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Untersuehungen iiber Waehstum 
und Speicherstoffsynthese yon Hydrogenomonas ~ 

Von 
ERIKA WILDE 

Mit 16 Textabbildungen 

(Eingegangen am 6. Februar 1962) 

Ffir die meisten an gewaschenen Suspensionen von wasserstoffoxydie- 
renden Bakterien (Knallgasbakterien) durehgeftihrten Untersuchungen 
wurden Zellen herangezogen, welche nnter schlecht reproduzierbaren 
Bedingungen gewachsen waren und deren Stoffweehselzustand sieh 
sehlecht oder nieht definieren ]iel~. Die 0rganismen wurden entweder 
mehrere Tage oder Wochen auf Mineralagar kultiviert (KnvYv~n u. 
MA~TE~ 1942; SCHATZ U. BOVELL 1952; A~KINSO~ 1955; PACK]~a u. 
VISHNIAC 1955) oder langfristig in stehenden Flfissigkeitskulturen heran- 
gezogen (KASEREIr 1906; NIKLEWSKY 1908; LEBEDEFF 1908; RUItLAND 
1922, 1924; SCHL~G~L 1953, 1954). Das auf diese Weise gewachsene Zell- 
material war uneinheitlich; es liel~ sieh keiner bestimmten Waehstums- 
phase zuordnen. Den kulturteehnischen Sehwierigkeiten, die zum Tell 
dureh die Handhabung des explosiven Wasserstoff-Sauerstoff-Gemisches 
bedingt sled, ist es zuzuschreiben, daI~ Untersuehungen fiber das ehemo- 
lithotrophe Waehstum yon Knallgasbakterien bisher kaum angestellt 
worden slEd. Das ira hiesigen Insti tut  eingeffihrte Submersverfahren zur 
tIeranzueht dieser 0rganismen (ScHLEGEL, KAL~WASSE~ U. GOTT- 
S CEALK 1961) ermSgliehte eine eingehende Untersuchung des Wachstums- 
verlaufs. 

Das Ziel dJeser Arbeit war die Charakterisierung neu isolierter Knall- 
gasbakterien und die Untersuchung ihres chemolithotrophen Waehstums. 
Aul~erdem sollten die Versuehe einen Einblick in die Speieherstoffsyn~hese 
geben. Nachdem Poly-fl-Hydroxybutters~ture als Speicherprodukt bei 
Azotobacter chroococcum (LEI~OIGNE tl. GIRAtCD 1943), Psvudomonas- 
St~mmen (MoEIs u. ROBERTS 1959 ; I)OUDOROFF U. STA:NIEtr 1959 ; LEWINE 
U. WOLOCHOW 1960), Bacillus-Arten (LE~IOIGNn, DELA~AaTE U. CROSON 
1944), Micrococcus halodenitri/icans (SMITHIES, GIBBONS u. BAYLEY 1955) 
und Chromobacterium-A_rten (FoRsYTI~, HAYWARD U. ROBERTS 1958) 

* Auszug ~us der gleichlautenden Dissertation der Mathematisch-Naturwissen- 
schaftlichen Fakultitt der Universiti~t GSttingen 1961. 
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nachgewiesen worden war, wurde dieses Polymere  auch bei Knallgas- 
bakterien, die unter  chemoli thotrophen Bedingungen gehalten worden 
waren, aufgefunden (ScHLEGV, L, GOTTSCHALK U. BARTHA 1961; BA~THA 
1962). I m  Rahmen  dieser Arbeit  sollte die Speicherstoffsynthese unter  
organotrophen Bedingungen im Vergleich zur chemoli thotrophen 
Speicherung betrachte t  werden. Dariiber hinaus sollte ein Einblick in den 
Verlauf der Speicherung bei gleichzeitiger Verwertung yon organischen 
Substraten und  Kohlendioxyd gewonnen werden. Der bevorzugte Einbau 
best immter  organischer Substrate  sollte Beziehungen zwischen der 
chemischen St ruktur  yon  Substrat  und Endproduk t  erkennen lassen und 
Itinweise auf  die potentiellen Stoffwechselwege geben. 

Methodik 
1. iVdihrmedien. Zur Heranzucht der Bakterien unter chemolithotrophen Bedin- 

gungen diente eine N~hrlSsung yon folgender Zusammensetzung: Na2HPO ~ �9 12 H20 
10,0g; KH2POa 1,5 g; IqI-I~C1 1,0 g; 1VIgSO~. 7Iff~O 0,2 g; dest. Wasser 1000 ml. 
Dieser GrundlSsung wurden je 10 rnl der LSsungen: a) 0,50/0 Fe(NK4)-Citrat ~- 0,1~ 
CaC12; b) 5,00/0 IqaHC03, und 2 ml einer Hoaglandschen SpurenelementlSsung 
zugefiigt. Die L6sungen wurden getrennt autoklaviert und naeh Abkiihlen ver- 
einigt; End-pH 7,0--7,2. Zur Anreicherung wurden Erdabkochung und Leitungs- 
wasser zugesetzt. Fiir Plattenkulturen wurde die N/~hr]Ssung mit 2~ Difco-Agar 
verfestigt. 

Zur Kultur nnter organotrophen Bedingungen wurde Glucose-Pepton-Medinm, 
3XD-Hedium (nach F~AsE~ u. Hi~L~.~ 1957) and Bouillon-Agar verwandt. Fiir 
Wachstumsteste diente ein Mineralagar, in den jewefls 0,4 ml bzw. 0,15 ml einer 
25~ LSsung eines organischen Substrates mit dem Drigalsky-Spatel eingerieben 
wurden. 

Die NahrbSden zur Bestimmung der isolierten St~mme wurden nach den An- 
gaben von ~)ELTIER, GEORGI U. LINDGREN (1952) sowie PELCZil~ u.a. (1957) an- 
gesetzt. 

2. Massenkultur. Fiir alle Versuche, die an gewaschenen Suspensionen (,,ruben- 
den" Zellen) angestellt warden, sind die Zellen bei geringen N~hrlSsungsmengen in 
500 ml Saugflasehen oder bei grSBeren Mengen in 2-1- oder 6-1-Zweihalskolben 
(SCHLEGEL, KALTWASSER U. GOTTSCHALK 1961) bei 28~ herangezogen worden. Die 
Gasatmosph&re setzte sich, sofern nieht anders angegeben ist, aus 10~ 0 e -~ 10~ 
COz -~ 800/0 He zusammen. 

3. Manometrische Messungen. Gaswechselmessungen wurden bei 30~ in einer 
Warburgapparatur (Hodell ,,V") der Fa. Braun, Melsungen, durchgefiihrt; Schiittel- 
frequenz 120 Kin- und Herg~nge je Minute; 4 cm Elongation; einarmige Gef~Be mit 
13-- 16 ml Rauminhalt. 

4. Einbauversuche. 200 ml Erlenmeyerkolben mit je 25 oder 50 ml Suspension 
wurden in einem Wasserbad bei 30~ mit 125 I-Iin- und tterg~ngen je Minute 
geschiittelt. Die Kolben wurden durch einen doppelt durchbohrten Gummistopfen 
begast. Die Proben wurden mit Hilfe einer Injektionsspritze dureh eine seitliche, 
mit einem Gummistopfen versehlossene ()ffnung durch eine Injektionsnadel ent- 
nommen. Die radioaktive BicarbonatlSsung wurde dureh dieselbe Kaniile ein- 
geffihrt. 

5. Chemische Analysen. Der Gesamt -S t i eks to i f  der Zellsuspensionen wurde 
naeh nasser Verbrennung in Gegenwart yon Selen-Reaktions-Gemisch und 
Sehwefels~ure nach I~JELDAIIL bestimmt. I)as Ze l l -Pro te in  wurde nach der 
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Biuretmethode (modifiziert nach LA I%IVI/~XE 1958) bestimmt, l~eagensl6sung: 
Na-K-T~rtrat  5,0 g; NaOH 20,0 g; CuS04 �9 5tt20 1,0 g; K J  2,5 g. Diese Reagentien 
wurden einzeln in wenig dest. Wasser gelSst und in der angegebenen Reihenfo]ge 
zusammengegossen. Die l~eagensl6sung wurde anschlieBend auf 500 ml aufgeftillt 
und wegen besserer t tal tbarkeit  in einer braunen Flasche aufbewahrt. 1 ml dieses 
Reagens wurde mit je 2 ml Bakteriensuspension im Zentrifugenglas gemischt und 
30 min bei 37~ stehengelassen. Ein gelegentlich entstehender Niederschlag wurde 
dureh Zentrifugieren (t5 min bei 2500 U/min) entfernt. Die Extinktion der klaren 
LSsung wurde im Eppendorf-Photometer unter Verwendung des Filters 546 bei 2 em 
Sehiehtdieke gemessen. Der mit  dem Faktor 3 muItiplizierte Extinktionswert gibt 
die ~enge an Protein in mg/ml Suspension an. Bis zu 1,5 nag Protein/ml Suspension 
verlief die Eichkurve gradlinig; oberhalb dieses Wertes bestand keine Proportionali- 
tat  zwisehen Proteingehalt und Extinktionswert. Zur T r o e k e n g  ewie  h t s b e s t i m  - 
m u n g  wurden 50 oder 100 ml einer Suspension bei 6000 U/min zentrifugiert und 
zweimal in dest. Wasser gew~sehen. AnschlieBend wurde das Zentrifugat 12 Std bei 
80~ getroeknet und im Exsiecator fiber Silieagel abgekiihlt. Aus der Gewichts- 
differenz der Zentrifugenglaser (Wggung bei Beginn und naeh AbschluB dieses 
Arbeitsganges) wurde die Troekensubstanz in mg/50 bzw. 100 ml Suspension er- 
mittelt.  Zur Bestimmung der T r f i b u n g  wurde die Bakteriensuspension soweit 
verdfinnt, dab die Extinktionswerte bei 436 m# und d ~ 1 em zwisehen 0,1 und 
0,3 lagen. Die Z e l l z a h l  wurde in einer ZS:hlkammer naeh NEUBAUER ermittelt.  
P o l y - f i - t ~ y d r o x y b u t t e r s / ~ u r e  wurde aus 30--80 mg gefriergetrockneten Zellen 
dureh Chloroform extrahiert (etwa 12 Std bei Zimmertemperatur); die Zellr/ick- 
stiinde wurden auf einer Nutsche mit Filterpapier Sehl. u. Seh. lqr. 597 abgetrennt 
and zweimal mit  Chloroform gewasehen. Dureh Zusatz des gleiehen Volumenanteils 
:~_thyl~ther zum Chloroformextrakt wurde PI~BS ausgef~llt und naeh Abkfihlen auf 
den Gefrierpunkt auf ,,G4" Glasfritten abgesaugt. Dureh Differenzw/~gung wurde 
das Gewicht der extrahierten P t tBS ermittelt. Das yon den Zellen fixierte Xohlen- 
dioxyd wurde dureh R a d i o a k t i v i t / ~ t s b e s t i m m u n g  auf ~embranfil tern erfaBt; 
2 ml Suspension wurden ~bgesaugt und mit  0,1 n HC1 gewasehen; die ~embran-  
filter wurden auf 1V[essingblocks festgelegt; die Impulszahl wurde im Z&hlgergt F1~49 
best immt (SCHLEGEL U. LAFFERTY 1961). 

