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HOCHDRUCKUNTERSUCHUNGEN AN THERMOPHILEN BAKTERIEN

I.Allgemeiner Teil

1.Einfihrung

Seit den Anfdngen der Bakteriologie gegen Mitte des vorigen
Jahrhunderts standen beinahe ausschlieBlich solche Organismen
im Mittelpunkt der mikrobiologischen Forschung, die ihren
Lebensraum mit dem Menschen teilen. In erster Linie sind hier
die Krankheitsérreger anzufihren, Bodenbakterien oder aber
Mikroben, die zur Produktion von Nahrungsmitteln, Chemikalien
und Pharmaka einsetzbar sind und dadurch technologische Be-
deutung erlangt haben. Der GroB8teil dieser Mikroorganismen-
gruppen ist gekennzeichnet durch die Ahnlichkeit ihrer Wachs-
tumsanspriche hinsichtlich der physikochemischen Parameter
Temperatur und Druck. ~Im Vergleich zu kosmischen Verhdltnis-
sen zeichnen sich die meisteh, bislang untersuchten, terre-
strischen und aquatischen Biotope durch gemdBigte Tempera-
turwerte aus. Dasselbe gilt fur den ©o©kologischen Faktor
Druck, der zudem zeitlich konstant ist. Aktives tierisches,
pflanzliches und mikrobielles Leben (mit Einschrdnkungen) ist
auf einen engen Temperaturbereich, der sich von etwa -2 bis
+50°C erstreckt, beschrdnkt. Die Zahlenangaben geben in die-
sem Falle nicht die klimatischen Verhdltnisse wieder, sondern
die tatsdchliche Temperatur im Organismus (Schmidt-Nielsen,
1975).

2.Extrembiotope, Baro-und Thermophilie

Erst in allerjiingster Zeit ist es gelungen, 1in die extremen
Biotope unseres Planeten vorzudringen und Untersuchungsmate-
rial fir geologische, mikrobiologische, aber auch biochemi-
sche Fragestellungen zu gewinnen. Die Entwicklung der bendo-
tigten technischen Hilfsmittel wie 2z.B. geeigneter Tauch-
boote, Vorrichtungen und Gerdtschaften zum Aufspﬁren und zur



anschlieBenden Entnahme von Boden-und Wasserproben (unter
hohen hydrostatischen Dricken und sehr hohen Temperaturen)
war hierfir Voraussetzung (Macdonald u. Luyendyk, 1981; Tabor
et al., 1981; Jannasch et al., 1984; Colwell u. Tabor, 1982).

2.1. Tiefsee und Barophilie

Mit einem Volumen von 1,37 = 109 km3

machen auf der Erde die
Wassermassen der Ozeane mit durchschnittlichen Meerestiefen
von 3800 m (P = 380 bar) den groB8ten Teil der Biosphdre aus.
Hoher hydrostatischer Druck (P > 1000 bar), niedrige Tempe-
ratur (2 - 4°C), absolute Dunkelheit und Nahrungsknappheit
kennzeichnen die extremen Tiefen (Macdonald, 1975; Marshall,
1979). Obwohl sich friihere Expeditionen lediglich auf ausge-
dehnte Bereiche der Abyssalzone beschrd@nkten (2000 - 6000 m;
Regnard, 1891), ist seit einiger Zeit erwiesen, daB8 trotz der
extremen Bedingungen, selbst in den gro8ten Tiefen, (z.B.
Marianengraben, 11034 m) Lebewesen angetroffen werden, neben
Mikroorganismen vorzugsweise Wiirmer, Muscheln, Crustaceen,
Mollusken und Fische (Bruun, 1951 u. 1956; Marshall, 1954).
Angesichts dieser O©kologischen Befunde stellte sich die
Frage, ob die in der Tiefsee lebenden Organismen an die
physikalischen und erndhrungsphysiologischen Bedingungen 1in
besonderer Weise angepaBt sind oder nicht. Die Existenz tat-
sdchlich "barophiler" Lebewesen war bis vor kurzem kontrovers
(ZoBell u. Morita, 1957; Kriés, 1962; ZoBell, 1970, Morita,
1972; Marquis, 1976; Marquis u. Matsumura, 1978).

Der Terminus "Barophilie", der zuerst von ZoBell und Johnson
(1949) eingefiihrt worden ist, wird heutzutage in zweierlei
Weise gebraucht:

- Optimales Wachstum wird erst bei Driicken oberhalb 1 bar
(Wachstum auch bei Normaldruck und bei P > Atmospha-
rendruck) beobachtet (Erhohtes Wachstum als Folge von ver-
besserter Substratversorgung unter Druck (Gasldslichkeit 1)
fdallt nicht unter diese Definition).

- Erhohter Druck ist fiir Wachstum und Vermehrung absolut
erforderlich (bei Atmosphdrendruck keinerlei Wachstum).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Wachstums von Mikro-
organismen in Abhdngigkeit vom hydrostatischem Druck: das
Schema basiert auf den bisher verfiligbaren Daten.

A: Barotoleranz unterschiedlichen AusmaB8es Uber verschiedene

Druckbereiche.

B: Barophilie

C: Obligate Barophilie

D: Kontinuierliche Wachstumsabnahme bei Druckerhohung

In Abb. 1 sind die Verhdltnisse zur Verdeutlichung nach
Jannasch (1984) schematisch dargestellt. Wachstum und metabo-
lische Aktivitdt natiirlich vorkommender Mikroorganismenpopu-
lationen, wie auch die Vermehrung von Reinkulturen sind bis
zu einem gewissen Grade "barotolerant". Mit anderen Worten:
. Bakterien sind in der Lage, erhohte hydrostatische Driicke
unterschiedlicher HOhe bis zu artspezifischen Maximalwerten

zu tolerieren.



Der eindeutige Beweis fir die Existenz von barophilen Bakte-
rieﬁ wurde erstmals 1979 von A.A. Yayanos gemeinsam mit A.S.
Dietz und R.Van Boxtel erbracht, als es gelang durch An-
wendung einer Verdinnungstechnik in Silica-Gel Medium, das
reichlich mit organischen N&hrstoffen supplementiert war
(Dietz und Yayanos, 1978) einen Spirillen-&dhnlichen Mikroor-
ganismus aus 5000 m Tiefe zu isolieren. Wachstum und Ver-
mehrung mit einem breiten Optimum um 500 bar wurden bis 1000
bar beobachtet, mit einer Verdopplungszeit von 8 - 9 h bei
2 - 4°C. Dpas 30 - fach verlangsamte Wachstum bei 1 bar ( 2 -
4°C ) gegeniiber den Optimalbedingungen ( 500 bar, 2 - 4°C )
beweist den barophilen Charakter dieses Organismus eindeutig.
Aus einem Amphipoden, der im Marianengraben ( ca. 10050 m
Tiefe ) gefangen wurde, isolierten dieselben Autoren einen
“"Obligat Barophilen": Mit einer Generationszeit von 33 h
wdchst dieser Stamm relativ gut bei 1000 bar und 2°c, vergli-
chen mit den optimalen Wachstumsparametern ( Generationszeit
25 h ) bei 690 bar. Bei hydrostatischen Dricken kleiner 350
bar bleiben Wachstum und Vermehrung v©llig aus, d.h. erhohter
Druck ist unbedingt erforderlich. Von Deming wurden weitere
Barophile aus dem Gastrointestinaltrakt von Amphipoden und
das Sediment bewohnenden Holothurien isoliert (Deming und
Colwell, 1982 Deming und Colwell, 1982 a: Deming et al.
1981).

Bemerkenswert 1ist in diesem Zusammenhang, daB8 die oben be-
schriebenen Mikroorganismen, sowie auch sehr viele baroto-
lerante Stdmme im psychrophilen Bereich gefunden werden. So
ist an dieser Stelle noch unklar, ob eine positive Korrela-
tion zwischen niedrigen Temperturen ( 2 -4°C) und Barophilie
bzw. obligater Barophilie bestehen mu8 (Yayanos et al. 1982;
Jannasch und Taylor, 1984 )

2.2. Hochtemperaturbiotope und Thermophilie

Die Verfigbarkeit flilissigen Wassers 1ist eine essentielle
Voraussetzung fir Leben. Die bislang bekannten extrem Thermo-
philen wurden allesamt im Laufe des letzten Jahrzehnts aus
submarinen Hydrothermalfeldern und vulkanischen Quellen des
Festlands isoliert wie z.B. aus Solfatarenfeldern sowie aus

kochenden Schlamm - und WasserlSchern. Auch anthropogerne




Hochtemperaturgebiete wie Uberlaufwdsser von Geothermalkraft-
werken, HeiBwasserbohrungen oder auch schwelende Kohlehalden
sind Biotope fiir extrem Thermophile, die fast ausschlieB8lich
zu den Archaebakterien gehoren (Brock, 1978; Stetter, 1985;
Stetter u. Konig, 1983). Das bislang extremst thermophile
Bakterium ist Pyrodictium occultum. Es gedeiht in Laborkultur
optimal bei 105°C, hat eine obere Wachstumsgrenze von 110°,
stellt aber Wachstum und Vermehrung bei Temperaturen unter
82°C vollstdndig ein (Stetter et al. 1983 )

In diesem Zusammenhang muB8 betont werden, da8 extrem Thermo-
phile unbedingt hohe Temperaturen zum Wachstum bendtigen und
daher im mesophilen Bereich keinerlei Aktivitat zeigen.

Da Thermophilie kein taxonomisches Xriterium darstellt,
beruht die allgemein akzeptierte Kategorisierung in thermoto-
lerant, thermophil und extrem (extremst) thermophil auf ziem-
lich willkiirlich gewdhlten Kardinaltemperaturen (Sonnleitner,
1983;). Heinen nannte extrem thermophile Bakterien wie Ba-
cillus caldolyticus, B.caldotenax und B.caldovelox '"caldo-
aktiv" (Heinen und Heinen, 1972 ), Aragno hingegen bezeich-
nete alle Organismen als thermophile Bakterien sobald die
Wachstumstemperatur {iber 45°C lag. Diese starre Methode zur
Klassifizierung kann zu formalen Problemen fiihren, so beil
B.caldolyticus der aus einer 84°C heiBen Quelle isoliert
wurde. DaB8 B. caldolyticus aber bei 105°C kultivierbar sei
(Heinen u. Lauwers, 1981), ist heute widerlegt (KOnig, person
liche Mitteilung). Die angefiihrten Beispiel zeigen,' wie
unklar und verschwommen die Terminologie thermophiler
Organismen ist. Die thermophile Grenze beil 55-60°C ist will-
kilrlich gewdhlt; die Orientierung an Kardinaltemperaturen
erscheint wenig sinnvoll (Brock, 1986). In der Tabelle 1 wird
eine Einteilung nach der optimalen Wachstumstemperatur
versucht.



Tabelle 1: Einteilung der Bakterien nach der optimalen
Wachstumstemperatur.

Bezeichnung Topt

psychrophil < 20°C

mesophil > 20°C < 42°C
thermophil > 42°C < 79°C
extrem thermophile > 79°C < 100°C
pyrophil * iber dem Siedepunkt

des Wassers

* Stetter (personliche Mitteilung).

Um wdssrige Kulturmedien auf 105 bzw.110°C zu bringen, mu8ten
Heinen und Stetter die Wachstumsexperimente bei leichtem
Uberdruck (P > 1 bar) ausfiihren.




2.3. Hydrothermale Felder: Korrelation von extremer Thermo-

und Barophilie

Die heiBen Quellen in der Tiefsee wurden bei der Suche nach
vulkanischer Aktivitdt, wie sie die Theorie der Plattentekto-
nik'voraussagte, an marinen Verwerfungszonen entdeckt (Wil-
liams et al. , 1974; Lister 1977; Edmond et al., 1982; Rona
et al. , 1984). An diesen Zonen, die sich 25000 Meilen iiber
Atlantik, Pazifik und den Indischen Ozean erstrecken, gerdt
frisch ausgetretene Lava in Kontakt mit Meerwasser, das in
Erdspalten bis in einige Kilometer Tiefe, eindringt. Die
Berihrung mit dem iber 350°C heiBen Basalt verwandelt das
Meerwasser 1in eine hydrothermale Fliissigkeit, in welcher
molekularer Wasserstoff, H,S und Methan angereichert sind.
Vermischt sich die aufsteigende Fliissigkeit mit sauerstoff-
haltigem Meerwasser, so tritt sie als "warme Quelle" am
Meeresgrund, gegen den dort herrschenden hydrostatischen
Druck mit 8 - 23°C und einer Geschwindigkeit von 1 - 2 cm
sec'1 wieder aus. Findet keine Vermischung statt, so spricht
man von "heiBen Quellen" (Schlote, weiBe und schwarze Rau-
cher). Die Wassertemperatur betrdgt dann ca. 350°C bel
Driicken von 250 -300 bar und einer Ausstromgeschwindigkeit
von 2 m sec'l. Warme Quellen konnen Sauerstoff enthalten oder
auch nicht, heiBe Quellen hingegen sind immer anoxisch (Jan-~
nasch und Taylor, 1984 )

In der Umgebung der warmen Quellen bei 8 - 20°C ist die
Bakterienflora &uBerst reichhaltig und vielfdltig, so daB die
Isolierung von z.B. Schwefeloxidierern, Manganoxidierern und

einem thermophilen Methanogenen gelang ( Topt = 86°C ) (Jan-
nasch, 1984; Jones et al. , 1983 ). Dennoch ist es der Arbei-
tsgruppe um Jannasch bisher niemals gegliickt, Zellen 1in
heiBen Emissionen (338 - 350°C ) nachzuweisen (Epifluoreszenz
und ATP - Bestimmung) (Jannasch, 1985 ). Bei der Studie von
Baross und Deming (1983), in der bakterielle Mischpopulati-
onen, die aus einem "heiB8en" Raucher (306°C ) isoliert wurden
und unter einem hohen hydrostatischen Druck ( 265 bar ) erst
bei 250°C optimal wachsen sollen, stellt sich unmittelbar die
Frage, ob es sich bei diesem Befund um Kontaminationen oder
Artefakte handelt. Ob durch den hohen hydrostatischen Druck

das Temperaturoptimum zu solch extrem hohen~Temperaturen hin



verschoben werden kann, bedarf immer noch der Bestdtigung.
3. Thermostabilitdt und Hochdruck

Untersuchungen von ZoBell und Johnson ( 1949 ) zeigen eindeu-
tig, daB mesophile Bakterien bei hoheren Temperaturen ( 20 -»
40° ) gegeniiber Hochdruck weniger empfindlich sind. Will man
Druckeffekte untersuchen, dann ist es unbedingt notwendig
Temperaturen genau zu spezifizieren.
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Abb. 2: Wachstumsertrag von E.coll Kulturen bei Atmosphd-
rendruck (@), 100 atm (A) und 200 atm (®) in Abhdngigkeit
von der Wachstumstemperatur (nach Marquis, 1976).

Hoher hydrostatischer Druck ist in der Lage, das Temperatur-
optimum mesophiler Organismen um ein paar Grad Celsius 2zu
hoheren Temperaturen hin zu verschieben (Marquis und Mat-
sumura, 1978). Malatdehydrogenase aus B. stearothermophilus
( Topt = 559C ) weist noch bei 105°C enzymatische Aktivité&t
auf; dies aber nur bei einem Druck von 1700 bar (Morita und
Mathemeier, 1964; Morita, 1972). "



3. 1. Allgemeine Druckeffekte auf chemische Reaktionen

Die meisten chemischen Reaktionen gehen mit Volumendnderungen
einher, da 1in der Regel die Summe der partiellen molaren
Volumina der Edukte nicht identisch ist mit der Summe der
partiellen molaren Volumina der Produkte.

Aufgrund des Braun - le Chatelier’schen Prinzips (s.u.) tre-
ten Druckwirkungen immer dann auf, wenn chemische Reaktionen
mit Volumendnderungen verkniipft sind. In der Hochdruckchemie

werden zwel Arten der Volumendnderung betrachtet:

- Das Reaktionsvolumen AV

- Das Aktivierungsvolumen & V¥

Beide gehen in die folgenden Beziehungen ein, die 2zugleich
die Moglichkeit zu ihrer experimentellen Bestimmung erkennen

lassen:
d 1In K AV
( )p = - ( 1)
aPp R.T
3 1In k a V¥
( )p = - « 2)
3P R.T
K = Gleichgewichtskonstante,
k = Geschwindigkeitskonstante,
R = allg. Gaskonstante ( 82,06 ml . atm / mol . Ok ),
T = abs. Temperatur in °K,
P = Druck.



Zur Herleitung dieser Beziehungen aus thermodynamischen
Grundgleichungen sei auf Weale (1967), Johnson und Eyring
(1970 ) und Schmid (1977) verwiesen.
Wenn sowohl A V als auch a V* unabhdngig vom Druck sind, dann
sollte nach Gleichung 1 und 2 die Auftragung von 1ln K (1ln k)
gegen P eine Gerade mit der Steigung

AV a V¥

(- )

R.T R.T

ergeben.

(In k)

K

In

Abb. 3: Auftragung des natirlichen Logarithmus der Gleichge-

wichtskonstanten (bzw. Geschwindigkeitskonstanten) gegen den
Druck.

In biologischen Systemen ist dies die Ausnahme, da a V
druckabhdngig ist; es treten in dieser Auftragung fast immer
Abweichungen von der Idealitdt auf, da sich die Kompressibi-
litdten der Edukte und Produkte in der Regel unterscheiden.
Trotz dieser Abweichungen sind Ao V und A V¥ ein geeignetes
quantitatives MaB8 zur Beurteilung der Druckabhdngigkeit che-
mischer sowie biologischer Prozesse.

In der Barobiologie verwendet man gewodhnlich die integrierten
Formen obiger Gleichungen, um a V und a V* aus MeBdaten zu

berechnen, welche man bei Atmosphdrendruck und entsprechenden
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hoheren Driicken gewonnen hat:

2,30 R.T Kq

AV = log —— ( 3 )
P -1 Kp
2,30 R.T kl

A V* = log —— ( 4)
P -1 kp

Ky und Kp = Gleichgewichtskonstante unter Atmosphdrendruck
und unter erhthtem Druck.

kq und kp = Geschwindigkeitskonstante unter Atmosphdrendruck
und unter erhdhtem Druck.

Nach dem Braun - le Chatelier’schen Prinzip liegt bei Reak-
tionen, die wunter Volumenzunahme (positives A V) verlaufen
das Gleichgewicht auf der Seite der Edukte; bei Volumenab-
nahme (negatives A V) auf der Seite der Produkte. Ebenso
fiihrt positives A V* zu einer Verlangsamung, negatives a V¥
zu einer Beschleunigung der Reaktion. Die Gleichungen 2 und 4
sind auf jeden beliebigen Proze8 anwendbar, sofern man in der
Lage ist, Geschwindigkeitsdaten zu gewinnen:; es lassen sich
also auch fir so komplexe Reaktionen, wie sie bei Bakterien-
wachstum und Biolumineszenz vorliegen, Aktivierungsvolumina
bestimmen.Ihre molekulare (mechanistische) Deutung bereitet
allerdings oft groBe Schwierigkeiten (Le Noble, 1967:; Asano
u. Le Noble, 1978). Im Gegensatz zum Aktivierungsvolumen sind
die Reaktionsvolumina der direkten Messung durch Dilatometrie
oder Dichtebestimmung unmittelbar zugdnglich, sofern das

Reaktionsvolumen druckunabhdngig ist.
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In Tab. 2 ist eine Auswahl von Anderungen des Reaktionsvolu-

mens, die biologische Bedeutung besitzen,

cke, 1981, 1983).

Tabelle 2: Volumendnderungen (AV) die mit biochemisch wichti-
gen Reaktionen (25°C) assoziiert sind.

aufgelistet (Jaeni-

Reaktion Beispiel AV (cms.mol™1)
Neutralisation H™+OH™ > H,0 + 21.3
oder Ionenpaar-Bildung CD32'+2H+ > HOO3'+H+ - HyCO4 + 25.5
Protein-C00 +H" » Protein-COOH + 10.0
Protein-NH3 +OH™ » Protein-NH,+H,0 + 20.0
H-Briicken-Bildung (HCCOH)Z in HyO - 4.
Poly-L-Lysin (Helix-Bildung) - 1.
Poly (A+U) (Helix-Bildung) + 1.
Hydrophobe Solvatation (CHg)Hexan @ (CHg) H)O - 22.7
Protein Assoziation Quellen von Elastin in HyO - 6.0
(pro Untereinheit) Tubulin (Propagation) + 90.0
Ribosom (E.coli, 30 S + 50 S » 70 S) + 240.0
Protein-Denaturierung Myoglobin (pH 5, 20°C) - 98.0
oder Dissoziation IDH (Mg »> 4M) - 390.0

A Fiir DNA-Denaturierung: 0 - 2.7 ans.mol™} (pro Basenpaar)
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Im Gegensatz zu der Auffassung, daB8 Druck auch in biologisch
relevanten Bereichen die Eigenschaften des Wassers merklich
beeinfluBt (Drost - Hansen, 1972) zeigen neuere Unter-
suchungen, daB8 die wohlbekannten Anomalien des Wassers beil
diesen Driicken erhalten bleiben, ohne daB8 sich die Solvata-
tionseigenschaften dndern (Lang und Lidemann, 1982).

Wie aus Tab.2 zu entnehmen ist, sind es vorraﬁgig die sog.
schwachen Wechselwirkungen, die jeglicher Art von Biopolyme-
ren Struktur, Stabilitdt und Funktionalitdt verleihen, die
durch hohe hydrostatische Driicke beeinfluB8t werden.

Die Auswirkungen von Druck und Temperatur auf Proteine und
Enzymsysteme wurden von Jaenicke ( 1981 ) ausfiihrlich dis-
kutiert.

3.2. Druck - Temperaturbeziehung bei Biopolymeren

Wirde man naiverweise die ideale Gasgleichung auf Biopolymere
anwenden, so miBte man eine reziproke Beziehung zwischen
den Parametern Druck und Temperatur erwarten. Druck und Tem-
peratur sollten antagonistisch wirken. Selbst bei isolierter
Betrachtung nur der schwachen Wechselwirkungen gilt diese
Abhdngigkeit nicht (Suzuki u. Taniguchi, 1972).

Tab. 4 gibt Beispiele fiir das Vorzeichen von A V und A H fir
3 Bindungstypen wieder:

Wechselwirkung Vorzeichen A V Vorzeichen A H

H - Briicken - -

Hydrophobe WW +(a) +(b)
Ionische WW + + oder -
(a) : Vorzeichen von A V kehrt sich bei Driicken iiber 1000 bar

bzw. 3000 bar um.

(b) : Vorzeichen fiir A H kehrt sich bei Temperaturen > 65°C um.
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Behandelt man nun die Wirkung von P und T im Hinblick auf
komplexe Systeme wie Biopolymere, Organelle oder ganze Orga-
nismen, so dirfte es schwer fallen, die Auswirkungen auf
Stoffwechsel, Stuktur, Wachstum und Vermehrung von Mikroorga-
nismen abzuschdtzen. Hinzu kommt, daB8 die Aktivierungsvolu-
mina wichtiger Stoffwechselreaktionen unterschiedliche Vor-
zeichen haben konnen. Biochemische Reaktionen lassen sich

beziglich ihrer Druckabhdngigkeit in 3 Gruppen einteilen:
1. Druckabhidngige Reaktionen mit negativem & V* - Wert
2. Druckabhdngige Reaktionen mit positivem a V¥ - Wert

3. Druckunabhdngige Reaktionen ohne Nettodnderung des
Volumens.

Die Gruppenzugehorigkeit wird vorrangig bestimmt durch die
Struktur der Ausgangsstoffe und die Strukturen der "aktivier-

ten" Ubergangskomplexe.
Da sich diese Strukturen je nach Temperatur veradndern kodnnen,
bedeutet dies, daB8 der Druck - Jje nach Temperatur - auf ein

einzelnes Enzym alle drei genannten Auswirkungen haben kann.
Die Summation der Folgen von

- unterschiedlichen Druckeffekten auf verschiedene Enzyme und
- unterschiedlicher Druckabhdngigkeit jedes einzelnen Enzyms

bei verschiedenen Temperaturen wirkt sich gravierend auf den
Stoffwechsel aus (Hochachka u. Somero, 1980).

4. Zielsetzung

Im AnschluB8 an Druckuntersuchungen an Enzymen als isolierte
Zellbestandteile (Jaenicke u. Koberstein, 1968; 1971;
Schmid, 1977; Schade, 1979; Miiller, 1981; Seifert, 1984 ) lag
es nahe, den EinfluB8 hoher Driicke auf die komplexe Gesamtheit
der Zelle eines einfachen Organismus zu untersuchen. Voraus-

setzung hierfiir war die Umriistung des bereits vorhandenen
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Instrumentariums bzw. die Entwicklung neuer Kulturtechniken
unter Hochdruck und bei hohen Temperaturen, da bisher aus-
schlieBlich psychro - und mesophile Bakterien beziiglich der
Korrelation von Druck und Temperatur untersucht worden sind.
Zundchst einmal stand das Wachstumsverhalten von thermophilen
und extrem thermophilen Archaebakterien im Vordergrund. Da
sich aus Marquis‘'und ZoBells’ Arbeiten die Tendenz abzeich-
nete,da8 sich beim Einwirken von Hochdruck das Temperaturop-
timum bzw. das T-maximum zu hoheren Werten hin verschiebt,
bot dies einen weiteren Anreiz fiir Hochdruckuntersuchungen an
extrem Thermophilen, 2zumal bei der Anwendung hoher hydrosta-
tischer Driicke im Zusammenwirken mit hohen Temperaturen 2zu-

sdtzliche Probleme auftreten konnen, wie Pyrolyse von orga-
nischen Verbindungen oder die Entstehung von toxischen Pro-
dukten. Nach dem spektakuldren Bericht von Baross und Deming,
der weltweit Aufsehen erregte und sogar zu den "Sieben Welt-
wundern" der Neuzeit gerechnet wurde (Thomas, 1983) bestand
eine weitere Herausforderung darin, 2zu sehen, wo die obere
Temperaturgrenze fiir Biomolekiile und Organismen anzusetzen
ist. DaB8 derartige Fragestellungen durchaus praktische Be-
deutung haben, sei an drei Beispielen kurz skizziert:

Das Interesse der Biotechnologen konzentriert sich in letzter
Zeit hauptsdchlich auf den Einsatz extrem thermophiler Orga-
nismen, um z.B. Kontaminationen zu vermeiden, Kiuhlprobleme
auszurdumen, Produktivitdat zu steigern (Q19) . Mischungsprob-
leme zu verringern (herabgesetzte Viskositdt des Mediums) und
somit im Endeffekt den Produktionsproze8 2zu beschleunigen
und zu verbilligen.

Die Vorteile extrem thermophiler Bakterien bzw. ihrer Enzyme
gegeniiber mesophilen, in biotechnologischer Hinsicht, werden
von Lijungdahl et al. (1981), de Rosa et al.(1980), Zeikus
(1979 ), Zeikus et al. (1980) und Brock (1986) 1in aller
Ausfiihrlichkeit aufgelistet.

Kommerzielles Interesse an baro - thermophilen Mikroorganis-
men zum Zwecke der Erdolfordeung gab der Erdol - Mikrobiolo-
gie 1in den letzten Jahren neuen Aufschwung (Bubela, 1978;
Herbert und Gilbert 1984).
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II. Experimenteller Teil

1. Chemikalien

Sofern erhdltlich, wurden Substanzen von hochster Reinheit
verwendet; die Herstellung der Kulturmedien erfolgte mit
Chemikalien vom Reinheitsgrad p. A. Es wurde ausschlieB8lich
quarz - bidestilliertes Wasser benutzt.

Von Amersham (Braunschweig) wurde 14¢ markiertes NaHCO3 bezo-
gen; fir die Aminosdurepyrolyse - Experimente unter hydro-
thermalen Bedingungen stammte der Aminosdurestandard Typ H
von der Firma Benson (Reno). ILKB (Minchen) 1lieferte die
Ampholine ©pH 3,5 - 10 bzw. S - 7 zur iscelektrischen Fokus-
sierung. Desoxyribonuclease I aus Rinderpankreas und Tris von
Boehringer (Mannheim) wurden bei der 2 D - Elektrophorese
verwendet.

