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Fiir die meisten an gewaschenen Suspensionen von wasserstoffoxydie-
renden Bakterien (Knallgasbakterien) durchgefiihrten Untersuchungen
wurden Zellen herangezogen, welche unter schlecht reproduzierbaren
Bedingungen gewachsen waren und deren Stoffwechselzustand sich
schlecht oder nicht definieren lieB. Die Organismen wurden entweder
mehrere Tage oder Wochen auf Mineralagar kultiviert (KLUYVER u.
MaxTEN 1942; ScHATZ u. BoveLL 1952; ATRINSON 1955; PACKER u.
VIsHNIAC 1955) oder langfristig in stehenden Flissigkeitskulturen heran-
gezogen (KASERER 1906; NIxLEWSKY 1908; LEBEDEFF 1908; RUHLAND
1922, 1924; ScHLEGEL 1953, 1954). Das auf diese Weise gewachsene Zell-
material war uneinheitlich; es lieB sich keiner bestimmten Wachstums-
phase zuordnen. Den kulturtechnischen Schwierigkeiten, die zum Teil
durch die Handhabung des explosiven Wasserstoff-Sauerstoff- Gemisches
bedingt sind, ist es zuzuschreiben, dal Untersuchungen iiber das chemo-
lithotrophe Wachstum von Knallgasbakterien bisher kaum angestellt
worden sind. Das im hiesigen Institut eingefiihrte Submersverfahren zur
Heranzucht dieser Organismen (ScHLEGEL, Karrwasser u. Gort-
SCHALK 1961) ermoglichte eine eingehende Untersuchung des Wachstums-
verlaufs.

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung neu isolierter Knall-
gasbakterien und die Untersuchung ihres chemolithotrophen Wachstums.
AuBerdem sollten die Versuche einen Einblick in die Speicherstoffsynthese
geben. Nachdem Poly-g-Hydroxybuttersidure als Speicherprodukt bei
Azotobacter chroococcum (LEMOIGNE u. GIRARD 1943), Pseudomonas-
Stdmmen (Morts u. RoBERTS 1959 ; DOUDOROFF u. STANIER 1959 ; LEWINE
u. WorocHOW 1960), Bacillus-Arten (LEMorgNE, DELAPARTE u. CROSON
1944), Micrococcus halodenitrificans (SMITHIES, GIBBONS u. BAYLEY 1955)
und Chromobacterium-Arten (ForsyTH, HAYWARD u. RoBErTSs 1958)

* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen-
schaftlichen Fakultit der Universitit Gottingen 1961.
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nachgewiesen worden war, wurde dieses Polymere auch bei Knallgas-
bakterien, die unter chemolithotrophen Bedingungen gehalten worden
waren, aufgefunden (SCHLEGEL, GOTTSCHALK u. BARTHA 1961; BARTHA
1962). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Speicherstoffsynthese unter
organotrophen Bedingungen im Vergleich zur chemolithotrophen
Speicherung betrachtet werden. Dariiber hinaus sollte ein Einblick in den
Verlauf der Speicherung bei gleichzeitiger Verwertung von organischen
Substraten und Kohlendioxyd gewonnen werden. Der bevorzugte Einbau
bestimmter organischer Substrate sollte Beziehungen zwischen der
chemischen Struktur von Substrat und Endprodukt erkennen lassen und
Hinweise auf die potentiellen Stoffwechselwege geben.

Methodik

1. Nihrmedien. Zur Heranzucht der Bakterien unter chemolithotrophen Bedin-
gungen diente eine Nahrlosung von folgender Zusammensetzung: Na,HPO, - 12H,0
10,0 g; KH,PO, 1,5 g; NH,Cl 1,0 g; MgSO, - 7TH,0 0,2 g; dest. Wasser 1000 ml.
Dieser Grundlésung wurden je 10 ml der Losungen: a) 0,5°/, Fe(NH,)-Citrat + 0,19/,
CaCly; b) 5,0%, NaHCO,;, und 2ml einer Hoaglandschen Spurenelementlosung
zugefiigt. Die Losungen wurden getrennt autoklaviert und nach Abkiihlen ver-
einigt; End-pg 7,0—7,2. Zur Anreicherung wurden Erdabkochung und Leitungs-
wasser zugesetzt. Fiir Plattenkulturen wurde die Nihrlésung mit 29/, Difco-Agar
verfestigt.

Zur Kultur unter organotrophen Bedingungen wurde Glucose-Pepton-Medium,
3XD-Medium (nach FrasER u. MaELER 1957) und Bouillon-Agar verwandt. Fiir
Wachstumsteste diente ein Mineralagar, in den jeweils 0,4 ml bzw. 0,15 ml einer
25°/,igen Losung eines organischen Substrates mit dem Drigalsky-Spatel eingerieben
wurden.

Die Nahrbdden zur Bestimmung der isolierten Stémme wurden nach den An-
gaben von PELTIER, GEORGI u. LINDGREN (1952) sowie PELCZAR u.a. (1957) an-
gesetzt.

2. Massenkultur. Fiir alle Versuche, die an gewaschenen Suspensionen (,,ruben-
den‘ Zellen) angestellt wurden, sind die Zellen bei geringen Nahrlésungsmengen in
500 ml Saugflaschen oder bei groferen Mengen in 2-1- oder 6-1-Zweihalskolben
(SoHLEGEL, KALTWASSER u. GOTTSCHALK 1961) bei 28°C herangezogen worden. Die
Gasatmosphiire setzte sich, sofern nicht anders angegeben ist, aus 10%/, O, 4 10%/,
CO, + 809/, H, zusammen.

3. Manomelrische Messungen. Gaswechselmessungen wurden bei 30°C in. einer
Warburgapparatur (Modell ,,V*) der Fa. Braun, Melsungen, durchgefiihrt ; Schiittel-
frequenz 120 Hin- und Hergéinge je Minute; 4 cm Elongation ; einarmige GefiBe mib
13—16 ml Rauminhalt.

4. Einbauversuche. 200 ml Erlenmeyerkolben mit je 25 oder 50 ml Suspension
wurden in einem Wasserbad bei 30°C mit 125 Hin- und Hergéngen je Minute
geschiittelt. Die Kolben wurden durch einen doppelt durchbohrten Gummistopfen
begast. Die Proben wurden mit Hilfe einer Injektionsspritze durch eine seitliche,
mit einem Gummistopfen verschlossene Offnung durch eine Injektionsnadel ent-
nommen. Die radioaktive Bicarbonatlosung wurde durch dieselbe Kaniile ein-

efiihrt.
¢ &. Chemische Analysen. Der Gesamt-Stickstoff der Zellsuspensionen wurde
nach nasser Verbrennung in Gegenwart von Selen-Reaktions-Gemisch und
Schwefelsdure nach KJELDAHL bestimmt. Das Zell-Protein wurde nach der
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Biuretmethode (modifiziert nach La Rivikrr 1958) bestimmt. Reagenslosung:
Na-K-Tartrat 5,0 g; NaOH 20,0 g; CuS0O, - 5H,0 1,0 g; KJ 2,5 g. Diese Reagentien
wurden einzeln in wenig dest. Wasser gelost und in der angegebenen Reihenfolge
zusammengegossen. Die Reagenslosung wurde anschlieBend auf 500 ml aufgefiillt
und wegen besserer Haltbarkeit in einer braunen Flasche aufbewahrt. 1 ml dieses
Reagens wurde mit je 2 ml Bakteriensuspension im Zentrifugenglas gemischt und
30 min bei 37°C stehengelassen. Ein gelegentlich entstehender Niederschlag wurde
durch Zentrifugieren (15 min bei 2500 U/min) entfernt. Die Extinktion der klaren
Losung wurde im Eppendorf-Photometer unter Verwendung des Filters 546 bei 2em
Schichtdicke gemessen. Der mit dem Faktor 3 multiplizierte Extinktionswert gibt
die Menge an Protein in mg/ml Suspension an. Bis zu 1,5 mg Protein/ml Suspension
verlief die Eichkurve gradlinig; oberhalb dieses Wertes bestand keine Proportionali-
tét zwischen Proteingehalt und Extinktionswert. Zur Trockengewichtsbestim-
mung wurden 50 oder 100 ml einer Suspension bei 6000 U/min zentrifugiert und
zweimal in dest. Wasser gewaschen. Anschlieflend wurde das Zentrifugat 12 Std bei
80°C getrocknet und im Exsiccator iiber Silicagel abgekithlt. Aus der Gewichts-
differenz der Zentrifugenglaser (Wagung bei Beginn und nach AbschluB dieses
Arbeitsganges) wurde die Trockensubstanz in mg/50 bzw. 100 ml Suspension er-
mittelt. Zur Bestimmung der Triibung wurde die Bakteriensuspension soweit
verdiinnt, dafl die Extinktionswerte bei 436 mu und d = 1 em zwischen 0,1 und
0,3 lagen. Die Zellzahl wurde in einer Zahlkammer nach NEUBAUER ermittelt.
Poly-f-Hydroxybuttersidure wurde aus 30—80 mg gefriergetrockneten Zellen
durch Chloroform extrahiert (etwa 12 Std bei Zimmertemperatur); die Zellriick-
sténde wurden auf einer Nutsche mit Filterpapier Schl. u. Sch. Nr. 597 abgetrennt
und zweimal mit Chloroform gewaschen. Durch Zusatz des gleichen Volumenanteils
Athylather zum Chloroformextrakt wurde PHBS ausgefallt und nach Abkithlen auf
den Gefrierpunkt auf ,,G4° Glasfritten abgesaugt. Durch Differenzwigung wurde
das Gewicht der extrahierten PHBS ermittelt. Das von den Zellen fixierte Kohlen-
dioxyd wurde durch Radioaktivitdtsbestimmung auf Membranfiltern erfalt;
2 ml Suspansion wurden abgesaugt und mit 0,1 n HCl gewaschen; die Membran-
filter wurden auf Messingblocks festgelegt ; die Impulszahl wurde im Zahlgerat FH49
bestimmt (SCHLEGEL u. LAFFERTY 1961).

