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HOCHDRUCKUNTERSUCHUNGEN AN THERMOPHILEN BAKTERIEN 

I . A l l g e m e i n e r T e i l 

1. Einführung 

S e i t den Anfängen d e r B a k t e r i o l o g i e gegen M i t t e des v o r i g e n 
J a h r h u n d e r t s s t a n d e n b e i n a h e ausschließlich s o l c h e Organismen 
im M i t t e l p u n k t d e r m i k r o b i o l o g i s c h e n F o r s c h u n g , d i e i h r e n 
Lebensraum m i t dem Menschen t e i l e n . I n e r s t e r L i n i e s i n d h i e r 
d i e K r a n k h e i t s e r r e g e r anzuführen, B o d e n b a k t e r i e n oder a b e r 
M i k r o b e n , d i e z u r P r o d u k t i o n von N a h r u n g s m i t t e l n , C h e m i k a l i e n 
und Pharmaka e i n s e t z b a r s i n d und dadurch t e c h n o l o g i s c h e Be­
deutung e r l a n g t haben. Der Großteil d i e s e r M i k r o o r g a n i s m e n ­
gruppen i s t g e k e n n z e i c h n e t d u r c h d i e Ähnlichkeit i h r e r Wachs­
tumsansprüche h i n s i c h t l i c h d e r p h y s i k o c h e m i s c h e n Parameter 
Temperatur und Druck. Im V e r g l e i c h zu kosmischen Verhältnis­
sen z e i c h n e n s i c h d i e m e i s t e n , b i s l a n g u n t e r s u c h t e n , t e r r e ­
s t r i s c h e n und a q u a t i s c h e n B i o t o p e d u r c h gemäßigte Tempera­
t u r w e r t e aus. D a s s e l b e g i l t für den ökologischen F a k t o r 
Druck, d e r zudem z e i t l i c h k o n s t a n t i s t . A k t i v e s t i e r i s c h e s , 
p f l a n z l i c h e s und m i k r o b i e l l e s Leben ( m i t Einschränkungen) i s t 
auf e i n e n engen T e m p e r a t u r b e r e i c h , d e r s i c h von etwa -2 b i s 
+50°C e r s t r e c k t , beschränkt. D i e Zahlenangaben geben i n d i e ­
sem F a l l e n i c h t d i e k l i m a t i s c h e n Verhältnisse w i e d e r , sondern 
d i e tatsächliche Temperatur im Organismus ( S c h m i d t - N i e l s e n , 
1975) . 

2. E x t r e m b i o t o p e , Baro-und T h e r m o p h i l i e 

E r s t i n allerjüngster Z e i t i s t es ge l u n g e n , i n d i e extremen 
B i o t o p e u n s e r e s P l a n e t e n v o r z u d r i n g e n und Untersuchungsmate­
r i a l für g e o l o g i s c h e , m i k r o b i o l o g i s c h e , a b e r auch b i o c h e m i ­
sche F r a g e s t e l l u n g e n zu gewinnen. D i e E n t w i c k l u n g d e r benö­
t i g t e n t e c h n i s c h e n H i l f s m i t t e l w ie z.B. g e e i g n e t e r Tauch­
b o o t e , V o r r i c h t u n g e n und Gerätschaften zum Aufspüren und z u r 



anschließenden Entnahme von Boden-und Wasserproben ( u n t e r 
hohen h y d r o s t a t i s c h e n Drücken und s e h r hohen Temperaturen) 
war hierfür V o r a u s s e t z u n g (Macdonald u. Luyendyk, 1981; Tabor 
e t a l . , 1981; J a n n a s c h e t a l . , 1984; C o l w e l l u. Tabor, 1982). 

2.1. T i e f s e e und B a r o p h i l i e 

M i t einem Volumen von 1,37 * 10 kirr machen auf d e r Erde d i e 
Wassermassen d e r Ozeane m i t d u r c h s c h n i t t l i c h e n M e e r e s t i e f e n 
von 3800 m (P = 380 b a r ) den größten T e i l d e r Biosphäre aus. 
Hoher h y d r o s t a t i s c h e r Druck (P > 1000 b a r ) , n i e d r i g e Tempe­
r a t u r (2 - 4°C), a b s o l u t e D u n k e l h e i t und N a h r u n g s k n a p p h e i t 
k e n n z e i c h n e n d i e extremen T i e f e n (Macdonald, 1975; M a r s h a l l , 
1979). Obwohl s i c h frühere E x p e d i t i o n e n l e d i g l i c h a uf ausge­
dehnte B e r e i c h e d e r A b y s s a l z o n e beschränkten (2000 - 6000 m; 
Regnard, 1891), i s t s e i t e i n i g e r Z e i t e r w i e s e n , daß t r o t z d e r 
extremen Bedingungen, s e l b s t i n den größten T i e f e n , ( z . B . 
M a r i a n e n g r a b e n , 11034 m) Lebewesen a n g e t r o f f e n werden, neben 
M i k r o o r g a n i s m e n v o r z u g s w e i s e Würmer, M u s c h e l n , C r u s t a c e e n , 
M o l l u s k e n und F i s c h e (Bruun, 1951 u. 1956; M a r s h a l l , 1954). 
A n g e s i c h t s d i e s e r ökologischen Befunde s t e l l t e s i c h d i e 
F r a g e , ob d i e i n d e r T i e f s e e lebenden Organismen an d i e 
p h y s i k a l i s c h e n und ernährungsphysiologischen Bedingungen i n 
b e s o n d e r e r Weise angepaßt s i n d oder n i c h t . D i e E x i s t e n z t a t ­
sächlich " b a r o p h i l e r " Lebewesen war b i s v o r kurzem k o n t r o v e r s 
( Z o B e l l u. M o r i t a , 1957; K r i s s , 1962; Z o B e l l , 1970, M o r i t a , 
1972; M a r q u i s , 1976; M a r q u i s u. Matsumura, 1978). 
Der Terminus " B a r o p h i l i e " , d e r z u e r s t von Z o B e l l und Johnson 
(1949) eingeführt worden i s t , w i r d h e u t z u t a g e i n z w e i e r l e i 
Weise g e b r a u c h t : 

- O p t i m a l e s Wachstum w i r d e r s t b e i Drücken o b e r h a l b 1 b a r 
(Wachstum auch b e i Normaldruck und b e i P > Atmosphä­
r e n d r u c k ) b e o b a c h t e t (Erhöhtes Wachstum a l s F o l g e von v e r ­
b e s s e r t e r S u b s t r a t v e r s o r g u n g u n t e r Druck (Gaslöslichkeit 1) 
fällt n i c h t u n t e r d i e s e D e f i n i t i o n ) . 

- Erhöhter Druck i s t für Wachstum und Vermehrung a b s o l u t 
e r f o r d e r l i c h ( b e i Atmosphärendruck k e i n e r l e i Wachstum). 



LÜ 

DRUCK 

Abb, 1: Schematische Darstellung des Wachstums von Mikro­
organismen i n Abhängigkeit vom hydrostatischem Druck; das 
Schema basiert auf den bisher verfügbaren Daten. 

A: Barotoleranz unterschiedlichen Ausmaßes Uber verschiedene 
Druckbereiche. 
B: Barophilie 
C: Obligate Barophilie 
D: Kontinuierliche Wachstumsabnahme bei Druckerhöhung 

I n Abb. 1 s i n d d i e Verhältnisse z u r V e r d e u t l i c h u n g nach 
J a n n a s c h (1984) s c h e m a t i s c h d a r g e s t e l l t . Wachstum und metabo­
l i s c h e Aktivität natürlich vorkommender M i k r o o r g a n i s m e n p o p u ­
l a t i o n e n , wie auch d i e Vermehrung von R e i n k u l t u r e n s i n d b i s 
zu einem g e w i s s e n Grade " b a r o t o l e r a n t " . M i t anderen Worten: 
B a k t e r i e n s i n d i n d e r Lage, erhöhte h y d r o s t a t i s c h e Drücke 
u n t e r s c h i e d l i c h e r Höhe b i s zu a r t s p e z i f i s c h e n M a x i malwerten 
zu t o l e r i e r e n . 



Der e i n d e u t i g e Beweis für d i e E x i s t e n z von b a r o p h i l e n B a k t e ­
r i e n wurde e r s t m a l s 1979 von A.A. Yayanos gemeinsam m i t A.S. 
D i e t z und R.Van B o x t e l e r b r a c h t , a l s es g e l a n g d u r c h An­
wendung e i n e r Verdünnungstechnik i n S i l i c a - G e l Medium, das 
r e i c h l i c h m i t o r g a n i s c h e n Nährstoffen s u p p l e m e n t i e r t war 
( D i e t z und Yayanos, 1978) e i n e n Spirillen-ähnlichen M i k r o o r ­
ganismus aus 5000 m T i e f e zu i s o l i e r e n . Wachstum und V e r ­
mehrung m i t einem b r e i t e n Optimum um 500 b a r wurden b i s 1000 
ba r b e o b a c h t e t , m i t e i n e r V e r d o p p l u n g s z e i t von 8 - 9 h b e i 
2 - 4°C. Das 30 - f a c h v e r l a n g s a m t e Wachstum b e i 1 bar ( 2 -
4°C ) gegenüber den O p t i m a l b e d i n g u n g e n ( 50 0 b a r , 2 - 4°C ) 
b e w e i s t den b a r o p h i l e n C h a r a k t e r d i e s e s Organismus e i n d e u t i g . 
Aus einem Amphipoden, d e r im Ma r i a n e n g r a b e n ( c a . 10050 m 
T i e f e ) g e f a n g e n wurde, i s o l i e r t e n d i e s e l b e n A u t o r e n e i n e n 
" O b l i g a t B a r o p h i l e n " : M i t e i n e r G e n e r a t i o n s z e i t von 33 h 
wächst d i e s e r Stamm r e l a t i v g ut b e i 1000 b a r und 2°C, v e r g l i ­
chen m i t den o p t i m a l e n Wachstumsparametern ( G e n e r a t i o n s z e i t 
25 h ) b e i 690 b a r . B e i h y d r o s t a t i s c h e n Drücken k l e i n e r 350 
bar b l e i b e n Wachstum und Vermehrung völlig a u s , d.h. erhöhter 
Druck i s t u n b e d i n g t e r f o r d e r l i c h . Von Deming wurden w e i t e r e 
B a r o p h i l e aus dem G a s t r o i n t e s t i n a l t r a k t von Amphipoden und 
das Sediment bewohnenden H o l o t h u r i e n i s o l i e r t (Deming und 
C o l w e l l , 1982 Deming und C o l w e l l , 1982 a; Deming e t a l . 
1981). 
Bemerkenswert i s t i n diesem Zusammenhang, daß d i e oben be­
s c h r i e b e n e n M i k r o o r g a n i s m e n , sowie auch s e h r v i e l e b a r o t o -
l e r a n t e Stämme im p s y c h r o p h i l e n B e r e i c h gefunden werden. So 
i s t an d i e s e r S t e l l e noch u n k l a r , ob e i n e p o s i t i v e K o r r e l a ­
t i o n z w i s c h e n n i e d r i g e n Temperturen ( 2 -4°C) und B a r o p h i l i e 
bzw. o b l i g a t e r B a r o p h i l i e b e s t e h e n muß (Yayanos e t a l . 1982; 
J a n n a s c h und T a y l o r , 1984 ) 

2.2. H o c h t e m p e r a t u r b i o t o p e und T h e r m o p h i l i e 

D i e Verfügbarkeit flüssigen Wassers i s t e i n e e s s e n t i e l l e 
V o r a u s s e t z u n g für Leben. D i e b i s l a n g bekannten extrem Thermo-
p h i l e n wurden a l l e s a m t im L a u f e des l e t z t e n J a h r z e h n t s aus 
submarinen H y d r o t h e r m a l f e l d e r n und v u l k a n i s c h e n Q u e l l e n des 
F e s t l a n d s i s o l i e r t w i e z.B. aus S o l f a t a r e n f e i d e r n sowie aus 
kochenden Schlamm - und Wasserlöchern. Auch anthropogene 



H o c h t e m p e r a t u r g e b i e t e wie Überlaufwässer von G e o t h e r m a l k r a f t -
werken, Heißwasserbohrungen oder auch schwelende K o h l e h a l d e n 
s i n d B i o t o p e für extrem T h e r m o p h i l e , d i e f a s t ausschließlich 
zu den A r c h a e b a k t e r i e n gehören ( B r o c k , 1978; S t e t t e r , 1985; 
S t e t t e r u. König, 1983). Das b i s l a n g e x t r e m s t t h e r m o p h i l e 
B a k t e r i u m i s t P y r o d i c t i u m o c c u l t u m . Es g e d e i h t i n L a b o r k u l t u r 
o p t i m a l b e i 10 5°C, h a t e i n e obere Wachstumsgrenze von 110°, 
s t e l l t a b er Wachstum und Vermehrung b e i Temperaturen u n t e r 
82°C vollständig e i n ( S t e t t e r e t a l . 1983 ) 
I n diesem Zusammenhang muß b e t o n t werden, daß e x t r e m Thermo­
p h i l e u n b e d i n g t hohe Temperaturen zum Wachstum benötigen und 
daher im m e s o p h i l e n B e r e i c h k e i n e r l e i Aktivität z e i g e n . 
Da T h e r m o p h i l i e k e i n t a x o n o m i s c h e s K r i t e r i u m d a r s t e l l t , 
b e r u h t d i e a l l g e m e i n a k z e p t i e r t e K a t e g o r i s i e r u n g i n t h e r m o t o -
l e r a n t , t h e r m o p h i l und extrem ( e x t r e m s t ) t h e r m o p h i l a u f z i e m ­
l i c h willkürlich gewählten K a r d i n a l t e m p e r a t u r e n ( S o n n l e i t n e r , 
1983;). Heinen nannte extre m t h e r m o p h i l e B a k t e r i e n w i e Ba­

c i l l u s c a l d o l y t i c u s , B.caldotenax und B.caldovelox " c a l d o -
a k t i v " (Heinen und He i n e n , 1972 ), Aragno h i n g e g e n b e z e i c h ­
n e t e a l l e Organismen a l s t h e r m o p h i l e B a k t e r i e n s o b a l d d i e 
Wachstumstemperatur über 45°C l a g . D i e s e s t a r r e Methode z u r 
K l a s s i f i z i e r u n g kann zu f o r m a l e n Problemen führen, so b e i 
B . c a l d o l y t i c u s d e r aus e i n e r 84°C heißen Q u e l l e i s o l i e r t 
wurde. Daß B. c a l d o l y t i c u s aber b e i 105°C k u l t i v i e r b a r s e i 
(Heinen u. Lauwers, 1981), i s t heute w i d e r l e g t (König, persön 
l i e h e M i t t e i l u n g ) . D i e angeführten B e i s p i e l z e i g e n , wie 
u n k l a r und verschwommen d i e T e r m i n o l o g i e t h e r m o p h i l e r 
Organismen i s t . D i e t h e r m o p h i l e Grenze b e i 55-60°C i s t w i l l ­
kürlich gewählt; d i e O r i e n t i e r u n g an K a r d i n a l t e m p e r a t u r e n 
e r s c h e i n t wenig s i n n v o l l ( B r o c k , 1986). I n d e r T a b e l l e 1 w i r d 
e i n e E i n t e i l u n g nach d e r o p t i m a l e n Wachstumstemperatur 
v e r s u c h t . 



T a b e l l e 1: E i n t e i l u n g d er B a k t e r i e n nach d e r o p t i m a l e n 
Wachstumstemperatur. 

B e z e i c h n u n g T opt 

p s y c h r o p h i l 

m e s o p h i l 

t h e r m o p h i l 

extrem t h e r m o p h i l e 

p y r o p h i l 

< 20°C 

> 20°C < 42°C 

> 42°C < 79°C 

> 79°C < 100°C 

über dem S i e d e p u n k t 
des Wassers 

* S t e t t e r (persönliche M i t t e i l u n g ) . 

Um wässrige K u l t u r m e d i e n a u f 105 bzw.H0°C zu b r i n g e n , mußten 
Heinen und S t e t t e r d i e Wachstumsexperimente b e i l e i c h t e m 
u b e r d r u c k (P > 1 b a r ) ausführen. 



2.3. H y d r o t h e r m a l e F e l d e r : K o r r e l a t i o n von ex t r e m e r Thermo-
und B a r o p h i l i e 

D i e heißen Q u e l l e n i n d e r T i e f s e e wurden b e i d e r Suche nach 
v u l k a n i s c h e r Aktivität, wie s i e d i e T h e o r i e d e r P l a t t e n t e k t o ­
n i k v o r a u s s a g t e , an marinen Verwerfungszonen e n t d e c k t ( W i l ­
l i a m s e t a l . , 1974; L i s t e r 1977; Edmond e t a l . , 1982; Rona 
e t a l . , 1984). An d i e s e n Zonen, d i e s i c h 25000 M e i l e n Uber 
A t l a n t i k , P a z i f i k und den I n d i s c h e n Ozean e r s t r e c k e n , gerät 
f r i s c h a u s g e t r e t e n e Lava i n K o n t a k t m i t Meerwasser, das i n 
E r d s p a l t e n b i s i n e i n i g e K i l o m e t e r T i e f e , e i n d r i n g t . D i e 
Berührung m i t dem über 350°C heißen B a s a l t v e r w a n d e l t das 
Meerwasser i n e i n e h y d r o t h e r m a l e Flüssigkeit, i n w e l c h e r 
m o l e k u l a r e r W a s s e r s t o f f , H2S und Methan a n g e r e i c h e r t s i n d . 
V e r m i s c h t s i c h d i e a u f s t e i g e n d e Flüssigkeit m i t s a u e r s t o f f ­
h a l t i g e m Meerwasser, so t r i t t s i e a l s "warme Q u e l l e " am 
Meeresgrund, gegen den d o r t h e r r s c h e n d e n h y d r o s t a t i s c h e n 
Druck m i t 8 - 23°C und e i n e r G e s c h w i n d i g k e i t von 1 - 2 cm 
s e c " 1 w i e d e r aus. F i n d e t k e i n e Vermischung s t a t t , so s p r i c h t 
man von "heißen Q u e l l e n " ( S c h l o t e , weiße und schwarze Rau­
c h e r ) . D i e Wassertemperatur beträgt dann c a . 350°C b e i 
Drücken von 250 -300 bar und e i n e r Ausströmgeschwindigkeit 
von 2 m s e c " 1 . Warme Q u e l l e n können S a u e r s t o f f e n t h a l t e n oder 
auch n i c h t , heiße Q u e l l e n h i n g e g e n s i n d immer a n o x i s c h ( J a n ­
n a s ch und T a y l o r , 1984 ) 
I n d e r Umgebung d e r warmen Q u e l l e n b e i 8 - 20°C i s t d i e 
B a k t e r i e n f l o r a äußerst r e i c h h a l t i g und vielfältig, so daß d i e 
I s o l i e r u n g von z.B. S c h w e f e l o x i d i e r e r n , M a n g a n o x i d i e r e r n und 
einem t h e r m o p h i l e n Methanogenen g e l a n g ( T Q p t = 86°C ) ( J a n ­
n a s c h , 1984; Jones e t a l . , 1983 ). Dennoch i s t es der A r b e i ­
t s g r u p p e um Ja n n a s c h b i s h e r n i e m a l s geglückt, Z e l l e n i n 
heißen E m i s s i o n e n (338 - 350°C ) nachzuweisen ( E p i f l u o r e s z e n z 
und ATP - Bestimmung) ( J a n n a s c h , 1985 ). B e i der S t u d i e von 
B a r o s s und Deming (1983), i n d e r b a k t e r i e l l e M i s c h p o p u l a t i ­
onen, d i e aus einem "heißen" Raucher (306°C ) i s o l i e r t wurden 
und u n t e r einem hohen h y d r o s t a t i s c h e n Druck ( 265 bar ) e r s t 
b e i 250°C o p t i m a l wachsen s o l l e n , s t e l l t s i c h u n m i t t e l b a r d i e 
F r a g e , ob es s i c h b e i diesem Befund um K o n t a m i n a t i o n e n oder 
A r t e f a k t e h a n d e l t . Ob d u r c h den hohen h y d r o s t a t i s c h e n Druck 
das Temperaturoptimum zu s o l c h extrem hohen Temperaturen h i n 



v e r s c h o b e n werden kann, b e d a r f immer noch der Bestätigung. 

3. Thermostabilität und Hochdruck 

Untersuchungen von Z o B e l l und Johnson ( 1949 ) z e i g e n e i n d e u ­
t i g , daß m e s o p h i l e B a k t e r i e n b e i höheren Temperaturen ( 2 0 
40° ) gegenüber Hochdruck w e n i g e r e m p f i n d l i c h s i n d . W i l l man 
D r u c k e f f e k t e u n t e r s u c h e n , dann i s t es u n b e d i n g t notwendig 
Temperaturen genau zu s p e z i f i z i e r e n . 

Abb. 2: Wachstumsertrag von E.coli Kulturen bei Atmosphä­
rendruck (•), 100 atm (a) und 200 atm ( • ) in Abhängigkeit 
von der Wachstumstemperatur (nach Marquis, 1976). 

Hoher h y d r o s t a t i s c h e r Druck i s t i n der Lage, das Temperatur­
optimum m e s o p h i l e r Organismen um e i n paa r Grad C e l s i u s zu 
höheren Temperaturen h i n zu v e r s c h i e b e n ( M a r q u i s und Mat-
sumura, 1978). M a l a t d e h y d r o g e n a s e aus B. s t e a r o t h e r m o p h i l u s 
( T Q p t = 55°C ) w e i s t noch b e i 105°C e n z y m a t i s c h e Aktivität 
a u f ; d i e s aber nur b e i einem Druck von 1700 b a r ( M o r i t a und 
Mathemeier, 1964; M o r i t a , 1972). 



3. 1• A l l g e m e i n e D r u c k e f f e k t e a uf chemische R e a k t i o n e n 

D i e m e i s t e n chemischen R e a k t i o n e n gehen m i t Volumenänderungen 
e i n h e r , da i n d e r R e g e l d i e Summe d e r p a r t i e l l e n molaren 
V o l u m i n a d e r Edukte n i c h t i d e n t i s c h i s t m i t d e r Summe der 
p a r t i e l l e n m o l a r e n Volumina d e r P r o d u k t e . 
A u f g r u n d des Braun - l e C h a t e l i e r ' s e h e n P r i n z i p s (s.u.) t r e ­
t e n D r u c kwirkungen immer dann a u f , wenn chemische R e a k t i o n e n 
m i t Volumenänderungen verknüpft s i n d . I n d e r Hochdruckchemie 
werden zwei A r t e n d e r Volumenänderung b e t r a c h t e t : 

- Das R e a k t i o n s v o l u m e n A V 

- Das A k t i v i e r u n g s v o l u m e n A V* 

B e i d e gehen i n d i e f o l g e n d e n Beziehungen e i n , d i e z u g l e i c h 
d i e Möglichkeit zu i h r e r e x p e r i m e n t e l l e n Bestimmung erkennen 
l a s s e n : 

3 I n K A V 
( ) T = - ( 1 ) 

3 P R.T 

3 In k A V* 
( ) T = - ( 2 ) 

3 P R.T 

K = G l e i c h g e w i c h t s k o n s t a n t e , 
k = G e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e , 
R = a l l g . G a s k o n s t a n t e ( 82,06 ml . atm / mol . °K ), 
T = abs, Temperatur i n °K, 
P = Druck. 



Zur H e r l e i t u n g d i e s e r B e ziehungen aus thermodynamischen 
G r u n d g l e i c h u n g e n s e i auf Weale (1967), Johnson und E y r i n g 
(1970 ) und Schmid (1977) v e r w i e s e n . 
Wenn sowohl A V a l s auch A V* unabhängig vom Druck s i n d , dann 
s o l l t e nach G l e i c h u n g 1 und 2 d i e A u f t r a g u n g von I n K ( I n k) 
gegen P e i n e Gerade m i t d e r S t e i g u n g : 

A V A V* 
- ( - ) 

R.T R.T 
ergeben. 

Abb. 3: Auftragung des natürlichen Logarithmus der Gleichge­
wichtskonstanten (bzw. Geschwindigkeitskonstanten) gegen den 
Druck. 

I n b i o l o g i s c h e n Systemen i s t d i e s d i e Ausnahme, da A V 
druckabhängig i s t ; es t r e t e n i n d i e s e r A u f t r a g u n g f a s t immer 
Abweichungen von d e r Idealität a u f , da s i c h d i e K o m p r e s s i b i ­
litäten d e r Edukte und P r o d u k t e i n d e r R e g e l u n t e r s c h e i d e n . 
T r o t z d i e s e r Abweichungen s i n d A V und A V* e i n g e e i g n e t e s 
q u a n t i t a t i v e s Maß z u r B e u r t e i l u n g d er Druckabhängigkeit che­
m i s c h e r sowie b i o l o g i s c h e r P r o z e s s e . 
I n d e r B a r o b i o l o g i e verwendet man gewöhnlich d i e i n t e g r i e r t e n 
Formen o b i g e r G l e i c h u n g e n , um A V und A V* aus Meßdaten zu 
berechnen, welche man b e i Atmosphärendruck und e n t s p r e c h e n d e n 



höheren Drücken gewonnen h a t : 

2,30 R.T 
A V = l o g ( 3 

P - 1 Kr 

2,30 R.T 
l o g ( 4 ) 

P - 1 

K} und Kp = G l e i c h g e w i c h t s k o n s t a n t e u n t e r Atmosphärendruck 
und u n t e r erhöhtem Druck. 

k^ und kp = G e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e u n t e r Atmosphärendruck 
und u n t e r erhöhtem Druck. 

Nach dem Braun - l e C h a t e l i e r ' s e h e n P r i n z i p l i e g t b e i Reak­
t i o n e n , d i e u n t e r Volumenzunahme ( p o s i t i v e s A V) v e r l a u f e n 
das G l e i c h g e w i c h t auf d e r S e i t e d e r Edukte; b e i Volumenab­
nahme ( n e g a t i v e s A V) auf d e r S e i t e d e r P r o d u k t e . Ebenso 
führt p o s i t i v e s A V* zu e i n e r Verlangsamung, n e g a t i v e s A V* 
zu e i n e r B e s c h l e u n i g u n g der R e a k t i o n . D i e G l e i c h u n g e n 2 und 4 
s i n d a u f jed e n b e l i e b i g e n Prozeß anwendbar, s o f e r n man i n der 
Lage i s t , G e s c h w i n d i g k e i t s d a t e n zu gewinnen; es l a s s e n s i c h 
a l s o auch für so komplexe R e a k t i o n e n , wie s i e b e i B a k t e r i e n ­
wachstum und B i o l u m i n e s z e n z v o r l i e g e n , A k t i v i e r u n g s v o l u m i n a 
bestimmen.Ihre m o l e k u l a r e ( m e c h a n i s t i s c h e ) Deutung b e r e i t e t 
a l l e r d i n g s o f t große S c h w i e r i g k e i t e n (Le N o b l e , 1967; Asano 
u. Le N o b l e , 1978). Im Gegensatz zum A k t i v i e r u n g s v o l u m e n s i n d 
d i e R e a k t i o n s v o l u m i n a d e r d i r e k t e n Messung d u r c h D i l a t o m e t r i e 
o d e r Dichtebestimmung u n m i t t e l b a r zugänglich, s o f e r n das 
R e a k t i o n s v o l u m e n druckunabhängig i s t . 



In Tab. 2 i s t e i n e Auswahl von Änderungen des R e a k t i o n s v o l u ­
mens, d i e b i o l o g i s c h e Bedeutung b e s i t z e n , a u f g e l i s t e t ( J a e n i -
c k e , 1981, 1983). 

Tabelle 2: Volumenänderungen (AV) die mit biochemisch w i c h t i ­
gen Reaktionen (25°C) a s s o z i i e r t sind. 

Reaktion B e i s p i e l AV (crn3.mol 1) 

Neutralisation 

H-Brücken-Bildung 

H +OH -» H 20 

oder Ionenpaar-Bildung CD 3
2 +2H+ HCD3~+H+ -» H2OO3 

Protein-O00~+H + -» Protein-COOH 
Protein-NH3 ~+0H~ •» Protein-NH2+H20 

(HO00H)2 i n H 20 
Poly-L-Lysin (Hellx-Bildung) 
Poly (A+U) (Helix-Bildung) 

+ 21.3 

+ 25.5 
+ 10.0 
+ 20.0 

- 4.1 
- 1.0 
+ 1.0S 

Hydrophobe Solvatation 

Protein Assoziation 

(pro Untereinheit) 

<CH4>Hexan * ( C H4> H2° 

Quellen von E l a s t i n i n H 20 

Tubulin (Propagation) 

- 22.7 

6.0 

+ 90.0 

Ribosom ( E . c o l i , 30 S + 50 S -» 70 S) + 240.0 

Protein-Denaturierung 

oder Dissoziation 

Myoglobin (pH 5, 20°C) 

LDH (M 4 •» 4M) 

- 98.0 

- 390.0 

a Für DNA-Denaturierung: 0-2.7 cm^.mol - 1 (pro Basenpaar) 



Im Gegensatz zu der A u f f a s s u n g , daß Druck auch i n b i o l o g i s c h 
r e l e v a n t e n B e r e i c h e n d i e E i g e n s c h a f t e n des Wassers m e r k l i c h 
beeinflußt ( D r o s t - Hansen, 1972) z e i g e n neuere U n t e r ­
suchungen, daß d i e wohlbekannten Anomalien des Wassers b e i 
d i e s e n Drücken e r h a l t e n b l e i b e n , ohne daß s i c h d i e S o l v a t a -
t i o n s e i g e n s c h a f t e n ändern (Lang und Lüdemann, 1982). 
Wie aus Tab.2 zu entnehmen i s t , s i n d es v o r r a n g i g d i e sog. 
schwachen Wechselwirkungen, d i e j e g l i c h e r A r t von Bi o p o l y m e ­
r e n S t r u k t u r , Stabilität und Funktionalität v e r l e i h e n , d i e 
d u r c h hohe h y d r o s t a t i s c h e Drücke beeinflußt werden. 
D i e Auswirkungen von Druck und Temperatur auf P r o t e i n e und 
Enzymsysteme wurden von J a e n i c k e ( 1981 ) ausführlich d i s ­
k u t i e r t . 

3.2. Druck - Tem p e r a t u r b e z i e h u n g b e i B i o p o l y m e r e n 

Würde man n a i v e r w e i s e d i e i d e a l e G a s g l e i c h u n g a uf B i o p o l y m e r e 
anwenden, so müßte man e i n e r e z i p r o k e B e z i e h u n g z w i s c h e n 
den P a r a m e t e r n Druck und Temperatur e r w a r t e n . Druck und Tem­
p e r a t u r s o l l t e n a n t a g o n i s t i s c h w i r k e n . S e l b s t b e i i s o l i e r t e r 
B e t r a c h t u n g nur der schwachen Wechselwirkungen g i l t d i e s e 
Abhängigkeit n i c h t ( S u z u k i u. T a n i g u c h i , 1972). 

Tab. 4 g i b t B e i s p i e l e für das V o r z e i c h e n von A V und A H für 
3 B i n d u n g s t y p e n w i e d e r : 

W e c h s e l w i r k u n g V o r z e i c h e n A V V o r z e i c h e n A H 

H - Brücken 

Hydrophobe WW +(a) +(b) 

I o n i s c h e WW + + oder -

(a) : V o r z e i c h e n von A V k e h r t s i c h b e i Drücken über 1000 bar 
bzw. 3000 bar um. 

(b) : V o r z e i c h e n für A H k e h r t s i c h b e i Temperaturen > 65°C um. 



B e h a n d e l t man nun d i e Wirkung von P und T im H i n b l i c k auf 
komplexe Systeme wie B i o p o l y m e r e , O r g a n e l l e oder ganze Orga­
nismen, so dürfte es schwer f a l l e n , d i e Auswirkungen auf 
S t o f f w e c h s e l , S t u k t u r , Wachstum und Vermehrung von M i k r o o r g a ­
nismen abzuschätzen. H i n z u kommt, daß d i e A k t i v i e r u n g s v o l u ­
mina w i c h t i g e r S t o f f W e c h s e l r e a k t i o n e n u n t e r s c h i e d l i c h e V o r ­
z e i c h e n haben können. B i o c h e m i s c h e R e a k t i o n e n l a s s e n s i c h 
bezüglich i h r e r Druckabhängigkeit i n 3 Gruppen e i n t e i l e n : 

1. Druckabhängige R e a k t i o n e n m i t n e g a t i v e m A V* - Wert 

2. Druckabhängige R e a k t i o n e n m i t p o s i t i v e m A V* - Wert 

3. Druckunabhängige R e a k t i o n e n ohne Nettoänderung des 
Volumens. 

D i e Gruppenzugehörigkeit w i r d v o r r a n g i g bestimmt d u r c h d i e 
S t r u k t u r d e r A u s g a n g s s t o f f e und d i e S t r u k t u r e n d e r " a k t i v i e r ­
t e n " Ubergangskomplexe. 
Da s i c h d i e s e S t r u k t u r e n j e nach Temperatur verändern können, 
b e d e u t e t d i e s , daß d e r Druck - j e nach Temperatur - auf e i n 
e i n z e l n e s Enzym a l l e d r e i genannten Auswirkungen haben kann. 

D i e Summation d e r F o l g e n von 

- u n t e r s c h i e d l i c h e n D r u c k e f f e k t e n auf v e r s c h i e d e n e Enzyme und 

- u n t e r s c h i e d l i c h e r Druckabhängigkeit j e d e s e i n z e l n e n Enzyms 

b e i v e r s c h i e d e n e n Temperaturen w i r k t s i c h g r a v i e r e n d auf den 
S t o f f w e c h s e l aus (Hochachka u. Somero, 1980). 

4. Z i e l s e t z u n g 

Im Anschluß an Druckun t e r s u c h u n g e n an Enzymen a l s i s o l i e r t e 
Z e l l b e s t a n d t e i l e ( J a e n i c k e u. K o b e r s t e i n , 1968; 1971; 
Schmid, 1977; Schade, 1979; Müller, 1981; S e i f e r t , 1984 ) l a g 
es nahe, den Einfluß hoher Drücke auf d i e komplexe G e s a m t h e i t 
der Z e l l e e i n e s e i n f a c h e n Organismus zu u n t e r s u c h e n . V o r a u s ­
s e t z u n g hierfür war d i e Umrüstung des b e r e i t s vorhandenen 



I n s t r u m e n t a r i u m s bzw. d i e E n t w i c k l u n g neuer K u l t u r t e c h n i k e n 
u n t e r Hochdruck und b e i hohen Temperaturen, da b i s h e r aus­
schließlich p s y c h r o - und m e s o p h i l e B a k t e r i e n bezüglich der 
K o r r e l a t i o n von Druck und Temperatur u n t e r s u c h t worden s i n d . 
Zunächst e i n m a l s t a n d das Wachstumsverhalten von t h e r m o p h i l e n 
und extrem t h e r m o p h i l e n A r c h a e b a k t e r i e n im V o r d e r g r u n d . Da 
s i c h aus Marqui s ' u n d Z o B e l l s ' A r b e i t e n d i e Tendenz a b z e i c h ­
n e t e , daß s i c h beim E i n w i r k e n von Hochdruck das Temperaturop­
timum bzw. das T-maximum zu höheren Werten h i n v e r s c h i e b t , 
b o t d i e s e i n e n w e i t e r e n A n r e i z für Hochdruckuntersuchungen an 
extrem T h e r m o p h i l e n , zumal b e i der Anwendung hoher h y d r o s t a ­
t i s c h e r Drücke im Zusammenwirken m i t hohen Temperaturen z u ­
sätzliche Probleme a u f t r e t e n können, wie P y r o l y s e von o r g a ­
n i s c h e n V e r bindungen o d e r d i e E n t s t e h u n g von t o x i s c h e n P r o ­
d u k t e n . Nach dem spektakulären B e r i c h t von B a r o s s und Deming, 
d e r w e l t w e i t Aufsehen e r r e g t e und so g a r zu den "S i e b e n W e l t ­
wundern" d e r N e u z e i t g e r e c h n e t wurde (Thomas, 1983) b e s t a n d 
e i n e w e i t e r e H e r a u s f o r d e r u n g d a r i n , zu sehen, wo d i e obere 
T e m p e r a t u r g r e n z e für Biomoleküle und Organismen a n z u s e t z e n 
i s t . Daß d e r a r t i g e F r a g e s t e l l u n g e n durchaus p r a k t i s c h e Be­
deutung haben, s e i an d r e i B e i s p i e l e n k u r z s k i z z i e r t : 
Das I n t e r e s s e d e r B i o t e c h n o l o g e n k o n z e n t r i e r t s i c h i n l e t z t e r 
Z e i t hauptsächlich auf den E i n s a t z extrem t h e r m o p h i l e r Orga­
nismen, um z.B. K o n t a m i n a t i o n e n zu verm e i d e n , Kühlprobleme 
auszuräumen, Produktivität z u s t e i g e r n (QIQ), M i s c h u n g s p r o b ­
leme z u v e r r i n g e r n ( h e r a b g e s e t z t e Viskosität des Mediums) und 
so m i t im E n d e f f e k t den Produktionsprozeß zu b e s c h l e u n i g e n 
und z u v e r b i l l i g e n . 
D i e V o r t e i l e e x t r e m t h e r m o p h i l e r B a k t e r i e n bzw. i h r e r Enzyme 
gegenüber m e s o p h i l e n , i n b i o t e c h n o l o g i s c h e r H i n s i c h t , werden 
von L j u n g d a h l e t a l . (1981), de Rosa e t a l . ( 1 9 8 0 ) , Z e i k u s 
(1979 ), Z e i k u s e t a l . (1980) und B r o c k (1986) i n a l l e r 
Ausführlichkeit a u f g e l i s t e t . 
K o m m e r z i e l l e s I n t e r e s s e an b a r o - t h e r m o p h i l e n M i k r o o r g a n i s ­
men zum Zwecke d e r Erdölfördeung gab der Erdöl - M i k r o b i o l o ­
g i e i n den l e t z t e n J a h r e n neuen Aufschwung ( B u b e l a , 1978; 
H e r b e r t und G i l b e r t 1984). 