6. Folgende Abkiirzungen werden verwendet: ES ~ Essigsi~ure, BTS --~ Brenz- 
traubensgure, BSS : Bernsteins/~ure, MiS = Milchs/~ure, AS = Apfels/~ure, HBS 

/?-I-[ydroxybutters/~ure, PI-IBS --~ Poly-~-Hydroxybutters/~ure, FuS : Fumar- 
sgure. 

Ergebnisse 
A. Isolierung und Charakterisierung neuer Knallgasbakterien 

In frfiheren Jahren waren verschiedene Typen yon Knallgasbakterien isoliert 
worden (KASERER 1906: Bacillus pantotrophus; LEB]SDSSF 1908; I~IKLEWSKI 1914: 
Hydrogenomonas vitrea, Hydrogenomonas /lava, Hydrogenomonas agilis), die als 
bewegliehe Stgbchen eharakterisiert worden waren und sich lediglich im Pigment- 
gehalt, im Waehstumsverhalten und in einigen untergeordneten l~ierkmalen unter- 
sehieden, t~U~LA~D (1924) hatte sogar einen Sporenbildner, Bacillus pycnoticus, 
beschrieben. In  den letzten 20 Jahren sind dagegen Iediglieh farblose Pseudomona- 
den isoliert und zu physiologischen Untersuchungen herangezogen worden (DovDo- 
gOSF 1942: Hydrogenomo~zas saccharophila; KLux-r  u. MA~TE~ 1942: Hydrogeno. 
mouas /lava; ScH• u. BOV~Ln 1952 : Hydrogenomonas ]acilis ; Scn~E~n  1953 : 
Hydrogenomonas spec. ; K ~ s ~ E g  1954: Hydrogenomonas carboxydovorans; PACKER 
U. V~Sg~IAC 1954, 1955: Hydrogenomonas ruhlandii; BEL~AJEWA 1960: Pseudo- 
monas 2yocyanea, Pseudomonas pantotropha; I~OMA~OVA U. DO~A~ 1960; W~TW~h ~- 
BE~EI~ u. ~EPASKE 1961: Hydrogenomonas eutro~gha). Ferner ist in jfingster Zeit 

8* 
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dieser Stoffwechselmodus ~uch bei einigen Actinomyceten-Arten nachgewiesen 
worden (KAzqAI, MIYACI:[I 11. TAKAMs165 1960: Strertomyces autotrophicus; HI,Sell 
1961 : Nocardia saturnea, Nocardia petroleophila, Streptomyces spec.). 

Um neuen Fragestellungen an einer Zahl mehrerer mSglichst ver- 
schiedener typischer St/~mme yon ehemolithotroph waehsenden I-I~-oxy- 
dierenden Bakterien nachgehen zu kSnnen, wurden Anreieherungskul- 
turen mit Impfmaterial yon verschiedenen Standorten und unter ver- 
sehiedenen Anreicherungsbedingungen angesetzt. Als Ausgangsmaterial 
ffir die Anreieherungskultur wurden 16 verschiedene Proben verwendet : 
Wald- und Wiesenboden aus versehiedenen Lagen, Grabenschlamm, 
Teiehsehlamm und Quellsehlamm. Von allen Proben wurden Anreiehe- 
rungskultureu zur Isolierung von,,Hi~utchenbildnern", ,, Suspensionsbild- 
nern", Sporenbildnern und einer mSgliehst gro]]en Zahl anderer Formen 
angesetzt. 

In stehenden Fliissigkeitskulturen (Ruhekulturen) kommt es hgufig 
zur Ausbildung einer Kahmhaut; die ttgutehenbildner werden bevor- 
zugt. Sie bilden eine Bakteriendecke, die die NAhrlSsung yon der weiteren 
Zufuhr der gasfSrmigen Komponenten abschlieBt und das naehtrggliehe 
Aufkommen submers gedeihender Bakterien verhindert. -- Umgekehrt 
werden dureh Schiittein oder Riihren Bedingungen geschaffen, unter 
denen sich suspensionsbildende Organismen durchsetzen. Es wurde 
deshalb die Anreieherung unter beiden Bedingungen vorgenommen. 

In Flfissigkeitskulturen setzen sich in der gegel die am sehnellsten 
wachsenden Bakterien durch und unterdrfieken alle Organismen mit 
geringerer Wachstumsrate. Um auch so]che langsam waehsenden 
Organismen, die unter Umst~nden bemerkenswerte Eigenschaften auf- 
weisen kSnnen, anzureichern, versah ich auch Mineralagarplatten mit 
Standortmaterial. Die Organismen bleiben auf dem Agar fixiert und 
wachsen zu Einzelkolonien aus (direktes Plattenverfahren). 

Zur Isolierung yon Sporenbildnern warden die Bodenproben pasteuri- 
siert, d.h. 15 min lang bei 78~ gehalten und erst dann mit Mineralniihr- 
16sung aufgeffillt. Naeh diesem Verfahren wurde jedoeh in keinem Fall 
Waehstum erzielt. 

Dnrch wiederholtes ~berimpfen und Bebriiten jeweils unter den 
gleichen Bedingungen wurden die angereicherten St~mme gereinigt und 
schliei]lieh durch Verdiirmungsausstrich auf Agar isoliert, l~einheits- 
kontrollen erfolgten durch Passagen auf Glucose-Pepton-Agar und 
3XD-Agar. 

Iqaeh mehrmaliger Aussortierung aller Kulturen mit ungiinstigen 
Wachstumseigenschaften verbheben zehn Bakterienst~mme, die auf 
Mineralschr/~gagar in Kultur gehalten wurden. Sie wurden mit der Ziffer 
ihres Standortes und dam Index ,,s" oder ,,h" bezeiehnet, je naehdem, 
ob sie ,,Suspensions-" oder ,,Hautchenbildner" waren. Die Konstanz und 



Wachstum und Speicherstoffsyathese yon Hydrogenomonas 113 

Spezifit/~t dieser Merkmale wurde dureh Anzueht sowohl in Schfittel- 
kultur, als auch in Ruhekultur bestiitigt. ,,It/tutchenbildner" wuchsen in 
I~uhekultur als tt/~utchen; in Schiittelkultur als Ring oder Flocken, aber 
niemals als homogene Suspension. Die ,,suspensionsbildenden" St~mme 
crgaben unter beiden Kulturbedingungen eine homogene Suspension. 

Die isolierten Bakterienst/~mme wurden hinsichtlieh ihrer Wachstnms- 
eigensehaften, ihrer Zellmorphologie und einer Reihe yon stoffweehsel- 
physiologisehen und biochemisehen Merkmalen eharakterisiert. Bis auf 
zwei St~mme erwiesen sieh alle Herkfinfte als beweglieh; alle Stgmme 
sind gramnegative St~behen; auf Grund ihrer F/thigkeit, mit Knallgas 
und Kohlendioxyd in einem Mineralmedium zu waehsen, sind sie zur 
Gattnng Hydrogenomonas zu stellen. 

Unter den neu isolierten St/tmmen befindet sich kein obligat cherao- 
lithotropher Organismus. Alle St~mme gedeihen auch mit organisehen 
S/iuren als C- und Energiequelle. Sie waehsen gut auf BSS, FuS, BTS, 
J~S und ES, weniger auf Glutamins/~ure, Asparagins/~ure, Valerians/iure, 
Propions/~ure und Malons/iure. Auf Ameisens~ure, Glykols~ure und Glyko- 
koll waehsen nur wenige St~mme; kein Stamm vermochte auf Oxals/~ure 
zu gedeihen; Zucker sind ausgesprochen schleeht verwertbar; der am 
besten waehsende Stamm 16 verm~g auf keinem der vier gepriiften 
Zucker (Glucose, Mannose, Xylose und Ribose) zu waehsen. Petroleum 
wird nieht verwertet. Als N- Quelle ist Ammoniumsalz besser verwertbar 
als Nitrat. 

B. Wachstumsphysiologie 
I. B e z i e h u n g e n  zwischen  Tr f ibung ,  T r o c k e n g e w i c h t  und  

Ze l l zah l  bei  c h e m o l i t h o t r o p h e m  W a c h s t u m  

Von den drei am besten wachsenden und hinsichtlich der H2-Oxyda- 
tion aktivsten St/~mmen (H 1, H 16 und dem yon C. BOV~LL fibernomme- 
nen Stamm H 20) wurden Wachstumskurven aufgenommen. 3 1 Mineral- 
medium wurden yon einer viert/igigen Mineralagarkultur beimpft und 
in einem 6-1-Zweiha]skolben bei 28~ mit 650 U/min gerfihrt. Die Kultur- 
gef/~Be wurden zu Beginn des Versuchs mit dem Gasgemisch durchstr6mt ; 
entsprechend dem Verbraueh wurde Gas aus einem mit demselben Gas- 
gemiseh geffillten Gasometer nachgesogen. Nach einer kurzen Anlauf- 
phase vermehrten sieh die Zellen exponentiell (Abb. 1). 

DaB die Zellen bereits nach 24 Std das Wachstum einstellten, ist auf 
den Verbrauch des Sauerstoffs zurfiekzuffihren, t t  2 und 02 werden yon 
den Zellen anns im Verh/iltnis 2:1 aufgenommen. Das nach- 
str5mende Gasgemisch (820/0 H2 -~ 8~ 03 @ 10~ COd) enthielt die 
Komponenten jedoch im Verh~ltnis i0 : l .  Wird die Gasatmosph~tre also 
nur ergs und nieht ausgetauscht, so verarmt sie im Laufe der Zeit an 
Sauerstoff. 
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Im weiteren Versuchsverlauf wurden die Kolben im Abstand yon 
3--4 Std mit demselben Gasgemiseh durehstrSmt. Daraufhin setzte das 
Waehstum wieder ein, jedoch mit einer erheblich herabgesetzten Waehs- 
tumsrate. 

Den geringen O~-Partialdruek in der Gasatmosph/~re yon 0,1Arm. hatte 
ieh gew~hlt, weil Hydrogenomonas gegen hShere Sauerstoffpartialdr/ieke 
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Abb. 1. Wachstum yon Hyd~oge~wmonas Stature H 16 ttn$vr Knallgas und Kohlendioxyd. 3 1 Mineral- 
medimn wurden yon einer viert/~gigen Mineralagarkultur beimpft und in einem 6-1-Zweihalskolben 
bei 28~ mit 650 U/rain gertihrt. Zeichenerkl/irung: A Extinktion �9 e; B Zellzahl o - - - - - -o  

empfindlieh ist (Sc~ATZ u. BOVELL 1952; SC~rL~G~L 1953; WILSOn, 
STOUT, POWELSON U. KorrLER 1953); die 02-Empfindliehkeit scheint 
insbesondere alas Enzym Hydrogenase zu betreffen. Entspreehende Ver- 
suehe fiber den zutr/~glichen O~-Partialdruck waren jedoch stets bei sehr 
geringen Suspensionsdiehten angestellt worden, also unter Bedingungen, 
unter denen der Partialdruck im Medium dem in der Gasatmosph/~re vor- 
handenen entspraeh. Da die Suspension in meinem Versueh abet bereits 
eine Trfibung yon E = 1,5 erreieht hatte, erprobte ieh ein Gasgemiseh 
yon 30~ 02-k 65~ H~ q-5~ COs. Naeh DurehstrSmung mit diesem 
Gasgemiseh stieg die Waehstumsgesehwindigkeit bei alien drei Sts 
wieder an. 

