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The Formation of Higher Alcohols by Amino Acid Auxotrophic Mutants
of Saccharomyces cerevisiae

I1. The Influence of Threonine, Isoleucine, Valine and Leucine

Abstract. 1. The influence of varying amounts of amino acids on the uptake of
threonine, iscleucine, valine and leucine and their degradation to higher alcohols
was investigated using a mutant strain of Saccharomyces cerevisiae, mating type a,
genetic markers ade2, hom2, thr4, ilv2, leul.

2. The cell mass is increased by increasing concentrations of threonine, iso-
leucine, valine and leucine, the latter two resulting in a higher dry weight. The amino
acids are completely utilised at low concentrations. At higher contents up to 20%/, of
the amino acids remain in the medium. The uptake of threonine, isoleucine, valine
and leucine depends on the relative amounts of the concentrations of these amino
acids in the medium, A greater amount of an amino acid is taken up if its concen-
tration is comparatively higher than those of the other amino acids. There is a
ecompetition between the amino acids for the uptake into the cells.

Higher amounts of intracellular isoleucine and leucine are converted to 2- and
3-methylbutanol when compared with the degradation of valine and threonine to
isobutanol and n-propanol-1, isoleucine and leucine up to 90°/,, valine up to 249/,
and threonine up to 20°/,. There is a competition between the four amino acids for
their degradation to the corresponding higher alcohols. This behayiour confirms the
earlier assumption of a degradation of the four amino acids by unspecific enzymes.

Key words: Saccharomyces cerevisiae — Higher Alcohols — Threonine — Iso-
leucine — Valine — Leucine — Amino Acids.

Zusammenfassung. 1. Die Aufnahme, der Abbau von Threonin, Isoleucin,
Valin und Leucin zu hoheren Alkoholen, die Steuerung der hieran beteiligten Vor-
ginge und der Aminosdurestoffiwechsel in Abhangigkeit vom Aminosiureangebot
wurde bei einer Mutante von Saccharomyces cerevisiae, genetische Marker a, ade2,
hom2, thr4, ilv2, leu1 untersucht.

2. Durch ein steigendes Angebot der vier Aminosduren wird die Zellmasse in
der Regel vermehrt. Dabei filhren Valin und Leucin zu einem hoheren Zellertrag als

* Herrn Prof. Dr. F. Radler danke ich herzlich fiir das Thema, die groBziigige
Unterstiitzung und die anregenden Diskussionen.
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Threonin oder Isoleucin. Bei geringen Gesamtaminosiurekonzentrationen werden
die vier Aminosduren fast vollstindig aufgenommen. Bei hoheren Gesamtamino-
sdurekonzentrationen bleiben bis 209/, im Medium zuriick. Die Aufnahme der vier
Aminosduren wird von dem Mengenverhéltnis zueinander beeinflut. Eine Amino-
siure wird um so stiirker aufgenommen, je mehr das Mengenverhiltnis zu ihren
Gunsten verschoben ist. Die Aminoséiuren konkurrieren miteinander um die Auf-
nahme in die Zellen.

3. Die aufgenommenen Aminosduren werden in unterschiedlichem AusmaB zu
den entsprechenden hoheren Alkoholen abgebaut, Isoleucin und Leucin bis zu 909/,
Valin zu maximal 24°/, und Threonin zu 20°/,. Die vier Aminosduren konkurrieren
um den Abbau zu den entsprechenden héheren Alkoholen. Dieser Befund steht mit
der Annahme von Enzymen in Einklang, die unspezifisch den Abbau der vier Ami-
nosiuren zu héheren Alkoholen katalysieren.

Bei der Untersuchung des Aminosdurestoffwechsels der Hefen ist die
Bildung héherer Alkohole aus Methionin (Biarwald w. Kliem, 1971),
Threonin, Isoleucin, Valin, Leucin, Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin
und Histidin von theoretischer und praktischer Bedeutung. Zusammen-
fassende Darstellungen hiertiber verdffentlichten Webb u. Ingraham
(1963), Ingraham (1965) sowie Moutounet (1969). In einer fritheren
Arbeit (Vollbrecht u. Radler, 1973b) wurde der Abbau von Threonin,
Isoleucin, Valin und Leucin zu den entsprechenden hoheren Alkoholen
in Wachstumsversuchen mit einer Aminosduremangelmutante von
Saccharomyces cerevisine untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dal die
Bildung hoherer Alkohole aus den entsprechenden Aminosduren auf die
exponentielle Phase begrenzt ist.