I I . E x p e r i m e n t e l l e r T e i l 

1. C h e m i k a l i e n 

S o f e r n erhältlich, wurden Subs t a n z e n von höchster R e i n h e i t 
verwendet; d i e H e r s t e l l u n g d e r K u l t u r m e d i e n e r f o l g t e m i t 
C h e m i k a l i e n vom R e i n h e i t s g r a d p. A• Es wurde ausschließlich 
q u a r z - b i d e s t i l l i e r t e s Wasser b e n u t z t . 
Von Amersham (Braunschweig) wurde 1 4 C m a r k i e r t e s NaHC0 3 bezo­
gen; für d i e Aminosäurepyrolyse - E x p e r i m e n t e u n t e r h y d r o ­
t h e r m a l e n Bedingungen stammte d e r Aminosäurestandard Typ H 
von d e r F i r m a Benson (Reno). LKB (München) l i e f e r t e d i e 
Ampholine pH 3,5 - 10 bzw. 5 - 7 z u r i s o e l e k t r i s c h e n Fokus-
s i e r u n g . D e s o x y r i b o n u c l e a s e I aus R i n d e r p a n k r e a s und T r i s von 
B o e h r i n g e r (Mannheim) wurden b e i d e r 2 D E l e k t r o p h o r e s e 
verwendet. 
W e i t e r e B e z u g s q u e l l e n waren: 
A g f a G e v a e r t ( L e v e r k u s e n ) für R o d i n a l 
B i o R a d für M o l e k u l a r g e w i c h t s m a r k e r 
F l u k a (Neu Ulm) für Essigsäure, T r i e t h y l a m i n , M e r c a p t o e t h a -
n o l , E t h a n t h i o l , G l u t a r a l d e h y d , Formaldehyd, B r i j 35, Aga­
r o s e , C y s t e i n . H C l . H 2 0 , A c e t o n i t r i l für HPLC, O r t h o p h t h a l d i a l -
dehyd, Aminosäurekit k r i s t a l l i n , und Ovalbumin aus g e t r o c k ­
n e t e n Hühnereiern. 
S e r v a ( H e i d e l b e r g ) für A c r y l a m i d , B i s a c r y l a m i d , SDS, Bromphe­
n o l b l a u , C i t r u l l i n und O r n i t h i n . 
Sigma (München) für Hepes, Aminosäurestandard AA - S - 18, 
HCl (5 N) c o n s t a n t b o i l i n g , S i l b e r n i t r a t , CO2 - D i a g n o s t i c 
k i t , M o l e k u l a r g e w i c h t s m a r k e r Typ h i g h und low, R i b o n u c l e a s e 
aus R i n d e r p a n k r e a s und N o n i d e t P 40. 
Roth ( K a r l s r u h e ) für DTE und H a r n s t o f f . 
Z i n s s e r A n a l y t i c GmbH ( F r a n k f u r t ) für A c e t o n i t r i l (HPLC 
Grade) und Q u i c k s z i n t 212. 
A l l e S u bstanzen d i e darüber h i n a u s verwendet wurden, stammten 
von Merck ( D a r m s t a d t ) . 



2. Geräte 

2.1. pH Messung 

Zur routinemäßigen pH Messung standen f o l g e n d e Geräte und 
E l e k t r o d e n z u r Verfügung: 
WTW pH D i g i 510 ( W i s s e n s c h a f t l i c h - T e c h n i s c h e Werkstätten), 
Präzisions - pH - Meter Typ pH 34 ( K n i c k ) , $ 60 pH Meter 
(Beckmann), D i g i t a l - pH - Meter Typ 643 ( K n i c k ) , 405 - MS -
6343 a 120 und L o t - 405 - M 3, pH 1 11, 0°- 70°C ( I n -
g o l d ) . 

2.2. Z e n t r i f u g e n 

K l e i n e V o l u m i n a wurden i n e i n e r Beckmann M i c r o f u g e TM 11, 
größere Vol u m i n a i n e i n e r S o r v a l l RC - 5 - B m i t R o t o r SS 34 
bzw. GSA z e n t r i f u g i e r t . 

2.3. K o m p e n s a t i o n s s c h r e i b e r 

W + W R e c o r d e r T a r k a n (W + W E l e c t r o n i c I n c . ) und S e r v o g o r S. 

2.4. D e n s i t o m e t e r zum Scannen von G e l e n 

Q u i c k Scan D e n s i t o m e t e r (Desaga) und U l t r o s c a n L a s e r - D e n s i ­
t o m e t e r m i t A p p l e I I b (LKB) und D r u c k e r ( E p s o n ) . 

2.5. Netzgeräte für E l e k t r o p h o r e s e und E l e k t r o f o k u s s i e r u n g 

Power S u p p l y 500/200 (Desaga) und E l e c t r o p h o r e s i s Power 
S u p p l y Model 493 ( I n s t u m e n t a l S p e c i a l i t i e s Company). 

2.6. Szintillationszähler 

LS 7000 M i c r o p r o c e s s o r c o n t r o l l e d (Beckman). 

2.7. S p e k t r a l p h o t o m e t e r 

Cary 118 für A b s o r p t i o n s s p e k t r e n , z u r D e n s i t o m e t r i e d e r Bak­
t e r i e n s u s p e n s i o n e n wurden verwendet: 



S p e c t r o n i c 710 (Bausch & Lomb), S p e c t r o p h o t o m e t e r UV - 110 -
02 (Shimadzu); e i n F l u o r e s z e n z S p e c t r o p h o t o m e t e r MPF - 44 A 
( P e r k i n Elmer) wurde z u r Prüfung der Reaktionsgefäße a u f 
D i c h t i g k e i t herangezogen. 

2.8. H o c h d r u c k a p p a r a t u r e n 

2.8.1. Druckerzeugung und Druckübertragung 

B e i den S c r e e n i n g - E x p e r i m e n t e n bzw. den Versu c h e n z u r E r ­
tragsbestimmung wurden d i e b e r e i t s vorhandenen E i n r i c h t u n g e n , 
w i e von Schmid (1977) und Müller (1981) b e s c h r i e b e n , verwen­
d e t . Neben dem von Schade (1979) e n t w i c k e l t e n A u t o k l a v e n 
wurde zusätzlich e i n k o m m e r z i e l l e r A u t o k l a v ( H i g h P r e s s u r e 
Equipment) e i n g e s e t z t . D r u c k k a p i l l a r e n , D r u c k v e n t i l e und 
S p i n d e l p r e s s e n stammten e b e n f a l l s von Hig h P r e s s u r e E q u i p ­
ment. A l s Drucküberträgermedien d i e n t e n entweder e i n e 1 : 1 
Mischung von P e t r o l e t h e r (100 - 140) m i t D i a l l a ( S h e l l ) o d e r 
E t h y l e n g l y c o l . 

2.8.2. Druckmessung 

J e nach den gewünschten Druckverhältnissen waren d i e verwen­
d e t e n Manometer d e r F i r m a Wika ( K l i n g e n b e r g ) von d e r Güte­
k l a s s e DIN 0,6 für Maximaldrucke von 60, 250, 400, 600 und 
1600 b a r a u s g e l e g t . Für Drücke > 2 50 b a r wurde e i n Manometer 
m i t e i n e r G e n a u i g k e i t von 0,1 %, S o l i d F r o n t - CM - 31784 
( H e i s e ) z u g e s c h a l t e t . 

2-8.3. Temperierung 

D i e T h e r m o s t a t i s i e r u n g e r f o l g t e entweder d i r e k t im T r o c k e n ­
s c h r a n k o d e r , w i e von Schmid (1977) b e s c h r i e b e n , m i t t e l s 
e i n e s Thermostaten vom Typ T 52 (Haake), bzw. d u r c h e l e k t r i ­
sche B e h e i z u n g * 

2.9. Temperaturmessung 

B e i jedem E x p e r i m e n t wurde d i e a k t u e l l e Temperatur (T) im 
I n n e r e n des A u t o k l a v e n m i t einem Chromel - A l u m e l Thermoele-



ment, Thermocoax CA 4 S 500 m i t f e r t i g b e a r b e i t e t e n Anschlüs­
sen ( P h i l i p s , K a s s e l ) während des gesamten V e r s u c h s v e r l a u f s 
gemessen und Uber e i n e n K o m p e n s a t i o n s s c h r e i b e r r e g i s t r i e r t . 
( R e f e r e n z : T Q im E i s b a d ) . 

3. H i l f s m i t t e l z u r Anzucht d e r M i k r o o r g a n i s m e n 

S e r u m f l a s c h e n , G l a s Typ I I I ( B o r m i o l i ) , Rollrandröhrchen aus 
B o r o s i l i c a t - G l a s ( S c h o t t ) , C h l o r b u t y l k a u t s c h u k - S t o p f e n 
( B e l l c o G l a s ) , S t e i l b r u s t f l a s c h e n und S i l i c o n s t o p f e n ( L a b o r ­
c e n t e r ) , E i n m a l s p r i t z e n ( E r s t a bzw. Primo) m i t S t e r i k a n Kanü­
l e n ( L u e r , Braun - Mel s u n g e n ) , S t e r i l f i l t e r 0,2 /im ( S a r t o -
r i u s ) , Anaerobenkammer (Coy L a b o r a t o r y P r o d u c t s I n c . ) , Vaku­
umpumpe ES 50 (Edwards), M a g n e t v e n t i l e ( F e s t o ) , Gase und 
Gasgemische ( L i n d e ) . 

4. H e r s t e l l u n g d e r K u l t u r m e d i e n 

A l l e M e d i e n b e s t a n d t e i l e , außer das R e d u k t i o n s m i t t e l Na 2S, 
wurden i n S t e i l b r u s t f l a s c h e n eingewogen und i n c a . 950 ml H 20 
gelöst. Um unerwünschtes E n t w e i c h e n von H 2S zu vermeiden, 
wurde das Na 2S e r s t u n m i t t e l b a r v o r dem E r r e i c h e n des gewün­
s c h t e n pH - Wertes z u g e s e t z t . M i t Ausnahme von MGF - Medium 
wurde b e i a l l e n übrigen K u l t u r m e d i e n d e r pH m i t 50 % - i g e r 
H 2 S 0 4 ( b e i MGF m i t 50 % - i g e r H 2 C 0 2 e i n g e s t e l l t ; anschließend 
wurde a u f 1 1 aufgefüllt. Um s t r i k t anaerobe Verhältnisse z u 
s c h a f f e n , wurden a l l e Medien b i s z u r völligen Entfärbung des 
R e d o x i n d i k a t o r s R e s a z u r i n m i t N 2 b e g a s t . Das Abfüllen d e r 
Medien (20 bzw. 10 ml) i n d i e Kulturgefäße ( S e r u m f l a s c h e n 
und Rollrandröhrchen) e r f o l g t e i n e i n e r Anaerobenkammer i n 
e i n e r Atmosphäre aus 95 % N 2 und 5 % H 2 ( F o r m i e r g a s ) u n t e r 
g e r i n g e m Überdruck. S e r u m f l a s c h e n und Rollrandröhrchen wurden 
m i t C h l o r b u t y l k a u t s c h u k - S t o p f e n v e r s c h l o s s e n . Außerhalb der 
Anaerobenkammer wurden d i e S t o p f e n m i t Aluminiumkappen g e s i ­
c h e r t . Der G a s a u s t a u s c h e r f o l g t e nach d r e i m a l i g e m E v a k u i e r e n 
an e i n e r G a s s t a t i o n ( B a l c h e t a l . , 1979) v o r dem S t e r i l i s i e ­
r e n . A l l e Medien, außer MGF und MMS, wurden m i t einem Gasge­
m i s c h aus 80 % H 2 und C 0 2 b e i einem Druck von 2 bar U b e r s c h i ­
c h t e t . B e i MGF b e s t a n d d i e Gasphase aus 80 % N 2 und 20 % C 0 2 ; 



b e i MMS entweder aus N 2 / C 0 2 (80 : 20) oder aus r e i n e m 
S t i c k s t o f f . M i t Ausnuhme des Mediums für P y r o d i c t i u m , wurden 
a l l e K u l t u r m e d i e n b e i 121°C und 2 bar 20 min. s t e r i l i s i e r t ; 
SME wurde 60 min. i n k u b i e r t . 

5. K u l t u r m e d i e n (Angaben j e w e i l s für 1 L) 

5.1. Für Methanococcus thermolithotrophicus 

a):MG, pH 6,9 

K C l 0,34 g 
M g C l 2 . 6 H 2 0 4,30 g 
MgS0 4.7H 20 3,45 g 
NH 4C1 0,25 g 
C a C l 2 . 2 H 2 0 0,14 g 
K 2 P 0 4 0,14 g 
N a C l 18,00 g 
NaHC0 3 10,00 g 
NaAc 1,00 g 
* M i n e r a l i e n e l e x i e r 10,00 ml 
** V i t a m i n e 10,00 ml 
F e ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 . 7 H 2 0 (0,2%) 1 ,oo ml 
R e s a z u r i n 1,00 ml 
L - C y s t e i n 0,50 g 
H e f e e x t r a k t 2,00 g 
P epton aus C a s e i n , 
t r y p t i s c h v e r d a u t (Merck) 2,00 g 
Na 2S.9H 20 0,50 g 
H 20 ad 1,00 L 

b):MG~, pH 6,9 

Enthält a l l e B e s t a n d t e i l e von MG, außer H e f e e x t r a k t und Pep­
t o n . 



c):MGG, pH 6, 9 

Enthält a l l e B e s t a n d t e i l e von MG , außer NaAc, C y s t e i n und 
V i t a m i n e n . 

*' * * M i n e r a l i e n e l e x i e r und V i t a m i n e nach B a l c h e t a l . (1979) 

d):MGF, pH 6,5 

Enthält sämtliche B e s t a n d t e i l e von MG, wobei K H 2 P 0 4 j e d o c h 
d u r c h 0,14 g K 2 H P 0 4 e r s e t z t wurde. F e r n e r wurden 15.00 g Na-
F o r m i a t und Spuren von Na 2W0 4 und N a 2 S e 0 3 z u g e s e t z t . D i e pH 
E i n s t e l l u n g a uf 6,5 e r f o l g t e m i t 50% - i g e r Ameisensäure.Die 
Gasphase b e s t a n d aus N 2 / C 0 2 (80:20) b e i einem Druck von 2 
b a r . 

* M i n e r a l i e n e l e x i e r 

T i t r i p l e x I 1,50 g 
MgS0 4.7H 20 3,00 g 
MnS0 4•2H 20 0,50 g 
NaCl 1.00 g 
F e S 0 4 . 7 H 2 0 0,10 g 
CoS0 4.6H 20 0,10 g 
C a C l 2 • 2 H 2 0 0,10 g 
ZnS 0 4 0,10 g 
CuS0 4.5H 20 10,00 mg 
A 1 K ( S 0 4 ) 2 10,00 mg 
H3BO3 10,00 mg 
Na 2Mo0 4.2H 20 10,00 mg 
H 20 ad 1,00 L 

Der pH wurde m i t KOH auf 6,5 e i n g e s t e l l t . 



* * V i t a m i n e 

D( + ) - B i o t i n 2,0 mg 
Folsäure 2,0 mg 
V i t a m i n B^ 5,0 mg 

B 2 5,0 mg 
B 6 10,0 mg 
B 1 2 0,1 mg 

Nicotinsäure 5,0 mg 
Pantothensäure 5,0 mg 
Paraaminobenzoesäure 5,0 mg 
D, L «-Liponsäure 5,0 mg 
H 20 ad 1,0 L 

Die Lösung wurde im Dunkeln b e i 4° g e l a g e r t . 

5.2. Für Methanothermus fervidus 

a) : MM, pH 6,5 

M i n e r a l i e n 1* 
M i n e r a l i e n 2** 
N i ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 (0,2%) 
F e S 0 4.7H 20 (0,2%) 
M i n e r a l i e n e l e x i e r 
R e s a z u r i n (0,1%) 
(2-Mercaptoethansulfonsäure (0,1%) 
NaHC0 3 

Na 2S.9H 20 
H 20 

37.5 ml 
37,5 ml 
1,0 ml 
1,0 ml 

10,0 ml 
1,0 ml 

10,0 ml) 
6,0 g 
0,5 g 

ad 1,0 1 



b ) : MS, pH 6,5 

Enthält a l l e B e s t a n d t e i l e von MM und i s t zusätzlich 
s u p p l e m e n i e r t m i t : 

NaAc 5,0 g 
H e f e e x t r a k t (Merck) 2,0 g 
Pepton (Merck) 2,0 g 
L - C y s t e i n . HCl .H 20 0,5 g 
V i t a m i n e n 10,0 ml 

* M i n e r a l i e n 1: 

K 2 H P 0 4 6,0 g 
H 20 

ad 1.0 L 

** M i n e r a l i e n 2: 

K H 2 P 0 4 6,0 g 
( N H 4 ) 2 S 0 4 6,0 g 
NaCl 12,0 g 
N a 2 S 0 4 . 7 H 2 0 2,4 g 
C a C l 2 . 7 H 2 0 1 . 6 g 
H 20 ad 1,0 L 

5.3. Für Pyrodictium occultum 

Meerwasser, s y n t h e t i s c h (Budelmann)* 500 ml 
H 20 500 ml 
M i n e r a l i e n e l e x i e r + 0,02% N i ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 10 ml 
R e s a z u r i n (0,1%) 1 ml 
Zitronensäure 1,0 g 
K H 2 P 0 4 0,5 g 
H e f e e x t r a k t ( D i f c o ) 0,2 g 
Schwefelblüte 25,0 g 
Na 2S.9H 20 0,5 g 



^ S y n t h e t i s c h e s Meerwasser (Budelmann) c a , 100 L, pH 8,2 

NaCl ( S i e d e s p e i s e s a l z ) 2,770 kg 
MgS0 4.7H 20 0,700 kg 
MgCl 2.6H 20 0,550 kg 
K C l 0,065 kg 
NaBr 10,00 g 
S n C l 2 . 6 H 2 0 1,50 g 
C i t r a t 1,50 g 
KJ 5,00 mg 
C a C l 2 enthärtetes Wasser 15.o kg 
L e i t u n g s w a s s e r 75,0 kg 

5.4. Für Thermotoga maritima 

MMS, pH 6,5: 

s y n t h e t i s c h e s Meerwasser 500 ml 
H 20 500 ml 
N i ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 (0,2%) 1,0 ml 
M i n e r a l i e n e l e x i e r 10,0 ml 
K H 2 P 0 4 0,5 g 
Stärke 5,0 g 
Na 2S.9H 20 0,5 g 

6. Organismen und Anzuchtbedingungen für Stammkulturen 

6.1. Methanococcus thermolithotrophicus, 

e i n gram - n e g a t i v e s ^ c o c c o i d e s , t h e r m o p h i l e s , b e w e g l i c h e s 
A r c h a e b a k t e r i u m i s t i n d e r Lage sowohl aus H 2/C0 2 a l s auch 
aus F o r m i a t E n e r g i e zu gewinnen; A c e t a t kann n i c h t v e r w e r t e t 
werden. Es wächst im B e r e i c h von 30° - 70° C a u t o t r o p h , m i t 
e i n e r V e r d o p p l u n g s z e i t von c a . 65 min. b e i d e r o p t i m a l e n 
Temperatur von 65° C (Huber e t a l . 1982). I n Ultradünnschnit­
t e n läßt s i c h e l e k t r o n e n o p t i s c h e i n e z a r t e Zellhülle, d i e 
w a h r s c h e i n l i c h aus P r o t e i n b e s t e h t , nachweisen (König u. 
S t e t t e r , 1986) I n Präparationen s o l c h e r Hüllen konnten weder 



Muraminsäure, noch G l y k o p r o t e i n e nachgewiesen werden. I n d i e 
Zellhülle i n s e r i e r t e i n Schopf aus etwa 20 Geißeln, m i t e i n e r 
Länge von c a . 3 jum und einem Durchmesser von 20 nm p o l a r . 
20 ml Medium, MGG, MG, MG~, MG~H (MGF) wurden 5% - i g b e i m p f t 
und i n S e r u m f l a s c h e n , welche e i n Gasgemisch aus 80% H 2 und 
2 0% C 0 2 (80% N 2 und 20% C0 2) b e i einem Druck von 2 bar 
e n t h i e l t e n , b e i 65° C im G l y c e r i n b a d über Nacht geschüttelt. 

6.2. Methanothermus fervidus 

i s t e i n gram - p o s i t i v e r , extrem t h e r m o p h i l e r Methanogener, 
d e r im T e m p e r a t u r b e r e i c h von 65 - 97° C wächst; b e i der 
o p t i m a l e n Wachstumstemperatur von 83° C beträgt d i e Verdopp­
l u n g s z e i t etwa 170 min ( S t e t t e r e t a l . 1981). D i e komplexe 
Zellhülle i s t aus zwei S c h i c h t e n a u f g e b a u t ; d i e i n n e r e be­
s t e h t aus Pseudomurein, d i e äußere aus G l y c o p r o t e i n (König, 
p e r s . M i t t e i l u n g ) . 20 ml MM bzw MS - Medium wurden 5% - i g 
b e i m p f t und 48 h u n t e r 2 b a r H 2/C0 2 (80 : 20) i n S e r u m f l a ­
s c h e n im G l y c e r i n b a d oder im B r u t s c h r a n k geschüttelt. 

6.3. Pyrodictium occultum 

i s t e i n s t r i k t a n a e robes, k o l o n i e n b i l d e n d e s , e x t r e m s t thermo-
p h i l e s , scheibenförmiges A r c h a e b a k t e r i u m . D i e Z e l l e n h a f t e n 
dem S u b s t r a t S c h w e f e l an; s i e s i n d d u r c h F i l a m e n t e netzförmig 
u n t e r e i n a n d e r verbunden. Es wächst von 80 - 110° C m i t einem 
Optimum b e i 105° C und e i n e r V e r d o p p l u n g s z e i t von 110 min; 
u n t e r h a l b von 80°C f i n d e t k e i n e r l e i Wachstum s t a t t . P y r o d i c ­
t i u m i s t s o m i t b i s h e r das e x t r e m s t t h e r m o p h i l e Lebewesen 
Uberhaupt ( S t e t t e r , 1982; S t e t t e r e t a l . 1983). D i e Zellhülle 
enthält k e i n M u r e i n , sondern b e s t e h t aus einem S - L a y e r aus 
he x a g o n a l angeordneten Monomeren aus P r o t e i n e n , d i e m i t P e r -
j o d a t - S c h i f f - Reagens anfärbbar s i n d . 
20 ml SME - Medium wurden i n S e r u m f l a s c h e n 5% - i g ( 1 % - i g ) 
b e i m p f t , m i t H 2/C0 2 (2 b a r ) a l s Gasphase. D i e I n k u b a t i o n e r ­
f o l g t e b e i 105° C im T r o c k e n s c h r a n k ohne Schütteln Uber 24 h. 
Nach Erneuerung d e r Gasphase wurde w e i t e r e 24 h b e i 105° C 
bebrütet. 



6.4. Thermotoga mari tima 

i s t e i n s t r i k t a naerobes, stäbchenförmiges, extrem thermo-
p h i l e s E u b a k t e r i u m , das von 55 - 90° C k u l t i v i e r b a r i s t . Im 
T - Optimum b e i 80° C beträgt d i e V e r d o p p l u n g s z e i t c a . 75 
min. (Huber e t a l . 1986). Das Stäbchen i s t von einem c h a r a k ­
t e r i s t i s c h e n , ballonförmigen S - L a y e r umgeben. I n der Z e l l ­
w a n d f r a k t i o n konnte neben Muraminsäure auch N - A c e t y l g l u c o s -
amin nachgewiesen werden; d i e M e m b r a n f r a k t i o n b e s t e h t neben 
Fettsäuren ( C j 2 - c 1 8 ^ zusätzlich aus I s o p r e n o i d - P h y t y l -
e t h e r n . D i e G a t t u n g Thermotoga repräsentiert s o m i t e i n e n 
t i e f e i n g e s c h n i t t e n e n A s t i n n e r h a l b d e r E u b a k t e r i e n . 10 ml 
MMS - Medium wurden b e i 80° C u n t e r 2 b a r N 2 i n Rollrandröhr­
chen ohne Schütteln im T r o c k e n s c h r a n k bebrütet. D i e Animpf-
d i c h t e war 5 %. 

7. Beimpfung und I n k u b a t i o n 

S o f e r n n i c h t anders angegeben, wurden d i e abgekühlten Medien 
u n t e r s t e r i l e n Bedingungen ( C l o s t r i d i e n !) m i t E i n m a l s p r i t ­
ze n , d i e z u v o r m i t dem gewünschten Gasgemisch 0 2 f r e i 
gespült worden waren, c a . 5 % - i g b e i m p f t . D i e I n k u b a t i o n 
e r f o l g t e entweder i n m i t G l y c e r i n gefüllten Schüttlern oder 
i n Temperaturschränken m i t Schütteleinrichtung. 

8. Aufbewahren d e r Stammkulturen 

Da d i e Z e l l e n von Mc. t h e r m o l i t h o t r o p h i c u s und i n besonderem 
Maße von Mt. f e r v i d u s nach dem A u f b r a u c h e n d e r S u b s t r a t e H 2 

und C 0 2 s p o n t a n l y s i e r e n (König e t a l . , 1985), wurde i n d e r 
l o g a r i t h m i s c h e n bzw. der stationären Phase e r n e u t e i n Gas­
a u s t a u s c h vorgenommen. D i e Stammkulturen wurden b e i 4°C a u f ­
bewahrt; so d i e n t e n s i e für mindes t e n s 6 Monate a l s ausge­
z e i c h n e t e s Inoculum. 



9. Q u a n t i f i z i e r u n g des Wachstums 

9.1. Bestimmung d e r B a k t e r i e n m a s s e 

9.1.1. E x t i n k t i o n s m e s s u n g 

A l l e Trübungsmessungen wurden b e i 578 bzw. 450 nm i n Halbmik-
roküvetten (d = 1 cm) durchgefüht. Durch e n t s p r e c h e n d e s V e r ­
dünnen d e r B a k t e r i e n s u s p e n s i o n e n m i t dem j e w e i l i g e n Medium 
wurde gewährleistet, daß s i c h d i e s c h e i n b a r e E x t i n k t i o n a u f 
den Linearitätsbereich von 0,05 - 0,30 O.D. beschränkte. B e i 
578 nm wurde z u r R e d u k t i o n des R e s a z u r i n s s p u r e n w e i s e Nat-
r i u m d i t h i o n i t z u g e s e t z t . 

9.1.2. Bestimmung d e r B a k t e r i e n m a s s e d u r c h Aminosäure - A n a l y s e * 

a) H y d r o l y s e 

Das Sediment von 1 ml Z e l l s u s p e n s i o n nach Z e n t r i f u g a t i o n 
(13000 rpm, 15 min.) wurde i n 100 jxl H 20 r e s u s p e n d i e r t und i n 
F i o l a x - Reagensgläser ( m i t Chromschwefelsäure g e r e i n i g t , m i t 
H 20 gespült und b e i 250°C g e t r o c k n e t ) q u a n t i t a t i v überführt. 
Nach Abdampfen des Wassers b e i c a . 50°C im W a s s e r s t r a h l v a k u u m 
( E x s i k k a t o r im T r o c k e n s c h r a n k ) wurden 50 j i l 5 N HCl ( c o n s t a n t 
b o i l i n g ) z u g e s e t z t ; d i e Gläschen wurden u n t e r vermindertem 
Druck (15 t o r r ) abgeschmolzen und 20 h b e i 110°C im T r o c k e n ­
s c h r a n k i n k u b i e r t . 

b) P r o b e n v o r b e r e i t u n g 

Nach A b z i e h e n d e r Salzsäure wurde d e r g e l b - braune Rückstand 
i n 200 j i l H 20 aufgenommen und m i l l i p o r e - f i l t r i e r t . 

c) D e r i v a t i s i e r u n g 

J e 20 jil Probe wurden m i t 40 ßl D e r i v a t i s i e r u n g s r e a g e n s a 

d u r c h w i e d e r h o l t e s A u f z i e h e n m i t der P i p e t t e 20 s l a n g ge­
m i s c h t ; nach 1 min. wurde das Volumen d e r P r o b e s c h l e i f e (10 
bzw. 20 jutl) auf d i e HPLC - Säule a p p l i z i e r t . 
a D e r i v a t i s i e r u n g s r e a g e n s (täglich f r i s c h h e r g e s t e l l t ) 



1 , 2 5 ml 0 , 5 M Na 2HP0 4, pH 1 0 , 3 B 

5 0 JLLI 0 , 7 4 5 M e t h a n o l i s c h e Lösung von O r t h o p h t h a l d i a l d e h y d 
( 1 0 0 mg / ml) 
2 5 f i l B r i j 3 5 ( 1 0 mg / ml) 
7 j i l E t h a n t h i o l 

B 7 0 , 9 8 g N a 2 H P 0 4 wurden i n 9 0 0 ml H 20 gelöst, der pH m i t 1 N 
NaOH auf 1 0 , 3 g e b r a c h t und auf 1 1 aufgefüllt. A l l e für d i e 
HPLC verwendeten Lösungsmittel und R e a g e n t i e n wurden s t e r i l 
f i l t r i e r t . 

d) HPLC - Bedingungen 

Das HPLC System b e s t a n d aus einem S p e c t r a P h y s i c s SP 8700 
s o l v e n t d e l i v e r y System m i t H e l i u m - E n t g a s u n g s e i n r i c h t u n g , 
e i n e r SP 8700 Zwei - K o l b e n - Pumpe und einem Rheodyne I n j e c -
t o r v e n t i l . D i e Aminosäurederivate wurden auf e i n e r 4,6 x 250 
mm Stahlsäule m i t Servachrom - Packung: P o l y o l - S i - 100 -
RP -18, 5 /im ( S e r v a , H e i d e l b e r g ) b e i Raumtemperatur g e t r e n n t . 
D i e D e t e k t i o n e r f o l g t e b e i 455 nm ( l ^ x = 3 6 0 n m ^ entweder m i t 
einem Festwellenlängendetektor, S p e c t r a / glow f i l t e r f l u o r i -
meter ( G i l s o n ) , oder einem Gerät m i t v a r i a b l e r Wellenlänge 
(F 1000, Merck - H i t a c h i ) . 
Lösungsmittel A c b e s t a n d aus 0,01875 M T r i e t h y l a m i n - E s s i g ­
säure, pH 7,5; Lösungsmittel B war A c e t o n i t r i l . 
c E s wurden 1,088 ml E i s e s s i g i n c a . 500 ml H 20 v o r g e l e g t ; 
nach Z u s a t z von 2,79 ml T r i e t h y l a m i n wurde m i t H 20 auf 1.0 1 
ergänzt. 
G r a d i e n t : 

Z e i t (min.) LM A (%) LM B (%) 

0,0 100 0 
38,0 62 38 
48.0 30 70 
48.1 0 100 
49,9 0 100 

D i e Flußrate b e t r u g 2 ml / min.. 
D i e Chromatogramme wurden auf einem SP 4700 (bzw. 4720) 
I n t e g r a t o r a u f g e z e i c h n e t . 



*Durch M o d i f i k a t i o n des von L a r s e n und West (1981) b e s c h r i e ­
benen V e r f a h r e n s wurden T r e n n l e i s t u n g und Auflösungsvermögen 
e n t s c h e i d e n d v e r b e s s e r t . 
9.2. Bestimmung d e r Z e l l z a h l 

9.2.1. G e s a m t z e l l z a h l 

D i e Gesamtkeimzahlbestimmung wurde i n e i n e r Neubauer -Zähl-
kammer (Fläche 0,0025 nun , T i e f e 0,02 mm) u n t e r einem Z e i s s -
S t a n d a r d m i k r o s k o p m i t P h a s e n k o n t r a s t e i n r i c h t u n g ( O b j e k t i v 40 
x, O k u l a r 12 x, Phako 2) durchgeführt. D i e Proben wurden m i t 
Medium j e w e i l s so verdünnt, daß e i n e Z e l l z a h l von 50 - 60 p r o 
Gruppenquadrat n i c h t U b e r s c h r i t t e n wurde. Um d i e s t a r k e 
Eigenbewegung von Mc. t h e r m o l i t h o t h r o p h i c u s z u unterdrücken 
wurde den K u l t u r e n Formaldehyd (19 : 1) z u g e s e t z t . J e d e Probe 
wurde sowohl m i t , a l s auch ohne F o r m a l d e h y d z u s a t z gezählt. 
P r o Zählansatz wurden 5 Gruppenquadrate ausgezählten einem 
Gruppenquadrat wurde d i e Summe d e r Z e l l e n i n 4 K l e i n q u a d r a t e n 
d i a g o n a l bestimmt. I n d e r R e g e l wurden p r o Probe 6 (bzw.) 4 
Zählansätze durchgeführt. 

KLEINQUADRAT GRUPPENQUADRAT KLEINQUADRAT 

V 
\ s 

\ s 
\ 

\ 
\ 

\ s 
s 

AUSZÄHLRICHTUNG 

Abb. 4: Neubauer Zählkanuner 

A: Ubersicht (9 Gruppenquadrate) 
B: Gruppenquadrat (16 Kleinquadrate) 

D i e G e s a m t z e l l z a h l / ml e r g i b t s i c h nach: 

2 (Summe von 5 D i a g o n a l e n ) 
1 - N 

N 
1 0 . Verdünnungsfaktor 

wobei N d i e A n z a h l d e r Zählansätze i s t . 



9.2.2 Leb e n d k e i m z a h l 

B e i Mt. f e r v i d u s und Mc. t h e r m o l i t o t r o p h i c u s d i e n t e d e r f l u o ­
r e s z i e r e n d e K o f a k t o r F 4 2 o ( E i r i c h e t a l . , 1978, 1979) z u r 
Abschätzung d e r Le b e n d k e i m z a h l d.h. z u r U n t e r s c h e i d u n g i n t a k ­
t e r Organismen von Membranfragmenten und P a r t i k e l n d i e b e i 
extremen Temperaturen u n t e r Hochdruck g e b i l d e t werden. Es 
.wurde d i e A n z a h l der grün f l u o r e s z i e r e n d e n Z e l l e n p r o Ge­
s i c h t s f e l d d e r Probe ( O b j e k t i v lOOx, O c c u l a r 12x, ölimmer-
s i o n ) m i t d e r A n z a h l d e r f l u o r e s z i e r e n d e n Z e l l e n im b e i m p f t e n 
Medium, d i e über mehrere G e s i c h t s f e l d e r g e m i t t e l t wurden, 
v e r g l i c h e n . D i e F l u o r e s z e n z wurde m i t einem Z e i s s S t a n d a r d 
F l u o r e s z e n z m i k r o s k o p m i t A n r e g u n g s f i l t e r H 436 und einem 
E m i s s i o n s f i l t e r LP 470 bestimmt. 

12. E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i e 

D i e m i t G l u t a r a l d e h y d (25g/L) f i x i e r t e n Z e l l e n wurden auf m i t 
C o l l o d i u m b e s c h i c h t e t e N e t z e a u f g e b r a c h t und im Hochvakuum 
m i t P l a t i n i r i d i u m u n t e r einem W i n k e l von 7° schräg bedampft. 
D i e e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n Aufnahmen e n t s t a n d e n m i t einem 
JEOLJEM 100 C E l e k t r o n e n m i k r o s k o p b e i 80 kV m i t e i n e r 
O b j e k t i v a p e r t u r von 40 jim. 



11. S D S - G e l e k e t r o p h o r e s e und Färbung 

D i e SDS-PAGE wurden routinemäßig nach L a e m l i (1970) durchge­
führt . 
Silberfärbung: 
F i x i e r e n i n 40% E t h a n o l und 7% Essigsäure > 2 h ( I L ) 
2 x Waschen i n 10% E t h a n o l , j e 10 min (1 L) 
3 x Waschen i n Wasser, j e 15 min (1 L) 
Färben i n 0.1% S i l b e r n i t r a t , 60 min (200 ml) 
E n t w i c k e l n i n 3% N a t r i u m c a r b o n a t 
m i t 0.02% Formaldehyd ( 4 0 % ) , c a . 10 min (200 ml) 
S p u l e n m i t Wasser (500 ml) 
Stoppen m i t 1% Essigsäure, 30 min (200 ml) 

S o f e r n Abschwächen nötig i s t 
3 x m i t Wasser waschen, j e 5 min 

M i t Abschwächer nach Farmer (0.5%) c a . 15 s e c (100 ml) 
be h a n d e l n ; anschließend m i t L e i t u n g s w a s s e r 
a u s g i e b i g spülen. 

12. R a d i o a k t i v e M a r k i e r u n g 

Da Mc. t h e r m o l i t o t r o p h i c u s A c e t a t und C y s t e i n n i c h t v e r w e r t e t 
wurde m i t 1 4 C NaHC0 3 m a r k i e r t . D i e M a r k i e r u n g e r f o l g t e b e i 
den V o r v e r s u c h e n i n S e r u m f l a s c h e n , b e i den Dr u c k e x p e r i m e n t e n 
und den zugehörigen K o n t r o l l e n i n N i c k e l t u b e n . 100 bzw. 150 
ßCx wurden 20 bzw. 40 ml Mangelmedium MG~H, m i t einem G e h a l t 
von 2 g " k a l t e m " NaHC0 3 p r o L i t e r z u g e s e t z t . D i e Anzucht 
e r f o l g t e ohne zusätzliches C 0 2 i n e i n e r Atmosphäre aus re i n e m 
W a s s e r s t o f f b e i 2 bzw. 4 bar und 65°C über 10 bzw. 14 
Stunden. 