Bei hohen Ze!ldichten tritt also trotz des hohen O~-Partialdruckes in 
der Gasatmosph/~re keine Sch~digung ein. Wegen der geringen Diffusions- 
geschwindigkeit des Sauerstoffs stehen bei hohen Bakteriendiehten und 
en~sprechend hohem 02-Verbrauch in der N/~hrlSsung die 02-Partial- 
drfieke in der Gasphase und im Medium nieht mehr im Gleiehgewieht 
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miteinander. Bei hohen Bakteriendichtcn wird die Wachstumsrate durch 
die Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs bestimmt. 

Wie die Ergebnisse der ersten Wachstumsversuche (Abb. 1) erkennen 
lassen, unterseheiden sieh die Ex t ink t ions -und  Zellzahlkurve wi~hrend 
der exponentiellen Phase im Anstiegswinkel. Die Extinktionskurve ver- 
li~uft in der ,,lag-Phase" steiler, in der exponentiellen Phase dagegen 

,SOl-...91 o,," 
/ ~ 1  lo , ' i  

.~ / ~  I i " *  
I t , ; ,  I o / /  

iTl.  : 
~7 o ~ it" 

0~01L-- 7 I 
o s 

.o # o i  o' 

To- Y o/ 

Y// 
/ ,  

I 
/ ~  

~ 5 ~  -'~'~-z ~--~B 

I I t 

r 72 Sfd 9~ 

Abb. 2. Zunahme von Extinktion und Zellzahl wtihrend des chemolithotrophen Wachstums yon Stamm H 16. 
Ein  2i l -Rundkolben m i t  1 1 MinerallSsung wurde  m i t  einer chemol i thot roph gewachsenen Suspension 
be impf t  und  bei  28~ un te r  einer Gasatmosph~ire yon 3 0 %  O~ + 5 %  CO= + 6 5 %  H2 m i t  650 U/ra in  
geri ihrt .  Das  Gasgemisch  wurde nach jeder  Messung,  nach 3 - - 4  Std,  erneuert .  Zeichenerkl~rung:  
A Ex t ink t i on  �9 i ; B Zellzah] o . . . .  o ; Tg Trockengewich t sbes t immung  zu d e m  aus  der  

K u r v e  ersichtl ichen Ze i tpunkt  

Tabelle 1. Extinktion, Zellzahl und Troc~engewicht in verschledenen Wachstumsstadien 

Trocken-  Troeken-  
gewicht  gewicht]  
(mg/m])  Ex t ink t ion  

0,112 0,774 
0,308 0,478 
3,452 0,415 

K u l t u r d a u e r  
(Std) E x t i n k t i o n  Zellzahl/ml Zellgewicht (mg) 

131/2 0,144 2,25" 10 s 4,96" 10 -l~ 
27 0,645 1,05 �9 109 2,93 �9 10 -1~ 
92 8,32 5,26" 109 6,56" 10 -l~ 

Bedingungen wie bei Abb. 2. 

flacher als die Zellzahlkurve. Das bedeutet, dab das Verh~Itnis ,,Extink- 
tion/Zellzahl" im Laufe des exponentiellen Wachstums abnimmt. Die 
Zellen werden also zunehmend kleiner ; dabei ist die Gewichtsabnahme der 
Zellen sogar noeh mehr ausgepri~gt als durch das Verhi~ltnis Extinktion / 
Zellzahl zum Ausdruek kommt,  da mit  Abnahme der TeilchengrSBe die 
spezifische (auf das Trockengewicht bezogene) Extinktion steigt. 

Diese Befunde wurden durch einen weiteren Versuch bestatigt, bei 
dem neben Zellzahl und Extinktion zu verschiedenen Zeiten auch das 
Trockengewicht der Zellen best immt wurde (Abb. 2 und Tab. 1). 
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Nach den an allen drei St~mmen angestellten Messungen verandern 
sich die Zellen w~hrend der gesamten exponen$iellen Wachstumsphase; 
man kann daher nicht yon ,,Standardzellen" sprechen; Zellen aus dem 
Anfang der log-Phase kSnnen sieh ganz anders verhalten als am Ende der 
log-Phase geerntete Zellcn. DaB in der sta~ion~ren Phase bei Konstant- 
erhaltung der Zellzahl die Extinktion zunimmt, deuSete darauf hin, dab 

j j J "  

.t. '=; 

../. I . ;  

..~.7 Z o' ~ - "~- f 7  F" .r / . .  - 

,:,~....,'" 
~, .... 0/ 

8,8 -. ~S 

4o I ,,I- -- 

e" 0 o 6" 12 Sid /8 
Abb. 3. Verdopplungszeit in der exponentiellen Wachstumsphase der St~imme H 16, H 1 und H 20. 
6-1-Rundkolbcn mit  je 31 Minerall6sung warden mit  chemolithotroph gewachsener Suspension 
beimpft und  bei 28~ und 650 U/rain geriihrt. Die Gasmischung, 10% O~ § 5% CO~ § 85~ H~, 
warde stfindlich erneuert. ZeiehenerkNirung: A H 20 (Extinktion log. aufge~ragen) . - - 0  ; A~ H 20 
(Ex~ink~on ari thm, aufge~ragen) �9 - - ;  B H 16 (:Ex~inktion log. aufge~ragen) * - - - - . ;  Bz H 16 
(Extlnk~ion ari~hm, aufgetragen) - - - - - . ;  C H i (Extink~ion log. aufgetragen) �9 . . . . .  0; C~ H 1  

(Extinktion ari thm, aufgetragen) m . . . . .  �9 

die Zellen nach Becndigung ihres Wachstums Speicherstoffe bilden. Die 
Speichersubstanz wurde sp~iter als Poly-fi-Hydroxybutterss identi- 
fiziert (Sc~LEOEL, GOTTSCHALK U. BARTttA 1961). 

Ffir alle drei St~mme sollte auch die Verdoppelungszeit bestimmt 
werdcn. Die exponentielle Phase eines weiteren Wachstumsversuchs 
wurde semilogarithmisch und arithmetisch aufgetragen (Abb. 3). Auf der 
Skala der Logarithmen mit dcr Basis 2 entspricht jede Einheit einer Ver- 
doppelung der Zellmasse (vgl. LA~ANNA U. MAL]~TT]~ 1959). 

Fftr H 16 wurde als niedrigste Verdoppelungszeit in der exponentiellen 
Waehstumsphase 270 min, fiir H 1 220 rain und fiir H 20 195 rain 
bestimmt. 

II .  W a c h s t u m  a u f  o r g a n i s c h e n  S ~ u r e n  u n d  Z u c k e r n  

Wie sich schon bei Wachstumstesten auf Agarmedien herausgestell~ 
hatte, werden Ribose, Xylose, Saccharose, Glucose und Malons~ure nich~ 
verwertet. Diese Befunde lieBen sich in Riihrkultur an Hydrogenomonas 
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S tamm H 16 bestat igen.  Glutaminsaure ,  BSS, BTS, ES, ~ S  und  Casami- 
nos~uren ffihren zu einem fippigen Wachs tum.  Die Zunahme an  Zell- 
masse scheint  m i t  BSS, BTS und  AS am grSl~ten zu sein. Die Dauer  der 
lag-Phase unterseheidet  sich bei den einzelnen Substra ten.  Sie ist auf  E S 
verhi~ltnism~t6ig lang. 

C. Hydrogenasea~tivit~it  

I. H y d r o g e n a s e a k t i v i t / ~ t  n a c h  e h e m o l i t h o t r o p h e m  W a e h s t u m  

Die Aktivit/~t der Hydrogenase  der drei S tamme H 16, H 1 a n d  H 20 

sollte vergleichend bes t immt  werden. 

Die drei St~mme wurden nebeneinander angezogen; die Versuehssuspensionen 
wurden aus dem gleichen Stadium der exponentiel]en Phase eines Waehstumsver- 
suehs entnommen. I)urch Einstellung 
auf einen bes~immten Extinktions- 
wert wurden die Suspensionen auf 
ann&hemal den gleichen Trocken- 
substanz- bzw. Proteingehalt ge- 
braeht. Wie bei friiheren Versuchen 
wurde die I-Ip-Aufnahme mano- 
metrisch unter 50~ Luft-4- 50O/o I-I 2 
ohne C02, also als ,,Leerlaufreak- 
tion", bestimm~. AuBerdem wurde 
der I-Ip-Verbrauch mit lKethylenb]au 
als I-I-Aeceptor gemessen. 

Tabelle 2 
HrAu/nahme (#l/Stalling Protein) 
chemolithotroph ffezogener Zellen mit 
02 und Methylenblau als H-Acceptor 

I ~-Aufnahme 
in p]/Std/mg Protein; 

Stature als It-Aeeeptor 

Sauerstoff ~ethylenblau 

H 16 ] 306 1011 
H 1 [ 315 1088 
H 20 521 1417 

Bedingungen wie unter Abb.4. 

~00 

% 
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o / z Sfd j 

Abb. 4. Hydrogenaseaktivit~it chemolithotroph gewaehsener Zellen aus tier exponentiellen Wachstumsphase. 
Die Versuchssuspensionen wurden chemolithotroph angezogen, dreimal in Phosphatpuffer (p~ 7) 
gewaschen, 4arin aufgenommen und anf gleiche Extinktion eingestell~. In jedes Warburggef~I~ wurden 
2,5 mI Suspension (0,186 mg Zellprotein) einpipettiert, l~ethylenblau warde als 0,04 molare L6sung 
verwendet, 0,2 ml ~irden nach etwa 2 Std aus dem Seitenarm des Warburggef~Bes heriibergeholt. 
Gasatmosphitre: 50 ~ Luft + 500/~ tip. Bei Verwendung yon Methylenblau als H-Acceptor: 100 ~ It:. 
KOt/ im Zen~ralzylinder. l%undwarburgapparutur; 120 ]{in- und Herg~nge je Minute; Amplitude 

4 cm; 30~ 
Zeiehenerkl~rtmg : S~amm It-Acceptor Zeichen Starnm ~[-Acceptor Zeichen 

A H 20 O~ o o D H 20 MethylenbJau u - - [ ]  
B H 1 O~ o - - - - - - o  E H 1 Methylenblau o- - - - - -u  
C H 16 0~ o . . . . . .  o F H 16 3/Iethylenblall m ...... 
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gO0 

20O 

In Abb.4 und Tab. 2 ist das Ergebnis dargestellt. Stamm 20 zeigte 
eine merklich h6here Hydrogenaseaktiviti~t als die Sti~mme 16 und 1, bei 
denen die Geschwindigkeiten der Knallgasreaktion nahezu gleich sind. 