6. Folgende dbkiirzungen werden verwendet: ES = Essigsiure, BTS = Brenz-
tranbensiure, BSS = Bernsteinsaure, MiS = Milchsgure, AS = Apfelsiure, HBS
= f-Hydroxybuttersaure, PHBS = Poly-g-Hydroxybuttersiure, FuS — Fumar-
sdure.

Ergebnisse
A. Isolierung und Charakterisierung neuer Knallgasbakterien

In fritheren Jahren waren verschiedene Typen von Knallgasbakterien isoliert
worden (KASERER 1906: Bacillus paniotrophus; LepepErF 1908; NIigLEwskr 1914
Hydrogenomonas witrea, Hydrogenomonas flava, Hydrogenomonas agilis), die als
bewegliche Stéabchen charakterisiert worden waren und sich lediglich im Pigment-
gehalt, im Wachstumsverhalten und in einigen untergeordneten Merkmalen unter-
schieden. RuHLAND (1924} hatte sogar einen Sporenbildner, Bacillus pycnoticus,
beschrieben. In den letzten 20 Jahren sind dagegen lediglich farblose Pseudomona-
den isoliert und zu physiologischen Untersuchungen herangezogen worden (Doupno-
RO¥F 1942: Hydrogenomonus saccharophile ; KLoyver u. MANTEN 1942: Hydrogeno-
monas flova; ScHATZ u. BovELr 1952: Hydrogenomonas facilis; SORLEGEL 1953:
Hydrogenomonas spec.; KIsTNER 1954: Hydrogenomonas carboxydovorans; PACKER
u. Visuwtac 1954, 1955: Hydrogenomonas rublaondii; BELTATEWA 1960: Pseudo-
monas pyocyanea, Pseudomonas pantotropha; Romaxova u. Domaw 1960; WirtEN-
BERGER u. REPASKE 1961: Hydrogenomonas eutropha). Ferner ist in jiingster Zeit

8*
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dieser Stoffwechselmodus auch bei einigen Actinomyceten-Arten nachgewiesen
worden (Kanat, MryacHT u. TAxaMIva 1960: Streptomyces aufotrophicus; HIrscH
1961: Nocardia saturnea, Nocardia petroleophila, Streplomyces spec.).

Um neuen Fragestellungen an einer Zahl mehrerer moglichst ver-
schiedener typischer Stdmme von chemolithotroph wachsenden H,-oxy-
dierenden Bakterien nachgehen zu kénnen, wurden Anreicherungskul-
turen mit Impfmaterial von verschiedenen Standorten und unter ver-
schiedenen Anreicherungsbedingungen angesetzt. Als Ausgangsmaterial
fiir die Anreicherungskultur wurden 16 verschiedene Proben verwendet:
Wald- und Wiesenboden aus verschiedenen Lagen, Grabenschlamm,
Teichschlamm und Quellschlamm. Von allen Proben wurden Anreiche-
rungskulturen zur Isolierung von ,,Héutchenbildnern®, ,,Suspensionsbild-
nern*, Sporenbildnern und einer moglichst groBen Zahl anderer Formen
angesetzt.

In stehenden Fliissigkeitskulturen (Rubekulturen) kommt es hiufig
zur Ausbildung einer Kahmhaut; die Hautchenbildner werden bevor-
zugt. Sie bilden eine Bakteriendecke, die die Nahrlésung von der weiteren
Zufuhr der gasférmigen Komponenten abschlieBt und das nachtrégliche
Aufkommen submers gedeihender Bakterien verhindert. — Umgekehrt
werden durch Schiitteln oder Riihren Bedingungen geschaffen, unter
denen sich suspensionsbildende Organismen durchsetzen. Es wurde
deshalb die Anreicherung unter beiden Bedingungen vorgenommen.

In Fliissigkeitskulturen setzen sich in der Regel die am schnellsten
wachsenden Bakterien durch und unterdriicken alle Organismen mib
geringerer Wachstumsrate. Um auch solche langsam wachsenden
Organismen, die unter Umstinden bemerkenswerte Eigenschaften auf-
weisen konnen, anzureichern, versah ich auch Mineralagarplatten mit
Standortmaterial. Die Organismen bleiben auf dem Agar fixiert und
wachsen zu Einzelkolonien aus (direktes Plattenverfahren).

Zur Isolierung von Sporenbildnern wurden die Bodenproben pasteuri-
siert, d.h. 15 min lang bei 78°C gehalten und erst dann mit Mineralndhr-
l6sung aufgefiillt. Nach diesem Verfahren wurde jedoch in keinem Fall
Wachstum erzielt. ‘ '

Durch wiederholtes Uberimpfen und Bebriiten jeweils unter den
gleichen Bedingungen wurden die angereicherten Stdmme gereinigt und
schlieBlich durch Verdiinnungsausstrich auf Agar isoliert. Reinheits-
kontrollen erfolgten durch Passagen auf Glucose-Pepton-Agar und
3XD-Agar. ‘

Nach mehrmaliger Aussortierung aller Kulturen mit ungiinstigen
Wachstumseigenschaften - verblieben zehn Bakterienstimme, die auf
Mineralschriigagar in Kultur gehalten wurden. Sie wurden mit der Ziffer
ihres Standortes und dem Index ,,5°° oder ,,h° bezeichnet, je nachdem,
.0b sie ,,Suspensions-** oder . Hautchenbildner‘ waren. Die Konstanz und
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Spezifitit dieser Merkmale wurde durch Anzucht sowohl in Schiittel-
kultur, als auch in Ruhekultur bestéatigt. ,,Hautchenbildner* wuchsen in
Ruhekultur als Hiutchen ; in Schiittelkultur als Ring oder Flocken, aber
niemals als homogene Suspension. Die ,,suspensionsbildenden‘’ Stdmme
ergaben unter beiden Kulturbedingungen eine homogene Suspension.

Die isolierten Bakterienstdmme wurden hinsichtlich ihrer Wachstums-
eigenschaften, ihrer Zellmorphologie und einer Reihe von stoffwechsel-
physiologischen und biochemischen Merkmalen charakterisiert. Bis auf
zwei Stdmme erwiesen sich alle Herkiinfte als beweglich; alle Stimme
sind gramnegative Stabchen; auf Grund ihrer Fahigkeit, mit Knallgas
und Kohlendioxyd in einem Mineralmedium zu wachsen, sind sie zur
Gattung Hydrogenomonas zu stellen.

Unter den neu isolierten Stammen befindet sich kein obligat chemo-
lithotropher Organismus. Alle Stimme gedeihen auch mit organischen
Sauren als C- und Energiequelle. Sie wachsen gut auf BSS, FuS, BTS,
AS und ES, weniger auf Glutaminsiure, Asparaginsiure, Valerianséure,
Propionsiaure und Malonsdure. Auf Ameisensiure, Glykolsiure und Glyko-
koll wachsen nur wenige Stdmme; kein Stamm vermochte auf Oxalséure
zu gedeihen; Zucker sind ausgesprochen schlecht verwertbar; der am
besten wachsende Stamm 16 vermag auf keinem der vier gepriiften
Zucker (Glucose, Mannose, Xylose und Ribose) zu wachsen. Petroleum
wird nicht verwertet. Als N-Quelle ist Ammoniumsalz besser verwertbar
als Nitrat.

B. Wachstumsphysiologie
I. Beziehungen zwischen Tribung, Trockengewicht und
Zellzahl bei chemolithotrophem Wachstum

Von den drei am besten wachsenden und hinsichtlich der H,-Oxyda-
tion aktivsten Stdmmen (H I, H 16 und dem von C. Boverr fibernomme-
nen Stamm H 20) wurden Wachstumskurven aufgenommen. 3 1 Mineral-
medium wurden von einer viertigigen Mineralagarkultur beimpft und
in einem 6-1-Zweihalskolben bei 28°C mit 650 U/min geriihrt. Die Kultur-
gefilie wurden zu Beginn des Versuchs mit dem Gasgemisch durchstrémt;
entsprechend dem Verbrauch wurde Gas aus einem mit demselben Gas-
gemisch gefiillten Gasometer nachgesogen. Nach einer kurzen Anlauf-
phase vermehrten sich die Zellen exponentiell (Abb.1).

DaBl die Zellen bereits nach 24 Std das Wachstum einstellten, ist auf
den Verbrauch des Sauerstoffs zuriickzufiihren. H, und O, werden von
den Zellen anndhernd im Verhiltnis 2:1 aufgenommen. Das nach-
stromende (Gasgemisch (829/, H, -} 8%/, O, - 10%/, CO,) enthielt die
Komponenten jedoch im Verhiltnis 10:1. Wird die Gasatmosphire also
nur erginzt und nicht ausgetauscht, so verarmt sie im Laufe der Zeit an
Sauerstoff.
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Im weiteren Versuchsverlauf wurden die Kolben im Abstand von
3-—4 Std mit demselben Gasgemisch durchstromt. Daraufhin setzte das
Wachstum wieder ein, jedoch mit einer erheblich herabgesetzten Wachs-
tumsrate.

Den geringen O,-Partialdruck in der Gasatmosphére von 0,1 Atm, hatte
ich gewihlt, weil Hydrogenomonas gegen hohere Sauerstoffpartialdriicke
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Abb.1. Wachstum von Hydrogenomonas Stamm H 16 unter Knallgas und Kohlendiozyd. 31 Mineral-
medium wurden von einer viertidgigen Mineralagarkultur beimpft und in einem 6-I-Zweihalskolben
bei 28°C mit 650 Ufmin geriibrt. Zeichenerklirung: 4 Extinktion e ®; B Zellzahl 60— ——0

empfindlich ist (Scmarz u. BoveELL 1952; ScHLEGEL 1953; WILSON,
Stour, Powersox u. KorrLEr 1953); die O,-Empfindlichkeit scheint
insbesondere das Enzym Hydrogenase zu betreffen. Entsprechende Ver-
suche tiber den zutriglichen O,-Partialdruck waren jedoch stets bei sehr
geringen Suspensionsdichten angestellt worden, also unter Bedingungen,
unter denen der Partialdruck im Medium dem in der Gasatmosphére vor-
handenen entsprach. Da die Suspension in meinem Versuch aber bereits
eine Tribung von E == 1,5 erreicht hatte, erprobte ich ein Gasgemisch
von 309/, O, -4 65%, H, + 59/, CO,. Nach Durchstromung mit diesem
Gasgemisch stieg die Wachstumsgeschwindigkeit bei allen drei Stdmmen
wieder an.