13. Z w e i d i m e n s i o n a l e G e l e l e k t r o p h o r e s e ( O ' F a r r e l l , 1974, 
O ' F a r r e l l e t a l . , 1977) 



13.1 Lösungen 

Re a g e n z i e n Zusammensetzung Aufbewahrung 

Ammonium­
p e r s u l f a t 

250 mg ( N H 4 ) 2 S 2 0 8 

+2.35 ml H 20 
Kühlschrank 
(+4°C) 

G e l o v e r l a y 12 g H a r n s t o f f 
(8 M H a r n s t o f f ) 25 ml H 20 
1 M H3PO4 13.5 ml H3PO (85%) 

200 ml H 20 
I E F - G e l -
Stammlösung 708 mg A c r y l a m i d 

40.5 mg B i s a c r y l a m i d 

E i n f r i e r e n 
( j e 200 j i l ) 
Raumtemperatur 

f r i s c h z u b e r e i t e n 

L o w e r - G e l -
b u f f e r 
pH 8.9 

1.78 ml H 20 

36.3 g T r i s - B a s e 
(HCl) pH 8.9 
0 . 8 g SDS 
200 ml H 20 

Raumtemperatur 

L y s i s - b u f f e r 5.7 g H a r n s t o f f 
2 ml N o n i d e t P 40 
(10%) 
0.5 ml ß-Mercapto-
e t h a n o l 
0.4 ml Ampholine 
(pH 5 - 7) 
0.1 ml Ampholine 
(pH 3.5 - 10) 
2.4 ml H 20 

E i n f r i e r e n 
( j e 400 u l ) 

0.02 M NaOH 0 . 8 g NaOH 
1 L H 20 

f r i s c h h e r s t e l l e n 

N o n i d e t P 40 l g N o n i d e t P 40 
(10%) 9 ml H 20 

Kühlschrank 
(4°C) 



S D S - L a u f p u f f e r 3 g T r i s - B a s e 
24.4 g G l y c i n 
1 g SDS 
H 20 i n 1 L 
(1:10 verdünnen) 

f r i s c h h e r s t e l l e n 

Sample o v e r l a y 1 . 3 8 g H a r n s t o f f 
50 ßl Ampholine 
(pH 5 - 7) 
12.5 ßl Ampholine 
(pH 3.5 - 10) 
1.25 ml H 20 

e i n f r i e r e n 
( j e 200 Ml) 

SDS-Trenn-Gel 58.4g A c r y l a m i d 
1.6 g B i s a c r y l a m i d 
( f i l t r i e r e n ) 

Kühlschrank 
(4°C) im Dunkel 

RNase/DNase j e 1 mg/ml Soni-
c a t i o n - b u f f e r 

f r i s c h h e r s t e l l e n 

SDS-Sample-
b u f f e r 
pH 6.8 

20 g G l y c e r i n 
4.6 g SDS 
1.51 g T r i s - B a s e 
(HCl) ^ pH 6.8 
10 ml 0-Mercapto-
e t h a n o l 
200 f i l Bromphenol-
B l a u (0.5%) 
i n 200 ml H 20 

Kühlschrank 
(4°C) 

S o n i c a t i o n -
b u f f e r 
pH 7.4 

1 . 2 g T r i s - B a s e 
(HCl) ^ pH 7.4 
1.02 g MgCl 2.6 H 20 
i n 100 ml H 20 

Kühlschrank 

(4°C) 

U p p e r - G e l -
b u f f e r 
pH 6.8 

12.1 g T r i s - B a s e 
(HCl) ^ pH 6.8 
0.8 g SDS 

Kühlschrank 
(4°C) 



P i p e t t i e r s c h e m a : 

I E F - G e l e A n z a h l d e r G e l e 
Reagenzien 8 1 3 

H a r n s t o f f 1 . 1 5 g * 1 . 8 7 g 
A c r y l a m i d ( IEF) 2 6 6 ßl 4 4 0 ßl 
N o n i d e t P 4 0 ( 1 0 % ) 4 0 0 ßl 6 7 0 ßl 
H 2 0 4 0 0 j i l 6 7 0 ßl 

Ampholine ** 
pH 5 - 7 8 0 j i l 1 3 3 ßl 

pH 3 . 5 - 1 0 2 0 ßl 3 3 ßl 

Gesamtvolumen 2 . 0 ml 3 . 3 ml 

Entgasen im E x s i k k a t o r 

Ammoniumpersulaf t ( 1 0 % ) 2 . 0 j i l 3 . 3 JJLI 

TEMED 1 . 4 ßl 2 . 3 Ml 

* Um das A u s f a l l e n von H a r n s t o f f i n den G e l e n zu v e r h i n d e r n , 
muß entweder H a r n s t o f f vom R e i n h e i t s g r a d u l t r a p u r verwendet, 
oder d e r H a r n s t o f f vom R e i n h e i t s g r a d p.a. u m k r i s t a l l i s i e r t 
werden. 
** Ampholine s t e l l e n e i n a u s g e z e i c h n e t e s S u b s t r a t für 
Mi k r o o r g a n i s m e n d a r und müssen daher aus den Vorratsgefäßen 
s t e r i l entnommen werden. 

SDS-Trenn-Gele A n z a h l d e r G e l e 
Reagenzien 2 4 

L o w e r - G e l - b u f f e r 1 4 . 2 5 ml 2 8 . 5 ml 
A c r y l a m i d Stammlösung 2 1 . 8 5 ml 4 3 . 7 ml 
H 2 0 2 0 . 4 5 ml 4 1 . 3 ml 

Ammoniumpersulfat ( 1 0 % ) 2 1 2 . 5 JULI 4 2 5 ßl 

TEMED 21 ßl 5 4 ßl 



SDS-Sammel-Gele (5%) A n z a h l der G e l e 
Reagenzien 2 4 

U p p e r - G e l - b u f f e r 
A c r y l a m i d Stammlösung 

3.13 ml 6.25 ml 
1.88 ml 3.75 ml 

H 20 
Ammoniumpersulfat 

7.5 ml 15.0 ml 

TEMED 
17.8 ßl 

8.9 ßl 
35.5 ßl 

17.8 j i l 

13.2 P r o b e n v o r b e r e i t u n g 

13.2.1 Standardmethode 

Je nach Bewachsungsgrad d e r Z e l l s u s p e n s i o n wurden 1 0 - 4 0 ml 
Z e l l e n (0.2 - 0.8 OD) 20 min b e i 12 000 g a b z e n t r i f u g i e r t . Da 
Mc. t h e r m o l i t o t r o p h i c u s i n S o n i c a t i o n - b u f f e r s p o n t a n l y s i e r t , 
wurde auf d i e s e n , a n s o n s t e n o b l i g a t o r i s c h e n , Waschvorgang 
v e r z i c h t e t . Das Sediment wurde i n 50 ßl S o n i c a t i o n - b u f f e r 
r e s u s p e n d i e r t ( s o f e r n m i t S o n i c a t i o n - b u f f e r gewaschen werden 
kann, v e r b l e i b e n gewöhnlich 50 ßl Z e l l s u s p e n s i o n nach Abde­
k a n t i e r e n des Überstandes zurück). D i e Z e l l e n wurden i n 
Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und m i t S o n i c a t i o n - b u f f e r 
auf das Volumen von 200 ßl aufgefüllt. Anschließend wurde im 
E i s b a d stoßweise ( 3 - 5 s e c , m i t Branson S o n i f i e r Typ B 15, 
S t u f e 3) etwa 15 mal m i t dem M i c r o t i p b e s c h a l l t . Nach dem 
Zellaufschluß wurden 10 j i l e i n e s Gemisches aus RNase und 
DNase ( j e w e i l s 1 mg/ml) z u g e s e t z t und b e i Raumtemperatur 
mindestens 20 min i n k u b i e r t , um den vollständigen Verdau d e r 
Nukleinsäuren zu gewährleisten. P r o ßl Zellaufschluß wurde 1 
mg H a r n s t o f f z u g e s e t z t ; d a b e i wurde berücksichtigt, daß 10 ßl 
am M i c r o t i p h a f t e n b l i e b e n . Anschließend wurde zum Gesamtvo­
lumen (Zellaufschluß p l u s H a r n s t o f f ) e i n A l i q u o t L y s i s - b u f f e r 
zugegeben ( z . B . z u 200 jütl Zellaufschluß p l u s 190 mg H a r n s t o f f 
380 ßl L y s i s - b u f f e r ) . S o f e r n d i e Proben n i c h t s o f o r t auf d i e 
i s o e l e k t r i s c h e F o c c u s s i e r u n g aufgegeben wurden, wurden s i e 



s c h o c k g e f r o r e n und b e i - 84°C au f b e w a h r t . 

13.2.2 A l t e r n a t i v m e t h o d e 

Zur P r o b e n v o r b e r e i t u n g wurde e i n e a l t e r n a t i v e Methode a u s p r o ­
b i e r t : 10 ml Z e l l s u s p e n s i o n ( c a . OD 1.0) wurden m i t T r i c h l o r -
essigsäure ( E n d k o n z e n t r a t i o n 10%) v e r s e t z t und 20 min b e i 12 
000 g z e n t r i f u g i e r t ; dann wurden 25 ml A c e t o n h i n z u g e f u g t und 
1 h im E i s b a d i n k u b i e r t . Der nach 15 min b e i 12 000 g 
e r h a l t e n e N i e d e r s c h l a g wurde im E x s i k k a t o r g e t r o c k n e t , i n 100 
JJLI T r i s . H C l , pH 7.4 (100 mM) gelöst; d e r T r i s - P u f f e r wurde 
m i t 0.05 M M g C l 2 s u p p l e m e n t i e r t , da d i e DNase Mg 2 +-abhängig 
i s t . D i e B e s c h a l l u n g e r f o l g t e nach dem T r a n s f e r i n Eppendorf-
Reaktionsgefäße; im W e i t e r e n wurde wie oben b e s c h r i e b e n v e r ­
f a h r e n . 
Für Mc. t h e r m o l i t h o t r o p h i c u s e r s c h i e n d i e s e T e c h n i k zu a u f ­
wendig; d i e P r o b e n v o r b e r e i t u n g (wie u n t e r 12.2.1 b e s c h r i e b e n ) 
wurde b e i a l l e n a b g e b i l d e t e n E l e k t r o f e r o g r a m m e n angewandt 
und l i e f e r t e g u t e E r g e b n i s s e . 

13.3 E r s t e Dimension ( i s o e l e k t r i s c h e F o c c u s s i e r u n g ) 

13.3.1 V o r b e r e i t u n g d e r Röhrchen 

D i e i s o e l e k t r i s c h e F o c c u s s i e r u n g wurde i n 15 cm l a n g e n G l a s ­
röhrchen m i t einem Innendurchmesser von 1.5 mm durchgeführt. 
Nach dem Z u r e c h t s c h n e i d e n wurde b e i d e Enden m i t S c h m i r g e l p a ­
p i e r geglättet und anschließend m i t P o l i e r p a p i e r 
b e h a n d e l t (Rundschmelzen führt zu ungleichmäßigen Q u e r s c h n i ­
t t e n ) . Vor j e d e r IEF wurden d i e Glasröhrchen gründlichst 
g e r e i n i g t ( g e s c h i e h t d i e s u n z u r e i c h e n d , k r i s t a l l i s i e r t d e r 
H a r n s t o f f während d e r P o l y m e r i s a t i o n d e r G e l e a u s ) . 

R e i n i g u n g : 
Chromschwefelsäure, 30 - 45 min ( n i c h t länger, da d i e G l a s o ­
berfläche verätzt w i r d , bzw. Säure i n das G l a s d i f f u n d i e r t ) . 
Gründlichst m i t H 20 spülen. 
KOH/Ethanol (30 g KOH/150 ml E t h a n o l , 30 m i n ) . Gründliches 
Spülen m i t H 20; Trocknen b e i 100°C im T r o c k e n s c h r a n k . 



13.3.2 I E F - G e l e 

D i e Röhrchen wurden vom u n t e r e n Ende i n e i n e r Höhe von 12 cm 
m a r k i e r t und m i t t e l s Gummiringen s e n k r e c h t an e i n e r v i e r k a n ­
t i g e n G l a s f l a s c h e b e f e s t i g t , nachdem d i e u n t e r e n Enden m i t 
P a r a f i l m v e r s c h l o s s e n w o r d e n waren. D i e Lösungen für d i e 
G e l e , b estehend aus IEF-Stammlösung, H a r n s t o f f , N o n i d e t P 40, 
Ampholinen und H2O, wurden gemäß dem P i p e t t i e r s c h e m a g e m i s c h t 
und im E x s i k k a t o r e n t g a s t . Nach Zugabe von Amm o n i u m p e r s u l f a t 
und TEMED wurde d i e Lösung m i t t e l s e i n e r I n j e k t i o n s s p r i t z e , 
m i t e i n e r 15 cm l a n g e n Kanüle, an d e r e n S p i t z e e i n k u r z e r 
T e f l o n s c h l a u c h a n g e s e t z t war, u n t e r Vermeidung von G a s b l a s e n ­
b i l d u n g eingefüllt (es wurde m e h r m a l s a u f B l a s e n f r e i h e i t 
k o n t r o l l i e r t ) . D i e s e IEF-Lösung wurde m i t c a 15 m l G e l ­
o v e r l a y v o r s i c h t i g überschichtet und 30 - 40 min z u r Polyme­
r i s a t i o n b e i Raumtemperatur s t e h e n g e l a s s e n . 

13.3.3 IEF-Bedingungen 

Nach dem A u s p o l y m e r i s i e r e n wurde d e r P a r a f i l m e n t f e r n t u n d 
d i e Röhrchen i n d i e E l e k t r o p h o r e s e - A p p a r a t u r e i n g e s e t z t ; d i e 
Gel-overlay-Lösung wurde von den G e l e n abgehoben. Der Anoden­
p u f f e r ( i n d e r u n t e r e n Kammer) b e s t a n d aus 0.01 M H3PO4 (10 
ml 1 M H 3 P 0 4 / L ) . Der K a t h o d e n p u f f e r 0.02 M NaOH (0.8 g NaOH -
5 NaOH Plätzchen/L), wurde nach Entgasen i n d i e obere Kammer 
gefüllt. Nach dem Spülen der Geloberflächen m i t dem Ka t o d e n ­
p u f f e r wurden p r o G e l 10 b i s 15 j i l Probe m i t t e l s e i n e r v a r i ­
a b l e n P i p e t t e a u f g e t r a g e n (an d e r P i p e t t e n s p i t z e wurde e i n e 
Kanüle m i t P a r a f i l m b e f e s t i g t ) . D i e P r o b e n w u r d e n v o r dem 
An l e g e n d e r Spannung m i t 12 j i l S a m p l e - o v e r l a y überschichtet. 
D i e I E F wurde 15 h b e i 400 V, dann 1 h b e i 800 V d u r c h g e ­
führt . 

13.3.4 Umäquilibrieren der I E F - G e l e 

D i e G e l e w u r d e n aus den Röhrchen m i t t e l s S D S - s a m p l e b u f f e r 
m i t e i n e r I n j e k t i o n s s p r i t z e i n SDS-sample b u f f e r i n Reagenz­
gläser überführt und 30 m i n b e i R a u m t e m p e r a t u r d i a l y s i e r t . 



S o f e r n d i e I E F - G e l e n i c h t s o f o r t w e i t e r v e r w e n d e t wurden, 
wurden s i e schockgefröhren und b e i -84°C au f b e w a h r t . 

13.4 Z w e i t e D i m e n s i o n 

Zur SDS PAGE w u r d e n g l e i c h z e i t i g z w e i G e l e h i n t e r e i n a n d e r 
s t e h e n d i n e i n e r A p p a r a t u r g e f a h r e n , um g l e i c h e B e d i n g u n g e n 
für v e r s c h i e d e n e Proben zu s c h a f f e n (z. B. ohne Druck und m i t 
Dru c k ) . D i e G l a s p l a t t e n w a r e n so g e s c h n i t t e n , daß i n d e r 
M i t t e e i n e A u s s p a r u n g v o n 13.5 cm v e r b l i e b , i n d i e d i e I E F -
Gel e e i n g e l e g t w e r d e n k o n n t e n . D i e G e l - D i c k e b e t r u g 1.5 mm 
( K u n s t s t o f f s p a c e r ) . 
Durch überschichten m i t W a s s e r w u r d e für e i n e s c h a r f e 
Oberkante ( z w i s c h e n T r e n n - G e l und S a m m e l - G e l ) g e s o r g t . D i e 
Ge l e wurden gemäß dem P i p e t t i e r s c h e m a gegossen und über Nacht 
b e i Raumtemperatur s t e h e n g e l a s s e n . Zur SDS PAGE wurden d i e 
I E F - G e l e i n einem T e e s i e b a u f g e f a n g e n , m i t P i n z e t t e und Prä­
p a r i e r n a d e l a u f e i n e m 13 cm l a n g e n und 2 cm b r e i t e m P l e x i ­
g l a s s t r e i f e n a u s g e b r e i t e t und a u f d i e S D S - G e l e a u f g e b r a c h t , 
d i e b e r e i t s i n d e r m i t P u f f e r gefüllten A p p a r a t u r e i n g e ­
spannt w a ren. Z u r M a r k i e r u n g d e r L a u f f r o n t wurde Uber d i e 
gesamte G e l - B r e i t e Bromphenol B l a u i n G l y c e r i n a u f g e t r a g e n . 
Nachdem d i e F a r b s t o f f - F r o n t b e i 200 V ca 1 cm i n das Sammel­
g e l e i n g e w a n d e r t war, wurde b e i 7 W a t t p r o G e l (40 mA) über 7 
Stunden b e i Raumtemperatur g e t r e n n t . 

13.5 Färbung und Behandlung m i t Verstärker z u r Verkürzung der 
A u t o r a d i o g r a p h i e z e i t ( F a k t o r 20 - 40) 

Di e G e l e w u r d e n i n d e r R e g e l silbergefärbt, d a n a c h e r f o l g t e 
d i e Behandlung m i t Verstärker: 

Schütteln i n D i m e t h y l s u l f o x i d ( j e 300 ml) 2 x 3 0 m i n 

Schütteln i n 20% PPO ( D i p h e n y l o x a z o l i n 
D i m e t h y l s u l f o x i d w/w) ( j e 300 ml) 30 min 

Schütteln i n L e i t u n g s w a s s e r ( j e 500 ml) 4 x 1 5 m i n 
Anschließend w u r d e n d i e G e l e a u f F i l t e r p a p i e r (Watman) 3 
Stunden g e t r o c k n e t . 



14. A u t o r a d i o g r a p h i e 

Die m i t Verstärker b e h a n d e l t e n , g e t r o c k n e t e n G e l e wurden über 
Zeiträume v o n 2 Tagen b i s 6 Wochen a u f 13 x 18 X - r a y F i l m 
(Kodak B l u e Base) b e i -84° a u f g e l e g t . Das E n t w i c k e l n e r f o l g ­
t e nach folgendem Schema: 

E n t w i c k l e r ( R o d i n a l 1:25) 8 min 

Stoppen ( 1 % Essigsäure) 30 sec 

F i x i e r e n ( N a2 s2°3' 1 0 0 ( 3 / L ) 4 m i n 

Wässern >15 min 



I I I . E r g e b n i s s e und D i s k u s s i o n 

1. Wahl d e r Organismen 

Um d i e von B a r o s s und Deming a u f g e s t e l l t e Hypothese, d i e 
b e s a g t , daß Leben v o r r a n g i g an d i e Verfügbarkeit von Wasser 
im f l u s s i g e n A g g r e g a t z u s t a n d gebunden i s t , zu uberprüfen, 
g a l t es zunächst e i n e n g e e i g n e t e n t h e r m o p h i l e n M i c r o o r g a ­
nismus m i t h i n r e i c h e n d k u r z e r G e n e r a t i o n s z e i t zu f i n d e n , d e r 
i n d er Lage i s t s i c h u n t e r h y p e r b a r e n Bedingungen zu vermeh­
r e n . Der k r i t i s c h e Punkt des Wassers l i e g t b e i 374,2°C und 
221 b a r (Tödheide e t a l . , 1966). Besonders g e e i g n e t e r s c h i e ­
nen i n diesem Zusammenhang t h e r m o p h i l e methanogene B a k t e r i e n , 
da s i e i h r e n gesamten E n e r g i e b e d a r f gemäß d e r G l e i c h u n g 

4H 2 +C0 2 -> CH 4 + 2H 20 (5) 
decken. B e i e i n e r W a s s e r s t o f f k o n z e n t r a t i o n von 1 /iM, wie s i e 
i n natürlichen H a b i t a t e n v o r l i e g t , beträgt AG° - 31.3 k c a l / 
mol (Thauer e t a l . , 1977). Wegen des n e g a t i v e n R e a k t i o n s v o l u ­
mens b e s t a n d a u f g r u n d des Braun L e - C h a t e l i e r ' s e h e n P r i n z i p s 
d i e t h e o r e t i s c h e Möglichkeit z u r Erhöhung d e r Z e l l m a s s e bzw. 
zu e i n e r e t w a i g e n Ausweitung des L e b e n s b e r e i c h s i n R i c h t u n g 
a u f höhere Temperaturen d u r c h hohe Drücke. Von der ext r e m 
hohen Wachstumstemperatur von 105°C b o t s i c h Pyrodictium 

occultum an, d e r s e i n e S t o f f W e c h s e l e n e r g i e aus d e r R e a k t i o n 
S+H 2 -» H 2S (6) 

b e z i e h t ; das R e a k t i o n s v o l u m e n i s t b e i diesem S t o f f w e c h s e l w e g 
e b e n f a l l s n e g a t i v , wenn auch h i n s i c h t l i c h des B e t r a g s ungün­
s t i g e r (im H i n b l i c k auf Hochdruck) a l s b e i a u t o t r o p h e n Metha-
nogenen. 

2 . S c r e e n i n g i n Stahlbehältern 

Sowohl Rollrand-Röhrchen a l s auch S e r u m f l a s c h e n s i n d nur b i s 
zu Drücken von maximal 3 b a r g e f a h r l o s zu handhaben; d i e 
Ver s u c h e z u r Auswahl der g e e i g n e t e n M i c r o o r g a n i s m e n für d i e 
b e a b s i c h t i g t e n Hochtemperatur -Hochdruckversuche wurden i n 
E d e l s t a h l z y l i n d e r n aus V4A durchgeführt. Das Fassungsvermögen 
war 1 L, d i e Wandstärke b e t r u g c a . 2 cm. Das E i n b r i n g e n des 



Mediums, sowie d i e Beimpfung, e r f o l g t e n über e i n e Öffnung an 
der U n t e r s e i t e . Der Behälter wurde m i t einem E d e l s t a h l k o n u s 
a b g e d i c h t e t , d e r m i t e i n e r Schraube i n d i e Öffnung g e p r e s s t 
wurde. Der G a s a u s t a u s c h e r f o l g t e über e i n N a d e l v e n t i l an d e r 
Bombenoberseite an e i n e r G a s s t a t i o n . Der G a s i n n e n d r u c k wurde 
über e i n Manometer ( M a x i m a l a u s s c h l a g 5 bar) k o n t r o l l i e r t , 
über das V e n t i l war e i n e d i s k o n t i n u i e r l i c h e Probenentnahme 
gewährleistet. D i e Stahlbehälter wurden m i t 500 ml des j e w e i ­
l i g e n Mediums u n t e r anaeroben Bedingungen b e s c h i c k t und z u r 
S t e r i l i s a t i o n über Nacht b e i 100°C i n k u b i e r t . Nach Abkühlung 
auf c a 3 0°C wurde m i t i n S e r u m f l a s c h e n gezogenen Stamm­
k u l t u r e n 5 % i g b e i m p f t und d e r G a s a u s t a u s c h durchgeführt. 
Die I n k u b a t i o n e r f o l g t e b e i d e r gewünschten Temperatur, ohne 
Schütteln ( l i e g e n d ) . 



Tabelle 4: Zusammenfassung d e r E r g e b n i s s e d e r K u l t u r v e r s u c h e 
i n Stahlbomben 

Organismus Medium P ( H 2 / C 0 2 ) T p ( T > a t Wachstum 
[ b a r ] [°C] [ b a r ] [ h ] 

Aft. fervidus MM 1 85 1.9 16 
V 24 S 2 83 3.2 36 

4 85 5.8 45 

MS 1 80 1.8 20 
2 85 3.3 48 
4 83 5.7 40 

Mc. thermo- MGG 1 65 1.5 16 + 

l i t h o - 2 63 2.7 15 + 
trophicus 4 65 5.2 26 + 

S N 1 

MG 1 64 1.5 18 + + 
2 63 2.7 16 + + 
4 65 5.2 17 + + 

Pyrodictium SME 1 100 2.4 48 _b 

occultum 2 105 3.8 50 _b 
P L 19 4 102 6.5 52 _b 

Der Innendruck b e i d e r j e w e i l i g e n Temperatur wurde aus d e r 
i d e a l e n G a s g l e i c h u n g und aus dem Dampfdruck des Wassers 
abgeschätzt. 

b Das schwarzgefärbte ( S c h w e r m e t a l l s u l f i d e ) Medium wies nach 
de r I n k u b a t i o n s z e i t s t a r k e n H 2S-Geruch a u f . 
B e i 1 2 0 0 f a c h e r Vergrößerung k e i n e Z e l l e n m i k r o s k o p i s c h 

n a c h w e i s b a r (sowohl P h a s e n k o n t r a s t a l s auch F l u o r e s z e n z ) . 
+ O D 5 7 8 = 0.52 ± 0.1 
+ + O D 5 7 8 = 0.78 ± 0.09 
* B e i 12 0 0 f a c h e r Vergrößerung wurden p r o G e s i c h t s f e l d 5 ± 3 

f l u o r e s z i e r e n d e Z e l l e n nachgewiesen ( d i e A n i m p f d i c h t e 
b e t r u g 7 + 3 Z e l l e n p r o G e s i c h t s f e l d . 



Wie aus T a b e l l e 4 e r s i c h t l i c h , e i g n e t e s i c h l e d i g l i c h Mc. 

thermolithotrophicus für w e i t e r e Versuche u n t e r erhöhtem 
Druck- Mt. fervidus i s t nur i n S e r u m f l a s c h e n , n i c h t R o l l r a n d ­
röhrchen k u l t i v i e r b a r ; abgesehen von den Volumenoberflächen-
Verhältnissen, l a g der V e r d a c h t nahe, daß bestimmte S u b s t a n ­
zen aus dem G l a s für das Wachstum e s s e n t i e l l s i n d . T r o t z 
Z u s a t z von p u l v e r i s i e r t e n S e r u m f l a s c h e n (10 g/L) zu M M bzw. 
MS konnte Mt. fervidus i n den Stahlbomben n i c h t angezogen 
werden. 

3 . Anzucht von Mc. thermolithotrophicus auf F o r m i a t 

D i e Handhabung von elementarem W a s s e r s t o f f i n Stahlbehältern 
u n t e r erhöhtem Druck und b e i hohen Temperaturen s t e l l t e i n 
S i c h e r h e i t s p r o b l e m d a r . D i e beträchtliche Löslichkeit von H 2 

i n Stählen und desse n E i n l a g e r u n g i n das M e t a l l g i t t e r führt 
zu e i n e r Veränderung von M a t e r i a l e i g e n s c h a f t e n . D i e V e r -
sprödung d e r Gefäßwände b i r g t b e i erhöhten Innendrucken (60 
bar b e i 270°C) das R i s i k o d e r E x p l o s i o n des Stahlbehälters. 
Aus diesem Grunde e r s c h i e n es wünschenswert, m o l e k u l a r e n 
W a s s e r s t o f f d u r c h den W a s s e r s t o f f d o n o r F o r m i a t zu e r s e t z e n . 
D i e A n z u c h t v e r s u c h e von Mc. thermolithotrophicus i n MGF m i t 
N 2 / C 0 2 (80:20, 2 b a r ) a l s Gasphase i n Stahlbehältern v e r l i e ­
f e n sowohl m i t , a l s auch ohne Z u s a t z von Wolfram und S e l e n 
(10 JJLM) durchwegs n e g a t i v . Es wurden i n b e i m p f t e n Medien 
(MGF) nach A b l a u f d e r I n k u b a t i o n s z e i t b e i 65°C e r h e b l i c h e pH 
Änderungen gemessen. D i e pH Messung e r f o l g t e b e i Raumtemepe-
r a t u r i n Abwesenheit d e r Gasphase. 



T a b e l l e 5: pH-Verschiebung im MGF b e i A n z u c h t v e r s u c h e n von 
Mc. thermolithotrohicus i n Stahlbomben (50 0 ml 
MGF, 500 ml N 2/C0 2, 2 b a r , 5 % i g b e i m p f t , 65°C) 

I n k u b a t i o n s z e i t Ch] P H A n f a n g P HEnde A P H 

16 6.90 7.99 + 1.09 
20 6.90 8.57 + 1.67 
40 6.90 8.61 + 1 .71 

Der s t a r k e pH A n s t i e g b e i den A n z u c h t v e r s u c h e n auf F o r m i a t 
a l s W a s s e r s t o f f d o n o r r e s u l t i e r t gemäß d e r G l e i c h u n g 

4NaOOCH + 4H 20 -» 3C0 2 + CH 4 + 2H 20 + 4NaOH (7) 

aus der B i l d u n g von N a t r o n l a u g e während d e r I n i t i a l p h a s e des 
Wachstums und führt a u f g r u n d d e r äusserst beschränkten 
Pufferkapazität von MGF z u r L y s i s d e r Z e l l e n . A n zuchten i n 
S e r u m f l a s c h e n b e i denen d i e e x p e r i m e n t e l l e Möglichkeit zum 
N a c h s t e l l e n des pH Wertes gegeben war (0.1 N Ameisensäure im 
Ab s t a n d von 2 h) unterstützen o b i g e n Befund. S o f e r n es g e l a n g 
den pH Wert h i n r e i c h e n d k o n s t a n t zu h a l t e n , wurde mäßiges 
Wachstum (OD 0.25 - 0.35 b e i e i n e r A n i m p f d i c h t e von 0.05 OD) 
m i t r e l a t i v l a n g e n V e r d o p p l u n g s z e i t e n von 2.5 b i s 3 h e r ­
z i e l t . V o r a u s s e t z u n g war d i e s o f o r t i g e vollständige Mischung 
d e r z u g e t r o p f t e n Ameisensäure m i t der B a k t e r i e n s u s p e n s i o n ; 
b e i u n z u r e i c h e n d e r Durchmischung s e t z t e an d e r E i n t r o p f s t e l l e 
L y s e e i n . Wegen d e r extremen t e c h n i s c h e n S c h w i e r i g k e i t e n b e i 
d e r K o n s t a n t e r h a l t u n g des pH Wertes u n t e r Hochdruck wurde auf 
w e i t e r e E x p e r i m e n t e z u r O p t i m i e r u n g der Anzuchtbedingungen 
a u f F o r m i a t v e r z i c h t e t , zumal s i c h aus d e r o b i g e n G l e i c h u n g 
e i n R e a k t i o n s v o l u m e n m i t p o s i t i v e m V o r z e i c h e n a b l e i t e n läßt. 



4. Thermostabilität der K u l t u r m e d i e n u n t e r erhöhtem Druck 

300 ml Medium (MM, MGG, SME, MS und MG) wurden m i t 700 ml 
Gasgemisch ( H 2 / C 0 2 , 4 b a r ) b e i 270°C i n 1 L Stahlbomben 
i n k u b i e r t ; d i e Abschätzung des r e s u l t i e r e n d e n I nnendruckes 
aus d e r i d e a l e n G a s g l e i c h u n g und dem Dampfdruck des Wassers 
e r g i b t c a . 60 b a r . 
Da Druck-und Temperaturmessungen im I n n e r e n d e r Bomben aus 
t e c h n i s c h e n Gründen n i c h t vorgenommen werden k o n n t e n , i s t für 
d i e tatsächlichen Temperatur- und Druckverhältnisse, wegen 
des s c h l e c h t e n t e r m i s c h e n Übergangs L u f t / M e t a l l während des 
gesamten V e r s u c h s v e r l a u f s von n i e d r i g e r e n D u r c h s c h n i t t s w e r t e n 
auszugehen. Sämtliche Medien w i e s e n nach Abkühlung (Wasser­
bad) b e i L u f t z u t r i t t Schwarzfärbung a u f ; SME r o c h zusätzlich 
s t a r k nach H 2S (spontane H 2 S - B i l d u n g aus S c h w e f e l ) . Nach 
A b s e t z e n des d u n k l e n , f l o c k i g e n N i e d e r s c h l a g s e r s c h i e n d e r 
überstand m i l c h i g trüb. D i e t y p i s c h e R e a k t i o n m i t S a u e r s t o f f 
b l i e b wegen d e r Z e r s e t z u n g des R e s a z u r i n s aus. D i e q u a l i t a ­
t i v e A n a l y s e nach den üblichen Methoden ( J a n d e r & B l a s i u s , 
1977) l i e f e r t e im Sediment d e r a n o r g a n i s c h e n Medien (MGG, MM, 
SME) d i e H a u p t b e s t a n d t e i l e N i 2 + , F e 2 + , F e 3 * , C r 2 + , * S 2 ~ , C 0 3

2 ~ 
PO4 3" und S° b e i SME. D i e nachgewiesenen Ionen stammten 

t e i l s aus den Medien, t e i l s aus dem S t a h l d e r Reaktionsgefäße 
D i e o r g a n i s c h s u p p l e m e n t i e r t e n Medien (MG, MS) e n t h i e l t e n 
zusätzlich v e r s c h m o r t e s M a t e r i a l m i t der K o n s i s t e n z und dem 
Geruch von B r a t e n s a t z . 

5. E n t w i c k l u n g d e r Kulturgefäße 

5.1 O r i e n t i e r e n d e V o r v e r s u c h e 

Zum Verschluß d e r von Schmid (1977) verwendeten M i c r o z e l l e n 
wurden an S t e l l e von T e f l o n s t o p f e n , S t o p f e n aus C h l o r b u t y l ­
k a u t s c h u k verwendet um den G a s a u s t a u s c h Uber e i n e Kanüle zu 
gewährleisten. D i e s e Gefäße e r w i e s e n s i c h j e d o c h a l s s t a r k 
gasdurchlässig ( H 2 , 0 2 , C 0 2 ) . Da aber W a s s e r s t o f f - D i c h t i g k e i t 
b e i hohen Drücken und Temperaturen für d i e Anzucht d e r zu 
un t e r s u c h e n d e n M i c r o o r g a n i s m e n u n b e d i n g t e V o r a u s s e t z u n g i s t , 
wurde N i c k e l b l e c h a l s i d e a l e r W e r k s t o f f gewählt. Wegen s e i n e r 



Sprödigkeit e r w i e s s i c h Macor (Muschelbrüche) für A b d i c h ­
tungszwecke a l s u n g e e i g n e t ; es wurde auf N i c k e l - V o l l m a t e r i a l 
übergegangen. 

5.2 N i c k e l - T u b e n 

12.5 cm l a n g e Stücke aus e l a s t i s c h e m Hydraweld N i c k e l r o h r 
( W e r k s t o f f Nr. 2.468) d e r F i r m a Witzenmann GmbH ( P f o r z h e i m ) 
m i t einem Aussendurchmesser von 12.1 mm und e i n e r Wandstärke 
von 0.15 b i s 0.16 mm wurden am u n t e r e n Ende f l a c h g e q u e t s c h t , 
umgebörtelt und h a r t verlötet. Am oberen Ende wurde e i n c a . 3 
cm l a n g e r Z y l i n d e r aus N i c k e l v o l l m a t e r i a l passend a b g e d r e h t 
und i n das Rohr eingelötet. I n e i n e Bohrung m i t 1.5 mm 
Durchmesser, d i e a l s Einfüllkanal d i e n t e , wurde e i n 60° 
Ku p f e r k o n u s , m i t t e l s e i n e r 5 mm Madenschraube m i t Innen-
s e c h s k a n t z u r A b d i c h t u n g g e p r e s s t . Um völlige G a s d i c h t i g k e i t 
zu gewährleisten, wurden d i e K u p f e r k o n e n j e d e s m a l v o r der 
Verwendung ausgeglüht und i n E t h a n o l a b g e s c h r e c k t . S o f e r n 
d i e Wandstärke c a . 0.15 mm b e t r u g , war d i e Lebensdauer der 
N i c k e l t u b e n a u f c a . 10 D r u c k z y k l e n b e g r e n z t . Nach v o r h e r i g e m 
Tempern b e i 600°C bzw. b e i d e r Verwendung von N i c k e l b l e c h m i t 
einem Durchmesser von « 0.2 mm ermüdete das M a t e r i a l b e r e i t s 
nach e i n m a l i g e m Bedrücken. 
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Abb. 5: Nickeltube mit Kupferkonus und Madenschraube mit 
Innensechskant. 



5.3 Prüfung auf H 2 - D i c h t i g k e i t 

Fünf Ni-Tuben wurden m i t H 2 ( 5 - 6 bar) gefüllt und v e r s c h l o ­
s s e n . D i e I n k u b a t i o n e r f o l g t e i n e i n e r 500 ml P y r e x - F l a s c h e 
m i t S i l i c o n - S t o p f e n , d e r m i t e i n e r Schraubkappe g e s i c h e r t war, 
u n t e r e i n e r N 2-Atmosphäre 24 h b e i 100°C. Der H 2-Nachweis 
wurde m i t t e l s d e r Molybdänblau-Reaktion ( F l e i s s n e r , 1920) 
durchgeführt; das Reagenz wurde d u r c h den S t o p f e n i n d i e 
F l a s c h e e i n g e s p r i t z t . D i e R e a k t i o n v e r l i e f i n Gegenwart von 
W a s s e r s t o f f nur dann p o s i t i v , wenn dem Reagenz P a l a d i u m -
schwarz z u g e s e t z t worden war (im Gegensatz zu J a n d e r & B l a ­
s i u s , 1977). "Protalbinsäure", e i n S c h u t z k o l l o i d für G o l d -
und Silberpräparate, wurde nach e i n e r V o r s c h r i f t von P a a l 
(1902) d a r g e s t e l l t . 

5.4 Prüfung a u f D r u c k - D i c h t i g k e i t 

A l s P a r a m e t e r z u r Überprüfung auf D r u c k d i c h t i g k e i t d i e n t e d i e 
E i g e n f l u o r e s z e n z von Dialla-Öl (Schmid, 1977), bzw. d i e F l u o ­
r e s z e n z von F a r b s t o f f e n , welche dem Drucküberträger-Medium 
E t h y l e n g l y c o l z u g e s e t z t wurden. 

5.5 G a s a u s t a u s c h i n den N i c k e l t u b e n 

Im Gegensatz zum B e s c h i c k e n m i t Medium u n t e r anaeroben B e d i n ­
gungen, s t e l l t e d e r G a s a u s t a u s c h e i n Problem d a r . Zum Zweck 
des Gaswechsels wurde d i e i n Abb. 6 d a r g e s t e l l t e V o r r i c h t u n g 
e n t w i c k e l t . 



Abb. 6: Apparatur zum Gasaustausch 

A: Seitenansicht (Maßstab 1:1.5) 
B: Längsschnitt (Maßstab 1:1) 

1: Split t e r s c h u t z aus Plexiglas; 2: P l a n s c h l i f f Reaktions­
gefäß; 3: Nickeltube; 4: Halterung für Nickeltube; 5: Spann­
ring; 6: Schraube mit angesetztem Imbusschlüssel; 7: An­
schlußstutzen zur Gasstation. 



