glycerin und Dihydroxyaceton bestimmt.

Anfangskonzentration Endkonzentration
Fruciose Glycerin Dihydroxyaceion
[mi] [mivi] imM]
111 3.4 0.5
293 3.6 6.7
550 8.5 43.0
855 19.1 58.0

Wachsiumsphase

Der Anteil der Nebenproduktbildung am Substratumsatz verdnderte sich im Laufe einer
Fermentation nur in geringem Malle. In der spéten éxponentietlen Phase nahm die
Dihydroxyaceton-Bildung im Verhalinis zur Ethanolbiidung geringfigig zu, wahrend die

Glycerinbildung ehsr konstant blieb {Tab. 15).

Der Einfiuld der Wachstumsphase auf die Nebenproduktbildung wurde éuBerdem in
Rohrchenversuchen untersucht. Zellen aus der frihen (OD 1.44) und ép'é_ten (0D 10.1)
exponentiellen Phase scwie der stationdren Fhase .(OD 11.4) einer Batchfermentation
wurden in frischem Volimedium resuspendiert und in Kulturréhrchen mit 100 mM
Fructose Uberimpft. Nachdem die Fructose verbraucht war, wurden die Produkie

bestimmt. Die Zellen der frilhen exponentiellen Phase bildeten etwas weniger
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Dihydroxyaceton, die Werte fir Glycerin waren dagegen bei Zellen aus ailen
Wachstumsphasen ahnlich {Tab. 16). insgesamt wurden nur geringe Konzentrationen an
Nebenprodukien erreicht, da die Anfangskonzentration der Fructose in den Réhrchen nur
100 mM betrug.

Tab. 15: Biidung von Ethanol, Glycerin und Dihvdroxyaceton {DHA) in Abhangigkeit von

der Wachstumsaohase.
Z. mobilis wurde in 1.5 |-Batchfermentationen mit 10 % Fructose kultiviert. Es wurden

die Produktkonzentrationen bestimmt und daraus die relative Nebenprodukibildung g,
{mi Nebenprodukt/i00 mM Ethanol} berechnet.

oD im Ethanol Glycerin DHA qr(Glycerin) ar(DHA)
Fermenter {mivi] ImM] [mivi]
2.5 165 1.7 6.0 1.03 3.64
6.5 520 3.1 15.3 0.60 2.94
8.5 a07 7.0 42.6 0.77 4.70

Tab. 16: Bildung von Dihvdroxyaceton (DHA) und Glycerin in Abh&ngigkeit von der

Wachstumsphase.
Z. mobifis-Zellen aus der friihen und spéten sxponentielien Wachstumsphase sowie der
stationaren Phase einer Batchfermentation wurden in Réhrchen mit 100 mM Fructose
Uberimpft und nach Verbrauch der Fructose die Endionzentrationen ¢ von Glycerin und
Dihydroxyaceton bestimmi {Mittelwerte aus 2 Versuchen).

Wachstumsphase des C(DHA) C(Glycerin)
Inokulums [l {miij
frihe exponentielle Phase 0.4 2.4
spate exponentielle Phase 1.0 2.8

1.2 2.5

stationare Phase

Ethanolkonzentration und Csmolaritdt

Die Versuche mit unterschiedlichen Fructosekonzentrationen hatten gezeigi, dall die
Nebenproduktbildung mit steigender Anfangskeonzentration zunimmi. Daher wurde der
EinfluR der Osmolaritdt im Medium und der Ethanolkonzentration auf die

Nebenproduktbildung wuntersucht. Zellen aus der exponentiellen Phase einer
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Fructosefermentation wurden in Réhrchen mit 200 mM Fructose (Kontrolie) und Ethanol-
bzw. Xylosezusatz Uberimpft. Die einem Teil der Rohrchen zugeseizte
Ethanolkonzentration (450 mM)} entsprach der im Fermenter zum Zeitpunkt, als die
Zellen aus dem Fermenter als Inokulum fir die Rdhrchenversuche entnommen wurden.
Damit solite geklart 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 Osmolaritdt im Medium erreicht
werden. Z. mobifis kann mit Xylose zwar nicht wachsen, aber Xyiose ilber den
Glucosecarrier aufnehmen (DiMarco und Romano, 1985) und in Anwesenheit eines
metabolisierbaren Zuckers in Xylitol umsetzen {(Feldmann et al., 1892). AuBerdem
gleicht sich die interne Xylosekonzentration mit der externen in kurzer Zeit aus (Struch
et al.,, 1881}, dim Zusammenhang mit der gesteigerten Nebenproduktbildung bei hohen
Fructosekonzentrationen solite sc gekldrt werden, ob eine hohe Osmolaritédt im Medium

und in den Zellen die Nebenproduktbildung beeinfluidt.

Tab. 17: EinfluR von Ethanol und Osmolaritét des Mediums auf die Bildung von

Dihydroxyaceton (DHA) und Glycerin.
Réhrehen mit 200 mM Fructose {Kontrolle), + 450 mM Ethano! bzw. + 750 mi
Xylose wurden mit 2. mobilis angeimpft und nach Erreichen der stationdren Phase die
Endkonzentrationen ¢ bestimmt {Mittelwerte aus 2 Ansétzen).

Vollmedium C{DHA) C(Glycerin)
+ 200 mM Fructose {mivil imM]
Kein Zusaiz 3.8 4.9
+ 450 mii Ethanol 1.7 7.3
+ 750 m Xviose 0 0.3

Wie in Tab. 17 gezeigt ist, wurden in den Ansédizen ohne Zusédtze 4.9 mM Glycerin und
3.8 mM Dihydroxyaceton. In den Ansédtzen mit Ethanolzusatz wurde die gleiche Menge
Nebenprodukte gebildet, jedoch anteilmiRig mehr Glycerin. In Gegenwart von Xylose
wurden fast keine Nebenprodukte gebildet, allerdings wuchsen die Zellen in diesen

Ansdizen auch viel langsamer.
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Kontinuierfiche Kultur

Die Ergebnisse aus Ratchfermentaticnen hatten gezeigt, dal die Nebenprodukthildung
mit steigender Anfangskonzendration der Fructose zunahm. Iim Chemostaten konnte
dagegen der EinfluR der Wachstumsrate und der Substratverbrauchsrate auf die
Nebenproduktbildung untersucht werden. Es stellte sich heraus, dal in kontinuierlicher
Kuliur weniger Nebenprodukte gebildet werden (Tab. 18); insbesondere die
Dihydroxyaceton-Bildung war mit Konzentrationen unter 1 mM stark verminderi. Die
Bildung von Glycerin nahm mit steigenden DurchfluRraten zu und erreichte 6.1 mM
Glycerin bei der hichsten gatesteien DurchfiulR- bzw. Wachstumsrate von 0.1 ht.
Dabei stieg auch die Fructose-Verbrauchsrate qg auf 7 g/(g-h).

Tab. 18: Einfluld der Durchiiullrate im Chemostaten auf die Steady-state-
Konzentrationen der Fructose und der Nebenprodukte sowie auf die Biomasse,

den Zellertrag Yq und die Fructose-Verbrauchsrate gg.
Z. mobilis wurde mit 10% Fruciose bei pH 5.5 in Minimalmedium kultiviert. Die
Konzentrationen wurden 5 Volumenwechsel nach Einstellen einer Durchflul3raie
bestimmt. Yg: Zellertrag; qg: Fructose-Verbrauchsrate.

Durchfluirate [h~1]
Q.05 0.075 0.10

steady-state-Konzenirationen [mM]

Fructose 3.8 7.7 10.4
Glycerin 2.2 3.2 6.1
Dihydroxvaceton <0.7 < 0.1 0.6
D-Lactat 0.8 0.7 0.7
L-lLactet 0.7 0.2 0.5
Acetoin 1.5 2.8 4.7
Acetat 4.7 3.7 2.2
Zell-Trockengewicht [g/] 1.48 1.43 .38
Y5 lg/gl 0.0148 ¢.0145 0.0141
qg [g/(g-hil 3.36 5.17 7.04
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3.3.2 Die Biosynthese der Nebenprodukte
3.3.2.1 Fermentationen mit 13C—angereicherten Zuckern

Es wurde gezeigt, dal? bei Wachstum von Z. mobilis mit Fructose die Nebenprodukie
Dih'ydroxyaceton, Glycerin, Lactat, Acetat und Acetoin gebildet werden. Anschlie3end
sollten die Reaktionen der Nebenproduktbildung aufgekiart werden, da inshesondere fir
die Bildung von Glycerin und Dihydroxyaceton zwei Wege mdéglich sind. Fir diese
Untersuchungen bot sich der Einsatz '3C-markierter Fructose an. Die 13C-Markierung
des Substrats verteilt sich auf die Produkte und 133t damit Rickschliisse auf die
Reaktionen, die zu ihrer Bildung fihrten, zu. Dies ist in Abb. 13 am Beispigl von [2-13¢I-

Fructose gezeigtl:

CH,OH CH,OH GOOH
*C=0 *?:—o == GEP ' *(f:.:o
HO=-C—=H  ——=  HO—C—H f H—C—H
| I PG —— i
H—»?moe-i H-«_—(i;—OH H—C=0H
i i
H—C~OH H—?—OH ~ H—-C—OH
§ !
CH,OH CH,O~P CH,O~P
Frugiose FGF KDPG

KDPG-ALDOLASE

) A\

GH,OH / 7N
ﬁéxo DHA \‘k GAP - \%yru\faﬁ
| %

CH,OH I v L

DHAP
CH,OH } I e
ol ' ! cO,
?HDH Glycarin DHA !
'8
CH,OH i Ethanol
Gilveerin
Abb. 13: Schematische Darstellung der Reaktionen, die in Z. mobilis zur Bildung von

' Dihydroxyaceton und Glycerin fiihren kénnen. Die bei Einsatz von [2-] 3¢
Fructose zu erwartende Verteilung der 13C—i‘\fiarkierung ist mit {*) eingezeichnet.
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T. Mdglichkeit: Werden Dihydroxyaceton und Glycerin durch die Spaltung von
Fructose-6-Phosphat in einer Nebenreaktion der KDPG-Aldolase gebildet, dann findet
sich die Markierung der [2-13C)-Fructose als 100%ige 13C—Annﬂ,ict'terung in den
C2-Atomen von Dihydroxyaceton und: Glycerin wieder.