Die Werte fiir die H2-Aufnahme mit Methylenblau als H-Acceptor 
liegen etwa dreimal so hoch wie die mit 02 als H-Acceptor. Die erhShte 
H~-Aufnahme bei Verwendung yon Methylenblau als H-Acceptor wurde 
bereits bei der Charakterisierung der St&mine beobachtet. Diese mit 

S < 
f// .~: 

/ /'/ /" ~ , " . , /  / o  ~ .., ~ 

7 2 

F 

...'D C 

3 ~ Sfd & 

Abb. 5. Hydrogenaseaktivit~it yon Stature H 16 nach 
Wachstum au f  organischen S~uren. Organotroph 
gewachsene Zellen wurden in  der exponentiellen 
Wachstumsphase geerntet,  dreimal  in Phosphat-  
puffer (pn 7) gewaschen, darin aufgenommen un4  
auf  Ext inkt ionsgle ichhei t  verdi innt .  $edes War- 
burggef~B enthie l t  2,5 ml  Suspension (0,379 mg 
Protein).  Gasatmosph~ire: 50~ Luf t  + 50% Its. 
KOH im Zentralzylinder.  Zeiehenerkl~rung: A auf  
Glutamins~ture angezogen o o ; B a u f B T S  
angezogeu o -  - -  - o ; C auf  B S S angezogen 
o . . . . .  o;  D auf  X S angezogen o . . . . .  o ; B auf  Z S 
angezogen o . . . . .  ; -~ endogeneAtmung ~ 

Methylenblau gegenfiber der Knall- 
gasreaktion erh6hte H2-Aufnahme 
ist anscheinend darauf zurfick- 
zuffihren, dab Methylenblau nicht 
nur als H-Acceptor wirk% sondern 
gleichzeitig die mit der H2-Oxy- 
dation verknfipften Prozesse ent- 
koppelt. Die in Gegenwart yon 
Methylenblau beobachtete Ge- 
schwindigkeit der H2-Oxydation 
entspricht gr6BenordnungsmiBig 
derjenigen, die bei der mR der 
CO2-Fixierung gekoppelten Knall- 
gasreaktion in Erscheinung tritt 
(BA~THA 1961). 

II. H y d r o g e n a s e a k t i v i t ~ t  
naoh 

o r g a n o t r o p h e m W a c h s t u m  

Suspensionen aus einem paral- 
lel laufenden Wachstumsversuch 
yon Stature H 16 auf BTS, BSS, 
GluS, kS und ES wurden mano- 
metrisch auf ihre Hydrogenase- 
aktivit~t untersucht. Die Zellen 
entstammten dem gleichen Wachs- 
tumsstadium der exponentiellen 

Phase und waren auf gleiche Extinktion und somit ann~hernd gleichen 
Proteingehalt eingestellt worden. Abb. 5 zeigt das Ergebnis dieses Ver- 
suchs. 

Die Geschwindigkeit der Knallgasreaktion ist yon den Anzucht- 
bedingungen abh&ngig. Sie ist am gr6Bten bei den auf GluS gewachsenen 
Zellen. In den ersten Stunden der Messung kommt sie der Aktivit&t 
chemolithotroph angezogener Zellen nahe (vgl. Abb.4). Fiir die anderen 
Suspensionen lagen die Werte tiefer. Nach Wachstum auf ES war die 
}Iydrogenaseaktivitit am niedrigsten. Alle fiinf Kurvcn verlaufen nicht 
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gerade, sondern fallen w~hrend der Dauer des Versuchs ab. Nach 4 Std 
war die Geschwindigkeit der Knallgasreaktion ~uf den halben Anfangs- 
wert  abgesunken. 

I I I .  E i n f l u B  y o n  o r g a n i s e h e n  S u b s t r a t e n  
a u f d i e  G e s c h w i n d i g k e i t  de r  H 2 - O x y d a t i o n  

Die Gesehwindigkeit der Knallgasreaktion wird dureh Anwesenheit 
yon (?02 auf das Drei- bis Vierfaehe der ,,Leerlaufreaktion" erhSht. Der 

//I//~ 
o 1 a 3 Sfd ~' o / 2 ,e Std ~/ 

Abb. 6 Abb. 7 
Abb. 6. Einflu]3 von Brenztraubensa'ure auf  die H6he der KnaUgasreaktion (Hydrogenomonas Stature 
H 16). Chemolithotroph gewaehsene Zellen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geern(~et, 
dreimal in Puffer (pr~ 7) gewaschen und darin aufgenommen. In jedes Warburggef/tl3 wurden 2,5 ml 
Suspension (0,21 mg Protein) einpipettiert; bei B, C und /9 0,2 ml 20~ K O K  ira Zentralzylinder. 

Gazatmosph/ire Zus~itze Zeiehen 
A 80% H ~ +  10% COs + 10% 0.~ -- * - - o  
B 80% E~ + 10*/o~ + 10% O~ 53~MolBTS o - - - - o  
C 80"/o Us + 10"lo :N2 + 10'~/0 02 -- o - - o  
D Lnf~ 53 ff~ol ]3TS * - - ,  

Abb. 7. Einflul3 yon fl-Hydroxybutters~ure auf  die Knallgasreakiion (Hydrogenomonas Stature H 16). 
Chemolithotroph gewachsene Zellen win'den in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, dreimal 
tells in Puffer yon p~ 7, teils in Puffer yon p~ 6 gewaschen, darin aufgenommen und auf Extinktions- 
gleichheit eingestellt. In jedes Warburggefiil3 wurden 2,5 ml Suspension, entspreehend 0,21 nag 
Protein, einpipettiert. Aul~er A enthielten atie Ans/itze 0,2 ml 20% XOH im Zentralzylinder. 

Gasatmosphiire pn-Wert Zusatz Zeichen 
A S0~ H2 + 10~ + 10~ 0~ 7,0 - -  o- , 
B 80% H~ + ].0% N~ + 10% O~ 6,0 58#Moil:JIBS o ......... o 
C 80% ]=[2 + t0% ~2 q 10~ 7,0 58/zMolItBS o - - - - o  
D 80"/oFiz § 1 0 %  N~ § 1 0 %  O~ 7,0 - o - - o  
E Luft 7,0 58 p~ol  t]EBS A �9 
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energieverwertende Proze• der COs-Fixierung ist wahrscheinlich fiber das 
Adenylsi~uresystem mit dem energieliefernden ProzeI3 der Hs-Oxydation 
verknfipft. W~hrend bei Abwesenheit yon COs nut  eine ,,Leerlaufreak- 
t ion" abli~uft, wird dureh die CQ-Fixierung laufend ATP verbraucht und 
die Knallgasreaktion dadurch auf ihre maxima]e H6he gebracht (Sc~Ln- 
Cnn U. BA~TgA 1961a). Die folgenden Versuche an Stature H 16 sollten 
zeigen, ob sich auch durch organische S~uren die Gesehwindigkeit der 
H2-Oxydation in gleichem Mal~e erh6hen liege wie durch C02. Als erstes 
Substrat wurde BTS geprfift (Abb. 6). 

Wiihrend die Gasaufnahme mit 10~ C02 3,6real so hoch war wie bei 
Abwesenheit yon COs, war die Erh6hung durch BTS nur sehr gering. Die 
tts-Aufnahme unter 80~ H a 4- 10~ O2 ~- 10~ N~ stieg nach Zusatz yon 
BTS yon 75,6 #l /Std auf 102,5 #l/Std, d.h. um 35,50/0. 

In einem weiteren Versueh wurde der Einflnl3 yon/~-Hydroxybutter-  
si~ure geprfift. Die Messungen wurden in diesem Fall nieht nur bei pg 7, 
sondern auch bei pg 6 durchgefiihrt, weft die Sguren im niedrigeren pg- 
Bereich undissozfiert vor]iegen und in dieser Form yon den Zellen besser 
aufgenommen werden k6nnen (Abb. 7). Bei pg 7 hatte die S~ure keinen 
Einflul3 auf die Gesehwindigkeit der Knallgasreaktion. Bei pH 6 stieg der 
H2-Verbrauch nach Zusatz yon fl-Hydroxybuttersi~ure von 62,9 #l /Std 
auf 81,0/~l/Std, also nur nm 28,80/0. 

Aueh dnreh Zusatz yon BSS und ES war keine nennenswerte Er- 
h6hung der Hs-Aufnahme zu erreichen (BA~HA 1961). Aus diesen Ergeb- 
nissen ist der Sehlul~ zu ziehen, da~ sich der Effekt des Kohlendioxyds, 
die Hs-Oxydation auf ein Mehrfaches zu besehleunigen, nieht durch 
organisehe Substrate nachahmen l~l~t. Aueh gut verwertbare S~uren, die 
raseh zum Speieherprodukt PHBS aufgebaut werden, haben nieht an- 
n~hernd die Wirkung yon COs. Der Aufbau yon PHBS aus S~uren 
ben6tigt einerseits weniger Energie als die Synthese yon P t tBS  aus 
COs d-Ha, andererseits seheint der Polymerisierungsprozel~ in seiner 
Gesehwindigkeit begrenzt zu sein, so daI~ der energieliefernde Prozel~ der 
Hs-Oxydation nieht stiirker in Ansprueh genommen werden kann. 

D. Verwertung organischer Substrate zur Synthese von P H B S  

Dal~ nicht nur wachsende, sondern auch gewaschene Suspensionen 
(,,ruhende" Zellen) zur Speicherstoffsynthese aus C02-~-I-I2 ~-02 be- 
f/~higt sind, wurde fiir die St//mme H 16, H I u n d  H 20 bereits festgestellt 
(BAI~THA 1962). Weitere Versuche, zu denen lediglich Stature H 16 heran- 
gezogen wurde, sollten erweisen, welche organischen Substrate zur Syn- 
these yon PHB S verwertet werden k6nnen. Aus den Einbauleistungen mit 
verschiedenen organischen S/~uren als Substraten hofften wir ttinweise 
auf die m6glichen Intermedi/irprodukte und den Mechanismus der Synthese 
vonl)HBS w/~hrend der chemolithotrophen CO2-Fixierung zu erhalten. 
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I.  O x y d a t i v e  A s s i m i l a t i o n  u n d  s y n t h e t i s e h e r  W i r k u n g s g r a d  

Zungehst sollte der Wirkungsgrad bestmmlt  werden, mit  dem BSS, 
BTS, ~S ,ES und MiS eingebaut werden. Die Oxydation einer best immten 
Substratmenge wurde manometriseh gemessen, und die verbrauchte 
02-Menge wurde zur theoretiseh fiir eine vollstgndige Substratoxydation 
errechnete 02-Aufnahme in Beziehung gesetzt. Wird nur ein geringer 
Prozentsatz des theoretisehen Sauerstoffverbrauchs erreieht, so is~ an- 
zunehmen, dab der nicht oxydierte Anteil des Substrats eingebaut wird 
und der synthetisehe Wirkungsgrad demnaeh hoeh ist. Diese SehluBfolge- 
rung lgl~t sich nur dann ziehen, wenn durch Bilanzversuehe das Sehicksal 
des nicht oxydierten Anteils sichergestellt wurde. Der synthetische 
Wirkungsgrad ist als Quotient ,,assimilierter Anteil/oxydierger Anteil" 
definiert (vgl. K ~ N D L ~  1953). 

Die aus zahlreiehen Versuchen erreehneten synthetisehen Wirkungs- 
grade sind in Tab. 3 zusammengestellt. Die synthetischen Wirkungsgrade 

Tabelle 3. Synthetischer Wirkungsgrad verschledener Substrate 

In MinerallSsung pu 6 In Puffer p~ 6 
Substrat Assimilierter Teil Assimilierter Teil 

BSS 
BTS 
24S 
ES 
~iS 

Oxydierter Tell 

1,26 
2,91 
1,02 
0,86 
0,23 

Assimilierter Anteil 
in o/. 