Auf einem Planschliff-Reaktionsgefäß m i t angesetztem F l a n s c h 
wurde e i n e runde M e s s i n g p l a t t e m i t einem S p a n n r i n g b e f e s t i g t . 
D i e N i c k e l t u b e wurde im Gefäß von unten i n e i n e r an d e r 
M e s s i n g p l a t t e a n g e b r a c h t e n H a l t e r u n g m i t t e l s e i n e r Senkkopf­
s c h r a u b e so f i x i e r t , daß d e r Imbusschlüssel, d e r von au s s e n 
h e r m a n i p u l i e r b a r war, im I n n e n s e c h s k a n t d e r Madenschraube 
s t e c k t e . über e i n e n M e s s i n g s t u t z e n , d e r an e i n e Bohrung i n 
d e r M e s s i n g p l a t t e a n g e s e t z t war, s t a n d das Gefäß d i r e k t m i t 
d e r G a s s t a t i o n i n V e r b i n d u n g . D i e G a s d i c h t i g k e i t d e r gesamten 
A p p a r a t u r wurde d u r c h O-Ringe aus Gummi und d u r c h S c h l i f f -
F e t t g a r a n t i e r t . Nach E v a k u i e r e n des Behälters, wurde d i e 
N i c k e l t u b e über den Imbusschlüssel von aussen geöffnet und 
das Gefäß mehrmals m i t d e r benötigten Gasmischung gespült. I n 
d e r R e g e l wurde d i e N i c k e l t u b e i n e i n e r H 2/C0 2 Atmosphäre 
(80:20) b e i 4 b a r Druck v e r s c h l o s s e n . Nach e r f o l g t e m 
D r u c k a u s g l e i c h wurde d i e Tube aus dem Gefäß entnommen und 
entweder im A u t o k l a v e n bebrütet oder a l s K o n t r o l l e ohne 
e x t e r n e n Druck i n k u b i e r t . 

6. Stabilität von Aminosäuren, P o l y g l y c i n und extrem t h e r ­
m o p h i l e n B a k t e r i e n u n t e r " B l a c k smoker"-Bedingungen. 

Während d e r E n t w i c k l u n g d e r N i c k e l t u b e n - T e c h n i k g i n g d i e 
S e n s a t i o n s m e l d u n g vom Wachstum von " B l a c k s m o k e r " - B a k t e r i e n 
b e i Temperaturen b i s w e n i g s t e n s 250°C ( B a r o s s & Deming, 1983) 
d u r c h d i e W e l t p r e s s e . Der " B l a c k smoker" d e r i n e i n e r T i e f e 
von 2600 m 21° N auf dem o s t p a z i f i s c h e n Rücken e n t d e c k t 
worden war, entläßt 350°C heiße Wässer i n den Ozean ( E a s t 
P a c i f i c R i s e Study Group, 1981). A u f g r u n d des hohen h y d r o s t a ­
t i s c h e n Druckes von 265 bar b l e i b t das Wasser t r o t z d e r hohen 
Temperaturen flüssig. Früher wurde b e r e i t s angenommen ( B r o c k , 
1967; B a r o s s e t a l . , 1983), daß n i c h t d i e extrem hohen Tempe­
r a t u r e n an s i c h , sondern d i e N i c h t v e r f U g b a r k e i t von flüssigem 
Wasser für B a k t e r i e n w a c h s t u m l i m i t i e r e n d wäre. D i e s e V o r ­
s t e l l u n g wurde l o g i s c h e r w e i s e dahingehend e r w e i t e r t , daß 
extrem t h e r m o p h i l e Mikroorganismen-Gruppen i n d e r Lage s e i n 
müssten, d i e ökologische N i s c h e d e r h y d r o t h e r m a l e n Q u e l l e n 
a u f dem Meeresgrund zu b e s e t z e n ( B a r o s s e t a l . , 1982). D i e 
E r g e b n i s s e von B a r o s s & Deming s t e l l e n für u n s e r e vorgefaßte 



Meinung über d i e Te m p e r a t u r o b e r g r e n z e des Lebens e i n e Heraus­
f o r d e r u n g d a r , geben zu S p e k u l a t i o n e n über d i e E x i s t e n z von 
B a k t e r i e n i n n e r h a l b d er E r d k r u s t e Anlaß und unterstützen 
bestehende V o r s t e l l u n g e n auf dem G e b i e t d e r E x o b i o l o g i e 
(Walsbey, 1983). 

6.1 Versuche z u r Anzucht von MSB 8 (Thermotoga maritima) b e i 
250°C, 300°C und 265 b a r über 6 h (Bedingungen von B a r o s s 
& Deming) und 16 h 

In Ermangelung d e r B a r o s s ' s e h e n "Organismen" wurde das extrem 
t h e r m o p h i l e E u b a k t e r i u m Thermotoga maritima wegen der morpho­
l o g i s c h e n Ähnlichkeit m i t dem von B a r o s s auf e l e k t r o n e n m i k o s -
k o p i s c h e n Aufnahmen a b g e b i l d e t e n O b j e k t e n ausgewählt. 

6.1.1 Temperierung des A u t o k l a v e n 

Da b i s z u diesem Z e i t p u n k t am L e h r s t u h l u n t e r hohen Drücken 
ausschließlich Enz y m o l o g i e b e t r i e b e n worden war, waren d i e 
bestehenden E i n r i c h t u n g e n n i c h t auf hohe Temperaturen ausge­
l e g t . Zur Erzeugung von Temperaturen < 400°C wurde d e r von 
Müller verwendete A u t o k l a v m i t e i n e r 2.5 kW H e i z u n g s p i r a l i g 
u m w i c k e l t und m i t mehreren Lagen A s b e s t (Gesamtdicke c a . 1.5 
cm) i s o l i e r t . H e i z u n g und I s o l i e r s c h i c h t wurden m i t einem 
s e i t l i c h v e r s c h r a u b t e n B l e c h m a n t e l an den A u t o k l a v e n ge-
p r e s s t . Um d i e Wärmeableitung so g e r i n g wie möglich zu h a l ­
t e n , wurde auch d i e Autoklavenaufhängung i s o l i e r t . 
Das K o n s t a n t h a l t e n d e r Temperatur e r f o l g t e über e i n zu diesem 
Zweck k o n s t r u i e r t e s Temperatur-Meß-und Regelgerät. Der Tempe­
raturfühler (Thermocoax) b e f a n d s i c h i n u n m i t t e l b a r e m K o n t a k t 
m i t d e r Stahlwandung des A u t o k l a v e n (Wärmeleitpaste) i n d e r 
M i t t e z w i s c h e n z w e i Heizungswindungen. D i e In n e n t e m p e r a t u r 
wurde i n u n m i t t e l b a r e r N a c h b a r s c h a f t d e r N i c k e l t u b e e b e n f a l l s 
m i t einem Thermoelement gemessen und Uber den gesamten V e r ­
s u c h s v e r l a u f r e g i s t r i e r t . D i e Temperatur wurde auf ± 1°C 
genau k o n s t a n t g e h a l t e n . 



Abb. 7: Schaltplan des Temperatur Meß- und Regelgeräts 
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Abb. 8: Typisches Temperaturprofil während eines Hochdruck-
Hochtemperaturversuchs. Der Autoklav war auf ca. 95°C vorge­
heizt; a l s Drucküberträgermedium wurde Ethylenglykol verwen­
det. Die Abdichtung des Autoklaven erfolgte mit O-Ringen aus 
Kupfer, die vor jedem Experiment ausgeglüht und in Ethanol 
abgeschreckt wurden. Das Abkühlen erfolgte mit Pre s s l u f t . 
Während der Aufheiz- und Abkühlphase wurde der Druck über 
eine Spindelpresse manuell konstant gehalten. 

6.1.2 Geringfügige Wachstumshemmung von MSB 8 b e i 82 C d u r c h 
erhöhten h y d r o s t a t i s c h e n Druck 

K o n t r o l l e n : J e 4 ml m i t 0.001% H e f e e x t r a k t ( D i f c o ) , 1% HEPES 
und 0.5% NaHCC>3, pH 7.0, aus 0.2% Hefemedium heraus b e i m p f t e s 
MMS-Medium wurde m i t 4 b a r N 2 i n N i c k e l t u b e n 24 h b e i 85°C 
u n t e r Atmosphärendruck i n k u b i e r t . Nach Beendigung d e r Inkuba­
t i o n wurde l i c h t m i k r o s k o p i s c h auf Wachstum k o n t r o l l i e r t . A l l e 
K o n t r o l l e n waren mäßig bewachsen, sowohl m i t Kurzstäbchen a l s 
auch m i t k o k k o i d e n Z e l l e n ; d i e M e h r z a h l d e r Kurzstäbchen 
befand s i c h im T e i l u n g s s t a d i u m . 
Proben b e i 82°C und 136 b a r : 
A p p l i k a t i o n von Druck Uber 24 h führt zu s i g n i f i k a n t e r Wachs­
tumshemmung gegenüber den K o n t r o l l e n , obwohl auch i n den 
bedrückten Proben Kurzstäbchen im T e i l u n g s s t a d i u m b e o b a c h t e t 
wurden. Der pH-Wert des Mediums war auf 7.5 a n g e s t i e g e n 
(Messung b e i Raumtemperatur); d i e R e a k t i o n von R e s a z u r i n m i t 
S a u e r s t o f f war nor m a l . 



6.1.3 I n k u b a t i o n von MSB 8 u n t e r h y d r o t h e r m a l e n Bedingungen 

J e 4 ml b e i m p f t e s , s u p p l e m e n t i e r t e s Medium wurden m i t 6 ml N 2 

(4 b a r ) b e i 251°C (bzw. 255°C), 260 bar (bzw. 290 b a r ) , 6 h 
(bzw. 16 h) d r u c k i n k u b i e r t . Nach d e r Dekompression wies das 
Medium e i n e g e l b l i c h grüne Fa r b e b e i pH 6.5 a u f , d i e an der 
L u f t r a s c h i n braun umschlug ( k e i n e R e s a z u r i n - R e a k t i o n ) . D i e 
m i k r o s k o p i s c h e Untersuchung ergab k e i n e r l e i A n h a l t s p u n k t e für 
das V o r h a n d e n s e i n i r g e n d w e l c h e r zellulärer B e s t a n d t e i l e bzw. 
Z e l l f r a g m e n t e ; das Medium e n t h i e l t e i n e V i e l z a h l k r i s t a l l i n e r 
P a r t i k e l d i e s i c h nach k u r z e r Z e i t a l s d u n k l e r Bodensatz 
a b s e t z t e n . Zur S i c h e r u n g des o b i g e n Befundes wurden a l s Kon­
t r o l l e n b e i m p f t e s Medium und d i e bedrückten Proben m i t und 
ohne s a u r e H y d r o l y s e (4 N H C l , 100°C, 16 h) e i n e r Aminosäu­
r e a n a l y s e u n t e r z o g e n . 

6.1.4 Aminosäureanalyse von MSB 8 Su s p e n s i o n e n 

66 ßl H y d r o l y s a t wurden auf einem B i o t r o n i k Aminosäureana-
l y s a t o r LC 5000, d e r an e i n e n Shimadzu CR 1B Chromatopac 



B 

Abbo 9: Aminosäuremuster von Thermotoga maritima vor und nach 
hydrothermaler Behandlung. 

A: 5.5 nM Aminosäurestandard 
B: 66 jil Hydrolysat des beimpften MMS-Mediums 
C: 66 ^1 der bewachsenen Kultur, nach 6 h Inkubation bei 85°C 
und Atmosphärendruck 
D: 66 ßl Hydrolysat nach 6 h Inkubation bei 251°C und 260 bar 



Wie aus den o b i g e n Chromatogrammen zu e r s e h e n i s t , nimmt der 
G e h a l t an Aminosäuren i n den bewachsenen K o n t r o l l e n gegenüber 
dem b e i m p f t e n Medium nach 6 h Bebrütungszeit b e i 85°C und 1 
b a r z u ; d i e s e r A n s t i e g bestätigt den l i c h t m i k r o s k o p i s c h e n 
B e f u n d des Wachstums. Dagegen s i n d b e i den Proben, d i e h y d r o ­
t h e r m a l e n Bedingungen u n t e r w o r f e n worden waren nur noch G l y c i n 
und NH 3 e i n d e u t i g zuzuordnen. Besonders s i g n i f i k a n t i s t d e r 
d r a s t i s c h e A n s t i e g des Ammoniakpeaks. I n diesem Zusammenhang 
i s t erwähnenswert, daß s i c h u n h y d r o l y s i e r t e h y d r o t h e r m a l e 
P r o b e n von den s a l z s a u r e n H y d r o l y s a t e n weder q u a l i t a t i v noch 
q u a n t i t a t i v u n t e r s c h e i d e n . Aus den m i k r o s k o p i s c h e n Befunden, 
zusammen m i t dem E r g e b n i s d e r Aminosäureanalyse muß zwingend 
g e s c h l o s s e n werden, daß u n t e r den B a r o s s ' s e h e n Bedingungen 
k e i n e r l e i Wachstum e r f o l g t ; v i e l m e h r werden d i e im Inokulum 
b e f i n d l i c h e n Z e l l e n von Thermotoga maritima vollständig z e r ­
stört. Es e r h e b t s i c h zudem d e r V e r d a c h t , daß u n t e r " B l a c k 
smoker"-Bedingungen, d i e im Gegensatz zu anderen Biömolekü-
l e n s e h r s t a b i l e n Aminosäuren e i n s c h n e i d e n d e n chemischen 
Veränderungen u n t e r l i e g e n . A naloge Versuche m i t Pyrodictium 

occultum b l i e b e n e r f o l g l o s . D i e B i l d u n g von N i S und N i 2 S 3 

aus dem S c h w e f e l im Medium s t e l l t e s e l b s t i n m i t T e f l o n 
a u s g e k l e i d e t e n N i c k e l t u b e n e i n unüberwindliches Problem d a r . 

6.2 Stabilität von Aminosäuren b e i 250°C und 260 b a r 

Im k r i s t a l l i n e n Z u s tand l i e g t d e r Stabilitätsbereich für d i e 
bi o g e n e n Aminosäuren z w i s c h e n den Z e r s e t z u n g s p u n k t e n von 
G l u t a m i n (180 - 185°C) und T y r o s i n (342 - 344 °C) ( B e i l ­
s t e i n ) . Aus den m e i s t e n Aminosäuren e n t s t e h e n b e i c a 250°C 
e i n e V i e l z a h l von t h e r m i s c h e n Umwandlungsprodukten (Heyns & 
P a w e l , 1957). Zur t h e r m i s c h e n Stabilität von Aminosäuren i n 
wässrigen Lösungen l i e g e n b i s l a n g e i n e R e i h e von U n t e r ­
suchungen v o r ( V a l e n t y n e , 1964, 1968; P o v o l e d o & V a l e n t y n e , 
1964). I n Lösung l a u f e n am i n t a k t e n Aminosäuremolekül d r e i 
Primärreaktionen ab. 



- D e c a r b o x y l i e r u n g 

R-CH-COOH -» R-CH 2-NH 2 + C 0 2 (8) 
I 
NH 2 

- A b s p a l t u n g von Kohlenmonoxid 

R-CH-COOH -* R-CHO + CO + NH 3 (9) 
I 

NH 2 

- Des a m i n i e r u n g ( u n t e r E r h a l t u n g des Kohlenstoffgerüsts) 

R-CH2-CH-COOH -> R-CH = CH-COOH + NH3 (10) 
I 
NH 2 

Um den p o s t u l i e r t e n s t a b i l i s i e r e n d e n Einfluß hoher Drücke auf 
o b i g e Z e r s e t z u n g s r e a k t i o n e n z u überprüfen, wurden d i e 
f o l g e n d e n V e r s u c h e u n t e r h y d r o t h e r m a l e n Bedingungen i n 
Abwesenheit von S a u e r s t o f f durchgeführt. T e c h n i s c h e 
E i n z e l h e i t e n s i n d an a n d e r e r S t e l l e b e s c h r i e b e n ( B e r n h a r d t e t 
a l . , 1984). 



Abb. 10: Hydrothermale Zersetzung natürlicher oc-L-Aminosäuren 
bei 250°C und 260 bar. 3 ml Aminosäuremix ("calibration 
Standard" + L-Tryptophan, 550 nM/As.ml i n H 20 pH 2.0 (pH nach 
Behandlung 4.7) (•) bzw. i n Minimalmedium + 0.3% HEPES + 0.5% 
NaHC03, Anfangs pH 7.5 ( ))- wurden bei 250°C und 260 bar 6 
h inkubiert. Zur Aminosäureanalyse wurden 50 ßl Proben mit 
einem Gehalt von 5.5 nM pro Aminosäure verwendet. ( ) 
Aminosäurestandard ohne hydrothermale Behandlung. Die Peaks 1 
- 5 s t e l l e n u n i d e n t i f i z i e r t e Abbauprodukte dar. Bei 303°C und 
260 bar werden a l l e Aminosäuren zerstört. Unter diesen Bedin­
gungen i s t Ammoniak das einzig nachweisbare Produkt. 

20 100 120 U0 160 180 200 100 120 HO 160 180 200 

TEMPARATUR ( ° C ) 

Abb. 11: Temperaturabhängige Zersetzung naturlicher oc-L-
Aminosäuren nach 6 h Inkubation bei 260 bar. Bedingungen wie 
i n Abb. 10. Die Peakflache i s t angegeben i n jiV.s.10" . 

A: Aminosäuremix i n H20, pH 2.0 (End pH 4.7) 
B: Aminosäsuremix i n 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7.0 (End 
pH 7.0 ) . (....) unbekannte Abbauprodukte. 



Aus Abb. 1 0 i s t d e u t i c h zu e r s e h e n , daß d i e Stabilität von 
Aminosäuren d u r c h hohe Temperatur und hohen Druck d r a m a t i s c h 
beeinflußt w i r d . B e i 250°C und 260 bar w i r d e i n e R e i h e von 
Aminosäuren b e r e i t s i n n e r h a l b von 6 Stunden b e i n a h e vollstän­
d i g zerstört bzw. i n e i n a n d e r umgewandelt (Asp, G l u , S e r , T h r , 
Cys und T r p ) . D i e u n p o l a r e n Aminosäuren sowie H i s , L y s , A r g 
und Phe werden p a r t i e l l abgebaut. A n d e r e r s e i t s nehmen G l y , 
A l a und NH 3 d r a s t i s c h z u ; d i e s e Zunahme k o m p e n s i e r t (zumin­
d e s t t e i l w e i s e ) d i e Abnahme d e r übrigen Aminosäuren. D i e 
Zunahme von Ammoniak läßt s i c h aus G l e i c h u n g ( 9 ) und 
G l e i c h u n g (10 ) d i r e k t v e r s t e h e n ; o b i g e r Befund l e g t d i e 
Vermutung nahe, daß d i e D e c a r b o x y l i e r u n g e i n e u n t e r g e o r d n e t e 
R o l l e s p i e l t . 
Nach V a l e n t y n e (1964) w i r d im T e m p e r a t u r b e r e i c h um 250°C und 
dem r e s u l t i e r e n d e n Dampfdruck des Wassers G l y aus A l a , V a l , 
S e r , T hr, Met und T y r a l s Abbauprodukt d e t e k t i e r t . Met und 
Ser wandeln s i c h zusätzlich i n A l a um ( s i e h e Abb .11 ). Das 
D e f i z i t i n d e r N e t t o b i l a n z erklärt s i c h aus d e r V i e l z a h l d e r 
o r g a n i s c h e n V e r b i n d u n g , d i e z. T. nur i n Spuren a l s N i n h y d -
r i n - n e g a t i v e P r o d u k t e e n t s t e h e n ( W a l t e r e t a l . , 1967). G l y 
und A l a s t e l l e n s t a b i l e Endprodukte des Aminosäureabbaus d a r . 
Untersuchungen z u r Stabilität gegenüber D e c a r b o x y l i e r u n g im 
r e l e v a n t e n T e m p e r a t u r b e r e i c h ergaben H a l b w e r t s z e i t e n i n d e r 
Größenordnung von 30 Tagen (Conway & L i b b y , 1958). Aus 
A b b i l d u n g (11 ) geht zusätzlich h e r v o r , daß d e r pH Wert (pH 2 
r e s u l t i e r t aus d e r Verdünnung des Aminosäurestandards m i t 
H2O, pH 7.6 aus d e r Verdünnung m i t P h o s p h a t p u f f e r ) k e i n e n 
m e r k l i c h e n Einfluß h a t . 
Im Minimalmedium, das HEPES enthält, t r e t e n zusätzlich d i e 
von B a r o s s & Deming b e o b a c h t e t e n fünf Z u s a t z p e a k s a u f . B e i 
Peak 1 und 2 s c h e i n t es s i c h um N i n h y d r i n - p o s i t i v e Abbaupro­
d u k t e von HEPES zu h a n d e l n , d i e b e r e i t s nach s a l z s a u r e r 
H y d r o l y s e (4 N H C l , 100°C, 16 h; v g l . Abb.9 ) i n d e r 
Aminosäureanalyse d e t e k t i e r t werden. I n A b b i l d u n g 11 i s t d i e 
Temperaturabhängikeit des Z e r f a l l s (250°C, 260 b a r , 6 h) i n 
H2O (pH 2.0) und Natriumphosphat P u f f e r (pH 7.6) d a r g e s t e l l t . 
Während e i n e A n z a h l von Aminosäuren b i s 200°C beträchtliche 
Stabilität a u f w e i s t , erfährt d e r Großteil chemische M o d i f i k a ­
t i o n e n , was o b i g e E r g e b n i s s e bestätigt. Hoher Druck s t e l l t 
demnach k e i n e n S c h u t z v o r D e g r a d a t i o n d a r . L e d i g l i c h A r g 



s c h e i n t b i s zu 200°C d u r c h Druck gegenüber H y d r o l y s e s t a b i l i ­
s i e r t zu werden. Nach V a l e n t y n e (1964) l i e g t d i e H a l b ­
w e r t s z e i t von Arg.HCl im M i n u t e n b e r e i c h . Möglicherweise e r ­
klärt s i c h d i e s e D i s k r e p a n z aus einem Zuordnungsproblem des 
Arg Peaks m i t einem d u r c h d i e Umwandlung e n t s t a n d e n e n N i n h y d -
r i n - p o s i t i v e n P r o d u k t p e a k . Murray e t a l . (1965) geben d i e 
H a l b w e r t s z e i t d e r H y d r o l y s e von Arg b e i 176°C m i t c a . 25 h 
an. 
D i e Auswertung d e r K i n e t i k des Abbaus b e i 250°C und 260 b a r 
i s t d u r c h d i e u n z u r e i c h e n d d e f i n i e r t e I n k u b a t i o n s z e i t ( v g l . 
Abb. 8 ), b e d i n g t d u r c h d i e l a n g e n A u f h e i z - und Abkühlperio­
den e r s c h w e r t (150°C 250°C -» 150°C = 25 - 30 m i n ) . I n n e r ­
h a l b d i e s e r Z e i t h a t d e r Abbau von A r g , Cys, Asp und G l u 
b e r e i t s vollständig s t a t t g e f u n d e n . D i e H a l b w e r t s z e i t (T 1/2) 
für d i e übrigen Aminosäuren l i e g t im B e r e i c h von 50 min. D i e 
Zunahme d e r h y d r o t h e r m a l e n Stabilität w i r d d u r c h d i e R e i h e n ­
f o l g e T r p (T 1/2 s 30 min) < Ser < Thr < Met < H i s < L y s , T y r 
< I l e < Leu < V a l ( t 1/2 s 80 min) g e k e n n z e i c h n e t . D i e 
E r g e b n i s s e z e i g e n e i n d e u t i g , daß d i e H a l b w e r t s z e i t d e r Amino­
säuren u n t e r " B l a c k smoker" Bedingungen kürzer i s t , a l s d i e 
maximale V e r d o p p l u n g s z e i t (40 min) extrem t h e r m o p h i l e r B a k t e ­
r i e n . 



T a b e l l e 6 z_ H y d r o t h e r m a l e r Abbau von P o l y g l y c i n und i s o l i e r t e 
Z e l l e n von Pyrodictium occultum (Stamm PL 19) 
D i e Z a h l e n geben d i e P e a k f l a c h e n ( j i V . s e c . 1 0 ~ ) 
aus der Aminosäureanalyse (nach 6 h I n k u b a t i o n 
b e i 250°C und 260 b a r , v g l . m i t u n b e h a n d e l t e n 
K o n t r o l l e n b e i 20°C, 1 bar) w i e d e r . 

V e r b i n d u n g P o l y g l y c i n 
i n 0.1 M NaPP 
pH 7.0 

Pyrodictium occultum i n 
Minimalmedium p l u s 

0.3% HEPES und 
0.5% NaHc0 3 pH 7.5 

hyd r o -
l y s i e r t * 

20°C 250°C 20°C 250°C 

n i c h t hydro-
l y s i e r t " 

20°C 250°C 
1 b a r 260 b a r 1 b a r 260 b a r c 1 b a r 260 b a r c 

Asp 
Thr 
Ser 
G l u 
G l y 
A l a 
V a l 
Met 
DAP 
I l e 
Leu 
T y r 
Phe 
G l c N H 2 

G a l N H 2 

A r g 
Orn 
Lys 
NH 3 

H i s 

336 

766 7 6 0 
440 2 8 0 
576 9 9 0 

1127 705 69 0 
924 877 46 988 

1023 740 45 786 
499 310 12 291 
67 0 0 0 
25 16 22 15 

393 78 6 69 
804 263 10 235 
10 0 0 94 

191 65 0 59 
137 0 0 0 
55 0 0 0 

282 105 55 74 
16 54 0 22 

616 73 50 72 
1541' 5238 170 5759 
527 0 18 0 

a D i e Z e l l s u s p e n s i o n e n wurden e i n e r Säurehydrolyse, 4 N H C l , 
110°C, 16 h u n t e r z o g e n ; nach Z e n t r i f u g a t i o n e r f o l g t e d i e 
Aminosäureanalyse des Überstands. 

20°C, 1 bar ( K o n t r o l l e n ) : D i e Aminosäurezusammensetzung des 
Mediums nach Abtrennung der zellulären B e s t a n d t e i l e d u r c h 
Z e n t r i f u g a t i o n . 250°C, 260 b a r : Aminosäurezusammensetzung im 
überstand nach h y d r o t h e r m a l e r Behandlung d e r Z e l l s u s p e n s i o n 
und anschließender Z e n t r i f u g a t i o n . 
c I n Gegenwart von G l u k o s e w e i s t d e r Abbau d e r Aminosäuren 

höhere Komplexität auf a l s im F a l l e d e r r e i n e n Aminosäure-
gemische ( V a l e n t y n e , 1964). 
P o l y g l y c i n l a g u n t e r d e r d e t e k t i e r b a r e n - G r e n z k o n z e n t r a t i o n 
b e i Verwendung der S t a n d a r d N i n h y d r i n r e a k t i o n . 
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6.3 H y d r o t h e r m a l e Stabilität von P o l y g l y c i n und Z e l l e n von 
Pyroditium occultum 

6.3.1 P o l y g l y c i n 

Um d i e Auswirkungen hoher Temperaturen und hoher Drücke auf 
d i e Stabilität d e r P e p t i d b i n d u n g zu u n t e r s u c h e n wurde wegen 
der maximalen Stabilität des G l y c i n s b e i 250°C und 260 b a r , 
P o l y g l y c i n verwendet. Der P o l y m e r i s a t i o n s g r a d b e t r u g = 80. 
I n k u b i e r t wurde i n 0.1 M Natriumphosphat P u f f e r pH 7.0 b e i 
253°C und 260 b a r . Wie aus T a b e l l e 6 zu entnehmen i s t , war 
P o l y g l y c i n nach 6 h b e r e i t s vollständig h y d r o l y s i e r t . Wie für 
D i a l a n i n und A l a n y l a s p a r t a t g e z e i g t wurde, b e t r a g e n d i e H a l b ­
w e r t s z e i t e n ungefähr 6 min bzw. 1 min (White, 1984). Somit 
r e i c h t Temperaturerhöhung aus, um d i e A k t i v i e r u n g s b a r r i e r e 
zu überwinden, d i e der P e p t i d b i n d u n g b e i Raumtemperatur und 
Normaldruck Stabilität v e r l e i h t . D i e vollständige D e p o l y m e r i -
s a t i o n e r f o l g t im M i n u t e n b e r e i c h . 

6.3.2 Z e l l e n von Pyrodictium occultum 

Das A r c h a e b a k t e r i u m Pyrodictium occultum wächst b e i 10 5°C 
o p t i m a l ; i n diesem T e m p e r a t u r b e r e i c h i s t d i e Hydro­
lyseanfälligkeit von Z e l l b e s t a n d t e i l e n aus m e s o p h i l e n 
Organismen (ATP und NADH) b e r e i t s m e r k l i c h ausgeprägt. D i e 
T a t s a c h e , daß Pyrodictium noch i n d e r Lage i s t , s i c h b e i 
110°C zu vermehren, v e r l e i t e t zu d e r Annahme, daß s e i n e 
Z e l l b e s t a n d t e i l e i n besonderem Maße s p e z i e l l an hohe Tempera­
t u r e n angepaßt s i n d . Um d i e s e Hypothese zu überprüfen, wurden 
zwei A r t e n von E x p e r i m e n t e n durchgeführt. 
- U n t e r Normalbedingungen gezogene Z e l l e n wurden h y d r o l y ­
s i e r t , um g e g e b e n e n f a l l s Z e l l b e s t a n d t e i l e ( m o d i f i z i e r t e Ami­
nosäuren) zu f i n d e n , d i e i n d e r Lage s i n d , " B l a c k smoker" 
Bedingungen unbeschadet zu überstehen; d e r a r t i g e Verbindungen 
wurden n i c h t gefunden ( T a b e l l e 6 ) . 

- I n t a k t e , u n t e r Normalbedingungen gezogene Z e l l e n , wurden 
d i r e k t b e i 250°C und 260 b a r i n k u b i e r t . Das E r g e b n i s war d i e 
ausgeprägte H y d r o l y s e von P r o t e i n e n und d e r Abbau m i t den 
r e s u l t i e r e n d e n Veränderungen, wie s i e für Aminosäuren u n t e r 



h y d r o t h e r m a l e n Bedingungen c h a r a k t e r i s t i s c h s i n d (Abb.10). 
Aus d i e s e n E x p e r i m e n t e n muß g e f o l g e r t werden, daß s e l b s t das 
b i s h e r bekannte " e x t r e m s t " t h e r m o p h i l e B a k t e r i u m über k e i n e r ­
l e i besondere Schutzmechanismen verfügt, d i e das überleben 
u n t e r " B l a c k smoker" Bedingungen g e s t a t t e n . Wie auch im 
F a l l e a n d e r e r T h e r m o p h i l e r (Abb.9 C) (Amelunxen & Murdock, 
1978; Zuber, 1979; J a e n i c k e , 1981) w e i s t das Aminosäurereper­
t o i r e von Pyrodictium occultum k e i n e r l e i B e s o n d e r h e i t e n a u f ; 
e n t s p r e c h e n d s i n d d i e natürlichen oc-L-Aminosäuren dem hydro 
t h e r m a l e n Abbau u n t e r w o r f e n . A u f g r u n d d e r k u r z e n hydrotherma­
l e n Z e r s e t z u n g s z e i t e n von P r o t e i n e n und Aminosäuren, g i b t es 
k e i n e p l a u s i b l e Erklärung für d i e E x i s t e n z und das überleben 
von " B l a c k smoker B a k t e r i e n " . 



7. O p t i m i e r u n g d er Anzuchtbedingungen für Mc. thermolithotro­

phicus u n t e r Hochdruck 

7.1. Q u a n t i f i z i e r u n g des Wachstums 

7.1.1. B e i Anzucht u n t e r Atmosphärendruck 

I n v i e l e n m i k r o b i o l o g i s c h e n L a b o r a t o r i e n s t e h e n k e i n e Spek­
t r a l p h o t o m e t e r m i t v a r i a b l e r Wellenlänge z u r Verfügung; es 
ha t s i c h aus diesem Grund eingebürgert i n Gegenwart des 
R e d o x i n d i k a t o r s R e s a z u r i n d i e s c h e i n b a r e E x t i n k t i o n b e i 578 
nm zu bestimmen. B e i d i e s e r Wellenlänge w e i s t d i e o x i d i e r t e 
Form des S a u e r s t o f f i n d i k a t o r s beträchtliche E i g e n a b s o r p t i o n e n 
a u f ; daher i s t d e r Z u s a t z von R e d u k t i o n s m i t t e l ( z . B . N a t r i u m -
d i t h i o n i t ) e r f o r d e r l i c h . 
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Abb. 12: Absorptionsspktrum von MG~H vor und nach der Re­
duktion mit Natriumdithionit; d = 1 cm. 

Wie aus A b b i l d u n g 12 h e r v o r g e h t , kann z u r V e r e i n f a c h u n g und 
zu r Vermeidung von Verfälschungen d u r c h S c h l i e r e n - bzw. 
F u s s e l b i l d u n g b e i Z u s a t z von N a 2 S 2 0 4 d i e A b s o r p t i o n im o x i -
d i e r t e n Z ustand b e i 450 nm bestimmt werden. 



B e i d i e s e r Wellenlänge s p i e l t es k e i n e R o l l e , ob das Medium 
o x i d i e r t , bzw. d u r c h gelöstes Methan und W a s s e r s t o f f noch 
p a r t i e l l r e d u z i e r t v o r l i e g t . 
Wurden d i e Proben n i c h t bedrückt, s t e l l t d i e Messung sowohl 
b e i 578 nm a l s b e i 450 nm e i n e h i n r e i c h e n d genaue Methode z u r 
Q u a n t i f i z i e r u n g d a r und k o r r e l i e r t s e h r g u t m i t der d i r e k t e n 
Z e l l z a h l b e s t i m m u n g i n der Neubauer-Kammer. 

7.1.2 Nach d e r Hochdruckbehandlung 

Nach D r u c k i n k u b a t i o n i s t d i e E x t i n k t i o n s m e s s u n g b e i 578 nm 
und 450 nm z u r Q a n t i f i z i e r u n g des Wachstums i n a l l e n verwen­
d e t e n Medien n i c h t g e e i g n e t , da s i c h d i e Medien während des 
Bedrückens verändern (Farbänderung, K r i s t a l l b i l d u n g ) . 
T a b e l l e 7 g i b t e i n e n V e r g l e i c h z w i s c h e n d e r Z e l l z a h l und d e r 
O D 5 7 8 v o n u n t e r v e r s c h i e d e n e n Drücken i n k u b i e r t e n K u l t u r e n 
w i e d e r (.Mc. thermolithotrophicus, Stamm SM 1) . 
Tabelle 7: 

Z e l l e / m l O D 5 7 8 

0 .482 

0 . 300 

0.289 

0.042 

0.132 

0.202 

0.446 

0 .483 

6.0.10 6 

6.1 .10 6 

8.2.10 6 

2.2.10 7 

5.2.10 7 

7.0.10 7 

1 .6.10 8 

2.3.10 8 



V e r g l e i c h der Z e l l z a h l - und der OD57g-Bestimmung von bedrück­
t e n SM 1 K u l t u r e n . I n den angegebenen Werten i s t d e r j e w e i ­
l i g e Verdünnungsfaktor e i n b e z o g e n . 
Zur Überprüfung d e r W a c h s t u m s q u a n t i f i z i e r u n g d u r c h Auszählen 
(Labilität d e r Z e l l e n von Mc. thermolithotrophicus) wurde d e r 
Gesamtaminosäuregehalt (ohne P r o , Cys und Trp) e i n e r wachsen­
den K u l t u r m i t d e r Z e l l z a h l zum j e w e i l i g e n Z e i t p u n k t auf d e r 
Wachstumskurve v e r g l i c h e n . 

0 2 4 6 8 10 15 20 25 
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Abb. 13: Vergleich von Gesamtaminosäuregehalt (ohne Pro, Cys 
und Trp) (•) und der Zel l z a h l (o) von Mc. thermolothotro-
phicus i n einer wachsenden Kultur (MG~H, 65°C 2 bar H 2/C0 2, 
Schüttelkultur). Zur Aminosäureanalyse wurde je 1 ml Bakte­
riensuspension 15 min bei 12 000 upm z e n t r i f u g i e r t und das 
Sediment mit 50 | i l 6 N HCl 20 h bei 110°C unter vermindertem 
Druck hydrolysiert; nach Evaporieren der HCl wurde der Rück­
stand i n 200 jil H 20 aufgenommen. In das HPLC System wurden 
jeweils 10 jil OPA-Derivat i n j i z i e r t . 

M i t dem E r r e i c h e n d er stationären Phase v e r l a u f e n Aminosäure­
g e h a l t und Z e l l z a h l p a r a l l e l . Daß d i e Aminosäurekurve u n t e r 
der Z e l l z a h l k u r v e l i e g t , i s t d a r a u f zurückzuführen, daß b e i 
der D e r i v a t i s i e r u n g m i t O r t h o p h t h a l d i a l d e h y d (OPA), Cys und 
Pro p r i n z i p i e l l n i c h t erfaßt werden. D i e SH-Gruppe des Cys-
t e i n muß v o r d e r R e a k t i o n z u r Sulfonsäure o x i d i e r t werden 



( T e s c h n e r , persönliche M i t t e i l u n g ) . T rp w i r d während der 
H y d r o l y s e z e r s e t z t . Das überschießen der Aminosäuren während 
d e r Lag- und Log-Phase h a t u n t e r anderem zwei Gründe: 

- Neben dem G e s a m t p r o t e i n w i r d auch d er Aminosäuremetabo­
l i s m u s m i t erfaßt ( U m s t e l l e n d e r Z e l l e n auf d i e neuen B e d i n ­
gungen) . 

- S t a r k e Variabilität d e r Zellgröße von Mc. thermolithotro­

phicus während d e r I n i t i a l - P h a s e des Wachstums ( F a k t o r 2 ) . 

V e r g l e i c h e von Aminosäuregehalt und Z e l l z a h l von d r u c k i n -
k u b i e r t e n K u l t u r e n l i e f e r n q u a l i t a t i v s e h r ähnliche E r g e b n i ­
s s e . D i e Auszählung d e r Z e l l e n von Mc. thermolithotrophicus 

s t e l l t , t r o t z d e r beträchtlichen Neigung d e r Z e l l e n z u r Lyse 
i n Gegenwart von S a u e r s t o f f während d e r Zählprozedur, e i n 
h i n r e i c h e n d genaues K r i t e r i u m z u r Q u a n t i f i z i e r u n g des 
Wachstums d a r ; s i g n i f i k a n t e Verfälschungen d u r c h spontan l y -
s i e r e n d e Z e l l e n t r e t e n n i c h t a u f . 