In dieser Verdffentlichung werden innerhalb des Stoffwechsels von
Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin die Vorgénge, die zur Entstehung
der hoheren Alkohole filhren, und die Regulation der Permeabilitéit
untersucht. Hierfiir wird eine Mutante verwendet, bei der die Threonin-,
Tsoleucin-, Valin- und Leucinsynthese blockiert ist, so dall das Versuchs-
system auf die Aufnahme dieser Aminosduren und deren Abban zu
héheren Alkoholen begrenzt ist. Eis wird erwartet, daB3 nach verschieden
hohem Zusatz von Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin anhand der
aufgenommenen Mengen Aussagen moglich sein werden, ob und in
welchem AusmaB die verschiedenen Aminosiduren um den Transport in
die Zellen konkurrieren. Aus dem Mengenverhiltnis der gebildeten
hoheren Alkohole zu den aufgenommenen Aminosduren laft sich ein
Hinweis darauf ableiten, ob an der Umwandlung der vier Aminosiuren
zu hoheren Alkoholen jeweils die gleichen Enzyme beteiligt sind.

Material und Methoden

Organismen. Der Hefestamm war eine Mutante von Succharomyces cerevisiae,
Stamm a1327 A/78-4, Paarungstyp a, genetische Marker ade2, hom2, thrd, ilv2, leul
(Vollbrecht u. Radler, 1973b).
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Medien. Fir die Fermentationen wurde ein verdndertes, vollsynthetisches
Medium (CM1) nach Wickerham (1946) verwendet, das Methionin (670 pM), Iso-
leucin (460 pM), Leucin (460 pM), Threonin (500 uM), Valin (510 uM), Tyrosin
(280 pM), Lysin (270 uM), Tryptophan (50 pM), Arginin (48 pM), Histidin (65 M)
und Phenylalanin (60 uM) enthielt. Das CRM-Medium enthielt als einzige Amino-
séiuren Methionin, Threonin, Tsoleucin, Valin und Leucin. Die Glucosekonzentration
betrug 160 g/l. Die Gesamtaminosiiurekonzentration aufier der jeweils getesteten
Aminosiiure wurde wie 1:2:4:6 (CM1, CM2, CM4, CM6 bzw. CRM 1, CRM 2, CRM4,
CBRMS6) variiert. Zur Untersuchung der Einflisse einzelner Aminosiuren wurde bei
unveréinderter Konzentration der #ibrigen Aminosiuren jeweils die Menge von
Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin wie 1:2:4:6 verindert.

Fermentationen. Die Fermentationen wurden in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit
200 ml Medium auf der Schiittelmaschine bei 27°C durchgefithrt. Das Inokulum
betrug 10° Zellen. Die Kolben wurden mit eingeschliffenen Giraufsitzen verschlossen.
Nach dem Beimpfen wurde die Luft nicht entfernt. Der Girverlauf wurde anhand
der CO,-Produktion gegen eine unbeimpfte Kontrolle verfolgt. Gegen Ende der
Fermentation wurde zentrifugiert, der Uberstand zur Bestimmung der hoheren
Alkohole und Aminosiuren bei — 20°C aufbewahrt.

Bestimmungen. Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurden die Zellen bei
nachlassender Garung zentrifugiert, in Wasser aufgenommen, durch Sartorius-
Membranfilter SM 113 03, PorengroBe 1,2 um, filtriert und zweimal mit Wasser ge-
waschen. Der Riickstand wuarde bei 80°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und
gewogen. Die héheren Alkohole wurden gaschromatographisch (Vollbrecht u. Radler,
1973 a), die Aminoséuren auf Ionenaustauschersiulen (Vollbrecht u. Radler, 1973b)
getrennt und quantitativ bestimmt. Die gesamten «-Ketosfiuren wurden als p-
Nitrophenylhydrazone colorimetrisch bei 420 nm (Friedman, 1957), x-Ketoglutarat
nach Reduktion anhand der Abnahme der Extinktion von NADH, bei 340 nm
(Strecker, 1955; Bergmeyer u. Bernt, 1970), Pyruvat nach Decarboxylierung zu
Glycolaldehyd wnd Reduktion zu Athylenglycol anhand der Abnahme von NADH,
bei 340 nm (Goedde u. Langenbeck, 1970; in Anlehnung an die Biochemica-Infor-
mationen von Beehringer-Mannheim) bestimmt.