Weitere Bezugsquellen waren:

Agfa Gevaert (Leverkusen) fiir Rodinal

BioRad fir Molekulargewichtsmarker

Fluka (Neu Ulm) fiir Essigsdure, Triethylamin, Mercaptoetha-
nol, Ethanthiol, Glutaraldehyd, Formaldehyd, Brij 35, Aga-
rose, Cystein.HCl.Hzo, Acetonitril fir HPLC, Orthophthaldial-
dehyd, Aminosdurekit kristallin, und Ovalbumin aus getrock-
neten Hihnereiern.

Serva (Heidelberg) fir Acrylamid, Bisacrylamid, SDS, Bromphe-
nolblau, Citrullin und Ornithin.

Sigma (Minchen) fiir Hepes, Aminosdurestandard AA - S - 18,
HC1l (5 N) constant boiling, Silbernitrat, C02 - Diagnostic
kit, Molekulargewichtsmarker Typ high und low, Ribonuclease
aus Rinderpankreas und Nonidet P 40.

Roth (Karlsruhe) fir DTE und Harnstoff.

Zinsser Analytic GmbH (Frankfurt) fir Acetonitril (HPLC -
Grade) und Quickszint 212.

Alle Substanzen die dariber hinaus verwendet wurden, stammten
von Merck (Darmstadt).
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2. Gerdate
2.1. pH Messung
Zur routinemdBigen pH Messung standen folgende Gerdte und

Elektroden zur Verfiigung:
WIW pH Digi 510 (Wissenschaftlich - Technische Werkst&tten),

Prdzisions - pH - Meter Typ pH 34 (Knick), ¢ 60 pH Meter
(Beckmann), Digital - pH - Meter Typ 643 (Knick), 405 - MS -
6343 a 120 und Lot - 405 - M 3, pH 1..... 11, 0°- 70°C (In-
gold).

2.2. Zentrifugen

Kleine Volumina wurden in einer Beckmann Microfuge TM 11,
groBere Volumina in einer Sorvall RC - 5 - B mit Rotor SS 34
bzw. GSA zentrifugiert.

2.3. Kompensationsschreiber

W + W Recorder Tarkan (W + W Electronic Inc.) und Servogor S.

2.4. Densitometer zum Scannen von Gelen

Quick Scan Densitometer (Desaga) und Ultroscan Laser - Densi-
tometer mit Apple II b (LKB) und Drucker (Epson).

2.5. Netzgerdte fir Elektrophorese und Elektrofokussierung

Power Supply 5007200 (Desaga) und Electrophdresis Power
Supply Model 493 (Instumental Specialities Company) .

2.6. Szintillationszdhler

LS 7000 Microprocessor controlled (Beckman).

2.7. Spektralphotometer

Cary 118 fir Absorptionsspektren, zur Densitometrie der Bak-

teriensuspensionen wurden verwendet:
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Spectronic 710 (Bausch & Lomb), Spectrophotometer UV - 110 -
02 (Shimadzu): ein Fluoreszenz Spectrophotometer MPF - 44 A
(Perkin Elmer) wurde zur Prifung der ReaktionsgefdBe auf

Dichtigkeit herangezogen.

2.8. Hochdruckapparaturen

2.8.1. Druckerzeugung und Druckiibertragung

Bei den Screening-Experimenten bzw. den Versuchen zur Er-
tragsbestimmung wurden die bereits vorhandenen Einrichtungen,
wie von Schmid (1977) und Miller (1981) beschrieben, verwen-
det. Neben dem von Schade (1979) entwickelten Autoklaven
wurde zusdtzlich ein kommerzieller Autoklav (High Pressure
Equipment) eingesetzt. Druckkapillaren, Druckventile und
Spindelpressen stammten ebenfalls von High Pressure Equip-
ment. Als Druckiibertrdgermedien dienten entweder eine 1 : 1
Mischung von Petrolether (100 - 140) mit Dialla (Shell) oder
Ethylenglycol.

2.8.2. Druckmessung

Je nach den gewiinschten Druckverhdltnissen waren die verwen-
deten Manometer der Firma Wika (Klingenberg) von der Giite-
klasse DIN 0,6 fiir Maximaldrucke von 60, 250, 400, 600 und
1600 bar ausgelegt. Fiir Dricke > 250 bar wurde ein Manometer
mit einer Genauigkeit von 0,1 %, Solid Front - CM - 31784
(Heise) zugeschaltet.

2.8.3. Temperierung
Die Thermostatisierung erfolgte entweder direkt im Trocken-
schrank oder, wie von Schmid (1977) beschrieben, mittels

eines Thermostaten vom Typ T 52 (Haake), bzw. durch elektri-
sche Beheizung.

2.9. Temperaturmessung

Bei jedem Experiment wurde die aktuelle Temperatur (T) im
Inneren des Autoklaven mit einem Chromel - Alumel Thermoele-
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ment, Thermocoax CA 4 S 500 mit fertigbearbeiteten Anschliis-
sen (Philips, Kassel) wd@hrend des gesamten Versuchsverlaufs
gemessen und Uber einen Kompensationsschreiber registriert.

(Referenz: To im Eisbad).

3. Hilfsmittel zur Anzucht der Mikroorganismen

Serumflaschen, Glas Typ III (Bormioli), Rollrandr&hrchen aus
Borosilicat - Glas (Schott), Chlorbutylkautschuk - Stopfen
(Bellco Glas), Steilbrustflaschen und Siliconstopfen (Labor-
center), Einmalspritzen (Ersta bzw. Primo) mit Sterikan Kanii-
len (Luer, Braun - Melsungen), Sterilfilter 0,2 um (Sarto-
rius), Anaerobenkammer (Coy Laboratory Products Inc.), Vaku-
umpumpe ES 50 (Edwards), Magnetventile (Festo), Gase und
Gasgemische (Linde).

4. Herstellung der Kulturmedien

Alle Medienbestandteile, auBer das Reduktionsmittel Na,sS,
wurden in Steilbrustflaschen eingewogen und in ca. 950 ml H,0
gelost. 'Um unerwinschtes Entweichen von HyS 2zu vermeiden,
wurde das Na;S erst unmittelbar vor dem Erreichen des gewiin-
schten pH - Wertes zugesetzt. Mit Ausnahme von MGF - Medium
wurde bei allen iibrigen Kulturmedien der pH mit 50 %-iger
H,SO4 (bei MGF mit 50 % -iger H,CO, eingestellt; anschlieB8end
wurde auf 1 1 aufgefiillt. Um strikt anaerobe Verhdltnisse zu
schaffen, wurden alle Medien bis zur volligen Entfdrbung des
Redoxindikators Resazurin mit N, begast. Das Abfillen der
Medien (20 bzw. 10 ml) in die KulturgefdBe (Serumflaschen
und Rollrandrohrchen) erfolgte in einer Anaerobenkammer in
einer Atmosphdre aus 95 % N, und 5 % H, (Formiergas) unter
geringem Uberdruck. Serumflaschen und Rollrandrohrchen wurden
mit Chlorbutylkautschuk - Stopfen verschlossen. AuBerhalb der
Anaerobenkammer wurden die Stopfen mit Aluminiumkappen gesi-
chert. Der Gasaustausch erfolgte nach dreimaligem Evakuieren
an einer Gasstation (Balch et al. , 1979) vor dem Sterilisie-
ren. Alle Medien, auBer MGF und MMS, wurden mit einem Gasge-
miéch aus 80 % Hy und CO, bei einem Druck von 2 bar uberschi-
chtet. Bel MGF bestand die Gasphase aus 80 % N, und 20 % COy;

19



bei MMS entweder aus Njp / CO, (80 : 20) oder aus reinem
Stickstoff. Mit Ausnuhme des Mediums fir Pyrodictium, wurden
alle Kulturmedien bei 121°C und 2 bar 20 min. sterilisiert;

SME wurde 60 min. inkubiert.

5. Kulturmedien (Angaben jeweils fiir 1 L)

5.1. Fir Methanococcus thermolithotrophicus

a):MG, pH 6,9

KC1l 0,34 g
MgCl,.6H,0 4,30 g
MgSOy, - THyO 3,45 9
NH,4C1 0,25 g
CaCl,.2H,0 0,14 g
KyPOy 0,14 g
NaCl 18,00 g
NaHCO4 10,00 g
NaAc . 1,00 g
*Mineralienelexier 10,00 ml
* Vitamine 10,00 ml
Fe(NH4)2(SO4)2.7H20 (0,2%) 1,00 ml
Resazurin 1,00 ml
L-Cystein +0,50 g
Hefeextrakt 2,00 g
Pepton aus Casein,
tryptisch verdaut (Merck) 2,00 g
Na,S.9H,0 0,50 g
Ho0 ad 1,00 L

b):MG™, pH 6,9

Enthdlt alle Bestandteile von MG, auBer Hefeextrakt und Pep-
ton.
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c):MGG, pH 6,9

Enthdlt alle Bestandteile von MG , auBer NaAc, Cystein und

Vitaminen.

*. **Mineralienelexier und Vitamine nach Balch et al. (1979)

d) :MGF, pH 6,5

Enthdlt sdmtliche Bestandteile von MG, wobei KH,PO, Jjedoch
durch 0,14 g K,HPO, ersetzt wurde. Ferner wurden 15.00 g Na-
Formiat und Spuren von Na,WO, und Na,SeO3 zugesetzt. Die pH
Einstellung auf 6,5 erfolgte mit 50% -iger Ameisensdure.Die
Gasphase bestand aus N,/CO, (80:20) bei einem Druck von 2
bar.

%* . N .
Mineralienelexier

Titriplex I 1,50 g
MgSOy4 - TH7O 3,00 g
MnSOy - 2H,0 ‘ 0,50 g
NaCl 1.00 g
FeS0y4.7H,0 0,10 g
CoS04 . 6H)O 0,10 g
CaClz.ZHZO 0,10 g
ZnS0y4 0,10 g
CuSO4.5H20 10,00 mg
AlK(SOy4)» 10,00 mg
H3BO3 ’ 10,00 mg
Na2M004.2H20 10,00 mg
Hy0 ad 1,00 L

Der pH wurde mit KOH auf 6,5 eingestellt.
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**Vitamine

D(+)-Biotin 2,0 mg
Folsdure 2,0 mg
Vitamin B4 5,0 mg

" Bz 5,0 mg

" Bg 10,0 mg

" By 0,1 mg
Nicotinsdure 5,0 mg
Pantothensdure 5,0 mg
Paraaminobenzoesdure 5,0 mg
D, L «x-Liponsdure 5,0 mg
Hy0 ad 1,0 L

Die Losung wurde im Dunkeln bei 4° gelagert.

5.2. Fir Methanothermus fervidus

a): MM, pH 6,5

Mineralien 1% 37.5 ml
Mineralien 2** 37,5 ml
Ni(NHg4)2(S04)o (0,2%) 1,0 ml
FeS04.7Hy0 (0,2%) 1,0 ml
Mineralienelexier 10,0 ml
Resazurin (0,1%) 1,0 ml
(2-Mercaptoethansulfonsdure (0,1%) 10,0 ml)
NaHCO; 6,0 g

NaZS.9H20 0,5 g

H,0 ad 1,01
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b): MS, pH 6,5

Enthalt alle Bestandteile wvon MM und ist zusdtzlich

supplemeniert mit:

NaAc 5,0 g
Hefeextrakt (Merck) 2,0 g
Pepton (Merck) 2,0 g
L-Cystein . HCl .H,0 0,5g
Vitaminen 10,0 ml

*Mineralien 1:

K,HPO, 6,0 g
H,O

*#* Mineralien 2:

KH, POy 6,0 g
(NHg) 2S04 ' 6,0 g
NaCl 12,0 g
Na,S04.7H,0 2,4 g
CaC12.7H20 1.6 g
H,O ad 1,0 L

5.3. Fir Pyrodictium occultum

Meerwasser, synthetisch (Budelmann)®* 500 ml
Hy0 500 ml
Mineralienelexier + 0,02% Ni(NHg),(SO4) 10 ml
Resazurin (0,1%) 1 ml
Zitronensdure 1,0 g
KH,PO,4 0,5 g
Hefeextrakt (Difco) 0,2 g
Schwefelbliite 25,0 g
Na,;S.9H,0 0,5 g
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*Synthetisches Meerwasser (Budelmann) ca, 100 L, pH 8,2

NaCl (Siedespeisesalz) 2,770 kg
MgS0y4 . 7TH,O 0,700 kg
MgCl, .6H,0 0,550 kg
KC1 0,065 kg
NaBr 10,00 g
SnCl, .6H70 1,50 g
Citrat 1,50 g
KJ 5,00 mg
CaCl, enthdrtetes Wasser 15.0 kg
Leitungswasser 75,0 kg

5.4. FUir Thermotoga maritima

MMS, pH 6,5:

synthetisches Meerwasser 500 ml
H,0 500 ml
Ni(NHg),(SO4)p (0,2%) 1,0 ml
Mineralienelexier 10,0 ml
KH,PO,4 0,5 g
Starke 5,0 g
Na,S.9H,0 0,5 g

6. Organismen und Anzuchtbedingungen fiir Stammkulturen

6.1. Methanococcus thermolithotrophicus,

ein gram - negatives, coccoides, thermophiles, bewegliches
Archaebakterium ist in der Lage sowohl aus H,/CO, als auch
aus Formiat Energie zu gewinnen; Acetat kann nicht verwertet
werden. Es wdchst im Bereich von 30° - 70° C autotroph, mit
einer Verdopplungszeit wvon ca. 65 min. bei der optimalen
Temperatur von 65° C (Huber et al. 1982). In Ultradiinnschnit-
ten 1488t sich elektronenoptisch eine zarte ‘Zellhﬁlle, die
wahrscheinlich aus Protein besteht, nachweisen (Konig u.

Stetter, 1986) In Prdparationen solcher Hiillen konnten weder
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Muraminsdure, noch Glykoproteine nachgewiesen werden. In die
Zellhille inseriert ein Schopf aus etwa 20 GeiBeln, mit einer
Ldnge von ca. 3 um und einem Durchmesser von 20 nm polar.

20 ml Medium, MGG, MG, MG , MG H (MGF) wurden 5% -ig beimpft
und 1in Serumflaschen, welche ein Gasgemisch aus 80% H, und
20% CO, (80% N, und 20% CO,) bei einem Druck von 2 bar
enthielten, bei 65° C im Glycerinbad iber Nacht geschiittelt.

6.2. Methanothermus fervidus

ist ein gram - positiver, extrem thermophiler Methanogener,
der 1im Temperaturbereich von 65 - 97° C wichst; bei der
optimalen Wachstumstemperatur von 83° ¢ betrdgt die Verdopp-
lungszeit etwa 170 min (Stetter et al. 1981). Die komplexe
Zellhiille ist aus zwei Schichten aufgebaut:; die innere be-
steht aus Pseudomurein, die duBere aus Glycoprotein (Kodnig,
pers. Mitteilung). 20 ml MM bzw MS - Medium wurden 5% -ig
? beimpft wund 48 h unter 2 bar H,/CO, (80 : 20) in Serumfla-
é schen im Glycerinbad oder im Brutschrank geschﬁttelt.

6.3. Ryrodicti&m occultum

ist ein strikt anaerobes, kolonienbildendes, extremst thermo-
philes, scheibenftrmiges Archaebakterium. Die Zellen haften
dem Substrat Schwefel an; sie sind durch Filamente netzformig
untereinander verbunden. Es widchst von 80 - 110° C mit einem
Optimum bei 105° C und einer Verdopplungszeit von 110 min:;
unterhalb von 80°C findet keinerlei Wachstum statt. Pyrodic-

tium ist somit bisher das extremst thermophile Lebewesen
Uberhaupt (Stetter, 1982; Stetter et al. 1983). Die Zellhiille
enthdlt kein Murein, sondern besteht aus einem S -Layer aus
hexagonal angeordneten Monomeren aus Proteinen, die mit Per-
jodat - Schiff - Reagens anfdrbbar sind.

20 ml SME - Medium wurden in Serumflaschen 5% -ig (1% -ig)
beimpft, mit H,/CO, (2 bar) als Gasphase. Die Inkubation er-
folgte bei 105° C im Trockenschrank ohne Schiitteln iiber 24 h.
Nach Erneuerung der Gasphase wurde weitere 24 h bei 105° C
bebriitet.
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6.4. Thermotoga maritima

ist ein strikt anaerobes, stdbchenfdrmiges, extrem thermo-
philes Eubakterium, das von 55 - 90° C kultivierbar ist. Im
T - Optimum bei 80° C betridgt die Verdopplungszeit ca. 75
min. (Huber et al. 1986). Das Stdbchen ist von einem charak-

teristischen, ballonfdrmigen S -Layer umgeben. In der Zell-
wandfraktion konnte neben Muraminsdure auch N - Acetylglucos-
amin nachgewiesen werden; die Membranfraktion besteht neben
Fettsduren ( Cyj, - Cqg) zusdtzlich aus Isoprenoid - Phytyl-
ethern. Die Gattung Thermotoga reprdsentiert somit einen
tief eingeschnittenen Ast innerhalb der Eubakterien. 10 ml
MMS - Medium wurden bei 80° C unter 2 bar N, in RollrandrShr-
chen ohne Schiitteln im Trockenschrank bebriitet. Die Animpf-
dichte war 5 %.

7. Beimpfung und Inkubation

Sofern nicht anders angegeben, wurden die abgekiihlten Medien
unter sterilen Bedingungen (Clostridien !) mit Einmalsprit-
zen, die zuvor mit dem gewinschten Gasgemisch 0, - frei
gespilt worden waren, ca. 5 % -ig beimpft. Die Inkubation
erfolgte entweder in mit Glycerin gefiillten Schiittlern oéer
in Temperaturschrdnken mit Schiitteleinrichtung.

8. Aufbewahren der Stammkulturen

Da die Zellen von Mc. thermolithotrophicus und in besonderem
MaBe von Mt. fervidus nach dem Aufbrauchen der Substrate H,
und CO, spontan lysieren (Kdnig et al. , 1985), wurde in der
logarithmischen bzw. der stationdren Phase erneut ein Gas-
austausch vorgenommen. Die Stammkulturen wurden bei 4°C auf-
bewahrt; so dienten sie fiir mindestens 6 Monate als ausge-

zeichnetes Inoculum.
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9. Quantifizierung des Wachstums
9.1. Bestimmung der Bakterienmasse
9.1.1. Extinktionsmessung

Alle Triibungsmessungen wurden bei 578 bzw. 450 nm in Halbmik-
rokiivetten (d = 1 cm) durchgefiiht. Durch entsprechendes Ver-
dinnen der Bakteriensuspensionen mit dem jeweiligen Medium
wurde gewdhrleistet, daB8 sich die scheinbare Extinktion auf
den Linearitdtsbereich von 0,05 - 0,30 O0.D. beschrdnkte. Bei
578 nm wurde zur Reduktion des Resazurins spurenweise Nat-
riumdithionit zugesetzt.

9.1.2. Bestimmung der Bakterienmasse durch Aminosdure - Analyse*

a) Hydrolyse

Das Sediment von 1 ml Zellsuspension nach Zentrifugation
(13000 rpm, 15 min.) wurde in 100 ul H,O resuspendiert und in
Fiolax - Reagensgldser (mit Chromschwefelsdure gereinigt, mit
H,O geSpUlt und bei 250°C getrocknet) gquantitativ iberfihrt.

Nach Abdampfen des Wassers bei ca. 50°C im Wasserstrahlvakuum
(Exsikkator im Trockenschrank) wurden 50 pl 5 N HCl (constant
boiling) =zugesetzt; die Gldschen wurden unter vermindertem
Druck (15 torr) abgeschmolzen und 20 h bei 110°C im Trocken-

schrank inkubiert.
b) Probenvorbereitung

Nach Abziehen der Salzsdure wurde der gelb - braune Riickstand
in 200 ul H,0 aufgenommen und millipore - filtriert.

c) Derivatisierung

Je 20 ul Probe wurden mit 40 pul Derivatisierungsreagensa
durch wiederholtes Aufziehen mit der Pipette 20 s lang ge-
mischt; nach 1 min. wurde das Volumen der Probeschleife (10
bzw. 20 pl) auf die HPLC - Sdule appliziert.
aDerivatisierungsreagens (tdglich frisch hergestellt)
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1,25 ml 0,5 M NayHPO,, pH 10,3P

50 ul 0,745 M ethanolische Losung von Orthophthaldialdehyd
(100 mg / ml)

25 ul Brij 35 (10 mg / ml)

7 ul Ethanthiol

70,98 g Na,HPO, wurden in 900 ml H,O geldst, der pH mit 1 N
NaOH auf 10,3 gebracht und auf 1 1 aufgefiillt. Alle fiir die
HPLC verwendeten Losungsmittel und Reagentien wurden steril
filtriert.

d) HPLC - Bedingungen

Das HPLC System bestand aus einem Spectra Physics SP 8700
solvent delivery system mit Helium - Entgasungseinrichtung,
einer SP 8700 Zwei - Kolben - Pumpe und einem Rheodyne Injec-
torventil. Die Aminosdurederivate wurden auf einer 4,6 x 250
mm Stahlsdule mit Servachrom - Packung: Polyol - Si - 100 -
RP -18, 5 um (Serva, Heidelberg) bei Raumtemperatur getrennt.
Die Detektion erfolgte bei 455 nm (lgy = 360 nm) entweder mit
einem Festwellenldngendetektor, Spectra / glow filter fluori-
meter (Gilson), oder einem Ger&dt mit variabler Wellenldnge
(F 1000, Merck - Hitachi).

Losungsmittel A€ bestand aus 0,01875 M Triethylamin - Essig-
sdure, pH 7,5; Losungsmittel B war Acetonitril.

“Es wurden 1,088 ml Eisessig in ca. 500 ml H,0 vorgelegt;
nach Zusatz von 2,79 ml Triethylamin wurde mit H20 auf 1.0 1
ergdnzt.

Gradient:
Zeit (min.) IM A (%) IM B (%)
0,0 100 0
38,0 62 38
48,0 30 70
48,1 0 100
49,9 0 100

Die FluBrate betrug 2 ml / min..
Die Chromatogramme wurden auf einem SP 4700 (bzw. 4720) -
Integrator aufgezeichnet.
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*Durch Modifikation des von Larsen und West (1981) beschrie-
benen Verfahrens wurden Trennleistung und AuflOsungsvermdgen
entscheidend verbessert.

9.2. Bestimmung der Zellzahl
9.2.1. Gesamtzellzahl

Die Gesamtkeimzahlbestimmung wurde in einer Neubauer -Zdhl-
kammer (Fldche 0,0025 mmz, Tiefe 0,02 mm) unter einem Zeiss -
Standardmikroskop mit Phasenkontrasteinrichtung (Objektiv 40
X, Okular 12 x, Phako 2) durchgefiihrt. Die Proben wurden mit
Medium jeweils so verdinnt, daB8 eine Zellzahl von 50 - 60 pro
Gruppenquadrat nicht {(iberschritten wurde. Um die starke
Eigenbewegung von Mc. thermolithothrophicus zu unterdriicken
wurde den Kulturen Formaldehyd (19 : 1) zugesetzt.Jede Probe
wurde sowohl mit, als auch ohne Formaldehydzusatz gez&hlt.
Pro Z&hlansatz wurden 5 Gruppenquadrate ausgezdhlt;in einem
Gruppenquadrat wurde die Summe der Zellen in 4 Kleinquadraten
diagonal bestimmt. In der Regel wurden pro Probe 6 (bzw.) 4
Zdhlansdtze durchgefiihrt.

KLE INQUADRAT GRUPPENQUADRAT KLEINQUADRAT
1] - /
7 N
\\ .
N AUSZAHLRICHTUNG
\\
N
\\\A
A B

Abb. 4: Neubauer Zdhlkammer

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

Die Gesamtzellzahl / ml ergibt sich nach:

Z (Summe von 5 Diagonalen)
1 - N

10°.

Verdinnungsfaktor

wobei N die Anzahl der Z&hlansdtze ist.
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9.2.2 Lebendkeimzahl

Bei Mt. fervidus und Mc. thermolitotrophicus diente der fluo-
reszierende Kofaktor Fy4yq (Eirich et al., 1978, 1979) zur
Abschdtzung der Lebendkeimzahl d.h. zur Unterscheidung intak-
ter Organismen von Membranfragmenten und Partikeln die bei
extremen Temperaturen unter Hochdruck gebildet werden. Es
wurde die Anzahl der grin fluoreszierenden Zellen pro Ge-
sichtsfeld der Probe (Objektiv 100x, Occular 12x, Olimmer-
sion) mit der Anzahl der fluoreszierenden Zellen im beimpften
Medium, die {Uber mehrere Gesichtsfelder gemittelt wurden,
verglichen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Zeiss Standard
Fluoreszenzmikroskop mit Anregungsfilter H 436 und einem
Emissionsfilter LP 470 bestimmt.

12. Elektronenmikroskopie

Die mit Glutaraldehyd (25g/L) fixierten Zéllen wurden auf mit
Collodium beschichtete Netze aufgebracht und im Hochvakuum
mit Platiniridium unter einem Winkel von 7° schrédg bedampft.
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen entstanden mit einem
JEOLJEM 100 C Elektronenmikroskop bei 80 KkV mit einer
Objektivapertur von 40 pum.
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11. SDS-Geleketrophorese und Fdrbung

Die SDS-PAGE wurden routinemd&f8ig nach Laemli (1970) durchge-
fihrt.

Silberfdrbung:

Fixieren in 40% Ethanol und 7% Essigsdure > 2 h (1 L)

2 X Waschen in 10% Ethanol, je 10 min (1 L)

3 X Waschen in Wasser, je 15 min (1 L)
Farben in 0.1% Silbernitrat, 60 min (200 ml)
Entwickeln in 3% Natriumcarbonat

mit 0.02% Formaldehyd (40%), ca. 10 min (200 ml)
Spilen mit Wasser (500 ml)
Stoppen mit 1% Essigsdure, 30 min (200 ml)

Sofern Abschwdchen notig ist

3 X mit Wasser waschen, je 5 min

Mit Abschwdcher nach Farmer (0.5%) ca. 15 sec (100 ml)
behandeln; anschlieBend mit Leitungswasser

ausgiebig spiilen.

12. Radioaktive Markierung

Da Mc. thermolitotrophicus Acetat und Cystein nicht verwertet
wurde mit 14C NaHCO3 markiert. Die Markierung erfolgte bei
den Vorversuchen in Serumflaschen, bei den Druckexperimenten
und den zugehodrigen Kontrollen in Nickeltuben. 100 bzw. 150
uCi wurden 20 bzw. 40 ml Mangelmedium MG H, mit einem Gehalt
von 2 g "kaltem" NaHCO3 pro Liter zugesetzt. Die Anzucht
erfolgte ohne zus&tzliches CO, in einer Atmosphdre aus reinem
Wasserstoff bei 2 bzw. 4 bar und 65°C iber 10 bzw. 14
Stunden.