7.2 D i e Druckabhängigkeit des Wachstums i n v e r s c h i e d e n e n 
K u l t u r m e d i e n 

B e i den m e i s t e n chemischen R e a k t i o n e n i s t d i e Summe d e r 
p a r t i e l l e n m o l aren Volumina d e r Edukte u n g l e i c h d er Summe d e r 
p a r t i e l l e n m olaren Volumina d e r P r o d u k t e . B i e t e t man einem 
Organismus u n t e r s c h i e d l i c h e E n e r g i e q u e l l e n an, so muß man, i n 
Abhängigkeit vom b e s c h r i t t e n e n S t o f f w e c h s e l w e g - j e nach dem 
V o r z e i c h e n von AV bzw. AV*- u n t e r s c h i e d l i c h e s V e r h a l t e n 
gegenüber hohen h y d r o s t a t i s c h e n Drücken e r w a r t e n . Da Mc. 

thermolithotrophicus b e i a l l e n D r u c k e x p e r i m e n t e n s e i n e S t o f f -
W e c h s e l e n e r g i e gemäß G l e i c h u n g 5 g e w i n n t , s o l l t e , b e i e i n e r 
gegebenen Temperatur i n u n t e r s c h i e d l i c h s u p p l e m e n t i e r t e n 
Medien, immer das s e l b e V e r h a l t e n gegenüber Druck a u f t r e t e n . 
I n A b b i l d u n g 14 i s t das V e r h a l t e n von Mc. thermolithotro­

phicus gegenüber Druck i n v e r s c h i e d e n e n Medien nach 20 h b e i 
65°C wiedergegeben. 
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Abb. 14: Druckabhängigkeit der Zellausbeute vom verwendeten 
Kulturmedium. 4 ml beimpftes Medium, pH 6.9 (pH Messung 
erfolgte vor dem Begasen und Autoklavieren bei Raumtempe­
ratur) + 6 ml Ho/C02 (4 bar) wurden im Autoklaven im Trocken­
schrank bei 65 6C ± 3°C 20 h inkubiert. Da zum Zeitpunkt der 
Versuche nur ein Autoklav verfügbar war, wurden die Proben 
jedesmal aus unterschiedlichen Vorkulturen beimpft. MG (*•), 
MGG (o), Animpfdichte ( • ). 

Im Gegensatz zum oben Gesagten, z e i g t s i c h ( t r o t z des i d e n t i ­
schen S u b s t r a t e s 80% H 2, 20% C 0 2 und NaHC0 3 ( 5 g / L ) ) , e i n 
s i g n i f i k a n t e r U n t e r s c h i e d im V e r h a l t e n gegenüber Hochdruck, 
j e nachdem welches Kulturmedium z u r Anzucht verwendet wurde. 
Am ausgeprägtesten macht s i c h d e r Einfluß s t e i g e n d e n Druckes 
auf das m i n e r a l i s c h e Minimalmedium MGG bemerkbar; b e r e i t s b e i 
r e l a t i v n i e d r i g e n Drücken ^ 20 b a r , nimmt d i e Z e l l z a h l gegen­
über unbedrückten Proben r a p i d e ab; b e i P > 30 bar l y s i e r e n 
d i e Z e l l e n . An d i e s e r S t e l l e s e i bemerkt, daß d i e bestimmten 
Z e l l z a h l e n w e s e n t l i c h zu hoch e r s c h e i n e n , da d i e U n t e r ­
s c h e i d u n g von Z e l l f r a g m e n t e n a l s F o l g e der L y s i s im L i c h t m i k ­
r o s k o p von i n t a k t e n Z e l l e n nur schwer g e l i n g t ( d i e Auszählung 
im F l u o r e s z e n z m i k r o s k o p war wegen des n i c h t f l u o r e s z i e r e n d e n 
R a s t e r s unmöglich). Vernünftigerweise muß davon ausgegangen 



werden, daß u n t e r h a l b d er A n i m p f d i c h t e de f a c t o k e i n e i n t a k ­
t e n , lebenden Z e l l e n mehr vorhanden s i n d . Werden dem m i n e r a ­
l i s c h e n Medium H e f e e x t r a k t , Pepton, V i t a m i n e , N a t r i u m a c e t a t 
und C y s t e i n h y d r o c h l o r i d z u g e s e t z t , so w i r d der U b e r l e b e n s b e ­
r e i c h b i s z u Drücken ^ 50 b a r e r w e i t e r t . D i e s e z u g e s e t z t e n 
Substanzen b e s i t z e n i n geringem Maße P u f f e r w i r k u n g ; d i e Über­
legungen g i n g e n d a h i n , e t w a i g e u n t e r Hochdruck a u f t r e t e n d e pH 
E f f e k t e d u r c h Wahl e i n e s g e e i g n e t e n P u f f e r s abzufangen. 

7,3.Einfluß v o n v e r s c h i e d e n e n P u f f e r S u b s t a n z e n a u f d a s 
Wachstum von Mc. thermolithotrophicus i n Schüttelkulturen 
(65°C, 2 b a r H 2 / C 0 2 ) 

B e i d e r Wahl d e r g e e i g n e t e n P u f f e r s u b s t a n z i s t zu berücksich­
t i g e n , daß o r g a n i s c h e Verbindungen r e l a t i v große Temperatur-
K o e f f i z i e n t e n b e s i t z e n ( d i e s e T a t s a c h e schränkt das A n g e b o t 
der i n b i o c h e m i s c h e n E x p e r i m e n t e n e i n s e t z b a r e n P u f f e r b e i 
65°C e r h e b l i c h e i n ) . Das Wachstum i n 25mM I m i d a z o l / H C l (pH 
6.9 v o r dem Be g a s e n ) i s t gegenüber MG"" s t a r k v e r l a n g s a m t . 
Nachdem I m i d a z o l / H C l b e r e i t s b e i g e r i n g e n K o n z e n t r a t i o n e n 
t o x i s c h war, kamen 

P K a , 20°C *pK a/°C 

PIPES Na0 3SCH 2CH 2N ,N HCH 2CH 2S0 3 6.80 -0.0085 

HEPES HOCH 2CH 2N H / N C H 2 C H 2 S 0 3 - 7.55 -0.014 

i n d i e engere Wahl; * Nach W e s t c o t t (1978). 

M i t PIPES konnte wegen d e r b e g r e n z t e n Löslichkeit k e i n e aus­
r e i c h e n d e Pufferkapazität e r z i e l t werden. 
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Abb. 15: Abhängigkeit der Zellausbeute von der Hepeskonzen-
t r a t i o n i n Schüttelkultur. 20 ml beimpftes Medium (MG~, 0,042 
- 0,049 OD) wurden i n Serumflaschen (2 bar H2/CO9) mit s t e i ­
genden Konzentrationen HEPES bei 65 ÖC geschüttelt. Nach 8 h 
wurde die Absorption bei 578 nm gemessen. Es erwiesen sich 
120 mM HEPES als optimal. 

7.4 pH-Abhängigkeit des Wachstums i n MG H (= MG" m i t 120 mM 
HEPES) b e i 65°C und 2 b a r H 2/C0 2 

B e i e i n e r routinemäßigen H e r s t e l l u n g d e r Medien w i r d d e r pH-
Wert v o r dem A u t o k l a v i e r e n und v o r dem Begasen m i t H 2/C0 2 b e i 
Raumtemperatur gemessen. Wegen d e r Abhängigkeit des pH-Wertes 
von d e r Temperatur und vom C0 2-Druck wurde das i n s i t u pH-
P r o f i l für Mc. thermolithotrophicus b e i 65°C e r m i t t e l t . 

7.4.1 Meßanordnung 

E i n e M i k r o e l e k t r o d e war, wie Abb. 16 z e i g t i n e i n e S e r u m f l a ­
sche g a s d i c h t eingepaßt, so daß s i c h d i e A u s g l e i c h s b o h r u n g 
oben am S c h a f t m i t i n d e r F l a s c h e b e f a n d ; dadurch war d e r 
D r u c k a u s g l e i c h gewährleistet. 



Abb. 16: Meßanordnung zur Bestimmung des pH-Optimums unter 
in situ-Bedingungen (65°C, 2 bar H 2/C0 2). 

1: Einstabmeßkette; 2: Ausgleichsbohrung; 3: Stopfen aus 
Chlorbutyl-Kautschuk; 4: Alukappe. 
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Abb. 17: Unabhängigkeit des pH-Wertes vom ^-Gasdruck. 

Die Änderung des pH-Wertes von 0,1 N NaPP, pH 8,82 (zufällig 
zur Hand) wurde in obiger Meßanordnung 20 h bei 20°C und 65°C 
aufgezeichnet. Anfänglich befand sich i n der Flasche Luft 
unter Atmosphärendruck; Nach 10 h wurde die Luft gegen 2 bar 
N 2 ausgetauscht. Dies führte zu kurzzeitigen Potentialschwan­
kungen. Das Potential pendelte sich nach ca. 5 min. wieder 
auf den Anfangswert ein und bieb dann weitere 10 h konstant. 
Der veränderte Potentialverlauf bei 65° spiegelt den Tempera­
turkoeffizienten wieder. Die Abbildung zeigt, daß 2 bar Druck 
auf die EMK der Kette k e i n e r l e i Einfluß ausüben. 



7.4.2 K a l i b r i e r u n g d er Meßkette b e i 20°C und 65°C 

Der Temperaturkompensationsknopf an den pH-Meßverstärkern 
e r w i e s s i c h a l s A t r a p p e . D i e K a l i b r i e r u n g wurde daher m i t 
E i c h p u f f e r n u n t e r Berücksichtigung der pK a-Werte p r o °C d e r 
j e w e i l i g e n P u f f e r vorgenommen. Zuvor wurde s i c h e r g e s t e l l t , 
daß 2 bar N 2 bzw. H 2 auf d i e P o t e n t i a l e d e r b e i d e n E i c h p u f f e r 
k e i n e n Einfluß ausübten. 

Tabelle 8: K a l i b r i e r u n g d e r Meßkette 

E i c h p u f f e r b e i 2 b a r N 2 bzw. H 2 b e i 20°C un 65°C 

P u f f e r pH, 20°C EMK, 20°C [mV] pH, 65°C EMK, 65°CmV] 

A c e t a t 4.66 +150 4.79 +154 

Phosphat 6.88 - 1 2 6.97 - 8 

Da a l l e Medien Na 2S e n t h a l t e n , b i l d e t s i c h im V e r l a u f d e r 
Messungen nach c a . 3 b i s 6 h e i n sc h w a r z e r N i e d e r s c h l a g an 
den A b l e i t - E l e k t r o d e n ; d i e Meßergebnisse werden b i s zu 6 h 
dadurch j e d o c h m i n i m a l verfälscht. D i e s e n Befund bestätigt 
d i e e r n e u t e Vermessung d e r E i c h p u f f e r b e i 65°C und 2 b a r N 2 

bzw. H 2 am Schluß e i n e r V e r s u c h s s e r i e . 
A c e t a t : pH = 4.73; Phosphat: pH = 6.86. 

Die A b l e i t e l e k t r o d e n konnten m i t 1 N HCl w i e d e r r e g e n e r i e r t 
werden. 



7.4.3 pH-Abhängigkeit des Wachstums 

Ausgehend von MG~-H (pH auf 6.9 v o r dem Begasen und A u t o k l a -
v i e r e n b e i Raumtemperatur e i n g e s t e l l t ) wurden j e w e i l s 40 ml 
Medium i n e i n e r S e r u m f l a s c h e m i t H 2/C0 2 ( 8 0 : 2 0 ) , 2 bar m i t 
50% H 2 S 0 4 bzw. h a l b k o n z e n t r i e r t e r NaOH auf v e r s c h i e d e n e pH-
Werte t i t r i e r t . Es wurde k o n z e n t r i e r t e Säure bzw. Base v e r ­
wendet um E f f e k t e auf d i e Osmolarität so g e r i n g wie möglich 
zu h a l t e n . Anschließend wurden d i e Medien auf zw e i S e r u m f l a ­
schen a u f g e t e i l t . E i n e Hälfte j e d e r Probe wurde b e i m p f t und 
b e i 65°C im Schüttler i n k u b i e r t . Nach v e r s c h i e d e n e n Z e i t e n 
wurden Proben gezogen und b e i 450 nm vermessen. D i e r e s t l i ­
chen 20 ml MG~-H wurden anaerob i n d i e Meßanordnung über­
führt, m i t 2 b a r H 2/C0 2 b e s c h i c k t und b e i 65°C i n k u b i e r t . D i e 
P o t e n t i a l e wurden c a . 20 min über das E r r e i c h e n d er P l a t e a u s 
h i n a u s r e g i s t r i e r t ( s t a b i l e E n d w e r t e ) . Das v o r dem Begasen 
und A u t o k l a v i e r e n auf pH 6.9 e i n g e s t e l l t e MG~-H ergab b e i 
65°C und 2 bar H 2/C0 2 d i e Werte 6.60, 6.63, 6.62, 6.64, m i t 
einem M i t t e l l w e r t von 6.62 ( i n Lüttich 6.52 i n m i t C0 2-gesä-
t t i g t e m Z u s t a n d ) . 
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Abb, 18: Abhängigkeit des Wachstums vom pH-Wert. 20 ml MG~H 
(2 bar H 2/C0 2) wurden i n Schüttelkultur bei 65°C inkubiert. 

A : Wachstumskurven bei verschiedenen pH-Werten; zu verschie­
denen Zeiten wurden Proben gezogen und bei 450 nm vermessen. 
B : Auftragung der Verdopplungszeiten gegen den pH-Wert. 



7.4.4 Bestimmung von N i und Cu im Medium u n t e r h y d r o t h e r m a l e n 
Bedingungen 

Es i s t h i n r e i c h e n d bekannt, daß höhere K o n z e n t r a t i o n e n von 
S c h w e r m e t a l l e n , wie z. B. K u p f e r , auf M i c r o o r g a n i s m e n hemmend 
w i r k e n . N i c k e l i s t a l s B e s t a n d t e i l des F a k t o r s F 4 3 0 (Whitman 
& W o l f e , 1980; D i e k e r t e t a l . , 1980), einem Chromophor im 
M e t h y l r e d u k t a s e - S y s t e m ( E l l e f s o n e t a l , 1982; Moura e t a l . , 
1983) für Methanogene e s s e n t i e l l . 

Um ausschließen zu können, daß für d i e Wachstumshemmung von 
Mc. thermolithotrophicus i n MGG und MG b e i 65°C u n t e r modera­
t e n Drücken hemmende N i c k e l - und K u p f e r k o n z e n t r a t i o n e n v e r ­
a n t w o r t l i c h s i n d , wurde i n MM 8 nach 5 h 30 min I n k u b a t i o n 
u n t e r h y d r o t h e r m a l e n Bedingungen m i t t e l s A t o m a b s o r p t i o n s -
S p e k t r o m e t r i e N i und Cu bestimmt. 

Table zNi und Cu-Bestimmung i n MM 8 nach 5 h 30 min Inkuba­
t i o n i n N i c k e l t u b e n b e i 250°C und 260 bar bzw. i n unbehandel­
t e n K o n t r o l l e n 

S c h w e r m e t a l l 250°C, 260 bar K o n t r o l l e 

Cu 0.088 jug/ml 0.017 jig/ml 

N i 7.80 ^g/ml 0.23 ug/ml 

D i e Werte z e i g e n , daß s e l b s t u n t e r h y d r o t h e r m a l e n Bedingungen 
l e d i g l i c h K o n z e n t r a t i o n e n e r r e i c h t werden, d i e um Größenord­
nungen u n t e r der Hemmkonzentration l i e g e n . Somit kann b e i 
65°C und 50 bar e i n e Wachstumshemmung d u r c h N i 2 + bzw. C u + und 
C u 2 + a u s g e s c h l o s s e n werden. 



7.4.5 Einfluß von C o 2 auf das Wachsturn u n t e r Druck 

Die Verwendung von B i c a r b o n a t und gasförmigem C 0 2 a l s e i n z i ­
ger C - Q u e l l e l e g t d i e Vermutung nahe, daß beim Eindrücken von 
C 0 2 i n das Medium - j e nach dessen Puffer-Kapazität- pH V e r ­
s c h i e b u n g e n p r o v o z i e r t werden. 

7.4.5.1 Löslichkeit von C 0 2 

B e i den Hoch d r u c k v e r s u c h e n s t e h e n maximal 1.87 cm C 0 2 p r o ml 
Medium z u r Verfügung. Das Henry'sehe G e s e t z g i l t für C 0 2 b i s 
zu Drucken ^ 5 b a r . Das Gasgemisch aus 80% H 2 und 20% C 0 2 

verhält s i c h b e i 20°C bzw. 30°C b i s zu 30 b a r nahezu i d e a l 
( L a n d o l d t & Börnstein,1962; K r i t s c h e w s k i 1935, 1936). D i e 
Druckabhängigkeit des Lösungsverhaltens von C 0 2 i n r e i n e m 
Wasser i s t i n T a b e l l e 10 wiedergegeben. D i e e r s t e S p a l t e 
repräsentiert d i e e x t e r n e n Drücke, b e i denen d i e i n d e r 
z w e i t e n S p a l t e a u f g e l i s t e t e n C 0 2 Partialdrücke u n t e r den 
Ver s u c h s b e d i n g u n g e n (80% H 2, 20% C 0 2 , 4 bar) e r r e i c h t werden. 

Tabelle 10 i_ Löslichkeit von C 0 2 i n r e i n e m Wasser b e i 60°C 

E x t e r n e r Druck P ( C 0 2 ) L* ( C 0 2 ) 

1 0.8 0.268 

10 2.0 0.672 

20 4.0 1 .340 

25 5.0 1 .680 

N cm 3 ( C 0 2 ) 
* L ( C 0 2 ) = 

cm° (H 20) 



D i e Löslichkeit von C 0 2 w i r d b e i 65°C i n den verwendeten 
Medien, d i e a l l e beträchtliche Mengen S a l z e n t h a l t e n (MG~-H 
c a . 60 g/L) wegen der e r n i e d r i g t e n Wasseraktivität zusätz­
l i c h , wie aus A b b i l d u n g 19 h e r v o r g e h t e r h e b l i c h h e r a b g e s e t z t . 

EXTERNER DRUCK (atm) 
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Abb. 19: Löslichkeit von CO2 bei 0 ° C Auf der oberen Abszisse 
i s t derjenige Druck angegeben, der benötigt wird um unter den 
üblichen Versuchsbedingungen (2bar H2/C02) den jeweiligen 
Partialdruck auf der unteren Abszisse zu erreichen. ( o ) : 
H20; 
( • ) : Synthetisches Meerwasser; ( 4' ) : Meerwasserkonzen­
t r a t (103,26 g Salz/kg) ( • ) : H20 + 172,1 g Salz/kg 



7.4.5.2 pH Messungen u n t e r Hochdruck b e i 65 C 

Hochdruck v e r e n g t den B e r e i c h der pH-Toleranz ( H e e f n e r , 1982; 
Campbell e t a l . , 1985) von M i k r o o r g a n i s m e n s i g n i f i k a n t . Durch 
Druck w i r d d i e D i s s o z i a t i o n schwacher Säuren i n H 20 begüns­
t i g t , i n dem d i e f r e i e E n e r g i e der S o l v a t a t i o n h e r a b g e s e t z t 
w i r d ; d i e s h a t V e r s c h i e b u n g e n des pH Wertes z u r F o l g e . D i e 
b i s h e r v o r l i e g e n d e n Daten b e z i e h e n s i c h entweder auf M o d e l l ­
systeme oder auf Meerwasser b e i r e l a t i v n i e d r i g e n Tempera­
t u r e n (Distäche & Distöche, 1967; W h i t f i e l d , 1972). 
D i e pH Messungen i n den komplex zusammengesetzten Medien s i n d 
nur z u s t a n d e gekommen, w e i l P r o f e s s o r Dr. A. Distöche s e i n e 
E i n r i c h t u n g e n am I n s t i t u t für O z e a n o l o g i e an d e r Universität 
L U t t i c h f r e u n d l i c h e r w e i s e z u r Verfügung g e s t e l l t h a t . 

7.4.5.2.1 Typ und C h a r a k t e r i s t i k d e r verwendeten e l e k t r o ­
chemischen K e t t e 

Verwendet wurde d i e von Distöche e n t w i c k e l t e e l e k t r o c h e m i s c h e 
Z e l l e , d i e besonders zu pH-Messungen u n t e r hohen Drücken 
g e e i g n e t i s t ( D i s t & c h e , 1959, 1962, 1964, 1974). D i e Konzep­
t i o n d e r E l e k t r o d e m i t zu vernachlässigender D i f f u s i o n s -
Spannung, g e s t a t t e d d i e Bestimmung von pH-Werten auf ± 0.001 
pH genau. D i e Verwendung d e r e l e k t r o c h e m i s c h e n K e t t e des Typs 
Ag/AgCl/HCl (m a)/Glas/Lösung/NaCl (m 2)/AgCl/Ag m i t Ag/AgCl-
E l e k t r o d e n a u f b e i d e n S e i t e n d e r Z e l l e -sowohl a l s Meßelek­
t r o d e , a l s auch a l s V e r g l e i c h s e l e k t r o d e - h a t den großen Vor­
t e i l , daß s i c h i h r e S t a n d a r d p o t e n t i a l e aufheben (Harned % 
Owen, 1958). Berücksichtigt werden müssen nur d i e Assymme-
t r i e p o t e n t i a l e d e r verwendeten E l e k t r o d e n . Wie A b b i l d u n g 20 
(Ei n s c h u b ) z e i g t , s i n d d i e A s s y m m e t r i e p o t e n t i a l e s e h r k l e i n 
und a l s druckunabhängig z u b e t r a c h t e n . Da d e r N a C l - G e h a l t der 
Medien 0.41 N beträgt, wurden i n der G l a s e l e k t r o d e und i n der 
R e f e r e n z e l e k t r o d e d i e C h l o r i d - K o n z e n t r a t i o n e n k o r r i g i e r t . 
G l a s e l e k t r o d e : 0.01 N HCl m i t 0.41 N G e s a m t - K o n z e n t r a t i o n 
CC1"D; R e f e r e n z e l e k t r o d e : 0.41 N N a C l . D i e K a l i b r i e r u n g der 
E l e k t r o d e b e r u h t auf N a 3 P 0 4 , das b e i d e r Ionenstärke von 
Meerwasser m i t 0.1 N HCl t i t r i e r t w i r d ( F r a n k i g n o u l l e e t a l . , 
1985). 



Die verwendete e l e k t r o c h e m i s c h e K e t t e kann wie e i n e K o n z e n r a t i ­
o n s k e t t e b e h a n d e l t werden, deren EMK l a u t e t 

R.T ai 
E = . I n — (11 ) 

n.F a2 

R = a l l g e m e i n e G a s k o n s t a n t e (8.3143 J . G r a d " 1 m o l " 1 ) 
F = F a r a d a y k o n s t a n t e (96 4887 C) 
T = Temperatur C°K] 
ai , a2 = K o n z e n t r a t i o n d er Komponenten ai , a2 . 

Im A l l g e m e i n e n w i r d angenommen, daß d i e sog. E l e k t r o d e n s t e i l h e i t 
(S) unabhängig vom Druck i s t (Distöche, 1959; C u l b e r s o n & P y t k o -
v i c z , 1967; W h i t f i e l d , 1969). 
Der pH e r r e c h n e t s i c h nach 

EMKc 
pH = - + 2 (12) 

S = E l e k t r o d e n s t e i l h e i t (mV/pH) 

EMKc = k o r r i g i e r t e e l e k t r o m o t o r i s c h e K r a f t ( E M K g e n i e s s e n 

A s y m m e t r i e p o t e n t i a l ) 

B e i d er verwendeten E l e k t r o d e b e t r u g S b e i 298.15°K: 

5 1 = 57.93 mV/pH, im p H - B e r e i c h von 2.0 - 7.2 
5 2 = 57.25 mV/pH, im p H - B e r e i c h von 7.2 - 8.5 
Si/°K = 0.1942982, S 9/°K = 0.1920174. 

D i e Temperaturmessung e r f o l g t e m i t einem "T w o - t e r m i n a l IC tempe-
r a t u r e t r a n s d u c e r AD 590 M ( A n a l o g D e v i c e s ) . 



7.4.5.2.2 Druckabhängigkeit d e r pH-Werte i n v e r s c h i e d e n e n 
Medien i n Gegenwart und i n Abwes e n h e i t von CO2 
b e i 65°C 

D i e m i t C 0 2 gesättigten Medien wurden b e i Raumtemperatur e n t ­
nommen und s o f o r t i n d i e e l e k t r o c h e m i s c h e Z e l l e Uberführt; 
d i e E l e k t r o d e wurde i n den auf 65°C v o r t e m p e r i e r t e n A u t o k l a ­
ven e i n g e s e t z t . Um e i n E n t w e i c h e n v o n C 0 2 z u v e r h i n d e r n , 
wurde n a c h dem V e r s c h r a u b e n des A u t o k l a v e n s o f o r t e i n D r u c k 
von 5 - 1 0 b a r a n g e l e g t . D i e K o n z e n t r a t i o n an gelöstem C 0 2 

b e t r u g maximal 14.7 jiM/ml Lösung. 
Durch 15 m i n K o c h e n wurde das C 0 2 a u s g e t r i e b e n und d i e heißen 
Lösungen anschließend c a . 15 m i n im E x s i k a t o r e n t g a s t , a n ­
schließend wurde w i e oben b e s c h r i e b e n v e r f a h r e n . I n Abb. 22 
i s t d i e Druckabhängigkeit des pH-Wertes von m i t C0 2-gesättig-
t e n M e d i e n (ausgefüllte S y m b o l e ) und den C 0 2 - f r e i e n M e d i e n 
d a r g e s t e l l t ( o f f e n e Symbole). Der E i n s c h u b z e i g t d i e äußerst 
g e r i n g e Änderung des A s y m m e t r i e p o t e n t i a l s ( g e m e s s e n gegen 
0.01 N H C l m i t 0.41 N Gesamt CC1~3) m i t dem D r u c k ; d e n n o c h 
wurden d i e gemessenen Werte m i t dem A s y m m e t r i e p o t e n t i a l beim 
j e w e i l i g e n Druck k o r r i g i e r t . 

Tabelle 11 i_ Änderung des pH Wertes b e i E n t f e r n e n des gelösten 
C 0 0 b e i 65°C 

PH 
Medium C 0 2 (gesättigt) e n t g a s t ApH 

MGG 7.25 8.65 1.40 

MG~ 6.70 8.80 2.10 

MG 6.87 8.12 1.25 

MG~H 6.41 6.82 0.41 

MG~P 6.52 6.84 0.32 



DRUCK (kg / cm*) 

Abb. 20: Druckabhängigkeit des pH-Wertes der Kulturmedien vom 
Druck bei 65°C mit (ausgefüllte Symbole) und ohne (offene 
Symbole) CO2. Die Medien enthielten maximal 14,3 jiM gelöstes 
C02; die NaHCO3-Einwaage betrug 60 /xM. ( O ) : MGG; ( O ) : 
MG; ( • ) : MG"; ( A ) : MG~P; ( O ) : MG~H. Der Einschub 
zeigt die Druckabhängigkeit des Asymmetriepotentials der 
verwendeten Elektrode. 



T a b e l l e 12 j _ Druckabhängigkeit des pH Wertes p r o 1 0 0 0 bar im 

C0 2-gesättigten oder C 0 2 - f r e i e n Z u s t a n d , b e i 65°C 

ApH/1000 bar 
Medium + c o 2 ~ c o 2 

MGG - 0.31 - 0.13 

MG" - 0.26 +0.04 

MG - 0.23 - 0.09 

MG"H - 0.07 +0.06 

MG~P - 0.07 +0.05 

Di e C 0 2 K o n z e n t r a t i o n i n den Medien b e t r u g maximal 14.3 /iM/ml 
I n den Ni-Tuben s t e h e n maximal 81.7 jiM C 0 2 z u r Verfugung. 
Wenn berücksichtigt w i r d , daß b e i den Wachstumsversuchen j e 
nach dem a n g e l e g t e n Druck, 81.7 jiM/ml Medium i n Lösung gehen, 
so i s t d i e i n Abb. 14 und 23 d a r g e s t e l l t e , a b r u p t e Wachs­
tumshemmung i n den Medien m i t m i n i m a l e r Pufferkapazität, 
a l l e r W a h r s c h e i n l i c h k e i t nach k e i n Druck, sondern e i n pH-
E f f e k t . 
B e i Drücken um 50 bar geht das gesamte C 0 2 i n Lösung und v e r ­
s c h i e b t den pH Wert der Medien MG und MGG i n s Sauere u n t e r 
d i e T o l e r a n z g r e n z e von pH 5.5; d i e s h a t d i e spontane L y s e von 
Mc. thermolithotrophicus z u r F o l g e . 

7.4.5.3 Einfluß hoher C 0 2 - K o n z e n t r a t i o n e n auf den pH Wert von 
MG"~H b e i 65°C u n t e r erhöhtem Druck 

Um d i e Pufferkapazität und d i e Druckabhängigkeit des Mediums 
MG~H beim E i n l e i t e n von gasförmigem C 0 2 i n hohen K o n z e n t r a -



t i o n e n b e i 65°, bestimmen zu können, wurde d i e verwendete 
Z e l l e m o d i f i z i e r t . 

Abb. 21: Elektode zur pH-Meßung unter Hochdruck in Gegenwart 
von Gasen. 
1: Kunstoffbecher; 2: Gummi-O-Ring; 3: Meözelle; 4: Verbin­
dungsrohr; 5: GaszufUhrung; 6: Elektrode; 7: Elektrische 
Durchführung; 8: V e n t i l ; 9: Autoklav; 10: Probe; 11: S i l i k o n -
öl. 

Der Meßzelle wurde unten e i n K u n s t s t o f f b e c h e r b e w e g l i c h a u f ­
g e s e t z t , d i e Z e l l e m i t e i n e r Gaszuführung a u s g e s t a t t e t und 
zwis c h e n Meßkompartiment und K u n s t s t o f f b e c h e r wurde d u r c h 
zwei Eisenröhrchen e i n e V e r b i n d u n g g e s c h a f f e n . Der K u n s t ­
s t o f f b e c h e r und das Meßkompartiment wurden m i t j e 20 ml Mg~H 
gefüllt, nachdem d i e Z e l l e z u v o r m i t C 0 2 gespült worden war. 
Die E l e k t r o d e wurde i n den v o r t e m p e r i e r t e n A u t o k l a v e n e i n g e ­
s e t z t ; d u r c h Anlegen e i n e s Druckes von 20 bar wurde d i e 
Lösung aus dem K u n s t s t o f f b e c h e r i n d i e Meßzelle gepreßt. Nach 
E r r e i c h e n e i n e r s t a b i l e n EMK wurde u n t e r einem Druck von 30 
bar C 0 2 i n d i e Meßzelle e i n g e l e i t e t . D i e E l e k t r o d e wurde 
durc h Schließen e i n e s V e n t i l s von der C0 2-Bombe g e t r e n n t . 
Nach c a . 80 min s t e l l t e s i c h b e i einem Druck von 10 bar e i n 
s t a b i l e r pH Wert von 5.95 e i n . D i e Erhöhung des h y d r o s t a t i ­
schen Druckes auf 25 bar führte zu e i n e r w e i t e r e n p H - E r n i e d -



r i g u n g , wie d i e A b b i l d u n g 22 z e i g t . E i n e Erhöhung des 
Dr u c k e s , nachdem d i e gesamte Gasmenge gelöst war, b e w i r k t e 
b i s 20 0 bar k e i n e pH Änderung. 
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Abb. 22: Druckabhängigkeit des pH-Wertes von MG~H bei 65°C 
nach E i n l e i t e n von C0 2. 40 ml Medium wurden unter 20 bar 
Vordruck bei 65°C inkubiert; nach Erreichen einer stabilen 
EMK wurden ca. 20 cnr C0 2 unter einem Druck von 30 bar einge­
l e i t e t . 

Vom gelösten C 0 2 l i e g e n etwa 0.1% a l s H 2 C 0 3 v o r . 

c o 2 (aq) = H 2 C 0 3 = H + + H C 0 3 ^ = H + +CO§- (13) 

Die Lösungsgeschwindigkeit von C 0 2 i n b a s i s c h e n Waschflüssig-
k e i t e n i s t vorwie g e n d d u r c h D i f f u s i o n bestimmt (Roughton, 
1941; E d s a l l & Wyman, 1958); d i e N a c h l i e f e r u n g von H 2 C 0 3 aus 
dem gelösten C 0 2 verläuft s c h n e l l . Der pH von wässrigen C 0 2 -
Lösungen b e i einem C 0 2 - P a r t i a l d r u c k von 1 bar beträgt 3.7, 
b e i 25°C; e i n e Druckerhöhung auf 5.6 bar P ( C 0 2 ) f u h r t zu 
e i n e r p H - E r n i e d r i g u n g auf 3.3; w e i t e r e s E i n l e i t e n von C 0 2 h a t 
k e i n e pH Änderung mehr z u r F o l g e . Im o b i g e n E x p e r i m e n t wurden 
mindestens 15 cm J C0 2/ml MG H gelöst, wohingegen d i e maximal 



z u r Verfügung stehende C0 2-Menge i n den N i c k e i t u b e n 1.87 
cm 3/Medium beträgt. B e i 25.8 bar lösen s i c h b e i 50°C 9.67 cm 3 

C0 2/g H 20; b e i 75°C 6.91 cm 3 C 0 2 / g H 20 ( L a n d o l d t , Börn­
s t e i n ) . I n anderen Worten: MG~H b e s i t z t e i n e a u s r e i c h e n d e 
Pufferkapazität b e i 65°C / so daß d e r das Wachstum von Mc. 

thermolithothrophicus l i m i t i e r e n d e pH Wert von 5.50 b e i k e i ­
ner C 0 2 - K o n z e n t r a t i o n e r r e i c h t w i r d . Aus diesem Grunde wurde 
ab diesem Z e i t p u n k t ausschließlich MG'H-Medium verwendet. 

7.4.5.4 Druckabhängigkeit der Z e l l a u s b e u t e i n Gegenwart und 
i n Abwesenheit d e r P u f f e r s u b s t a n z e n HEPES und PIPES. 
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Abb* 23: Druckabhängigkeit der Zellausbeute in Gegenwart und 
in Abwesenheit der Puffersubstanzen PIPES und HEPES. Die 
Bedingungen sind identisch mit Abb. 14. ( A ): MGG; 
( o ): MG'P = MG" + 54 mM PIPES; ( • ): MG~H = MG" + 120 mM 
HEPES; ( I ): Kontrollen ohne externen Druck. 



D i e Abb. 23 z e i g t e i n e Zunahme d e r D r u c k t o l e r a n z m i t s t e i g e n ­
d e r Pufferkapazität des Mediums. B e i Verwendung von 120 mM 
HEPES d e u t e t s i c h e i n e l i n e a r e S t e i g e r u n g d e r Z e l l a u s b e u t e 
b i s zu Drücken von 400 b a r an. D i e Werte für A n i m p f d i c h t e und 
für d i e unbedrückten K o n t r o l l e n s i n d d e r Abb.14 zu entnehmen. 

0 200 400 600 800 1000 1600 
DRUCK (bar) 

Abb. 24: Druckabhängigkeit der Zellausbeute i n gepuffertem 
und ungepuffertem Medium (3 ml beimpftes Medium, 4 bar 
H2/C02, 65°C, 5 h ) ; ( o ): MG"; ( • ): MG"H; (---): An­
impf dichte . 

In Gegenwart von 120 mM HEPES im Medium nimmt d i e Z e l l a u s b e u ­
t e m i t steigendem Druck b e i 600 bar gegenüber den unbedrück­
t e n Proben z u . B e i w e i t e r e r Druckerhöhung t r e t e n b e i Drücken 

700 b a r Z e l l d e f o r m a t i o n e n ( s . Abb. 31) a u f , d i e m i t e i n e r 
Abnahme d e r Z e l l d i c h t e b i s * 1 kb a r p a r a l l e l v e r l a u f e n ; b e i 
Drücken von 1.6 kbar t r i t t L y s e i n den V o r d e r g r u n d . Im Gegen­
s a t z h i e r z u l y s i e r e n d i e Z e l l e n i n Abwesenheit von HEPES i n 
MG~-Medium wegen der beschränkten Pufferkapazität b e r e i t s im 
D r u c k b e r e i c h um 100 b a r . 



Hochtemperatur- Hochdruck- A p p a r a t u r z u r Aufnahme von 
Wachstumskurven 

Abb. 25: Hochdruckapparatur. 

I n den zwei vorhandenen A u t o k l a v e n konnten nur p u n k t u e l l e 
Messungen (d.h. insgesamt nur zwei Ni-Tuben) durchgeführt 
werden; D e s h a l b war es no t w e n d i g , e i n e A p p a r a t u r zu bauen 
(Abb. 2 5 ) , d i e e i n e Aufnahme Wachstumskurven u n t e r k o n s t a n ­
t e n , s t r e n g d e f i n i e r t e n Bedinungen g e s t a t t e t e . 
Zu diesem Zwecke wurden 4 H o c h d r u c k a u t o k l a v e n (Abb. 26) i n 
S e r i e g e s c h a l t e t . Wegen d e r großen Volumina wurde das Druckü­
berträgermedium ( D i a l l a / P e t r o l e t h e r , 1:1) m i t t e l s e i n e r 
D r u c k l u f t p u m p e bewegt. J e d e r A u t o k l a v (Fassungsvermögen zwei 
Ni-Tuben) wurde Uber zwei M a n t e l h e i z e l e m e n t e t e m p e r i e r t ; d i e 
220 V/ 400 W-Heizungen waren so a n g e b r a c h t , daß i n den Autok­
l a v e n k e i n T e m p e r a t u r g r a d i e n t a u f g e b a u t wurde. D i e Tempera­
t u r r e g e l u n g e r f o l g t e über d i e i n der Abb. 27 d a r g e s t e l l t e n 
E l e k t r o n i k auf ± 1°C genau. 
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Abb- 26: Hochdruck-Hochtemperaturautoklav mit Verschraubung 
aus Material 1.4122 (Klöckner). 

1: Mantelheizelement; 2: Bohrung für ThermofUhler. 



Abb- 27: Schaltplan der Temperaturregelung. 



Abb. 28: Prinzipskizze der Hochdruck-Hochtemperaturapparatur. 

1: Druckluftanschluß mit Einlaßventil; 2: Wartungseinheit, 
Typ FRC-1/2-S-B (Festo); 3: Druckluftzuführung; 4: Reservoir 
für Drucküberträger - Medium; 5: Druckluftpumpe, Typ 66 
D-40 (Dunze); 6: Schalldämpfer; 7: Hochdruckleitung (Dunze); 
8: Autoklav; 9: Mantelheizelement, 400 W/220 V (Eichen); 
10: Thermistor für Temperaturregelung; 11: Thermoelement zur 
Temperaturmeßung im Inneren des Autoklaven; 12: Hochdruckven­
t i l (Dunze); 13: Manometer mit Maximalausschlag 4000 bar, 
K l . 0,1 (Wika). 