2. Médglichkeit: Werden Dihydroxyaceton und Glycerin aus 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 insgesami nur zu 50% T3C-angereichert. Dihydroxyaceton und
Glycerin entstehen aus unmarkiertem Glycerinaldehyd-3-Phosphat, thre C2-Atome sind
daher lediglichzu 1.1% 13¢-markiert (nattrliche Haufigkeit).

Um zwischen diesen beiden Méglichkeiten unterscheiden zu kénnen, sollte der Weg der
Nebenprodukthildung durch Bestimmung der prozentualen Anreicherung in  den
Produkten einer Fermentation von [2-13C]-Fructose aufgeklart werden.

Diese Fermentationen wurden in mdglichst kleinem MaRstab {20 mi) Arbeitsvolumen
durchgefihret, um 100%ig markierte Zucker in einer Konzentration von 100 g/l einsetzen
zu kénnen. Die prozentuale '§3C-Anreicherung in den Produkten wurde nach Erreichen
der stationdren Phase bestimmt, indem 13C~NMR—Spektren der Uberstande

aufgenommen wurden.

Die prozentuale Anreicherung der C2-Atome in Dihydroxyaceton und Glycerin lag im
Bereich der natirlichen Haufigkeit von 1.1% (Tab. 18). Diese Daten sprechen flr eine
Bildung von Dihydroxyaceton wund Glycerin aus Triosephosphaten. Wie auch in den
Versuchen mit unmarkierter Fructose wurde kein Dihydroxyaceton gebildet. wenn die

Fructose steriifiitriert worden vear.

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, dal? bei Fermentationen von [2-13¢)-
Zuckern Tiir das C2-Atom des lLactats die gemessene Markierung von ca. 50 % zu
erwarten war, wenn Lactat aus Pyruvat (ber eine Lactat-Dehydregenase gebildet wird.
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Tab. 19: Prozentiuale 130-Anre§cherungen von Dihydroxyaceton, Glycerin, Lactat und
Acetoin nach Fermentation von [2-13CI-Fructose, [2-13CJ-Glucose und

[6-13C1-Glucose.
20-ml-Batchfermentationen wurden mit 13C-markierten Zuckern durchgefihrt. Von den
Uberstdnden ohne bzw. mit Zusatz von Reinsubstanzen wurden 13C-NMR-Spekiren
autgenommen und die Produkikonzentrationen extern {gaschromatographisch bzw.
enzymatischj bestimmt. Aus diesen Daten wurde die prozentuale Anreicherung
berechnet.

Produkte C-Quelle
12-13C]-Fructose [2-1 3C}—Glucose [6-13C]1-Glucose

ak(® st akfy ak!®
DHA
-Cy/3 1.1 - - -
Co 1.1 - - -
Glycerin
Cq/3 1.1 1.2 nb) 50.3
-Co 1.4 1.4 nbM 2.5
Lactat
-C1q nht1! nb(H nbth nh{1
-Co 44 .0 43.7 51.3 1.1
-C3 0.7 0.7 1.1 45.0
Acetoin
-C1q 0.5 .8 0.7 51.8
-Co 47.6 48.0 48.5 0.6
-Ca 47.8 48.5 51.4 0.6
-C4 3.1 1.1 0.7 45.1

(% ak, autoklaviert; sf, sterilfiltriert; nb, nicht bestimmt

Die Anreicherung von C2- und C3-Acetoin konnte erst nach Spin-Echo-Experimenten
bestimmt werden. Im Falie einer Bildung von Acetoin aus Pyruvat und Acetaidehyd
durch die Pyruvat-Decarboxvlase (Bringer und Sghm, 1988b) wéren fir C2- und
C3-Acetoin ca. 50% Anreicherung zu erwarten (Abb. 14). Dann wére die Halite der
13C-Atome an Position C2 mit einem 13C-Atom in Position C3 benachbart (siehe
Tab. 20). Dieser Anteil wiirde aufgrund der 13(3—“‘?’(LI-K()ppiung als Dublett erscheinen,
die mit einem 12C benachbarten 13C-Atome dagegen als Singulett. Gleiches giit fir das

C3-Acetoin.
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Abb. 14: Schematische Darsteliung der Reaktionen in Z. mobilis, die ausgehend von
Pyruvat zur Bildung ven Lactat, Ethanol und Acetoin fiihren. Die Verteilung der
?3C~Markierung hei Wachstum mit [2-13C]-Fructose ist eingezeichnet: mit {=)

markierte Atcme sind zu 50% 13C—angereichert. Erlauterungen siehe Text.

Tab. 20: Einflul} der isctapenverteilung im Acetoin auf die Signalstruktur im

13C-NMR-Spektrum.

Fir die Annabme der refativen Haufigkeiten von 12C bzw. 13C an den
Positionen 2 und 2 des Acetoins wurde davon ausgegangen, dal Acetoin

entsprechend Abb. 14 gebildet wird.

Acetoin-C2 12¢ 13¢ 12¢ T3¢
Acetoin-C3 12¢ 12¢ 13¢ 3¢
rel. Haufigkeit 25% 25% 25% 25%
Signal - Singulett Singulett Dublett

Abb. 15 zeigt einen Ausschnitt des T3C-Spektrums mit dem C3-Signal von Acetoin. Zur
eindeutigen Zuordnuag der Signale 1 und 4 als C3-Signal, das aufgrund der Kopplung
mit. 13C2-Acetoin zum Dublett wird, war ein Spin-Echo-Experiment ‘notwendig: - durch

Signalunterdriickung aufgrund der Xeppking mit der C2-Resonanz konnte.die Intensitét
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der Signale 1 und 4 verringert werden {Abb. 1bB). Damit war gezeigt, dal3 es sich
tatsdchlich um ein Dublett und nicht um Signale anderer Substanzen handelte wie z.B.
Signal 3 in Abb. 15B. Daraus wiederum ergab sich eine prozentuale Anreicherung von
ca. 50%, die dem Wert entsprach, der bei einer Bildung von Acetoin aus Pyruvat und

Acetaldehvyd zu erwarten war (Abb. 14).

74 73 7z

A
T3
3
~d
L) ]
]
CH

Abb. 15; Ausschnitt aus einem ‘ESONMR-Spektrum bei 100.6 MHz sines
Kulturtiberstandes ainer Fermentation von Z. mobilis mit [2-13C}-Fructose (A).
B: Spin-Echo-iMiessung derselben Probe zur Unterdriickung des
C3-Acetoin-Dubletis, das dﬁrch Koppiung mit dem C2-Acetoin entstehi.

1.,4: C3-Acetoin (Dublett}); 2: C3-Acetoin {Singuiett}; 3: nicht identifiziertes Signal

3.3.2.2 Enzymatische Untersuchungen zur Nebenproduktbildung
Nebenreakr_:bn der KDPG-Aldolase mit Fructose-6-Phosphat |

Die Frage, ob eine Nebenreakiion der KDPG-Aldolase mit- Fructose-6-Phosphat zur -
Bildung von Dihydroxyacston “fihrt, sollte auch an der gereinigten KDPG-Aldolase
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Gberpriift werden. Die Aktivitdt der Enzympriparation wurde in einem kontinuierlichen
photometrischen Enzymtest mit KDPG als Substrat bestimmt. Die spezifische Aktivitst
betrug 54.9 U/mg Protein.