13. Zweidimensionale Gelelektrophorese (O’Farrell, 1974,
O‘Farrell et al., 1977)
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13.1 Losungen

Reagenzien

Ammonium-

persulfat
Gel overlay
(8 M Harnstoff)

1 M H3PO,

IEF-Gel-

Stammlosung

Lower-Gel-
buffer
PH 8.9

Lysis-buffer

0.02 M NaOH

Nonidet P 40
(10%)

Zusammensetzung

250 mg (NH4)25208
+2.35 ml H,0

12 g Harnstoff

25 ml H,O

13.5 ml H3PO (85%)
200 ml H,O

708 mg Acrylamid
40.5 mg Bisacrylamid

1.78 ml H,0

36.3 g Tris-Base
(HC1) > pH 8.9
0.8 g SDS

200 ml H,O

5.7 g Harnstoff

2 ml Nonidet P 40
(10%)

0.5 ml B-Mercapto-
ethanol

0.4 ml Ampholine
(pH S - 7)

0.1
(pH
2.4

ml Ampholine
3.5 - 10)
ml Hzo

g NaOH
L H,0

1 g Nonidet P 40
9 ml Hzo
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Aufbewahrung

Kihlschrank
(+4°C)

Einfrieren

(je 200 ul)

Raumtemperatur

frisch zubereiten

Raumtemperatur

Einfrieren

(je 400 ul)

frisch herstellen

Kihlschrank
(4°0)



SDS-Laufpuffer

Sample overlay

SDS-Trenn-Gel

RNase/DNase

SDS-Sample-
buffer
pH 6.8

Sonication-
buffer
pPH 7.4

Upper-Gel-
buffer
pH 6.8

3 g Tris-Base
24.4 g Glycin
1 g SDS

Hy,O in 1 L

(1:10 verdiinnen)

1.38 g Harnstoff
50 ul Ampholine
(pH 5 - 7)

12.5 gl Ampholine
(pH 3.5 - 10)
1.25 ml H,0

58.4g Acrylamid
1.6 g Bisacrylamid
(filtrieren)

je 1 mg/ml Soni-
cation-buffer

20 g Glycerin

4.6 g SDS

1.51 g Tris-Base
(HC1l) > pH 6.8

10 ml B-Mercapto-
ethanol

200 pul Bromphenol-
Blau (0.5%)

in 200 ml H,O

1.2 g Tris-Base
(HC1) > pH 7.4
1.02 g MgCl,.6 H,O
in 100 ml H,0

12.1 g Tris-Base

(HC1) > pH 6.8
0.8 g SDS
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frisch herstellen

einfrieren
(je 200 ul)

Kihlschrank
(4°C) im Dunkel

frisch herstellen

Kihlschrank
(4°C)

Kihlschrank

(4°0C)

Kihlschrank
(4°c)



Pipettierschema:

IEF-Gele Anzahl der Gele
Reagenzien 8 13
Harnstoff 1.15 g . 1.87 g
Acrylamid (IEF) 266 ul 440 pl
Nonidet P 40 (10%) 400 pl 670 pul
Hy0 400 ul 670 pul
Ampholine **

pH 5 - 7 80 nul 133 ul

pH 3.5 - 10 20 pl 33 ul
Gesamtvolumen 2.0 ml 3.3 ml

Entgasen im Exsikkator

Ammoniumpersulaft (10%) 2.0 pl 3.3 ul
TEMED 1.4 ul 2.3 pl

* Um das Ausfallen von Harnstoff in den Gelen zu verhindern,
-muB entweder Harnstoff vom Reinheitsgrad ultrapur verwendet,
oder der Harnstoff vom Reinheitsgrad p.a. umkristallisiert

werden.

o Ampholine stellen ein ausgezeichnetes Substrat fir

Mikroorganismen dar und miissen daher aus den VorratsgefdBen
steril entnommen werden.

SDS-Trenn-Gele Anzahl der Gele
Reagenzien 2 4
Lower~Gel-buffer 14.25 ml 28.5 ml
Acrylamid Stamml&sung 21.85 ml 43.7 ml
H,0 20.45 ml 41.3 ml
Ammoniumpersulfat (10%) 212.5 pul 425 pul
TEMED 27 ul 54 ul
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SDS-Sammel-Gele (5%) Anzahl der Gele

Reagenzien 2 4

Upper-Gel-buffer 3.13 ml 6.25 ml
Acrylamid Stammldsung 1.88 ml 3.75 ml
H50 7.5 ml 15.0 ml
Ammoniumpersulfat 17.8 ul 35.5 gl
TEMED 8.9 ul 17.8 ul

13.2 Probenvorbereitung
13.2.1 Standardmethode

Je nach Bewachsungsgrad der Zellsuspension wurden 10 - 40 ml
Zellen (0f2 - 0.8 OD) 20 min bei 12 000 g abzentrifugiert. Da
Mc. thermolitotrophicus in Sonication-buffer spontan lysiert,
wurde auf diesen, ansonsten obligatorischen, Waschvorgang
verzichtet. Das Sediment wurde in 50 gl Sonication-buffer
resuspendiert (sofern mit Sonication-buffer gewaschen werden
kann, verbleiben gewthnlich 50 ul Zellsuspension nach Abde-
kantieren des {Uberstandes zuriick). Die Zellen wurden 1in
Eppendorf-ReaktionsgefédBe iUberfihrt und mit Sonication-buffer
auf das Volumen von 200 gl aufgefiillt. AnschlieBend wurde im
Eisbad stoB8weise (3 - 5 sec, mit Branson Sonifier Typ B 15, -
Stufe 3) etwa 15 mal mit dem Microtip beschallt. Naéﬁ dem
Zellaufschlu8 wurden 10 pl eines Gemisches aus RNase und
DNase (jeweils 1 mg/ml) zugesetzt und bei Raumtemperatur
mindestens 20 min inkubiert, um den vollstdndigen Verdau der
Nukleinsduren zu gewdhrleisten. Pro ul ZellaufschluB8 wurde 1
mg Harnstoff zugesetzt; dabei wurde beriicksichtigt, dag8 10 ul
am Microtip haften blieben. AnschlieBend wurde zum Gesamtvo-
lumen (ZellaufschluB plus Harnstoff) ein Aliquot Lysis-buffer
zugegeben (z.B. zu 200 ul Zellaufschlu8 plus 190 mg Harnstoff
380 pul Lysis-buffer). Sofern die Proben nicht sofort auf die

isoelektrische Foccussierung aufgegeben wurden, wurden sie
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schockgefroren und bei - 84°C aufbewahrt.
13.2.2 Alternativmethode

Zur Probenvorbereitung wurde eine alternative Methode auspro-
biert: 10 ml Zellsuspension (ca. OD 1.0) wurden mit Trichlor-
essigsdure (Endkonzentration 10%) versetzt und 20 min bei 12
000 g zentrifugiert:; dann wurden 25 ml Aceton hinzugefiigt und
1 h im Eisbad inkubiert. Der nach 15 min bei 12 000 g
erhaltene Niederschlag wurde im Exsikkator getrocknet, in 100
pl Tris.HC1l, pH 7.4 (100 mM) gelost; der Tris-Puffer wurde
mit 0.05 M MgCl, supplementiert, da die DNase Mg2+
ist. Die Beschallung erfolgte nach dem Transfer in Eppendorf-

-abhdngig

ReaktionsgefdBe; im Weiteren wurde wie oben beschrieben ver-
fahren.

Fir Mc. thermolithotrophicus erschien diese Technik zu auf-
wendig:; die Probenvorbereitung (wie unter 12.2.1 beschrieben)
wurde bei allen abgebildeten Elektroferogrammen angewandt
und lieferte gute Ergebnisse.

13.3 Erste Dimension (isoelektrische Foccussierung)
13.3.1 Vorbereitung der RoOhrchen

Die isoelektrische Foccussierung wurde in 15 cm langen Glas-
rShrchen mit einem Innendurchmesser von 1.5 mm durchgefihrt.
Nach dem Zurechtschneiden wurde beide Enden mit Schmirgelpa-
pier gegldttet und anschlieBend mit Polierpapier

behandelt (Rundschmelzen fiihrt zu ungleichmdB8igen Querschni-
tten). Vor Jjeder IEF wurden die Glasrthrchen griindlichst
gereinigt (geschieht dies unzureichend, kristallisiert der
Harnstoff wahrend der Polymerisation der Gele aus).

Reinigung:

Chromschwefelsdure, 30 - 45 min (nicht l&dnger, da die Glaso-
berfldche verdtzt wird, bzw. Sdure in das Glas diffundiert).
Grindlichst mit H,0 spilen.

KOH/Ethanol (30 g KOH/150 ml Ethanol, 30 min). Grindliches
Spiilen mit H,O0; Trocknen bei 100°C im Trockenschrank.
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13.3.2 TIEF-Gele

Die Rohrchen wurden vom unteren Ende in einer Hohe von 12 cm
markiert und mittels Gummiringen senkrecht an einer vierkan-
tigen Glasflasche befestigt, nachdem die unteren Enden mit
Parafilm verschlossen worden waren. Die Losungen fir die
Gele, bestehend aus IEF-Stamml&sung, Harnstoff, Nonidet P 40,
Ampholinen und H,O, wurden gemdB8 dem Pipettierschema gemischt
und im Exsikkator entgast. Nach Zugabe von Ammoniumpersulfat
und TEMED wurde die Losung mittels einer Injektionsspritze,
mit einer 15 cm langen Kaniile, an deren Spitze ein kurzer
Teflonschlauch angesetzt war, unter Vermeidung von Gasblasen-
bildung eingefiillt (es wurde mehrmals auf Blasenfreiheit
kontrolliert). Diese IEF-Losung wurde mit ca 15 ml Gel-
overlay vorsichtig iberschichtet und 30 - 40 min zur Polyme-

risation bei Raumtemperatur stehengelassen.
13.3.3 IEF-Bedingungen

Nach dem Auspolymerisieren wurde der Parafilm entfernt und
die Rohrchen in die Elektrophorese-Apparatur eingesetzt; die -
Gel-overlay-Losung wurde von den Gelen abgehoben. Der Anoden-
puffer (in der unteren Kammer) bestand aus 0.01 M H3PO4 (10
ml 1 M H3PO4/L). Der Kathodenpuffer 0.02 M NaOH (0.8 g NaOH #
5 NaOH Pl&dtzchen/L), wurde nach Entgasen in die obere Kammer
gefiillt. Nach dem Spiilen der Geloberflichen mit dem Katoden-
puffer wurden pro Gel 10 bis 15 ul Probe mittels einer vari-
ablen Pipette aufgetragen (an der Pipettenspitze wurde eine
Kaniile mit Parafilm befestigt). Die Proben wurden vor dem
Anlegen der Spannung mit 12 pl Sample-overlay uberschichtet.
Die IEF wurde 15 h bei 400 V, dann 1 h bei 800 V durchge-
fihrt.

13.3.4 Umd@quilibrieren der IEF-Gele
Die Gele wurden aus den Rohrchen mittels SDS-sample buffer

mit einer Injektionsspritze in SDS-sample buffer in Reagenz-

gldser Uberfihrt und 30 min bei Raumtemperatur dialysiert.
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Sofern die IEF-Gele nicht sofort weiter verwendet wurden,

wurden sie schockgefrohren und bei -84°C aufbewahrt.
13.4 Zweite Dimension

Zur SDS PAGE wurden gleichzeitig zwel Gele hintereinander
stehend in einer Apparatur gefahren, um gleiche Bedingungen
fir verschiedene Proben zu schaffen (z. B. ohne Druck und mit
Druck). Die Glasplatten waren so geschnitten, daB8 in der
Mitte eine Aussparung von 13.5 c¢cm verblieb, in die die IEF-
Gele eingelegt werden konnten. Die Gel-Dicke betrug 1.5 mm
(Kunststoff spacer).

Durch Uberschichten mit Wasser wurde fir eine scharfe
Oberkante (zwischen Trenn-Gel und Sammel-Gel) gesorgt. Die
Gele wurden gemdB dem Pipettierschema gegossen und idber Nacht
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Zur SDS PAGE wurden die
IEF-Gele in einem Teesieb aufgefangen, mit Pinzette und Pra-
pariernadel auf einem 13 cm langen und 2 cm breitem Plexi-
glasstreifen ausgebreitet und auf die SDS-Gele aufgebracht,
die Dbereits in der mit Puffer gefiillten Apparatur einge-
spannt waren. Zur Markierung der Lauffront wurde Uber die
gesamte Gel-Breite Bromphenol Blau in Glycerin aufgetragen.
Nachdem die Farbstoff-Front bei 200 V ca 1 cm in das Sammel-
gel eingewandert war, wurde bei 7 Watt pro Gel (40 mA) iiber 7
Stunden bei Raumtemperatur getrennt. -

13.5 Fadrbung und Behandlung mit Verstdrker zur Verkiirzung der
Autoradiographiezeit (Faktor 20 - 40)

Die Gele wurden in der Regel silbergefdrbt, danach erfolgte
die Behandlung mit Verstdrker:

Schiitteln in Dimethylsulfoxid (je 300 ml) 2 x 30 min

Schiitteln in 20% PPO (Diphenyloxazol in
Dimethylsulfoxid w/w) (je 300 ml) 30 min

Schiitteln in Leitungswasser (je 500 ml) 4 x15 min
Anschliefend wurden die Gele auf Filterpapier (Watman) 3
Stunden getrocknet.



14. Autoradiographie

Die mit Verstdrker behandelten, getrockneten Gele wurden iber
Zeitrdume von 2 Tagen bis 6 Wochen auf 13 x 18 X-ray Film
(Kodak Blue Base) bei -84° aufgelegt. Das Entwickeln erfolg-

te nach folgendem Schema:

Entwickler (Rodinal 1:25) 8 min
Stoppen (1% Essigsdure) 30 sec
Fixieren (Na,S,05, 100g/L) 4 min
Wdssern >15 min
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III. Ergebnisse und Diskussion

1. Wahl der Organismen

Um die von Baross und Deming aufgestellte Hypothese, die
besagt, da8 Leben vorrangig an die Verfiigbarkeit von Wasser
im flissigen Aggregatzustand gebunden ist, 2zu {Uberpriifen,
galt es zundchst einen geeigneten thermophilen Microorga-
nismus mit hinreichend kurzer Generationszeit zu finden, der
in der Lage ist sich unter hyperbaren Bedingungen zu vermeh-
ren. Der kritische Punkt des Wassers liegt bei 374,2°C und
221 bar (Todheide et al., 1966). Besonders geeignet erschie-
nen in diesem Zusammenhang thermophile methanogene Bakterien,
da sie ihren gesamten Energiebedarf gemdB8 der Gleichung

4H, +CO, » CHy + 2H,0 (5)
decken. Bei einer Wasserstoffkonzentration von 1 uM, wie sie
in natiirlichen Habitaten vorliegt, betrdgt AGO’ - 31.3 kcal/

mol (Thauer et al., 1977). Wegen des negativen Reaktionsvolu-
mens bestand aufgrund des Braun Le-Chatelier’schen Prinzips
die theoretische Moglichkeit zur ErhShung der Zellmasse bzw.
zZzu einer etwaigen Ausweitung des Lebensbereichs in Richtung
auf hohere Temperaturen durch hohe Driicke. Von der extrem
hohen Wachstumstemperatur von 105°C bot sich Pyrodictium
occultum an, der seine Stoffwechselenergie aus der Reaktion
S+Hy » HyS (6)

bezieht; das Reaktionsvolumen ist bei diesem Stoffwechselweg
ebenfalls negativ, wenn auch hinsichtlich des Betrags ungin-
stiger (im Hinblick auf Hochdruck) als bei autotrophen Metha-
nogenen.

2.Screening in Stahlbehdltern

Sowohl Rollrand-Rohrchen als auch Serumflaschen sind nur bis
zu Dricken von maximal 3 bar gefahrlos 2zu handhaben; die
Versuche zur Auswahl der geeigneten Microorganismen fiir die
beabsichtigten Hochtemperatur -Hochdruckversuche wurden in
Edelstahlzylindern aus V4A durchgefihrt. Das Fassungsvermodgen
war 1 L, die Wandstdrke betrug ca. 2 cm. Das Einbringen des
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Mediums, sowie die Beimpfung, erfolgten iUber eine Offnung an
der Unterseite. Der Behdlter wurde mit einem Edelstahlkonus
abgedichtet, der mit einer Schraube in die O0ffnung gepresst
wurde. Der Gasaustausch erfolgte iiber ein Nadelventil an der
Bombenoberseite an einer Gasstation. Der Gasinnendruck wurde
iber ein Manometer (Maximalausschlag 5 bar) kontrolliert.
Uber das Ventil war eine diskontinuierliche Probenentnahme
gewdhrleistet. Die Stahlbehdlter wurden mit 500 ml des jewei-
ligen Mediums unter anaeroben Bedingungen beschickt und zur
Sterilisation iiber Nacht bei 100°C inkubiert. Nach Abkiihlung
auf ca 30°C wurde mit in Serumflaschen gezogenen Stamm-
kulturen 5%ig beimpft und der Gasaustausch durchgefiihrt.

Die Inkubation erfolgte bei der gewiinschten Temperatur, ohne
Schiitteln (liegend).
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Kulturversuche
in Stahlbomben

Organismus Medium P (H,/COy) T P(T)a t Wachstum
[bar] [°c1 [bar] [hl
Mt. fervidus MM 1 85 1.9 16 -
V 24 S 2 83 3.2 36 -*
85 5.8 45 -*
MS 1 80 1.8 20 -*
85 3.3 48 -
83 5.7 40 -
Mc. thermo- MGG 1 65 1.5 16 +
litho- 2 63 2.7 15 +
trophicus 4 65 5.2 26 +
SN 1
MG 1 64 1.5 18 ++
2 63 16 ++
65 5.2 17 ++
Pyrodictium SME 1 100 2.4 48 -b
occul tum : 2 105 3.8 50 -b
P L 19 4 102 6.5 52 -b
a

Der Innendruck bei der jeweiligen Temperatur wurde aus der
idealen Gasgleichung und aus dem Dampfdruck des Wassers
abgeschdatzt.
Das schwarzgefdrbte (Schwermetallsulfide) Medium wies nach
der Inkubationszeit starken H,S-Geruch auf.
- Bei 1200facher VergroBerung keine Zellen mikroskopisch
nachweisbar (sowohl Phasenkontrast als auch Fluoreszenz).
+ ODgyg = 0.52 = 0.1
++ ODg9g = 0.78 & 0.09
Bei 1200facher VergroBerung wurden pro Gesichtsfeld 5 + 3
fluoreszierende Zellen nachgewiesen (die Animpfdichte
betrug 7 ¢+ 3 Zellen pro Gesichtsfeld.
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Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, eignete sich lediglich Mc.
thermolithotrophicus fir weitere Versuche unter erhohtem
Druck. Mt. fervidus ist nur in Serumflaschen, nicht Rollrand-
rohrchen kultivierbar: abgesehen von den Volumenoberflichen-
Verhdltnissen, 1lag der Verdacht nahe, da8 bestimmte Substan-
zen aus dem Glas fiur das Wachstum essentiell sind. Trotz
Zusatz von pulverisierten Serumflaschen (10 g/L) zu MM bzw.
MS konnte Mt. fervidus in den Stahlbomben nicht angezogen

werden.
3. Anzucht von Mc. thermolithotrophicus auf Formiat

Die Handhabung von elementarem Wasserstoff in Stahlbehdltern
unter erhohtem Druck und bei hohen Temperaturen stellt ein
Sicherheitsproblem dar. Die betrdchtliche Loslichkeit von Hj
in Stdhlen und dessen Einlagerung in das Metallgitter fiihrt
zu einer Verdnderung von Materialeigenschaften. Die Ver-
sprodung der GefdBwdnde birgt bei erhohten Innendrucken (60
bar bei 270°C) das Risiko der Explosion des Stahlbehidlters.
Aus diesem Gfunde erschien es wiinschenswert, molekularen
Wasserstoff durch den Wasserstoffdonor Formiat zu ersetzen.
Die Anzuchtversuche von Mc. thermolithotrophicus in MGF mit
N,/CO, (80:20, 2 bar) als Gasphase in Stahlbehdltern verlie-
fen sowohl mit, als auch ohne Zusatz von Wolfram und Selen
(10 uM) durchwegs negativ. Es wurden in beimpften Medien
(MGF) nach Ablauf der Inkubationszeit bei 65°C erhebliche pH
Anderungen gemessen. Die pH Messung erfolgte bei Raumtemepe-
ratur in Abwesenheit der Gasphase.
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Tabelle 5: pH-Verschiebung im MGF bei Anzuchtversuchen von
Mc. thermolithotrohicus 1in Stahlbomben (500 ml
MGF, 500 ml N,/CO,, 2 bar, 5%ig beimpft, 65°C)

Inkubationszeit L[hl pHAnfang PHERge APH
16 6.90 7.99 + 1.09
20 6.90 8.57 + 1.67
40 6.90 8.61 + 1.71

Der starke pH Anstieg bei den Anzuchtversuchen auf Formiat
als Wasserstoffdonor resultiert gemdB8 der Gleichung

4NaOOCH + 4H,0 » 3CO, + CH4 + 2H,0 + 4NaOH (7)

aus der Bildung von Natronlauge wdhrend der Initialphase des
Wachstums und fihrt aufgrund der &dusserst beschrdnkten
Pufferkapazitdt von MGF zur Lysis der Zellen. Anzuchten in
Serumflaschen bei denen die experimentelle Moglichkeit 2zum
Nachstellen des pH Wertes gegeben war (0.1 N Ameisensdure im
Abstand von 2 h) unterstiitzen obigen Befund. Sofern es gelang
den pH Wert hinreichend konstant zu halten, wurde md8iges
Wachstum (OD 0.25 - 0.35 bei einer Animpfdichte von 0.05 OD)
mit relativ langen Verdopplungszeiten von 2.5 bis 3 h er-
zielt. Voraussetzung war die sofortige vollstdndige Mischung
der zugetropften Ameisensdure mit der Bakteriensuspension:
bei unzureichender Durchmischung setzte an der Eintropfstelle
Lyse ein. Wegen der extremen technischen Schwierigkeiten bei
der Konstanterhaltung des pH Wertes unter Hochdruck wurde auf
weitere Experimente zur Optimierung der Anzuchtbedingungen
auf Formiat verzichtet, zumal sich aus der obigen Gleichung

ein Reaktionsvolumen mit positivem Vorzeichen ableiten 1&8t.
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4. Thermostabilitdt der Kulturmedien unter erhoShtem Druck

300 ml Medium (MM, MGG, SME, MS und MG) wurden mit 700 ml
Gasgemisch (H,/CO,, 4 bar) bei 270°C in 1 L Stahlbomben
inkubiert; die Abschdtzung des resultierenden Innendruckes
aus der idealen Gasgleichung und dem Dampfdruck des Wassers
ergibt ca. 60 bar.

Da Druck-und Temperaturmessungen im Inneren der Bomben aus
technischen Griinden nicht vorgenommen werden konnten, ist fiir
die tatsdchlichen Temperatur- und Druckverhdltnisse, wegen
des schlechten termischen Ubergangs Luft/Metall wdhrend des
gesamten Versuchsverlaufs von niedrigeren Durchschnittswerten
auszugehen. Sadmtliche Medien wiesen nach Abkiihlung (Wasser-
bad) bei Luftzutritt Schwarzf&drbung auf; SME roch zusdtzlich
stark nach H,S (spontane H,S-Bildung aus Schwefel). Nach
Absetzen des dunklen, flockigen Niederschlags erschien der
Uberstand milchig triib. Die typische Reaktion mit Sauerstoff
blieb wegen der Zersetzung des Resazurins aus. Die qualita-
tive -Analyse nach den iiblichen Methoden (Jander & Blasius,
1977) lieferte im Sediment der anorganischen Medien (MGG, MM,
SME) die Hauptbestandteile Ni*, Fe?*, re3*, cr?*,'s?”, co52”
, PO43' und S© bei SME. Die nachgewiesenen Ionen stammten
teils aus den Medien, teils aus dem Stahl der ReaktionsgefdBe.
Die organisch supplementierten Medien (MG, MS) enthielten
zusdtzlich verschmortes Material mit der Konsistenz und dem

Geruch von Bratensatz.
5. Entwicklung der Kulturgefdge
5.1 Orientierende Vorversuche

Zum VerschluB8 der von Schmid (1977) verwendeten Microzellen

" wurden an Stelle von Teflonstopfen, Stopfen aus Chlorbutyl-

kautschuk verwendet um den Gasaustausch Uber eine Kaniile 2zu
gewdhrleisten. Diese GefdB8e erwiesen sich jedoch als stark
gasdurchldssig (Hp;, Op, COy). Da aber Wasserstoff-Dichtigkeit
bei hohen Driicken und Temperaturen fiir die Anzucht der zu
untersuchenden Microorganismen unbedingte Voraussetzung ist,

wurde Nickelblech als idealer Werkstoff gewdhlt. Wegen seiner
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Sprodigkeit erwies sich Macor (Muschelbriiche) fiur Abdich-
tungszwecke als ungeeignet; es wurde auf Nickel-Vollmaterial
iibergegangen.

5.2 Nickel-Tuben

12.5 cm lange Sticke aus elastischem Hydraweld Nickelrohr
(Werkstoff Nr. 2.468) der Firma Witzenmann GmbH (Pforzheim)
mit einem Aussendurchmesser von 12.1 mm und einer Wandstdrke

von 0.15 bis 0.16 mm wurden am unteren Ende flachgequetscht,
umgebodrtelt und hart verlotet. Am oberen Ende wurde ein ca. 3
cm  langer Zylinder aus Nickelvollmaterial passend abgedreht
und in das Rohr eingeldtet. In eine Bohrung mit 1.5 mm
Durchmesser, die als Einfiillkanal diente, wurde ein 60°
Kupferkonus, mittels einer 5 mm Madenschraube mit Innen-
sechskant zur Abdichtung gepresst. Um vollige Gasdichtigkeit
zu dgewdhrleisten, wurden die Kupferkonen jedesmal vor der
Verwendung ausgegliitht und in Ethanol abgeschreckt. Sofe;n
die Wandstdrke ca. 0.15 mm betrug, war die Lebensdauer der
Nickeltuben auf ca. 10 Druckzyklen begrenzt. Nach vorherigem
Tempern bei 600°C bzw. bei der Verwendung von Nickelblech mit

einem Durchmesser von ~ 0.2 mm ermiidete das Material bereits

nach einmaligem Bedricken.

B LU LR L AL PR R O U T O LU
o ' 2 3 &4 5.6 7 8 .9 10 1 12 13 14 1

Abb. 5: Nickeltube mit Kupferkonus und Madenschraube mit
Innensechskant.
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5.3 Priufung auf H,-Dichtigkeit

Finf Ni-Tuben wurden mit Hy, (5 - 6 bar) gefiillt und verschlo-
ssen. Die Inkubation erfolgte in einer 500 ml Pyrex-Flasche
mit Silicon-Stopfen, der mit einer Schraubkappe gesichert war
unter einer N,-Atmosphdre 24 h bei 100°C. Der H,y-Nachweis
wurde mittels der Molybddnblau-Reaktion (Fleissnef, 1920)
durchgefiihrt; das Reagenz wurde durch den Stopfen in die
Flasche eingespritzt. Die Reaktion verlief in Gegenwart von
Wasserstoff nur dann positiv, wenn dem Reagenz Paladium-
schwarz zugesetzt worden war (im Gegensatz zu Jander & Bla-
sius, 1977). "Protalbinsdure", ein Schutzkolloid fir Gold-
und Silberprdparate, wurde nach einer Vorschrift von Paal
(1902) dargestellt.

5.4 Priifung auf Druck-Dichtigkeit

Als Parameter zur Uberpriifung auf Druckdichtigkeit diente die
Eigenfluoreszenz von Dialla-0l (Schmid; 1977), bzw. die Fluo-
reszenz von Farbstoffen, welche dem Druckiibertrdger-Medium
Ethylenglycol zugesetzt wurden.

5.5 Gasaustausch in den Nickeltuben
Im Gegensatz zum Beschicken mit Medium unter anaeroben Bedin-
gungen, stellte der Gasaustausch ein Problem dar. Zum Zweck

des Gaswechsels wurde die in Abb. 6 dargestellte Vorrichtung
entwickelt.
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Abb. 6: Apparatur zum Gasaustausch

A: Seitenansicht (MaB8stab 1:1.5)
B: Ldngsschnitt (Ma8stab 1:1)

1: Splitterschutz aus Plexiglas; 2: Planschliff Reaktions-
gefdB: 3: Nickeltube; 4: Halterung fir Nickeltube; 5: Spann-
ring; 6: Schraube mit angesetztem Imbusschliissel; 7: An-
schluB8stutzen zur Gasstation.
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Auf einem Planschliff-ReaktionsgefdB mit angesetztem Flansch
wurde eine runde Messingplatte mit einem Spannring befestigt.
Die Nickeltube wurde im Gefd8 von unten in einer an der
Messingplatte angebrachten Halterung mittels einer Senkkopf-
schraube so fixiert, daB der Imbusschliissel, der von aussen
her manipulierbar war, im Innensechskant der Madenschraube
steckte. Uber einen Messingstutzen, der an eine Bohrung in
der Messingplatte angesetzt war, stand das GefdB8 direkt mit
der Gasstation in Verbindung. Die Gasdichtigkeit der gesamten
Apparatur wurde durch O-Ringe aus Gummi und durch Schliff-
Fett garantiert. Nach Evakuieren des Behdlters, wurde die
Nickeltube {iiber den Imbusschliissel von aussen gedffnet und
das GefdB mehrmals mit der bendtigten Gasmischung gespiilt. In
der Regel wurde die Nickeltube in einer H,/CO, Atmosphdre
(80:20) bei 4 bar Druck verschlossen. Nach erfolgtem
Druckausgleich wurde die Tube aus dem Gefd8 entnommen und
entweder im Autoklaven bebriitet oder als Kontrolle ohne
externen Druck inkubiert.