D i e A u t o k l a v e n wurden b e i jedem Ex p e r i m e n t a u f d i e gewünschte 
Temperatur v o r g e h e i z t . 

9. Druckeinflüsse auf das TemperaturOptimum von Mc. thermo-
1ithotrophicus 

M i t d e r F e r t i g s t e l l u n g d e r b e s c h r i e b e n e n A p p a r a t u r waren a l l e 
V o r a u s s e t z u n g e n g e s c h a f f e n , d i e Hypothese zu überprüfen, ob 
Hochdruck i n d e r Lage i s t , den T e m p e r a t u r b e r e i c h i n dem e i n 
Organismus überlebt, zu v e r b r e i t e r n , bzw. das Temperaturop­
timum i n R i c h t u n g auf höhere Werte h i n zu v e r s c h i e b e n . 



DRUCK (bar) 

Abb. 29: Einfluß von Druck und Temperatur auf die Zellausbeu­
te nach 5 h 12 min.(3 ml MG~H + 7 ml H 2/C0 2, 4 bar). ( # ): 
56°C; ( o ): 65°C; ( • ): 70°C; ( • ): 75°C. 

B e i 65°C und 70°C d u r c h l a u f e n d i e Kurven e i n Optimum b e i 500 
bzw. 380 b a r . B e i d i e s e n Temperaturen u b e r t r i f f t d i e Z e l l z a h l 
nach 5.2 h u n t e r Hochdruck d i e Z e l l a u s b e u t e b e i Atmosphä­
r e n d r u c k . E i n e Erhöhung d e r Temperatur auf 75°C e r l a u b t k e i ­
n e r l e i Wachstum mehr; m i t e i n e r Erhöhung des Druckes t r i t t 
L y s e e i n . B e i 65°C nimmt b e i D r u c k s t e i g e r u n g d i e Z e l l a u s b e u t e 
gegenüber d e r Z e l l z a h l b e i Atmosphärendruck k o n t i n u i e r l i c h 
ab. B e i 65°C f o l g t nach D r u c h l a u f e n e i n e s Optimums b e i 500 
bar e i n e k o n t i n u i e r l i c h e Abnahme der Z e l l d i c h t e ; b e i 1400 b a r 
s i n k t d i e Z e l l z a h l u n t e r d i e A n i m p f d i c h t e . D i e I n t e r p r e t a t i o n 
d i e s e r Befunde w i r d d adurch e r s c h w e r t , daß d i e Messungen 
p u n k t u e l l durchgeführt wurden, und so m i t j e d e r Meßpunkt e i n e r 
g e s o n d e r t e n V o r k u l t u r entstammt. Dadurch könnte möglicher­
we i s e e i n e G e n a u i g k e i t vorgetäuscht werden, wie s i e der Rea­
lität n i c h t e n t s p r i c h t . 
Der S t e i g e r u n g d e r Z e l l a u s b e u t e auf das * a c h t f a c h e b e i 65°C 
und 500 bar l i e g t möglicherweise e i n e b e s s e r e V e r s o r g u n g m i t 
S u b s t r a t zugrunde. H i n s i c h t l i c h d e r (X^-Löslichkeiten stimmen 
d i e Angaben i n der L i t e r a t u r U b e r e i n , wohingegen d i e Werte 
für d i e Löslichkeiten von H 2 widersprüchlich s i n d (Ulimann, 
K r i t s c h e w s k i , 1936). Im Folgenden w i r d auf C0 2-Löslichkeits-
date n aus renommierten T a b e l l e n w e r k e n , wie Landoldt-Börnstein 
4. A u f l . und Stephen & Stephen, 1963, Bezug genommen. 



U n t e r Berücksichtigung des H 2 - P a r t i a l d r u c k s s t e h e n i n den 
E x p e r i m e n t e n 7.47 cm° H 2/ml MG H z u r Verfügung. I n r e i n e m 
Wasser lösen s i c h b e i 50°C 7.61, b e i 60°C 7.62 und b e i 70°C 
7.71 cm 3 H 2/g H 20. Zwar könnte der Einwand erhoben werden, 
daß d i e z u r Verfügung stehende H 2-Menge von 7.47 cm /ml 
Medium e r s t b e i Drücken um 500 bar vollständig i n Lösung 
g e h t ; d i e H 2 - K o n z e n t r a t i o n im Medium i s t b e i n i e d r i g e n Drü­
cke n w e i t a u s höher a l s i n natürlichen B i o t o p e n (1 jxM, Thauer 
e t a l . , 1977). D i e H 2 - K o n z e n t r a t i o n b e i 70°C und 25 b a r u n t e r 
den e x p e r i m e n t e l l e n Bedingungen beträgt 17 mM und l i e g t d a m i t 
um mehr a l s v i e r Größenordüngen Uber dem von Thauer e r m i t t e l ­
t e n Wert. D i e F r a g e , ob Hochdruck auf d i e Z e l l a u s b e u t e a k t i ­
v i e r e n d w i r k t , kann a l s o aus o b i g e n E x p e r i m e n t e n b e j a h t wer­
den. Das B a r o t o l e r a n z - V e r h a l t e n geht aus Abb. 29 k l a r h e r v o r . 
Der Mc. thermolitotrophicus z e i g t am Temperaturoptimum b e i 
65°C sowohl u n t e r Atmosphärendruck, a l s auch u n t e r Hochdruck 
o p t i m a l e s Wachstum; V a r i a t i o n d e r Temperatur vom Optimum weg, 
h a t i n b e i d e n R i c h t u n g e n e i n e Abnahme der D r u c k t o l e r a n z z u r 
F o l g e , m i t anderen Worten: Sowohl u n t e r Hochdruck, a l s auch 
b e i Atmosphärendruck l i e g t das Temperaturoptimum b e i 65°C. 
S t a r k e I n d i z i e n für e i n e H o c h d r u c k a k t i v i e r u n g s i n d von L o v e -
l e y (1985) g e l i e f e r t worden. Bestimmungen d e r m i n i m a l e n 
S c h w e l l k o n z e n t r a t i o n e n für H 2 b e i v e r s c h i e d e n e n methanogenen 
B a k t e r i e n ergaben e i n e n W a c h s t u m s s t i l l s t a n d e r s t b e i H 2-
P a r t i a l d r u c k e n von < 100 jutbar, d.h. d r e i Z ehnerpotenzen n i e d ­
r i g e r , a l s i n den Hochd r u c k e x p e r i m e n t e n . 

10. Hochdruckeinflüsse auf d i e Z e l l m o r p h o l o g i e 

Bezüglich d e r Zellgröße s i n d A r c h a e b a k t e r i e n r e l a t i v v a r i a ­
b e l . Dennoch t r e t e n u n t e r Hochdruck Veränderungen i n d e r 
Zellgröße und i n s b e s o n d e r e m o r p h o l o g i s c h e D e f o r m a t i o n e n a u f , 
d i e e i n d e u t i g außerhalb d e r normalen V a r i a t i o n s b r e i t e l i e g e n . 
Abb. 30 z e i g t d i e d u r c h s c h n i t t l i c h e Größe und M o r p h o l o g i e von 
Mc. thermolitotrophicus, wie s i e für d i e Z e l l e n , u n t e r S t a n ­
dardbedingungen (3 mg MG~H, 7 ml H 2/Co 2, 4 b a r und 65°C) od e r 
b e i 65°C b i s P < 700 b a r , t y p i s c h s i n d . 



Abb. 30: Morphologie von Mc. thermolithotrophicus unter 
Standardbedingungen (Balken = 1 /im) . 

B e i 65°C und Drücken * 700 b a r f i n d e t man große, verlängerte 
Z e l l e n , b e i denen o f f e n s i c h t l i c h das E i n z i e h e n d e r Septen 
nach d e r T e i l u n g d u r c h Hochdruck b e h i n d e r t i s t ( " M a x i z e l ­
l e n " ) . 

Abb. 31: "Maxizellen M: Mc. thermolithotrophicus i n MG"H bei 
65°C und 1000 bar, 8 h. 



D i e s e r Befund stimmt m i t den Beobachtungen von Z o B e l l und 
Cobet (1964) überein; E. c o l i b i l d e t b e i 450 bar -einem Druck 
d e r das Wachstum gerade noch g e s t a t t e t - l a n g e F i l a m e n t e ; i n 
d i e s e Fäden s i n d - f a l l s überhaupt- Septen nur noch t e i l w e i s e 
e i n g e z o g e n . B e i 70°C und Drücken > 1400 b a r , sowie b e i 56°C 
und 220 bar nach 6 h werden " M i n i z e l l e n " b e o b a c h t e t , d i e i n 
i h r e r M o r p h o l o g i e an F r a g m e n t i e r u n g s p r o d u k t e e r i n n e r n . Ob es 
s i c h b e i d i e s e n G e b i l d e n um e c h t e Z e l l e n ( d i e P a r t i k e l f l u o ­
r e s z i e r e n ) oder um membranumschlossene V e s i k e l h a n d e l t e , ließ 
s i c h n i c h t z w e i f e l s f r e i nachweisen. 

Abb. 32: "Minizellen": Mc. thermolithotrophicus i n MG~H bei 
70°C und 1500 bar, 10 h. 

11. Druckabhängigkeit d e r Wachstumkurven b e i v e r s c h i e d e n e n 
Temperaturen 

Um d i e Zeitabhängigkeit des Wachstums b e i v e r s c h i e d e n e n Tem­
p e r a t u r e n und Drücken zu u n t e r s u c h e n , wurde folgendermaßen 
v e r f a h r e n : 30 ml MG~H Medium wurden aus e i n e r Stammkultur 
heraus 5 % i g b e i m p f t und z u j e 3 ml auf Ni-Tuben a u f g e t e i l t ; 
d i e Gasphase b e s t a n d aus 7 ml H 2/Co2 u n t e r einem Druck von 4 
bar. D i e Ni-Tuben wurden a l l e auf d i e v o r g e h e i z t e n A u t o k l a v e n 
v e r t e i l t ; d e r Druck wurde zum g l e i c h e n Z e i t p u n k t a n g e l e g t ; 
danach wurden d i e A u t o k l a v e n d u r c h A b s p e r r e n v o n e i n a n d e r 
g e t r e n n t . Nach v e r s c h i e d e n e n Z e i t e n wurde j e w e i l s e i n A u t o ­
k l a v d r u c k e n t l a s t e t und d i e Proben ausgezählt. D i e r e s t l i c h e n 
A u t o k l a v e n v e r b l i e b e n w e i t e r h i n u n t e r Druck. 
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Abb. 33: Druckabhängigkeit des Wachstums bei 56°C. ( o ): 1 
bar; ( • ): 220 bar; ( 1 ): 500 bar; ( A ): 750 bar; ( # ): 
1000 bar. 
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Abb. 34: Wachstumskurven bei 65°C in Abhängigkeit vom Druck. 
( # ): 1 bar; ( o ): 500 bar; ( Q ): 1000 bar. 
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Abb. 35: Druck-und Temperaturabhängigkeit der Wachs­
tumskurven. ( • ): 70 °C, 200 bar; ( o ): 75°C, 200 bar, 
(•): 75°C, 1000 bar. 

Wie aus dem n e g a t i v e n R e a k t i o n s v o l u m e n nach G l . 5 zu e r w a r t e n 
war, i s t d i e W a c h s t u m s g e s c h w i n d i g k e i t b e i d e r o p t i m a l e n Tem­
p e r a t u r von 65°C b e i 500 b a r gegenüber der K o n t r o l l e u n t e r 

o 
Normaldruck b e s c h l e u n i g t . D i e Z e l l d i c h t e von * 10°/ ml w i r d 
b e i 50 0 b a r b e r e i t s nach 4 h, b e i Atmosphärendruck e r s t nach 
5 h e r r e i c h t (Abb. 3 4 ) ; d i e Z e l l z a h l e n b l e i b e n Uber * 4 h 
sowohl b e i Atmosphärendruck, a l s auch b e i 50 0 b a r auf g l e i ­
c h e r Höhe. Nach 24 h w i r d d i e Z e l l d i c h t e b e i 500 bar u n t e r 
Normaldruck und 65°C geringfügig übertroffen. D i e s i s t wahr­
s c h e i n l i c h auf d i e B e g r e n z t h e i t d e r Substratmenge b e i 500 bar 
zurückzuführen, da zu B e g i n n d e r Wachstumkurve mehr H 2/C0 2 

v e r b r a u c h t w i r d . B e i 1000 b a r k o n k u r r i e r t d i e Hemmung m i t 
e i n e r anfänglichen B e s c h l e u n i g u n g des Wachstums; d i e s äußert 
s i c h i n e i n e r z w e i p h a s i g e n " O v e r s h o o t " - K i n e t i k . 



Wird d i e Temperatur auf 70°C bzw. 75°C erhöht, so f i n d e t 
während 23 h b e i 70°C b i s 200 bar l e d i g l i c h e i n e Z e l l t e i l u n g 
s t a t t ( A b b . 3 5 ). B e i 75°C t r i t t sowohl b e i 200 b a r a l s auch 
b e i 1 k b a r L y s e a u f . Zusammenfassend i s t aus Abb. 29, 33 b i s 
35 zu e r s e h e n , daß k e i n e r l e i V e r b r e i t e r u n g des Temperaturbe­
r e i c h s von Mc. thermolitotrophicus d u r c h Hochdruck erzwungen 
werden kann. B e i der o p t i m a l e n Temperatur von 65°C i s t d i e 
Wa c h s t u m s g e s c h w i n d i g k e i t b e i 500 bar gegenüber Atmosphä­
r e n d r u c k l e d i g l i c h etwas b e s c h l e u n i g t . 

12. D r u c k - A d a p t a t i o n von Mc. thermolitotrophicus b e i n i c h t ­
o p t i m a l e n Bedingungen (56° und 220 bar) 

B e i 56°C und 220 bar z e i g t Mc. thermolitotrophicus e i n e 
r e v e r s i b l e Druckanpassung nachdem d i e Z e l l e n b e i 56°C und 
220 b a r 22 h v o r i n k u b i e r t worden s i n d . Werden d i e u n t e r 
d i e s e n Bedingungen v o r i n k u b i e r t e n Z e l l e n anschließend b e i 5°C 
48 h im Kühlschrank anaerob a u f b e w a r t , danach i n f r i s c h e s MG~ 
H-Medium U b e r i m p f t , so i s t der K u r v e n v e r l a u f w i e d e r m i t dem 
K u r v e n v e r l a u f ohne v o r h e r i g e D r u c k i n k u b a t i o n i d e n t i s c h . 
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Abb. 36: Reversible Druckanpassung bei 56°C und 220 bar; 
( o ): Die Zellen wurden i n MG'H unter Atmosphärendruck 10 h 
angezogen; nach Überimpfung i n frisches Medium wurde bei 56°C 
mit 220 bar bedrückt. ( o ): Die Zellen wurden bei 56°C, 220 
bar, 22 h angezogen, in frisches Medium Uberimpft und an­
schließend wieder bei 56°C und 220 bar inkubiert. ( • ): Die 
Zellen wurden wie unter ( © ) vorbehandelt, dann 48 h im 
Kühlschrank aufbewahrt; anschließend wurde i n neues Medium 
Uberimpft; erneut wurden bei 56°C und 220 bar Proben gezogen. 



E i n e Erklärung für d i e k o m p l i z i e r t e n Kurvenverläufe könnte im 
g l e i c h z e i t i g e n Vorkommen v e r s c h i e d e n e r b a r o t o l e r a n t e r V a r i a n ­
t e n von Mc. thermolithotrophicus nebeneinander b e s t e h e n . 
Campbell e t a l . , 1985 haben d i e b a r o t o l e r a n t e n V a r i a n t e n APR 
11 von Streptococcus f a e c a l i s und ATCC 9790 u n t e r s u c h t und 
fanden e i n e h e r a b g e s e t z t e Sensibilität von APR 11 b z g l . d e r 
G l u k o s e - K a t a b o l i t - R e p r e s s i o n . D i e s führt zu Veränderungen d e r 
W a c h s t u m s r e g u l a t i o n u n t e r Druck. 



13. Stabilität und M o r p h o l o g i e von Mc. thermolothotrophicus 

i n Abhängigkeit von der S u b s t r a t - K o n z e n t r a t i o n 
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Abb 37: Wachstumskurven in Abhängigkeit von der Substratkon­
zentration bei 56°C und 220 bar. ( Q ): 10 ml MG"H ohne 
Gasphase; ( • ): 3 ml MG~H + 7 ml H 2/C0 2, 4 bar; ( A ): 1 ml 
MG~H + 9 ml H 2/C0 2, 4 bar; ( o ): 1 ml MG~H + 9 ml H 2/C0 2, 1 
bar; ' ,a ) 3 ml MH'H + 7 ml H 2/C0 2, 1 bar. Unter den Bedin­
gungen*^ a, ) überwiegen nach >/0 h "Tröpfchen"; es sind keine 
zellulären Bestandteile mehr nachweisbar. 

A b b i l d u n g 37 z e i g t , daß b e i I n k u b a t i o n i n Abwesenheit von 
S u b s t r a t (H 2) d i e ursprüngliche Z e l l z a h l über m i n d e s t e n s 70 h 
k o n s t a n t e r h a l t e n b l e i b t . D i e Z e l l e n s i n d m o r p h o l o g i s c h völ­
l i g normal und vermehren s i c h nach überimpfen i n f r i s c h e s 
Medium i n S e r u m f l a s c h e n u n t e r o p t i m a l e n Bedingungen genauso 
wie u n b e h a n d e l t e I n o c u l a t e aus Stammkulturen. B e i a l l e n 
S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n e n w i r d nach 6 h e i n e Abnahme d e r Z e l l ­
d i c h t e a n a l o g d e r Abb.33 und 36 b e o b a c h t e t . Zu diesem 
Z e i t p u n k t s i n d d i e Z e l l e n äußerst l a b i l gegenüber S a u e r s t o f f 
und m e c h a n i s c h e r Beanspruchung, was s i c h l i c h t m i k r o s k o p i s c h 
im A u f t r e t e n von Z e l l f r a g m e n t e n bzw. o p t i s c h l e e r e n Tröpfchen 
d a r s t e l l t . F l u o r e s z e n z m i k r o s k o p i s c h äußert s i c h d i e spontan 
a u f t r e t e n d e L y s e i n einem s e h r r a s c h e n Erlöschen d e r F l u o ­
r e s z e n z . 



In Abb. 38 - 42 i s t d i e Z e l l m o r p h o l o g i e nach 6 h I n k u b a t i o n 
b e i 56°C und 220 bar wiedergegeben; der B a l k e n e n t s p r i c h t 1 
Mm; d i e Symbole i n Klammern b e z i e h e n s i c h auf d i e Bedingungen 
aus Abb. 37. 

Abb. 38: Mc. thermolithotrophicus i n 1 ml MG~H nach 6 h 
Inkubation bei 56°C, 220 bar, in Gegenwart von 9 ml Ho/COo 4 
bar ( "ö ) . 4 2' 

Abb* 39: Elektronenmikroskopische Aufnahme nach 6 h unter den 
Bedingungen ( • ). 



Abb* 40: EM-Aufnahme nach 6 h wie ( o ). 

Abb- 41: Nach 6 h Inkubation unter ( A )-Bedingungen. 



8 c 

•n i n B S ? 

Abb. 43: EM-Aufnahme nach 70 h bei 56°C unter Substratmangel 
( A ) . 



Wie aus den e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n B i l d e r n ( A b b . 3 8 - 41) 
zu erse h e n i s t , w eisen a l l e Z e l l e n nach 6 h I n k u b a t i o n b e i 
56° und 220 b a r , s o f e r n S u b s t r a t i n m i n i m a l e r K o n z e n t r a t i o n 
vorhanden i s t , mehr oder weniger ausgeprägte D e f o r m a t i o n e n , 
d i e s i c h a l s l e i c h t e " E i n d e l l u n g e n " b i s zum A u f t r e t e n von 
Z e l l f r a g m e n bzw. l e e r e n Z e l l h u l l e n äussern, a u f . D i e s c h e i n ­
b a r e Zunahme des Schweregrades d e r Z e l l d e m f o r m a t i o n m i t d e r 
Abnahme d e r S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n i s t nach 6 h I n k u b a t i o n 
r e i n zufällig. Zu diesem Z e i t p u n k t im Wachstum t r e t e n b e i 
j e d e r S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n a l l e oben d a r g e s t e l l t e n S t a d i e n 
n ebeneinander a u f . Daneben f i n d e t man selbstverständlich auch 
Z e l l e n m i t n o r m a l e r M o r p h o l o g i e (Abb.30 und 38) und Z e l l e n , 
d i e gerade im B e g r i f f s i n d s i c h zu t e i l e n (Abb, 4 2 ) . S o f e r n 
h i n r e i c h e n d S u b s t r a t vorhanden i s t , kommt es im w e i t e r e n 
V e r l a u f des E x p e r i m e n t s zu Z e l l t e i l u n g e n . D i e Z e l l e n z e i c h n e n 
s i c h nach A b l a u f d e r I n k u b a t i o n s z e i t d u r c h normale Morpholo­
g i e aus (Abb. 30, 3 8 ) . I s t h i n g e g e n d i e S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n 
b e g r e n z t , so f i n d e t man b e i d e r Zählung l i c h t m i k r o s k o p i s c h 
nur noch Z e l l f r a g m e n t e , d i e z.T. schwer von K r i s t a l l e n und 
i n t a k t e n Z e l l e n z u u n t e r s c h e i d e n s i n d . Besonders c h a r a k t e r i s ­
t i s c h i s t das A u f t r e t e n von "Tröpfchen" nach 70 h, wenn u n t e r 
S u b s t r a t - M a n g e l (3 ml/MG~H, 7 ml H 2/C0 2, 1 b a r ) i n k u b i e r t 
wurde. Abb. 43 z e i g t das t y p i s c h e e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e 
B i l d zu diesem Z e i t p u n k t . 



Von Methanobacterium b r y a n t i i , einem Methanogenen m i t e i n e r 
Z e l l w a n d aus Pseudomurein, wurde von e i n e r spontanen P r o t o -
p l a s t e n b i l d u n g b e r i c h t e t ; es wurde g e z e i g t , daß b e i diesem 
A r c h a e b a c t e r i u m d i e s p o n t a n t e L y s e dann e i n t r i t t , wenn N H 4

+ -
und N i ^ + - I o n e n im Medium v e r b r a u c h t s i n d . Der Mechanismus, 
der hierfür v e r a n t w o r t l i c h i s t , i s t b i s l a n g n i c h t aufgeklärt 
( J a r r e l e t a l . , 1982). A l s Ursache w i r d Zusammenbruch der 
Z e l l w a n d - B i o s y n t h e s e d i s k u t i e r t , b e d i n g t d u r c h den V e r b r a u c h 
der hierfür notwendigen S u b s t r a t e ; e n z y m a t i s c h e Vorgänge a l s 
Grund für d i e P r o t o p l a s t e n b i l d u n g s c h e i d e n i n diesem Zusa-
mmenhang aus. E i n Verarmen von MG H an N i und NH 4 i n den 
o b i g e n V e r s u c h e n i s t höchst u n w a h r s c h e i n l i c h , sowohl b e i 
I n k u b a t i o n von 1 m l , a l s auch 3 ml Medium m i t a u s r e i c h e n d 
S u b s t r a t ( 9 bzw. 7 ml H 2 C o 2 , 4 bar) t r e t e n b i s 30 h Z e l l t e i ­
l u n g e n a u f ; im V e r l a u f von w e i t e r e n 40 h w i r d k e i n e r l e i L y s e 
b e o b a c h t e t . V i e l m e h r s c h e i n t d i e s p o n t a n t e L y s e nach 6 h 
d u r c h d i e K n a p p h e i t d e r gasförmigen S u b s t r a t e , i n s b e s o n d e r e 
H 2 b e d i n g t z u s e i n . König e t a l . (1985) fanden für 
Methanobacterium wolfei, a u f Minimalmedium gezogen, r e g e l ­
mäßig spontane L y s e 20 b i s 30 h nachdem d e r H 2 - V o r r a t e r ­
schöpft war. I n diesem Zusammenhang g i b t es H i n w e i s e für das 
E i n w i r k e n l y t i s c h e r Enzyme. Das A u f t r e t e n l y t i s c h e r Enzyme 
i s t zwangsläufig an das A b l a u f e n d e r StoffWechselvorgänge ge­
bunden. B e s t e h t d i e Möglichkeit z u r Energiegewinnung ( d u r c h 
Ausschluß von S u b s t r a t ) n i c h t , so z e i g e n s i c h auch nach 
I n k u b a t i o n Uber 70 h b e i 56°C und 220 bar b e i Mc. thermoli-

thotrophicus k e i n e r l e i A n z e i c h e n von L y s e . W i r d j e d o c h d i e 
Möglichkeit z u r A u f r e c h t e r h a l t u n g des Me t a b o l i s m u s d u r c h d i e 
Verfügbarkeit g e r i n g e r Substratmengen (H 2) für e i n i g e Z e i t 
a u f r e c h t e r h a l t e n , so t r e t e n nach Erschöpfung d e r E n e r g i e ­
q u e l l e l y t i s c h e P r o z e s s e i n den V o r d e r g r u n d . 

14. Veränderungen des Aminosäuremusters u n t e r Hochdruck 

In Abb. 44 i s t das Aminosäuremuster von Mc. thermolitho-

trophicus b e i 65°C ohne D r u c k i n k u b a t i o n bzw. nach I n k u b a t i o n 
b e i 500 bar v e r g l e i c h e n d gegenübergestellt. D i e Proben wurden 
nach g l e i c h e n I n k u b a t i o n s z e i t e n gezogen und d e r H y d r o l y s e 
u n t e r w o r f e n . 





Abb. 44: HPLOLäufe bedrücfkter und unbedrückter Zellhydroly-
sate. A: Sigxna Aminosäure-Standard AA-S-18, 833 p mol/Amino­
säure; B: Mc. thermolithotrophicus unter Standardbedingungen 
(65°C, 1 bar, 8 h); C: Mc. thermolithotrophicus nach Hoch­
druckinkubation (65°C, 500 bar, 8 h). 



Auf den e r s t e n B l i c k f a l l e n d r a m a t i s c h e U n t e r s c h i e d e im V e r ­
t e i l u n g s m u s t e r der Aminosäuren i n d e r unbedrückten im V e r ­
g l e i c h zu der d r u c k b e h a n d e l t e n Probe a u f , i n s b e s o n d e r e , wenn 
man berücksichtigt, daß Chromatogramm C (500 b a r , 65°C) b e i 
d e r d o p p e l t e n Verstärkung aufgenommen wurde. Am auffällig­
s t e n i s t d i e Zunahme e i n e s Peaks ( i n C a l s " E x t r a p e a k " be­
z e i c h n e t ) i n der bedrückten Probe um 756% gegenüber der 
unbedrUckten Probe. I n Abb. 45 i s t d i e s e r Peak im V e r g l e i c h 
m i t den Aminosäuren Asp und G l u s e p a r a t d a r g e s t e l l t . 
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Abb. 45: Vergleich der Retentionszeiten von Asp und Glu mit 
dem "Extra-Peak". 

A: 833 p mol Asp und Glu; 
B: "Extra-Peak" im Zellhydrolysat von Mc. thermolithotro-
phicus nach Anzucht bei 65°C und 500 bar. Nach einer 
Latenzzeit von > 6 h nimmt die Fläche um 750% zu. 



I n d er Aminosäureanalyse kann dem äusserst h y d r o p h i l e n Peak 
k e i n e bekannte R e f e r e n z s u b s t a n z zugeordnet werden; d i e OPA-
Methode schließt aber a l l e V e r b i n d u n g e n , d i e k e i n e primäre 
Aminogruppe b e s i t z e n aus (Simons & Johnson, 1978), es s e i 
denn d i e Subst a n z w e i s t b e i den gegebenen V o r a u s s e t z u n g e n 
E i g e n f l u o r e s z e n z a u f . D i e s wurde d u r c h d i e Chromatographie 
von n i c h t - d e r i v a t i s i e r t e n H y d r o l y s a t e n a u s g e s c h l o s s e n . Somit 
kommt nur e i n e n i c h t - p r o t e i n o g e n e Aminosäure oder e i n b i o ­
genes Amin i n b e t r a c h t . Daß es s i c h um e i n A r t e f a k t h a n d e l n 
könnte, e i n e r s e i t s b e d i n g t d u r c h d i e H y d r o l y s e , a n d e r e r s e i t s 
d u r c h den hohen Druck, kann dadurch a u s g e s c h l o s s e n werden, 
daß d e r Peak auch i n den nichtbedrückten Proben andeu­
t u n g s w e i s e a u f t r i t t . I n HPLC-Läufen von Probe n , d i e h y d r o ­
t h e r m a l e n Bedingungen u n t e r w o r f e n wurden, läßt s i c h k e i n e 
S u b s t a n z m i t v e r g l e i c h b a r e r R e t e n t i o n s z e i t n achweisen. D i e 
Konzentrationserhöhung d e r " E x t r a p e a k s " w i r d b e i D r u c k i n k u b a ­
t i o n e r s t nach Z e i t e n ^ 6 h s i g n i f i k a n t . D i e s könnte auf e i n e 
allmähliche U m s t e l l u n g des S t o f f w e c h s e l s h i n d e u t e n , b e i d e r 
R e a k t i o n e n m i t p o s i t i v e m AV i n s S p i e l kommen. S i n d d i e Wachs­
tumsbedingungen n i c h t o p t i m a l - s p r i c h d i e Temperatur zu n i e d ­
r i g (56°C) oder zu hoch (75°C)- so könnte s i c h Streß i n Form 
von Hochdruck während der U m s t e l l u n g s p h a s e besonders g r a v i e ­
r e n d bemerkbar machen (Durchgang d e r Kurve i n Abb.33 und 36 
d u r c h e i n Minimum). I n diesem Zusammenhang könnte man an d i e 
Neusynthese von Pol y a m i n e n denken, von denen bekannt i s t , daß 
s i e , w ie auch d i e "Heat s h o c k " - P r o t e i n e gegenüber v e r s c h i e ­
denen A r t e n von S t r e s s , S c h u t z f u n k t i o n e n ausüben (Tabor & 
Tabor, 1985; L i , 1983; V e l a z q u e z und L i n d q u i s t , 1984). A l g r a -
n a t i e t a l . (1975, 1981, 1982) haben g e z e i g t , daß i n Abwesen­
h e i t von P o l y a m i n e n d i e 30 S - U n t e r e i n h e i t d e r Ribosomen 
d e f e k t i s t und s o m i t d i e I n i t i a t i o n gestört und d i e gesamte 
P r o t e i n s y n t h e s e v e r r i n g e r t i s t . I n diesem Zusammenhang wäre 
e i n e S t a b i l i s i e r u n g d e r Ribosomen d u r c h P o l y a m i n e durchaus 
s i n n v o l l , da d e r hemmende Einfluß von Hochdruck a u f d i e 
A s s o z i a t i o n d e r r i b o s o m a l e n U n t e r e i n h e i t e n ( S c h u l z e t a l . 
1976) wegen d e r Größe d e r d a r a n b e t e i l i g t e n Volumenänderungen 
e i n e n k r i t i s c h e n F a k t o r d a r s t e l l t . 



T a b e l l e l 3 : Aminosäure-Zusammensetzung bezogen auf den gesamten 
Aminosäure-Gehalt i n % nach 10 h I n k u b a t i o n b e i 65°C 
b e i 0 b a r * und b e i 500 b a r . 

Aminosäure Aminosäure C%, 1 b a r ] Aminosäure [%, 500 b a r ] 

Asp 6.0 4.7 
G l u 17.4 8.5 
Ser 17.6 8.7 
H i s 0.1 0.0 
Thr 1.8 3.2 
G l y 26.0 8.5 
A l a 15.3 9.7 
Arg 1.2 37.4 
T y r 1.2 0.3 
V a l 0.5 0.4 
Met 1.9 0.7 
I l e 2.8 4.5 
Leu 3.6 7.0 
Phe 1.7 2.3 
Lys 2.9 4.1 

* Mc. thermolithotrophicus wurde u n t e r Standardbedingungen 
ohne e x t e r n e n Druck angezogen. 



I n T a b e l l e 13 i s t d i e Aminosäurezusammensetzung von unbehan­
d e l t e n und bedrückten Proben q u a n t i t a t i v an einem B e i s p i e l 
i l l u s t r i e r t . D i e T a b e l l e i s t repräsentativ für d i e Verhältni­
ss e b z g l . v e r s c h i e d e n e r Temperaturen und Drücke im V e r g l e i c h 
zu unbedrückten K u l t u r e n b e i d e r s e l b e n Temperatur. Besonders 
bemerkenswert i s t d e r s e h r hohe G e h a l t an b a s i s c h e n Aminosäu-. 
r e n (37.4% A r g und 4.1% L y s ) i n der h o c h d r u c k b e h a n d e l t e n 
P r o b e ; zudem i s t d e r p r o z e n t u a l e A n t e i l d e r hydrophoben Ami­
nosäuren I l e , Leu und Phe b e i 500 b a r , 65°C-inkubierten 
K u l t u r e n gegenüber den K u l t u r e n b e i 65°C u n t e r Atmosphä­
r e n d r u c k erhöht. D i e s e r Befund d e u t e t auf d i e Neusynthese 
s t a r k b a s i s c h e r P r o t e i n e h i n ; d e r a r t i g e s t a r k b a s i s c h e , h i s -
tonähnliche P r o t e i n e s i n d sowohl b e i A r c h a e b a k t e r i e n a l s auch 
b e i E u b a k t e r i e n b e s c h r i e b e n worden. (Thomm e t a l . , 1981). 
Aus t h e o r e t i s c h e n Erwägungen e r s c h e i n t d i e N o t w e n d i g k e i t z u r 
S t a b i l i s i e r u n g d e r DNA d u r c h b a s i s c h e P r o t e i n e n i c h t 
e r f o r d e r l i c h , denn das AV d e r D e n a t u r i e r u n g d e r DNA b e s i t z t 
p o s i t i v e s V o r z e i c h e n ; Hochdruck s t a b i l i s i e r t demnach d i e 
n a t i v e D N A - S t r u k t u r (Chapman & S t u r t e v a n t , 1969). 

15. M a s s e n s p e k t r o m e t r i e 

E i n e Strukturaufklärung des " E x t r a p e a k s " wurde m i t H i l f e d e r 
GC-MS-Kopplung v e r s u c h t . über HPLC wurde d e r Peak ( z w i s c h e n 
Asp und G l u ) nach H y d r o l y s e d e r 10 h b e i 65°C und 500 
bar gewachsenen Z e l l e n nach d e r O P A - D e r i v a t i s i e r u n g gesammelt 
und s o f o r t i n M e t h y l e n c h l o r i d ( R e i n h e i t s g r a d für S p e k t r o s k o ­
p i e ) e i n g e l e i t e t . Aus U n k e n n t n i s d e r r e l a t i v e n F l u o r e s z e n z i n ­
tensität wurde ( a n a l o g den übrigen Intensitäten d e r OPA-
Aminosäure-Derivate) d i e Gesamtmenge an OPA " E x t r a p e a k " -
D e r i v a t auf 1 - 10 jig geschätzt. B e r e i t s während des Sammeins 
wurde m i t M e t h y l e n c h l o r i d ausgeschüttelt und d i e wässrige 
Phase v e r w o r f e n . P r o f . Dr. L o t h a r J a e n i c k e h a t s i c h f r e u n d l i ­
c h e r w e i s e b e r e i t erklärt. d i e GC-MS-Kopplungsanalyse 
durchzuführen, da k e i n m i t einem Gaschromatographen g e k o p p e l ­
t e s M a ssenspektrometer z u r Verfügung s t a n d ; dazu mussten d i e 
Proben nach Köln g e s c h i c k t werden. D i e Proben wurden g e t r o c k ­
n e t (MgS0 4) und 1:10 k o n z e n t r i e r t . 



GC-Bedingungen: 
Säule: O V 101, 30 m ( f u s e d s i l i c a ) 

10°C/min 20°C/min 
1 min b e i 100°C > 250°C > 320°C 

3 jxl wurden s p l i t l e s s i n j i z i e r t ( S p a l t nach 30 sec geöffnet). 

S i l y l i e r u n g : 
Nach T r o c k n e n über MgS0 4 wurde das C H 2 C 1 2 e v a p o r i e r t und d e r 
Rückstand i n 100 j i l MSTFA/TMSCN (10:1) gelöst. Nach 1 h b e i 
Raumtemperatur wurden 3 jj.1 s p l i t l e s s i n j i z i e r t . 
D i e g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h e n Bedingungen für s i l y l i e r t e und 

n i c h t s i l y l i e r t e Proben waren i d e n t i s c h . D i e M a s s e n s p e k t r e n 
ergaben neben V e r u n r e i n i g u n g e n wie P h t a l a t (Weichmacher) e i n e 
große A n z a h l v e r s c h i e d e n e r gesättigter bzw. ungesättigter 
Fettsäuren ( C ^ 2 ~ c l 8 * ; daneben wurden m/e-Verhältnisse ge­
funden, d i e a l l e r W a h r s c h e i n l i c h k e i t nach v e r z w e i g t e n F e t t ­
säure-Estern zugeordnet werden müssen. D i e Fettsäuren stammen 
entweder aus den Z e l l h y d r o l y s a t e n oder vom Säulenmaterial d e r 
Reve r s e d Phase HPLC-Säule. I n Abb.47 i s t das für I s o i n d o l d e -
r i v a t e t y p i s c h e Spektrum (m/e-Verhältnis: 146) d a r g e s t e l l t . 
Damit s i n d i n Übereinstimmung m i t Simons & Johnson (1978) d i e 
a l s Abbauprodukt aus a l l e n möglichen OPA-Addukten e n t s t e h e n ­
den I s o i n d o l d e r i v a t e zwar d e t e k t i e r b a r ; e i n e Zuordnung des 
R e s t e s R, a u f dem das e i g e n t l i c h e I n t e r e s s e l a g , g e l a n g 
j e d o c h n i c h t . Der Z e r f a l l s w e g d e r O P A - D e r i v a t e ( m i t Aminen 
und Aminosäuren) i s t äußerst komplex (Simons & Johnson, 1978; 
S t o l a u g h e t a l . , 1983). E i n e A r b e i t von J u c o l s e t a l . ( 1 9 8 6 ) , 
d i e soeben e r s c h i e n e n i s t , z e i g t d i e Ursachen des Mißerfolgs 
au f . D i e H a l b w e r t s z e i t e n des Z e r f a l l s d e r OPA-Verbindungen 
m i t Aminen und Aminosäuren s i n d extrem k u r z , t/2 b e i Raumtem­
p e r a t u r beträgt für R: -CH2CH2OH 8 min; das s t a b i l s t e 
D e r i v a t R: - C ( C H 3 ) 3 h a t e i n e H a l b w e r t s z e i t von 410 min. 
Berücksichtigt man neben dem T r a n s p o r t noch d i e d r a s t i s c h e n 
GC-Bedingungen so i s t e i n e Strukturaufklärung m i t t e l s d er GC-
MS-Technik p r i n z i p i e l l n i c h t möglich. V o r a u s s e t z u n g für e i n e 
Strukturaufklärung (sowohl für NMR, wie für MS) i s t e i n e 
D e r i v a t i s i e r u n g m i t OPA nach d e r Säule um d i e R e t e n t i o n s z e i t 
b e i d e r HPLC-Trennung bestimmen zu können. 
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D i e so i d e n t i f i z i e r t e S ubstanz kann dann gesammelt und i n 
s t a b i l e m Zustand (das d i e A n a l y s e v e r k o m p l i z i e r e n d e I s o i n d o l -
gerüst fällt weg) vermessen werden. 