56 
74 
50 
46 
19 

Oxydierter Teil 

1,30 
2,47 
0,69 
0,51 
0,32 

Assimilierter Anteil 
in ~ 

57 
71 
41 
34 
24 

Chemolithotroph gewachsene Zellen wurdert in der exponentiellen Wachs~ums- 
phase geerntet, dreimal in Puffer (pE 6) bzw. in MinerallSsung (p~ 6) gewaschen und 
darin aufgenommen. Jedes Warburggefgl3 wurde mit 2,5 ml Suspension und 0,2 ml 
20~ KOI-I versehen. Es wurden 5 #N:ol Substrat gegeben. Endvolumen: 3 rnl. 

in Puffer- und Minerall6sung weichen kaum voneinander ab. Mit BSS als 
Substrat  verlguft die Oxydationskurve der wachsenden Zellen steiler als 
die der ruhenden Zellen. Die Oxydation der anderen Substrate geht in 
beiden Fgllen gleieh schnell vor sich. Keines der Substrate wird voll- 
stgndig oxydiert;  in allen Fgllen wird ein Teil assimiliert. Nach Tab. 3 
wgre anzunehmen, dal) BTS mit  dem hSchsten synthetischen Wirkungs- 
grad eingebaut wird. Ein Parallelversueh mit  diesem Substrat,  bei dem 
die Trockengewichts- und PHBS-Zunahmen best immt wurden, zeigte 
aber einen geringeren Einbau. Auch der RO-Wert yon 1,9 wurde diesem 
hohen synthetischen Wirkungsgrad bei BTS nicht gereeht. Die vollstgn- 
dige Assimilation hgtte nach 

2CHaCOCOOH q- 1/2 02 -+ CHaCHOH-CH2-COOtI -k 2C02 
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einen RQ-Wer t  yon  4,0, vollst / tndige Oxyda t ion  nach 

CHsCOCOOH -~ 2112 02 --> 3C02 ~- 2H20 

einen RQ-Wer t  yon 1,2 ergeben. Der  une rwar t e t  hohe synthe t i sche  
Wi rkungsg rad  k o m m t  wahrscheinl ich dadurch  zus tande,  dab  BTS  ~eil. 
weise zu di- und  t r imere r  p a r a - B T S  polymer i s ie r t  und  in dieser F o r m  der 
Zelle n icht  mehr  zug/~nglich ist.  D i e  Oxyda t ionsku rve  kn ick t  deshalb  
vorzei t ig  ab.  

I I .  S t S c h i o m e t r i s c h e  B e z i e h u n g e n  z w i s c h e n  T r o c k e n g e w i c h t ,  
T r / i b u n g  u n d  P H B S - G e h a l t  w / ~ h r e n d  d e r  S p e i c h e r u n g  

U m  bei  nachfolgenden Versuchen die Anhgufung yon  P H B S  am 
Ex t ink t ionsans t i eg  messen zu kSnnen,  wurden  in einem Eichversuch  
Ex t ink t i on ,  Zel l t rockengewicht  und  der  Gehal t  an P H B S  nebene inander  
bes t immt .  

Der Speicherungsversueh wurde mit ,,ruhenden" Zellen unter einem Gas- 
gemiseh, bestehend aus H 2 ~- 02 + C0~, und parallel dazu mit IIBS als Substra~ 

l / / /  

~ ~ ( ' ~ ' *  I I I I I V A I l  J~ ' , i  

o J c 3 1~ is ~~d 18 

Abb. 8. Verhdiltnis yon Extinktionsanstieg, Trockengewichts- und PHBS-Zunahme w~ihrend der Speiche- 
rung (Stature H 16). Die Versuchssuspension wurde chemolithotr0!0h in 2-1-1~undkolben bei 28 ~ C und 
440 U/min bis zum Verbrauch des Stickstoffs gerfhrt  und dann auf zwei Kolben verteilt; der Speiche- 

rungsprozel3 wurde chemolithotroph und organotroph verfolgt. 
Die Extinktionszunahme wurde in Kurven, die Trockengewichts- und l~t/BS-Zunahme in S~ulen 

dargestellt. 
Gasatmosphiire Zusatz Zeichen 
A 7 5 %  It~ + 10~ CO~ + 15~/o O~ - i -  �9 

BLuft 0,4~]0 ~BS * - - - - i  
Zu Kurve A gehOren die schraffierten, zu Kurve B die leeren SKalen. Die punktierten Fl~chen zeigen 

den 2tIBS-Gehalt des Zelltrockengewichts an 

unter Luft durchgefiihrt. Es wurde der pa-Wert 6 gew/~hlt, um dureh den Verbrauch 
der S~ure bedingte pa-Versehiebungen in den alkalisehen Bereich mSglichst zu ver- 
maiden. Der pa-Wert 6 erwies sieh allerdings als ungiins~ig fiir die Anzucht der 
Bakterien; aueh der Speicherungsproze$ verlief etwas langsamer als bei pz 7. In 
sp~teren Einbauversuchen wurde deshalb bei p~ 7 gearbeitet. 

Das Ergebnis  dieses Versuches zeigen A b b . 8  und Tab .4 .  Aus Abb.  8 
is t  zu ersehen, dab  der  Ex t ink t ionsans t i eg  mi t  H B S  als Subs t r a t  grSl~er 
is t  als un t e r  H 2 § 0 2 § CO 2. Der  E x t i n k t i o n s z u n a h m e  l~uft eine Ver- 
mehrung  des Trockengewichts  und  des P H B S - G e h a l t s  paral lel .  
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Tab. 4 gibt die MeBwerte wieder. Bei beiden Suspensionen entspricht 
die Gewichtszunahme der Zellmasse der PHBS-Zunahme. Unter 
H2 -k 02 + C0~ nahm das Zellgewicht um 0,406 mg/ml und das Gewicht 
der PHBS um 0,408 mg/ml zu; mit HBS als Substrat erhShte sich das 
Trockengewicht um 0,572 mg/ml und der Gehalt an PHBS um 0,538 rag/ 

Tabelle 4. Verh~iltnls yon Extinktionsanstleg, Trockengewichts- und PHBS-Zunahme 
wghrend der Speicherung 

Ex I ~r~ ~]~B's/l~''s/ Zunahme~n 
i )_rOCK - T r o c k  - . Zei t  �9 ~ Gewich t  Gewich t ]  . . . .  �9 I ] ) H B S  B e d i n g u n g e n  (S td )  t m k t m n  . " m l  

( m g / m l )  ( m g / m g ) l  r  G e w i c h t  . . 
(mg/ml) [  t m g / m l )  

ohne orgaaisches Substrat 
Atmosphere: 
80~ H~-}- 10~ O~ § lO~ 

mit 0,4% I-IBS 
Atmosphere: 

Luft 

0 

16 

0 

16 

2,02 

3,34 

2,02 

3,90 

0,823 0,218 0,179 

1,229 0,478 0,587 

0,830 0,222 0,184 

1,402 0,515 0,722 

Bedingungen wie bei Abb. 8. 

0,406 0,408 

0,572 i 0,538 

ml. Zu Beginn des Versuchs machte der PHBS-Gehalt  220/0 des Trocken- 
gewichts aus, am Versuchsende bereits 480/0 bzw. 520/0. 

Die ]~bereinstimmung in den Werten fiir den Gewichtszuwachs an 
Zellsubstanz und an PHBS zeigt, dab auBer PHBS keine anderen 
Speicherstoffe gebildet werden. Die Extinktion kann also zum Mag ffir die 
PHBS-Zunahme erhoben werden. Wghrend des Speicherungsvorganges 
im Zuge der C02-Fixierung hat die Extinktion auf das 1,65fache zu- 
genommen, das Zelltrockengewicht jedoch nur um den Fak~or 1,49. Bei 
der Speicherung yon PHBS steig~ also die Extinktion urn den Faktor  
1,65 
1,49 --  1,1 rascher an als das Zellgewicht. Dieser Faktor  ist daraufzurfick- 

zuffihren, dag PHBS als fettartige Substanz starker lichtbrechend is~ als 
die iibrigen Zellsubstanzen und dadurch zu einer h6heren Lichtstreuung 
ffihrt. 

III .  Die  S y n t h e s e  y o n  P H B S  aus  o r g a n i s c h e n  S u b s t r a t e n  u n t e r  
v e r s c h i e d e n e n  B e d i n g u n g e n  

In der folgenden Versuchsserie wurde die Speicherstoffbildung dutch 
,,ruhende" Zellen mit elf verschiedenen Substraten untersucht. Als Mag 
ffir die PHBS-Speicherung diente dabei die Extinktionszunahme. Zur 
Sicherung wurde parallel zu jedem Versuch eine quantitative PHBS- 
Bcstimmung durchgefiihrt. 

Neben der Einbaurate der S~uren unter Luft  interessierte die 
Geschwindigkeit des Einbaus unter einem C02-freien und CQ-haltigen 
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Gemisch aus H~ -~ 0~. Es wurde angenommen, dab Knallgas als zus/~tz- 
]iche Energiequelle den Einbuuprozel~ beschleunigen wfirde und dab sich 
beim Einbau unter H~ ~ 0 z ~ CO~ mSglicherweise der organotrophe und 
der chemolithotrophe Speieherungsproze2 addieren wiirden. Parallel zur 
Einbaugeschwindigkeit wurde die Oxydation der einzelnen Substrate 
gemessen. Abb. 9 und 10 a/b geben den Verlauf yon typischen Versuchen 
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Abb. 9 a und b. Einbau und Oxydation von B TS (Stature H 16). Die Suspensionen wurden nach chemo- 
lithotrophem Wachstum geerntet, zweimal in Puffer (p~ 7) gewaschen und darin aufgenommen. 
Der Einb~uversuch (Abb.9) wurde nach der Me~hode 4 ~ngesetzt. Jeder Kolben enthielt 50 ml 

Suspension, 
Gasatmosph~ire Zeichen 
A 80~ 10% 0 ~ §  10% CO~. - 
B 80% 1:[~ § 10% 02 § 10% C02 2 ml 5% ige organische 8~ure : - - - - - - :  
C 80% ]t~ § J0~/o Os' H- lO~ 2 ml 5~ organische Si~ure o - - -  o 
D Luft 2 ml 5~ organisehe Siure a----  - -4 

Zur h[essung der Oxydationsgeschwindigkeit (Abb. 9 a) wurde in jedes Warburggef~tI3 2,5 ml Suspen- 
sion sowie 0,2 ml 20~ K 0 t t  fiir den Zentralzylinder einpipettiert. Als Substrat wurde 0,12 ml 
50[~iger org~nischer S~ure in den Seiten~rm gegeben. ]~ndvolumen 3,00 mL A Substratatmuug A , ; 

B endogene A~mung ,~ 

wieder. In Tab. 5 sind die Ergebnisse der Einbauversuche mit organischen 
S~uren zusammengestellt. 

Unter Luft  werden die einzelnen S~uren mit versehiedener Gesehwin- 
digkeit eingeb~ut. Am schnellsten ]/~uft die PHBS-Synthese mit HBS, 
MiS und ES ab. Demgegenfiber erfolg~ mit ~S,  Glycerin und Glykolss 
keine Extinktionszunahme; mit Isobuttersi~ure und Propionsi~ure steigt 
sie nur ganz schwuch an. Crotonsi~ure, Butters~ure, BSS und BTS werden 
mit mittleren Geschwindigkeiten zu PI-IBS umgesetzt. 