Die Aktvitdt der KDPG-Aldolase mit Fructose-6-Phosphat wurde in einem
diskontinuieriichen Test bestimmt, in dem das gebildete Dihydroxyacetion guantifiziert
wurde. Bei der Wahl der Testbedingungen muBten sowohl die geschitzie Aktivitdt der
Nebenreaktion als auch die Lage des Gleichgewichts berlicksichtigt werden. Aufgrund
der in den Fermentationen erfeichten Konzentrationen von Dihydroxyaceton und Glycerin
wiére zu erwarten, dal} die Aktivitdt der Nebenreaktion ca. 10 % der Aktivitdt mit KDPG
befrdgi. Die Gleichgewichts-Konsianie E‘eq for die KDPG-Aldoiase aus Pseudomonas
putida (Wood, 1872} betrégt ungefahr 103 M. Startet man die Reaktion mit 10 mM
Substrat, wiirden im Gleichgewicht ca. je 4.5 mM Spaliprodukte verliegen. Auch fUr die
KDPG-Aldolase aus Z. mrobilis liegt das Gleichgewicht mit verschiedenen Substraten zu
ca. 70 % auf Seiten der Spaltprodukte {Knappmann, 1993). im Rahmen dieser
Uberlegungen wurden die Ansdtze zum Nachweis der Nebenresktion durchgefiihrt.
Dennoch konnie eine Spaltung von Fructose-6-Phosphat durch die KDPG-Aldolase nicht
nachgewiesen werden, d.h. es wurde kein Dihydroxyaceton gebildet.

g
Entner ‘g
¥
i
O
GAP = BHAP DHA
g & %
Doudoroﬁg @ { g, @
v i i _
Glvearin-3-P Glycsrin

_A_bb.__ ‘i 8. Schema der moglichen Reaktionen, die in Z. mobilis zur Bildung von Glycerin

und Dihydroxyaceton aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat fithren konnen.
1: Triosephosphat-isomerase; 2: Phosphatase; 3: Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase;
~4:-Glycerin-Dehydrogenase; 5: Glycerokinase '
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Photormetrische  Enzymtests  zur  Bildung von  Nebenprodukten — aus

Glycerinaldehyd-3-Phosphat

Die Nebenprodukie Dihydroxyaceton und Glycerin kfnnien aus Glycerinaldehyd-3-
Phosphat gebildet -werden (Viikari und Korhola, 1986). Abb. 16 zeigt, dall nach der
Bildung von Dihydioxyacetonphosphat durch die Tricsephosphat-lsomerase (TPl) zwei
Wege miglich sind:

1. Eine Phosphatase setzt Dihydroxyacetonphosphat zu Dihydroxyaceton um, das
durch die Glycerin-Dehvydrogenase zu Giycerin reduziert wird.

2. Dihydroxyacetonphosphat wird reduziert zu Giycerin-3-Phosphat und dieses
wird zu Glycerin umgesetzt {Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase, Glycerokinase).

Die vermehrte Bildung der Nebenprodukie bei Wachstum mit Fructose kdnnte darauf
berunen, dald die entsprechenden Enzymakiivitdten durch die C-Quelie induziert werden.
Um diese Mdglichkeit nachzuweisen, wurden alle Enzymitests mit zellfreien
Rohextrakten aus Zellen, die auf Giucose bzw. Fructose gewachsen waren, vergleichend
durchgefliihrt. AulBerdem wurde {iberprift, ob die Enzymaktivitdten in Gegenwart von
Fructose oder Fructose-6-Phosphat erhdéht sind. Die Ergebnisse sind in Tab. 21

zusammengefaldt.

Tab. 21: Vergleich der spezifischen Aktivitdten der Enzyme Triosephosphat-lsomerase
(TP, 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 0.83
Glycerin-DH 0.19 0.20
Glycerokinase nn nn
Glycerin-3-Phosphat-DH nn nn

nn: nicht nachweisbhar

Die C-Quelle hatte keinen Einflud auf die Aktivitaten im Rohextrakt: Triosephosphat-
Isomerase _und 'Glycerin-Dehydmgen_ase konnten mit épezifischen Aktivi_‘i_éten von 0.77
~bis 0.83 bzw. 0.18 bis 0.20 U/mg Protein'hachgewiesen werden. -Die Aktivitdten
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wurden durch Zusatz von Fructose bzw. Fructose-8-Phosphat zum Testansatz nicht
erhoéht.

Glycerokinase und Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase konnten nicht nachgewiesen
werden. Glycerokinase wurde mit einem kontinuierlichen und esinem diskontinuierlichan
Enzymiest in Richtung Glycerin-Phosphorylierung getestet. Als positive Kontrolie wurde
in den Tests Glycerokinase aus Candids mycoderma eingesetzt. Glycerin-3-Phosphat-
Dehvdrogenase konnte ebenfalls weder in kontinuierfichen noch diskontinuierlichen
Enzymtests mit Glycerin-3-Phosphat als Substrat nachgewiesen werden. Hier wurde
Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskel zur Kontrolle der Enzymtests

eingesstzt.

Messung von Enzymaktivitdten mittels NVIR-Spekiroskopie

Durch NMR-Messungen konnte eine Phosphatase nachgewiesen werden, die
Dihydroxyacetonphosphat in Dihvdroxyaceton und Phosphat spaltet. Diese Akfivitét
wurde in seguentielien 31P—NMR-Spektren in Verbindung mit 1SC-NMR—Spektren
nachgewiesen. Fir die Messung der Aktivitat wurde zunichst ein 31p-NMR-Spektrum
von Dihvdroxyacetonphosphat aufgenommen, in dem Dihydroxyacetonphosphat mit je
einem Signal fir die Keto- und Hydeatform (Kuchel et al., 1890) nachgewiesen werden
konnie: (Abb. 17 A). Nach Zugabe von zellfreiem Rohextrakt aus Z. mobilis nahmen die
intensitaten dieser Signale ab, das des anorganischen Phosphats dagegen zu. In einem
nach G0 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, fiihrte dies zur Bildung von Giycerin und NAD durch die
Glycerin-Dehydrogenase. Glycerin konnie in einem weiteren 13C-NMR-Spektrum

nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Aus der Abnahme der Signaliniensitdten des Dihydroxyacetonphosphats konnte die
spezifische Aktivitdt der Phosphatase im Rohextraki bestimmt werden. Sig betrug 0.31
U/mg Protein, wenn die Zellen auf Fructose gezogen worden waren; wurde der
Rohextrakt aus Zellen, die auf Glucose gewachsen waren, hergestelit s0 wurde eine

spezmsche A.(tmtat von 0.26 Ufmg Protem besttmmt
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Abb. 17: A: 31 P-NMR-Spekiren eines Enzymassays mit 7 mM Dihydroxyaceton-
phosphat, vor (0 min} und nach Start der Reaktion {15 und 80 min) durch Zugabe
von Rohextrakt. '
DHAP(hH{k): Hydrat- bzw. Ketoform des Dihydroxyacetonphosphats;

P;: anorganisches Phosphat.
B: 13C-NMR-Spektrum (Ausschnitt) des Enzymassays 60 min nach Start der-
Reaktion. DHA: Dihydroxyaceton; MES: MES-Puffer..

Die Spezifitdt der Phosphatase Fir Dihydroxyacetonphosphat wurde durch Vergleich der
Aktivitaten mit unterschiedlichen Substraten untersucht. Es wurden 37 P-NMR-Spektren
von  Dihydroxyacetonphosphat,  Glycsrin-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat  bzw.
Sedoheptulose-7-Phosphat vor und nach Zugabe von Rohextrakt aufgenommen. Die
Aktivitdt der Phospha;ase war mit anderen Substraten deutlich niedriger (Tab. 22}. Fir

die Berechnung der angegebenen Aktivitdten wurde die chemische Instabilitdt der
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phosphorylierien  Substanzen  beriicksichtigt, indem 31P—NMR-Spektren von

Parallelansédtzen ohne Rchextrakt aufgenommen wurden.

e Py

Tab. 22: Vergleich der relativen Aktivitdten der Phosphatase in Z. mobilis-Rohextrakt
bei verschiedenen Substraten (100% = 0.31 U/mg Protein)

Substrat Relative Aktivitat (%]
Dihydroxyacetonphsgphat 100
Glycerin-3-Phosphat 43
3-Phosphoglycerai (@) 6

Sedoheptulose-7-Phosphat

(al 3-Phosphoglycerat wurde durch die Aktivitdien der Phosphoglycerat-Mutase bzw.
Enolase teilweise zu Z-Phosphoglycerat und Phosphoenolpyruvat umgesetzt. Daher
wurde die Summe dieser drei Signale zur Berechnung der relativen Aktivitét der

Phosphatase mit 3-Phosphogiycsrat eingesetzt.

Nachdem die Phosphatabspaitung aus Dihydroxyacetonphosphat nachgewiesen war,
wurde untersucht, ob diese mii einer Subsiratketten-Phosphoryiierung gekoppeit wird.
Um dies nachzuweisen, wurde cen Ansdtzen aulRer Dihydroxyacetonphosphat auch ADP
zugesetzi. Nach Zugabe von Rehexiraiks wurden 3?P-NMR—Spektren aufgenommen, in
denen jedoch kein ATP und damit auch keine Kopplung mit einer Substratkeiten-
Phosphorylierung nachgewlesen werden konnte.

Damit war gezeigt worden, dafi die Nebenprodukte Dihydroxyaceton und Glycerin aus
Glycerinaidehyd-3-Phosphat Ober die Reaktionen einer. Ehospha_tasg und einer _Gly_c_e_r_in—

Dehvydrogenase gebildet werden.
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4. DISKUSSION

In der vorlisgenden Arbeit wurde der Einflul von Ethanol auf den Glucose-Stoffwechsel
sowie die Nebenproduktbildung in Z. mobifis mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
untersucht.

Ein Ziel disser Arbeit war 25, die Konzentrationen intrazelluldrer Metabolite /n vive zu
messen. Dazu mullte zundchst eine geeignete Methodik entwickelt werden. Zwei NMR-
Messprinzipien wurden beschrieben, diz es erlauben, trotz der geringen Empfindlichkeit
der NMR-Spekiroskopie in-vivo-Spekiren mit akzeptablem Signal-zu-Rauschen-Verhélinis
zu erhalien. Einerseits wurden konzenirierte Zellsuspensionen eingesetzt und so z. B.
der Energiestoffwechsel von £scherichia coli untersucht {Ugurhil et al., 1978). Allerdings
ist eine ausreichende Nahrstofiverscrgung in konzentrierten Suspensionen nicht (ber
langere Zeit mdglich, da sich die Substrat- und Produktkonzentrationen schnell &ndern.
Eine zweite Methode ermdglicht dagegen die Messung von Suspensionen niedriger
Zelldichte. In einem speziell entwickelten NNViR-Bioreaktor werden die Zelien zwischen
Bioreaktor- und Messvolumen rasch susgetauscht und so eine deutliche Verbesserung
der Messempfindlichkeit srzielt {de Graaf et al., 1292). Die Experimente der
vorliegenden Arbseit wurden mit Suspesnsionen hoher Zelldichte durchgefiirt, da die
Entwicklung eings NMR-Bicreakiors auf der Basis des zweiten Messprinzips noch nicht

abgeschlossen war.