16. F l u o r e s z e n z s p e k t r e n der Säurehydrolysate von Mc. thermo-

l i t h o t r o p h i c u s - Z e l l e n 

E i n e n H i n w e i s , daß u n t e r Hochdruck P r o z e s s e i n d u z i e r t werden, 
d i e zu e i n e r Veränderung i n der Netto-Zusammensetzung d e r 
Z e l l e n f u h r e n , (Tab.13) geben auch d i e F l u o r e s z e n z s p e k t r e n 
von Z e l l h y d r o l y s a t e n (Abb.48) Das wässrige H y d r o l y s a t der 24 
h b e i 65°C und 500 bar gezogenen B a k t e r i e n i s t h e l l g e l b ; d i e 
K o n t r o l l e b e i Atmosphärendruck z e i g t w e s e n t l i c h d u n k l e r e 
Färbung. 

Abb. 48: Emissionsspektren wässrigern Säurehydrolysate von 
Mc. thermolithotrophicus nach 24 h Anzucht unter Hochdruck 
bzw. ohne externen Druck bei 65°C. Anregung: 360 nrn, Spalt: 
10/4; Sens«: 3/2; Raumtemperatur. Die fluoreszierende Ver­
bindung i s t mit dem Faktor F 4 2 0 nicht identisch. 



17. P r o t e i n m u s t e r von Mc. thermolithotrophicus b e i Atmosphä­
r e n d r u c k und b e i 50 0 b a r , 6 5°C. 

17.1 Bedingungen für d i e r a d i o a k t i v e M a r k i e r u n g 

Mc. thermolithotrophicus kann A c e t a t n i c h t v e r w e r t e n ; d i e 
Anzu c h t a u f F o r m i a t s c h e i d e t für Hoc h d r u c k e x p e r i m e n t e , wie 
w e i t e r v o r n e d a r g e l e g t wurde, aus. Zur r a d i o a k t i v e n Mar­
k i e r u n g , s o f e r n man n i c h t m i t gasförmiger Radioaktivität i n 
Form von 3 H 2 bzw. 1 4 C 0 2 h a n t i e r e n möchte, b i e t e t s i c h 1 4 C -
NaHC0 3 an, da über S-Aufnahmemechanismen (z . B . i n Form von 
S u l f a t bzw. C y s t e i n ) s e h r wenig bekannt i s t ( S t e t t e r , persön­
l i c h e M i t t e i l u n g ) . B e i o p t i m a l e n K u l t u r b e d i n g u n g e n s t e h t i n s ­
gesamt 147 mM K o h l e n s t o f f (60 mM a l s HC0 3~ und 87 mM C 0 2 z u r 
Verfügung. W i l l man a n g e s i c h t s d i e s e r Verhältnisse o p t i m a l e 
E i nbaubedingungen s c h a f f e n , so muß d i e C - Q u e l l e so e i n g e ­
schränkt werden, daß gerade noch a u s r e i c h e n d e Z e l l d i c h t e n z u r 
Bestimmung des P r o t e i n m u s t e r s e r h a l t e n werden. 

17.1.1 Anzucht i n HCO3""-Mangelmedium i n r e i n e r H 2-Atmosphäre 

Mc. thermolithotrophicus wurde i n S e r u m f l a s c h e n ohne gasför­
miges C 0 2 i n e i n e r r e i n e n Wasserstoff-Atmosphäre ange­
zogen ( H 2 C 0 3 ~ c o 2 + H 2 ° G l e i c h g e w i c h t s e i n s t e l l u n g wurde 
vernachlässigt). 
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Abb 49: Abhängigkeit des Wachstums i n MG~H von der C-Konzen-
t r a t i o n . 

A: ( o ): 5 g NaHC03/L; ( • ): 2 g NaHCo3/L (Schüttel-
kulturen, 65°C i n reiner Wasserstoffatmosphäre, 2 bar). 
B: 3 ml MG'H mit 2 g/L NaHC03 + 7 ml H? bei 65°C und 500 bar. 
Die osmotischen Verhältnisse wurden durch NaCl-Zusatz auf­
rechterhalten. 

Wie Aus Abb.49 zu er s e h e n i s t , i s t d i e Anzucht von Mc. ther-

molithotrophicus p r i n z i p i e l l ohne gasförmiges C 0 2 möglich. 
E i n e Begrenzung d e r C - K o n z e n t r a t i o n a uf 2 g NaC0 3/L l i e f e r t e 
noch Z e l l d i c h t e n , sowohl b e i Atmosphärendruck a l s auch b e i 
500 b a r , d i e für O ' F a r r e l l - G e l e a u s r e i c h e n . An d i e s e r S t e l l e 
könnte d i e Frage g e s t e l l t werden, warum n i c h t b e r e i t s zu 
einem früheren Z e i t p u n k t e i n E r s a t z von C 0 2 gegen HC0 3~ 
durchgeführt worden i s t . Um o p t i m a l e Wachstumsbedinungen zu 
g a r a n t i e r e n , muß e i n e h i n r e i c h e n d hohe C - K o n z e n t r a t i o n a u f ­
r e c h t e r h a l t e n werden. D i e e r f o r d e r l i c h e K o n z e n t r a t i o n der C-
Q u e l l e kann d u r c h e i n e n E r s a t z von C 0 2 gegen NaHC0 3 n i c h t 
e r r e i c h t werden, da Hydrogencarbonat i n r e i n e r ^-Atmosphäre 
b e r e i t s beim A u t o k l a v i e r e n d er Medien bzw. b e i d e r I n k u b a t i o n 
der I n o c c u l a t e ( s e l b s t b e i n i e d r i g e r e n N a C 0 3 - K o n z e n t r a t i o n e n ) 



ausfällt. D i e s z i e h t e i n e n A n s t i e g des pH-Wertes auf 8.5 nach 
s i c h , was zwangsläufig z u r Lyse f u h r t . 
Während d e r lo g - P h a s e nimmt d i e HCOß^-Konzentration l i n e a r 
m i t der Zunahme der Z e l l d i c h t e ( A 4 5 0 ) a b . Das E i n l a u f e n d e r 
Werte für das Säurebindungsvermögen i n e i n P l a t e a u , zu einem 
Z e i t p u n k t an dem noch Wachstum s t a t t f i n d e t , b e r u h t auf der 
Eigenpufferkapazität der Z e l l e n wegen d e r erhöhten Z e l l ­
d i c h t e . D i e s e s E x p e r i m e n t e r g i b t für 1 4 C - M a r k i e r u n g s v e r s u c h e 
e i n e o p t i m a l e S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n von 80 mM NaHCÜ3 (2 g/L) 
um maximale E i n b a u r a t e n b e i n i e d r i g e r A n i m p f d i c h t e zu gewähr­
l e i s t e n . 

17.2 SDS-PAGE von Mc. thermolithotrophicus G e s a m t p r o t e i n 

A l l e V e r s u c h e m i t den üblichen Gel-Systemen l i e f e r t e 
u n b r a u c h b a r e E r g e b n i s s e , wenn d i e Z e l l e x t r a k t e n i c h t nach 
d e r O ' F a r r e l l - M e t h o d e präpariert wurden. A l l e Z e l l e x t r a k t e , 
d i e im Folg e n d e n benützt wurden, wurden nach d e r T e c h n i k w i e 
u n t e r dem Punkt P r o b e n v o r b e r e i t u n g 12.2.1 b e s c h r i e b e n , h e r g e ­
s t e l l t . I n Abb. 50 i s t d i e Zeitabhängigkeit des P r o t e i n ­
m u s t e r s z u v e r s c h i e d e n e n Z e i t e n (B) auf der Wachstumskurve 
d a r g e s t e l l t . 
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Abb. 50: Zeitabhängige Analyse des Proteinmusters einer wach­
senden Schüttelkultur bei 65°C. A: Densitogramme von Zellex­
trakten nach SDS-PAGE und Silberfärbung. Molekulargewichts­
standards: 1: 97500; 2: 66000; 3: 45000; 4: 36000; 5: 29000; 
6: 24000; 7: 20000; 8: 14500. B: Die zugehörige Wachs­
tumskurve; die Punkte entsprechen dem Zeitpunkt der Proben­
entnahme . 

Abb. 51: Vorrichtung zum Gasaustausch i n den Ni-Tuben bei der 
radioaktiven Markierung. Um das Entweichen von radioaktivem 
C0 2 zu verhindern, wurden zwischen Wasserstrahlpumpe und 
Manometer Waschflaschen mit KOH und eine KUhlfalle geschal­
tet. 



17.3 R a d i o a k t i v e M a r k i e r u n g und E i n b a u von LHC NaHC0 3 

Den b e i m p f t e n MG~H-Medien wurde j e w e i l s e i n e s p e z i f i s c h e 
Radioaktivität von 278 kBq/ml - 370 kBq/ml K u l t u r m e d i u m zuge­
s e t z t . D i e E i n b a u r a t e n i n d i e Z e l l s u b s t a n z l a g e n z w i s c h e n 15 
und 20%. Zum G a s a u s t a u s c h i n den N i - T u b e n wurde d i e i n Abb. 
52 g e z e i g t e A p p a r a t u r b e n u t z t , um das E n t w e i c h e n von r a d i o a k ­
t i v e m CO2 i n d i e Atmosphäre zu v e r h i n d e r n . 

ZEIT (h) 

Abb. 52: Korrelation von Wachstum und HCO3"-Verbrauch. Die 
Bestimmung der HCO3"-Konzentration erfolgte Uber das Gesamt-
säurebindungsvermögen i n MG"H mit Aquamerck 8048 ti t r i m e -
t r i s c h . Die enzymatische Methode mit Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase war für das vorliegende System ungeeignet. 
( • ): Schüttelkultur in MG"H (5g/L NAHCO3) bei 65°C und 2 
bar Wasserstoff. ( o ): Abnahme des Gesamtsäurebindungsvermö-
gens während des Wachstums. 
Einschub: Eichkurve zur Bestimmung der HCO3"-Konzentration in 
Wasser.Die Eichlösungen wurden durch Verdünnung einer 80 mM 
Stammlösung mit C0 2-freiem Wasser i n N 2 Atmosphäre herge­
s t e l l t . Der P f e i l gibt den Blindwert für 120 mM HEPES (24 t 1 
m val) i n C02-freiem Wasser an. 



17.4 A u t o r a d i o g r a p h i s c h e A n a l y s e von SDS-Gelen 

Wegen der extremen M a t e r i a l k n a p p h e i t u n t e r H o c h d r u c k b e d i n ­
gungen und n i c h t z u l e t z t , w e i l m i t Silberfärbung n i c h t a l l e 
P r o t e i n e erfaßt werden (Negativbanden b e i P A S - p o s i t i v e n P r o ­
t e i n e n ) wurden d r u c k b e h a n d e l t e und nichtbedrückte Z e l l e x t r a ­
k t e auf SDS-Gelen v e r g l i c h e n , wie i n Abb.53 d a r g e s t e l l t . 

A B 

Abb 53: Autoradiographische Auswertung der SDS-PAGE. 35 JULI 
1 C-markierter Zellextrakt wurde 15 h gegen 5 ml SDS-Sample-
Buffer äquilibriert; A ( ): Standardbedingungen (65°C, 1 
bar, 10 h); die Autoradiographiezeit war 8 Tage. B («——); 
Unter Hochdruck (65°C, 500 bar, 10 h); die Autoradiographie­
z e i t betrug 14 Tage. Eichproteine im Densitogramm: 1: Phos­
phorylase B (92600); 2: BSA (66200); 3: Ovalbumin (45000); 
4: Carboanhydrase (31000); Tryp s i n i n h i b i t o r aus Soyabohnen 
(21000); 6: Lysozym (14500): 

Die Auswertung e r g i b t e i n e e i n s c h n e i d e n d e Veränderung im P r o ­
t e i n m u s t e r von b e d r u c k t e n im V e r g l e i c h zu u n b e h a n d e l t e n P r o ­
ben. G e n e r e l l k o n z e n t r i e r t s i c h das Gros d e r P r o t e i n e u n t e r 



Hochdruck im B e r e i c h n i e d e r e r M o l e k u l a r g e w i c h t e ; besonders 
auffällig i s t d i e Häufung von Peaks hoher Intensität beim 
M o l k u l a r g e w i c h t um 38000. Der Einwand, es könnte s i c h um 
A r t e f a k t e , s p r i c h S p a l t p r o d u k t e höhermolekularer P r o t e i n e 
h a n d e l n , w i r d aus z w e i e r l e i Gründen entkräftet: E r s t e n s s i n d 
d i e Z e l l e n u n t e r Hochdruck vollkommen i n t a k t -es t r i t t s o g a r 
b e i 65°C und 500 b a r o p t i m a l e s Wachstum a u f - im V e r g l e i c h 
m i t K o n t r o l l e n b e i a l l e n übrigen Temperaturen sowohl b e i 
Atmosphärendruck, a l s auch b e i a l l e n b e l i e b i g e n Drücken. 
Zw e i t e n s s i n d d i e q u a n t i t a t i v e n D i s k r e p a n z e n z w i s c h e n d e r 
G e s a m t k o n z e n t r a t i o n an P r o t e i n und d e r V e r t e i l u n g d e r e i n z e l ­
nen Peaks o f f e n s i c h t l i c h . 

17.5 O p t i m i e r u n g d e r IEF-Bedingungen 

Für das Auflösungsvermögen und d i e R e p r o d u z i e r b a r k e i t d e r 
E r g e b n i s s e b e i O ' F a r r e l l - G e l e n s i n d d i e A u f t r e n n u n g s b e d i n -
gungen während d e r e r s t e n Dimension von e n t s c h e i d e n d e r Wich­
t i g k e i t ( O ' F a r r e l l e t a l , 1977; Duncan & Hershey, 1984). 



Abb. 54: 2-D-Elektropherogramme von Zellextrakten aus Schüt-
telkulturen von Mc. thermolithotrophicus (65°)C in Abhängig­
keit von der angelegten Spannung während der isoelektrischen 
Fokussierung. 

A: 1,9 kBq wurden auf die erste Dimension aufgetragen; 15 h 
400 V, l h 1200 V; Autoradiographiezeit, 8 Tage. 
B. 1,8 kBq; 15 h 400V, lh 1000V; 7 Tage Exposition. 
C: 2,0 kBq; 15 h 400V, lh 800V; 3 Tage. 



Die o p t i m a l e n Bedingungen für d i e IEF s i n d 800 Vh, wobei 15 h 
400 V und dann z u r Anschärfung der Banden 1 h 800 V a n g e l e g t 
werden. Das V e r s c h m i e r e n der F l e c k e n b e i zu hohen Spannungen 
i s t auf d i e Konstruktionseigentümlichkeiten der verwendeten 
A p p a r a t u r zurückzuführen: D i e e n t s t e h e n d e Wärme w i r d nur 
u n z u r e i c h e n d abgeführt. 

17.6 2-D-Gele von Proben u n t e r Standardbedinungen und u n t e r 
Hochdruck 
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Abbe 55: Autoradiogramme von O'Farrell-Gelen bedrückter und 
unbedrückter Kulturen von Mc. thermolithotrophicus. IEF: 6800 
Vh (15 h 400V, 1 h 8000 V); SDS-PAGE: 30 min 300V, 6h 200V. 
A: 1,86 kBq Extrakt einer Kultur die 10 h unter Standardbe-
dinungen (65°C, 1 bar) angezogen wurde; Exposition: 4 Tage. 
B: 0,68 kBq Extrakt; Zellen bei 65°C und 500 bar, 10 h 
gezogen. 
C: Wie A, jedoch 14 Tage aufgelegt. 
D: Wie B, aber 30 Tage exponiert. 



Beim V e r g l e i c h der Autoradiogramme der Proben, d i e b e i 65°C 
und Atmosphärendruck und b e i 500 b a r und 65°C aus d e r s t a t i o ­
nären Phase gewonnen wurden, f a l l e n d r a m a t i s c h e Veränderungen 
im P r o t e i n m u s t e r a u f . Man f i n d e t b e i den d r u c k i n k u b i e r t e n 
P r o ben u.a. e i n e n " P r o t e i n k o m p l e x " m i t einem M o l e k u l a r g e w i c h t 
um 70 000, d e r i n d i e s e r Form u n t e r Standardbedingungen n i c h t 
a u f t r i t t (Ni-Tuben 65°C 1 b a r ) . Am augenfälligsten i s t j e d o c h 
e i n d u r c h Hochdruck i n d u z i e r t e r Komplex aus m i n d e s t e n s v i e r 
P r o t e i n e n m i t e i n e m ungefähren M o l e k u l a r g e w i c h t « 38 000, 
wie es s i c h b e r e i t s i n Abb. 54 an d e u t e t e . 
D i e s e P r o t e i n e s i n d h o c h b a s i s c h ; d i e s e r B e f u n d k o r r e l i e r t 
a u s g e z e i c h n e t m i t dem V e r g l e i c h des p r o z e n t u a l e n A n t e i l s an 
Aminosäuren u n t e r H o c h d r u c k bzw. u n t e r N o r m a l d r u c k . Aus d e r 
T a b e l l e 13 i s t z u entn e h m e n , daß n a c h I n k u b a t i o n v o n Mc. 

thermolithitrophicus b e i 500 b a r und 65°C der A r g und d e r L y s 
G e h a l t b z g l . d e r S t a n d a r d b e d i n g u n g e n d r a s t i s c h erhöht i s t 
(37.4% A r g gegenüber 1.2% und 4.1% L y s gegenüber 2.9%). Das 
Argument, es h a n d l e s i c h u n t e r H o c h d r u c k bzw. u n t e r N o r ­
m a l d r u c k um v e r s c h i e d e n e O r g a n i s m e n , i s t hinfällig, da d a s 
Gesamtmuster d e r P r o t e i n v e r t e i l u n g d u r c h a u s i d e n t i s c h i s t , 
abgesehen von m o r p h o l o g i s c h e n ( L i c h t m i k r o s k o p bzw. E l e k t r o ­
nenmikroskop) und den f l u o r e s z e n z m i k r o s k o p i s c h e n U b e r e i n s t i ­
mmungen ( b z g l . d e r K u l t u r b e d i n g u n g e n H 2/NaHC03 a l s e i n z i g e s 
S u b s t r a t ) . Nimmt man d i e B e f u n d e 1. aus dem V e r g l e i c h d e r 
E m i s s i o n s s p e k t r e n d e r E x t r a k t e , 2. d i e E r g e b n i s s e d e r A m i n o ­
säureanalyse ( q u a l i t a t i v und q u a n t i t a t i v ) , 3. d i e R e s u l t a t e 
aus d e r SDS PAGE und den O ' F a r r e l 1 - G e l e n v o n P r o b e n u n t e r 
Hochdruck bzw. N o r m a l d r u c k zusammen ( H i n w e i s e e r g e b e n s i c h 
b e r e i t s aus den Wachstumskurven b e i 56°C), so muß man da r a u s 
f o l g e r n , daß u n t e r Hochdruck e i n s c h n e i d e n d e U m s t e l l u n g e n im 
Z e l l - S t o f f w e c h s e l v o n s t a t t e n g e h e n , d i e a l s A n p a s s u n g e n an 
Hochdruck v e r s t a n d e n werden müssen. Werden Z e l l e n oder höhere 
Organismen erhöhten Temperaturen a u s g e s e t z t , so s y n t h e t i s i e ­
r e n s i e e i n e A n z a h l von h o c h k o n s e r v i e r t e n P r o t e i n e n d i e soge­
nannten " H e a t - s h o c k - P r o t e i n e " ( h s p ) . D i e s e A n t w o r t i s t 
u n i v e r s e l l , v o n den A r c h a e b a k t e r i e n ( D a n i e l s e t a l . , 1984) 
b i s zum Mens c h e n (Hunt & M a r i m o t o , 1985). Neben d i e s e n P r o ­
t e i n e n , d i e ubiquitär vorkommen, s i n d k l e i n e "Heat s h o c k -
P r o t e i n e " b e s c h r i e b e n worden, Uber d i e aber so gut wie n i c h t s 
bekannt i s t ( A n d e r s o n e t a l . , 1982; R e i t e r . & Penman, 1983 ; 



M a y t i n e t a l . , 1985); wenn es s i c h im F a l l e von Mc. thermoli­

thotrophicus um ähnliche Phänomene h a n d e l t , so wären d i e 
s t a r k b a s i s c h e n P r o t e i n e w o h l m i t d i e s e r Gruppe von "Heat-
s h o c k - P r o t e i n e n " i n B e z i e h u n g z u s e t z e n , da z.B. hsp 70 e i n e n 
I s o l e l e k t r i s c h e n Punkt im Sauren a u f w e i s t und d i e Komponente 
i n den 2-D-Gelen m i t v e r g l e i c h b a r e m M o l e k u l a r g e w i c h t im Neu­
t r a l e n bzw. l e i c h t Sauren l i e g t . 



I I I . Zusammenfassende D i s k u s s i o n 

B e t r a c h t e t man d i e W a s s e r - L a n d v e r t e i l u n g , so z e i g t s i c h , daß 
der w e i t a u s größte T e i l d e r n a t u r l i c h e n H a b i t a t e d u r c h Tempe­
r a t u r e n im B e r e i c h des G e f r i e r p u n k t s ( c a . 2°C) oder s o g a r 
d a r u n t e r , im Zusammenwirken m i t hohen h y d r o s t a t i s c h e n Drucken 
b i s 1200 b a r g e k e n n z e i c h n e t i s t . Aus der T a t s a c h e , daß Uber 
75% d e r Erdoberfläche von Ozeanen m i t e i n e r d u r c h s c h n i t t l i ­
chen T i e f e von 3800 m b e d e c k t s i n d , f o l g t , daß hoher h y d r o ­
s t a t i s c h e r Druck, v e r e i n t m i t n i e d r i g e r Temperatur, hoher 
Salinität, e x t r e m e r K n a p p h e i t an o r g a n i s c h e n Nährstoffen und 
a b s o l u t e r D u n k e l h e i t e i n e n b i o l o g i s c h bedeutsamen, ökologi­
schen F a k t o r d a r s t e l l t . B i o l o g i s c h - c h e m i s c h e Untersuchungen 
k o n z e n t r i e r t e n s i c h von Anfang an sowohl auf d i e Ebene des 
Organismus a l s auf d i e des Moleküls. Neben L a b o r a t o r i u m s v e r ­
suchen an B a k t e r i e n ( m e s o p h i l e und p s y c h r o p h i l e ) , P r o t o z o e n , 
Hefen, n i e d e r e n Organismen, ab e r auch F i s c h e n k o n z e n t r i e r t e n 
s i c h * d i e b i o l o g i s c h e n S t u d i e n auf Probleme d e r D i f f e r e n ­
z i e r u n g , E n t w i c k l u n g s p h y s i o l o g i e , S t o f f W e c h s e l p h y s i o l o g i e und 
Ökologie n i e d e r e r und höher e n t w i c k e l t e r Organismen i n s i t u , 
d.h. im natürlichen oder s i m u l i e r t e n T i e f s e e b i o p t o p (* 2°C, 
Drücke b i s 1200 b a r ) . P h y s i k a l i s c h - b i o c h e m i s c h e E x p e r i m e n t e 
waren zunächst auf d i e Aufklärung d e r Hochdruck-Dena­
t u r i e r u n g bzw. - D e s a k t i v i e r u n g von P r o t e i n e n und Enzymen 
beschränkt. 
P h y s i k a l i s c h - c h e m i s c h b e t r a c h t e t , s e t z e n D r u c k e f f e k t e e n d l i ­
che R e a k t i o n s v o l u m i n a (AV) oder A k t i v i e r u n g s v o l u m i n a (AV*) 
v o r a u s . Für G l e i c h g e w i c h t s - und R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t s k o n ­
s t a n t e n g e l t e n d i e G l e i c h u n g e n 1 und 2; i n b e i d e n D e f i n i ­
t i o n e n w i r d das Gesamtsystem, einschließlich des Lösungsmit­
t e l s b e t r a c h t e t . D i e Druckabhängigkeit i s o l i e r t e r b i o c h e m i ­
s c h e r R e a k t i o n e n e r w e i s t s i c h d a b e i a l s ähnlich komplex w i e 
d i e Druckabhängigkeit d e r p h y s i k a l i s c h e n C h a r a k t e r i s t i k a des 
wässrigen Lösungsmittels wie Fluidität, Viskosität ( H i l l s , 
1972), Ionenleitfähigkeit ( H i l l s , 1972) und d e r t h e r m i s c h e 
A u s d e h n u n g s k o e f f i z i e n t ( F r a n k , 1970). Da a l l e d r e i P a r ameter 
b z g l . i h r e r T / P - P r o f i l e , Optimumskurven a u f w e i s e n , kann hoher 
h y d r o s t a t i s c h e r Druck sowohl s t a b i l i s i e r e n d , wie d e s t a b i l i ­
s i e r e n d auf b i o c h e m i s c h e Systeme w i r k e n ; d e r H o c h d r u c k e f f e k t 



s c h e i n t dann - j e nach Temperatur- eher von der S o l v a t a t i o n , 
a l s von den i n t r i n s i s c h e n E i g e n s c h a f t e n der v e r s c h i e d e n e n 
Zellkomponenten abzuhängen. B i o c h e m i s c h e P r o z e s s e können 
anomale D r u c k p r o f i l e m i t D e n a t u r i e r u n g s - D e s a k t i v i e r u n g s - R e a k -
t i o n e n b e i hohen Drucken oder aber m i t S c h u t z f u n k t i o n , j a 
sogar A k t i v i e r u n g a u f w e i s e n ( J a e n i c k e , 1981). D a r i n s p i e g e l t 
s i c h d i e f e i n r e g u l i e r t e Ausgewogenheit d e r schwachen i n t e r m o ­
l e k u l a r e n Wechselwirkungen, d i e j e g l i c h e r A r t von b i o c h e m i ­
s c h e r S t r u k t u r i n wässriger Lösung Stabilität v e r l e i h e n , 
w i e d e r . Druck b e w i r k t s t r u k t u r e l l e Änderungen i n P r o t e i n e n , 
d i e a l l g e m e i n g e s p r o c h e n , d u r c h V e r s c h i e b u n g des G l e i c h g e ­
w i c h t s ( A l l o s t e r i e ) und Volumenänderungen, d u r c h B i n d e n 
bzw. E n t l a s s e n von L i g a n d e n v e r u r s a c h t werden. D e s a k t i v i e r u n g 
von Enzymen e n t s t e h t aus Strukturänderungen, a l s o Denatu­
r i e r u n g und D i s s o z i a t i o n i n U n t e r e i n h e i t e n , oder a l s Einfluß 
auf den Reaktionsmechanismus d e r e n z y m a t i s c h k a t a l y s i e r t e n 
R e a k t i o n ( J a e n i c k e , 1983). B i s h e r l a g d e r Schwerpunkt d e r 
durchgeführten Hochdruckuntersuchungen auf d e r F r a g e s t e l l u n g , 
welchen Einfluß hohe Drücke auf L i g a n d e n b i n d u n g bzw. D i s s o -
z i a t i o n s - und A s s o z i a t i o n s r e a k t i o n e n ausüben. 
An E n z y m r e a k t i o n e n s i n d sowohl P r o t o n i e r u n g e n und D e p r o t o n i e -
rungen bzw. d i e Bindung oder D i s s o z i a t i o n von Koenzym b e t e i ­
l i g t . B e i d e R e a k t i o n s t y p e n s i n d m i t beträchtlichen Volumenän­
derungen verknüpft. D i e K a t a l y s e w i r d j e nach V o r z e i c h e n und 
B e t r a g der Werte für A V und A V * d u r c h Hochdruck beeinflußt. 
Es i s t e i n e R e i h e von B e i s p i e l e n bekannt, b e i denen b e i der 
B i l d u n g von Holoenzym aus Apoenzym und Koenzym A V s i g n i f i k a n t 
abnimmt, d.h. d i e B i l d u n g des binären Komplexes w i r d d u r c h 
Druckerhöhung begünstigt. Im Gegensatz dazu w e i s t LDH i n 
v e r g l e i c h b a r e n D r u c k b e r e i c h e n unveränderte Aktivität a u f ; 
d i e s stimmt m i t dem Befund, daß LDH zu jedem Z e i t p u n k t m i t 
S u b s t r a t gesättigt i s t , überein. E r s t b e i w e i t e r e r D r u c k e r ­
höhung auf 1200 b a r , fällt d i e Aktivität auf 0 ab. Der Grund 
für d i e s e n Aktivitätsverlust i s t d i e D i s s o z i a t i o n des T e t r a -
meren i n d i e U n t e r e i n h e i t e n (Schmid e t a l . , 1975). Auf der 
anderen S e i t e i s t für e i n e R e i h e monomerer Enzyme D r u c k a k t i ­
v i e r u n g b e s c h r i e b e n worden. D i e Beobachtung, daß Hochdruck 
monomere Enzyme a k t i v i e r t , o l i g o m e r e j e d o c h hemmt, i s t aber 
keineswegs von a l l g e m e i n e r Gültigkeit ( P e n n i s t o n , 1971). 
Ebenso s t e l l t d i e D i s s o z i a t i o n k e i n e n u n i v e r s e l l e n Mecha-



nisrnus für E n z y m d e s a k t i v i e r u n g e n u n t e r den Bedingungen, wie 
s i e i n d e r T i e f s e e h e r r s c h e n , d a r (Schmid e t a l . , 1975, 1978, 
1979). S t a b i l i s i e r e n d e Ionen, wie z. B. Phosphat v e r h i n d e r n 
d u r c h A u s b i l d u n g von Ionenpaaren oder d i e Verbrückung des 
d r e i d i m e n s i o n a l e n C-Gerüsts i n P r o t e i n e n d i e d e s a k t i v i e r e n d e n 
Auswirkungen von Hochdruck. I n diesem Zusammenhang kommt 
s t a b i l i s i e r e n d e n E f f e k t e n i n Form von NAD +, P y r i d o x a l p h o s p h a t 
o der (geladenem) S u b s t r a t Bedeutung z u , da b e i d e r D i s k u s s i o n 
von d r u c k i n d u z i e r t e n E f f e k t e n auf Wachstum und Z e l l t e i l u n g 
(Hemmung) ubiquitär i n d e r Z e l l e vorhandene Komponenten, wie 
Coenzyme und M e t a b o l i t e n m i t berücksichtigt werden müssen. 
E f f e k t e d i e s e r A r t , wie s i e an i s o l i e r t e n , h o c h g e r e i n i g t e n 
Enzymsystemen b e o b a c h t e t werden, t r e t e n j e d o c h b e i L i g a n d e n -
k o n z e n t r a t i o n e n , w ie s i e i n d e r i n t a k t e n Z e l l e v o r l i e g e n , 
n i c h t a u f (Schade e t a l . , 1980; Müller e t a l . , 1981; S e i f e r t 
e t a l . , 1985) . 
D i e E n t r o p i e - g e t r i e b e n e endotherme P o l y m e r i s a t i o n von TMV-
P r o t e i n kommt d u r c h W a s s e r a u s t r i t t z u s t a n d e ( J a e n i c k e & 
L a u f f e r , 1969). D i e s e r P r o z e s s w i r d wegen d e r Zunahme des 
p a r t i e l l e n s p e z i f i s c h e n Volumen b e i der A s s e m b l i e r u n g des 
TMV-Kapsomers d u r c h hohe Drücke gehemmt. Der i n t a k t e N u k l e o -
p r o t e i n - K o m p l e x w e i s t gegenüber Hochdruck höhere Stabilität 
a u f . Im oben Gesagten wurde d i e Komplexität d e r z u g r u n d e l i e ­
genden Mechanismen und der e n g e g e n s e i t i g e Abhängigkeit, d i e 
d i e Stabilität von P r o t e i n e n b e w i r k e n , h i n r e i c h e n d d a r g e ­
s t e l l t . 
Hemmende Einflüsse von Hochdruck auf zellulärer Ebene hängen 
wohl auch m i t d e r D e s a k t i v i e r u n g von Schlüsselenzymen zusam­
men ( Z o B e l l & Kim, 1972). Daneben e x i s t i e r e n e i n e V i e l z a h l 
zusätzlicher Mechanismen, über d i e Hochdruck Wachstum und 
Vermehrung, wie auch d i e G e s c h w i n d i g k e i t e n p h y s i o l o g i s c h e r 
Abläufe beeinflußt, b e i s p i e l s w e i s e : Änderungen im I o n i s a t i ­
o n s g r a d von P u f f e r s u b s t a n z e n , m i t dadurch b e d i n g t e r V e r ­
s c h i e b u n g des pH-Wertes ( D i s t & c h e , 1972), Änderungen i n d e r 
Cytoplasma-Viskosität bzw. E f f e k t e auf den S o l - G e l - Z u s t a n d 
( S l e i g h & Macdonald, 1972; Zimmermann, 1970; Macdonald, 
1984); Störungen d e r U l t r a s t r u k t u r g a n zer Z e l l e n oder von 
Z e l l b e s t a n d t e i l e n ( O r g a n e l l e n ) , wie z. B. F l a g e l l i n , oder 
Auswirkungen auf Z e l l t e i l u n g oder Z e l l w a n d b i l d u n g ( S c h r e i b e r 
& V i d a v e r , 1973); Einflüsse auf Membranpermeabilitäten und 



T r a n s p o r t s y s t e m e (Macdonald, 1984); B e e i n f l u s s u n g von DNA, 
R e p l i k a t i o n , T r a n s k r i p t i o n und P r o t e i n - B i o s y n t h e s e (Landau & 
Pope, 1980). D i e uns bekannten Druck- und T e m p e r a t u r k o e f f i ­
z i e n t e n b i o c h e m i s c h r e l e v a n t e r P r o z e s s e deuten d a r a u f h i n , 
daß d i e ökologische V e r t e i l u n g d er Organismen auf u n s e r e n 
P l a n e t e n v o r w i e g e n d d u r c h d i e Temperatur bestimmt i s t . Der 
Grund hierfür w i r d k l a r , wenn man t y p i s c h e Werte für A k t i v i e ­
r u n g s v o l u m i n a , wie s i e für Oberflächenwässer und d i e T i e f s e e 
c h a r a k t e r i s t i s c h s i n d v e r g l e i c h t . Der Übergang von 1 bar und 
20°C auf 200 bar und 2°C führt b e i einem T e m p e r a t u r u n t e r ­
s c h i e d von nur 18°C zu e i n e r Abnahme d e r R e a k t i o n s g e s c h w i n ­
d i g k e i t um 400%; hingegen b e w i r k t der D r u c k a n s t i e g l e d i g l i c h 
e i n e Verlangsamung um 12% (Low & Somero, 1975). Hochdruck 
gewinnt i n extremen B i o t o p e n w i e z. B. h y d r o t h e r m a l e n Q u e l l e n 
an Bedeutung, da das Leben an d i e Verfügbarkeit von Wasser 
gebunden i s t . Um Wasser im flüssigen A g g r e g a t z u s t a n d zu h a l ­
t e n i s t b e i den extremen Temperaturen hoher Druck e r f o r d e r ­
l i c h . I n diesem Zusammenhang i s t erwähnenwert, daß an extreme 
Bedingungen a d a p t i e r t e Enzyme gegenüber Hochdruck erhöhte 
Stabilität a u f w e i s e n , so z. B. LDH aus B. stearothermophilus, 

d i e b e i 2.8 k b a r noch n i c h t d e n a t u r i e r t (Müller e t a l . , 
1984). A n g e s i c h t s d i e s e r Befunde s t e l l t s i c h d i e F r a g e , ob 
n i c h t umgekehrt, m i t Hochdruck höhere Thermostabilität v e r ­
knüpft i s t . 
Wie b e r e i t s erwähnt, werden e i n e beträchtliche Z a h l von enzy-
m a t i s c h e n R e a k t i o n e n d u r c h Hochdruck b e s c h l e u n i g t , während 
ebenso e i n e V i e l z a h l gehemmt werden. I n v i v o k o o p e r i e r e n 
b e i d e E f f e k t e und führen daher i n u n t e r s c h i e d l i c h e m Ausmaß zu 
S t o f f w e c h s e l - E n t g l e i s u n g e n . A l l d i e s e E f f e k t e werden d u r c h 
d i e Dauer d e r Kompression, d i e Temperatur, chemische Zu­
sammensetzung des Mediums, den pH, d i e Salinität und d i e Kon­
z e n t r a t i o n d er S u b s t r a t e m i t beeinflußt. S i c h e r l i c h können 
a l l d i e s e Einflüsse von Hochdruck d u r c h e i n e e i n f a c h e E r ­
höhung d e r Temperatur oder d i e Veränderung e i n e s anderen 
Parameters n i c h t aufgehoben oder s o g a r umgekehrt werden, da 
a l l e Parameter an den n i c h t k o v a l e n t e n , schwachen W e c h s e l w i r ­
kungen i n u n t e r s c h i e d l i c h e r A r t und Weise a n g r e i f e n , z.B. 
e r f o r d e r t d i e D r u c k d e n a t u r i e r u n g e i n A u f b r e c h e n d i e s e r Wech­
s e l w i r k u n g e n i n e i n e r anderen R e i h e n f o l g e , a l s s i e b e i d e r 
H i t z e d e n a t u r i e r u n g b e o b a c h t e t wurde. 