Bei hohen Zelldichten tritt also trotz des hohen O,-Partialdruckes in
der Gasatmosphire keine Schidigung ein. Wegen der geringen Diffusions-
geschwindigkeit des Sauerstoffs stehen bei hohen Bakteriendichten und
entsprechend hohem Q,-Verbrauch in der Nihrlosung die O,-Partial-
driicke in der Gasphase und im Medium nicht mehr im Gleichgewicht
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miteinander. Bei hohen Bakteriendichten wird die Wachstumsrate durch
die Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs bestimmt.

Wie die Frgebnisse der ersten Wachstumsversuche (Abb.1) erkennen
lassen, unterscheiden sich die Extinktions- und Zellzahlkurve wihrend
der exponentiellen Phase im Anstiegswinkel, Die Extinktionskurve ver-
lauft in der ,lag-Phase* steiler, in der exponentiellen Phase dagegen
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Abb. 2. Zunahme von Extinktion und Zellzahl wihrend des chemolithotrophen Wachstums von Stamm H 16,

Ein 2-1-Rundkolben mit 1 I Minerallosung wurde mit einer chemolithotroph gewachsenen Suspension

beimpft und bei 28°C unter einer Gasatmosphire von 30°, O, + 5%, CO, + 65%, H, mit 650 U/min

gerithrt. Das Gasgemisch wurde nach jeder Messung, nach 3-—4 Std, erneuert. Zeichenerklirung:

A4 Extinktion e o; B Zelizahl o—— —0; Tg Trockengewichtsbestimmung zu dem aus der
Kurve ersichtlichen Zeitpunkt

Tabelle 1. Extinktion, Zellzahl und Trockengewicht in verschiedenen Wachstumsstadien

Trocken-~ Trocken-
Kulzgzg;mer Extinktion Zellzahl/ml gewicht gewicht/ Zellgewicht (mg)
: (mg/ml) Extinktion
131/, 0,144 2,25 - 108 0,112 0,774 4,96 - 10-10
27 0,645 1,05 - 107 0,308 0,478 2,93 - 10710
92 8,32 5,26 - 10° 3,452 0,415 6,56 - 10-10

Bedingungen wie bei Abb.2.

flacher als die Zellzahlkurve. Das bedeutet, daB das Verhiltnis ,, Extink-
tion/Zellzahl” im Laufe des exponentiellen Wachstums abnimmt. Die
Zellen werden also zunehmend kleiner ; dabei ist die Gewichtsabnahme der
Zellen sogar noch mehr ausgepragt als durch das Verhéltnis Extinktion/
Zellzahl zum Ausdruck kommt, da mit Abnahme der TeilchengroBe die
spezifische (auf das Trockengewicht bezogene) Extinktion steigt.

Diese Befunde wurden durch einen weiteren Versuch bestétigt, bei
dem neben Zellzahl und Extinktion zu verschiedenen Zeiten auch das
Trockengewicht der Zellen bestimmt wurde (Abb.2 und Tab.1).



116 Erira WILDE:

Nach den an allen drei Stammen angestellten Messungen verédndern
gich die Zellen wihrend der gesamten exponentiellen Wachstumsphase;
man kann daher nicht von ,,Standardzellen sprechen; Zellen aus dem
Anfang der log-Phase kénnen sich ganz anders verhalten als am Ende der
log-Phase geerntete Zellen, Dal} in der stationdren Phase bei Konstant-
erhaltung der Zellzahl die Extinktion zunimmt, deutete darauf hin, daf
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Abb. 3. Verdopplungszeit in der exp tiellen Wachstumsphase der Stémme H 16, H 1 und H 20.

6-1-Rundkolben mit je 31 Minerallissung wurden mit chemolithotroph gewachsener Suspension

beimpft und bei 28°C und 650 U/min geriihrt. Die Gasmischung, 10%, O, 4 5%, CO, + 85°/ H,,

wurde gtiindlich erneuert. Zeichenerklirung: 4 H 20 (Extinktion log. aufgetragen) & o; A, H 20

{Bxtinkiion arithm. aufgetragen) ® ®»; B H 16 (BExtinktion log. aufgetragen) e —-——e; B, H 16

(Extinktion arithm, aufgetragen) s—-—w; ¢ H 1 (Extinktion log. aufgetragen) ®----- o, C, HI
(Extinktion arithm. aufgetragen) g----- ]

die Zellen nach Beendigung ihres Wachstums Speicherstoffe bilden. Die
Speichersubstanz wurde spéter als Poly-g-Hydroxybuttersdure identi-
fiziert (SCHLEGEL, GOTTSCHALK u. BaArTHA 1961).

Fiir alle drei Stdamme sollte auch die Verdoppelungszeit bestimmt
werden. Die exponentielle Phase eines weiteren Wachstumsversuchs
wurde semilogarithmisch und arithmetisch aufgetragen (Abb.3). Auf der
Skala der Logarithmen mit der Basis 2 entspricht jede Einheit einer Ver-
doppelung der Zellmasse (vgl. LaMaNNA u. MALETTE 1959).

Fiir H 16 wurde als niedrigste Verdoppelungszeit in der exponentiellen
Wachstumsphase 270 min, fir A I 220 min und fir H 20 195 min
bestimmt.

II. Wachstum auf organischen Sduren und Zuckern
Wie sich schon bei Wachstumstesten auf Agarmedien herausgestellt
hatte, werden Ribose, Xylose, Saccharose, Glucose und Malonséure nicht
verwertet. Diese Befunde lieBen sich in Riithrkultur an Hydrogenomonas
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Stamm H 16 bestitigen. Glutaminsiure, BSS, BTS, ES, AS und Casami-
nosduren fithren zu einem iippigen Wachstum. Die Zunahme an Zell-
masse scheint mit BSS, BTS und AS am groBten zu sein. Die Dauer der
lag-Phase unterscheidet sich bei den einzelnen Substraten. Sie ist auf ES
verhaltnismaBig lang.

C. Hydrogenaseaktivitit
I. Hydrogenaseaktivitdt nach chemolithotrophem Wachstum

Die Aktivitat der Hydrogenase der drei Stimme H 16, H 1 und H 20
sollte vergleichend bestimmt werden.

Die drei Stdmme wurden nebeneinander angezogen; die Versuchssuspensionen
wurden aus dem gleichen Stadium der exponentiellen Phase eines Wachstumsver-
suchs entnommen. Durch Einstellung
auf einen bestimmten Extinktions- 500 T
wert wurden die Suspensionen auf oA
anndhernd den gleichen Trocken-
substanz- bzw. Proteingehalt ge- ! i
bracht. Wie bei fritheren Versuchen i
wurde die Hy-Aufnahme mano- w0
metrisch unter 500/, Luft + 50°/, H,
ohne CO,, also als ,,Leerlaufreak-
tion®, bestimmt. Aullerdem wurde
der H,-Verbrauch mit Methylenblan

Y
als H-Acceptor gemessen. § w
]
S
Tabelle 2 g
Hy-Aufnahme  (ul/Stdmg Protein) S
chemolitholroph gezogener Zellen mit =,

0, und Methylenblow als H-Acceptor a0

H,-Aufnahme
in #1/Std/mg Protein;
Stamm als H-Acceptor

Sauerstoff’ Methylenblau

0 ‘ —
H 16 306 1011 Lo

H 1 315 1088 1

H 20 521 1417

Bedingungen wie unter Abb.4.

| |
g 7 2 Std J
Abb. 4. Hydrogenaseaktivitit chemolithotroph gewachsener Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase.
Die Versuchssuspensionen wurden chemolithotroph angezogen, dreimal in Phosphatpuffer (px 7)
gewaschen, darin aufgenommen und auf gleiche Extinktion eingestellt. In jedes Warburggefas wurden
2,5 ml Suspension (0,186 mg Zellprotein) einpipettiert. Methylenblau wurde als 0,04 molare Losung
verwendet, 0,2 ml wurden nach etwa 2 Std aus dem Seitenarm des WarburggefiBes heriibergeholt.
Gasatmosphére: 50°/, Luft + 50°/, H,. Bei Verwendung von Methylenblau als H-Acceptor: 100°/, H,.
KOH im Zentralzylinder. Rundwarburgapparatur; 120 Hin- und Hergéinge je Minute; Amplitude

4 cm; 30°C.
Zeichenerklirung: Stamm H-Acceptor  Zeichen Stamm H-Acceptor Zeichen
A H 20 0, o o] D H20  Methylenblau O a]
B H I 0, o———0 EH I Methylenblau o©———n

C H 16 0, SRR o F H 16 Methylenblan = @e----« o
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In Abb.4 und Tab.2 ist das Ergebnis dargestellt. Stamm 20 zeigte
eine merklich hohere Hydrogenaseaktivitit als die Stdimme 16 und 1, bei
denen die Geschwindigkeiten der Knallgasreaktion nahezu gleich sind.

Die Werte fiir die H,-Aufnahme mit Methylenblau als H-Acceptor
liegen etwa dreimal so hoch wie die mit O, als H-Acceptor. Die erhohte
H,-Aufnahme bei Verwendung von Methylenblau als H-Acceptor wurde
bereits bei der Charakterisierung der Stimme beobachtet. Diese mit
Methylenblau gegeniiber der Knall-

gasreaktion erhohte H,-Aufnahme
ist anscheinend darauf zuriick-
zufiihren, dafl Methylénblau nicht
nur als H-Acceptor wirkt, sondern
gleichzeitig die mit der H,-Oxy-
dation verkniipften Prozesse ent-
koppelt. Die in Gegenwart von
Methylenblau beobachtete Ge-
schwindigkeit der H,-Oxydation

entspricht gréfenordnungsméfig
derjenigen, die bei der mit der
CO,-Fixierung gekoppelten Knall-
gasreaktion in Erscheinung fritt
(BarTHA 1961).