6. Stabilitdat von Aminosduren, Polyglycin und extrem ther-
mophilen Bakterien unter "Black smoker"-Bedingungen.

Wahrend der Entwicklung der Nickeltuben-Technik ging die
Sensationsmeldung vom Wachstum von "Black smoker"-Bakterien
bei Temperaturen bis wenigstens 250°C (Baross & Deming, 1983)
durch die Weltpresse. Der "Black smoker" der in einer Tiefe
von 2600 m 21° N auf dem ostpazifischen Ricken entdeckt
worden war, entldst 350°C heiBe Wdsser in den Ozean (East
Pacific Rise Study Group, 1981). Aufgrund des hohen hydrosta-
tischen Druckes von 265 bar bleibt das Wasser trotz der hohen
Temperaturen fliissig. Frilher wurde bereits angenommen (Brock,
1967; Baross et al., 1983), daB8 nicht die extrem hohen Tempe-
raturen an sich, sondern die Nichtverfigbarkeit von fliissigem

Wasser fir Bakterienwachstum limitierend wdre. Diese Vor-‘
stellung wurde logischerweise dahingehend erweitert, da8
extrem thermophile Mikroorganismen-Gruppen in der Lage sein
missten, die O©Okologische Nische der hydrothermalen Quellen
auf dem Meeresgrund zu besetzen (Baross et 'al., 1982). Die

Ergebnisse von Baross & Deming stellen filir unsere vorgefaBte

{Univ.-BitTioth
J Regensburg
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Meinung iber die Temperaturobergrenze des Lebens eine Heraus-
forderung dar, geben zu Spekulationen iber die Existenz von
Bakterien innerhalb der Erdkruste Anla8 und unterstiitzen
bestehende Vorstellungen auf dem Gebiet der Exobiologie
(Walsbey, 1983).

6.1 Versuche zur Anzucht von MSB 8 (Thermotoga maritima) bei
250°C, 300°C und 265 bar ilber 6 h (Bedingungen von Baross
& Deming) und 16 h

In Ermangelung der Baross’schen "Organismen” wurde das extrem
thermophile Eubakterium Thermotoga maritima wegen der morpho-
logischen Ahnlichkeit mit dem von Baross auf elektronenmikos-
kopischen Aufnahmen abgebildeten Objekten ausgewdhlt.

6.1.1 Temperierung des Autoklaven

Da bis 2zu diesem Zeitpunkt am Lehrstuhl unter hohen Driicken
ausschlieB8lich Enzymologie betrieben worden war, waren die
bestehenden Einrichtungen nicht auf hohe Temperaturen ausge-
legt. Zur Erzeugung von Temperaturen < 400°C wurde der von
Miller verwendete Autoklav mit einer 2.5 kW Heizung spiralig
umwickelt und mit mehreren Lagen Asbest (Gesamtdicke ca. 1.5
cm) 1isoliert. Heizung und Isolierschicht wurden mit einem
seitlich verschraubten Blechmantel an den Autoklaven ge-
presst. Um die Wdrmeableitung so gering wie moglich zu hal-
ten, wurde auch die Autoklavenaufhdngung isoliert.

Das Konstanthalten der Temperatur erfolgte iiber ein zu diesem
Zweck konstruiertes Temperatur-MeS8-und Regelgerdt. Der Tempe-
raturfihler (Thermocoax) befand sich in unmittelbarem Kontakt
mit der Stahlwandung des Autoklaven (Wdrmeleitpaste) in der
Mitte 2zwischen zwei Heizungswindungen. Die Innentemperatur
wurde in unmittelbarer Nachbarschaft der Nickeltube ebenfalls
mit einem Thermoelement gemessen und iiber den gesamten Ver-
suchsverlauf registriert. Die Temperatur wurde auf = 1°C
genau konstant gehalten.
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Abb. 8: Typisches Temperaturprofil wdhrend eines Hochdruck-
Hochtemperaturversuchs. Der Autoklav war auf ca. 95°C vorge-
heizt:; als Druckiibertrdgermedium wurde Ethylenglykol verwen-
det. Die Abdichtung des Autoklaven erfolgte mit O-Ringen aus
Kupfer, die vor jedem Experiment ausgegliiht und in Ethanol
abgeschreckt wurden. Das Abkilihlen erfolgte mit Pressluft.
Wahrend der Aufheiz- und Abkiihlphase wurde der Druck tiber
eine Spindelpresse manuell konstant gehalten.

6.1.2 Geringfiigige Wachstumshemmung von MSB 8 bei 82°C durch
erhohten hydrostatischen Druck

Kontrollen: Je 4 ml mit 0.001% Hefeextrakt (Difco), 1% HEPES
und 0.5% NaHCO3, pH 7.0, aus 0.2% Hefemedium heraus beimpftes
MMS-Medium wurde mit 4 bar N, in Nickeltuben 24 h bei 85°C
unter Atmosphdrendruck inkubiert. Nach Beendigung der Inkuba-
tion wurde lichtmikroskopisch auf Wachstum kontrolliert. Alle
Kontrollen waren mdg8ig bewachsen, sowohl mit Kurzst&dbchen als
auch mit kokkoiden Zellen: die Mehrzahl der Kurzstdbchen
befand sich im Teilungsstadium.

Proben bei 82°C und 136 bar:

Applikation von Druck iber 24 h filhrt zu signifikanter Wachs-
tumshemmung gegeniiber den Kontrollen, obwohl auch in den
bedriickten Proben Kurzstdbchen im Teilungsstadium beobachtet
wurden. Der pH-Wert des Mediums war auf 7.5 angestiegen
(Messung bei Raumtemperatur):; die Reaktion von Resazurin mit
Sauerstoff war normal. 4
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6.1.3 Inkubation von MSB 8 unter hydrothermalen Bedingungen

Je 4 ml beimpftes, supplementiertes Medium wurden mit 6 ml N,
(4 bar) bei 251°C (bzw. 255°C), 260 bar (bzw. 290 bar), 6 h
(bzw. 16 h) druckinkubiert. Nach der Dekompression wies das
Medium eine gelblich grine Farbe bei pH 6.5 auf, die an der
Luft rasch in braun umschlug (keine Resazurin-Reaktion). Die
mikroskopische Untersuchung ergab keinerlei Anhaltspunkte fir
das Vorhandensein irgendwelcher zelluldrer Bestandteile bzw.
Zellfragmente; das Medium enthielt eine Vielzahl kristalliner
Partikel die sich nach kurzer Zeit als dunkler Bodensatz
absetzten. Zur Sicherung des obigen Befundes wurden als Kon-
trollen beimpftes Medium und die bedriickten Proben mit und
ohne saure Hydrolyse (4 N HCIl, 100°C, 16 h) einer Aminosdu-
reanalyse unterzogen.

6.1.4 Aminosdureanalyse von MSB 8 Suspensionen

66 pl Hydrolysat wurden auf einem Biotronik Aminosdureana-
lysator LC 5000, der an einen Shimadzu CR 1B Chromatopac
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Abb. 9: Aminosduremuster von Thermotoga maritima vor und nach
hydrothermaler Behandlung.

A: 5.5 nM Aminosdurestandard
B: 66 ul Hydrolysat des beimpften MMS-Mediums

C: 66 ul der bewachsenen Kultur, nach 6 h Inkubation bei 85°C
und Atmosphdrendruck

D: 66 ul Hydrolysat nach 6 h Inkubation bei 251°C und 260 bar
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Wie aus den obigen Chromatogrammen zu ersehen ist, nimmt der
Gehalt an Aminosduren in den bewachsenen Kontrollen gegeniiber
dem beimpften Medium nach 6 h Bebriitungszeit bei 85°C und 1
bar zu; dieser Anstieg bestdtigt den lichtmikroskopischen
Befund des Wachstums. Dagegen sind bei den Proben, die hydro-
thermalen Bedingungen unterworfen worden waren nur noch Glycin
und NH3 eindeutig zuzuordnen. Besonders signifikant ist der
drastische Anstieg des Ammoniakpeaks. In diesem Zusammenhang
ist erwdhnenswert, daB8 sich unhydrolysierte hydrothermale
Proben von den salzsauren Hydrolysaten weder qualitativ noch
quantitativ unterscheiden. Aus den mikroskopischen Befunden,
zusammen mit dem Ergebnis der Aminosdureanalyse muB zwingend
geschlossen werden, daB8 unter den Baross’'schen Bedingungen
keinerlei Wachstum erfolgt; vielmehr werden die im Inokulum
befindlichen Zellen von Thermotoga maritima vollstdndig zer-
stobrt. Es erhebt sich zudem der Verdacht, daB8 unter "Black
smoker"-Bedingungen, die im Gegensatz zu anderen Biomoleki-
len sehr stabilen Aminosduren einschneidenden chemischen
Verdnderungen unterliegen. Analoge Versuche mit Pyrodictium
occultum blieben erfolglos. Die Bildung von NiS und Ni283
aus dem Schwefel im Medium stellte selbst in mit Teflon
ausgekleideten Nickeltuben ein uniiberwindliches Problem dar.

6.2 Stabilitdt von Aminosduren bei 250°C und 260 bar

Im Kkristallinen Zustand liegt der Stabilit#dtsbereich fir die
biogenen Aminosduren 2zwischen den Zersetzungspunkten von
Glutamin (180 - 185°C) und Tyrosin (342 - 344 ©°C) (Beil-
stein). Aus den meisten Aminosduren entstehen bei ca 250°C
eine Vielzahl von thermischen Umwandlungsprodukten (Heyns &
Pawel, 1957). Zur thermischen Stabilitdt von Aminosduren in
wdssrigen Losungen liegen bislang eine Reihe von Unter-
suchﬁngen vor (Valentyne, 1964, 1968; Povoledo & Valentyne,
1964). In Losung laufen am intakten Aminosduremolekiil drei
Primdrreaktionen ab.
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- Decarboxylierung

R-CH-COOH » R-CH,-NH, + CO, (8)
|
NH,

- Abspaltung von Kohlenmonoxid

R-CH-COCOH » R-CHO + CO + NH3 (9)

l
NH,

- Desaminierung (unter Erhaltung des Kohlenstoffgeriists)

R-CH,-CH-COOH » R-CH = CH-COOH + NHj (10)

|
NH,

Um den postulierten stabilisierenden EinfluB8 hoher Driicke auf
obige Zersetzungsreaktionen =zu {iberpriifen, wurden die
folgenden Versuche unter hydrothermalen Bedingungen in
Abwesenheit von Sauerstoff durchgefihrt. Technische
Einzelheiten sind an anderer Stelle beschrieben (Bernhardt et
al., 1984).
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Abb. 10: Hydrothermale Zersetzung natiirlicher «-L-Aminos&duren
bei 250°C und 260 bar. 3 ml Aminosduremix ("calibration
standard” + L-Tryptophan, 550 nM/As.ml in H,O0 pH 2.0 (pH nach
Behandlung 4.7) (e) bzw. in Minimalmedium + 0.3% HEPES + 0.5%
NaHCO,, Anfangs pH 7.5 (---))- wurden bei 250°C und 260 bar 6
h inkubiert. 2Zur Aminosdureanalyse wurden 50 ul Proben mit
einem Gehalt wvon 5.5 nM pro Aminosdure verwendet. ( )
Aminosdurestandard ohne hydrothermale Behandlung. Die Peaks 1
- 5 stellen unidentifizierte Abbauprodukte dar. Bei 303°C und
260 bar werden alle Aminosduren zerstdrt. Unter diesen Bedin-
gungen ist Ammoniak das einzig nachweisbare Produkt.
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20 100 120 w0 16 18 200 100 120 1.0 160 180 200
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Abb. 11: Temperaturabhdngige Zersetzung natiirlicher «-L-

i

A:

B
p

Aminosduren nach 6 h Inkubation bei 260 bar. Beding&ngen wie

n Abb. 10. Die Peakfldche ist angegeben in uvV.s.10
Aminosduremix in H,O, pH 2.0 (End pH 4.7)

: Aminosdsuremix in 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7.0 (End
H 7.0). (....) unbekannte Abbauprodukte.

57



Aus Abb. 10 ist deutich zu ersehen, daB8 die Stabilitdt wvon
Aminosduren durch hohe Temperatur und hohen Druck dramatisch
beeinflu8t wird. Bei 250°C und 260 bar wird eine Reihe von
Aminosduren bereits innerhalb von 6 Stunden beinahe vollstdn-
dig zerstort bzw. ineinander umgewandelt (Asp, Glu, Ser, Thr,
Cys und Trp). Die unpolaren Aminosduren sowie His, Lys, Arg
und Phe werden partiell abgebaut. Andererseits nehmen Gly,
Ala und NHj3 drastisch zu; diese Zunahme kompensiert (zumin-
dest teilweise) die Abnahme der {ibrigen Aminosduren. Die
Zunahme von Ammoniak 148t sich aus Gleichung ( 9 ) und
Gleichung (10 ) direkt verstehen:; obiger Befund 1legt die
Vermutung nahe, da8 die Decarboxylierung eine untergeordnete
Rolle spielt.

Nach Valentyne (1964) wird im Temperaturbereich um 250°C und
dem resultierenden Dampfdruck des Wassers Gly aus Ala, Val,
Ser, Thr, Met und Tyr als Abbauprodukt detektiert. Met und
Ser wandeln sich zus&tzlich in Ala um (siehe Abb .11 ). Das
Defizit in der Nettobilanz erkldrt sich aus der Vielzahl der
organischen Verbindung, die z. T. nur in Spuren als Ninhyd-
rin-negative Produkte entstehen (Walter et al., 1967). Gly
und Ala stellen stabile Endprodukte des Aminosd@ureabbaus dar.
Untersuchungen zur Stabilit&dt gegeniiber Decarboxylierung im
relevanten Temperaturbereich ergaben Halbwertszeiten in der
GroBenordnung von 30 Tagen (Conway & Libby, 1958). Aus
Abbildung (11 ) geht zusdtzlich hervor, daB8 der pH Wert (pH 2
resultiert aus der Verdiinnung des Aminosdurestandards mit
HyO, pH 7.6 aus der Verdinnung mit Phosphatpuffer) Kkeinen
merklichen EinfluB8 hat.

Im Minimalmedium, das HEPES enthdlt, treten zusdtzlich die
von Baross & Deming beobachteten fiinf Zusatzpeaks auf. Bei
Peak 1 und 2 scheint es sich um Ninhydrin-positive Abbaupro-
dukte wvon HEPES zu handeln, die bereits nach salzsaurer
Hydrolyse (4 N HCl, 100°C, 16 h; wvgl. Abb.9 ) in der
Aminosdureanalyse detektiert werden. In Abbildung 11 ist die
Temperaturabhidngikeit des Zerfalls (250°C, 260 bar, 6 h) in
H,O0 (pH 2.0) und Natriumphosphat Puffer (pH 7.6) dargestellt.
Wahrend eine Anzahl von Aminosiuren bis 200°C betrdchtliche
Stabilitdt aufweist, erfdhrt der GroBteil chemische Modifika-
tionen, was obige Ergebnisse bestdtigt. Hoher Druck stellt
demnach keinen Schutz vor Degradation dar. Lediglich Arg
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scheint bis zu 200°C durch Druck gegeniiber Hydrolyse stabili-
siert zu werden. Nach Valentyne (1964) liegt die Halb-
wertszeit von Arg.HCl im Minutenbereich. Moglicherweise er-
kldrt sich diese Diskrepanz aus einem Zuordnungsproblem des
Arg Peaks mit einem durch die Umwandlung entstandenen Ninhyd-
rin-positiven Produktpeak. Murray et al. (1965) geben die
Halbwertszeit der Hydrolyse von Arg bei 176°C mit ca. 25 h
an.

Die Auswertung der Kinetik des Abbaus bei 250°C und 260 bar
ist durch die unzureichend definierte Inkubationszeit (vgl.
Abb. 8 ), bedingt durch die langen Aufheiz- und Abkiihlperio-
den erschwert (150°C » 250°C » 150°C = 25 - 30 min). Inner-
halb dieser Zeit hat der Abbau von Arg, Cys, Asp und Glu
bereits vollstidndig stattgefunden. Die Halbwertszeit (t 1/2)
fir die Ubrigen Aminosduren liegt im Bereich von 50 min. Die
Zunahme der hydrothermalen Stabilitdt wird durch die Reihen-
folge Trp (1t 1/2 = 30 min) < Ser < Thr < Met < His < Lys, Tyr
< Ile < Leu < Val (tr 1/2 = 80 min) gekennzeichnet. Die
Ergebnisse zeigen eindeutig, daB8 die Halbwertszeit der Amino-
sduren unter "Black smoker" Bedingungen kiirzer ist, als die
maximale Verdopplungszeit (40 min) extrem thermophiler Bakte-
rien.
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Tabelle 6 :

Hydrothermaler Abbau von Polyglycin und isolierte

Zellen von Pyrodictium occultum (Stamm PL 19)
Peakfldchen

Die
aus
bei

Zahlen geben die
der
250°C und 260 bar,

Aminosdureanalyse

vgl.

(uV.sec.lO-z)
(nach 6 h Inkubation
mit unbehandelten

Kontrollen bei 20°C, 1 bar) wieder.

Verbindung Polyglycin Pyrodictium occultum in
in 0.1 M NaPP Minimalmedium plus
pH 7.0 0.3% HEPES und

0.5% NaHcO3 pH 7.5
hydro- nicht hygro-
lysiert@ lysiert

20°c 2509 20°Cc  250°C 20°Cc  250°C
1 bar 260 bar 1 bar 260 bar® 1 bar 260 bar®

Asp 766 7 6 0

Thr 440 2 8 0

Ser 576 9 9 0

Glu 1127 705 69 0

Gly od 336 924 877 46 988

Ala 1023 740 45 786

val 499 310 12 291

Met 67 0 0 0

DAP 25 16 22 15

Ile 393 78 6 69

Leu 804 263 10 235

Tyr 10 0 0 94

Phe 191 65 0 59

GlcNH, 137 0 0 0

GalNH, 55 0 0 0

Arg 282 105 55 74

orn 16 54 0 22

Lys 616 73 50 72

NH; 1541° 5238 170 5759

His 527 0 18 0

2 pie Zellsuspensionen wurden einer Sdurehydrolyse,
16 h unterzogen:

110°cC,

gminoséureanalyse des Uberstands.
20°C, 1 bar (Kontrollen): Die Aminosdurezusammensetzung des

Mediums

Zentrifugation.

Uberstand

In Gegenwart von Glukose
hohere Komplexitat

gemische (Valentyne,
Polyglycin lag unter der detektierbaren-

d

nach Zentrifugation erfolgte

nach Abtrennung der zelluldren Bestandteile

4 N HC1,
die

durch

250°C, 260 bar: Aminosdurezusammensetzung im
nach hydrothermaler Behandlung der
und anschlieBender Zentrifugation.

1964) .

weist der Abbau
auf als im Falle der reinen

der

Zellsuspension

Aminosduren
Aminosdure-

Grenzkonzentration

bei Verwendung der Standard Ninhydrinreaktion.
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6.3 Hydrothermale Stabilitdt von Polyglycin und Zellen von

Pyroditium occultum
6.3.1 Polyglycin

Um die Auswirkungen hoher Temperaturen und hoher Driicke auf
die Stabilitdt der Peptidbindung zu untersuchen wurde wegen
der maximalen Stabilitdt des Glycins bei 250°C und 260 bar,
Polyglycin verwendet. Der Polymerisationsgrad betrug = 80.
Inkubiert wurde in 0.1 M Natriumphosphat Puffer pH 7.0 bei
253°C und 260 bar. Wie aus Tabelle 6 zu entnehmen ist, war
Polyglycin nach 6 h bereits vollstdndig hydrolysiert. Wie fir
Dialanin und Alanylaspartat gezeigt wurde, betragen die Halb-
wertszeiten ungefdhr 6 min bzw. 1 min (White, 1984). Somit
reicht Temperaturerhshung aus, um die Aktivierungsbarriere
zu Uberwinden, die der Peptidbindung bei Raumtemperatur und
Normaldruck Stabilitdt verleiht. Die vollstdndige Depolymeri-
sation erfolgt im Minutenbereich.

6.3.2 Zellen von Pyrodictium occultum

Das Archaebakterium Pyrodictium occultum wichst bei 105°C
optimal; in diesem Temperaturbereich ist die Hydro-
lyseanfdalligkeit von Zellbestandteilen aus mesophilen
Organismen (ATP und NADH) bereits merklich ausgeprdgt. Die
Tatsache, daB8 Pyrodictium noch in der Lage 1ist, sich bei
110°C zu vermehren, verleitet zu der Annahme, da8 seine
Zellbestandteile in besonderem MaBe speziell an hohe Tempera-
turen angepafit sind. Um diese Hypothese zu iberprifen, wurden
zwel Arten von Experimenten durchgefiihrt.

- Unter Normalbedingungen gezogene Zellen wurden hydroly-
siert, um gegebenenfalls Zellbestandteile (modifizierte Ami-
nosduren) 2zu finden, die in der Lage sind, "Black smoker"
Bedingungen unbeschadet 2zu iiberstehen; derartige Verbindungen
wurden nicht gefunden (Tabelle 6).

- Intakte, wunter Normalbedingungen gezogene Zellen, wurden
direkt bei 250°C und 260 bar inkubiert. Das Ergebnis war die
ausgeprdgte Hydrolyse von Proteinen und der Abbau mit den

resultierenden Verdnderungen, wie sie fiir Aminos&duren unter
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hydrothermalen Bedingungen charakteristisch sind (Abb.10).
Aus diesen Experimenten muB gefolgert werden, daB selbst das
bisher bekannte "extremst'" thermophile Bakterium iber keiner-
lei Dbesondere Schutzmechanismen verfiigt, die das Uberleben
unter "Black smoker"” Bedingungen gestatten. Wie auch im
Falle anderer Thermophiler (Abb.9 C) (Amelunxen & Murdock,
1978; Zuber, 1979; Jaenicke, 1981) weist das Aminosdurereper-
toire von Pyrodictium occultum keinerlei Besonderheiten auf;
entsprechend sind die natiirlichen «-L-Aminosduren dem hydro
thermalen Abbau unterworfen. Aufgrund der kurzen hydrotherma-
len Zersetzungszeiten von Proteinen und Aminos&duren, gibt es
keine plausible Erkl&drung fiir die Existenz und das Uberleben
von "Black smoker Bakterien".
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7. Optimierung der Anzuchtbedingungen fir Mc. thermolithotro-

phicus unter Hochdruck

7.1. Quantifizierung des Wachstums

7.1.1. Bei Anzucht unter Atmosphdrendruck

In vielen mikrobiologischen Laboratorien stehen keine Spek-
tralphotometer mit variabler Wellenldnge zur Verfigung; es
hat sich aus diesem Grund eingebiirgert 1in Gegenwart des
Redoxindikators Resazurin die scheinbare Extinktion bei 578
nm zu bestimmen. Bei dieser Wellenldnge weist die oxidierte
Form des Sauerstoffindikators betrdchtliche Eigenabsorptionen
auf; daher ist der Zusatz von Reduktionsmittel (z.B. Natrium-

dithionit) erforderlich.

0.12

0.10
0.08

0.06
0.04

\
i

ABSORPTION

0.02

410 510 610
A (nm)

Abb. 12: Absorptionsspktrum von MG™H vor und nach der Re-
duktion mit Natriumdithionit; 4 = 1 cm.

Wie aus Abbildung 12 hervorgeht, kann zur Vereinfachung und
zur Vermeidung von Verfdlschungen durch Schlieren- bzw.
Fusselbildung bei Zusatz von Na,;S,04 die Absorption im oxi-

dierten Zustand bei 450 nm bestimmt werden.
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Bei dieser Wellenldnge spielt es keine Rolle, ob das Medium
oxidiert, bzw. durch gelOstes Methan und Wasserstoff noch
partiell reduziert vorliegt.

Wurden die Proben nicht bedriickt, stellt die Messung sowohl
bei 578 nm als bei 450 nm eine hinreichend genaue Methode zur
Quantifizierung dar und korreliert sehr gut mit der direkten

Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Kammer.

7.1.2 Nach der Hochdruckbehandlung

Nach Druckinkubation ist die Extinktionsmessung bei 578 nm
und 450 nm zur Qantifizierung des Wachstums in allen verwen-
deten Medien nicht geeignet, da sich die Medien wdhrend des
Bedrickens verdndern (Farbdnderung, Kristallbildung).

Tabelle 7 gibt einen Vergleich zwischen der Zellzahl und der
ODg7g von unter verschiedenen Driicken inkubierten Kulturen
wieder (Mc. thermolithotrophicus, Stamm SM 1).

Tabelle 7:
Zelle/ml ODg7g
6.0.10° 0.482
6.1.10° 0.300
8.2.10° 0.289
2.2.107 ' 0.042
5.2.107 0.132
7.0.107 0.202
1.6.108 0.446
2.3.108 0.483
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Vergleich der Zellzahl- und der ODgyg-Bestimmung von bedrick-
ten SM 1 Kulturen. In den angegebenen Werten ist der jewei-
lige Verdinnungsfaktor einbezogen.

Zur Uberpriifung der Wachstumsquantifizierung durch Auszdhlen
(Labilitdt der Zellen von Mc. thermolithotrophicus) wurde der
Gesamtaminosduregehalt (ohne Pro, Cys und Trp) einer wachsen-
den Kultur mit der Zellzahl zum jeweiligen Zeitpunkt auf der
Wachstumskurve verglichen.
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Abb. 13: Vergleich von Gesamtaminosduregehalt (ohne Pro, Cys
und Trp) (e) und der Zellzahl (o) von Mc. thermolothotro-
phicus in einer wachsenden Kultur (MG H, 65°C 2 bar H5/CO,,
Schiittelkultur). Zur Amlnosaureanalyse wurde je 1 ml Bakte-
riensuspension 15 min bei 12 000 upm zentrifugiert und das
Sediment mit 50 gl 6 N HC1l 20 h bei 110 OC unter vermindertem
Druck hydrolysiert; nach Evaporieren der HCl wurde der Riick-
stand in 200 ul H,0 aufgenommen. In das HPLC System wurden
jeweils 10 ul OPA-Derivat injiziert.

Mit dem Erreichen der stationdren Phase verlaufen Aminosdure-
gehalt und Zellzahl parallel. DaB die Aminosdurekurve unter
der Zellzahlkurve liegt, ist darauf zuriickzufihren, daB8 bei
der Derivatisierung mit Orthophthaldialdehyd (OPA), Cys und
Pro prinzipiell nicht erfaBt werden. Die SH-Gruppe des Cys-

tein muB vor der Reaktion zur Sulfonsidure oxidiert werden
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(Teschner, personliche Mitteilung). Trp wird wdhrend der
Hydrolyse zersetzt. Das UberschieBien der Aminosduren wahrend

der Lag- und Log-Phase hat unter anderem zwel Griinde:

- Neben dem Gesamtprotein wird auch der Aminosduremetabo-
lismus mit erfaB8t (Umstellen der Zellen auf die neuen Bedin-

gungen) .

- Starke Variabilitdt der ZellgroBe von Mc. thermolithotro-
phicus widhrend der Initial-Phase des Wachstums (Faktor 2).

Vergleiche von Aminosduregehalt und Zellzahl von druckin-
kubierten Kulturen liefern qualitativ sehr &dhnliche Ergebni-
sse. Die Auszdhlung der Zellen von Mc. thermolithotrophicus
stellt, trotz der betrdchtlichen Neigung der Zellen zur Lyse
in Gegenwart von Sauerstoff wdhrend der Zidhlprozedur, ein
hinreichend genaues Kriterium zur Quantifizierung des
Wachstums dar:; signifikante Verfdlschungen durch spontan ly-
sierende Zellen treten nicht auf.

7.2 Die Druckabhdngigkeit des Wachstums in verschiedenen
Kulturmedien

Bei den meisten chemischen Reaktionen ist die Summe der
partiellen molaren Volumina der Edukte ungleich der Summe der
partiellen molaren Volumina der Produkte. Bietet man einem
Organismus unterschiedliche Energiequellen an, so muB8 man, in
Abhdngigkeit vom beschrittenen Stoffwechselweg -je nach dem
Vorzeichen von AV bzw. AV*¥- unterschiedliches Verhalten
gegeniiber hohen hydrostatischen Dricken erwarten. Da Mc.
thermolithotrophicus bei allen Druckexperimenten seine Stoff-
wechselenergie gemd8 Gleichung 5 gewinnt, sollte, bei einer
gegebenen Temperatur in unterschiedlich supplementierten
Medien, immer das selbe Verhalten gegeniiber Druck auftreten.