A n d e r e r s e i t s i s t e i n e S t a b i l i s i e r u n g von MDH gegenüber hoher 
Temperatur d u r c h das E i n w i r k e n hoher Drücke b e s c h r i e b e n wor­
den. Ebenso g i b t es H i n w e i s e , daß d u r c h Hochdruck d e r Überle­
b e n s b e r e i c h von M i k r o o r g a n i s m e n i n R i c h t u n g auf höhere Tempe­
r a t u r e n v e r s c h o b e n w i r d ( M a r q u i s , & Matsumura, 1978). 
1983 b e r i c h t e t e n B a r o s s und Deming von " B l a c k smoker"-Bakte­
r i e n , d i e aus h y d r o t h e r m a l e n Q u e l l e n d e r T i e f s e e i s o l i e r t 
worden waren und b e i 250°C und einem Druck von 265 b a r wach­
sen s o l l t e n ; d i e V o r a u s s e t z u n g für das Wachstum s e i l e d i g l i c h 
d i e Verfügbarkeit von flüssigem Wasser. I n diesem Zusammen­
hang s t e l l e n s i c h zwei F r a g e n : 1. Werden Biomoleküle d u r c h 
hohe Drücke b e i extrem hohen Temperaturen s t a b i l i s i e r t und 
w i r d d a d u r c h d e r h y d r o l y t i s c h e Abbau d u r c h d i e r e l a t i v n i e d ­
r i g e n Drücke (265 b a r ) verzögert, bzw. vollkommen u n t e r ­
drückt? 2. Kann d u r c h Hochdruck d e r Überlebensbereich thermo-
p h i l e r M i k r o o r g a n i s m e n e r w e i t e r t werden, bzw. w i r d das Tempe­
r a t u r o p t i m u m (T Maximum) z u höheren Temperaturen v e r s c h o b e n ? 
D i e Überprüfung d e r Hypothese, ob d i e Verfügbarkeit flüssigen 
Wassers ( u n g e a c h t e t d e r extremen Temperatur von 300°C) d i e 
e i n z i g e V o r a u s s e t z u n g für Leben d a r s t e l l t , e r f o l g t e i n 
z w e i e r l e i R i c h t u n g . D i e obere Temperaturgrenze, an d e r l e b e n ­
de Systeme gerade noch e x i s t i e r e n können, w i r d d u r c h den 
h y d r o l y t i s c h e n Abbau i h r e r m o l e k u l a r e n B e s t a n d t e i l e f e s t g e ­
s e t z t . D i e P e p t i d b i n d u n g i n P r o t e i n e n , d i e P h o s p h o d i e s t e r -
Bindung und d i e N - G l y c o s y l b i n d u n g i n DNA und RNA und P y r o -
p h o s p h a t - N - G l y c o s y l b i n d u n g i n N u k l e o t i d e n wie ATP und NAD 
s i n d d i e w i c h t i g s t e n , d i e d e r h y d r o l y t i s c h e n S p a l t u n g u n t e r ­
w o r f e n s i n d . Der Abbau von Biomolekülen auf n i c h t h y d r o l y t i ­
schen Wege, wie D e c a r b o x y l i e r u n g und D e h y d r i e r u n g , s t e l l t 
e b e n f a l l s e i n e n k r i t i s c h e n F a k t o r d a r , d e r d i e obere Tempera­
t u r g r e n z e für Leben d e f i n i e r t . S i n d Biomoleküle u n t e r " B l a c k 
smoker"-Bedingungen s t a b i l ? 
K u l t u r v e r s u c h e von Thermotoga maritima u n t e r " B l a c k smoker"-
Bedingungen führten zu n e g a t i v e n E r g e b n i s s e n , l i e f e r t e n a ber 
i n t e r e s s a n t e H i n w e i s e . Nach d e r h y d r o t h e r m a l e n Behandlung d e r 
m i t Thermotoga maritima b e i m p f t e n Medien waren k e i n e Amino­
säuren mehr n a c h w e i s b a r . D i e im Chromatogramm n a c h w e i s b a r e n 
Peaks konnten k e i n e r d e r p r o t e i n o g e n e n Aminosäuren z u g e o r d n e t 
werden. D i e I n k u b a t i o n von Aminosäuren, P o l y g l y c i n und i n t a k ­
t e n Z e l l e n von Pyrodictium occultum (dem b i s h e r e x t r e m s t 



t h e r m o p h i l e n Organismus) u n t e r " B l a c k smoker"-Bedingungen 
führten zu d r a m a t i s c h e n M o d i f i k a t i o n e n und zum Abbau d e r 
e i n z e l n e n Aminosäuren, sowie z u r h y d r o l y t i s c h e n S p a l t u n g von 
P o l y g l y c i n s . P y r o d i c t i u m , das b z g l . s e i n e s Aminosäurereper-
t o i r s k e i n e r l e i B e s o n d e r h e i t e n a u f w e i s t , l i e f e r t u n t e r d i e s e n 
Extrembedingungen e x a k t d i e s e l b e n R e s u l t a t e . D i e von B a r o s s 
und Deming b e s c h r i e b e n e n zusätzlichen Peaks i n d e r Aminosäu­
r e a n a l y s e s i n d z w e i f e l s f r e i N i n h y d r i n - p o s i t i v e S p a l t p r o d u k t e 
von HEPES. B e i 250°C i s t d e r h y d r o t h e r m a l e Abbau natürlicher 
Aminosäuren b e i pH 7 (pH 2) b e r e i t s b e i 150°C (120°C) s i g n i ­
f i k a n t . E i n e n i n d i r e k t e n H i n w e i s , daß d i e Thermostabilität 
k r i t i s c h e r Z e l l b e s t a n d t e i l e für das Wachstum t h e r m o p h i l e r 
Organismen b e i hohen Temperaturen v e r a n t w o r t l i c h i s t und 
n i c h t d i e erhöhte Resynthese ( t u r n o v e r ) l i e f e r n d i e A k t i v i e ­
r u n g s e n e r g i e n des Wachstums, d i e im übrigen sowohl b e i p s y c h -
r o p h i l e n , m e s o p h i l e n und t h e r m o p h i l e n B a k t e r i e n s e h r ähnlich 
s i n d (Amelunxen & Murdock, 1978). K i n e t i s c h e Untersuchungen 
z u r h y d r o t h e r m a l e n Z e r s e t z u n g von Aminosäuren, P o l y g l y c i n und 
ganzer P y r o d i c t i u m - Z e l l e n z e i g e n e i n d e u t i g , daß d i e H a l b ­
w e r t s z e i t e n d e r H y d r o l y s e für das Wachstum von M i k r o o r g a n i s ­
men u n t e r " B l a c k smoker"-Bedingungen w e s e n t l i c h kürzer s i n d 
a l s d i e G e n e r a t i o n s z e i t d e r " B a r o s s - B a k t e r i e n " . Zu d e n s e l b e n 
R e s u l t a t e n kommt White (1984) b z g l . d e r Hydrolysestabilitä­
t e n von N u k l e o t i d e n , Z u c k e r b e s t a n d t e i l e n und P h o s p h o r d i e s t e r -
bindungen, d i e d i e S t r u k t u r von DNA und RNA ausmachen. Zusa­
mmengenommen z e i g e n d i e s e E r g e b n i s s e e i n d e u t i g , daß, d e r a r ­
t i g e Organismen b e i 300°C, unabhängig vom hohen Druck, k e i ­
n e s f a l l s e x i s t i e r e n können, s o f e r n s i e aus Biomolekülen wie 
P r o t e i n e n und Nukleinsäuren a u f g e b a u t s i n d . I n d e r Zw i s c h e n ­
z e i t i s t auch von T r e n t e t a l . (1984) g e z e i g t worden, daß 
Ba r o s s und Deming A r t e f a k t e n a u f g e s e s s e n s i n d . Extrem Thermo­
p h i l e s c h e i n e n k e i n e besonderen s t a b i l i s i e r e n d e n Schutzmecha­
nismen zu b e s i t z e n um i h r e Z e l l b e s t a n d t e i l e gegen H y d r o l y s e 
b e i hohen Temperaturen zu schützen; es muß demnach davon 
ausgegangen werden, daß d i e d e r z e i t bekannte o b e r s t e Tempera­
t u r g r e n z e von 110°C äußerst nahe an der maximalen Temperatur, 
an d e r Leben noch e x i s t i e r e n kann, l i e g t , da s i e d u r c h d i e 
chemische N a t u r d e r Biomoleküle, wie P r o t e i n e und Nukleinsäu­
r e n d e f i n i e r t i s t . Wenn schon Leben u n t e r s o l c h e x o t i s c h e n 
äußeren Umständen wie hohen Temperaturen b i s 300°C s e l b s t 



d u r c h das Anlegen hoher Drucke, n i c h t möglich i s t , b e s t e h t 
n i c h t dennoch d i e Möglichkeit, daß hoher h y d r o s t a t i s c h e r 
Druck i n der Lage i s t den T e m p e r a t u r t o l e r a n z b e r e i c h thermo-
p h i l e r M i k r o o r g a n i s m e n a u s z u w e i t e n ? 
D i e z e n t r a l e R o l l e des Wassers b e i a l l e n zellulären P r o z e s s e n 
schließt d i e T a t s a c h e e i n , daß das Hydronium-Ion b z g l . d e r 
Wachstums- und Vermehrungsgrenzen b e i a l l e n M i k r o o r g a n i s m e n 
(außer A c i d o - und A l k a l i n o p h i l e n ) den w i c h t i g s t e n F a k t o r 
d a r s t e l l t . D i e E f f e k t e d e r H 3 0 + - K o n z e n t r a t i o n auf d i e 
S t r u k t u r und F u n k t i o n von Makromolekülen i s t h i n r e i c h e n d 
bekannt. Stärkere Schwankungen des pH s i n d n o r m a l e r w e i s e 
t o x i s c h , da d e r pH-Wert z u Ladungsveränderungen an Z e l l o b e r ­
flächen bzw. Veränderungen des I o n i s a t i o n s g r a d s von M e t a b o l i ­
t e n und a n o r g a n i s c h e n Ionen führt. 
Wie w e i t e r v o r n e b e r e i t s d i k u t i e r t , beeinflußt hoher Druck 
d i r e k t P r o t o n i e r u n g s - und D e p r o t o n i e r u n g s - G l e i c h g e w i c h t e , 
b e w i r k t d a d u r c h i n u n z u r e i c h e n d g e p u f f e r t e n Medien pH-Ver­
s c h i e b u n g e n und schränkt den p H - B e r e i c h von M i k r o r o g a n i s m e n 
(sekundärer D r u c k e f f e k t a u f das Wachstum) e i n . 
Um primäre D r u c k e f f e k t e von Sekundäreffekten (wie z. B. Gas-
löslichkeit und pH) s e p a r i e r e n zu können, mußten zunächst d i e 
Anzuchtbedingungen von Mc. thermolithotrophicus im H i n b l i c k 
a u f d i e Probleme b e i Hochdruckuntersuchungen o p t i m i e r t wer­
den. D i e s war n i c h t u n p r o b l e m a t i s c h , da Mc. thermolithotro­

phicus d i e gasförmigen S u b s t r a t e H 2 und C 0 2 a l s e i n z i g e 
E n e r g i e q u e l l e nützt, d i e Gaslöslichkeiten aber b e k a n n t l i c h 
d u r c h d i e ( a n t a g o n i s t i s c h e n ) Parameter Temperatur und Druck 
e n t s c h e i d e n d beeinflußt werden. M i t dem A n s t e i g e n d e r gelös­
t e n C 0 2 - K o n z e n t r a t i o n im Medium s i n k t d e r pH-Wert. 
Zusätzlich übt Hochdruck auf d i e D i s s o z i a t i o n s k o n s t a n t e n 
schwacher Säuren e i n e n d i r e k t e n Einfluß gemäß 

AV 
ApH = 0.4343 . AP 

R.T 

aus. D i e Bestimmung der i n s i t u (65°C, 2 bar H 2/C0 2, 80:20) 
pH T o l e r a n z von Mc. thermolithotrophicus e r g i b t e i n e b r e i t e s 
Optimum um pH 6.5 m i t pH 5.5 a l s u n t e r e r und pH 7.5 b i s 8.0 
a l s o b e r e r Grenze. pH-Messungen u n t e r Hochdruck b e i 65°C i n 



Gegenwart bzw. i n Abwesenheit von gasförmigem C O 2 i n Medien 
m i t v e r s c h i e d e n e n P u f f e r s u b s t a n z e n l i e f e r t e n f o l g e n d e s E r g eb­
n i s : Dem m i t A c e t a t , C y s t e i n . H C l und V i t a m i n e n s u p p l e m e n t i e r -
t e n Minimalmedium muß HEPES i n e i n e r K o n z e n t r a t i o n von 120 mM 
a l s P u f f e r s u b s t a n z z u g e s e t z t werden. Das j e t z t a l s MG~-H 
b e z e i c h n e t e Medium fängt dann a l l e e r d e n k l i c h e n p H - V e r s c h i e ­
bungen, s e i e n s i e du r c h d i e Temperatur (65°C), d i e C 0 2 -
K o n z e n t r a t i o n oder d u r c h Hochdruck h e r v o r g e r u f e n , vollständig 
ab; damit i s t für Mc. thermolithotrophicus e i n i d e a l e s pH-
M i l i e u g e s c h a f f e n . D i e s s p i e g e l t s i c h i n den Erträgen nach 
D r u c k i n k u b a t i o n i n v e r s c h i e d e n e n Medien w i e d e r . Während i n 
u n z u r e i c h e n d g e p u f f e r t e n Medien b e r e i t s b e i Drücken < 50 b a r 
Wachstum und Vermehrung vollständig zum E r l i e g e n kommen, 
werden i n MG~-H b e i 65°C und 500 b a r o p t i m a l e Erträge e r ­
z i e l t . Daß es s i c h b e i d i e s e n E r t r a g s t e i g e r u n g e n (500 b a r 
gegenüber 1 b a r ) um d r u c k b e d i n g t e Sekundäreffekte, h e r v o r g e ­
r u f e n d u r c h d i e v e r b e s s e r t e S u b s t r a t v e r s o r g u n g (CO2, H 2) 
han d e l n könnte, w i r d d u r c h Löslichkeitsdaten ( C 0 2 , H 2, CH 4) 
bzw. d u r c h A n a l y s e d e r für Wachstum e r f o r d e r l i c h e n S c h w e l l ­
k o n z e n t r a t i o n e n von W a s s e r s t o f f a u s g e s c h l o s s e n . Mc. thermoli­

thotrophicus erfährt b e i 65°C b e i 500 bar e i n e D r u c k a k t i ­
v i e r u n g um F a k t o r 6 ± 2 gegenüber Atmosphärendruck. D i e 
o p t i m a l e n Wachstumsbedingungen s i n d : 3 ml b e i m p f t e s MG~-H + 7 
ml H 2/C0 2 (80:20) u n t e r einem Gasdruck von 4 b a r , 65°C und 
500 b a r . D i e s e s E r g e b n i s w i r d d u r c h d i e E r s t e l l u n g von 
Wachstumskurven i n Abhängigkeit von Druck und Temperatur 
bestätigt. Das Wachstum b e i 65°C und 500 b a r gegenüber 65°C 
und Atmosphärendruck i s t b e s c h l e u n i g t , während b e i n i c h t ­
o p t i m a l e n Temperaturen (56°C bzw 75°C) Druckhemmung i n den 
Vo r d e r g r u n d t r i t t . D i e s e Hemmeffekte werden d u r c h m o r p h o l o g i ­
sche Veränderungen, d.h. Z e l l d e f o r m a t i o n e n u n t e r s t r i c h e n ; 
z.B. f i n d e t man b e i 65°C und 700 bar anomal große Z e l l e n , d i e 
k e i n e Querwände ei n g e z o g e n haben, b e i 65°C und Drücken > 10 00 
bar h e r r s c h e n " M i n i z e l l e n " v o r . 
Zusammenfassend l a s s e n d i e s e E x p e r i m e n t e d i e Aussage z u, daß 
zumindest im F a l l e von Mc. thermolithotrophicus Hochdruck den 
T e m p e r a t u r t o l e r a n z b e r e i c h n i c h t s i g n i f i k a n t v e r b r e i t e r t , d.h. 
Mc. thermolithotrophicus hat s e i n Temperaturoptimum sowohl 
u n t e r Hochdruck a l s auch b e i Atmosphärendruck an d e r - s e l b e n 
S t e l l e , nämlich b e i der Temperatur von 65°C; ebenso l i e g e n 



T T n a x u n t e r Hochdruck und Atmosphärendruck b e i d e n s e l b e n Wer­
t e n . W e i t e r h i n geht aus den Daten k l a r h e r v o r , daß Mc. ther­

molithotrophicus am Temperaturoptimum b e i 65°C gegenüber 
Hochdruck am widerstandsfähigsten i s t . E r t r a g und Wachs­
t u m s g e s c h w i n d i g k e i t werden b e i 65°C und 500 bar sogar erhöht. 
J e w e i t e r d i e Temperaturen vom T-Optimum e n t f e r n t s i n d ( i n 
b e i d e R i c h t u n g e n 56° <- 65°C 75°C) um so stärker w i r k t s i c h 
d e r hemmende Einfluß von Hochdruck auf Wachstum und V e r ­
mehrung aus. B i s zu diesem Punkt w e i s t Mc. thermolithotro­

phicus gegenüber den von anderen A r b e i t s g r u p p e n u n t e r s u c h t e n 
B a k t e r i e n , t r o t z des günstigen R e a k t i o n s v o l u m e n s d e r N e t t o ­
s t o f f w e c h s e l - B i l a n z b z g l . des D r u c k / T e m p e r a t u r v e r h a l t e n s we­
n i g B e s o n d e r h e i t e n a u f . 
E i n e n H i n w e i s , daß b e i I n k u b a t i o n u n t e r Hochdruck Verände­
rungen und U m s t e l l u n g e n i n der Z e l l e v o r s i c h g e h e n , l i e f e r t e n 
E x p e r i m e n t e b e i 56°C und 220 b a r ( n i c h t o p t i m a l e Bedingungen) 
s o f e r n S u b s t r a t (H2/CO2, i n u n t e r s c h i e d l i c h e n K o n z e n t r a t i o ­
nen) z u r Verfügung s t a n d . Werden d i e Z e l l e n 70 h b e i 56°C i n 
Abwesenheit von S u b s t r a t i n k u b i e r t , so w e i s e n s i e weder 
l i c h t - , noch f l u o r e s z e n z - und e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h Abnor­
mitäten a u f . W i r d j e d o c h S u b s t r a t angeboten, a l s o d i e Mög­
l i c h k e i t z u r A u f r e c h t e r h a l t u n g von StoffWechselvorgängen 
gewährleistet, dann z e i c h n e n s i c h d i e Z e l l e n nach 6 h d u r c h 
erhöhte Labilität gegenüber mech a n i s c h e r Beanspruchung bzw. 
0 2 aus. P a r a l l e l zu d i e s e n m o r p h o l o g i s c h e n Veränderungen 
verläuft d i e Wachstumskurve; s i e s i n k t b e i 56°C und 220 b a r 
nach 6 h u n t e r d i e A n i m p f d i c h t e ab, führt aber dann, s o f e r n 
a u s r e i c h e n d S u b s t r a t z u r Verfügung s t e h t , zu Z e l l d i c h t e n von 
5-10 7 Z e l l e n p r o ml. Werden d i e Z e l l e n 24 h b e i 56°C und 220 
bar v o r i n k u b i e r t , anschließend i n f r i s c h e s Medium überimpft 
und dann w i e d e r b e i 56°C und 220 b a r g e h a l t e n , so erhält man 

o 
Wachstumskurven m i t Z e l l d i c h t e n von 1.10 Z e l l e n p r o m l , ohne 
daß d e r K u r v e n v e r l a u f e i n e n K n i c k nach 6 h a u f w e i s t . Werden 
d i e 24 h b e i 56°C und 220 bar v o r i n k u b i e r t e n S u s p e n s i o n e n von 
Mc. thermolithotrophicus hingegen 48 h im Kühlschrank a u f b e ­
wahrt, dann nach u b e r i m p f e n w i e d e r 56°C b e i 220 b a r ausge­
s e t z t , so f i n d e t man den "ursprünglichen" K u r v e n v e r l a u f m i t 
einem K n i c k nach 6 h. D i e s e s V e r h a l t e n könnte auf z w e i e r l e i 
A r t erklärt werden: 



- Durch Inhomogenität der K u l t u r ( M i s c h p o p u l a t i o n ) d.h. es 
werden während des Ex p e r i m e n t s b a r o t o l e r a n t e V a r i a n t e n h e r -
a u s s e l e k t i o n i e r t . 
- Durch U m s t e l l u n g des Z e l l - S t o f f w e c h s e l s , wie z.B. Enzymin­
d u k t i o n e n , um Mc. t h e r m o l i t h o t r o p h i c u s i n d i e Lage zu v e r ­
s e t z e n , hohe Drücke unbeschadet t o l e r i e r e n zu können; daß 
s i c h d i e Z e l l e n während d i e s e r U m s t e l l u n g s p h a s e d u r c h b e s o n ­
dere Labilität a u s z e i c h n e n e r s c h e i n t n i c h t u n w a h r s c h e i n l i c h . 
Zur Uberprüfung d i e s e r Hypothesen wurde das Aminosäuremuster 
von Proben, d i e b e i 65°C und 500 bar gezogen wurden m i t 
K o n t r o l l e n b e i 65°C und Atmosphärendruck v e r g l i c h e n . Neben 
dem extrem hohen G e h a l t an Arg (37.4%) i n den d r u c k b e h a n d e l ­
t e n Proben t r i t t nach 6 h I n k u b a t i o n b e i 500 b a r e i n zusätz­
l i c h e r Peak, der b e i d r u c k u n b e h a n d e l t e n K o n t r o l l e n nur a n s a t ­
z w e i s e a n gedeutet i s t , m i t e i n e r Flächenzunahme um « 500% i n 
den V o r d e r g r u n d . Obwohl d i e S t r u k t u r d i e s e r V e r b i n d u n g d u r c h 
GC/MS-Kopplung n i c h t aufgeklärt werden k o n n t e , s t e h t f e s t , 
daß es s i c h um e i n primäres Amin h a n d e l t , das äußerst h y d r o ­
p h i l e E i g e n s c h a f t e n a u f w e i s t ( e v t l . e i n H y d r o l y s e p r o d u k t aus 
P o l y a m i n e n ) . D i e p r o z e n t u a l e n A n t e i l e von T h r , L y s und I l e i n 
den d r u c k b e h a n d e l t e n Proben s i n d e b e n f a l l s erhöht. D i e beson­
dere W i c h t i g k e i t von A r g , Thr und A l a wurden im Zusammenhang 
m i t d e r Thermostabilität von Enzymen aus m e s o p h i l e n im V e r ­
g l e i c h m i t t h e r m o p h i l e n Organismen von J a e n i c k e (1981) aus­
führlich d i s k u t i e r t . Möglicherweise l i e g e n d i e Verhältnisse 
b z g l . d e r Druckanpassung ähnlich; d i e Abnahme von A l a i n den 
d r u c k i n k u b i e r t e n Proben mag im Antagonismus von Druck und 
Temperatur l i e g e n . So könnte d u r c h Hochdruck im Zusammenwir­
ken m i t hoher Temperatur b e i t h e r m o p h i l e n Organismen A l a 
gegen I l e a u s g e t a u s c h t werden. Das A u f t r e t e n d e r Aminkompo-
nente könnte auf d i e E x i s t e n z von s t a b i l i s i e r e n d e n F a k t o r e n 
( d i e k e i n e P r o t e i n n a t u r b e s i t z e n ) u n t e r Hochdruck h i n d e u t e n . 
D e r l e i konnte im F a l l t h e r m o p h i l e r Organismen n i c h t nachge­
wie s e n werden. E i n e n w e i t e r e n H i n w e i s könnte d e r U n t e r s c h i e d 
i n den F l u o r e s z e n z s p e k t r e n der bedrückten und n i c h t bedrück­
t e n Z e l l h y d r o l y s a t e l i e f e r n . 
Nachdem d u r c h SDS PAGE abgeklärt worden war, daß s i c h b e i 
wachsenden Mc. thermolithotrophicus K u l t u r e n u n t e r Normalbe­
dingungen das P r o t e i n m u s t e r im V e r l a u f d e r Wachstumskurve 
n i c h t verändert, wurden r a d i o a k t i v m a r k i e r t e Z e l l e x t r a k t e 



nach I n k u b a t i o n b e i 65°C und 500 bar m i t K o n t r o l l e n ( u n t e r 
Standardbedingungen) auf SDS-Gelen v e r g l i c h e n . U n t e r 
Hochdruck t r i t t e i n Komplex von P r o t e i n e n m i t einem 
M o l e k u l a r g e w i c h t um 38 0 00 a u f , d e r u n t e r Normalbedingungen 
vollständig f e h l t . D i e Auswertung von O ' F a r r e l l - G e l e n z e i g t , 
daß s i c h d i e P r o t e i n m u s t e r u n t e r Hochdruck und Atmosphä­
r e n d r u c k b z g l . e i n e r R e i h e von P r o t e i n e n d r a s t i s c h u n t e r ­
s c h e i d e n . D i e j e n i g e n P r o t e i n e , d i e u n t e r Hochdruck neu s y n ­
t h e t i s i e r t werden, z e i c h n e n s i c h d u r c h e i n e n i s o e l e k t r i s c h e n 
Punkt von 9 - 1 0 aus und s i n d f o l g l i c h s t a r k b a s i s c h . Zwar 
wurden von Thomm (1981) und C h a r t i e r e t a l . (1985) b a s i s c h e , 
Histon-ähnliche P r o t e i n e auch b e i A r c h a e b a k t e r i e n b e s c h r i e ­
ben; j e d o c h f u g t s i c h e i n e Neusynthese d e r a r t i g e r , d i e DNA 
s t a b i l i s i e r e n d e r P r o t e i n e , n i c h t i n das B i l d d e r b i s h e r beka­
nnten H o c h d r u c k e f f e k t e auf d i e Nukleinsäurestruktur. Wegen 
des p o s i t i v e n V o r z e i c h e n s des R e a k t i o n s v o l u m e n s d e r Dena­
t u r i e r u n g w i r d d i e n a t i v e S t r u k t u r d e r DNA d u r c h hohe Drücke 
s t a b i l i s i e r t ; e i n e Z u s a t z s t a b i l i s i e r u n g d u r c h H i s t o n e e r ­
s c h e i n t i n diesem Zusammenhang überflüssig. Es i s t d e n k b a r , 
daß S t r u k t u r e n während d e r T r a n s k r i p t i o n ( L i g a s e n ) bzw. 
T r a n s l a t i o n u n t e r Hochdruck s t a b i l i s i e r t werden müssen. E.-
c o l i Ribosomen d i s s o z i i e r e n b e r e i t s b e i Drücken um 100 bar i n 
i h r e U n t e r e i n h e i t e n ( S c h u l z e t a l . , 1975, 1976). A n g e s i c h t s 
d i e s e r Befunde könnte e i n e S t a b i l i s i e r u n g des Ribosomen 
(Protein-RNA)-m-RNA-t-RNA-Komplexes ( n e g a t i v e Ladungen) d u r c h 
b a s i s c h e , i n d e r Z e l l e a l s K a t i o n e n v o r l i e g e n d e P r o t e i n e 
gegenüber Hochdruck e r f o r d e r l i c h e r s c h e i n e n . E n t s p r e c h e n d d e r 
anfangs erwähnten T a t s a c h e , daß d e r Druck a l s Parameter a u f 
d i e Z e l l e a l s Ganze w i r k t , b e t r e f f e n H o c h d r u c k e f f e k t e das 
äußert komplexe Gesamtgefüge der Z e l l e . Überlegungen, d i e 
Aufklärung a l l g e m e i n e r S t r u k t u r p r i n z i p i e n d e r B a r o p h i l i e 
b e t r e f f e n d ( s i e dürften wie im F a l l e d e r T h e r m o p h l i e wegen 
der K l e i n h e i t d e r zusätzlichen S t a b i l i s i e r u n g s e n e r g i e n eben­
sowenig a u f z u z e i g e n s e i n ) , s o l l t e n s i c h künftig w i e d e r , von 
der Komplexität des Gesamtorganismus weg, auf d i e m o l e k u l a r e 
Ebene zurückverlagern. So i s t b i s heute d e r s p e z i f i s c h e An­
passungsmechanismus, d i e b e i d e n v a r i a b l e n Druck und Tempe­
r a t u r b e t r e f f e n d , nach wie v o r vollkommen u n k l a r . E i n S c h r i t t 
zu w e i terem Verständnis d e r g e g e n s e i t i g e n Abhängigkeit von 
Temperatur und Druck auf das Wachstum von M i k r o o r g a n i s m e n und 



der e v t l . d a z u nötigen S c h u t z m e c h a n i s m e n wäre z. B. d i e 
I s o l i e r u n g und d i e Sequenzanalyse der b e i Mc. thermolithotro­

phicus d u r c h Hochdruck i n d u z i e r t e n P r o t e i n e . Mc. Jannaschii, 

e i n m i t Mc. thermolithotrophicus auf e n g e s t e v e r w a n d t e s A r -
c h a e b a k t e r i u m wurde aus d e r T i e f s e e i s o l i e r t ; es wächst b e i 
85°C o p t i m a l . D i e T a t s a c h e , daß Mc. Jannaschii aus e i n e m 
H o c h d r u c k - H o c h t e m p e r a t u r - B i o t o p stammt, g i b t z u r V e r m u t u n g 
Anlaß, daß d i e oben b e s c h r i e b e n e n b a s i s c h e n P r o t e i n e a l s 
F o l g e e i n e r langdauernden Anpassung an das Leben b e i 85°C und 
hohen h y d r o s t a t i s c h e n Drücken, i n großer Menge aus K u l t u r e n , 
b e i Atmosphärendruck i s o l i e r t w e r d e n können. E b e n s o s o l l t e 
d er V e r s u c h , e i n e n e x t r e m t h e r m o p h i l e n Gärer, w i e z. B. 
Thermotoga maritima auf d i e P r o t e i n v e r t e i l u n g u n t e r Hochdruck 
und u n t e r Atmosphärendruck zu u n t e r s u c h e n l o h n e n ; d i e P r o b ­
leme, d i e m i t d e r Handhabung gasförmiger S u b s t r a t e a u f t r e t e n , 
f a l l e n h i e r b e i weg. D i e A n z u c h t ließe s i c h i n großvolumigen 
A u t o k l a v e n a l s Kulturgefäßen im Litermaßstab d i r e k t durchfüh­
re n . D i e Strukturaufklärung des zusätzlich a u f t r e t e n d e n Amin-
peaks m i t t e l s NMR und GCMS s o l l t e g e l i n g e n , wenn z u r D e t e k -
t i o n e i n e a n d e r e D e r i v a t i s i e r u n g s t e c h n i k , d i e s t a b i l e P r o ­
d ukte l i e f e r t , h e r a n g e z o g e n w i r d ; o d e r d i e D e r i v a t i s i e r u n g 
m i t OPA z u r Peakzuofdnung nach der Säule e r f o l g t . D i e chemi­
sche < S t r u k t u r d i e s e r V e r b i n d u n g könnte d i e Hypothese u n t e r ­
stützen, daß u n t e r H o c h d r u c k z u r S t a b i l i s i e r u n g v o n Z e l l b e ­
s t a n d t e i l e n , im G e g e n s a t z z u r T h e r m o p h i l i e , Moleküle, d i e 
n i c h t der S u b s t a n z k l a s s e d e r P r o t e i n e angehören, s t a b i l i s i e ­
renden Einfluß ausüben. 



D i e v o r l i e g e n d e A r b e i t m i t dem T i t e l "Hochdruckuntersuchungen 
an t h e r m o p h i l e n B a k t e r i e n " i s t i n d r e i A b s c h n i t t e g e g l i e d e r t : 
1. d i e O p t i m i e r u n g und E n t w i c k l u n g von K u l t u r t e c h n i k e n b e i 
ex t r e m hohen Temperaturen und Hochdruck u n t e r Verwendung von 
gasförmigen S u b s t r a t e n . 
2. d i e Frag e nach d e r oberen T e m p e r a t u r g r e n z e für Leben. 
3. d i e F r a g e , ob H o c h d r u c k den T e m p e r a t u r t o l e r a n z b e r e i c h 
t h e r m o p h i l e r A r c h a e b a k t e r i e n a u s w e i t e t . 
Nachdem d i e H o c h d r u c k a p p a r a t u r e n auf Temperaturen b i s 400°C 
a u s g e l e g t waren, wurde e i n e K u l t u r t e c h n i k für Methanogene a uf 
den gasförmigen S u b s t r a t e n H 2/C0 2 u n t e r Hochdruck e n t w i c k e l t . 
A l s Kulturgefäße wurden g a s d i c h t e , f l e x i b l e N i c k e l t u b e n v e r ­
wendet . 
I n s o l c h e n Gefäßen wurden dann d i e E x p e r i m e n t e z u r h y d r o t h e r ­
malen Stabilität ("Black smoker" Bedingungen) von Biomolekü­
l e n durchgeführt. Aminosäuregemische, P o l y g l y c i n und g a n z e 
Z e l l e n des " p y r o p h i l e n " A r c h a e b a k t e r i u m s Pyrodictium occultum 

wurden b e i 250°C und 260 b a r anaerob i n k u b i e r t . ' Das E r g e b n i s 
d i e s e r V e r s u c h e i s t : Biomoleküle U b e r s t e h e n " B l a c k s m o k e r " 
Bedingungen k e i n e s f a l l s unbeschadet. D i e Hypothese von B a r o s s 
& Deming, daß d i e Verfügbarkeit von flüssigem Wasser, ungea­
c h t e t d e r e x t r e m hohen T e m p e r a t u r e n (300°, 265 b a r ) d i e 
a l l e i n i g e V o r a u s s e t z u n g für Leben d a r s t e l l t , i s t nach d i e s e n 
E x p e r i m e n t e n u n h a l t b a r . D i e obere T e m p e r a t u r g r e n z e i s t wahr­
s c h e i n l i c h s e h r nahe am T e m p e r a t u r m a x i m u m v o n Pyrodictium 

occultum b e i 110°C a n z u s i e d e l n . 
Zur Klärung d e r Frage ob Hochdruck den Überlebensbereich von 
M i k r o o r g a n i s m e n b z g l . d e r T e m p e r a t u r a u s z u w e i t e n v e r m a g , 
wurde das t h e r m o p h i l e A r c h a e b a k t e r i u m , Mc. thermolithotro­

phicus, das s e i n e S t o f f W e c h s e l e n e r g i e aus d e r R e a k t i o n 
4H 2 + C 0 2 CH 4 + 2H 20 

( n e g a t i v e s AV) v e r w e n d e t . D i e o p t i m a l e W a c h s t u m s t e m p e r a t u r 
u n t e r N o r m a l b e d i n g u n g e n (2 b a r H 2 / C 0 2 ohne e x t e r n e n D r u c k ) 
beträgt 65°C. Da d i e C 0 2 K o n z e n t r a t i o n und H o c h d r u c k den pH 
Wert des Mediums e r h e b l i c h v e r s c h i e b e n können, wurde nach pH 
Messungen u n t e r i n s i t u B e d i n g u n g e n (65°C, 2 b a r H 2 / C 0 2 und 
u n t e r Hochdruck b i s 1000 bar) e i n s u p p l e m e n t i e r t e s M i n i m a l m e ­
dium u n t e r Z u s a t z v o n 120 mM HEPES (MG~H) für d i e f o l g e n d e n 



Hochdruckuntersuchungen verwendet. 
Die B e s t i m m u n g des E r t r a g s und d i e A u s w e r t u n g von Wachs­
tumskurven e r b r a c h t e n f o l g e n d e E r g e b n i s s e : Hochdruck w e i t e t 
den T e m p e r a t u r t o l e r e n z b e r e i c h n i c h t aus. Das T e m p e r a t u r ­
optimum von 65°C v e r s c h i e b t s i c h u n t e r H o c h d r u c k n i c h t . B e i 
d i e s e r T e m p e r a t u r i s t d i e T o l e r a n z von Mc. thermolithotro­

phicus gegenüber H o c h d r u c k am größten. B e i 500 b a r und 65°C 
wurden s o g a r E r t r a g s s t e i g e r u n g e n und B e s c h l e u n i g u n g des 
Wachstums (gegenüber Standardbedinungen) b e o b a c h t e t (3ml MG~H 
+ 7 ml H 2/C0 2, 4 b a r , ohne e x t e r n e n Druck); b e i n i c h t - o p t i m a ­
l e n T e m p e r a t u r e n (56°, 70° und 75°C) s o w i e b e i 65° (P > 700 
bar) t r e t e n d r u c k - und zeit-abhängig Z e l l d e f o r m a t i o n e n auf. 
B e i H o c h d r u c k i n k u b a t i o n (65°, 500 bar) werden gegenüber S t a n ­
dardbedinungen auffällige Veränderungen b e o b a c h t e t : 
E m i s s i o n s s p e k t r e n von bedrückten und nicht-bedrückten Z e l l h y -
d r o l y s a t e n z e i g e n V e r s c h i e b u n g e n des Maximums; d e r p r o z e n ­
t u a l e A n t e i l b a s i s c h e r Aminosäuren i s t b e i den bedrückten 
Proben s t a r k erhöht. Im Aminosäuremuster b e i 500 bar und 65°C 
t r i t t n a c h I n k u b a t i o n > 6 h e i n primäres A m i n ( b e i O r t h o -
p h t h a l a l d e h y d - D e r i v a t i s i e r u n g a u f " r e v e r s e d p h a s e " z w i s c h e n 
Asp und G l u ) i n den V o r d e r g r u n d . U n t e r H o c h d r u c k t r e t e n 
g r a v i e r e n d e Veränderungen im P r o t e i n m u s t e r auf. SDS PAGE und 
O ' F a r r e l G e l e z e i g e n d i e I n d u k t i o n e i n e r R e i h e s t a r k b a s i ­
s c h e r P r o t e i n e ( I s o e l e k t r i s c h e r Punkt b e i 9.5 - 10) m i t e i n e r 
Häufung um 38 kDa u n t e r Hochdruck (65°C, 500 b a r ) . D i e ch e m i ­
sche Natur d i e s e r Verbindungen und de r e n R o l l e im Z e l l s t o f f ­
w e c hsel müssen d u r c h weiterführende U n t e r s u c h u n g e n geklärt 
werden. 
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