II. Hydrogenaseaktivitat
nach

4 Std &4

Abb. 5. Hydrogenaseaktivitdt von Stamm H 16 nach

g

Wachstum auf organischen Sduren. Organotroph
gewachsene Zellen wurden in der exponentieilen
Wachstumsphase geerntet, dreimal in Phosphat-
puffer (pu 7) gewaschen, darin aufgenommen und
auf Extinktionsgleichheit verdiinnt. Jedes War-
burggef4d enthielt 2,5 ml Suspension (0,379 mg
Protein). Gasatmosphire: 50°, Luft + 50°%, H,.
KOH im Zentralzylinder, Zeichenerklirung: 4 auf
Glutaminsiiure angezogen O o; Bauf BTS
angezogen o——-—o; C auf BSS angezogen
Qerees ©; D auf AS angezogeno—-—-—o0; E auf B8

organotrophem Wachstum

Suspensionen aus einem paral-
lel laufenden Wachstumsversuch
von Stamm H 16 auf BTS, BSS,
GluS, AS und ES wurden mano-
metrisch auf ihre Hydrogenase-
aktivitit untersucht. Die Zellen

angezogen o ---—; F endogeneAtmung & s entstammten dem gleichen Wachs-
tumsstadium der exponentiellen
Phase und waren auf gleiche Extinktion und somit anndhernd gleichen
Proteingehalt eingestellt worden. Abb.5 zeigt das Ergebnis dieses Ver-
suchs.

Die Geschwindigkeit der Knallgasreaktion ist von den Anzucht-
bedingungen abhingig. Sie ist am groBten bei den auf GluS gewachsenen
Zellen. In den ersten Stunden der Messung kommt sie der Aktivitdt
chemolithotroph angezogener Zellen nahe (vgl. Abb.4). Fiir die anderen
Suspensionen lagen die Werte tiefer. Nach Wachstum auf ES war die
Hydrogenaseaktivitat am niedrigsten. Alle fiinf Kurven verlaufen nicht
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gerade, sondern fallen wihrend der Dauer des Versuchs ab. Nach 4 Std
war die Geschwindigkeit der Knallgasreaktion auf den halben Anfangs-
wert abgesunken.

IIT. Einflufl von organischen Substraten
aufdie Geschwindigkeit der H,-Oxydation

Die Geschwindigkeit der Knallgasreaktion wird durch Anwesenheit
von CO, auf das Drei- bis Vierfache der ,,Leerlaufreaktion‘ erhoht. Der
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Abb.6 ADD.7
Abb.6. Einfluf von Brenztraubensiure auf die Hohe der Knallgasreaktion (Hydrogenomonas Stamm
H 16). Chemolithotroph gewachsene Zellen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet,
dreimal in Puffer (pu 7) gewaschen und darin aufgenommen. In jedes Warburggefa wurden 2,5 ml
Suspension (0,21 mg Protein) einpipettiert; bei B, C und D 0,2 inl 20%, KOH im Zentralzylinder.

Gasatmosphiire Zusitze Zeichen

A 800/0 Hz T 10”/0 COz + 10“/0 Oz - . L]
B 80%, I, + 10°/, N, + 10°/, 0, 58 pMol BTS oc-—-o0
C 80°% H, + 10°/, N, + 10%, O, — o o
D Luft 53 Mol BTS " "

Abb.7. Einflu von B-Hydrozybutlersdure auf die Knallgasreaktion (Hydrogenomonas Stamm H 16).
Chemolithotroph gewachsene Zellen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, dreimal
teils in Puffer von px 7, teils in Puffer von px 6 gewaschen, darin aufgenommen und auf Extinktions-
gleichheit eingestelit. In jedes Warburggefd wurden 2,5 ml Suspension, entsprechend 0,21 mg
Protein, einpipettiert. AuBer 4 enthielten alle Anséitze 0,2 ml 20%/, KOH im Zentralzylinder.

Gasatmosphire pu-Wert Zusatz Zeichen

A 80%, H, + 10°/,C0, + 10%, O, 7,0 — . .
B 80° Hy + 10°/, Np  + 10%, O, 6,0 58 uMol HBS o=eeeee o
C 80°% Hy + 10%, Ny + 10°%, O, 7,0 58 uMol HBS o — —o
D 80°%, H, + 10%, N, - 10%, O, 7,0 - o- o

E Luft 7.0 58 uMol HBS & A
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energieverwertende Prozel der CO,-Fixierung ist wahrscheinlich tber das
Adenylsiuresystem mit dem energieliefernden ProzeB der H,-Oxydation
verkniipft. Wahrend bei Abwesenheit von CO, nur eine ,,Leerlaufreak-
tion* ablauft, wird durch die CO,-Fixierung laufend ATP verbraucht und
die Knallgasreaktion dadurch auf ihre maximale Hohe gebracht (ScHLE-
GEL u. BarrHA 19614). Die folgenden Versuche an Stamm H 16 sollten
zeigen, ob sich auch durch organische Saduren die Geschwindigkeit der
H,-Oxydation in gleichem Mafle erhohen lieBe wie durch CO,. Als erstes
Substrat wurde BTS gepriift (Abb.6).

Wihrend die Gasaufnahme mit 10°/, CO, 3,6 mal so hoch war wie bei
Abwesenheit von CO,, war die Erh6hung durch BTS nur sehr gering. Die
H,-Aufnahme unter 80%/, H, -~ 10%/, O, + 10°/; N, stieg nach Zusatz von
BTS von 75,6 ul/Std auf 102,5 ul/Std, d.h. um 35,5%,.

In einem weiteren Versuch wurde der EinfluB von §-Hydroxybutter-
saure geprift. Die Messungen wurden in diesem Fall nicht nur bei pg 7,
sondern auch bei py 6 durchgefilhrt, weil die Siuren im niedrigeren pxu-
Bereich undissoziiert vorliegen und in dieser Form von den Zellen besser
aufgenommen werden kénnen (Abb.7). Bei pg 7 hatte die Sédure keinen
Einfluf} auf die Geschwindigkeit der Knallgasreaktion. Bei pg 6 stieg der
H,-Verbrauch nach Zusatz von §-Hydroxybuttersiure von 62,9 ul/Std
auf 81,0 ul/Std, also nur um 28,89/

Auch durch Zusatz von BSS und ES war keine nennenswerte Er-
hohung der H,-Aufnahme zu erreichen (BARTHA 1961). Aus diesen Ergeb-
nissen ist der Schlufl zu ziehen, dal} sich der Effekt des Kohlendioxyds,
die H,-Oxydation auf ein Mehrfaches zu beschleunigen, nicht durch
organische Substrate nachahmen 1afit. Auch gut verwertbare Siuren, die
rasch zum Speicherprodukt PHBS aufgebaut werden, haben nicht an-
nidhernd die Wirkung von CO,. Der Aufbau von PHBS aus Siuren
bendtigt einerseits weniger Energie als die Synthese von PHBS aus
CO, + H,, andererseits scheint der Polymerisierungsprozel in seiner
Geschwindigkeit begrenzt zu sein, so daf} der energieliefernde Prozel3 der
H,-Oxydation nicht stérker in Anspruch genommen werden kann.

D. Verwertung organischer Substrate zur Synthese von PHBS

Daf} nicht nur wachsende, sondern auch gewaschene Suspensionen
(,,ruhende’ Zellen) zur Speicherstoffsynthese aus CO, + H, 4 O, be-
fahigt sind, wurde fiir die Stdmme H 16, H 1 und H 20 bereits festgestellt
(BARTHA 1962). Weitere Versuche, zu denen lediglich Stamm H 16 heran-
gezogen wurde, sollten erweisen, welche organischen Substrate zur Syn-
these von PHBS verwertet werden konnen. Aus den Einbauleistungen mit
verschiedenen organischen Siuren als Substraten hofften wir Hinweise
auf die moglichen Intermedidrprodukte und den Mechanismus der Synthese
von PHBS wihrend der chemolithotrophen CO,-Fixierung zu erhalten.
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I. Oxydative Assimilation und synthetischer Wirkungsgrad

Zunichst sollte der Wirkungsgrad bestimmt werden, mit dem BSS,
BTS, AS,ES und MiS eingebaut werden. Die Oxydation einer bestimmten
Substratmenge wurde manometrisch gemessen, und die verbrauchte
0,-Menge wurde zur theoretisch fiir eine vollsténdige Substratoxydation
errechnete O,-Aufnahme in Beziehung gesetzt. Wird nur ein geringer
Prozentsatz des theoretischen Sauerstoffverbrauchs erreicht, so ist an-
zunehmen, daBl der nicht oxydierte Anteil des Substrats eingebaut wird
und der synthetische Wirkungsgrad demnach hoch ist. Diese SchluBfolge-
rung 146t sich nur dann ziehen, wenn durch Bilanzversuche das Schicksal
des nicht oxydierten Anteils sichergestellt wurde. Der synthetische
Wirkungsgrad ist als Quotient ,,assimilierter Anteil/oxydierter Anteil®
definiert (vgl. KANDLER 1953).