In Abbildung 14 ist das Verhalten von Mc. thermolithotro-

phicus gegeniber Druck in verschiedenen Medien nach 20 h bei

65°C wiedergegeben.
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Abb. 14: Druckabhdngigkeit 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 Hg/coz (4 bar) wurden im Autoklaven im Trocken-
schrank bei 65°C +£°3°C 20 h inkubiert. Da zum Zeitpunkt der
Versuche nur ein Autoklav verfiighar war, wurden die Proben
jedesmal aus unterschiedlichen Vorkulturen beimpft. MG (e),
MGG (o), Animpfdichte (®).

Im Gegensatz zum oben Gesagten, zeigt sich (trotz des identi-
schen Substrates 80% H,, 20% CO, und NaHCO3 (5g/L)), ein
signifikanter Unterschied im Verhalten gegeniiber Hochdruck,
je nachdem welches Kulturmedium zur Anzucht verwendet wurde.
Am ausgeprdgtesten macht sich der EinfluB8 steigenden Druckes
auf das mineralische Minimalmedium MGG bemerkbar; bereits bei
relativ niedrigen Driicken 2> 20 bar, nimmt die Zellzahl gegen-
iber unbedriickten Proben rapide ab; bei P > 30 bar 1lysieren
die Zellen. An dieser Stelle sei bemerkt, da8 die bestimmten
Zellzahlen wesentiich zu hoch erscheinen, da die Unter-
scheidung von Zellfragmenten als Folge der Lysis im Lichtmik-
roskop von intakten Zellen nur schwer gelingt (die Auszdhlung
im Fluoreszenzmikroskop war wegen des nichtfluoreszierenden

Rasters unmoglich). Verniinftigerweise mu8 davon ausgegangen
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werden, daB unterhalb der Animpfdichte de facto keine intak-
ten, lebenden Zellen mehr vorhanden sind. Werden dem minera-
lischen Medium Hefeextrakt, Pepton, Vitamine, Natriumacetat
und Cysteinhydrochlorid zugesetzt, so wird der Uberlebensbe-
reich bis zu Dricken < 50 bar erweitert. Diese zugesetzten
Substanzen besitzen in geringem MaBe Pufferwirkung; die Uber-
legungen gingen dahin, etwaige unter Hochdruck auftretende pH

Effekte durch Wahl eines geeigneten Puffers abzufangen.

7.3.EinfluB von verschiedenen Puffersubstanzen auf das

Wachstum von Mc. thermolithotrophicus in Schiittelkulturen
(65°C, 2 bar H,/CO,)

Bei der Wahl der geeigneten Puffersubstanz ist zu beriicksich-
tigen, daB8 organische Verbindungen relativ grofe Temperatur-
Koeffizienten besitzen (diese Tatsache schradnkt das Angebot
der in biochemischen Experimenten einsetzbaren Puffer bei
65°C erheblich ein). Das Wachstum in 25mM Imidazol/HCl (pH
6.9 vor dem Begasen) ist gegeniiber MG  stark verlangsamt.

Nachdem Imidazol/HCl bereits bei geringen Konzentrationen
toxisch war, kamen

pK,, 20°C  “pK,/°c

)

PIPES NaO3SCH,CH,N ,N"HCH,CH,S03" 6.80 -0.0085
HEPES HOCH,CHyN'H  NCH,CH,SO3- 7.55 -0.014

8

in die engere Wahl: * Nach Westcott (1978).

Mit PIPES konnte wegen der begrenzten LOslichkeit keine aus-
reichende Pufferkapazitdt erzielt werden.
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Abb. 15: Abhdngigkeit der Zellausbeute wvon der Hepeskonzen-
tration in Schiittelkultur. 20 ml beimpftes Medium (MG~, 0,042
- 0,049 OD) wurden in Serumflaschen éz bar H,/CO5) mit stei-
genden Konzentrationen HEPES bei 65-C geschiittelt. Nach 8 h
wurde die Absorption bei 578 nm gemessen. Es erwiesen sich
120 mM HEPES als optimal.

7.4 pH-Abhdngigkeit des Wachstums in MG H (= MG  mit 120 mM
HEPES) bei 65°C und 2 bar H,/CO,

Bei einer routinemdB8igen Herstellung der Medien wird der pH-
Wert vor dem Autoklavieren und vor dem Begasen mit Hy/CO,5 bei
Raumtemperatur gemessen. Wegen der Abhdngigkeit des pH-Wertes
von der Temperatur und vom CO,-Druck wurde das in situ pH-
Profil fir Mc. thermolithotrophicus bei 65°C ermittelt.

7.4.1 MeBanordnung
Eine Mikroelektrode war, wie Abb. 16 zeigt in eine Serumfla-
sche gasdicht eingepa8t, so daB8 sich die Ausgleichsbohrung

oben am Schaft mit in der Flasche befand; dadurch war der
Druckausgleich gewd@hrleistet.
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Abb. 16: Me8anordnung zur Bestimmung des pH-Optimums unter
in situ-Bedingungen (65°C, 2 bar H,/CO,).

1: Einstabme8kette: 2: Ausgleichsbohrung; 3: Stopfen aus
Chlorbutyl-Kautschuk: 4: Alukappe.

R | | [ | { ] !
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8.9 =
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Abb. 17: Unabhdngigkeit des pH-Wertes vom N,-Gasdruck.

Die Anderung des pH-Wertes von 0,1 N NaPP, pH 8,82 (zufdllig
zur Hand) wurde in obiger MeB8anordnung 20 h bei 20°C und 65°C
aufgezeichnet. Anfdnglich befand sich in der Flasche Luft
unter Atmosphdrendruck: Nach 10 h wurde die Luft gegen 2 bar
N, ausgetauscht. Dies fihrte 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 verinderte Potentialverlauf bei 65° spiegelt den Tempera-
turkoeffizienten wieder. Die Abbildung zeigt, das8 2 bar Druck
auf die EMK der Kette keinerlei Einflu8 ausiiben.
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7.4.2 Kalibrierung der MeBkette bei 20°C und 65°C

Der Temperatufkompensationsknopf an den pH-MeBverstdrkern
erwies sich als Atrappe. Die Kalibrierung wurde daher mit
Eichpuffern unter Beriicksichtigung der pKj-Werte pro °c der
jeweiligen Puffer vorgenommen. 2Zuvor wurde sichergestellt,
da8 2 bar N, bzw. Hy auf die Potentiale der beiden Eichpuffer
keinen Einflu8 ausiibten.

Tabelle 8: Kalibrierung der MeB8kette

Eichpuffer bei 2 bar N, bzw. H, bei 20°C un 65°C

Puffer pH, 20°C  EMK, 20°C [mvl pH, 65°C EMK, 65°[mv]
Acetat 4.66 +150 4.79 +154

Phosphat 6.88 - 12 6.97 - 8

Da alle Medien NaZS enthalten, bildet sich im Verlauf der
Messungen nach ca. 3 bis 6 h ein schwarzer Niederschlag an
den Ableit-Elektroden; die MeBergebnisse werden bis zu 6 h
dadurch jedoch minimal verfdlscht. Diesen Befund bestdtigt
die erneute Vermessung der Eichpuffer bei 65°C und 2 bar N,
bzw. Hy, am SchluB8 einer Versuchsserie.
Acetat: pH = 4.73; Phosphat: pH = 6.86.

Die Ableitelektroden konnten mit 1 N HCl wieder regeneriert
werden.
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7.4.3 pH-Abhdngigkeit des Wachstums

Ausgehend von MG -H (pH auf 6.9 vor dem Begasen und Autokla-
vieren bei Raumtemperatur eingestellt) wurden jeweils 40 ml
Medium in einer Serumflasche mit H,/CO, (80:20), 2 bar mit
50% H,S04 bzw. halbkonzentrierter NaOH auf verschiedene pH-
Werte titriert. Es wurde konzentrierte Sdure bzw. Base ver-
wendet um Effekte auf die Osmolaritdt so gering wie moglich
zu halten. AnschlieBend wurden die Medien auf zwei Serumfla-
schen aufgeteilt. Eine Hdlfte jeder Probe wurde beimpft und
bei 65°C im Schiittler inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten
wurden Proben gezogen und bei 450 nm vermessen. Die restli-
chen 20 ml MG -H wurden anaerob in die MeB8anordnung iber-
fihrt, mit 2 bar H,/CO, beschickt und bei 65°C inkubiert. Die
Potentiale wurden ca. 20 min iber das Erreichen der Plateaus
hinaus registriert (stabile Endwerte). Das vor dem Begasen
und Autoklavieren auf pH 6.9 eingestellte MG -H ergab bei
65°C und 2 bar Hy/CO, die Werte 6.60, 6.63, 6.62, 6.64, mit

einem Mittellwert von 6.62 (in Littich 6.52 in mit COj-gesd-
ttigtem Zustand).
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Abb. 18: Abhdngigkeit des Wachstums vom pH-Wert. 20 ml MG H
(2 bar Hy/COy) wurden in Schiittelkultur 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.
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7.4.4 Bestimmung von Ni und Cu im Medium unter hydrothermalen

Bedingungen

Es ist hinreichena bekannt, daB8 hohere Konzentrationen von
Schwermetallen, wie z. B. Kupfer, auf Microorganismen hemmend
wirken. Nickel ist als Bestandteil des Faktors F,u3g (Whitman
& Wolfe, 1980: Diekert et al., 1980), einem Chromophor im
Methylreduktase-System (Ellefson et al, 1982; Moura et al.,
1983) fiir Methanogene essentiell.

Um ausschlieBen zu konnen, daB8 fiir die Wachstumshemmung von
Mc. thermolithotrophicus in MGG und MG bei 65°C unter modera-
ten Driicken hemmende Nickel- und Kupferkonzentrationen ver-
antwortlich sind, wurde in MM 8 nach 5 h 30 min Inkubation
unter hydrothermalen Bedingungen mittels Atomabsorptions-
Spektrometrie Ni und Cu bestimmt.

Table :Ni und Cu-Bestimmung in MM 8 nach 5 h 30 min Inkuba-
tion in Nickeltuben bei 250°C und 260 bar bzw. in unbehandel
ten Kontrollen

Schwermetall 250°C, 260 bar Kontrolle
Cu 0.088 ug/ml 0.017 pg/ml
Ni 7.80 pug/ml 0.23 pug/ml

Die Werte zeigen, daB selbst unter hydrothermalen Bedingungen
lediglich Konzentrationen erreicht werden, die um GroB8enord-
nungen unter der Hemmkonzentration liegen. Somit kann bei
65°C und 50 bar eine Wachstumshemmung durch Ni* bzw. Ccu® und
Cu2+ ausgeschlossen werden.
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7.4.5 EinfluB8 von Cosy auf das Wachstum unter Druck

Die Verwendung von Bicarbonat und gasfdrmigem CO, als einzi-
ger C-Quelle legt die Vermutung nahe, daB8 beim Eindriicken von
CO, in das Medium -je nach dessen Puffer-Kapazitdt- pH Ver-

schiebungen provoziert werden.

7.4.5.1 Loslichkeit von CO,

Bei den Hochdruckversuchen stehen maximal 1.87 cm3

COy pro ml
Medium zur Verfigung. Das Henry’sche Gesetz gilt fir CO, bis
zu Driicken < 5 bar. Das Gasgemisch aus 80% Hy, und 20% CO,
verhdlt sich bei 20°C bzw. 30°C bis zu 30 bar nahezu ideal
(Landoldt & Bornstein,1962; Kritschewski 1935, 1936). Die
Druckabhdngigkeit des Losungsverhaltens von CO, in reinem
Wasser ist 1in Tabelle 10 wiedergegeben. Die erste Spalte
reprdsentiert die externen Driicke, bei denen die in der
zweiten Spalte aufgelisteten CO, Partialdricke unter den

Versuchsbedingungen (80% H,, 20% CO,, 4 bar) erreicht werden.

Tabelle 10 : Loslichkeit von CO, in reinem Wasser bei 60°C

Externer Druck P (CO5) L (COy)
1 0.8 0.268
10 2.0 0.672
20 4.0 1.340
25 5.0 1.680
N cm3 (COZ)
L (co,) =
cm3 (Hy0)
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Die Loslichkeit wvon COp; wird bei 65°C in den verwendeten
Medien, die alle betrdchtliche Mengen Salz enthalten (MG -H
ca. 60 g/L) wegen der erniedrigten Wasseraktivitdt zusatz-
lich, wie aus Abbildung 19 hervorgeht erheblich herabgesetzt.

EXTERNER DRUCK (atm)

0 25 50 75 100 125 150 175
T I | | | 1 |

50 |-

40 - —

20 -

3 3
cm CO2 / c¢m H20
W
(o]
]

0 L | 1 { | | | 1
0 5 10 15 20 25 30 35
GASDRUCK (atm)

Abb. 19: Ldslichkeit von CO, bei 0°C. Auf der oberen Abszisse
ist derjenige Druck angegeben, der bendtigt wird um unter den
tblichen Versuchsbedingungen (2bar H,/CO,) den Jjeweiligen

Partialdruck auf der unteren Abszisse zu erreichen. ( o )
Hzo;

(@ ) : Synthetisches Meerwasser: ( &) : Meerwasserkonzen-
trat (103,26 g Salz/kg) ( ® ) : HpO0 + 172,1 g Salz/kg
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7.4.5.2 pH Messungen unter Hochdruck bei 65°C

Hochdruck verengt den Bereich der pH-Toleranz (Heefner, 1982;
Campbell et al., 1985) von Mikroorganismen signifikant. Durch
Druck wird die Dissoziation schwacher Sduren in H7O beglins-
tigt, 1in dem die freie Energie der Solvatation herabgesetzt
wird; dies hat Verschiebungen des pH Wertes zur Folge. Die
bisher vorliegenden Daten beziehen sich entweder auf Modell-
systeme oder auf Meerwasser bei relativ niedrigen Tempera-
turen (Disteéche & Disteéche, 1967; Whitfield, 1972). ’
Die pH Messungen in den komplex zusammengesetzten Medien sind
nur zustande gekommen, weil Professor Dr. A. Distéche seine
Einrichtungen am Institut fiir Ozeanologie an der Universitdt
Littich freundlicherweise zur Verfiigung gestellt hat.

7.4.5.2.1 Typ und Charakteristik der verwendeten elektro-
chemischen Kette

Verwendet wurde die von Distéche entwickelte elektrochemische
Zelle, dié besonders 2zu pH-Messungen unter hohen Driicken
geeignet ist (Disteéche, 1959, 1962, 1964, 1974). Die Konzep-
tion der Elektrode mit 2zu vernachldssigender Diffusions-
Spannung, destatted die Bestimmung von pH-Werten auf : 0.001
PH genau. Die Verwendung der elektrochemischen Kette des Typs
Ag/AgCl/HCl (mq)/Glas/L8sung/NaCl (m,)/AgCl/Ag mit Ag/AgCl-
Elektroden auf beiden Seiten der Zelle -sowohl als MeBelek-
trode, als auch als Vergleichselektrode- hat den groB8en Vor-
teil, daB8 sich ihre Standardpotentiale aufheben (Harned %
Owen, 1958). Beriicksichtigt werden miissen nur die Assymme-
triepotentiale der verwendeten Elektroden. Wie Abbildung 20
(Einschub) zeigt, sind die Assymmetriepotentiale sehr klein
und als druckunabhdngig zu betrachten. Da der NaCl-Gehalt der
Medien 0.41 N betrdgt, wurden in der Glaselektrode und in der
Referenzelektrode die Chlorid-Konzentrationen korrigiert.
Glaselektrode: 0.01 N HCl mit 0.41 N Gesamt-Konzentration
[C1 ]: Referenzelektrode: 0.41 N NaCl. Die Kalibrierung der
Elektrode beruht auf Na3;PO4, das bei der Ionenstdrke von
Meerwasser mit 0.1 N HCl titriert wird (Frankignoulle et al.,
1985).
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Die verwendete elektrochemische Kette kann wie eine Konzenrati-
onskette behandelt werden, deren EMK lautet

E=—— . 1In — (11 )

R = allgemeine Gaskonstante (8.3143 J . Grad'1 mol'l)
F = Faradaykonstante (96 4887 C)
T = Temperatur [PK]

a: , a2z = Konzentration der Xomponenten a:, az .

Im Allgemeinen wird angenommen, daB8 die sog. Elektrodensteilheit
(S) unabhdngig vom Druck ist (Distéche, 1959; Culberson & Pytko-
vicz, 1967; Whitfield, 1969).

Der pH errechnet sich nach

EMK-

pH + 2 (12)

S = Elektrodensteilheit (mV/pH)

EMK. = korrigierte elektromotorische Kraft (EMK
Asymmetriepotential)

gemessen

Bei der verwendeten Elektrode betrug S bei 298.15°9K:

Sq 57.93 mV/pH, im pH-Bereich von 2.0 - 7.2
Sy, = 57.25 mV/pH, im pH-Bereich von 7.2 - 8.5
S1/9K = 0.1942982, S,/%K = 0.1920174.

Die Temperaturmessung erfolgte mit einem "Two-terminal IC tempe-
rature transducer AD 590" (Analog Devices).
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7.4.5.2.2 Druckabhdngigkeit der pH-Werte in verschiedenen

Medien 1in Gegenwart wund in Abwesenheit von CO,
bei 65°C

Die mit CO, gesdttigten Medien wurden bei Raumtemperatur ent-

nommen und sofort in die elektrochemische Zelle iiberfiihrt;
die Elektrode wurde in den auf 65°C vortemperierten Autokla-
ven eingesetzt. Um ein Entweichen von CO, zu verhindern,

wurde nach dem Verschrauben des Autoklaven sofort ein Druck

_von 5 - 10 bar angelegt. Die Konzentration an geldstem CO,

betrug maximal 14.7 gM/ml LOsung.

Durch 15 min Kochen wurde das CO, ausgetrieben und die heigen
Losungen anschlieBend ca. 15 min im Exsikator entgast, an-
schlieBend wurde wie oben beschrieben verfahren. In Abb. 22
ist die Druckabhdngigkeit des pH-Wertes von mit CO,-gesdttig-
ten Medien (ausgefillte Symbole) und den CO,-freien Medien
dargestellt (offene Symbole). Der Einschub zeigt die d&duBerst
geringe Anderung des Asymmetriepotentials (gemessen gegen
0.01 N HC1l mit 0.41 N Gesamt [C1l 1) mit dem Druck; dennoch
wurden die gemessenen Werte mit dem Asymmetriepotential beim

Jjeweiligen Druck korrigiert.

Tabelle 11 : Anderung des pH Wertes bei Entfernen des geldsten

co, bei 65°C

pH
Medium CO, (gesattigt) entgast ApPH
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
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Abb. 20: Druckabhdngigkeit des pH-Wertes der Kulturmedien vom
Druck bei 65°C mit (ausgefiillte Symbole) und ohne (offene
Symbole) CO,. Die Medien enthielten maximal 14,3 uM gelOstes
CO,: die NaHCO:;:Einwaage betrug 60 uM. (O ) : MGG: (Q ) :
MG: (DO) : MG : (A ) : MGP; (O ) : MG H. Der Einschub
zeigt die Druckabhdngigkeit des Asymmetriepotentials der
verwendeten Elektrode.
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Tabelle 12 : Druckabhdngigkeit des pH Wertes pro 1000 bar im

COp-gesdttigten oder COjp-freien Zustand, bei 65°C

ApH/1000 bar

Medium +COy -CO,
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

Die COp Konzentration in den Medien betrug maximal 14.3 uM/ml
In den Ni-Tuben stehen maximal 81.7 uM CO, zur Verfiigung.
Wenn beriicksichtigt wird, daB8 bei den Wachstumsversuchen Jje
nach dem angelegten Druck, 81.7 uM/ml Medium in LOsung gehen,
so 1ist die in Abb. 14 und 23 dargestellte, abrupte Wachs-
tumshemmung in den Medien mit minimaler Pufferkapazitéat,
aller Wahrscheinlichkeit nach kein Druck, sondern ein pH-
Effekt.

Bei Dricken um 50 bar geht das gesamte CO; in LOsung und ver-
schiebt den pH Wert der Medien MG und MGG ins Sauere unter
die Toleranzgrenze von pH 5.5; dies hat die spontane Lyse von
Mc. thermolithotrophicus zur Folge.

7.4.5.3 EinfluB8 hoher COj;-Konzentrationen auf den pH Wert von
MG™H bei 65°C unter erhohtem Druck

Um die Pufferkapazitdt und die Druckabhdngigkeit des Mediums
MG™H beim Einleiten von gasformigem CO, in hohen Konzentra-
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tionen bei 650, bestimmen zu konnen, wurde die verwendete
Zelle modifiziert.

14 " 9

Abb. 21: Elektode zur pH-MeSung unter Hochdruck in Gegenwart
von Gasen.

1: Kunstoffbecher; 2: Gummi-O-Ring; 3: MeB8zelle: 4: Verbin-
dungsrohr: S: Gaszufidhrung; 6: Elektrode: 7: Elektrische

Durchfihrung:; 8: Ventil: 9: Autoklav; 10: Probe:; 11: Silikon-
ol.

Der MeBzelle wurde unten ein Kunststoffbecher beweglich auf-
gesetzt, die Zelle mit einer Gaszufihrung ausgestattet wund
zwischen MeS8kompartiment und Kunststoffbecher wurde durch
zwei Eisenrchrchen eine Verbindung geschaffen. Der Kunst-
stoffbecher und das MeBkompartiment wurden mit je 20 ml Mg H
gefillt, nachdem die Zelle zuvor mit CO, gespilt worden war.
Die Elektrode wurde in den vortemperierten Autoklaven einge-
setzt; durch Anlegen eines Druckes von 20 bar wurde die
Losung aus dem KRunststoffbecher in die MeBzelle gepreBt. Nach
Erreichen einer stabilen EMK wurde unter einem Druck von 30
bar CO, 1in die MeBzelle eingeleitet. Die Elektrode wurde
durch SchlieB8en eines Ventils von der CO;-Bombe getrennt.
Nach ca. 80 min stellte sich bei einem Druck von 10 bar ein
stabiler pH Wert von 5.95 ein. Die Erhchung des hydrostati-

schen Druckes auf 25 bar fiihrte zu einer weiteren pH-Ernied-
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rigung, wie die Abbildung 22 zeigt. Eine Erhohung des
Druckes, nachdem die gesamte Gasmenge gelost war, Dbewirkte

bis 200 bar keine pH Anderung.

T 1 | 1 1
3
6.5 - Zufuhr v, 20cm” COp |
“unter 30 bar
6.4 -
6.3 [ 7
6.2 [ 7]
=g
Q.
6.1 [T 7
6.0 ~ Druckeinstellung .
- quh 1 h 30' stabil
5.9 - ~—
5.8 | | | | |

020 50 100 150 200

DRUCK (kg(cm?2)

Abb. 22: Druckabhdngigkeit des pH-Wertes von MG H bei 65°C
nach Einleiten von CO;. 40 ml Medium wurden unter 20 bar
Vordruck bei 65°C igkubiert: nach Erreichen einer stabilen
fuﬁtwgrden ca. 20 cm C02 unter einem Druck von 30 bar einge-
eitet.

Vom geldsten CO, liegen etwa 0.1% als H,COj3 vor.
. gt - __ gt 2-
C02 (aq) == H2CO3 == H +HCO3 = H +CO3 (13)

Die Losungsgeschwindigkeit von CO, in basischen Waschflissig-
keiten 1ist vorwiegend durch Diffusion bestimmt (Roughton,
1941; Edsall & Wyman, 1958): die Nachlieferung von H,COj3 aus
dem geldsten CO, verlduft schnell. Der pH von wdssrigen COj,-
Losungen bei einem CO,-Partialdruck von 1 bar betragt 3.7,
bei 25°C; eine Druckerhshung auf 5.6 bar P (CO,) fuhrt =zu
einer pH-Erniedrigung auf 3.3 weiteres Einleiten von CO, hat
keine pH Anderung mehr zur Folge. Im obigen Experiment wurden

3

mindestens 15 cm” CO,/ml MG™H geldst, wohingegen die maximal
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zur Verfiigung stehende COj-Menge in den Nickeltuben 1.87
cm3/Medium betragt. Bei 25.8 bar l1losen sich bei 50°C 9.67 cm3
COy/g Hy0; bei 75°C 6.91 cm® CO,/ g H,0 (Landoldt, BOrn-
stein). In anderen Worten: MG H besitzt eine ausreichende
Pufferkapazitdt beil 65°C, so daB der das Wachstum von Mc.
thermolithothrophicus limitierende pH Wert von 5.50 bei kei-
ner CO,-Konzentration erreicht wird. Aus diesem Grunde wurde
ab diesem Zeitpunkt ausschlieBlich MG H-Medium verwendet.

7.4.5.4 Druckabhdngigkeit der Zellausbeute in Gegenwart und
in Abwesenheit der Puffersubstanzen HEPES und PIPES.

ZELLZAHL / ml

L A < —)
6 | 1 1] st § 11y " l |
1 50 90 100 200 300 400

10

DRUCK (bar)

Abb. 23: Druckabhidngigkeit der Zellausbeute in Gegenwart und
in Abwesenheit der Puffersubstanzen PIPES und HEPES. Die

Bedingungeg sind identisch mit Abb. 14. ( A ): MGG:
(0o ): MG P = MG~ + 54 mM PIPES: (@ ): MGTH = MG™ + 120 mM
HEPES: ( I ): Kontrollen ohne externen Druck.
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Die Abb. 23 zeigt eine Zunahme der Drucktoleranz mit steigen-
der Pufferkapazitdt des Mediums. Bei Verwendung von 120 mM
HEPES deutet sich eine lineare Steigerung der Zellausbeute
bis zu Driicken von 400 bar an. Die Werte fiir Animpfdichte und
fiir die unbedriickten Kontrollen sind der Abb.14 zu entnehmen.

10

10
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—/—0
\ | Q Ly |

0 200 400 600 800 1000 1600
DRUCK (bar)

Abb. 24: Druckabhidngigkeit der Zellausbeute in gepuffertem
und ungepuffertem Medium (3 ml beimpftes Medium, 4 bar
Hy/COp, 65°C, 5h): (o0 ): MG™; ( @ ): MG'H; (---): An-
impfdichte.

In Gegenwart von 120 mM HEPES im Medium nimmt die Zellausbeu-
te mit steigendem Druck bei 600 bar gegeniiber den unbedriick-
ten Proben zu. Bei weiterer Druckerhshung treten bei Driicken
> 700 bar Zelldeformationen (s. Abb.31) auf, die mit einer
Abnahme der Zelldichte bis ~ 1 kbar parallel verlaufen; bei
Driicken von 1.6 kbar tritt Lyse in den Vordergrund. Im Gegen-
satz hierzu lysieren die Zellen in Abwesenheit von HEPES in
MG -Medium wegen der beschrdnkten Pufferkapazitdt bereits im
Druckbereich um 100 bar.
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8. Hochtemperatur- Hochdruck- Apparatur zur Aufnahme von
Wachstumskurven

It TS
. \ .

8l ]!:/

Abb. 25: Hochdruckapparatur.

In den zwei vorhandenen Autoklaven konnten nur punktuelle
Messungen (d.h. insgesamt nur zwei Ni-Tuben) durchgefiihrt
werden; Deshalb war es notwendig, eine Apparatur zu bauen
(Abb. 25), die eine Aufnahme Wachstumskurven unter konstan-
ten, streng definierten Bedinungen gestattete.

Zu diesem Zwecke wurden 4 Hochdruckautoklaven (Abb. 26) in
Serie geschaltet. Wegen der groBen Volumina wurde das Drucki-
bertrdgermedium (Dialla/Petrolether, 1:1) mittels einer
Druckluftpumpe bewegt. Jeder Autoklav (Fassungsvermdgen zwei
Ni-Tuben) wurde iber zwei Mantelheizelemente temperiert; die
220 V/ 400 Ww-Heizungen waren so angebracht, daB8 in den Autok-
laven kein Temperaturgradient aufgebaut wurde. Die Tempera-
turregelung erfolgte iber die in der Abb. 27 dargestellten
Elektronik auf : 1°C genau.
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Abb. 28: Prinzipskizze der Hochdruck-Hochtemperaturapparatur.