Ergebnisse

Die gegenseitige Beeinflussung von Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin
bei der Aufnahme

Zur Klarung der Frage, ob und in welchem AusmaB Threonin, Iso-
leucin, Valin und Leucin um den Transport in die Hefezellen kon-
kurrieren, wurden die Konzentrationen der vier Aminosiuren im Medium
gegeneinander variiert. Wenn die Gérung zum Stillstand kam, wurde
zentrifugiert und die Konzentrationen der vier Aminosduren in der iiber-
stehenden Nahrlésung bestimmt. Die Aufnabme der Aminoséuren wurde
anhand der Differenz zwischen Ausgangskonzentration und der Konzen-
tration gegen Ende der Girung ermittelt.

Die Aufnahme von Threonin ist von der Konzentration im Medium
und dem Gehalt der iibrigen Aminosiuren abhéngig. Threonin wird mit
steigenden Konzentrationen im Medium zu maximal 999/, aufgenommen
{Tab.1). Steigende Konzentrationen der iibrigen Aminosiuren heramen
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Tabelle 1. Die gegenseitige Beeinflussung von Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin
bei der Aufnahme durch Saccharomyces cerevisiae, Stamm al1327 A/78-4

Beeinfluit Aufgenommene Aminosiuren in Prozent des Zusatzes
durch Threonin Isoleucin Valin Leucin
{3000 M) (2760 pM) (3060 uM) (2760 pM)

CRM1—CRM6 9976 98—-83 9781 100—92
CM1-—-CM6 70—45 n.b. n.b. n.b.
Threonin

(500—3000 M) — 58—88 69—81 77—92
Isoleucin

(460—2760 M) 9776 — 99--81 100—92
Valin

(510—3060 pM) 83—175 99—83 — 96—90
Leucin

(460—2760 uM) 83—75 95—83 90—81 —

Diese Tabelle gibt den Einflufl steigendet Threonin-, Isoleucin-, Valin-, Leucin- und
Gesamtaminosiurekonzentrationen (von CRM1—CRM6 bzw. CM1—-CM6 — senk-
rechte Spalte) auf die Aufnahme der vier Aminosiuren wieder. Die Konzentration
von Threonin (waagerechte Spalte) betrug 3000, die von Isoleucin 2760, von Valin
3060 und von Leucin 2760 pM. Die Aufnahme der Aminoséuren wurde anhand der
Differenz zwischen Einsatz und den im Medium gefundenen Restmengen errechnet.
Aus dem Verhiltnis von Aufnahme zu Einsatz wurde das AusmaB der Aufnahme
ermittelt, das in Prozenten angegeben ist. n.b. = nicht bestimmst.

die Aufnahme. Wihrend in CRM1 bei 3000 uM Threonin 99°/, aufge-
nommen werden, sind dies in CRM4 noch 90%/, und in CRM6 76/, des
Einsatzes. Ein noch geringerer Prozentsatz an zugesetztem Threonin wird
in CM aufgenommen, das aufler den vier untersuchten sieben weitere
Aminoséuren enthielt, in CM 1 709/, in CM4 619/, und in CM6 noch 45°/,.
Die Aufnahme von Isoleucin, Valin und Leucin wird in CM1 und CRM 1
durch Threoninzusatz nicht wesentlich beeinfluft, in CM4 und CRM4
bzw.CM6 und CRM 6 hingegen gefordert. Threonin konkurriert hiernach
offenbar nicht mit den iibrigen Aminosiuren um die Aufnahme. '
Isoleucin wird in CRM bei 460 uM vollstindig aufgenommen. Bei
1840 und 2760 uM bleiben Reste im Medium zuriick, die mit steigender
Konzentration der iibrigen Aminosiduren (CRM1 bis CRM6) zunehmen.
Steigt die Isoleucinkonzentration von 460 auf 2760 uM, wird die Auf-
nahme der drei iibrigen Aminoséuren gehemmt. Als Beispiel seien die
Verhéltnisse in CRM6 herangezogen (Tab.1): Threonin wird zwischen
97 und 76°/,, Valin zwischen 99 und 819/, und Leucin zwischen 100 und
929/, der eingesetzten Konzentration aufgenommen. Andererseits hem-
men steigende Konzentrationen von Valin und Leucin die Aufnahme von
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Isoleucin. So wird Isoleucin bei einer Konzentration von 2760 yM in
CRM1 zu 98°/,, in CRM4 zu 97°/, und in CRM6 zu 83°/, aufgenommen.