Die aus zahlreichen Versuchen errechneten synthetischen Wirkungs-
grade sind in Tab. 3 zusammengestellt. Die synthetischen Wirkungsgrade

Tabelle 3. Synthetischer Wirkungsgrad verschiedener Substrate

In Mineralldsung pu 6 ) In Puffer pa 6
Substrat Assimilierter Teil | gqcimilierter Anteil | Assimilierter Teil | acsimilierter Anteil
Oxydierter Teil in % Oxydierter Teil in %,
BSS 1,26 56 1,30 57
]}TS 2,91 74 2,47 71
AS 1,02 50 0,69 41
BS 0,86 46 0,51 34
MiS 0,23 19 0,32 24

Chemolithotroph gewachsene Zellen wurden in der exponentiellen Wachstums-
phase geerntet, dreimal in Puffer (pg 6) bzw. in Minerallosung (pg 6) gewaschen und
darin aufgenommen. Jedes Warburggefal wurde mit 2,5 ml Suspension und 0,2 ml
20%,iger KOH versehen. Es wurden 5 #Mol Substrat gegeben. Endvolumen: 3 ml.

in Puffer- und Minerallosung weichen kaum voneinander ab. Mit BSS als
Substrat verlduft die Oxydationskurve der wachsenden Zellen steiler als
die der ruhenden Zellen. Die Oxydation der anderen Substrate geht in
beiden Fallen gleich schnell vor sich. Keines der Substrate wird voll-
stindig oxydiert; in allen Fallen wird ein Teil assimiliert. Nach Tab.3
wére anzunehmen, daB BTS mit dem hochsten synthetischen Wirkungs-
grad eingebaut wird. Ein Parallelversuch mit diesem Substrat, bei dem
die Trockengewichts- und PHBS-Zunahmen bestimmt wurden, zeigte
aber einen geringeren Einbau. Auch der RQ-Wert von 1,9 wurde diesem
hohen synthetischen Wirkungsgrad bei BTS nicht gerecht. Die vollstén-
dige Assimilation hitte nach

2CH,COCOOH - 1, 0, — CH,CHOH-CH,-COOH + 2C0,
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einen RQ-Wert von 4,0, vollstindige Oxydation nach

CH4COCOOH + 2Y/, 0, — 3CO, + 2H,0
einen RQ-Wert von 1,2 ergeben. Der unerwartet hohe synthetische
Wirkungsgrad kommt wahrscheinlich dadurch zustande, dall BTS teil-
weise zu di- und trimerer para-BTS polymerisiert und in dieser Form der

Zelle nicht mehr zugénglich ist. Die Oxydationskurve knickt deshalb
vorzeitig ab.

II. Stochiometrische Beziehungen zwischen Trockengewicht,
Tribung und PHBS-Gehalt wihrend der Speicherung
Um bei nachfolgenden Versuchen die Anhidufung von PHBS am

Extinktionsanstieg messen zu konnen, wurden in einem Eichversuch

Extinktion, Zelltrockengewicht und der Gehalt an PHBS nebeneinander

bestimmt.

Der Speicherungsversuch wurde mit ,,ruhenden’ Zellen unter einem Gas-
gemisch, bestehend aus H, + O, 4 CO,, und parallel dazu mit HBS als Substrat
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Abb. 8. Verhdltnis von Extinktionsanstieg, Trockengewichis- und PHBS-Zunahme wihrend der Speiche-
rung (Stamm H 16). Die Versuchssuspension wurde chemolithotroph in 2-1-Rundkolben bei 28°C und
440 U/min bis zum Verbrauch des Stickstoffs gertihrt und dann auf zwei Kolben verteilt; der Speiche-
rungsproze wurde chemolithotroph und organotroph verfolgt.
Die Extinktionszunahme wurde in Kurven, die Trockengewichts~ und PHBS-Zunahme in Sdulen
dargestellt.

Gasatmosphire Zusatz Zeichen
A 75°, Hy + 10°%, CO, + 15%, O, - . °
B Luft 0,4%, HBS A———4

Zu Kurve 4 gehéren die schraffierten, zu Kurve B die leeren Sdulen, Die punktierten Fldchen zeigen
den PHBS-Gehalt des Zelltrockengewichts an

unter Luft durchgefiihrt. Bs wurde der pg-Wert 6 gewdhls, um durch den Verbrauch.
der Sdure bedingte pa-Verschiebungen in den alkalischen Bereich moglichst zu ver-
meiden. Der pg-Wert 6 erwies sich allerdings als ungiinstig fir die Anzucht der
Bakterien; auch der Speicherungsprozel verlief etwas langsamer als bei pg 7. In
spateren Einbauversuchen wurde deshalb bei pr 7 gearbeitet.

Das Ergebnis dieses Versuches zeigen Abb.8 und Tab.4. Aus Abb.8
ist zu ersehen, daf der Extinktionsanstieg mit HBS als Substrat grofer
ist als unter H, + O, + CO,. Der Extinktionszunahme lauft eine Ver-
mehrung des Trockengewichts und des PHBS-Gehalts parallel.
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Tab.4 gibt die MeBwerte wieder. Bei beiden Suspensionen entspricht
die Gewichtszunahme der Zellmasse der PHBS-Zunahme. Unter
H, 4+ 0, + CO, nahm das Zellgewicht um 0,406 mg/m! und das Gewicht
der PHBS um 0,408 mg/ml zu; mit HBS als Substrat erhdhte sich das
Trockengewicht um 0,572 mg/ml und der Gehalt an PHBS um 0,538 mg/

Tabelle 4. Verkdlinis von Extinktionsanstieg, Trockengewichis- und PH BS-Zunahme
wihrend der Speicherung

Zunahme an
Beodi Zeit | Ex- gr"c.k}';t gf)chS.{ PH]iS/ Trodi ]
edingungen (Std) |tinktion ; Iz:/lfn ol Gewicht (mrgn/ml) Gowioit| PEBS
(mg/mg) (mg/ml) (mg/ml)
ohne organisches Substrat 0 2,02 |10,82310,218 0,179 — —
Atmosphare:

80/, Hy + 109/, 0, -+ 109,C0,| 16 | 3,34 | 1,229 | 0,478 | 0,587 | 0,406 | 0,408

mit 0,4%, HBS 0 | 202 0830]0,222]0,184| — —
Atmosphére: |
Luft 16 | 3,90 | 1,402 0,515 | 0,722 | 0,572 | 0,538

Bedingungen wie bei Abb.8.

ml. Zu Beginn des Versuchs machte der PHBS-Gehalt 229/, des Trocken-
gewichts aus, am Versuchsende bereits 48°/) bzw. 52°/,.

Die Ubereinstimmung in den Werten fiir den Gewichtszuwachs an
Zellsubstanz und an PHBS zeigt, daB auller PHBS keine anderen
Speicherstoffe gebildet werden. Die Extinktion kann also zum Maf fir die
PHBS-Zunahme erhoben werden. Wahrend des Speicherungsvorganges
im Zuge der CO,-Fixierung hat die Extinktion auf das 1,65fache zu-
genommen, das Zelltrockengewicht jedoch nur um den Faktor 1,49. Bei
der Speicherung von PHBS steigt also die Extinktion um den Faktor
i:ig = 1,1 rascher an als das Zellgewicht. Dieser Faktor ist darauf zurtick-
zufithren, dafl PHBS als fettartige Substanz stirker lichtbrechend ist als
die tibrigen Zellsubstanzen und dadurch zu einer héheren Lichtstreuung
fithrt.

III. Die Synthese von PHBS aus organischen Substratenunter
verschiedenen Bedingungen

In der folgenden Versuchsserie wurde die Speicherstoffbildung durch
,.ruhende Zellen mit elf verschiedenen Substraten untersucht. Als Maf
fiir die PHBS-Speicherung diente dabei die Extinktionszunakme. Zur
Sicherung wurde parallel zu jedem Versuch eine quantitative PHBS-
Bestimmung durchgefithrt.

Neben der Einbaurate der Siduren unter Luft interessierte die
Geschwindigkeit des Einbaus unter einem CO,-freien und CO,-haltigen
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Gemisch aus H, + O,. Es wurde angenommen, daB Knallgas als zusétz-
liche Energiequelle den Einbauprozefl beschleunigen wiirde und da8 sich
beim Einbau unter H, + O, + CO, mdglicherweise der organotrophe und
der chemolithotrophe SpeicherungsprozeB addieren wirden. Parallel zur
Einbaugeschwindigkeit wurde die Oxydation der einzelnen Substrate
gemessen. Abb.9 und 10a/b geben den Verlauf von typischen Versuchen
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Abb.9a und b. Einbay und Ozydation von BTS (Stamm H 16). Die Suspensionen wurden nach chemo-
lithotrophem Wachstum geerntet, zweimal in Puffer (pe 7) gewaschen und darin aufgenommen.
Der Einbauversuch (Abb.9) wurde nach der Methode 4 angesetzt. Jeder Kolben enthielt 50 ml

Suspension.,
Gasatmosphére Zeichen
4 80%, H, + 10%, O, + 10%, CO, — . °
B 80°/, Hs, + 10%, Oy + 10°, CO, 2 ml 6°/,ige organische Séure #—— —u
C 80%, H, + 10%, O; - 10°/,N, 2 ml 5%,ige organische Siure o—— —o
D Luft 2 ml 5%,ige organische Siure a———a

Zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit (Abb.9a) wurde in jedes Warburggefd 2,5 ml Suspen-

sion sowie 0,2 ml 20%,ige KOH fiir den Zentralzylinder einpipettiert. Als Substrat wurde 0,12 ml

5%,iger organischer Siure in den Seitenarm gegeben. Endvolumen 3,00 ml. A Substratatmung 4 A
B endogene Aimung & a

wieder. In Tab. 5 sind die Ergebnisse der Einbauversuche mit organischen
Sduren zusammengestellt.

Unter Luft werden die einzelnen Siuren mit verschiedener Geschwin-
digkeit eingebaut. Am schnellsten lduft die PHBS-Synthese mit HBS,
MiS und ES ab. Demgegeniiber erfolgt mit AS, Glycerin und Glykolssure
keine Extinktionszunahme; mit Isobuttersiure und Propionséure steigh
sie nur ganz schwach an. Crotonsdure, Buttersiure, BSS und BTS werden
mit mittleren Geschwindigkeiten zu PHBS umgesetzt.