1: Druckluftanschlu8 mit Einlag8ventil: 2: Wartungseinheit,
Typ FRC-1/2-S-B (Festo):; 3: Druckluftzufihrung: 4: Reservoir
fir Druckilbertridger - Medium; 5: Druckluftpumpe, Typ 66
D-40 (Dunze): 6: Schallddmpfer: 7: Hochdruckleitung (Dunze):
8: Autoklav: 9: Mantelheizelement, 400 W/220 V (Eichen):
10: Thermistor fir Temperaturregelung: 11: Thermoelement zur
Temperaturmes8ung im Inneren des Autoklaven: 12: Hochdruckven-
til (Dunze): 13: Manometer mit Maximalausschlag 4000 bar,
K1. 0,1 (wWika). ’

Die Autoklaven wurden bei jedem Experiment auf die gewiinschte
Temperatur vorgeheizt.

9. Druckeinflisse auf das Temperaturoptimum von Mc. thermo-
lithotrophicus

Mit der Fertigstellung der beschriebenen Apparatur waren alle
Voraussetzungen geschaffen, die Hypothese zu iliberpriifen, ob
Hochdruck in der Lage ist, den Temperaturbereich in dem ein
Organismus iberlebt, 2zu verbreitern, bzw. das Temperaturop-

timum in Richtung auf hohere Werte hin zu verschieben.
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Abb. 29: Einflu8 von Druck und Temperatur auf die Zellausbeu-
te nach 5 h 12 min.(3 ml MG H + 7 ml Hy/CQ,, 4 bar). ( @ ):
56°C; ( o ): 65°C; ( A ): 70°C; ( m):"75°C.

Bei 65°C und 70°C durchlaufen die Kurven ein Optimum bei 500
bzw. 380 bar. Bei diesen Temperaturen uUbertrifft die Zellzahl
nach 5.2 h unter Hochdruck die Zellausbeute bei Atmosphéd-
rendruck. Eine Erhohung der Temperatur auf 75°C erlaubt kei-
nerlei Wachstum mehr: mit einer Erhthung des Druckes tritt
Lyse ein. Bei 65°C nimmt bei Drucksteigerung die Zellausbeute
gegeniiber der Zellzahl bei Atmosphdrendruck kontinuierlich
ab. Bei 65°C folgt nach Druchlaufen eines Optimums bei 500
bar eine kontinuierliche Abnahme der Zelldichte; bei 1400 bar
sinkt die Zellzahl unter die Animpfdichte. Die Interpretation
dieser Befunde wird dadurch erschwert, da8 die Messungen
punktuell durchgefihrt wurden, und somit jeder MeBpunkt einer
gesonderten Vorkultur entstammt. Dadurch konnte mdglicher-
weise eine Genauigkeit vorgetduscht werden, wie sie der Rea-
litdt nicht entspricht.

Der Steigerung der Zellausbeute auf das ~ achtfache bei 65°C
und 500 bar liegt modglicherweise eine bessere Versorgung mit
Substrat zugrunde. Hinsichtlich der CO,-Loslichkeiten stimmen
die Angaben in der Literatur iberein, wohingegen die Werte
fir die Loslichkeiten von Hy widersprichlich sind (Ullmann,
Kritschewski, 1936). Im Folgenden wird auf CO,-Loslichkeits-
daten aus renommierten Tabellenwerken, wie Landoldt-Bdrnstein
4. Aufl. und Stephen & Stephen, 1963, Bezug genommen.
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Unter Berlicksichtigung des Hjp-Partialdrucks stehen in den

Experimenten 7.47 cm3

Hy/ml MG H zur Verfigung. In reinem
Wasser losen sich bei 50°C 7.61, bei 60°C 7.62 und bei 70°C
7.71 cm’ Hy/g HyO. Zwar konnte der Einwand erhoben werden,
daB8 die zur Verfiigung stehende Hjy-Menge von 7.47 cm3/ml
Medium erst bei Driicken um 500 bar vollstdndig in Ldsung
geht; die Hy-Konzentration im Medium ist bei niedrigen Dri-
cken weitaus hoher als in natiirlichen Biotopen (1 uM, Thauer
et al., 1977). Die Hz-Konzentration bei 70°C und 25 bar unter
den experimentellen Bedingungen betrdgt 17 mM und liegt damit
um mehr als vier GroBenordungen iiber dem von Thauer ermittel-
ten Wert. Die Frage, ob Hochdruck auf die Zellausbeute akti-
vierend wirkt, kann also aus obigen Experimenten bejaht wer-
den. Das Barotoleranz-Verhalten geht aus Abb. 29 klar hervor.
Der Mc. thermolitotrophicus zeigt am Temperaturoptimum bei
65°C sowohl unter Atmosphdrendruck, als auch unter Hochdruck
optimales Wachstum; Variation der Temperatur vom Optimum weg,
hat in beiden Richtungen eine Abnahme der Drucktoleranz zur
Folge, mit anderen Worten: Sowohl unter Hochdruck, als auch
bei Atmosphdrendruck liegt das Temperaturoptimum bei 65°C.
Starke Indizien filr eine Hochdruckaktivierung sind von Love-
ley (1985) geliefert worden. Bestimmungen der minimalen
Schwellkonzentrationen fiir H, bei verschiedenen methanogenen
Bakterien ergaben einen Wachstumsstillstand erst bei Hp-
Partialdrucken von < 100 pubar, d.h. drei Zehnerpotenzen nied-
riger, als in den Hochdruckexperimenten.

10. Hochdruckeinfliisse auf die Zellmorphologie

Bezliglich der ZellgroBe sind Archaebakterien relativ varia-
bel. Dennoch treten unter Hochdruck Verdnderungen in der
ZellgroBe und insbesondere morphologische Deformationen auf,
die eindeutig auBerhalb der normalen Variationsbreite liegen.
Abb. 30 zeigt die durchschnittliche GroB8e und Morphologie von
Mc. thermolitotrophicus, wie sie fir die Zellen, unter Stan-
dardbedingungen (3 mg MG H, 7 ml Hy/Coy, 4 bar und 65°C) oder
bei 65°C bis P < 700 bar, typisch sind.
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Abb. 30: Morphologie von Mc.

thermolithotrophicus unter
Standardbedingungen (Balken = 1 um).

Bei 65°C und Driicken » 700 bar findet man groB8e,

verldngerte
Zellen, beil

denen offensichtlich das Einziehen der

nach der Teilung durch Hochdruck behindert ist
len").

Septen
("Maxizel-

Abb. 31: "Maxizellen": Mc.
65°C und 1000 bar, 8 h.

thermolithotrophicus in MG™H bei
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Dieser Befund stimmt mit den Beobachtungen von ZoBell und
Cobet (1964) Uberein; E. coli bildet bei 450 bar -einem Druck
der das Wachstum gerade noch gestattet- lange Filamente:; in
diese Faden sind -falls iUberhaupt- Septen nur noch teilweise
eingezogen. Bei 70°C und Driicken > 1400 bar, sowie bei 56°C
und 220 bar nach 6 h werden "Minizellen" beobachtet, die in
ihrer Morphologie an Fragmentierungsprodukte erinnern. Ob es
sich bei diesen Gebilden um echte Zellen (die Partikel fluo-
reszieren) oder um membranumschlossene Vesikel handelte, lie8

sich nicht zweifelsfrei nachweisen.

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

11. Druckabhdngigkeit der Wachstumkurven bei verschiedenen
Temperaturen

Um die Zeitabhdngigkeit des Wachstums bei verschiedenen Tem-
peraturen und Driicken zu untersuchen, wurde folgendermaBen
verfahren: 30 ml MG H Medium wurden aus einer Stammkultur
heraus 5%ig beimpft und zu je 3 ml auf Ni-Tuben aufgeteilt;
die Gasphase bestand aus 7 ml Hy/Coy unter einem Druck von 4
bar. Die Ni-Tuben wurden alle auf die vorgeheizten Autoklaven
verteilt; der Druck wurde zum gleichen Zeitpunkt angelegt:
danach wurden die Autoklaven durch Absperren voneinander
getrennt. Nach verschiedenen Zeiten wurde jeweils ein Auto-
klav druckentlastet und die Proben ausgezdhlt. Die restlichen

Autoklaven verblieben weiterhin unter Druck.
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Abb. 33: Druckabhdngigkeit des Wachstums bei 56°C. (o0 ): 1
bar; (@ ): 220 bar; ( m ): 500 bar; ( A ): 750 bar: ( & ):
1000 bar.
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Abb. 34: Wachstumskurven bei 65°C in Abhingigkeit vom Druck.
(@ ): 1 bar; ( o ): 500 bar; (8 ): 1000 bar.
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Abb. 35: Druck-und Temperaturabhdngigkeit der Wachs-
tumskurven. ( @ ): 70 ©°C, 200 bar: ( o ): 75°C, 200 bar,
(@ : 75°C, 1000 bar.

Wie aus dem negativen Reaktionsvolumen nach Gl. 5 zu erwarten
war, 1ist die Wachstumsgeschwindigkeit bei der optimalen Tem-
peratur von 65°C bei 500 bar gegeniiber der Kontrolle unter
Normaldruck beschleunigt. Die Zelldichte von =» 108/ ml wird
bei 500 bar bereits nach 4 h, bei Atmosphdrendruck erst nach
5 h erreicht (Abb. 34): die Zellzahlen bleiben iber ~ 4 h
sowohl bei Atmosphdrendruck, als auch bei 500 bar auf glei-
cher Hohe. Nach 24 h wird die Zelldichte bei 500 bar wunter
Normaldruck und 65°C geringfigig iUbertroffen. Dies ist wahr-
scheinlich auf die Begrenztheit der Substratmenge bei 500 bar
zurickzufihren, da zu Beginn der Wachstumkurve mehr H,/CO,
verbraucht wird. Bei 1000 bar konkurriert die Hemmung mit
einer anfdnglichen Beschleunigung des Wachstums; dies &duBert

sich in einer 2zweiphasigen "Overshoot"-Kinetik.
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Wird die Temperatur auf 70°C bzw. 75°C erhoht, so findet
wahrend 23 h bei 70°C bis 200 bar lediglich eine Zellteilung
statt(Abb. 35). Bei 75°C tritt sowohl bei 200 bar als auch
bei 1 kbar Lyse auf. Zusammenfassend ist aus Abb. 29, 33 bis
35 zu ersehen, daB8 keinerlei Verbreiterung des Temperaturbe-
reichs von Mc. thermolitotrophicus durch Hochdruck erzwungen
werden kann. Bei der optimalen Temperatur von 65°C ist die
Wachstumsgeschwindigkeit bei 500 bar gegeniber Atmospha-
rendruck lediglich etwas beschleunigt.

12. Druck-Adaptation von Mc. thermolitotrophicus bei nicht-
optimalen Bedingungen (56° und 220 bar)

Bei 56°C wund 220 bar zeigt Mc. thermolitotrophicus eine
reversible Druckanpassung nachdem die Zellen bei 56°C und
220 bar 22 h vorinkubiert worden sind. Werden die unter
diesen Bedingungen vorinkubierten Zellen anschlieBend bei 5°¢
48 h im Kihlschrank anaerob aufbewart, danach in frisches MG~
H-Medium idberimpft, so ist der Kurvenverlauf wieder mit dem
Kurvenverlauf ohne vorherige Druckinkubation identisch.

ZELLZAHL / ml

0 2 4 6 8 1015 20 25

ZEIT (h)
Abb. 36: Reversible Druckanpassung bei 56°C und 220 bar:
( o ): Die Zellen wurden in MG H unter Atmosphdrendruck 10 h
angezogen:; nach Uberimpfung in frisches Medium wurde bei 56°C
mit 220 bar bedrickt. ( o ): Die Zellen wurden bei 56°C, 220
bar, 22 h angezogen, in frisches Medium uUberimpft und an-
schlieBend wieder bei 56°C und 220 bar inkubiert. ( ® ): Die

Zellen wurden wie unter ( ® ) vorbehandelt, dann 48 h im
Kihlschrank aufbewahrt; anschlieB8end wurde in neues Medium
Uberimpft; erneut wurden bei 56°C und 220 bar Proben gezogen.
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Eine Erkldrung fur die komplizierten Kurvenverldufe konnte im
gleichzeitigen Vorkommen verschiedener barotoleranter Varian-
ten von Mc. thermolithotrophicus nebeneinander bestehen.
Campbell et al., 1985 haben die barotoleranten Varianten APR
11 von Streptococcus faecalis und ATCC 9790 untersucht und
fanden eine herabgesetzte Sensibilitat von APR 11 bzgl. der
Glukose-Katabolit-Repression. Dies fiihrt zu Verdnderungen der
Wachstumsregulation unter Druck.
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13. Stabilitdat und Morphologie von Mc. thermolothotrophicus

in Abhdngigkeit von der Substrat-Konzentration
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Abb 37: Wachstumskurven in Abhidngigkeit von der Substratkon-
zentration bei 56°C und 220 bar. ( O ): 10 ml MG H ohne
Gasphase:; ( @ ): 3 ml MG'H + 7 ml Hy/CO,, 4 bar; (A ): 1 ml
MG'H + 9 ml Hy/CO,H, 4 bar:; ( o ): 1 ml MG H + 9 ml H5/COyp, 1
bar; ( a4 ) 3 ml MH'H + 7 ml H,/CO5, 1 bar. Unter den Bedin-
gungens ( o ) Uberwiegen nach >;0 h "Tropfchen”; es sind keine

zelluldren Bestandteile mehr nachweisbar.

Abbildung 37 zeigt, daB8 bei Inkubation in Abwesenheit von
Substrat (H;) die urspriingliche Zellzahl Uber mindestens 70 h
konstant erhalten bleibt. Die Zellen sind morphologisch vol-
lig normal und vermehren sich nach Uberimpfen in frisches
Medium in Serumflaschen unter optimalen Bedingungen genauso
wie unbehandelte 1Inoculate aus Stammkulturen. Bei allen
Substratkonzentrationen wird nach 6 h eine Abnahme der Zell-
dichte analog der Abb.33 und 36 beobachtet. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Zellen &duBerst labil gegeniiber Sauerstoff
und mechanischer Beanspruchung, was sich lichtmikroskopisch
im Auftreten von Zellfragmenten bzw. optisch leeren Tropfchen
darstellt. Fluoreszenzmikroskopisch &uBert sich die spontan

auftretende Lyse 1in einem sehr raschen Erldschen der Fluo-
reszenz.
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In Abb. 38 - 42 ist die Zellmorphologie nach 6 h Inkubation
bei 56°C und 220 bar wiedergegeben; der Balken entspricht 1
um; die Symbole in Klammern beziehen sich auf die Bedingungen
aus Abb. 37.

Abb. 38: Mc. thermolithotrophicus in 1 ml MGH nach 6 h
Inkubation bei 56°C, 220 bar, in Gegenwart von 9 ml Hy/CO,, 4
bar ( TO).

Abb. 39: Elektronenmikroskopische Aufnahme nach 6 h unter den
Bedingungen ( ® ).
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Abb. 40: EM-Aufnahme nach 6 h wie ( o0 ).

Abb. 41: Nach 6 h Inkubation unter ( A )-Bedingungen.
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Wie aus den elektronenmikroskopischen Bildern (Abb.38 - 41)
zu ersehen ist, weisen alle Zellen nach 6 h Inkubation bei
56° und 220 bar,_ sofern Substrat in minimaler Konzentration
vorhanden ist, mehr oder weniger ausgeprdgte Deformationen,
die sich als leichte "Eindellungen" bis zum Auftreten von
Zellfragmen bzw. leeren Zellhiillen dussern, auf. Die schein-
bare Zunahme des Schweregrades der Zelldemformation mit der
Abnahme der Substratkonzentration ist nach 6 h Inkubation
rein 2zufdllig. Zu diesem Zeitpunkt im Wachstum treten bei
jeder Substratkonzentration alle oben dargestellten Stadien
nebeneinander auf. Daneben findet man selbstverstdndlich auch
Zellen mit normaler Morphologie (Abb.30 und 38) und Zellen,
die gerade im Begriff sind sich zu teilen (Abb, 42). Sofern
hinreichend Substrat vorhanden ist, kommt es im weiteren
Verlauf des Experiments zu Zellteilungen. Die Zellen zeichnen
sich nach Ablauf der Inkubationszeit durch normale Morpholo-
gie aus (Abb. 30, 38). Ist hingegen die Substratkonzentration
begrenzt, so findet man bei der Z&hlung lichtmikroskopisch
nur noch Zellfragmente, die z.T. schwer von Kristallen und
intakten Zellen zu unterscheiden sind. Besonders charakteris-
tisch ist das Auftreten von "Tfépfchen" nach 70 h, wenn unter
Substrat-Mangel (3 ml/MG H, 7 ml H,/CO5, 1 bar) inkubiert
wurde. Abb. 43 zeigt das typische elektronenmikroskopische
Bild zu diesem Zeitpunkt.
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Von Methanobacterium bryantii, einem Methanogenen mit einer
Zellwand aus Pseudomurein, wurde von einer spontanen Proto-
plastenbildung berichtet; es wurde gezeigt, daB8 bei diesem
Archaebacterium die spontante Lyse dann eintritt, wenn NH4+ -

und N12+

-Ionen 1im Medium verbraucht sind. Der Mechanismus,
der hierfiir verantwortlich ist, ist bislang nicht aufgeklart
(Jarrel et al., 1982). Als Ursache wird Zusammenbruch der
Zellwand-Biosynthese diskutiert, bedingt durch den Verbrauch
der hierfiir notwendigen Substrate: enzymatische Vorgdnge als
Grund fir die Protoplastenbildung scheiden in diesem Zusa-
mmenhang aus. Ein Verarmen von MG H an Ni* und NH4+ in den
obigen Versuchen ist hochst unwahrscheinlich, sowohl bei
Inkubation wvon 1 ml, als auch 3 ml Medium mit ausreichend
Substrat( 9 bzw. 7 ml HyCo,, 4 bar) treten bis 30 h Zelltei-
lungen auf; im Verlauf von weiteren 40 h wird keinerlei Lyse
beobachtet. Vielmehr scheint die spontante Lyse nach 6 h
durch die Knappheit der gasformigen Substrate, insbesondere
Hy, bedingt 2zu sein. Konig et al. (1985) fanden fiir
Methanobacterium wolfei, auf Minimalmedium gezogen, regel-
magig spontane Lyse 20 bis 30 h nachdem der Hjp-Vorrat er-
schopft war. In diesem Zusammenhang gibt es Hinweise fir das
Einwirken 1lytischer Enzyme. Das Auftreten lytischer Enzyme
ist zwangsldufig an das Ablaufen der Stoffwechselvorgidnge ge-
bunden. Besteht die Mdglichkeit zur Energiegewinnung (durch
AusschluB8 von Substrat) nicht, so zeigen sich auch nach
Inkubation iber 70 h bei 56°C und 220 bar bei Mc. thermoli-
thotrophicus keinerlei Anzeichen von Lyse. Wird jedoch die
Moglichkeit 2zur Aufrechterhaltung des Metabolismus durch die
Verfiugbarkeit geringer Substratmengen (H,) fiir einige Zeit
aufrechterhalten, so treten nach Erschopfung der Energie-
quelle lytische Prozesse in den Vordergrund.

14. Verdnderungen des Aminosduremusters unter Hochdruck

In Abb. 44 ist das Aminosduremuster von Mc. thermolitho-
trophicus bei 65°C ohne Druckinkubation bzw. nach Inkubation
bei 500 bar vergleichend gegeniibergestellt. Die Proben wurden
nach gleichen Inkubationszeiten gezogen und der Hydrolyse
unterworfen.
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Abb. 44: HPLC-Ldufe bedriickter und unbedrickter Zellhydroly-
sate. A: Sigma Aminosdure-Standard AA-S-18, 833 p mol/Amino-
sdure; B: Mc. thermolithotrophicus unter Standardbedingungen
(65°C, 1 bar, 8 h); C: Mc. thermolithotrophicus nach Hoch-
druckinkubation (65°C, 500 bar, 8 h).
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Auf den ersten Blick fallen dramatische Unterschiede im Ver-
teilungsmuster der Aminosduren in der unbedriickten 1im Ver-
gleich zu der druckbehandelten Probe auf, insbesondere, wenn
man beriicksichtigt, da8 Chromatogramm C (500 bar, 65°C) bei
der doppelten Verstdrkung aufgenommen wurde. Am auffdllig-
sten 1ist die Zunahme eines Peaks (in C als "Extrapeak" Dbe-
zeichnet) in der bedriickten Probe um 756% gegeniiber der
unbedriickten Probe. 1In Abb. 45 1ist dieser Peak im Vergleich
mit den Aminosduren Asp und Glu separat dargestellt.
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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 3 6 h nimmt die Fldche um 750% zu.
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In der Aminosdureanalyse kann dem dusserst hydrophilen Peak
keine bekannte Referenzsubstanz zugeordnet werden; die OPA-
Methode schlieB8t aber alle Verbindungen, die keine primdre
Aminogruppe besitzen aus (Simons & Johnson, 1978), es sei
denn die Substanz weist bei den gegebenen Voraussetzungen
Eigenfluoreszenz auf. Dies wurde durch die Chromatographie
von nicht-derivatisierten Hydrolysaten ausgeschlossen. Somit
kommt nur eine nicht-proteinogene Aminosdure oder ein bio-
genes Amin in betracht. DaB8 es sich um ein Artefakt handeln
kdnnte, einerseits bedingt durch die Hydrolyse, andererseits
durch den hohen Druck, kann dadurch ausgeschlossen werden,
das der Peak auch in den nichtbedriickten Proben andeu-
tungsweise auftritt. In HPLC-Ldufen von Proben, die hydro-
thermalen Bedingungen unterworfen wurden, 148t sich Kkeine
Substanz mit vergleichbarer Retentionszeit nachweisen. Die
Konzentrationserhshung der "Extrapeaks" wird bei Druckinkuba-
tion erst nach Zeiten > 6 h signifikant. Dies konnte auf eine
allm&dhliche - Umstellung des Stoffwechsels hindeuten, bei der
Reaktionen mit positivem AV ins Spiel kommen. Sind die Wachs-
tumsbedingungen nicht optimal -sprich die Temperatur zu nied-
rig (56°C) oder zu hoch (75°C)- so k&nnte sich Stre8 in Form
von Hochdruck wdhrend der Umstellungsphase besonders gravie-
rend bemerkbar machen (Durchgang der Kurve in Abb.33 und 36
durch ein Minimum). In diesem Zusammenhang kdnnte man an die
Neusynthese von Polyaminen denken, von denen bekannt ist, das8
sie, wie auch die "Heat shock"-Proteine gegeniiber verschie-
denen Arten von Stress, Schutzfunktionen ausiiben (Tabor &
Tabor, 1985; Li, 1983; Velazquez und Lindquist, 1984). Algra-
nati et al. (1975, 1981, 1982) haben gezeigt, da8 in Abwesen-
heit wvon Polyaminen die 30 S - Untereinheit der Ribosomen
defekt ist und somit die Initiation gestdrt und die gesamte
Proteinsynthese verringert ist. 1In diesem Zusammenhang wdre
eine Stabilisierung der Ribosomen durch Polyamine durchaus
sinnvoll, da der hemmende EinfluB8 von Hochdruck auf die
Assoziation der ribosomalen Untereinheiten (Schulz et al.
1976) wegen der GroBe der daran beteiligten Volumendnderungen
einen kritischen Faktor darstellt.
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Tabellel3: Aminosdure-Zusammensetzung bezogen auf den gesamten
Aminosdure-Gehalt in % nach 10 h Inkubation bei 65°C
bei 0 bar” und bei 500 bar.

Aminosdure Aminosdure [%, 1 bar] Aminosdure [%, 500 barl]
Asp 6.0 4.7
Glu 17.4 8.5
Ser 17.6 8.7
His 0.1 0.0
Thr 1.8 3.2
Gly 26.0 8.5
Ala 15.3 9.7
Arg 1.2 37.4
Tyr 1.2 0.3
Val 0.5 0.4
Met 1.9 0.7
Ile 2.8 4.5
Leu 3.6 7.0
Phe 1.7 2.3
Lys 2.9 4.1

*

Mc. thermolithotrophicus wurde unter Standardbedingungen
ohne externen Druck angezogen.
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In Tabelle 13 ist die Aminosdurezusammensetzung von unbehan-
delten und bedrickten Proben quantitativ an einem Beispiel
illustriert. Die Tabelle ist reprdsentativ fir die Verhaltni-
sse bzgl.' verschiedener Temperaturen und Driicke im Vergleich
zu unbedriickten Kulturen bei derselben Temperatur. Besonders
bemerkenswert ist der sehr hohe Gehalt an basischen Aminosdu-.
ren (37.4% Arg und 4.1% Lys) in der hochdruckbehandelten
Probe; 2zudem ist der prozentuale Anteil der hydrophoben Ami-
nosduren Ile, Leu und Phe bei 500 bar, 65°C-inkubierten
Kulturen gegeniiber den Kulturen bei 65°C unter Atmosphd-
rendruck erhoht. Dieser Befund deutet auf die Neusynthese
stark basischer Proteine hin; derartige stark basische, his-
tondhnliche Proteine sind sowohl bei Archaebakterien als auch
bei Eubakterien beschrieben worden. (Thomm et al., 1981).
Aus theoretischen Erwdgungen erscheint die Notwendigkeit zur
Stabilisierung der DNA durch basische Proteine nicht
erforderlich, denn das AV der Denaturierung der DNA besitzt
positives Vorzeichen:; Hochdruck stabilisiert demnach die
native DNA-Struktur (Chapman & Sturtevant, 1969).

15. Massenspektrometrie"

Eine Strukturaufkldrung des "Extrapeaks" wurde mit Hilfe der
GC-MS-Kopplung versucht. Uber HPLC wurde der Peak (zwischen
Asp und Glu) nach Hydrolyse der 10 h bei 65°C und 500
bar gewachsenen Zellen nach der OPA-Derivatisierung gesammelt
und sofort in Methylenchlorid (Reinheitsgrad fir Spektrosko-
pie) eingeleitet. Aus Unkenntnis der relativen Fluoreszenzin-
tensitdt wurde (analog den itibrigen Intensitdten der OPA-
Aminosdure-Derivate) die Gesamtmenge an OPA "Extrapeak"-
Derivat auf 1 - 10 ug geschdtzt. Bereits wdhrend des Sammelns
wurde mit Methylenchlorid ausgeschiittelt und die wdssrige
Phase verworfen. Prof. Dr. Lothar Jaenicke hat sich freundli-
cherweise bereit erkldart. die GC-MS-Kopplungsanalyse
durchzufiihren, da kein mit einem Gaschromatographen gekoppel-
tes Massenspektrometer zur Verfiigung stand; dazu mussten die
Proben nach Koln geschickt werden. Die Proben wurden getrock-
net (MgSO,) und 1:10 konzentriert.
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GC-Bedingungen:
Sdule: OV 101, 30 m (fused silica)

10°C/min 20°C/min

1 min bei 100°C —— 5 250°C ———— 5 320°C

3 gl wurden splitless injiziert (Spalt nach 30 sec getffnet).

Silylierung:

Nach Trocknen iiber MgSO4 wurde das CH,Cl, evaporiert und der
Rickstand in 100 gl MSTFA/TMSCN (10:1) gelost. Nach 1 h bei
Raumtemperatur wurden 3 pul splitless injiziert.