In Anbetracht der hohen Geschwindigkeit, mit der HBS zum Poly- 
meren umgesetzt wird, erscheint die Gesehwindigkeit der 02-Aufn~hme 
reeht gering (T~b.5). Diese hohe Einb~urate bei geringer Oxyd~tions- 
leistung l~Bt sich damit erkl/~ren, dM~ zur Polymerisation yon HBS 
wesentlich weniger Energie notwendig ist als zu der mchrcre Schritte 
umf~ssenden Synthese yon P t tBS  aus den anderen organischen Si~uren. 
Von einer geringen Os-Aufnahme ist ~uch der Einbgn yon BTS begleitet. 
Die Assimilation yon BSS, die ungefghr mit der glcichen Geschwindig- 
kei~ verlguf~, scheint zwei- bis dreimal so viel Oxydationsenergie zu 
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erfordern. Dem Einbau yon MiS lguft ein sehr hoher O~-Verbrauch 
parallel. Auf Grund dieser Ergebnisse ist es erkl/irlieh, dab der synthe- 
tische Wirkungsgrad f/ir BTS relativ hoeh, der f/ir MiS auffallend niedr ig  
war (vgl. Tab.3). Der synthetisehe Wit- 2 ~ - - -  
kungsgrad sagt also etwas fiber das Ver- [ r I 

i d.h. fiber die Rentabilit/it des Einbaus, 
aber niches fiber die Gesehwindigkeit der 
Assimilation selbst aus. -- Die syntheti- 
schenWirkungsgrade bei p~ 7 sind fibrigens - s 
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Abb. 10 a und b. Einbau und Oxydatien von BSS. Bedingungen wie bci Abb. 9 a und b 

Tabelle 5. E~nbau- und Oxydat~ons~eschw~ndigke~teu der getesteten Substrate 

Substrate 

Brenztraubensgure 
Bernsteins~ure 
Apfels~ure 
Itydroxybut~ersi~ure 
Essigs~ure 
3~flchs/iure 
Glycerin 
Glykols~ure 
Butters~ure 
Isobut~erss 
Cro~onsi~ure 
Propions~ure 

Extinktionszunahmc 
nach 5 Std unter Luft* 

58,4~ 
65,30/0 

keine Zunahme 
260,00/0 

79,80/0 
I 11,4~ 

keine Zunahme 
keine Zunahme 

69,8~ 
3,80/0 

70,60/0 
15,2 

Substratoxydation 

Leeratmung 

2,9 
6,4 
2,9 
5,0 
7,1 

12,1 
0,7 
1,0 
3,2 
1,7 
4,8 
4,3 

* Bezogen auf chemolithogrophe Speicherung (100~ Bedingungen wie bei 
Abb.9a--10b. 

gr6Ber als die bei pE 6. Ffir ES und MAS wurden im neutralen Bereich 
Werte yon 1,22 und 1,59 gefunden, die einemEinba! ! v~qn 55~ bzw. 61~ 
en~spraehen. Wie bereits erw~hn~ wurde, b.eruhen diese Unterschiede 
auf einer Verz6gerung des AssimilatiQnsprozesses im sauren p~-Bereieh. 

Arch. ]~fikrobiol., B4.43 9 
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Der Einbau der organischen Sauren unter den verschiedenen Gas- 
atmospharen verlief nicht bei allen Substraten gleichartig. Lediglich mit 
BTS und BSS als Substraten wurde die Einbaugeschwindigkeit in 
Gegenwart yon Knallgas als zusatzlicher Energiequelle beschleunigt. 
Eine weitere Steigerung der Geschwindigkeit der PHBS-Synthese wurde 
durch zusatzliche Verabreichungen yon Kohlendioxyd bewirkt. Mit BTS 
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Abb. 11 , Abb. ]2  

Abb. l l .  Einbau yon MiS .  Bedingungen wie bei Abb. 9 a und l0  a. Ver~tnder te Gasatmosph~,ren: A 70 o/~ 
It8 + 20~ O~ + 10~ C0~; B 70Olo H~ + 20~ O~ + 10Olo C02; C 70Q/o H2 + 20~ 02 + 10~ N2; D Luft  

Abb. 12. Einbau yon H B S .  Bedingungen wie bei Abb. 11 

und BSS scheint also die Synthese yon PHBS aus den organischen Sub- 
straten und aus C02 nebeneinander herzulaufen. 

J~S wird unter Luft iiberhaupt nicht eingebaut; unter H 2 -{- 03 kommt 
es zu einer signifikanten Extinktionszunahme. MSglicherweise beruht 
diese auf einer Fixierung des durch Oxydation frei gewordenen Kohlen- 
dioxyds. 

Der Einbau der am schnellsten zur PHBS-Synthese fiihrenden Sub- 
strate HBS, MiS und ES unterscheidet sich yon den obengenannten Sub- 
straten weitgehend. Bei diesen Substraten erfolgte die PHBS-Synthese 
unter Luft rascher als unter I t  2 -~ 03. Der Einbau yon ES verlief unter 
It2 -~ 03 ~ COs sogar langsamer als unter Luft. 

Die Einbauversuche mi~ HBS, E S und MiS wurden unter Verwendung 
yon Gasgemischen wiederholt, in dem der 02-Gehalt dem der Luft ent- 
sprach (200/0 03; Abb. 11--13). Bei Gleichheit des 02-Partialdrucks in den 
GefaBen mit Luft und Knallgas war die Rate der PHBS-Synthese aus 
MiS in allen Fallen unter H 2 ~- 03 grSBer als unter Luft, wenn auch nur 
um wenige Prozente. IIBS und ES wurden aber auch bei aneinander 
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angegliehenen 02-Konzentrationen unter Luft  rascher als unter Knallgas 
zu PHBS aufgebaut. Ffir HBS als Substra~ ist diese Erseheinung bereits 
mitgeteflt worden (ScHLEG~L, GOTmSC~mK U. BARTHA 1961). Auch unter 
He -[- 02 + COs verl/~uft die PHBS-Synthese mit ES als Substrat lang- 
samer als unter  Luft.  

Die Deutung dieser gut reproduzierbaren Befunde bereitet betr/~eht- 
hehe Sehwierigkeiten und verffihrt zu ad hoe-Hypothesen. Es ist zu ver- 
tauten, da$ die Enzyme zur 
Aufnahme in die Zelle (Per- 
mease) bzw. zur Aktivierung 
tier ES (Thiokinase) erst 
w/~hrend des Umsatzes yon ES 
gebfldet werden; naeh den 
Befunden erfolg~ diese indu- 
zierte Enzymbildung am 
sehnellsten un$er Luft.  In  
Gegenwart vonWasserstoffwar 
in keinem Fall eine Beschleu- 
nigung der PHBS-Synthese im 
Laufe der Versuehszeit fast- 
zustellen. Besonders merk- 
wiirdig erscheint der Befund, 
dal~ selbst die PHBS-Synthese 
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Abb. 13. Einbau yon E S ,  Bedingungen wie bei Abb. 11 

unter chemolithotrophen Bedingungen (unter H 2 -~ O~ ~- C02) in Gegen- 
wart  yon ES verlangsamt abl/~uft. ES seheint demnach die Synthese- 
f/~higkeit der Zellen schwerwiegend zu beeintr/s 

Sowohl im Falle der HBS als aueh der ES als Substrat ist an die MSg- 
liehkeit zu denken, dal~ ein Mangel an Kohlendioxyd die Synthese yon 
Aeetaeetyl-CoA und PHBS ersehwert. Da$ CO 2 zur Synthese yon Acet- 
acetyl-CoA no~wendig is~, haben Untersuehungen an tierisehen Enzym- 
systemen gezeigt (W~xm, Timscn-s~g u. GxBso~r 1959). Ob zur Polymeri- 
sation yon HBS fiber fl-Itydroxybutyryl-CoA ebenfalls eine durch C Q  
katalysierte Aktivierung beteiligt ist --  unter Umst/~nden mit I tydroxy-  
/~thyl-malonyl-CoA als Intermedi~rprodukt -- ,  bteibt zu priifen. 

Die Extinktionskurven, welehe die PHBS-Bildung mi~ ES als Sub- 
strat  unter Luft  wiedergeben, zeigen eine starke Aufkrfimmung (vgl. 
Abb. 13). Ein/ihnliehes Bild gab der Einbauversuch mit Crotons/~ure als 
Substrat. Die Gesehwindigkeiten der PHBS-Synthese nahmen im Laufe 
des Versuchs bedeutend zu. Die zum Einbau no~wendigen Enzyme wur- 
den also erst durch Induktionswirkung des Substrats in gr61~erem Umfang 
gebildet. 

Im Zusammenhang mit den oben gesehilderten Versuehen erschien es 
yon Interesse, die PHBS-Synthese an Zellen zu verfolgen, welehe mit ES 

9* 
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vorinkubiert worden waren. Die Suspension wnrde deshalb in den letzten 
13 Std ihres Waehstums mit 0,2~ ES (pH 7) versehen und dann in der 
fiblichen Weise geerntet und im  Versnch getestet. Das Ergebnis zeigt 
Abb. 14a und b. Schon zu Beginn des Ver- 
suehs verl~uft der Einbau unter Luft  mit 
hoher, konstant bleibender Gesehwindig- 
keit. Setzt man die Extinktionszunahme 
der Kontrolle gleieh 100~ so erreehnet 
sieh for den Einbau yon ES naeh 3 Std ein 
Wert yon 224.0/0, der fast den yon I-IBS 
(2600/0) erreieht. Da aueh die Oxydafions- 

r 

% r162 - _j 

% / /  ~.1 

o 1 2 3 ~ g Sfd o o 2 S'~d 3 
a b 

Abb. 14a und  b. Einbau und Oxydation yon ES  dutch eine mit ES  vorinkubierte Suspension. Die 
Suspension wurde 42 Std  in l~IinerallSsung unter  Knallgasatmosphare herangezogen. 13 Std vet  tier 
:Ernte wurden zu 1000 ml 1V[inerall6sung 40ml  einer 5~ ES-L6sung zugesetzt. Die Suspension 
wnrde zweimal in Puffer (p~ 7) gewasehe~ und  darin aufgesehwemmt (Extinktion 3,2). Versuchs- 

anordnung und  Symbole wie bei k b b , 9 a - - 1 0 b  

geschwindigkeit gesteigert istl ist das Substrat bereits nach 4 Std ver- 
braucht. Das VerMltnis yon Substratoxydafion zu endogener Atmung 
betr/~gt bier 8,3 gegeniiber 7,1 bei den Zel]en, welche nicht an ES an- 
gepal3t worden waren. 

Auch in diesem Versueh kommt die gegenseitige Beeinflussung yon 
organotrophem und chemolithotrophem Stoffwechsel zum Ausdruek. Die 
PHBS-Bildnng l~uft unter Knallgas erheblich langsamer ab als unter 
Luf t .  Umgekehrt wird die PHBS-Synthese aus CO s d-It~ dutch ES 
gehemmt. 