Fur die Versuche mit dichien Zellsuspensionen mufiten die Bedingungen genau definiert
werden, unter «denen reproduzierbare NMR-Messergebnisse nach einem Glucosepuis
erzielt werden konnten. Es wurde gszeigt, da® mit Zeilen aus der exponentiglien
Wachstumsphase bis zu maximal 3,5 Stunden nach der Zellernte reproduzierbars
Ergebnisse erhalten wurden. Dissselbe Erfahrung machten Ugurbil et al. {(1878): sie
konnten £ coli-Zellsuspensionen hdchstens 2 h bis zur NMR-Messung autbewahren.
Danach bildeten die £. cofi-Zellen nach 'Substratzugabe immer weniger ATP und die
Messungen selbst wurden durch zunehmende Linienbreiten (Gber 50 Hz) beeintréchtigt.
Die Linienbreite des externen Phosphates der /n-vivo-Spekiren in dieser Arbeit betrug 7
bis 20 Hz (nach Fourier-Transformation ohne Filterfunktion) nach Optimierung der
Probenvorbersitung und Messbedingungen. Linienbreiten extrazeliuldrer Signale in
in-vivp-Spektren bis zu 125 Hz wurden berichtet {(Herrero et al., 1985}. Dennoch reichte
die in dieser Arbeit erzielte relativ guie Aufldsung nicht aus, einzelne Metabolite zu
Ein

hnnonsn A

i ifie . $iA 9 7 b o3 i H H
identifiziersn. Eins bessere Auflésung von 1.7 bis 2.5 Hz wurde jedoch in Spekiren von

Perchlorsgure-Extrakien erzielt, in denen Zuckerphosphate und Nukleotide identifiziert

und ihre intrazelluldren Konzentraticnen bestimmi werden konnten.
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AulRer dem Einflud dar Probenvorbereitung auf den physiologischen Zustand der Zellen
muldte auch berlicksichtigt werden, dafd elektromagnetische Felder
Stoffwechselvorgdnge deeinflussen kénnen {(Grundier et al., 1992). Die DurchfGhrung
von Percnlorsdure-Extraktionen fir in-vitro-NVIR-Messungen bot die Madglichkeit, die
Sidrung des Stoffwechsels unter /n-vivo-Mssshedingungen zu untsrsuchen. Die
Versuchsbedingungen his zur Herstellung der Perchlorsdure-Extrakie entsprachen genau
denjenigen der /n-vivo-Versuche, allerdings wurde die Glucosezugabe zur Zellsuspension
aulerhalb des EinfluRbereichs des NMR-Magneten durchgeflhrt. Da die Ergebnisse der
in-vivo-Messungen und der Extrakimessungen (bereinstimmien, kann man davon
ausgehen, daR? im Rahmen dieser Arbeit das Magneifeld den Stoffwechsel von

Z..mobilis nicht beaeinfluidte.

Z. mobifis metabolisiert Glucose (ber den Entner-Doudoroff-Weg (Gibbs und DeMoss,
1954). In den 3?P—NMF€—Spektren von Perchlorsdure-Extrakten nach Glucosepuls wurden
vier phosphoryiierte intermediate dieses Stoffwechseiwegs bestimmt. Glucose-6-
Phosphat, ©6-Phosphogluconsat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat und 3-Phosphogiycerat
wurden mit intrazeliuldren Konzentrationen bis zu 4.1 mM nachgewiesen. Auch von
Algar und Scopes (1885} wurden in Z. mobilis-Zellsuspensionen mittels enzymatischer
Bestimmung &hnliche Werte {0.15-3.8 wmM) gefunden. Unter vergieichbaren
Bedingungen wurden in £ coff u.a. 13 mM Fructosebisphosphat (Ugurbil et al., 1978}
und in S. cerevisiae 10 mM Fructosehisphosphat {Shanks und Bailey, 1988) durch NMR-
Spektroskopie gemessen.. Als Ursache dieser relativ hohen Konzentrationen wurde eine
Kontrolle des Giucosemetabhalismus auf der Ebene der Triosephosphate angenommen.
Diese Annanme konnten den Holiander et al. (1986) durch einen Austausch der
13Cc-Markierung  {(Scrambling)  zwischen  dem Ci- und C6-Atom  des
Fructosebisphosphats bei geringerem Kohlenstoff-Flul3 unter aeroben Bedingungen

nachweisen.

Eine allosterische Regulation der Enzyme des Glucosemetabolismus in Z. mobifis konnte
dagegen durch /r-vitro-Studien nichi. nachgewigsen werden (Algar und Scopes, 1885).
Aus einer Gegenlibersteilung der gsmessenen Enzymaktivitéten mit der maximalen
Glucose-Aufnahmerate von 900 umoi-g”'i-min‘1 schlossen Algar und Scopes (1885},
dall “die Aktivitdten dar Enzyme Glucokinase, Giucose-6-Phosphat-Dehydrogenase,
Enolase und Alkochol-Dehvydrogenass limitierend flr den Kohlenstoff-Flull  werden
konnten. Damit wird versténdlich, dalk nach einem Glucesepuls Glucose-6-Phosphat und
3_—Phosphoglycerat Konzentrationen {ber 1 mM . erreichten: Glucose-8-Phosphat 'wegen
~dererwéhnten relativ riedrigen Aktivitdt der Glucose-8-Phosphat-Dehydrogenase und
... 3-Phosphogivcerat aufgrund der Lage des Gleichgewichis zwischen 3-Phosphoglycerat
' und -2-Phosphoglycerat sowie aufgrund der niedrigen Enolase-Aktivitét. Die Aktivitdt der
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Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase ist nach den Uberlegungen von Algar und
Scopes nicht limitierend, sodall sich die ebenfalls relativ hohe Konzentration wvon
Giycerinaldehyd-3-Phosphat nach einem Glucosepuls nicht mit Hilfe der in wvitro

gemessenen Enzymakitivitdten erkiaren 183t

Z. mobifis konnte nach einar kurzen Phase der Glucoseverarmung zwischen Zellernte
und Start der NMR-Messungen die dann angebotene Glucose rasch phosohorylieren und
Gber den Entner-Deoudoroff-Weg umsetzen. Dies ist insofern bemerkenswert, als weder
in vive noch in vitro mit 3TP-NMR—S;pektroskopie bei einer Nachweisgrenze von 0,1 mM
Nukleosidtriphosphate in den Zellen vor der Glucosezugabe nachgewiesen werden
konnten, die nach einem Glucosepuls fir die Phosphorylierung des Substrats hétten
eingesetzt werden kénnen. In ihren Studien zur Energetiik von Z. mobifis hatte Ruhrmann
{1883) mit biochemischen Methoden ebenfalls kein ATP in glucoseverarmien Zellen
testsiellen kénnen. Die Bestimmung intrazellularer Konzentrationen aus 3'IF’—Spektreﬂ
von Extrakten ergab f0r Zellen, die Glucose metabolisierten, 4 miM ATP und 2 mM UTP.
Diese Werte entsprechen den Ergebnissen aus vergleichbaren Ansdtzen mit
biochemischen Analysemethoden {Ruhrmann, 1992; Lazdunski und Belaich, 1272). Im
Gegensatz zu dem in dieser Arbeit festgesteliten unverzliglich ablaufenden
Glucoseumsatz mit Energiekonservierung flhrte in einem zelifreien System mit
Z. mobilis-Extrakt die Substratphosphorylierung zu ATP-Mangel und verzégertem Umsatz
wahrend der ersten Minuten nach Glucosezugabe (Algar und Scopes, 1885).
Moglicherweise kann Z. mebilis zundchst ATP mit Hilfe der Adenylatkinase aus ADP
bilden und damit Glucose phosphorylieren. Die spezifische Aktivitét der Adenylatkinase
wurde von Algar und Scopes (1985) mit 500 pmol-g tmin"l in Z mobilis
nachgewiesen. Allerdings miil3te diese Reaktion reguliert werden, um sin Leerlaufen des
ADP-Pocls wahrend einer Hungerphase zu verhindern. In den /n-vitro 31P-Messungen
war aufgefailen, dall ADP mit einer relativ konstanten intrazellulidren Konzentration von
T mM gemessen wurde. Diese verdnderte sich auch nicht nach einem Glucosepuls,
wéhrend die Konzentrationen von ATP und UTP anstiegen. Eine konstanie ADP-
Konzentration kdnnie fir einem hchen Glucoseumsatz notwendig sein, da ADP als
Cosubstrat der Phosphogiycerat-Kinase und der Pyruvaikinase zur Verfligung stehen
muid. Der ky-Wert der Pyruvatkinase fir ADP wurde mit 0.17 mM bestimmt (Pawiuk et
al., "1886), sodal eine maximale Umsatzrate bei 1 mM ADP gewdhrleistet bleibt.
Z. mobilis hat mehrere Mdglichkeiten, um ADP aus ATP zu regenerieren: '

Erstens ‘wird ATP in Reaktionen der Biosynthese verbraucht. Zweitens konnie die
energiereiche Phosphatgruppe von ATP auf UDP durch ".eine MNukleosid-Diphosphat-
‘Kinase ' Gbertragen 'werden. Daflir spricht, dal'S"'in den Extraktspektren nach einem
‘Glucosepuls eine Abnahme der: UDP-Konzentration von 1,6 mM unter 0,1 mM und
| andererssits 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, 1988). Eine
Bestitigung dieser Annahme war durch die NMR-Messungen nicht mdglich, da der AMP-
Pool aufgrund der Signaliiberlagerung in der Monophosphat-Region der Spektren nicht
verfolgt werden konnte. SchlieBlich kann ATP durch eine ATPase umgeseizt werden. In
Z. mobilis wurde eine membrangebundene ATPase des FoFqi-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, 1881).