Aunders als bei Threonin besteht hier eine Konkurrenz um die Auf-
nahme zwischen Isoleucin sowie Valin und Leucin.

Valin wird in CRM1 bei Konzentrationen zwischen 510 und 3060p.M
mit 97%, fast vollstindig aufgenommen (Tab.1). Bei héheren Gesamt-
aminos#urekonzentrationen (CRM 4 und CRM 6) ist die Aufnahme weniger
vollstdndig, bei 3060 uM Valin in CRM4 mit 88°/, und in CRM6 819/,
der eingesetzten Konzentration. Zunehmende Konzentrationen der iib-
rigen Aminosduren (CRM1 bis CRM6) hemmen also die Aufnahme von
Valin. Steigt andererseits die Valinkonzentration im Medium von 510 auf
3060 uM, wird die Aufnahme von Threonin, Isoleucin und Leucin ge-
hemmt. Dies wird besonders deutlich in CRM4 und CRM 6. Tn CRM6 z.B.
wird die Aufnahme von Threonin von 83 auf 75%/,, Isoleucin von 99 auf
839/, und die von Leucin von 96 auf 90°/, der eingesetzten Konzentration
erniedrigt. Die im vorangegangenen Abschnitt dargestellte Konknrrenz
von Isoleucin, Valin und Leucin um die Aufnahme wird durch diese Er-
gebnisse bestatigt.

Leucin wird bei Konzentrationen bis 2760 pM in CRM 1 vollstandig,
in CRM4 zu 98%/, und in CRM6 zu 92/, aufgenommen. Die Aufnahme
dieser Aminosiure wird also durch steigende Konzentrationen der an-
deren (CRM1 bis CRM6) gehemmt und umgekehrt. Steigt die Konzen-
tration an Leucin auf 3060 uM, wird die Aufnahme der drei anderen
Aminosduren besonders in CRM4 und CRM6 verringert, in CRM6 z.B.
die von Threonin von 83 auf 75/, Isoleucin von 95 auf 839/, und Valin
von 90 auf 819/, der eingesetzten Konzentration (Tab.1).

Wihrend Isoleucin, Valin und Leucin sich gegenseitig und gemeinsam
Threonin bei der Aufnahme hemmen, wird die Aufnahme der drei Amino-
séuren durch Threonin nicht beeintrichtigt. Hinsichtlich der Konkurrenz,
bei der Aufnahme nimmt Threonin demnach unter den vier Amino-
suren eine Sonderstellung ein. Die Aufnahme einer der tibrigen Amino-
sduren ist von dem Anteil an der Gesamtaminosidurekonzentration ab-
héngig und dabei um so groBer, je mehr sich dieser Anteil zu ihren Gunsten
verschiebt.

Der EinfluBl von Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin auf die Zellmasse,
die Auasscheidung von x-Keto- und Aminosiuren

Der Einflull verschiedener Threonin-, Isoleucin-, Valin- und Leucin-
konzentrationen auf die gebildete Zellmasse der verwendeten Mutante
wurde untersucht, um den Wert dieser Aminosiuren als Nahrstoffe und
den in den Hefen aufgenommenen Anteil zu bestimmen. Die Zellaus-
beute wurde durch steigende Konzentrationen der vier Aminosiuren in

11 Arch. Microbiol., Vol, 97
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Abb. 1. Der Einfluf} steigender Konzentrationen an Threonin, Isoleucin, Valin und
Leuein in CRM1, CRM2, CRM4 und CRM6 auf den Zellertrag von Saccharomyces
cerevisiae, Stamm a1327 A/78-4. Die Konzentrationen der vier Aminoséuren sind auf
der Abszisse aufgetragen, das Trockengewicht auf der Ordinate. Die Konzentration
jeweils einer Aminosdure wurde bei gleichbleibenden Konzentrationen der ithrigen
drei Aminoséuren (z. B. in CRM I) wie 1:2:4:6 variiert: Threonin zwischen 500,
1000, 2000 und 3000 wM, Isoleucin und Leucin 460, 920, 1840 und 2760, Valin 510,
1020, 2040 und 3060 pM. Die mit ILE, THR, LEU und VAL bezeichneten Kurven
lassen erkennen, wie sich der Zellertrag mit steigender Konzentration der vier
Aminosiuren verdndert

der Regel geférdert. Der Zusatz von Valin und Leucin fiihrte zu einer
héheren Zellmasse als der von Threonin oder Isoleucin (Abb.1). Ledig-
lich bei geringen Gesamtaminosiurekonzentrationen verringerten zu-
nehmende Threonin- und Isoleucinmengen die Zellausbeute.