E. Ein/lufi organischer Substrate an/die autotrophe COe-Fixierung 
Die letzten Versuehe hatten gezeigt, dub gewasehene Suspensionen 

yon Hydrogenomonas sowohl aus den gasfSrmigen Komponenten 
tt2 d- 02 + COs a]s auch mit organischen S~uren als Substraten PHBS 
aufzubauen vermSgen. Wurden durch geeigne~e Bedingmagen beide 
Reaktionen erm5glicht, so beeinfluBten sich die Reaktionen gegenseitig 



Wachstum u~d Speicherstoffsynthese yon Hydrogenomonas 129 

mehr oder weniger ausgepragt. Bci den meisten Si~uren stieg die Extink- 
tion unter einer Atmosphiire yon tT 2 ~- 0 s ~- CO s rascher an als unter 
Luft; mit ES als Substrat war ein umgekehrter Effekt zu beobachten. 
Auf Grund der vorangehenden Untersuchungen war anzunehmen, dab 
die CQ-Fixierung mit dem Einbau organischer Sauren shnultan ablauft. 
Ob und in welchem Mal~e die Rate der COs-Fixierung durch die ver- 
schiedenen organischen Si~uren beeinfluBt wird, sollten Versuche unter 
Verwendung yon radioaktivem Kohlendioxyd klaren. 

I. H6he der COs-Fix ie rung  in Gegenwar t  ve r sch i edene r  
o rgan i sche r  Sauren  und  Glycer in  bei c h e m o l i t h o t r o p h  

gewaehsenen  Zel len 

Es wurde die Geschwindigkeit des COs-Einbaus durch chemolitho- 
troph gewachsene Zellen unter Knallgasatmosphare in Gegenwart yon 
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Abb.]_5. H~he der O02-~7~ierung in Ge~enwart verschiedener organis~er Substrate, Ohemoli~hotroph 
herangezogene, in der exponentiellen Waehstumsphase geerntete Suspensionen warden zweimal in 

CO2-freiem Puffer (p~ 7) gewasehen, darin aufgenommen und auf /~  = 0,4 eingestellt. 
Yersuchsapparatur  unter  ]~Iethodik (4); jedes Gef~l~ wu~de mit  25 ml Suspension und 1 m150/~igem 
neutralem CO~-freiem Substrat ,  das Kontrollgef~B mit  1 ml C02-freiem dest. Wasser versehen. Gas- 
atmosphiire: 80~/o H~ + 10~/o O~ + 10~ N~ (CO2-frei). 1%aeh 45 rain wurden in alle Kolben je 1 ml 
0,1 n / ~ a O H  ~CO~-L6sung (1000 Imp/~l~Iol) irdiziert; stfindlich wurden 2 ml Suspension entnommen 

jeweils einem yon elf verschiedenen organischen Substraten gemessen. 
Aus technischen Grfinden konnten in jedem Versuch nur wenige Siiuren 
getestet werden; daher wurde bei jedcm Versuch die reine autotrophe 
COs-~ixierung (in Abwesenheit eines organischen Substrats) gemessen; 
die in Gegenwart der organischen Substrate bestimmten COs-Fixations- 
raten wurden auf diesen Wert, der willkfirlich gleich i00~ 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 COs-Fixierung. Die am meisten ausgepr~gte ttem- 
mung der C02-Fixierung wi~re in Gegenwart der am besten zur Synthese 
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g e e i g n e t e n  S/~uren H B S ,  MiS  u n d  E S  zu  e r w a r t e n  gewesen ,  wel l  g e r a d e  

diese S/~uren m i t  d e r  a u t o t r o p h e n  CO~-Fix ie rung  in  K o n k u r r e n z  t r e t e n  

sol l ten .  A b e r  ge rade  in G e g e n w a r t  y o n  Mi lehsgure  w u r d e  die CO2- 

F i x i e r u n g  a m  w e n i g s t e n  beeinflul3t.  A u c h  H B S  ze ig te  n i c h t  den  e rwar -  

t e t e n  Ef fek t .  Propions/~ure,  we lehe  nt tr /~ul3erst  l a n g s a m  e i n g e b a u t  wi rd ,  

h e m m ~  die  CO2-~ix ie rung  a m  s t~rks ten ,  n/~mlich u m  550/0 . E i n e  D e u t u n g  

des  b e o b a c h t e t e n  V e r h a l t e n s  u n d  e ine  K o r r e l a t i o n  zu  d e n  E i n b a u -  

v e r s u e h e n  i s t  n i c h t  m6gl ich .  

I I .  C 0 2 - F i x i e r u n g  i n  G e g e n w a r t  y o n  E s s i g s / ~ u r e  d u r c h  Z e l l e n ,  

d i e  m i t  E s s i g s / ~ u r e  v o r i n k u b i e r ~  u n d  n i c h t  v o r i n k u b i e r ~  w a r e n  

Aus  A b b .  13 i s t  zu  e r sehen ,  dal3 die  R a t e  de r  P H B S - S y n t h e s e  m i t  E S  

als  S u b s t r a t  r a seh  a n s t e i g t ;  die  A u f k r f i m m u n g  de r  K u r v e n  d e u t e t  d a r a u f  

h in ,  dal~ die  zu r  A u f n a h m e  u n d  A k t i v i e r u n g  y o n  E S  n o t w e n d i g e n  E n -  

z y m e  i m  L a u f e  de r  V e r s u c h s d a u e r  i n d u k t i v  geb i l de t  werden .  Mi t  E S  

D 
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kbb. 16, O02-Fixierung in Geg6nwart yon EssigMiura durah Zellen, di6 mit Esslgseure vorinkubiert und 
nicht vorinkubiert waran. Zellan, walche l0 Std chamolithatroph gewachsan waran und den Extinktions- 
wart 0,4 erreieht hatten, wurden abzentrifugiert, gawasehen, in der gleichen ~enge sterilen Puffers 
(pH 7) wieder aufgenommen und auf zwei Kolben verteilL Kolben i warde mir 0,2% ~ES, Kolben 2 
mit der gleichen Menga dast. Wassers versehen. Beide Kolben wurden unter 80~ 1t2 -k 10~ Oa 
q- 100/o CO~ 12 Std bei 28~ geriihrt. Beide Snspensionen wurden abzentrifugiert, gawaschen und in 
dar gleiehen l~ange C02-fraian Puffers (p~ 7) aufgenommen. Die Suspensionan hattan glaichen Protein- 
gehalt, obwohl sie sich in den Extinktionswerten (auf Grund der versehiedenartigen Speiehertmg) 

untersehieden. 
Versuchsapparatur wie Abb. 15. Die Gef~i~e wurden mit 25 ml Suspension gefiiUt. Substrat: 0,2~ ES 
(C0~-ffei). Oasgemisch: 80% H~ -4- 10% O~ § 10~ N~. Nach 45 rain wurden $e Kolben i ml 0,1 n 
l~aH~4C08-L6sung (1000 Imp]~M:ol) injiziert. Stfindlieh wurden je 2 ml Suspension entnommen. 
Ansatz: Zellsnspension Zusatz Zeichen 

B mit ]~S vorinkubiert -- *------* 
(7 -- 0,2~ ES a- �9 
D mit :g8 vorinkubier~ 0,2~ E8 a-- -- -m 

v o r i n k u b i e r t e  Ze l len  so l l t en  d a h e r  in  de r  L a g e  sein,  P H B S  m i t  e ine r  

h o h e n  G e s c h w i n d i g k e i t  aus  E S  a u f z u b a u e n .  
I n  d e n  f o l g e n d e n  V e r s u c h e n  sol l te  die V o r s t e l l u n g  i ibe rp r i i f t  werden ,  

dal3 zwi schen  d e r  S y n t h e s e  y o n  P H B S  aus  d e m  o rgan i schen  S u b s t r a t  u n d  

3000 
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aus Kohlendioxyd eine Konkurrenzbeziehung besteht. Die C02-Fixie- 
rung dureh Zellen, die an ES adaptiert  waren und ES sehr raseh ein- 
zubanen verm6gen, sollte also durch zus/itzlich verabreiehte ES sti~rker 
unterdriickt werden als die CO2-Fixierung yon nieht adaptierten Zellen. 

Eine ehemolithotroph herangezogene Ze]lsuspension wurde geteflt: die eine 
wurde ohne Zusatz, die andere mit 0,2~ ES 12 Std lang unter CO~-haltigem Knall- 
gas inkubie1%. Beide Suspensionen wurden gewaschen und je eine Probe mit und 
eine Probe ohne ES unter laC02 enthaltendem Knal]gas gesehfittelt. 

Wie aus Abb. 16 zu ersehen ist, wird die Geschwindigkeit der CO 2- 
Fixierung durch ES in beiden F/illen herabgesetzt. ES hemmt  die CO 2- 
Fixierung sowohl bei den adaptierten (urn 54~ als auch bei den nieht- 
adaptierten Zellen (urn 49o/0). Dieser Befund entspricht nicht der An- 
nahme, dab ES und COs um die Verwertung zur Synthese yon P t t B S  
konkurrieren, sondern deutet  auf  eine mehr direkte Beziehung. In  erster 
Linie d/irfte an eine Beeinflussung der Permeationsf/~higkeit zu denken 
sein. Inwiewei~ sich Anionen bei der Stoffaufnahme in die Zelle gegen- 
seitig beeinflussen, ist noch reeht unklar. Die Verh~ltnisse liegen yon 
Substrat  zu Substrat  verschieden, l~ber ausgepr/~gte Unterschiede bei der 
Aufnahme yon Lysin und Glutamins~ure durch Streptokokken beriehtet 
GALV, (1947). 

Diskussion 

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

F/ir viele Untersuchungen wurden Knallgasb~kterien auf der Agaroberlt~che 
herangezogen, gewasehen und durch I-Iomogenisieren in Suspension gebraeht. Ers~ 
dutch die Einffihrung der Schfittelkultur (BERGI~AlVlq, TOWlqE u. BURRIS 1958; 
LI~DA:r u. S~EWW 1958) und der Heranzueht im geschlossenen Gaskreislauf (Wra- 
so~, STov~, POW~LSO~ u. KO~FLEg 1953; C o g ~  u. Bgra~Is 1955; BEgG~A~, 
TOW~E u. Bm~RIS 1958) wurden optimale Waehstumsbedingungen gesehaffen. 
Diesen Kulturverfahren noch anhaftende Sehwierigkeiten wurden dureh ein Sub- 
mersriihrveffahren fiberwunden (SeHLV, GEL, K~TWASSE~ U. GOTTSeVAr,K 1961). 