Die Aktivitat der ATPase in energetisierten Zellen wurde in den /ir-vivo-Messungen auch
durch den Aufbau des pH-Gradienten von bis zu 0.8 oH-Einheiten deutlich. Der
intrazeliuldare pH-Wert betrug zwischen 5.8 und 6.4 in Zelien, die Glucose
metabolisierten. Dies entspricht Messungen der Protonenmotorischen Kraft in Z. mobilis,
bei denen eine pH-Homdostase mit einem internen pH-Wert von pH 8.0 bis 6.4

festgestellt wurde (Ruhrmann, 1882).

31P—NMR-Spektroskopie sowoh! /n wivo als auch von Extrakien zeigte, dal Ethano! den
Glucosemetabelismus in 2. mosilks beeinfluldt., Der Aufbau des pH-Gradienten war
ebenso betroffen wie die Bildung von Zuckerphosphaten und der Energiestatus der
Zelien. Auch bei Saccharomyces cevevisiae war durch NMR-Messungen eine langsamere
Bildung von Zuckerphosphaten und ein verringerter Anstieg des internen pH-Werts bel
Glucoseurnsatz unter Ethanoleinfiul? festgesiellt worden {Loureiro-Dias und Santos,
1880). In Gegenwart von Ethano! war die Glucoseumsaizrate von Zellsuspensionen
verringert. Sie betrug in den Zellsuspensionen ohne Ethanol ca. © g-(g-h)-1. Dieser Wert
wurde auf der Basis der eingesetzien Trockenmasse, der eingesetzten und vollsténdig
verbrauchten Glucose und der nach Giucosezugabe Uber 4 min erhdhten und relativ
konstanten Signalintensitdten der Mukleosidtriphosphate bsstimmt. Dagegen wurden in
Gegenwart von 10% Ethanol bis zu 20 min nach einem Glucosepuls
Nukleosidtriphosphate nachgewiesen, d.h. das angebotene Substrat wurde unter
Ethanoleinflul langsamer umgesetzi. Fir Z. mobilis wurde anhand der Glucoseabnahme
in Zellsuspensionen einz 60%ige Hemmung des Glucoseumsaizes in Gegenwart von
10% Ethanol gezeigt (Osman und Ingram, 1285). Die Autoren nahmen an, daf3 Ethanol
die ‘Funktion der Membran als Permeabilitdisbarriere einschrankt, da sie eine Abnahme
der Mg2t-ionen und des Nukieotidpools der Zellen messen konnten. Auch in
kontinuierlichen Kulturen wurde gezeigt, dald bei Ethanol-Konzentrationen Uber 60 g/l der
Glucoseumsatz - absinkt (Lee et &, 1880). Durch die in der vorliegenden Arbeit
“eingesetzten . Ethancl-Komzentrationen bis 10% wurde - ger  Glucoseumsalz micht
volistéandig gehemmt. Fine volistdndige Hemmung -~wurde erst bei Ethanol-
Konzentrationen {ber 150 g/l (Hermans, 1992) bzw. 200 g/l {(Osman und 'Ingram, 1285)
‘nachgewiesen. Damit weist der Katabolismus von Z. mobilis eine mit ethanoltoleranten

:Hefe__st_'a';mmen vergieichbare Ethanoltoleranz auf {ingram und Buttke, 1884).
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Ein Einflul der Inkubationszeit mit Ethanol konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt
werden. Allerdings beschrénkten sich die untersuchten Zeitintervalle auf 20 bis 60 min.
Langere Inkubationszeiten konnten nicht Gberpriift werden, da schon ohne Ethanol die
Glucoseumsatzrate in konzentrierten Zelisuspensionen nach idngerer Glucoseverarmung
abnahm. Eine Abnahme der Ethanolbildungsrate in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit
mit Ethanol wurde z.B. bei der Hefe Kluvveromyces fragilis festgestellt: Bei 100 g/l
Ethanol nahm dis Ethanofbildungsrate in 20 Stunden um die Hélfte ab (Chen et al.,
1990).

Die in den /n-vivo-Spektren gemessene geringere Glucoseumsatzrate sowie der
verringerte pH-Gradient miissen von einer mdglichen Hemmung des Wachstums
abgagrenzt werden. Es wurde gezeigt, dal3 bei Konzentrationen (ber 70 g/l Ethanol das
Wachstum von Z. mobilis volisténdig gehemmt wird (Stevnsborg und Lawford, 1986).
Die Ursache hierflir war die Einsteliung von Zellteilung, DNA- und Fetisduresynthese
sofert nach Ethanclzugabe und nicht Inhibierung durch Energiemangel (Hermans, 1892).
Die im Vergleich zum Katabolismus hthere Ethanolsensitivitdt des Anabolismus von
Z. mobilis wurde durch Enzymmessungen besiftigt: In Gegenwart von 10% Ethanol
nahm die PEP-Carboxyiase-Aktivitdt auf 58% des Werts der ethancifreien Kontrolle ab,
wéahrend die Aktivitdt der Pyruvat-Decarboxylase unverdndert blieb (Bringer-Meyer und
Sahm, 1883}). Anhand der Daten dieser Arbeit kénnen jedoch nur Aussagen zur
Hemmung des Katabolismus getroffen werden, da die NMR-Messungen der
konzenirierien Zellsuspensionen lediglich einen Vergleich des Stoffwechsels bis zu 20
min nach Glucosepuls ermdglichten.

Die in den /n-vivo-Spekiren gemessene geringere Glucoseumsatzrate in Gegenwart von
Ethanol kénnte durch eine Hemmung sowohl der Giucoseaufnahme als auch der
katabolen Reaktionen verursachi werden. Die Daten dieser Arbeit geben keinen Hinweis
auf eine Hemmung der Glucoseaufnahme durch Ethanol. Glucose wird in Z. mobilis nach
dem Prinzip der =zrleichterten Diffusion Uber einen Carrier mit hoher Aktivitat
aufgenommen (Diliarco und Romanc, 1985). "Messungen der intrazeliuidren
Glucosekonzentration in  kontinuierlicher Kuitur =~ bzw. in Zellsuspensionen nach
Ethanolzugabe bis .zu 90 g/l zeigten, daR die Ethanolbildungsrate, aber nicht der
Glucosetransport in Abhéngigkeit von der Ethanoi-Konzentration absinkt (Hermans,
1882). Bei zunehmsnden Ethanoi-Konzentrationen st der- Giucosetransport also. nicht
limitierend fOr die Ethanolbildung. ' R '

- Die Aktivitat der Giucokinase liegt im Bereich der maximalen Glucoseaufnahmerate von
-Z. mobilis (Algar und Scopes, 1885). Eine - Limitierung des Glucoseumsatzes durch
‘Ethanol-Irhibierung der Glucokinase konnte jedoch durch Messungen der spezifischen
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Aktivitdt im Rohextrakt in Gegenwart von Ethanol ausgeschlossen werden (Millar et al.,
1982; Park et al., 1988; Bringar-Meyer und Sahm, 1888). Nach den Ergebnissen dieser
Arbeit lag Glucose-6-Phosphat nach einem Glucosepuls auch in Gegenwart von 10%
Ethanol in intrazellularen Konzentrationen weit Gber dem kp-Wert von 0.17 mM der
Glucose-8-Phosphat-Dehydrogenase var {Scopes et al., 1985). Dagegen wére bei siner
Limitierung des Glucoseumsatzes auf der Ebene des Glucosetransporters oder der
Glucokinase zu erwarten, dall’ die Kenzentration von Glucose-8-Phosphat auf
Konzentrationen um den ky,-Wert der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase absinkt. Die
Aktivitdt der Glucose-€-Phosphat-Dehydrogenase wird durch Ethanol nicht inhibiert (Park
et al., 1988).

Ethanolkonzentrationen von bis zu 10% hatten keinen EinfluR auf die intrazelluldre
Konzentration von 6-Phosphosgluconat. Diese lag zwischen 0.5 und ©.8 miM nach
Glucosepuls und damit weit (ker dem k-Wert der Dehydratase von 0.04 mM {Scopes
und Griffiths-Smith, 1984).