In Anbetracht der hohen Geschwindigkeit, mit der HBS zum Poly-
meren umgesetzt wird, erscheint die Geschwindigkeit der Op-Aufnahme
recht gering (Tab.5). Diese hohe Einbaurate bei geringer Oxydations-
leistung 14Bt sich damit erkléren, daB zur Polymerisation von HBS
wesentlich weniger Energie notwendig ist als zu der mehrere Schritte
umfassenden Synthese von PHBS aus den anderen organischen Sduren.
Von einer geringen O,-Aufnahme ist auch der Einbau von BTS begleitet.
Die Assimilation von BSS, die ungefihr mit der gleichen Geschwindig-
keit verlduft, scheint zwei- bis dreimal so viel Oxydationsenergie zu
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erfordern. Dem Einbau von MiS lduft ein sehr hoher 0,-Verbrauch
parallel. Auf Grund dieser Ergebnisse ist es erklérlich, daB der synthe-
tische Wirkungsgrad fiir BTS relativ hoch, der fiir MiS auffallend niedrig
war (vgl. Tab.3). Der synthetische Wir-

30
kungsgrad sagt also etwas itber das Ver-
haltnis von Oxydation zu Assimilation, a4t
d.h. iiber die Rentabilitét des Einbaus, -
aber nichts iiber die Geschwindigkeit der 3
Assimilation selbst aus. — Die syntheti- A
schen Wirkungsgrade bei pu 7 sind iibrigens ¥ — 1~ "7/ 7]
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Abb.10a und b. Einbau und Ozxydation von BSS. Bedingungen wie bei Abb.9a und b

Tabelle 5. Einbau- und Oxydationsgeschwindigkeiten der getesteten Substrate

inkti Substratoxydation
Substzaie nach 5 8id untor Lafte |~ Toomimang _
Brenztraubensiure 58,4°%/, 2,9
Bernsteinsdure 65,3%, 6,4
Apfelsiure keine Zunahme 2,9
Hydroxybuttersiure 260,09/, 5,0
Essigséure 79,8%, 7,1
Milchséaure 111,49/, 12,1
Glyecerin keine Zunahme 0,7
Glykolsgure keine Zunahme 1,0
Buttersdure 69,8%/, 3,2
Isobuttersiure 3,89/, 1,7
Crotonsdure 70,69, 4,8
Propionsiure ] 15,2 } 4,3

* Bezogen auf chemolithotrophe Speicherung (100°). Bedingungen wie bei
Abb.9a—10b.

groBer als die bei pg 6. Fir ES und MiS wurden im neutralen Bereich

Werte von 1,22 und 1,569 gefunden, die einem Einbau von 55°/, bzw. 619/,

entsprachen. Wie bereits erwihnt wurde, beruhen diese. Unterschiede

auf einer Verzdgerung des Assimilationsprozesses im sauren py-Bereich.
Arch. Mikrobiol., Bd. 43 9
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Der Einbau der organischen Siuren unter den verschiedenen Gas-
atmosphéren verlief nicht bei allen Substraten gleichartig. Lediglich mit
BTS und BSS als Substraten wurde die Einbaugeschwindigkeit in
Gegenwart von Knallgas als zusitzlicher Energiequelle beschleunigt.
Eine weitere Steigerung der Gteschwindigkeit der PHBS-Synthese wurde
durch zusétzliche Verabreichungen von Kohlendioxyd bewirkt. Mit BT'S
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Abb. 11. Einbau von MiS. Bedingungen wie bei Abb.9a und 10a. Verdnderte Gasatmosphiiren: 4 709/,
H; +20°/, 03 + 10°/, COz; B 70%, Ha + 20%/4 05 + 10°/, €043 € 70, H, + 20%/, O, + 10%/, Np; D Luft
Abb.12. Einbau von HBS. Bedingungen wie bei Abb. 11

und BSS scheint also die Synthese von PHBS aus den organischen Sub-
straten und aus CO, nebeneinander herzulaufen.

AS wird unter Luft tiberhaupt nicht eingebaut ; unter H, -+ 0, kommt
es zu einer signifikanten Extinktionszunahme. Méglicherweise beruht
diese auf einer Fixierung des durch Oxydation frei gewordenen Kohlen-
dioxyds.

Der Einbau der am schnellsten zur PHBS-Synthese fithrenden Sub-
strate HBS, MiS und ES unterscheidet sich von den obengenannten Sub-
straten weitgehend. Bei diesen Substraten erfolgte die PHBS-Synthese
unter Luft rascher als unter Hy + O,. Der Einbau von ES verlief unter
H, + 0, + 00, sogar langsamer als unter Luft.

Die Einbauversuche mit HBS, ES und MiS wurden unter Verwendung
von Gasgemischen wiederholt, in dem der O,-Gehalt dem der Luft ent-
sprach (20°/, O,; Abb.11—13). Bei Gleichheit des O,-Partialdrucks in den
Gefden mit Luft und Knallgas war die Rate der PHBS-Synthese aus
MiS in allen Fallen unter H, + O, gréBer als unter Luft, wenn auch nur
um wenige Prozente. HBS und ES wurden aber auch bei aneinander
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angeglichenen O,-Konzentrationen unter Luft rascher als unter Knallgas
zu PHBS aufgebaut. Fir HBS als Substrat ist diese Erscheinung bereits
mitgeteilt worden (SCHLEGEL, GOTTSCHALK u. BARTHA 1961). Auch unter
H, 4 O, + CO, verliuft die PHBS-Synthese mit ES als Substrat lang-
samer als unter Luft.

Die Deutung dieser gut reproduzierbaren Befunde bereitet betracht-
liche Schwierigkeiten und verfithrt zu ad hoe-Hypothesen. Es ist zu ver-
muten, dafl die Enzyme zur g

Aufnahme in die Zelle (Per- % ‘ %‘i
mease) bzw. zur Aktivierung | i 4
der ES (Thiokinase) erst e
wahrend des Umsatzes von ES 7
gebildet werden; nach den ~§ i o/
Befunden erfolgt diese indu- 3 1
zierte  Enzymbildung am "g‘?ﬁ B yd i
schnellsten wunter Luft. In § I L &
Gegenwart von Wasserstoff war {4 7 P
in keinem Fall eine Beschleu- / //I /,/“’
nigung der PHBS-Synthese im  #- /,/:“_'//’ .l
Laufe der Versuchszeit fest- AT T -
zustellen. Besonders merk- 2t Suts G it I

g 7 4 7 4 s8¢

wiirdig erscheint der Befund, ) ) o
daB selbst die PHBS- Syn these Abb.13. Einbayu von ES. Bedingungen wie bei Abb.11
unter chemolithotrophen Bedingungen (unter H, + O, + CO,) in Gegen-
wart von ES verlangsamt ablduft. ES scheint demnach die Synthese-
fahigkeit der Zellen schwerwiegend zu beeintrichtigen.

Sowohl im Falle der HBS als auch der ES als Substrat ist an die Mog-
lichkeit zu denken, daf ein Mangel an Kohlendioxyd die Synthese von
Acetacetyl-CoA und PHBS erschwert. Dal CO, zur Synthese von Acet-
acetyl-CoA notwendig ist, haben Untersuchungen an tierischen Enzym-
systemen gezeigt (WAKIL, TITSCHENER u. GiBsox 1959). Ob zur Polymeri-
sation von HBS iiber §-Hydroxybutyryl-CoA ebenfalls eine durch CO,
katalysierte Aktivierung beteiligt ist — unter Umstédnden mit Hydroxy-
dthyl-malonyl-CoA als Intermediédrprodukt —, bleibt zu priifen.

Die Extinktionskurven, welche die PHBS-Bildung mit ES als Sub-
strat unter Luft wiedergeben, zeigen eine starke Aufkriimmung (vgl.
Abb.13). Ein dhnliches Bild gab der Einbauversuch mit Crotonsiure als
Substrat. Die Geschwindigkeiten der PHBS-Synthese nahmen im Laufe
des Versuchs bedeutend zu. Die zum Einbau notwendigen Enzyme wur-
den also erst durch Induktionswirkung des Substrats in groBerem Umfang
gebildet.

Im Zusammenhang mit den oben geschilderten Versuchen erschien es
von Interesse, die PILBS-Synthese an Zellen zu verfolgen, welche mit ES

9*
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vorinkubiert worden waren. Die Suspension wurde deshalb in den letzten
13 Std jhres Wachstums mit 0,2°/, ES (pm 7) versehen und dann in der
iblichen Weise geerntet und im Versuch getestet. Das Ergebnis zeigt
Abb.14a und b. Schon zu Beginn des Ver-

suchs verliuft der Einbau unter Luft mit Py ‘f/4
hoher, konstant bleibender Geschwindig- |
keit. Setzt man die Extinktionszunahme
der Kontrolle gleich 1009/, so errechnet -
sich fitr den Einbau von ES nach 3 Std ein
Wert von 2249/, der fast den von HBS

(2609/,) erreicht. Da auch die Oxydations- EZM
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Abb.14a und b. Eénbau und Ozydation von ES durch eine mit ES vorinkubierte Suspension. Die

Suspension wurde 42 Std in Minerallosung unter Knallgasatmosphiire herangezogen. 13 Std vor der

Trnte wurden zuz 1000 ml Minerallssung 40 mleiner 5%,igen ES-Losung zugesetzt. Die Suspension

wurde zweimal in Puffer (p=m 7) gewaschen und darin aufgeschwemmt (Extinktion 3,2). Versuchs-
anordnung und Symbole wie bei Abb.9a—10b

geschwindigkeit gesteigert ist, ist das Substrat bereits nach 4 Std ver-
braucht. Das Verhiltnis von Substratoxydation zu endogener Atmung
betragt hier 8,3 gegentiber 7,1 bei den Zellen, welche nicht an ES an-
gepaBt worden waren.

Auch in diesem Versuch kommt die gegenseitige Beeinflussung von
organotrophem und chemolithotrophem Stoffwechsel zum Ausdruck. Die
PHBS-Bildung liuft unter Knallgas erheblich langsamer ab als unter
Luft. Umgekehrt wird die PHBS-Synthese aus CO, + H, durch ES
gehemmt.

E. Einflup organischer Substrate auf die autotrophe CO,-Fizierung

Die letzten Versuche hatten gezeigt, daf gewaschene Suspensionen
von Hydrogenomonas sowohl aus den gasférmigen Komponenten
H, 4+ 0, 4 €O, als auch mit organischen Séuren als Substraten PHBS
aufzubauen vermdgen. Wurden durch geeignete Bedingungen beide
Reaktionen ermdglicht, so beeinflufiten sich die Reaktionen gegenseitig
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mehr oder weniger ausgepragt. Bei den meisten Sduren stieg die Extink-
tion unter einer Atmosphire von H, -- O, +- CO, rascher an als unter
Luft; mit ES als Substrat war ein umgekehrter Effekt zu beobachten.
Auf Grund der vorangehenden Untersuchungen war anzunehmen, dafl
die CO,-Fixierung mit dem Einbau organischer Siuren simultan ablauft.
Ob und in welchem MafBe die Rate der CO,-Fixierung durch die ver-
schiedenen organischen Sduren beeinflult wird, sollten Versuche unter
Verwendung von radioaktivem Kohlendioxyd klaren.