Die gaschromatographischen Bedingungen fir silylierte und
nichtsilylierte Proben waren identisch. Die Massenspektren
ergaben neben Verunreinigungen wie Phtalat (Weichmacher) eine
groBe Anzahl verschiedener gesdttigter bzw. ungesdttigter
Fettsduren (Cyj, - Cqyg): daneben wurden m/e-Verhdltnisse ge-
funden, die aller Wahrscheinlichkeit nach verzweigten Fett-
sdure-Estern zugeordnet werden miissen. Die Fettsduren stammen
entweder aus den Zellhydrolysaten oder vom Sdulenmaterial der
Reversed Phase HPLC-S&dule. 1In Abb.47 ist das filr Isoindolde-
rivate typische Spektruﬁ (m/e-Verhdltnis: 146) dargestellt.
Damit sind in Ubereinstimmung mit Simons & Johnson (1978) die
als Abbauprodukt aus allen m&glichen OPA-Addukten entstehen-
den Isoindolderivate zwar detektierbar: eine Zuordnung des
Restes R, auf dem das eigentliche Interesse 1lag, gelang
jedoch nicht. Der Zerfallsweg der OPA-Derivate (mit Aminen
und Aminosduren) ist duBerst komplex (Simons & Johnson, 1978
Stolaugh et al., 1983). Eine Arbeit von Jucols et al.(1986),
die soeben erschienen ist, zeigt die Ursachen des MiBerfolgs
auf. Die Halbwertszeiten des Zerfalls der OPA-Verbindungen
mit Aminen und Aminosduren sind extrem kurz. t/2 bei Raumtem-
peratur Dbetrdgt fir R: -CH,CH,OH 8 min; das stabilste
Derivat R: -C(CH3)3 hat eine Halbwertszeit von 410 min.
Beriicksichtigt man neben dem Transport noch die drastischen
GC-Bedingungen so ist eine Strukturaufkldrung mittels der GC-
MS-Technik prinzipiell nicht m&glich. Voraussetzung filir eine
Strukturaufkldrung (sowohl fiir NMR, wie fir MS) ist eine
Derivatisierung mit OPA nach der Sdule um die Retentionszeit

bei der HPLC-Trennung bestimmen zu konnen.
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Abb. 46: GCaschromatogramm des gesammelten "Extra-Peak"-OPA-
Derivats in Methylenchlorid (463).
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Die so identifizierte Substanz kann dann gesammelt und in
stabilem Zustand (das die Analyse verkomplizierende Isoindol-

gerist f&dllt weg) vermessen werden.

16. Fluoreszenzspektren der Sdurehydrolysate von Mc. thermo-

lithotrophicus-Zellen

Einen Hinweis, daB8 unter Hochdruck Prozesse induziert werden,
die zu einer Verdnderung in der Netto-Zusammensetzung der
Zellen fihren, (Tab.13) geben auch die Fluoreszenzspektren
von Zellhydrolysaten (Abb.48) Das wdssrige Hydrolysat der 24
h bei 65°C und 500 bar gezogenen Bakterien ist hellgelb; die

Kontrolle bei Atmosphdrendruck zeigt wesentlich dunklere

Fdarbung.

100 T T T T T

(%4
(=]

FLUORESZENZ (%)

REL,

360 380 420 460 500 540

Abb. 48: Emissionsspektren wdssrigern Sdurehydrolysate von
Mc. thermolithotrophicus nach 24 h Anzucht unter Hochdruck
bzw. ohne externen Druck bei 65°C. Anregung: 360 nm, Spalt:
10/4; Sens.: 3/2: Raumtemperatur. Die fluoreszierende Ver-
bindung ist mit dem Faktor F4,g¢ nicht identisch.
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17. Proteinmuster von Mc. thermolithotrophicus bei Atmospha-
rendruck und bei 500 bar, 65°C.

17.1 Bedingungen fiir die radioaktive Markierung

Mc. thermolithotrophicus kann Acetat nicht verwerten; die
Anzucht auf Formiat scheidet fiir Hochdruckexperimente, wie
weiter vorne dargelegt wurde, aus. Zur radioaktiven Mar-
kierung, sofern man nicht mit gasformiger Radioaktivitdt in
Form von SH, bzw. 1%CO, hantieren mschte, bietet sich l4c-
NaHCO; an, da uber S-Aufnahmemechanismen (z.B. in Form von
Sulfat bzw. Cystein) sehr wenig bekannt ist (Stetter, person-
liche Mitteilung).Bei optimalen Kulturbedingungen steht ins-
gesamt 147 mM Kohlenstoff (60 mM als HCO3' und 87 mM CO, zur
Verfigung. Will man angesichts dieser Verhdltnisse optimale
Einbaubedingungen schaffen, so muB die C-Quelle so einge-
schrankt werden, daB8 gerade noch ausreichende Zelldichten zur

Bestimmung des Proteinmusters erhalten werden.

17.1.1 Anzucht in HCO3'-Mangelmedium in reiner H,-Atmosphdre

Mc. thermolithotrophicus wurde in Serumflaschen ohne gasfor-
miges CO, in einer reinen Wasserstoff-Atmosphdre ange-
zogen (H,CO3 == CO, + Hp0 Gleichgewichtseinstellung wurde
vernachldssigt).
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Abb 49: Abhdngigkeit des Wachstums in MG™H von der C-Konzen-
tration.

At ( o ): 5 g NaHCO3/L: ( ® ): 2 g NaHCo3/L (Schittel-
kulturen, 65°C in reiner Wasserstoffatmosphdre, 2 bar).

B: 3 ml MG'H mit 2 g/L NaHCO3 + 7 ml H, bei 65°C und 500 bar.
Die osmotischen Verhdltnisse wurden durch NaCl-Zusatz auf-
rechterhalten.

Wie Aus Abb.49 zu ersehen ist, ist die Anzucht von Mc. ther-
molithotrophicus prinzipiell ohne gasformiges CO, mo&glich.
Eine Begrenzung der C-Konzentration auf 2 g NaCO3/L lieferte
noch Zelldichten, sowohl bei Atmosphdrendruck als auch bei
500 bar, die fiir O'Farrell-Gele ausreichen. An dieser Stelle
konnte die Frage gestellt werden, warum nicht bereits 2zu
einem friheren Zeitpunkt ein Ersatz von CO, gegen HCO3'
durchgefithrt worden ist. Um optimale Wachstumsbedinungen zu
garantieren, muB eine hinreichend hohe C-Konzentration auf-
recht erhalten werden. Die erforderliche Konzentration der C-
Quelle kann durch einen Ersatz von CO, gegen NaHCO3 nicht
erreicht werden, da Hydrogencarbonat in reiner Hj-Atmosphdre
bereits beim Autoklavieren der Medien bzw. bei der Inkubation
der Inocculate (selbst bei niedrigeren NaCOj3-Konzentrationen)
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ausfdllt. Dies zieht einen Anstieg des pH-Wertes auf 8.5 nach
sich, was zwangsldufig zur Lyse fihrt.

Wadhrend der log-Phase nimmt die HCO3'-Konzentration linear
mit der Zunahme der Zelldichte (A4ggl)ab. Das Einlaufen der
Werte fir das Saurebindqngsvermbgen in ein Plateau, 2zu einem
Zeitpunkt an dem noch Wachstum stattfindet, beruht auf der
Eigenpufferkapazitdt der Zellen wegen der erhShten Zell-
dichte. Dieses Experiment ergibt fir 14C-Markierungsversuche
eine optimale Substratkonzentration von 80 mM NaHCO3 (2 g/L)
um maximale Einbauraten bei niedriger Animpfdichte zu gewdhr-
leisten.

17.2 SDS-PAGE von Mc. thermolithotrophicus Gesamtprotein

Alle Versuche mit den {iblichen Gel-Systemen lieferte
unbrauchbare Ergebnisse, wenn die Zellextrakte nicht nach

der O’'Farrell-Methode prdpariert wurden. Alle Zellextrakte,
die im Folgenden beniitzt wurden, wurden nach der Technik wie
unter dem Punkt Probenvorbereitung 12.2.1 beschrieben, herge-
- stellt. In Abb. 50 ist die Zeitabhdngigkeit des Protein-

musters zu verschiedenen Zeiten (B) auf der Wachstumskurve
dargestellt. '
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Abb. 50: Zeitabhdngige Analyse des Proteinmusters einer wach-
senden Schiittelkultur bei 65°C. A: Densitogramme von Zellex-
trakten nach SDS-PAGE und Silberfdrbung. Molekulargewichts-
standards: 1: 97500: 2: 66000: 3: 45000; 4: 36000: S5: 29000:
6: 24000; 7: 20000; 8: 14500. B: Die zugehdrige Wachs-
tumskurve; die Punkte entsprechen dem Zeitpunkt der Proben-
entnahme.
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Abb. 51: Vorrichtung zum Gasaustausch in den Ni-Tuben bei der
radioaktiven Markierung. Um das Entweichen von radioaktivem
COy zu verhindern, wurden zwischen Wasserstrahlpumpe und

Manometer Waschflaschen mit KOH und eine Kilhlfalle geschal-
tet.
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17.3 Radioaktive Markierung und Einbau von l4c NaHCO;

Den beimpften MG H-Medien wurde jewelils eine spezifische
Radiocaktivitdt von 278 kBg/ml - 370 kBg/ml Kulturmedium zuge-
setzt. Die Einbauraten in die Zellsubstanz lagen zwischen 15
und 20%. Zum Gasaustausch in den Ni-Tuben wurde die in Abb.
52 gezeigte Apparatur benutzt, um das Entweichen von radioak-
tivem CO, in die Atmosphdre zu verhindern.
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Abb. 52: Korrelation von Wachstum und HCO, -Verbrauch. Die
Bestimmung der HCO3’-Konzentration erfolgte Uber das Gesamt-
sdurebindungsvermdgen in MG H mit Aquamerck 8048 titrime-
trisch. Die enzymatische Methode mit Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase war fir das vorliegende System ungeeignet.

( @ ): Schiittelkultur in MG H (5g/L NAHCO3) bei 65°C und 2
bar Wasserstoff. ( o ): Abnahme des Gesamtsdurebindungsverms-
gens wdhrend des Wachstums.

Einschub: Eichkurve zur Bestimmung der HCO3'-Konzentration in
Wasser.Die Eichldsungen wurden durch Verdinnung einer 80 mM
StammiSsung mit COp-freiem Wasser in N, Atmosphdre herge-
stellt. Der Pfeil gibt den Blindwert fiir 120 mM HEPES (24 : 1
m val) in CO,-freiem Wasser an.
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17.4 Autoradiographische Analyse von SDS-Gelen

Wegen der extremen Materialknappheit
gungen und nicht zuletzt,
Proteine

unter Hochdruckbedin-
weil mit Silberfdrbung nicht alle

erfaBt werden (Negativbanden bei PAS-positiven Pro-
wurden druckbehandelte und nichtbedriickte
kte auf SDS-Gelen verglichen,

teinen) Zellextra-

wie in Abb.53 dargestellt.

(meas., Scale=10, AbsR.=0.5)

(mm)

9Rb 53: Autoradiographische Auswertung der SDS-PAGE. 35 ul
C-markierter Zellextrakt wurde 15 h gegen 5 ml SDS-Sample-
Buffer dquilibriert:; A (~——): Standardbedingungen (65°C, 1
bar, 10 h); die Autoradiographiezeit war 8 Tage. B (==—):
Unter Hochdruck (65°C, 500 bar, 10 h); die Autoradiographie-
zeit betrug 14 Tage. Eichproteine im Densitogramm: 1: Phos-
phorylase B (92600); 2: BSA (66200); 3: Ovalbumin (45000);

4: Carboanhydrase (31000); Trypsininhibitor aus Soyabohnen
(21000); 6: Lysozym (14500):

Die Auswertung ergibt eine einschneidende Verdnderung im Pro-

teinmuster von bedriickten im Vergleich zu unbehandelten Pro-

ben. Generell konzentriert sich das Gros der Proteine

unter
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Hochdruck im Bereich niederer Molekulargewichte; besonders
auffdllig 1ist die Haufung von Peaks hoher Intensitdt beim
Molkulargewicht um 38000. Der Einwand, es konnte sich um
Artefakte, sprich Spaltprodukte hohermolekularer Proteine
handeln, wird aus zwelerlei Griinden entkrdftet: Erstens sind
die Zellen unter Hochdruck vollkommen intakt -es tritt sogar
bei 65°C und 500 bar optimales Wachstum auf- im Vergleich
mit Kontrollen bei allen ibrigen Temperaturen sowohl bei
Atmosphdrendruck, als auch bei allen beliebigen Driicken.
Zweitens sind die quantitativen Diskrepanzen zwischen der
Gesamtkonzentration an Protein und der Verteilung der einzel-
nen Peaks offensichtlich.

17.5 Optimierung der IEF-Bedingungen

Fir das Aufldsungsvermtgen und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse beil O’Farrell-Gelen sind die Auftrennungsbedin-
gungen wdhrend der ersten Dimension von entscheidender Wich-
tigkeit (O’Farrell et al, 1977; Duncan & Hershey, 1984).

A -

et -

- _'h e

U7

L e e

o —+
T

119



/1 O

10

bt -t

bttt | ——-

—— | o
! ! )

e ol i -1 i

s e ! | B ;

ERhEE : ]
— PR, I lnand T

1 K [
— - i : % H _—

- L P il
l ' N i T i

i L 4 S R | i [} | s ot § 1 i 1 G |
O v i J g i i | i 4IO 1) 45 1 | v
|
—— - - e ‘ T T

- — — - T ] ]
: H i | -
by : : : i — o
e ‘ e A : T i
= : CENNES TN NS B R ] 1 ; |
-} [ . R H }
S — ——— : i f
iR _ L 4 i | p—p— L ! |
i i ! R | :
| c——— | RN 0 N
4 —— A ———t T T
o i T i i
______ U B - I
Lo - Lo B!
T T T . :,', i } ~ b
4. N uE ]

—— L " 1‘_* .’ i ' —_—
_— l“ " i 1‘ : ;
1 T et - ~ea—— IR

T R
L B IR
— I S : T !
-1 L L :
Col ! ! 1 . \
_ ' * T H : _
B I v T j
L — ; . : : et : —t
1 ) T T S R WO A W A O S ST N S | | |
0 1 LI | 5 1 L i 4b ] i L 43. ! !

Abb. 54: 2-D-Elektropherogramme von Zellextrakten aus Schiit-
telkulturen von Mc. thermolithotrophicus (65°)C in Abh&dngig-
keit von der angelegten Spannung wdhrend der isoelektrischen
Fokussierung.

A: 1,9 kBg wurden auf die erste Dimension aufgetragen: 15 h
400 VvV, 1h 1200 V; Autoradiographiezeit, 8 Tage.

B. 1,8 kBg: 15 h 400V, 1h 1000V; 7 Tage Exposition.

C: 2,0 kBg:; 15 h 400V, 1h 800V; 3 Tage. .
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Die optimalen Bedingungen fiir die IEF sind 800 Vh, wobei 15 h
400 V und dann zur Anschdrfung der Banden 1 h 800 V angelegt
werden. Das Verschmieren der Flecken bei zu hohen Spannungen
ist auf die Konstruktionseigentiimlichkeiten der verwendeten
Apparatur zurilickzufilhren: Die entstehende Wiarme wird nur
unzureichend abgefiihrt.

17.6 2-D-Gele von Proben unter Standardbedinungen und unter
Hochdruck
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Abb. 55: Autoradiogramme von O'Farrell-Gelen bedriickter und
unbedriickter Kulturen von Mc. thermolithotrophicus. IEF: 6800
Vh (15 h 400V, 1 h 8000 V):; SDS-PAGE: 30 min 300V, 6h 200V.
A: 1,86 kBg Extrakt einer Kultur die 10 h unter Standardbe-
dinungen (65°C, 1 bar) angezogen wurde: Exposition: 4 Tage.
B: 0,68 kBg 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.
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Beim Vergleich der Autoradiogramme der Proben, die bei 650C
und Atmosphdrendruck und bei 500 bar und 65°C aus der statio-
ndren Phase gewonneh wurden, fallen dramatische Verdnderungen
im Proteinmuster auf. Man findet bei den druckinkubierten
Proben u.a. einen "Proteinkomplex" mit einem Molekulargewicht
um 70 000, der in dieser Form unter Standardbedingungen nicht
auftritt (Ni-Tuben 65°C 1 bar). Am augenfdlligsten ist jedoch
ein durch Hochdruck induzierter Komplex aus mindestens vier
Proteinen mit einem ungefdhren Molekulargewicht ~ 38 000,
wie es sich bereits in Abb. 54 andeutete.

Diese Proteine sind hochbasisch; dieser Befund korreliert
ausgezeichnet mit dem Vergleich des prozentualen Anteils an
Aminosduren unter Hochdruck bzw. unter Normaldruck. Aus der
Tabelle 13 ist zu entnehmen, daB8 nach Inkubation von Mc.
thermolithitrophicus bei 500 bar und 65°C der Arg und der Lys
Gehalt bzgl. der Standardbedingungen drastisch erhoht ist
(37.4% Arg gegeniiber 1.2% und 4.1% Lys gegeniber 2.9%). Das
Argument, es handle sich unter Hochdruck bzw. unter Nor-
maldruck um verschiedene Organismen, ist hinfdllig, da das
Gesamtmuster der Proteinverteilung durchaus identisch ist,
abgesehen von morphologischen (Lichtmikroskop bzw. Elektro-
nenmikroskop) und den fluoreszenzmikroskopischen Ubereinsti-
mmungen (bzgl. der Kulturbedingungen H,/NaHCO3 als einziges
Substrat). Nimmt man die Befunde 1. aus dem Vergleich der
Emissionsspektren der Extrakte, 2. die Ergebnisse der Amino-
sdureanalyse (qualitativ und quantitativ), 3. die Resultate
aus der SDS PAGE und den O’Farrell-Gelen von Proben unter
Hochdruck bzw. Normaldruck zusammen (Hinweise ergeben sich
bereits aus den Wachstumskurven bei 56°C), so muB man daraus
folgern, daB8 unter Hochdruck einschneidende Umstellungen im
Zell-Stoffwechsel vonstatten gehen, die als Anpassungen an
Hochdruck verstanden werden miissen. Werden Zellen oder hohere
Organismen erhohten Temperaturen ausgesetzt, so synthetisie-
ren sie eine Anzahl von hochkonservierten Proteinen die soge-
nannten "Heat-shock-Proteine" (hsp). Diese Antwort ist
universell, von den Archaebakterien (Daniels et al., 1984)
bis zum Menschen (Hunt & Marimoto, 1985). Neben diesen Pro-
teinen, die ubiquitdr vorkommen, sind kleine "Heat shock-
Proteine" beschrieben worden, liber die aber so gut wie nichts
bekannt ist (Anderson et al., 1982; Reiter & Penman, 1983;
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Maytin et al., 1985); wenn es sich im Falle von Mc. thermoli-
thotrophicus um dhnliche Phdnomene handelt, so wdren die
stark basischen Proteine wohl mit dieser Gruppe von "Heat-
shock-Proteinen” in Beziehung zu setzen, da z.B. hsp 70 einen
Isolelektrischen Punkt im Sauren aufweist und die Komponente
in den 2-D-Gelen mit vergleichbarem Molekulargewicht im Neu-

tralen bzw. leicht Sauren liegt.
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JITI. Zusammenfassende Diskussion

Betrachtet man die Wasser-Landverteilung, so zeigt sich, das
der weitaus groB8te Teil der natiirlichen Habitate durch Tempe-
raturen 1im Bereich des Gefrierpunkts (ca. 2°C) oder sogar
darunter, im Zusammenwirken mit hohen hydrostatischen Driicken
bis 1200 bar gekennzeichnet ist. Aus der Tatsache, daB8 uber
75% der Erdoberfldche von Ozeanen mit einer durchschnittli-
chen Tiefe von 3800 m bedeckt sind, folgt, daB8 hoher hydro-
statischer Druck, vereint mit niedriger Temperatur, hoher
Salinitdt, extremer Knappheit an organischen N&hrstoffen und
absoluter Dunkelheit einen biologisch bedeutsamen, Okologi-
schen Faktor darstellt. Biologisch-chemische Untersuchungen
konzentrierten sich von Anfang an sowohl auf die Ebene des
Organismus als auf die des Molekiils. Neben Laboratoriumsver-
suchen an Bakterien (mesophile und psychrophile), Protozoen,
Hefen, niederen Organismen, aber auch Fischen konzentrierten
sich® die biologischen Studien auf Probleme der Differen-
zierung, Entwicklungsphysiologie, Stoffwechselphysiologie und
Okologie niederer und hoher entwickelter Organismen in situ,
d.h. 1im natirlichen oder simulierten Tiefseebioptop (» 2°c,
Driicke bis 1200 bar). Physikalisch-biochemische Experimente
waren zundchst auf die Aufklarung der Hochdruck-Dena-
turierung bzw. -Desaktivierung von Proteinen und Enzymen
beschréankt.

Physikalisch-chemisch betrachtet, setzen Druckeffekte endli-
che Reaktionsvolumina (AV) oder Aktivierungsvolumina (AV®)
voraus. FiUr Gleichgewichts- und Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stanten gelten die Gleichungen 1 und 2; in beiden Defini-
tionen wird das Gesamtsystem, einschlieBlich des Losungsmit-
tels betrachtet. Die Druckabhdngigkeit isolierter biochemi-
scher Reaktionen erweist sich dabei als dhnlich komplex wie
die Druckabhdngigkeit der physikalischen Charakteristika des
wdssrigen Losungsmittels wie Fluiditat, Viskositat (Hills,
1972), TIonenleitfdhigkeit (Hills, 1972) und der thermische
Ausdehnungskoeffizient (Frank, 1970). Da alle drei Parameter
bzgl. ihrer T/P-Profile, Optimumskurven aufweisen, kann hoher
hydrostatischer Druck sowohl stabilisierend, wie destabili-
sierend auf biochemische Systeme wirken; der Hochdruckeffekt
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scheint dann -je nach Temperatur- eher von der Solvatation,
als wvon den intrinsischen Eigenschaften der verschiedenen
Zellkomponenten abzuhdngen. Biochemische Prozesse konnen
anomale Druckprofile mit Denaturierungs-Desaktivierungs-Reak-
tionen bei hohen Driicken oder aber mit Schutzfunktion, ja
sogar Aktivierung aufweisen (Jaenicke, 1981). Darin spiegelt
sich die feinrequlierte Ausgewogenheit der schwachen intermo-
lekularen Wechselwirkungen, die jeglicher Art von biochemi-
scher Struktur in wdssriger Losung Stabilitdt wverleihen,
wieder. Druck bewirkt strukturelle Anderungen in Proteinen,
die allgemein gesprochen, durch Verschiebung des Gleichge-
wichts (Allosterie) wund Volumendnderungen, durch Binden
bzw. Entlassen von Liganden verursacht werden. Desaktivierung
von Enzymen entsteht aus Struktur&nderungen, also Denatu-
rierung und Dissoziation in Untereinheiten, oder als Einflu8
auf den Reaktionsmechanismus der enzymatisch katalysierten
Reaktion (Jaenicke, 1983). Bisher lag der Schwerpunkt der
durchgefiihrten Hochdruckuntersuchungen auf der Fragestellung,
welchen EinfluB8 hohe Driicke auf Ligandenbindung bzw. Disso-
ziations- und Assoziationsreaktionen ausiiben.

An Enzymreaktionen sind sowohl Protonierungen und Deprotonie-
rungen bzw. die Bindung oder Dissoziation von Koenzym betei-
ligt. Beide Reaktionstypen sind mit betrdchtlichen Volumendn-
derungen verkniipft. Die Katalyse wird je nach Vorzeichen und
Betrag der Werte fiir aV und AV* durch Hochdruck beeinfluBt.
Es ist eine Reihe von Beispielen bekannt, bei denen bei der
Bildung von Holoenzym aus Apoenzym und Koenzym AV signifikant
abnimmt, d.h. die Bildung des bindren Komplexes wird durch
Druckerhohung beginstigt. Im Gegensatz dazu weist LDH in
vergleichbaren Druckbereichen unverdnderte Aktivitdt auf;
dies stimmt mit dem Befund, daB8 LDH zu jedem Zeitpunkt mit
Substrat gesdttigt ist, {iberein. Erst bei weiterer Drucker-
hohung auf 1200 bar, f&llt die Aktivitdt auf 0 ab. Der Grund
fir diesen Aktivitdtsverlust ist die Dissoziation des Tetra-
meren in die Untereinheiten (Schmid et al., 1975). Auf der
anderen Seite ist fir eine Reihe monomerer Enzyme Druckakti-
vierung beschrieben worden. Die Beobachtung, daB8 Hochdruck
monomere Enzyme aktiviert, oligomere jedoch hemmt, ist aber
keineswegs von allgemeiner Giiltigkeit (Penniston, 1971).

Ebenso stellt die Dissoziation keinen universellen Mecha-
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nismus fir Enzymdesaktivierungen unter den Bedingungen, wie
sie in der Tiefsee herrschen, dar (Schmid et al., 1975, 1978,
1979). Stabilisierende Ionen, wie z. B. Phosphat verhindern
durch Ausbildung von Ionenpaaren oder die Verbriickung des
dreidimensionalen C-Geriists in Proteinen die desaktivierenden
Auswirkungen von Hochdruck. In diesem Zusammenhang komnt
stabilisierenden Effekten in Form von NAD', Pyridoxalphosphat
oder (geladenem) Substrat Bedeutung zu, da bei der Diskussion
von druckinduzierten Effekten auf Wachstum und Zellteilung
(Hemmung) ubiquitdr in der Zelle vorhandene Komponenten, wie
Coenzyme und Metaboliten mit beriicksichtigt werden miissen.
Effekte dieser Art, wie sie an isolierten, hochgereinigten
Enzymsystemen beobachtet werden, treten jedoch bei Liganden-
konzentrationen, wie sie in der intakten Zelle vorliegen,
nicht auf (Schade et al., 1980; Miiller et al., 1981; Seifert
et al., 1985).

Die Entropie-getriebene endotherme Polymerisation von TMV-
Protein kommt durch Wasseraustritt zustande (Jaenicke &
Lauffer, 1969). Dieser Prozess wird wegen der Zunahme des
partiellen spezifischen Volumen bei der Assemblierung des
TMV-Kapsomers durch hohe Driicke gehemmt. Der intakte Nukleo-
protein-Komplex weist gegeniiber Hochdruck hohere Stabilitdat
auf. Im oben Gesagten wurde die Komplexitdt der zugrundelie-
genden Mechanismen und deren gegenseitige Abhdngigkeit, die
die Stabilitdt von Proteinen bewirken, hinreichend darge-
stellt.

Hemmende Einflisse von Hochdruck auf zelluldrer Ebene hdngen
wohl auch mit der Desaktivierung von Schlisselenzymen zusam-
men (ZoBell & Kim, 1972). Daneben existieren eine Vielzahl
zusdtzlicher Mechanismen, 1iber die Hochdruck Wachstum und
Vermehrung, wie auch die Geschwindigkeiten physiologischer
Abldufe beeinfluﬁt} beispielsweise: Anderungen im Ionisati-
onsgrad von Puffersubstanzen, mit dadurch bedingter Ver-
schiebung des pH-Wertes (Disteche, 1972), BAnderungen in der
Cytoplasma-Viskositdat bzw. Effekte auf den Sol-Gel-Zustand
(Sleigh & Macdonald, 1972; Zimmermann, 1970; Macdonald,
1984); Storungen der Ultrastruktur ganzer Zellen oder von
Zellbestandteilen (Organellen), wie z. B. Flagellin, oder
Auswirkungen auf Zellteilung oder Zellwandbildung (Schreiber
& Vidaver, 1973); Einfliisse auf Membranpermeabilitdten und
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Transportsysteme (Macdonald, 1984); Beeinflussung von DNA,
Replikation, Transkription und Protein-Biosynthese (Landau &
Pope, 1980). Die uns bekannten Druck- und Temperaturkoeffi-
zienten biochemisch relevanter Prozesse deuten darauf hin,
dag8 die O©Okologische Verteilung der Organismen auf unseren
Planeten vorwiegend durch die Temperatur bestimmt ist. Der
Grund hierfiir wird klar, wenn man typische Werte fiir Aktivie-
rungsvolumina, wie sie fiir Oberfldchenwdsser und die Tiefsee
charakteristisch sind vergleicht. Der Ubergang von 1 bar und
20°C auf 200 bar und 2°C fiihrt bei einem Temperaturunter-
schied von nur 18°C zu einer Abnahme der Reaktionsgeschwin-
digkeit um 400%; hingegen bewirkt der Druckanstieg lediglich
eine Verlangsamung um 12% (Low & Somero, 1975). Hochdruck
gewinnt in extremen Biotopen wie z. B. hydrothermalen Quellen
an Bedeutung, da das Leben an die Verfiigbarkeit von Wasser
gebunden ist. Um Wasser im flissigen Aggregatzustand zu hal-
ten 1ist bei den extremen Temperaturen hoher Druck erforder-
lich. In diesem Zusammenhang ist erwdhnenwert, da8 an extreme
Bedingungen adaptierte Enzyme gegeniiber Hochdruck erhShte
Stabilitdt aufweisen, so z. B"LDH aus B. stearothermophilus,
die bei 2.8 kbar noch nicht denaturiert (Miller et al.,
1984). Angesichts dieser Befunde stellt sich die Frage, ob
nicht umgekehrt, mit Hochdruck hthere Thermostabilitdt ver-
knipft ist. '

Wie bereits erwdhnt, werden eine betrdchtliche Zahl von enzy-
matischen Reaktionen durch Hochdruck beschleunigt, w&hrend
ebenso eine Vielzahl gehemmt werden. In vivo kooperieren
beide Effekte und filhren daher in unterschiedlichem Ausma8 zu
Stoffwechsel-Entgleisungen. All diese Effekte werden durch
die Dauer der Kompression, die Temperatur, chemische Zu-
sammensetzung des Mediums, den pH, die Salinitdt und die Kon-
zentration der Substrate mit beeinfluBt. Sicherlich konnen
all diese Einfliisse von Hochdruck durch eine einfache Er-
hohung der Temperatur oder die Verdnderung eines anderen
Parameters nicht aufgehoben oder sogar umgekehrt werden, da
alle Parameter an den nichtkovalenten, schwachen Wechselwir-
kungen 1in unterschiedlicher Art und Weise angreifen, 2z.B.
erfordert die Druckdenaturierung ein Aufbrechen dieser Wech-
selwirkungen in einer anderen Reihenfolge, als sie bei der
Hitzedenaturierung beobachtet wurde.
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Andererseits ist eine Stabilisierung von MDH gegeniiber hoher
Temperatur durch das Einwirken hoher Driicke beschrieben wor-
den. Ebenso gibt es Hinweise, da8 durch Hochdruck der Uberle-
bensbereich von Mikroorganismen in Richtung auf hchere Tempe-
raturen verschoben wird (Marquis, & Matsumura, 1978).