Die intrazeilulare Konzentration von KDPG konnte wegen der Signalliberlagerungen in
den Extraktspekiren nicht bestimmt werden. Eine Akkumulation in Gegenwart von
Ethanol erscheint aufgrund der konstanten Signalmuster im Bereich der Peakposition des
KDPG unwahrscheinlich. Fir die KDPG-Aldolase wurde wie auch TUr die
6-Phosphogluconat-Dehydratass eine spezifische Aktivitdt gemessen, die weit {ber der
fir die maximale Glucoseumsatzrate in 2. mobilis erforderlichen Aktivitat iiegt (Algar und
Scopes, 1985). Eine Limitierung: des: Glucoseumsatzes durch Ethanol auf der Ebene der
Lactonase, 6-Phosphogluconat-Dehydratase und KDPG-Aldolase konnte somit nicht
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung damit fanden Miillar et al. {1982) bei einem
Vergieich der Ethanolstabilitdt der Enzyme ven Z. mobifis und S. cerevisiae, dald die fir
den Entner-Doudorofi-Weg sperzifischen Enzyme im Bereich zwischen 0-15% Ethano!

nur geringfigig gehemmit wurden.

in Gegenwart von 10% Ethanol waren die intrazellularen Konzentrationsn von
Glycerinaldehvyd-3-Phosphat srhith:, Sedoheptulose-7-Phosphat und 3-Phosphoglycerat
akkumulierien. Die stefige Akkumulation von 3-Phosphoglycerat wies auf eine
Limitierung der glykolytischen Reaktionen hin. Es konnte gezeigt werden, dald die
Aktivitéten der Phosphogiycera=-Mutase und Enolase in Gegenwart von 10% Ethanol um
30 bzw. 40% verringert waren. In einer Studie der Enzymaktivitdten in Z. mobifis wurde
darauf hingewiesen, daR die im Verhiltnis zur maximalen Glucosumsatzrate niedrige
~Aktivitat der Enclase zur Limitierung des Kohlenstoff-Flusses fithren kénnt
Scopes, 1985). DBie Ethanolinhibierung der Enolase und der Phosphogiycerat-Mutase
-fiihxte damit zur 3-Phosphoglycerat-Akkumulation und =zu einer geringeren

Glucoseumsatzrate, die sich in -erhdhten Konzentrationen von_..:Giycerinaldehyd.—3—

o
g

‘ = _:Ph_os_,pha_t und Glucose-8-Phosphat zeigte.
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Auch fiir die Pyruvat-Kinase wurde gezeigt, dad thre Aktivitét in Gegenwart von 10%
Ethanol um 14% abnimmt (BringeriMeyer und Sahm, 1888). Dennoch konnte eine
Akkumulation von Phosphoenolpyruvat in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Der Grund
durfte darin zu sehen sein, dal die zu Phosphoenolpyruvat fihrenden Reaktionen der
Phosphogiycerat-Mutase und Enolase starker gshemmt wurden als die Pyruvat-Kinase.
Dagegen konnie durch STP-NMR-Sg)ektroskopie von Streptfococcus lactis-Extirakien
nachgewiesen werden, dal durch die Inhibierung der Pyruvat-Kinase mit dem negativen
Effektor Phosphat sine Akkumulation von Phosphoencipyruvat, 2-Phosphoglycerat und
3-Phosphoglycerat induziert wurde {Thompson und Torchia, 1984). Mdglicherweise
wurde in Z. mobilis die intrazelldare Phosphoenolpyruvat-Konzentration in Gegenwart
von Ethanol geringilgig erhitht. Der ky-Wert der Pyruvat-Kinase wurde mit 0.08 mm
bestimmt (Pawluk et al., 1986), sodall in fermentierenden Z. mobilis-Zellen die
Phosphoenolpyruvat-Kenzentration auch nach einer Erhéhung durch Ethanol-Inhibierung
der Pyruvat-Kinase -unter der Nachweisgrenze von Extrakispekiren liegen Kkann.
Phosphoenolpyruvat reduziert als negativer allosterischer Effekior der Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (Anderson und Dawes, 1985} deren Aktivitdt in einer
Konzentration von 1T mM auf 8% der vollen Aktivitdt. In einer entsprechenden
Konzentration liegt Phosphoenolpyruvat auch in Gegenwart von 10% Ethanol nicht vor,
aber eine geringfligig erhthte Kenzeniration wiirde die Aktivitdt der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase hemmen kénnen. Dies kénnte ein zweiter Grund - aulBer der generell
niedrigeren Giucoseumsatzrate - dafiir sein, dai} die Glucose-6-Phosphat-Konzentration

in Gegenwart von 10% Etnhanol langsamer absinkt als in den ethanolfreien Kontrolien.

Die Akkumuiation von Sedoheptulose-7-Phesphat kann mit der Inhibierung giykolytischer
Enzyme nicht erklért werden. Sedoheptulose-7-Phosphat kann in Z. mobilis ausgehend
von B8-Phosphogluconat durch die Reaktionen der 6-Phosphogiuconat-Dehvdrogenase,
Phosphoribose-isomerase, Phosphoribpse-Epimerase und Transketolase gebildet werden
{Feldmann et al., 1982). Als zweites Produkt entsteht Glycerinaldehyd-3-Phosphat, das
auf Ublichem Weg metabolisiert werden kann. Demnach konkurrieren  um
6-Phesphogiuconat die beiden Enzyme 6-Phosphogluconat-Dehydratase des Entner-
Doudoroff-Wegs und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Die Dehydratase wird durch
3-Phaosphoglycerat inhibiert (Scopes und Griffiths-Smith, 1984). Daher kdnnte eine
ethanolinduzierte  Akkumulation - ¢es 3-Phosphoglycerat zur Hemmung  der
§-Phosphogluconat-Dehvdratase einerseits und einer vermeiwten Sedoheptulose-7-
Phosphat-Bildung ausgenend von der G-Fhﬁsph_r:;’gi_uqa_na_t:Dehydrogenase-1a_n_ﬁ'_e__fers_ei_ts

fdhren. -

Eine =~ durch Ethanol verursachte Verminderung der Glucoseumsatzrate “in

Zellsuspensionen fUhrie auch zu einer geringeren Substratstufenphosphorylierung: die
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ATP- und UTP-Konzentrationen erreichten nur 50% der Werte in Ansétzen ohne
Ethanolzusatz. Darlberhinaus wurde (Ober die ATPase ein ebenfalls um ca. 50%
reduzierter pH-Gradient aufgebaui. Die Glucoseumsatzrate nahm auch im Laufe von
Z. mobifis-Batchiermentationen ab (Osman et al., 1987). Die Autoren steliten mittels
STP-NMHSpektren von Exirakten aus Zellen der frihen und spdten exponenticiien
Wachstumsphase einen Anstieg der intrazelluifren Zuckerphosphate fest, ohne jedoch
einzelne Substanzen zu identifizieren. Eine ethanolinduzierte Schadigung der Membran
wurde als Ursache fir eine Abnahma: des ApH angenommen. Diese ApH-Abnahme sowie
verringerte  Aktivitdten der  Pyruvat-Kinase und  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase sollten flr die verringerte Fermentationsaktivitdt veraniwortlich sein.
Zwei Beobachtungen belegen, daR nicht nur die steigende Ethanol-Konzentration (bis
6.2%) zur Erkldrung herangezogen werden kann:

1. Durch elektrophoretische Analysern wurde gezeigt, daR die Pyruvat-Kinase in
Z. mobilis-Zellen der stationgren Phase nicht mehr nachweisbar ist, da sie durch
Proteolyse abgebaut wurde {An et ai., 1991).

2. Die Akitivitdt der ATPase ist vom pH-Wert abhangig und geht unterhalb pH b5 stark
zurick (Hermans, 1992). Daher kann die von Osman et al. {1887) beobachtete
Abnahme des pH-Gradienten auch auf die Abnahme des externen pH-Werts wéhrend

der nicht pH-kontrollierten Batchfermentation zurlickzufithren sein.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit nahm der ATP-Gehalt in zweistufigen
kontinuierlichen Fermentationen mit bis zu 100 g/l Ethanol nicht ab (Hermans, 1882).
Allerdings verringerte sich unter diesen Bedingungen die Aktivitdt der ATPase um 70%,
was die ebenfalls gefundene Abnahme des pH-Gradienten auf 0.7 pH-Einheiten erkidrte.

Ethanol nimmt somit (ber die Hammung enzymatischer Aktivitdten Einflulz auf die
Glucoseumsaizrate (FPhosphoglycerat-Mutase, Enolase: diese Arbeit), auf den pH-
Gradienten GUber die ATPase (Hermans, 1932) und auf den Anabolismus Gber die PEP-

Car.t_:o_xyla_se_-(Bringer-Meyer und Sahm, 1988).

Von Viikari (1988) wurde gezeigt, dal die Nebenprodukthbildung die Ethanolproduktivitat

in Z. mobilis verringert, In Batchfermentationen mit Glucese wurde eine Ethanclausbsute
'von -85 % der Theorie, mit Fructose dagegen nur von 80% der Theorie ermittelt (Viikari,
.1988).... Diese verringsarte Ethanolausbeuts wurde auf .. eine . .vermehrte

Nebenprodukibildung mit dem Substrat Fructose z_u_ri]g:kgefi]hjrt_.