I. Hohe der CO,-Fixierung in Gegenwart verschiedener
organischer Sduren und Glycerin bei chemolithotroph
gewachsenen Zellen

Es wurde die Geschwindigkeit des CO,-Einbaus durch chemolitho-
troph gewachsene Zellen unter Knallgasatmosphire in Gegenwart von
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Abb.15. Hoke der COp-Fizierung in Gegenwart verschiedener organischer Substrate. Chemolithotroph
herangezogene, in der exponentiellen Wachstumsphase geerntete Suspensionen wurden zweimal in
CO,-freiem Puffer (pm 7) gewaschen, darin aufgenommen und auf E = 0,4 eingestellt.
Versuchsapparatur unter Methodik (4); jedes Gefid8 wurde mit 25 ml Suspension und 1 ml 5%,igem
neutralem CO.-freiem Substrat, das KontrollgefiB mit 1 ml COy-freiem dest. Wasser versehen. Gas-
atmoosphire: 80°, Hy + 10%, Oz + 10% N, (CO,-frei). Nach 45 min wurden in alle Kolben je 1 mil
0,1 n NaOH *CO;-Lésung (1000 Imp/«Mol) injiziert; stiindlich wurden 2 ml Suspension entnommen

jeweils einem von elf verschiedenen organischen Substraten gemessen.
Aus technischen Griinden konnten in jedem Versuch nur wenige Siuren
getestet werden; daher wurde bei jedem Versuch die reine autotrophe
COy-Fixierung (in Abwesenheit eines organischen Substrats) gemessen;
die in Gegenwart der organischen Substrate bestimmten CQ,-Fixations-
raten wurden auf diesen Wert, der willkiirlich gleich 100°/, gesetzt wurde,
bezogen. In Abb.15 sind die auf die autotrophe Kontrolle bezogenen
Fixierungsleistungen dargestellt.

Alle getesteten organischen Substrate, sogar einschlieBlich derer,
welche unter Luft nicht zu PHBS synthetisiert wurden, verringern die
Geschwindigkeit der CO,-Fixierung. Die am meisten ausgeprigte Hem-
mung der CO,-Fixierung wére in Gegenwart der am besten zur Synthese



130 ErmkA WILDE:

geeigneten Siuren HBS, MiS und ES zu erwarten gewesen, weil gerade
diese Sduren mit der autotrophen CO,-Fixierung in Konkurrenz treten
sollten. Aber gerade in Gegenwart von Milchsdure wurde die CO,-
Fixierung am wenigsten beeinfluBt. Auch HBS zeigte nicht den erwar-
teten Effekt. Propionsiure, welche nur dullerst langsam eingebaut wird,
hemmt die CO,-Fixierung am stirksten, ndmlich um 55%,. Eine Deutung
des beobachteten Verhaltens und eine Korrelation zu den Einbau-
versuchen ist nicht méglich.

II. CO,-Fixierung in Gegenwart von Essigsdure durch Zellen,
diemit Essigsdure vorinkubiert undnicht vorinkubiert waren

Aus Abb.13 ist zu ersehen, daB die Rate der PHBS-Synthese mit ES
als Substrat rasch ansteigt; die Aufkriimmung der Kurven deutet darauf
hin, daB die zur Aufnahme und Aktivierung von ES notwendigen Hn-
zyme im Laufe der Versuchsdauer induktiv gebildet werden. Mit ES
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Abb.16. CO,-Fixierung in Geyg t von Essigsdure durch Zellen, die mit Essigsiure vorinkubiert und
nicht vorinkubiert waren. Zellen, welche 10 Std chemolithotroph gewachsen waren und den Extinktions-
wert 0,4 erreicht hatten, wurden abzentrifugiert, gewaschen, in der gleichen Menge sterilen Puffers
(pu 7) wieder aufgenommen und auf zwei Kolben verteilt. Kolben 1 wurde mit 0,2°%, ES, XKolben 2
mit der gleichen Menge dest. Wassers versehen. Beide Kolben wurden unter 80%, Hy -+ 10%, O,
+ 10/, CO, 12 Std bei 28°C geriihrt. Beide Suspensionen wurden abzentrifugiert, gewaschen und in
der gleichen Menge CO,-freien Puffers (px 7) aufgenommen. Die Suspensionen hatten gleichen Protein-
gehalt, obwohl sie sich in den Extinktionswerten (auf Grund der verschiedenartigen Speicherung)
unterschieden.
Versuchsapparatur wie Abb. 15, Die Gef#Be wurden mit 25 ml Suspension gefiillt. Substrat: 0,2°/, ES
(COy-frei). Gasgemisch: 80°, Hy + 10°/, O, + 10%, Na. Nach 45 min wurden je Kolben 1ml 0,1n
NaH“CO0,-Losung (1000 Imp/eMol) injiziert., Stindlich wurden je 2 ml Suspension entnommen.

Ansatz: Zellsuspension Zusatz Zeichen
4 — — [} .
B mit ES vorinkubiert - *———8
¢ ~ 0,29, ES [ ] ]
D mit ES vorinkubier 0.2%, ES — -8

vorinkubierte Zellen sollten daher in der Lage sein, PHBS mit einer
hohen Geschwindigkeit aus ES aufzubauen.

In den folgenden Versuchen sollte die Vorstellung itberpriift werden,
daB zwischen der Synthese von PHBS aus dem organischen Substrat und
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aus Kohlendioxyd eine Konkurrenzbezichung besteht. Die CO,-Fixie-
rung durch Zellen, die an ES adaptiert waren und ES sehr rasch ein-
zubauen vermdogen, sollte also durch zusétzlich verabreichte ES starker
unterdriickt werden als die CO,-Fixierung von nicht adaptierten Zellen.

Eine chemolithotroph herangezogene Zellsuspension wurde geteilt: die eine
wurde ohne Zusatz, die andere mit 0,29/, ES 12 Std lang unter CO,-baltigem Knall-

gas inkubiert. Beide Suspensionen wurden gewaschen und je eine Probe mit und
eine Probe ohne ES unter 1CO, enthaltendem Knallgas geschiitbelt.

Wie aus Abb.16 zu ersehen ist, wird die Geschwindigkeit der CO,-
Fixierung durch ES in beiden Fillen herabgesetzt. ES hemmt die CO,-
Fixierung sowohl bei den adaptierten (um 54°/,) als auch bei den nicht-
adaptierten Zellen (um 49°). Dieser Befund entspricht nicht der An-
nahme, dafl ES und CO, um die Verwertung zur Synthese von PHBS
konkurrieren, sondern deutet auf eine mehr direkte Beziehung. In erster
Linie dirfte an eine Beeinflussung der Permeationsfahigkeit zu denken
sein. Inwieweit sich Anionen bei der Stoffaufnahme in die Zelle gegen-
seitig beeinflussen, ist noch recht unklar. Die Verhiltnisse liegen von
Substrat zu Substrat verschieden. Uber ausgeprigte Unterschiede bei der
Aufnahme von Lysin und Glutaminsiure durch Streptokokken berichtet
GaLE (1947).

Diskussion

Die meisten der bisher an Knallgasbakterien erhaltenen Ergebnisse
sind an nicht gentigend homogenem Material gewonnen worden.

Fiir viele Untersuchungen wurden Knallgasbakterien auf der Agaroberfiiche
herangezogen, gewaschen und durch Homogenisieren in Suspension gebracht. Erst
durch die Einfithrung der Schiittelkultur (BEReMANN, TowNE u. Burris 1958;
Linpay u. SyrerT 1958) und der Heranzucht im geschlossenen Gaskreislauf (Wiw-
SON, StouT, PowErrsoN u. Ko¥rFrer 1953; CoHEN u. BURRIS 1955; BERGMANN,
TowNE u. BUrris 1958) wurden optimale Wachstumsbedingungen geschaffen.
Diesen Kulturverfahren noch anhaftende Schwierigkeiten wurden durch ein Sub-
mersriihrverfahren iiberwunden (SCHLEGEL, KALTWASSER u. GOTTSCHALK 1961).

Fir die Kultur auf Agar war es gleichgiiltig, ob der Organismus in
Fliissigkeitskultur in Form eines Hautchens oder als homogene Suspen-
sion wuchs. Da bei Submerskultur die Bildung von Flocken mdoglichst
unterbleiben soll, wurde versucht, neue Stdmme zu isolieren, die weder
in Ruhekultur noch in bewegten Nahrldsungen Zellkonglomerate bildeten.
Auf die Anreicherung von ,,Hautchen*- und ,,Suspensionsbildner* gerich-
tete Versuche hatten die Isolierung beider ,,Wuchsformen® zum Erfolg.
Wie sich in Wachstumsversuchen mit beiden Typen herausstellte, han-
delt es sich um ein weitgehend konstantes Merkmal. Suspensionsbildner
wachsen sowohl in bewegter Kultur als auch in Ruhekultur in Form einer
homogenen Suspension, wihrend Hiutchenbildner in Ruhekultur Kahm-
haute, in Schiittelkultur meistens Flocken bilden.
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Auf den schidigenden EinfluB hoherer O,-Partialdriicke auf das
Wachstum von Hydrogenomonas wurde man iiberall dort aufmerksam,
wo mit diinnen Suspensionen, geringen Impfmengen oder auf Agarober-
flichen gearbeitet wurde (LASCELLES u. STILL 1946; ScaaTZ u. BovELL
1952 ; ScHLEGEL 1953; PAckER u. Visaniac 1955; ATrinsox 1956 IV).
Steht der O,-Partialdruck in der Gasphase mit dem in der Fliissigkeits-
phase im Gleichgewicht und ist der O,-Konsum der suspendierten Orga-
nismen gering, so wirken schon O,-Konzentrationen von mehr als 5%/,
wachstumshemmend. Wird der Sauerstoff durch die Organismen aber
rascher aufgenommen, als er aus der Gasphase nachdiffundieren kann, so
werden viel hohere O,-Partialdriicke vertragen; durch sie wird die Ver-
mehrungsrate der Zellen sogar bedeutend gesteigert. Zur Einsicht in
diese Zusammenhénge haben die vorliegenden Untersuchungen gefiihrt.
Die Annahme erscheint begriindet, dal die Zellen bei zahlreichen Unter-
suchungen, die unter ,,aeroben Bedingungen durchgefithrt wurden,
unter O,-Mangel litten. Wihrend man bei manometrischen Messungen in
der Warburgapparatur seit jeher darauf bedacht war, die Zéllkonzen-
tration in den Grenzen zu halten, in denen Zelldichte und Gaswechsel
einander proportional waren, haben entsprechende Uberlegungen in der
Wachstumsphysiologie wenig Beriicksichtigung gefunden. Einander
widersprechende Angaben iiber den Einflull des O,-Partialdruckes auf
Stoffwechselprozesse wie Nitratreduktion, Denitrifikation, Milchsdure-
girung und andere kénnen auf das Ungleichgewicht der O,-Partialdriicke
in Gas- und Flissigkeitsphase zuriickgefithrt werden.