1983 berichteten Baross und Deming von "Black smoker"-Bakte-
rien, die aus hydrothermalen Quellen der Tiefsee isoliert
worden waren und bei 250°C und einem Druck von 265 bar wach-
sen sollten; die Voraussetzung fiir das Wachstum sei lediglich
die Verfiigbarkeit von flissigem Wasser. In diesem Zusammen-
hang stellen sich zwei Fragen: 1. Werden Biomolekiile durch
hohe Dricke bei extrem hohen Temperaturen stabilisiert und
wird dadurch der hydrolytische Abbau durch die relativ nied-
rigen Dricke (265 bar) verzogert, bzw. vollkommen unter-
drickt? 2. Kann durch Hochdruck der Uberlebensbereich thermo-
philer Mikroorganismen erweitert werden, bzw. wird das Tempe-
raturoptimum (T Maximum) zu hoheren Temperaturen verschoben?
Die Uberpriifung der Hypothese, ob die Verfiigbarkeit flilissigen
Wassers (ungeachtet der extremen Temperatur von 300°C) die
einzige Voraussetzung flir Leben darstellt, erfolgte 1in
zwelerlei Richtung. Die obere Temperaturgrenze, an der leben-
de Systeme gerade noch existierén konnen, wird durch den
hydrolytischen Abbau ihrer molekularen Bestandteile festge-
setzt. Die Peptidbindung in Proteinen, die Phosphodiester-
Bindung und die N-Glycosylbindung in DNA und RNA und Pyro-
phosphat-N-Glycosylbindung in Nukleotiden wie ATP und NAD
sind die wichtigsten, die der hYdrolytischen Spaltung unter-
worfen sind. Der Abbau von Biomolekiilen auf nicht hydrolyti-
schen Wege, wie Decarboxylierung und Dehydrierung, stellt
ebenfalls einen kritischen Faktor dar, der die obere Tempera-
turgrenze fiir Leben definiert. Sind Biomolekiile unter "Black
smoker"-Bedingungen stabil?

Kulturversuche von Thermotoga maritima unter "Black smoker"-
Bedingungen fiihrten 2zu negativen Ergebnissen, lieferten aber
interessante Hinweise. Nach der hydrothermalen Behandlung der
mit Thermotoga maritima beimpften Medien waren keine Amino-
sduren mehr nachweisbar. Die im Chromatogramm nachweisbaren
Peaks konnten keiner der proteinogenen Aminosduren zugeordnet
werden. Die Inkubation von Aminos&uren, Polyglycin und intak-
ten Zellen von Pyrodictium occultum (dem bisher extremst
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thermophilen Organismus) unter "Black smoker"”-Bedingungen
fihrten 2zu dramatischen Modifikationen und zum Abbau der
einzelnen Aminosduren, sowie zur hydrolytischen Spaltung von
Polyglycins. Pyrodictium, das bzgl. seines Aminosdurereper-
toirs keinerlei Besonderheiten aufweist, liefert unter diesen
Extrembedingungen exakt dieselben Resultate. Die von Baross
und Deming beschriebenen zusdtzlichen Peaks in der Aminosdu-
reanalyse sind zweifelsfrei Ninhydrin-positive Spaltprodukte
von HEPES. Bei 250°C ist der hydrothermale Abbau natiirlicher
Aminosduren bei pH 7 (pH 2) bereits bei 150°C (120°C) signi-
fikant. Einen indirekten Hinweis, daB8 die Thermostabilitat
kritischer Zellbestandteile fir das Wachstum thermophiler
Organismen bei hohen Temperaturen verantwortlich ist und
nicht die erhchte Resynthese (turnover) liefern die Aktivie-
rungsenergien des Wachstums, die im Ubrigen sowohl bei psych-
rophilen, mesophilen und thermophilen Bakterien sehr &hnlich
sind (Amelunxen & Murdock, 1978). Kinetische Untersuchungen
zur hydrothermalen Zersetzung von Aminosduren, Polyglycin und
ganzer Pyrodictium-Zellen zeigen eindeutig, daB8 die Halb-
wertszeiten der Hydrolyse fir das Wachstum von Mikroorganis-
men unter "Black smoker"-Bedingungen wesentlich kirzer sind
als die Genérationszeit der "Baross-Bakterien". Zu denselben
Resultaten kommt White (1984) bzgl. der Hydrolysestabilitd-
ten von Nukleotiden, Zuckerbestandteilen und Phosphordiester-
bindungen, die die Struktur von DNA und RNA ausmachen. Zusa-
mmengenommen zeigen diese Ergebnisse eindeutig, daB8, derar-
tige Organismen bei 300°cC, unabhdngig vom hohen Druck, kei-
nesfalls existieren konnen, sofern sie aus Biomolekiilen wie
Proteinen und Nukleinsduren aufgebaut sind. In der Zwischen-
Zeit ist auch von Trent et al. (1984) gezeigt worden, das
Baross und Deming Artefakten aufgesessen sind. Extrem Thermo-
phile scheinen keine besonderen stabilisierenden Schutzmecha-
nismen 2zu besitzen um ihre Zellbestandteile gegen Hydrolyée
bei hohen Temperaturen zu schiitzen:; es mu8 demnach davon
ausgegangen werden, daB die derzeit bekannte oberste Tempera-
turgrenze von 110°C &uBerst nahe an der maximalen Temperatur,
an der Leben noch existieren kann, 1liegt, da sie durch die
chemische Natur der Biomolekiile, wie Proteine und Nukleins&du-
ren definiert ist. Wenn schon Leben unter solch exotischen

duBeren Umstdnden wie hohen Temperaturen bis 300°C selbst
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durch das Anlegen hoher Driicke, nicht moglich ist, besteht
nicht dennoch die Moglichkeit, daB8 hoher hydrostatischer
Druck 1in der Lage ist den Temperaturtoleranzbereich thermo-
philer Mikroorganismen auszuweiten?

Die zentrale Rolle des Wassers bei allen zelluldren Prozessen
schlieB8t die Tatsache ein, daB8 das Hydronium-Ion bzgl. der
Wachstums- und Vermehrungsgrenzen bei allen Mikroorganismen
(auBer Acido- und Alkalinophilen) den wichtigsten Faktor
darstellt. Die Effekte der H3O+-K0nzentration auf die
Struktur und Funktion von Makromolekiilen ist hinreichend
bekannt. Stdrkere Schwankungen des pH sind normalerweise
toxisch, da der pH-Wert zu Ladungsverdnderungen an Zellober-
fldchen bzw. Verdnderungen des Ionisationsgrads von Metaboli-
ten und anorganischen Ionen fihrt.

Wie weiter vorne bereits dikutiert, beeinflu8t hoher Druck
direkt Protonierungs- und Deprotonierungs-Gleichgewichte,
bewirkt dadurch in unzureichend gepufferten Medien pH-Ver-
schiebungen und schrdnkt den pH-Bereich von Mikroroganismen
(sekunddrer Druckeffekt auf das Wachstum) ein.

Um primdre Druckeffekte von Sekunddreffekten (wie z. B. Gas-
1oslichkeit und pH) separieren zu konnen, muBten zundchst die
Anzuchtbedingungen von Mc. thermolithotrophicus im Hinblick
auf die Probleme bei Hochdruckuntersuchungen optimiert wer-
den. Dies war nicht unproblematisch, da Mc. thermolithotro-
phicus die gasformigen Substrate Hy und CO, als einzige
Energiequelle niitzt, die Gasltslichkeiten aber bekanntlich
durch die (antagonistischen) Parameter Temperatur und Druck
entscheidend beeinfluBt werden. Mit dem Ansteigen der gelos-
ten CO,-Konzentration im Medium sinkt der pH-Wert.
Zusdtzlich iubt Hochdruck auf die Dissoziationskonstanten
schwacher S&duren einen direkten Einflu8 gemds

av
AP

ApH = 0.4343
R.T

aus. Die Bestimmung der in situ (65°C, 2 bar H,/CO,, 80:20)
pPH Toleranz von Mc. thermolithotrophicus ergibt eine breites
Optimum wum pH 6.5 mit pH 5.5 als unterer und pH 7.5 bis 8.0

als oberer Grenze. pH-Messungen unter Hochdruck bei 65°C in
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Gegenwart bzw. 1in Abwesenheit von gasformigem CO, in Medien
mit verschiedenen Puffersubstanzen lieferten folgendes Ergeb-
nis: Dem mit Acetat, Cystein.HCl und Vitaminen supplementier-
ten Minimalmedium muB8 HEPES in einer Konzentration von 120 mM
als Puffersubstanz =zugesetzt werden. Das jetzt als MG -H
bezeiéﬁnete Medium fdngt dann alle erdenklichen pH-Verschie-
bungen, seien sie durch die Temperatur (65°C), die COq-
Konzentration oder durch Hochdruck hervorgerufen, vollstdndig
ab; damit ist fir Mc. thermolithotrophicus ein ideales pH-
Milieu geschaffen. Dies spiegelt sich in den Ertrdgen nach
Druckinkubation in verschiedenen Medien wieder. Wdhrend 1in
unzureichend gepufferten Medien bereits bei Driicken < 50 bar
Wachstum und Vermehrung vollstdndig zum Erliegen kommen,
werden in MG -H bei 65°C und 500 bar optimale Ertrdge er-
zielt. Da8 es sich bei diesen Ertragsteigerungen (500 bar
gegeniiber 1 bar) um druckbedingte Sekunddreffekte, hervorge-
rufen durch die verbesserte Substratversorgung (CO,, Hj)
handeln konnte, wird durch Loslichkeitsdaten (CO,, Hjp, CHy)
bzw. durch Analyse der fiir Wachstum erforderlichen Schwell-
konzentrationen von Wasserstoff ausgeschlossen. Mc. thermoli-
thotrophicus erfahrt bei 65°C bei 500 bar eine Druckakti-
vierung um Faktor 6 & 2 gegeniiber Atmosphdrendruck. Die
optimalen Wachstumsbedingungen sind: 3 ml beimpftes MG -H + 7
ml H,/CO, (80:20) unter einem Gasdruck von 4 bar, 65°C und
500 bar. Dieses Ergebnis wird durch die Erstellung von
Wachstumskurven in Abh&ngigkeit von Druck und Temperatur
bestdtigt. Das Wachstum bei 65°C und 500 bar gegeniiber 65°C
und Atmosphdrendruck ist beschleunigt, wdhrend bei nicht-
optimalen Temperaturen (56°C bzw 75°C) Druckhemmung in den
Vordergrund tritt. Diese Hemmeffekte werden durch morphologi-
sche Verdnderungen, d.h. Zelldeformationen unterstrichen:
z.B. findet man bei 65°C und 700 bar anomal groB8e Zellen, die
keine Querwdnde eingezogen haben, bei 65°C und Driicken > 1000
bar herrschen "Minizellen" vor.

Zusammenfassend lassen diese Experimente die Aussage zu, dasB
zumindest im Falle von Mc. thermolithotrophicus Hochdruck den
Temperaturtoleranzbereich nicht signifikant verbreitert, d.h.
Mc. thermolithotrophicus hat sein Temperaturoptimum sowohl
unter Hochdruck als auch bei Atmosphdrendruck an der- selben

Stelle, nadmlich bei der Temperatur von 65°C; ebenso liegen
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Thax unter Hochdruck und Atmosphdrendruck bei denselben Wer-
ten. Weiterhin geht aus den Daten klar hervor, daB8 Mc. ther-
molithotrophicus am Temperaturoptimum bei 65°C gegeniiber
Hochdruck am widerstandsfahigsten ist. Ertrag und Wachs-
tumsgeschwindigkeit werden bei 65°C und 500 bar sogar erhsht.
Je weiter die Temperaturen vom T-Optimum entfernt sind (in
beide Richtungen 56° ¢ 65°C 5 75°C) um so stdrker wirkt sich
der hemmende Einflu8 von Hochdruck auf Wachstum und Ver-
mehrung aus. Bis zu diesem Punkt weist Mc. thermolithotro-
phicus gegeniber den von anderen Arbeitsgruppen untersuchten
Bakterien, trotz des giinstigen Reaktionsvolumens der Netto-
stoffwechsel-Bilanz bzgl. des Druck/Temperaturverhaltens we-
nig Besonderheiten auf.

Einen Hinweis, daB8 bei Inkubation unter Hochdruck Ver&nde-
rungen und Umstellungen in der Zelle vorsichgehen, 1lieferten
Experimente bei 56°C und 220 bar (nichtoptimale Bedingungen)
sofern Substrat (H,/CO,, 1in unterschiedlichen Konzentratio-
nen) zur Verfigung stand. Werden die Zellen 70 h bei 56°C in
Abwesenheit von Substrat inkubiert, so weisen sie weder
licht-, noch fluoreszenz- und elektronenmikroskopisch Abnor-
mitdten auf. Wird jedoch Substrat angeboten, also die Mog-
lichkeit 2zur Aufrechterhaltung von Stoffwechselvorgédngen
gewdhrleistet, dann zeichnen sich die Zellen nach 6 h durch
erhtohte Labilitdt gegeniiber mechanischer Beanspruchung bzw.
O, aus. Parallel zu diesen morphologischen Verdnderungen
verlduft die Wachstumskurve; sie sinkt bei 56°C und 220 bar
nach 6 h unter die Animpfdichte ab, fiihrt aber dann, sofern
ausreichend Substrat zur Verfiigung steht, zu Zelldichten von
5.107 Zellen pro ml. Werden die Zellen 24 h bei 56°C und 220
bar vorinkubiert, anschlieBend in frisches Medium iUberimpft
und dann wieder bei 56°C und 220 bar gehalten, so erhdlt man
Wachstumskurven mit Zelldichten von 1.108 Zellen pro ml, ohne
da8 der Kurvenverlauf einen Knick nach 6 h aufweist. Werden
die 24 h bei 56°C und 220 bar vorinkubierten Suspensionen von
Mc. thermolithotrophicus hingegen 48 h im Kiihlschrank aufbe-
wahrt, dann nach Uberimpfen wieder 56°C bei 220 bar ausge-
setzt, so findet man den "urspriinglichen" Kurvenverlauf mit
einem Knick nach 6 h. Dieses Verhalten k&nnte auf zweierlei
Art erkldrt werden:
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- Durch Inhomogenitdt der Kultur (Mischpopulation) d.h. es
werden wdhrend des Experiments barotolerante Varianten her-
ausselektioniert.

- Durch Umstellung des Zell-Stoffwechsels, wie z.B. Enzymin-
duktionen, um Mc. thermolithotrophicus in die Lage zu ver-
setzen, hohe Drilicke unbeschadet tolerieren zu konnen; das
sich die Zellen wd@hrend dieser Umstellungsphase durch beson-
dere Labilitdt auszeichnen erscheint nicht unwahrscheinlich.
Zur Uberprifung dieser Hypothesen wurde das Aminosduremuster
von Proben, die bei 65°C und 500 bar gezogen wurden mit
Kontrollen bei 65°C und Atmosphdrendruck verglichen. Neben
dem extrem hohen Gehalt an Arg (37.4%) in den druckbehandel-
ten Proben tritt nach 6 h Inkubation bei 500 bar ein zusdtz-
licher Peak, der bei druckunbehandelten Kontrollen nur ansat-
zweise angedeutet ist, mit einer Fldchenzunahme um ~ 500% in
den Vordergrund. Obwohl die Struktur dieser Verbindung durch
GC/MS-Kopplung nicht aufgekldrt werden konnte, steht fest,
daB es sich um ein primdres Amin handelt, das &uBerst hydro-
phile Eigenschaften aufweist (evtl. ein Hydrolyseprodukt aus
Polyaminen). Die prozentualen Anteile von Thr, Lys und Ile in
den druckbehandelten Proben sind ebenfalls erhoht. Die beson-
dere Wichtigkeit von Arg, Thr und Ala wurden im Zusammenhang
mit der Thermostabilitdt von Enzymen aus mesophilen im Ver-
gleich mit thermophilen Organismen von Jaenicke (1981) aus-
fihrlich diskutiert. Moglicherweise liegen die Verh&dltnisse
bzgl. der Druckanpassung dhnlich:; die Abnahme von Ala in den
druckinkubierten Proben mag im Antagonismus von Druck und
Temperatur liegen. So konnte durch Hochdruck im Zusammenwir-
ken mit hoher Temperatur bei thermophilen Organismen Ala
gegen Ile ausgetauscht werden. Das Auftreten der Aminkompo-
nente konnte auf die Existenz von stabilisierenden Faktoren
(die keine Proteinnatur besitzen) unter Hochdruck hindeuten.
Derlei konnte im Fall thermophiler Organismen nicht nachge-
wiesen werden. Einen weiteren Hinweis konnte der Unterschied
in den Fluoreszenzspektren der bedriickten und nicht bedrick-
ten Zellhydrolysate liefern.

Nachdem durch SDS PAGE abgekldrt worden war, daB8 sich bei
wachsenden Mc. thermolithotrophicus Kulturen unter Normalbe-
dingungen das Proteinmuster im Verlauf der Wachstumskurve

nicht verdndert, wurden radioaktiv markierte Zellextrakte
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nach Inkubation bei 65°C und 500 bar mit Kontrollen (unter
Standardbedingungen) auf SDS-Gelen verglichen. Unter
Hochdruck tritt ein Komplex von Proteinen mit einem
Molekulargewicht um 38 000 auf, der unter Normalbedingungen
vollstandig fehlt. Die Auswertung von O’Farrell-Gelen zeigt,
daB8 sich die Proteinmuster unter Hochdruck und Atmosphd-
rendruck bzgl. einer Reihe von Proteinen drastisch unter-
scheiden. Diejenigen Proteine, die unter Hochdruck neu syn-
thetisiert werden, 2zeichnen sich durch einen isoelektrischen
Punkt wvon 9 - 10 aus und sind folglich stark basisch. Zwar
wurden von Thomm (1981) und Chartier et al. (1985) basische,
Histon-dhnliche Proteine auch bei Archaebakterien beschrie-
ben; Jjedoch fiigt sich eine Neusynthese derartiger, die DNA
stabilisierender Proteine, nicht in das Bild der bisher beka-
nnten Hochdruckeffekte auf die Nukleinsdurestruktur. Wegen
des positiven Vorzeichens des Reaktionsvolumens der Dena-
turierung wird die native Struktur der DNA durch hohe Driicke
stabilisiert; eine Zusatzstabilisierung durch Histone er-
scheint in diesem Zusammenhang iiberfliissig. Es ist denkbar,
da8 Strukturen widhrend der Transkription (Ligasen) bzw.
Translation unter Hochdruck stabilisiert werden miissen. E.-
coli Ribosomen dissoziieren bereits bei Dricken um 100 bar in
ihre Untereinheiten (Schulz et al., 1975, 1976). Angesichts
dieser Befunde konnte eine Stabilisierung des Ribosomen
(Protein~RNA)-m-RNA-t-RNA-Komplexes (negative Ladungen) durch
basische, 1in der Zelle als Kationen vorliegende Proteine
gegeniber Hochdruck erforderlich erscheinen. Entsprechend der
anfangs erwdhnten Tatsache, da8 der Druck als Parameter auf
die Zelle als Ganze wirkt, betreffen Hochdruckeffekte das
duBert komplexe Gesamtgefiige der Zelle. Uberlegungen, die
Aufkldrung allgemeiner Strukturprinzipien der Barophilie
betreffend (sie dirften wie im Falle der Thermophlie wegen
der Kleinheit der zusdtzlichen Stabilisierungsenergien eben-
sowenig aufzuzeigen sein), sollten sich kiinftig wieder, von
der Komplexitdt des Gesamtorganismus weg, auf die molekulare
Ebene zuriickverlagern. So ist bis heute der spezifische An-
passungsmechanismus, die beiden variablen Druck und Tempe-
ratur betreffend, nach wie vor vollkommen unklar. Ein Schritt
zu weiterem Verstdndnis der gegenseitigen Abhdngigkeit wvon

Temperatur und Druck auf das Wachstum von Mikroorganismen und
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der evtl. dazu ndtigen Schutzmechanismen wdre z. B. die
Isolierung und die Sequenzanalyse der bei Mc. thermolithotro-
phicus durch Hochdruck induzierten Proteine. Mc. Jannaschili,
ein mit Mc. thermolithotrophicus auf engeste verwandtes Ar-
chaebakterium wurde aus der Tiefsee isoliert; es wdchst bei
85°C optimal. Die Tatsache, daB8 Mc. Jannaschili aus einem
Hochdruck-Hochtemperatur-Biotop stammt, gibt zur Vermutung
Anlag8, daB8 die oben beschriebenen basischen Proteine als
Folge einer langdauernden Anpassung an das Leben bei 85°C und
hohen hydrostatischen Driicken, in gro8er Menge aus Kulturen,
bei Atmosphdrendruck isoliert werden konnen. Ebenso sollte
der Versuch, einen extrem thermophilen Gdrer, wie z. B.
Thermotoga maritima auf die Proteinverteilung unter Hochdruck
und unter Atmosphdrendruck 2zu untersuchen lohnen; die Prob-
leme, die mit der Handhabung gasformiger Substrate auftreten,
fallen hierbei weg. Die Anzucht lieBe sich in groB8volumigen
Autoklaven als KulturgefdBen im LitermaBstab direkt durchfih-
ren. Die Strukturaufkldrung des zusdtzlich auftretenden Amin-
peaks mittels NMR und GCMS sollte gelingen, wenn zur Detek-
tion eine andere Derivatisierungstechnik, die stabile Pro-
dukte liefert, herangezogen wird; oder die Derivatisierung
mit OPA zur Peakzuordnung nach der Sdule erfolgt. Die chemi-
sche Struktur dieser Verbindung konnte die Hypothese unter-
stitzen, daB8 unter Hochdruck zur Stabilisierung von Zellbe-
standteilen, im Gegensatz zur Thermophilie, Molekile, die
nicht der Substanzklasse der Proteine angehtren, stabilisie-
renden EinfluB ausiiben.
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IV. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit mit dem Titel "Hochdruckuntersuchungen
an thermophilen Bakterien" ist in drei Abschnitte gegliedert:
1. die Optimierung und Entwicklung von Kulturtechniken bei
extrem hohen Temperaturen und Hochdruck unter Verwendung von
gasformigen Substraten.

2. die Frage nach der oberen Temperaturgrenze fiir Leben.

3. die Frage, ob Hochdruck den Temperaturtoleranzbereich
thermophiler Archaebakterien ausweitet.

Nachdem die Hochdruckapparaturen auf Temperaturen bis 400°C
ausgelegt waren, wurde eine Kulturtechnik fiir Methanogene auf
den gasformigen Substraten H,/CO, unter Hochdruck entwickelt.
Als KulturgefdBe wurden gasdichte, flexible Nickeltuben ver-
wendet.

In solchen GefdBen wurden dann die Experimente zur hydrother-
malen Stabilitdt ("Black smoker" Bedingungen) von Biomolekii-
len durchgefiihrt. Aminosduregemische, Polyglycin und ganze

Zellen des "pyrophilen" Archaebakteriums Pyrodictium occultum
wurden bei 250°C und 260 bar anaerob inkubiert.’' Das Ergebnis
dieser Versuche ist: Biomolekiile iiberstehen "Black smoker"
Bedingungen keinesfalls unbeschadet. Die Hypothese von Baross
& Deming, daB die Verfiligbarkeit von fliissigem Wasser, ungea-
chtet der extrem hohen Temperaturen (3009, 265 bar) die
alleinige Voraussetzung filir Leben darstellt, ist nach diesen
Experimenten unhaltbar. Die obere Temperaturgrenze ist wahr-
scheinlich sehr nahe am Temperaturmaximum von Pyrodictium
occultum bei 110°C anzusiedeln.

Zur Kldrung der Frage ob Hochdruck den Uberlebensbereich von
Mikroorganismen bzgl. der Temperatur auszuweiten vermag,
wurde das thermophile Archaebakterium, Mc. thermolithotro-
phicus, das seine Stoffwechselenergie aus der Reaktion

4H, + CO, > CH, + 2H,0

(negatives AV) verwendet. Die optimale Wachstumstemperatur
unter Normalbedingungen (2 bar H,/CO, ohne externen Druck)
betrdgt 65°C. Da die CO, Konzentration und Hochdruck den pH
Wert des Mediums erheblich verschieben konnen, wurde nach pH
Messungen unter in situ Bedingungen (65°C, 2 bar H,/CO, und
unter Hochdruck bis 1000 bar) ein supplementiertes Minimalme-
dium unter Zusatz von 120 mM HEPES (MG H) fir die folgenden
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Hochdruckuntersuchungen verwendet.

Die Bestimmung des Ertrags und die Auswertung von Wachs-
tumskurven erbrachten folgende Ergebnisse: Hochdruck weitet
den Temperaturtolerenzbereich nicht aus. Das Temperatur-
optimum von 65°C verschiebt sich unter Hochdruck nicht. Bei
dieser Temperatur ist die Toleranz von Mc. thermolithotro-
phicus gegeniiber Hochdruck am groB8ten. Bei 500 bar und 65°C
wurden sogar Ertragssteigerungen und Beschleunigung des
Wachstums (gegeniiber Standardbedinungen) beobachtet (3ml MG H
+ 7 ml Hy/CO,, 4 bar, ohne externen Druck): bei nicht-optima-
len Temperaturen (56°, 70° und 75°C) sowie bei 65°% (P > 700
bar) treten druck- und zeit-abhdngig Zelldeformationen auf.
Bei Hochdruckinkubation (659, 500 bar) werden gegeniiber Stan-
dardbedinungen auffdllige Verdnderungen beobachtet:
Emissionsspektren von bedriickten und nicht-bedriickten Zellhy-
drolysaten zeigen Verschiebungen des Maximums; der prozen-
tuale Anteil basischer Aminosduren ist bei den bedriickten
Proben stark erhoht. Im Aminosduremuster bei 500 bar und 65°C
tritt nach Inkubation > 6 h ein primdres Amin (bei Ortho-
phthalaldehyd-Derivatisierung auf "reversed phase"” zwischen
Asp und Glu) in den Vordergrund. Unter Hochdruck treten
gravierende Verdnderungen im Proteinmuster auf. SDS PAGE und
O’'Farrel Gele zeigen die Induktion einer Reihe stark basi-
scher Proteine (Isoelektrischer Punkt bei 9.5 - 10) mit einer
Hdufung um 38 kDa unter Hochdruck (65°C, 500 bar). Die chemi-
sche Natur dieser Verbindungen und deren Rolle im Zellstoff-
wechsel miissen durch weiterfiihrende Untersuchungen gekléart
werden.
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