73




Ein Vergleich von Batchfermentationen mit Glucose bzw. Fructose in dieser Arbeit
zeigte, dald von Z. mobilis ZMi6 Lactat, Acetoin, Acetat, Glycerin und Dihydroxyaceton
als Nebenprodukie gebildet wurden. Nur die Konzentrationen von Glycerin und
Dihydroxyaceton waren nach  Fructosewachstum erhdéht im  Vergleich zu
Glucosewachsium. Als weitere Nebenprodukie in Fructose-Batchiermentationen wurden
von Viikari und Korhola (1$886) Mannit und Sorbit erwahnt, wobsi dort die Mannitbildung
als Ausidser der Nebenproduktbildung diskutiert wurde. Bei hohen Fructose-
Konzentrationen wirde durch eine Mannit-Dehydrogenase ein Mangel an
Redukiions&quivalenten verursachi. Dieser wirde zu einer Verschiebung der
Produktbiidung in Richtung Dihydroxyaceton und Glycerin fihren. Allerdings wére fir die
Glycerinbildung ein NADH-UberschuR  erforderlich, der erst in der spéten
Wachstumsphase zum Auftreten von Glycerin im Kuiturmedium flhren wirde. Dies
konnte in den Fermentationen dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Glycerin wurde
unaphangig von der Wachstumsphase in einem relaiiv konstanten Verhé&itnis zu Ethanol
gebildet. Fir die Mannit-Dehydrogenase wurde ein kp-Wert von 180 miM gemessen,
sodall eine Mannitbildung erst bei hohen intrazelluldren Konzentrationen von Fructose
erwartet werden kann ({(Viikert und Korhola, 19886). Bei einer extrazeliuldren
Fructosekonzentration von 80 g/l wurden intrazelluldar 200 mM Fructose gemessen
{Struch, 1982}, Dennoch wurde bei einer Steigerung der Fructose-Anfangskonzentration
bis 150 g/l keine Bildung von Mannit beobachtet, das somit nicht generell die
Nebenproduktbildung in Z. mobilis ausitsen kann. Allerdings wurde bei hdheren
Fructose-Anfangskonzentrationen mehr Glycerin und Dihydroxyaceton gefunden.

Neben der Ethanolausbeute ist auch die Biomasseausbeute bai Wachstum mit Fructose
verringerf. Vilkari und Korhola (1288) fihriten dies einerseits auf einen von ihnen
gezeigten toxischen Effekt des Dihvdroxyaceton zuriick und andererseits auf ATP-
Mangel. Sie berechneten einen ATP-Veriust von 26% bezogen auf den aus dem
eingesetzien Substrat mdglichen Energiegewinn. Es erscheint in Anbetracht des vom
Wachstum entkoppelten Katabolismus (Lazdunski und Belaich, 1877} fraglich, inwieweit
diese verringerte ATP-Ausbeute tatsdchlich eine Verringerung der Biomasse-Synthese

verursacht.

Die Sterilisation der Fructose besinflusste wie auch die Fructose-Anfangskonzentration
die ‘Bildung wvon %Gcherin und Dihydroxyaceton. Die Konzenirationen des
“Dihydroxyaceton waren arastisch verringert, wenn in Batchiermeniationen die Fruciose
.nicht autoklaviert sondern sterilfiliriert worden war. ‘Eine abiotische Dihydroxyaceton-
‘Bildung aus autoklavierter Fructose konnte zwar ausgeschlossen werden, aber eine

Erklarung dieses Phénomens steht noch aus. Auch bei anderen Mikrocrganismen hatte

- die. Methode der Sterilisation des Substrats FinfluR auf das Wachstum. So wurde ein auf
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hitzesterilisierter Glucose verbessertes Wachstum u.a. fir Lactobacillus-Stamme und

Propiontbakterien barichtet (El Ghezzawi und Schmidt, 1867).

In  kontinuierlicher  Kultur  hetrugen die  steady-staie-Konzentrationen  von
Dihvdroxyaceion unier 1 miM und die Glycerinbildung war um ca. B0% gegeniiber
Batchfermentationen verringert. Wie beim Vergleich der Ethanolausbeute und der
Nebenproduktbildung bei Batchfermentationen mit Fructose bzw. Glucose wird auch hier
ein Zusammenhang zwischen Nsbenproduktbildung und Ethanolausbeute deutlich: bei
geringerer  Nebenproduktbildung sisigt die Ethanolausbeute. So  wurde in
Untersuchungen der Kinstik der kontinuierlichen Kultur von Z. mobifis mit 100 g/l
Fructose eine Ethanociausbsute von86% der Theorie ermittelt {Toran-Diaz et al., 1984;
Jain et al., 1988), die damit dem Wert von kontinuierlichen Glucosefermentationen

vergleichbar ist (Rogers et al., 1882k

Eine spezifische Steigerung der Glycerinprodukiion durch Zusatz von NaHSOs3 in
Anlehnung an die Glycerinprodulstion mit Hefen (2. Neuberg “sche Vergérungsform) war
nicht erfolgreich: Zusatz von NaHS03z hemmte das Wachstum von Z. mobilis
(Strohdeicher und Bringer-Mever, pers. Mitteilung).

Lactat, Acetoin und Acetiat wurden als Nebenprodukie auch in Glucosefermentationen
gebildet, Bis zu 22 mM lLactat wurde in kontinuierlichen Fermentationen mit 200 g/i
Glucose gefunden (Hermans, 1€52): In einem Vergleich mit Saccharomyces bayanus
wurde lLactat als typisches Mebenprodukt der Ethanoiproduktion mit Z. mobilis
charakterisiert, wakhrend von der Hefe hauptsachiich Glycerin und Succinat gebildet
wurden {Amin et al., 1983). Von beiden Organismen wurde Acetoin gebildet. Schon
1834 war von Schreder et al. gezeigt worden, dal? bei der Fermentation von Glucose
durch Z. mobilis durch 3eliftung die Aceiocin- und die Acetaldehydbildung zunehmen.
Die Synthese von Acetoin erfoigr in Z. mobilis und 8. carisbergensis durch die Pyruvat-
Decarboxyiase, wobei eing C-C-Bindung zwischen Acetaldehyd und enzymgebundenem
Hydroxyethyl-Thiaminpyrophiosphat geknlipft wird {Bringer-Meyer und Sahm, 1888b}. Im
Zusammenhang mit der fir eing Decarboxylase ungewdhnlichen Katalyse einer C-C-
Verkniipfung wurde die Homologie der Pyruvai-Decarboxylase mit der Acetolactat-

Synthase der Valin-/Isoleucin-Biosynthese diskutieri {(Bornemann et al., 1893}.

InF Fermentationan mit hchen Fructo Konznn‘trﬂtmmn konnte m der vorllegﬂn len Arbeit
keine Sorbitproduktion festgesteﬂt werden. Im Gegensatz dazu bildete Z. mobilis VTT E-
‘78082 mit Fructose als einziger C-Quelle nur 0.3 g/ Sorbit, aber bIS zu 17 g/l Sorb;t bei
: Wachstum mit ‘je 7.5% Glucose und Fructose " (Viikari, 1984). Sorbit wird ‘durch
-~ Reduktion von Fructose bei gleichzsitiger Oxidation von Glucose zu Gluconat von einer
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Glucose-Fructose Oxidorsduktase gebildet (Zachariou und Scopes, 1988). Die Glucose-
Fructose Oxidoreduktase wurde als periplasmatisches Enzym mit fest gebundenem
NADP charakterisiert {Loos et al., 1981).

Zu Beginn dieser Arbeit wurden in der Literatur zwei mogliche Wege fir die Bildung von
Glycerin und Dihydroxyaceton diskutiert {Abb. 18). Viikari (1288) nahm an, dal
ausgehend von Glycerinaldehyd-3-Phosphat die Reaktionen der Triosephosphat-
Isomerase und einer Phosphatase zu Dihydroxyaceton, sowie einer Glycerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase und Phosphatase zu Glycerin fihren wirden. Demgegentber wurde eine
direkte Bildung von Dihydroxyaceton aus Fructose-6-Phosphat durch eine Nebenreaktion
der KDPG-Aldolase von Sprenger {1993) postuliert.

Fructose

b
Fructose-8-F i e DHA
2 G t

Glucose-6-P A
3 | Glycerin

\/
6-P-Gluconat
4|

\

KDPG
5

%’ 8 g
Pyruvat - GAP B DHAP ——& DHA

_10..% |
' 114

G3P ——— & Glycerin

<}

Abb. 18: Schema der mdglichen Reaktionen, die in Z. mobilis bei Wachstum mit

Fructose zur Bildung von Glycerin und Dihydroxyaceton fihren kénnen.
GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; G3P: Glycerin-3-Phosphat; DHA: Dihydroxyaceton;
_ DHAP: DHA-Phosphat. Enzymaktivitdten: 1, Fructokinase: 2, Glucose-6-Phosphat-
Isomerase; 3, Glucese-8-Phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Lactonase;

. 4, 6-Phosphoglucenat-Dehydratase; 5/6, KDPG-Aldolase/ hypothetische Nebenreaktion;

7, _'G!yce.rin-:Dehydrogenase; '8, Triosephosphat-lsomerase; 9, DHAP-Phosphatase;
10, G3P-Dehydrogenase; 11, Glycerokinase ' -
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Die KDPG-Aldolase katalysiert die Spaltung des in der offenen Form vorliegenden KDPG
zu Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phasphat. Nur 9% des KDPG liegen in der Kettenform
vor, weitere 50% als B-Furanose und 41% als e—Furanose (Midelfort et al., 1977). Eine
Spaltung von Fructose-6-Phosphat durch die Aldolase konnte in dieser Arbeit sowohl
durch Fermentation von {2-13C}-Fruciose 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. FUr die KDPG-Aldolase aus Fseudomonas putida wurden folgende Merkmale
als entscheidend fiir die Substratspezifitdt nachgewiesen: eine 3-Deoxy-Gruppe, eine
4-Hydroxy-Gruppe in erythro-Stallung und eine ©-Phospho-Gruppe {(Wood, 1872).
Fructose-8-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 Glycerinaidehyd-3-Phosphat verwerten, aber
Pyruvat kann nicht durch Dihydroxyaceton ersetzt werden (B. Knappmann, pers.