Methylenblau ist bereits zu mehreren Untersuchungen iber den H-
Stoffwechsel als H-Acceptor herangezogen worden (SCHLEGEL 1953;
PAcCKER u. VisuNIAC 1955); in vielen Féllen dient es als H-Acceptor zur
Bestimmung der Hydrogenase zellfreier Priparate und intakter Zellen
(STEPHENSON u. STICKLAND 1933; LASCELLES u. STILL 1946; ATKINSON
u. McFADDEN 1954; SADANA u. JAGANNATHAN 1956). Aus den hier vor-
gelegten Versuchen geht hervor, dal mit Methylenblau als H-Acceptor
die maximale Hydrogenaseaktivitit der Zellen erfalit wird. Die Ge-
schwindigkeit der H,-Aufnahme war etwa dreimal so groB wie beim
aeroben Knallgasumsatz (bei Ausschluf von Kohlendioxyd) und etwa
gleichder beim aeroben Knallgasumsatz in Gegenwart von Kohlendioxyd
gemessenen. Dieser Befund bestitigt die Versuche Barraas (1962) in
schoner Weise: Die H,-Oxydation wird durch CO, etwa auf das Drei- bis
Vierfache gegeniiber der CO,-freien Kontrolle beschleunigt; unter den
Bedingungen des CO,-haltigen Ansatzes scheint die Hydrogenase voll
ausgelastet zu sein; bei Verhinderung synthetischer Leistungen durch
CO,-Entziehung wird die H,-Oxydation gehemmt. Durch Methylenblau
werden die mit dem Adenosinphosphatcyclus verbundenen Schritte der
Elektronentransportkette iiberbriickt, bzw. entkoppelt, und es kommt
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zur maximalen H,-Oxydationsrate auch bei Abwesenheit von CO,. Es ist
noch nicht sicher, ob man Methylenblau als entkoppelndes Agens an-
zusehen hat (ScHLEGEL 1. BARTHA 1961).

Die Befunde vorangegangener Untersuchungen entsprechen sich in-
sofern, als bei chemolithotroph gewachsenen Knallgasbakterien die Akti-
vitidt der Dehydrogenasen erhalten bleibt, wenn auch eine nennenswerte
Steigerung der Aktivitit durch die Induktion durch das Substrat
zustande kommt. Fiir einzelne Substrate liegen aber sogar fiir ein- und
denselben Stamm widersprechende Befunde vor. Nach ScHATZ u. BoveLL
(1952) oxydieren autotroph gewachsene Zellen von Hydrogenomonas
facilis Glucose ; ATKINSON (1955) konnte diese Beobachtung ebensowenig
bestitigen wie andere Autoren. Auch meine Stimme waren durchweg
unfihig, auf Zuckern zu wachsen oder sie zu oxydieren. Andererseits ist
von Pseudomonas saccharophile, einem Organismus der als Knallgas-
bakterium isoliert worden ist, die Befahigung zur Verwertung von Zuckern
bekannt (DOUDOROFF 1942).

Die Frage, ob H, und organische Substrate durch chemolithotroph
gewachsene Zellen gemeinsam oxydiert werden koénnen, ist mehrfach
positiv beantwortet worden (KLUYVER u. MANTEN 1942 ; WIiLsoN, STOUT,
PowEeLsox u. KorrLER 1953 ; SCHLEGEL 1954 a). Mit diesen dlteren Beob-
achtungen stehen die vorgelegten Befunde im grofen und ganzen im
Einklang. Milchsdure wird mit dem hdchsten @, oxydiert.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchungen stand die Synthese
von PHBS und die Eignung verschiedener organischer Sduren als Sub-
strate der oxydativen Assimilation. Die Ergebnisse entsprechen insofern
den Erwartungen, als die monomere g-Hydroxybuttersiure mit besonders
hoher Geschwindigkeit eingebaut wird (Tab. 5). In weitem Abstand folgen
Milchsdure, Essigsdure und die iibrigen organischen Sduren. Nur bei
wenigen Séuren, insbesondere KEssigsiure und Crotonsidure, nimmt die
Syntheserate mit der Zeit auffallend zu.

Die Tatsache, dafl die PHBS-Synthese durch eine gleichzeitig ab-
laufende H,-Oxydation gefordert wird, erscheint plausibel. Mit den
meisten Substraten ist die Syntheseleistung unter CO,-haltigem Knallgas
erheblich gréfer als unter Luft. Die Synthese von PHBS aus den orga-
nischen Substraten und aus CO, 4 H, laufen also nebeneinander ab. Eine
ausgesprochene Steigerung der Syntheserate durch CO,-freies Knallgas
war jedoch nicht zu beobachten. Bei der oxydativen Assimilation organi-
scher Substrate scheint demmnach zwangsliaufig geniigend Energie zur
Synthese von PHBS freizuwerden, so dal durch eine parallel laufende
H,-Oxydation keine Steigerung moglich ist.

Im Augenblick unverstindlich erscheint der Befund, daB die PHBS-
Syntheserate mit Essigsdure als Substrat durch H, herabgesetzt wird.
Fir g-Hydroxybuttersiure ist der Effekt nicht so stark ausgeprigt und
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wurde bereits mitgeteilt (ScHLEGEL, GoTTscHALK u. BawrrHA 1961).
Sowohl an Essigséure (durch Vorinkubation) angepalte als auch nicht
adaptierte Zellen sprechen auf H, mit einer Depression an. Umgekehrt
wird auch die PHBS-Synthese unter chemolithotrophen Bedingungen
(H; 4+ O, 4 CO,) durch Essigsdure herabgesetzt. Im Falle der Essigsdure
ist die gegenseitige Beeinflussung von Syntheseprozessen aus CO, und
organischem Substrat besonders ausgeprigt. Da Essigsiure auch dem
Speicherprodukt PHBS besonders nahesteht, verdienen die genannten
Interferenzphénomene eine neue eingehende Untersuchung.

Aus den Versuchen itber die Beeinflussung der chemolithotrophen
CO,-Fixierung durch organische Siuren ist der SchluBl zu ziehen, da8
dieser Vorgang durch organische Substrate nicht beschleunigt, wohl aber
gehemmt werden kann. Inwieweit Konkurrenzbeziebhungen vorliegen, ist
nicht gepriift worden. Im Durchschnitt scheint der chemosynthetische
Stoffwechsel durch organische Substrate weniger beeintrichtigt zu
werden als die Verwertung organischer Substrate durch die H,-Oxydation.

Zusammenfassung

1. Aus Erd- und Schlammproben wurden zehn fakultativ chemolitho-
troph wachsende Hydrogenomonas-Stémme angereichert und isoliert.

2. Bei chemolithotroph wachsenden Zellen nimmt das Zellgewicht
wihrend der exponentiellen Wachstumsphase fortlaufend ab. Bei
Riihrung der Nahrlosung mit 650 U/min erfolgt die Zellvermehrung unter
einer Atmosphire von 65°, H, - 5%, CO, -+ 30°/,0, von 4 -107 bis
2+ 10° Zellen/ml exponentiell. Wahrend die Zellzahl in der stationéren
Phase anndhernd konstant bleibt, nimmt die Triibung der Suspension
infolge Speicherstoffsynthese (Poly-f-Hydroxybuttersiure) weiterhin zu.

3. Die Geschwindigkeit der H,-Aufnahme durch gewaschene, chemo-
lithotroph herangezogene Zellen ist in Abwesenheit von Kohlendioxyd
mit Methylenblau als H-Acceptor etwa dreimal so hoch wie mit Sauerstoff.
Unter einem Gemisch von H, 4 O, erh6ht CO, die Rate der H,-Oxydation
ebenfalls auf das Dreifache der CO,-freien Kontrolle. Unter denselben
Bedingungen steigern zugesetzte organische Siuren (Brenztraubensiure,
B-Hydroxybuttersiure) die Rate der H,-Aufnahme maximal um nur
30%-

4. Gewaschene, chemolithotroph gewachsene Zellen assimilieren
organische Substrate oxydativ und bauen Poly-g-Hydroxybuttersiure
auf; die Syntheserate ist mit Hydroxybuttersiure, Milchséure und Essig-
siure am hochsten. Wihrend die Syntheserate bei den meisten organischen
Substraten durch gleichzeitige H,-Oxydation gesteigert wird, wird die
Synthese aus Essigsdure und Hydroxybuttersdure durch H, gehemmt.
In Gegenwart organischer Séuren verlduft die autotrophe CO,-Fixierung
langsamer als ohne organische Substrate.
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Herrn Prof. Dr. H. G. ScELEGEL danke ich fiir seine Anleitung und mannigfache
Hilfe.

Die Untersuchungen wurden im Rahmen eines durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft unterstiitzten Forschungsprogramms durchgefiihrt.
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