Ffir die Kul tur  auf  Agar war es gleiehgtiltig, ob der Organismus in 
Flfissigkeitskultur in Form eines Hi~utehens oder als homogene Suspen- 
sion wuchs. Da bei Submerskultur die Bfldung yon Floeken m6gliehst 
unterbleiben sell, wurde versueht, neue St~mme zu isolieren, die weder 
in Ruhekultur  noch in bewegten Ns Zellkonglomerate bildeten. 
Auf die Anreieherung von, ,Hs  u n d ,  Suspensionsbfldner" gerich- 
tete Versuche hat ten die Isolierung beider , ,Wuchsformen" zum Erfolg. 
Wie sieh in Wachstumsversuehen mit  beiden Typen herausstellte, han- 
delt es sieh um ein weitgehend konstantes Merkmal. Suspensionsbildner 
waehsen sowohl in bewegter Kul tur  als auch in Ruhekultur  in Form einer 
homogenen Suspension, w~hrend It/~utehenbildner in Ruhekultur Kahm-  
h~ute, in Seh/ittelkultur meistens Floeken bflden. 
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Auf den sch/s Einflul3 hSherer 02-Partialdriicke auf das 
Waehstum von Hydrogenomonas wurde man fiberall dort aufmerksam, 
wo mit diinnen Suspensionen, geringen Impfmengen oder auf Agarober- 
flaehen gearbeitet wurde ( L A s c ~ s  u. STIL~ 1946; SC~ATZ u. BOWLL 
1952; SC~mEGWL 1953; PACXw~ u. VISH~IAC 1955; ATKI~SON 1956 IV). 
Steht der 02-Partialdruck in der Gasphase mi~ dem in der Flfissigkeits- 
phase im Gleichgewicht und ist der 02-Konsum der suspendierten 0rga- 
nismen gering, so wirken schon 0~-Konzentra$ionen yon mehr als 50/0 
waehstumshemmend. Wird der Sauerstoff durch die Organismen abet 
raseher aufgenommen, als er aus der Gasphasenachdiffundieren kann, so 
werden viel hShere 02-Partialdriicke vertragen; durch sie wird die Ver- 
mehrungsrate der Zellen sogar bedeutend gesteigert. Zur Einsicht in 
diese Zusammenh/inge haben die vorliegenden Untersuchungen geffihrt. 
Die Annahme erscheint begrfindet, dal~ die Zellen bei zahlreichen Unter- 
suehungen, die unter ,,aeroben" Bedingungen durchgeffihrt wurden, 
unter O2-Mangel litten. W/ihrend man bei manometrischen Messungen in 
der Warburgapparatur seit jeher darauf bedacht war, die Zellkonzen- 
tration in den Grenzen zu halten, in denen Zelldichte und Gaswechsel 
einander proportional waren, haben entsprechende Uberlegungen in der 
Wachstumsphysiologie wenig Berficksichtigung gefunden. Einander 
widersprechende Angaben fiber den EinfluB des 02-Partialdruckes auf 
Stoffwechselprozesse wie Nitratreduktion, I)enitrifikation, Milchsi~ure- 
gKrung und andere k6nnen auf das Ungleichgewicht der 02-Partialdrficke 
in Gas- und Flfissigkeitsphase zurfickgeffihrt werden. 

Methylenblau ist bereits zu mehreren Untersuchungen fiber den H 2- 
Stoffweehsel als H-Aceeptor herangezogen worden (Scn3~GEL 1953; 
PACKER u. VISHNIAC 1955); in vielen F~llen dient es als It-Acceptor zur 
Bestimmung der Hydrogenase zellfreier Pr~parate und intakter Zellen 
(STEPHENSON u. STICKLANn 1933; LASCELLES U. STILL 1946; ATK~SO~ 
u. McFADDEn 1954; S A n ~ i  u. JAG~iT~AN 1956). AUS den hier vor- 
gelegten Versuehen geht hervor, dab mit Methylenblau als H-Aeeeptor 
die maximale I-Iydrogenaseaktivit/~t der Zellen erfaBt wird. Die Ge- 
sehwindigkeit der H2-Aufnahme war etwa dreimal so grog wie beim 
aeroben Knallgasumsatz (bei AusschinB yon Kohlendioxyd) und etwa 
gleieh der beim aeroben Knallgasumsatz in Gegenwart yon Kohlendioxyd 
gemessenen. Dieser Befund best/itigt die Versuche BAl~THAS (1962) in 
schSner Weise: Die H~-0xydation wird durch C02 etwa auf das Drei- bis 
Vierfache gegenfiber der C02-freien Kontrolle beschleunigt; unter den 
Bedingungen des C02-haltigen Ansatzes scheint die Hydrogenase roll 
ausgelastet zu sein; ~bei Verhinderung synthetischer Leistungen dutch 
COz-Entziehung wird die It2-Oxydation gehemmt. Durch Methylenblau 
werden die mit dem Adenosinphosphatcyclus verbundenen Schritte der 
Elektronentransportkette fiberbrfickt, bzw. entkoppelt, und es kommt 
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zur maximalen H2-Oxydationsrate aueh bei Abwesenheit yon CO~. Es ist 
noch nieht sicher, ob man Methylenblau als entkoppelndes Agens an- 
zusehen hat (Sc~_L~G~L U. B~THA 1961). 

Die Befunde vorangegangener Untersuchungen entsprechen sieh in- 
sofern, als bei chemolithotroph gewachsenen Knallgasbakterien die Akti- 
vit~t der Dehydrogenasen erhalten bleibt, wenn aueh eine nennenswerte 
Steigerung der Aktiviti~t dureh die Induktion dureh das Substrat 
zustande kommt. Ffir einzelne Substrate liegen aber sogar ffir ein- und 
dense]ben Stature widersprechende Befunde vor. Nach SCHATZ U. BOVELL 
(1952) oxydieren autotroph gewachsene Zellen von Hydrogenomonas 
]acilis Glucose ; ATKINSOX (1955) konnte diese Beobachtung ebensowenig 
besti~tigen wie andere Autoren. Auch meine Sti~mme waren durehweg 
unf~hig, auf Zuckern zu waehsen oder sie zu oxydieren. Andererseits ist 
yon Pseudomonas saccharophila, einem Organismus der als Knallgas- 
bakterium isoliert worden ist, die Befiihigung zur Verwertung yon Zuekern 
bekannt (DouDo~OFF 1942). 

Die Frage, ob tte und organische Substrate durch chemolithotroph 
gewachsene Zellen gemeinsam oxydiert werden k6nnen, ist mehrfach 
positiv beantwortet worden (KLuYWl~ u. MANT~N 1942; WILSOn, S~OVT, 
POWELSO~ u. KOSFLE~ 1953; SC~L~G~L 1954a). Mit diesen ~lteren Beob- 
aehtungen stehen die vorgelegten Befunde im groBen und ganzen fin 
Einklang. Milchsaure wird mit dem h6chsten Qo~ oxydiert. 

Im Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchungen stand die Synthese 
von PttBS und die Eignung verschiedener organiseher Sguren als Sub- 
strate der oxydativen Assimilation. Die Ergebnisse entspreehen insofern 
den Erwartungen, als die monomere fl-Hydroxybutters~ure mit besonders 
hoher Geschwindigkeit eingebaut wird (Tab. 5). In weitem Abstand folgen 
Milchsiiure, Essigsiiure und die fibrigen organischen Si~uren. Nur bei 
wenigen Si~uren, insbesondere Essigsgure und Crotons~ure, nimmt die 
Syntheserate mit der Zeit auffallend zu. 

Die Tatsache, dab die PHBS-Synthese dureh eine gleiehzcitig ab- 
laufende H2-Oxydation gefSrdert wird, erscheint plausibel. Mit den 
meisten Substraten ist die Syntheseleistung unter C02-haltigem Knallgas 
crheblich gr6Ber als unter Luft. Die Synthese yon PItBS aus den orga- 
nischen Substraten und aus C0e -b He ]aufen also nebeneinander ab. Eine 
ausgesprochene Steigerung der Syntheserate durch COe-freies Knallgas 
war jedoch nieht zu beobachten. Bei der oxydativen Assimilation organi- 
scher Substrate scheint demnach zwangsl~ufig genfigend Energie zur 
Synthese yon PHBS freizuwerden, so dab durch eine parallel laufende 
I-Ie-Oxydation keine Steigerung m6glich ist. 

Im Augenblick unversti~ndlich erseheh~t der Befund, dab die PHBS- 
Syntheserate mit Essigs/iure als Substrat dureh H e herabgesetzt wird. 
F/ir fl-Hydroxybutters~ure ist der Effekt nicht so stark ausgepr/~gt und 
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wurde bereits mitgeteilt (ScKLEGEL, GOTTSCHALK U. B~m~A 1961). 
Sowohl an Essigs~ttre (dureh Vorinkubation) angepai~te als auch nieht 
adaptierte ZeUen spreehen auf H, mit einer Depression an. Umgekehrt 
wird auch die PHBS-Synthese unter ehemolithotrophen Bedingungen 
(H 2 -~ O 2 -~ C02) dureh Essigs~ure herabgesetzt. Im Falle der Essigss 
ist die gegenseitige Beeinflussung yon Syntheseprozessen aus CO 2 und 
organisehem Substrat besonders ausgeprs Da Essigsi~ure aueh dem 
Speieherprodukt PHBS besonders nahesteht, verdienen die genannten 
Interferenzph/inomene eine neue eingehende Untersuchung. 

Aus den Versuehen fiber die Beeinflussung der chemolithotrophen 
C02-Fixierung durch organisehe Siiuren is~ der SehluB zu ziehen, dab 
dieser Vorgang dureh organische Substrate nicht besehleunigt, woh] aber 
gehemmt werden kann. Inwieweit Konkurrenzbeziehungen vorliegen, ist 
nicht gepr/ift worden. Im Durchschnitt scheint der chemosynthetisehe 
Stoffweehsel dureh organische Substrate weniger beeintr~ehtigt zu 
werden als die Verwertung organischer Substrate dureh die H2-Oxydation. 

Z u s a m m e n f a s s u n g  

1. Aus Erd- und Sehlammproben wurden zehn fakultativ chemolitho- 
troph waehsende Hydrogenomonas-Sti~mme angereiehert und isolierg. 

2. Bei ehemolithotroph waehsenden Zellen nimmt das Zellgewieht 
w~hrend der exponentiellen Waehstumsphase fortlaufend ab. Bei 
Rfihrung der NghrlSsung mit 650 U/rain erfolgt die Zellvermehrung unter 
einer Atmosphere yon 65~176 ~-300/0 02 Yon 4" 107 bis 
2 �9 109 Zellen/ml exponentiell. Wghrend die Zellzahl in der stationgren 
Phase ann~hernd konstant bleibt, nimmt die Trfibung der Suspension 
infolge Speieherstoffsynthese (Poly-/~-Hydroxybutters~ure) weiterhin zu. 

3. Die Gesehwindigkeit der H2-Aufnahme dureh gewasehene, chemo- 
lithotroph herangezogene Zellen ist in Abwesenheit yon Kohlendioxyd 
mit Methylenblau als H-Accepter etwa dreimal so hoeh wie mit Sauerstoff. 
Unter einem Gemiseh von t t  2 q- 02 erhSht CO S die Rate der H2-Oxydation 
ebenfalls auf das Dreifaehe der C02-freien Kontrolle. Unter denselben 
Bedingungen steigern zugesetzte organische Sguren (Brenztraubens~ure, 
//-Hydroxybutters~ure) die Rate der H2-Aufnahme maximal um nur 
300/0 . 

4. Gewasohene, ehemolithotroph gewaehsene Zellen assimilieren 
organisehe Substrate oxydativ und bauen Poly-fl-ttydroxybutters~ure 
auf; die Syntheserate ist mit Hydroxybutters~ure, Milohs~ure undEssig- 
s~ure am hSchsten. W/ihrend die Syntheserate bei den meisten organisehen 
Substraten duroh gleiohzeitige tt2-Oxydation gesteigert wird, wircl die 
Synthese aus Essigsaure und Hydroxybutters~iure durch H~ gehemmt. 
In Gegenwart organischer S~uren verl~uft die autotrophe C02-Fixierung 
langsamer als ohne organisohe Substrate. 
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Herrn Prof. Dr. H. G. SCtILEGEL danke ich fiir seine Anleitung und mannigfache 
]~.ilfe. 

Die Untersuchungen wurden im Rahmen eines dutch die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft unterstfitzten Forschungsprogramms durchgefiihrk 
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