Mitteilung).

Mittels Enzymmessungen keonnte gezeigt werden, daRl Dihydroxyaceton aus
Glycerinaldehyd-3-Phosphat {her die Triosephosphat-lsomerase und gine
Dihydroxyaceton-Phosphatase gebildet wird, und Giycerin aus Dihydroxyaceton durch
eine Glycerin-Dehydrogenase. Alternativ dazu kénnte Glycerin aus Dihydroxyaceton-
Phosphat Gbser Glycerin-3-Phosphat gebildet werden, Die erfordarlichen Enzymaktivitdten
der Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase und Glycerckinase konnten in der vorliegenden
Arbeit nicht nachgewiesen werden. Gegen diesen Reaktionsweg spricht auch, dal3 das
hypothetische Intermediat Glycerin-3-Phosphat ais kompetitiver Inhibitor (k; = 0.4 mM)
der 6-Phosphogiuconat-Jehydratase nachgewiesen wurde (Scopes und Griffiths-Smith,
1884}. Die Nebenprodu<tbildung wiirde somit zu einer verringerten Glucoseumsaizraie
fihren. Es wurden jedoch vergleichbare Substratverbrauchsraten mit Fructose bzw.

Glucose hestimmt {Rogers et al., 1882).

Obwohl die Reaktionen zum Dihydroxyaceton und Glycerin aufgedeckt wurden, bleibt
der Grund flr die Rebenproduktbildung unkiar. Eine Aktivierung der zu den
Nebenprodukien flhrenden Enzyme durch Fructose oder Fructose-6-Phosphat lield sich
nicht nachweisen. Eing induktion der beteiligten Enzyme wurde nicht gefunden, die
Aktivitdten der Triosephosphat-lsomsarase, Dihydroxyaceton-Phosphatase und Glycerin-
Dehvdrogenase waren in Fructose- und Glucoss-gewachsenen Zelien gisich. Eine von
der kohlenstcff—ﬁuel!e abhéngige Regulation der Expression wurde fir die Fructokinase
(Zembrzuski et al., 1892) und die Phosphoglucose-lsomerase (Hesman et al., 1991)

nachgewiesen: die Enzymaktivitdten waren verdoppeit, wenn die Zelien auf Fructose
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anstatt auf Glucose kultiviert wurden. In beiden Féllen konnte eine hohere
Transkriptionsrate als Ursache der erh&htan Akiivitdt nachgewiesen werden {ebenda).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das gramnegative und anaerobe Bakterium Zymomonas mobilis setzt Glucose und
Fructose schnell und in hoher Ausbeute zu Ethanol um. Bei Ethanol-Konzentrationen
Uber 60 g/i sinkt die Fermentationsaktivitdt ab. Aullerdem werden bei Wachstum mit
Fructose auller Ethanol vermshrt Nebenprodukte gebildet. In dieser Arbeit sollten mit
Hilfe der Kernrescnanz-Spekiroskopie der Einflud von Ethanol auf den Stoffwechse! von
Zymomonas mobilis und die zu den Nebenprodukten fUhrenden Reaktionen aufgekldrt

werden.

Fir die Untersuchungen des Glucose-Stoffwechsels mittels in-vivo-31P-NMR-
Spektroskopie wurden konzentrierte Z. mobilis-Zellsuspensionen eingesetzt, sodald der
Anteil des zellinternen Volumens am Probevolumen 25 bis 30% betrug. Die Anderungen
der intrazelluldren Metabolite und des intrazelluldren pH-Wertes nach Zugabe von
Glucose zu siner Zellsuspensicn konnten mit siner zeitlichen Aufldésung von einer Minute
verfolgt werden. In Gegenwart von 10% Ethanol war die Glucoseumsatzrate der
Zellsuspensionen geringer und die Bildung von Zuckerphosphaten,

Nukleasidtriphosphaten und dem pH-Gradienten verringert.

Mittels 33P—NMF€—SpektroskopEe von Perchiorsdure-Extrakten aus Zellsuspensionen
konnten intrazellulire Metabolitkcnzentrationen nach einem Glucosepuls bestimmt
werden. Dabei wurden folgende  Mestabolite  erfallt:  Glucose-6-Phosphat,
6-Phosphogluconat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat, Sedoheptulose-7-
Phesphat, ATP, UTP, ADP, UDP, NAD({H) und Coenzym A. Die Konzenirationen der
Metabolite des Entner-Doudoraoff-Wegs erreichten nach Zugabe von Glucose zu einer
Zellsuspension ohne Ethanoizusaiz bis zu 4 mM. ATP und UTP wurden mit 4 mivi bzw.
2 miM wahrend des Giucoseumsatzes bestimmi, dagegen blieb ADP konstant bei ca.
T mM. In Gegenwart von 10% Ethanoi alkkumuiierte 3-Phosphogiycerat innerhaib von
15 min nach Glucosezugabe bis zu einer Konzeniration von 3.4 mM, wihrend in
Ansatzen ohne Zusatz von Ethanol zu diesem Zeitpunkt nur noch 0.3 mM
3-Phosphoglycerat gemessen wurden. Enzymmessungen zeigten, dald die Aktivitdten der
Phosphoglycerat-Mutase und Enclase in Gegenwart von 10% Ethanol um 31 bzw. 40%
inhibiert waren. Aullerdem wurden durch die /n-vitro-NMR-Messungen in Ansétzen mit
10% Ethanolzusatz ca. 2 mM Sedoheptulose-7-Phosphat nachgewiesen, nicht jedoch in

Messrethen ohne Ethanolzusaiz.

Die Bildung der Nebenprodukie Glycerin, Dihydroxyaceton, Lactat, Acetat und Acetoin
durch Zymomonas mobifis wurde in Batchfermentationen mit Glucose bzw. Fructose als

-Kohlenstoff- und Energizquelle - verglichen. Mit steigenden Fructose-
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Anfangskonzentrationen in  Batchfermentationen wurde mehr Glycerin  und
Dihydroxvyaceton gebildet.

Die Reaktionen, mit denen Z. mobilis Giycerin und Dihydroxyaceton bildet, wurden
untersucht. Eine Nebenreaktion der KDPG-Aldolase, die durch Spalitung von Fructose-6-
Phosphat zu Dihydroxyaceton fihrt, konnte durch /-witro-Messungen mit gereinigter
Aldolase und aufgrund der Anrsicherungsmuster in Glycerin und Dihydroxyaceton nach
Fermentation von [2-13C]-Fructose ausgeschiossen werden.

In Enzymmessungen wurde erstmals gezeigt, dal in 2. mobilis das Nebenprodukt
Dihydroxyaceton aus  Glycerinaldehyd-3-Phosphat durch die  Reaktionen der
Triosephosphat-lsomerase und einer Dihydroxyaceton-Phosphatase gebiidet wird. Die
spezifische Aktivitdt der Dihydroxyaceton-Phosphatase konnte mittels 31p-NMR-
Spektroskopie mit  0.31 U/mg Protein  bestimmt  werden. Qlycerin  wird aus
Dihydroxyaceton durch eine Giycerin-Dehydrogenase mit eingr spezifischen Aktivitdt von

(.19 U/mg Protein gebildet.
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7. ANHANG

Tab. 23: Chemische Verschiebungen & [ppm] in 13C-NMR-Spektren.
Zusammenstellung der Daten aus Messungen von Kulturlibersténden,

Reinsubstanziésungen und Enzymtests, bei pH-Werten zwischen 5 und 6.

Substanz C1 cz C3 c4 C5h Cceg C7
HCOz™ 18%1.2

Ethanol 58.5 17.9

Acetaldehyd 188.8 30.8

Acetat 182.2 247

Alanin 176.7 51.7 7.3

DHA 65.8 213.0 65.9 (84.7)8

Glyceraidehyd 88.9 74.0 62.0

Glycerin 63.6 73.2 63.6

Lactat 183.2 59.6 21.1

Pyruvat 171.2 206.1 27.5

Acetoin 28.0 216.5 74.1 19.3

MES 55.8 53.5 53.2 46.8

Valin 178.3 B51. 30.2 18.1 17.9

Citrat 179.7 48.8 76.0 46.8 179.7 182.3

Fructose:

a-Pyranose 66.3 89.1 71.3 71.6 62.2 52.2
B-Pyranose B6E.0 991 68.7 70.8 70.3 64.4
a-Furanose 54.0 1058 83.1 771 82.3 62.2
B-Furanose 63.8 102.5 76.5 75.5 81.7 63.5

Sorbit 83.6 72.3 70.8 72.1 74.1 64.0

Glucoss:

o-Pyranose 52.8 72.5 73.8 70.6 72.3 61.7
B-Pyranose 8E.7 75.1 76.5 70.6 76.8 61.7

Mannit 84.3 72.0 70.4 70.4 72.0 64.3

NAD nb 140.8 134.8 148.8 129.7 143.4 166.4
NADH nb 138.4 101.2 22.2 105.4 125.1 173.8

DHA, Dihydroxyaceton; nb, nicht bestimmt
4 vermutlich C2 der Hydratform
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