Anhand der Trockengewichte wurden nach Hoppe (1971) die in den
Zellen befindlichen Konzentrationen an Threonin, Isoleucin, Valin und
Leucin errechnet. Hierbei wurde von der durch Bergner u. Haller (1969)
sowie Jones ef al. (1969) bestitigten Voraussetzung ausgegangen, dafl
sich der Gehalt der Hefezellen an Aminosduren vor und gegen Ende der
Gérung nur geringfiigig unterscheidet. Die errechnete Konzentration der
vier Aminosiduren in den Zellen lie§ vermuten, dafl das aufgenommene
Isoleucin und Leucin vollstindig in die Zellen eingebaut wurde, soweit
nicht Teile davon, die nicht in das Trockengewicht eingehen, zu héheren
Alkoholen abgebaut und ausgeschieden worden waren. Von den aufge-
nommenen beiden anderen Aminosiiuren hingegen wurde nur ein Teil
eingebaut, 5—33°/, von Threonin und 15—95%, an Valin, ein anderer
Teil, maximal 209/, an aufgenommenem Threonin und 24°/, an Valin,
wurde zu n-Propanol-1 bzw. Isobutanol -abgebaut. Der Rest scheint
anders verwertet worden zu sein.
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Tabelle 2. Der Einflufl steigender Gesamtaminosiurekonzentrationen auf die Aus-
scheidung von w«-Ketosduren bei Saccharomyces cerevisime, Stamm al1327A[78-4

Substanz CM1 CM2 CM4 CM6
Pyruvat 380 480 570 650
«-Ketoglutarat 220 200 160 140
Summet+ 600 680 730 790
Gesamtketo-

siuren 600 620 760 800

Die Ausscheidung der genannten Substanzen wurde gegen Ende der Fermentatio-
nen in CM 1 —CM6 ermittelt. Die Summe* wurde durch Addition der Konzentratio-
nen von Pyravat und a-Ketoglutarat errechnet. Alle Konzentrationsangaben in pM.

Binige x-Ketosduren sind als Zwischenprodukte des Abbaus der
Aminosduren zu hdheren Alkoholen interessant. Steigende Gesamt-
aminosdurekonzentrationen férdern die Ausscheidung von Pyruvat und
verringern die von w-Ketoglutarat. Die Summe der Konzentrationen
von Pyruvat und o«-Ketoglutarat entspricht den Werten, die bei der
Bestimmung der Gesamtketosiuren erhalten wurden. Hiernach ist anzu-
nehmen, dafl die durch Transaminierung aus Threonin, Isoleucin, Valin
und Leucin entstandenen x-Ketosduren nicht in nennenswerten Mengen
ausgeschieden wurden (Tab.2).

Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin, die in CM und CRM vorhanden
waren, komplementierten nicht nur die Defekte der verwendeten Mutante,
sondern sie wurden z.T. in erheblichem AusmaB (90%,) zu héoheren
Alkoholen abgebaut (s.u.). Bei begrenztem Angebot an Stickstoffquellen
wurden die dabei freiwerdenden Aminogruppen zur Synthese anderer
Aminosduren verwendet (Jones ef al., 1969). Im folgenden wird eine
Ubersicht iiber den EinfluB steigender Konzentrationen an Threonin,
Isoleucin, Valin und Leucin auf Ausscheidung und Verbrauch saurer,
neutraler und basischer Aminosduren gegeben. Asparaginsiure, Serin,
Glutaminsaure, Prolin, Glycin und Alanin waren weder dem vollstin-
digen (CM) noch dem vereinfachten Medium (CRM) zugesetzt worden.
Sie wurden von den Hefen selbst synthetisiert. Tyrosin, Phenylalanin,

Lysin, Histidin und Arginin waren in CM vorhanden, fehlten jedoch in
CRM.

In allen untersuchten Medien (CRM 1-CRM 6 und CM 1-CM 6) wurden
von den Hefen Aminosiuren ausgeschieden, vor allem Alanin (50— 780 wM),
Glutaminsaure (30—530 pM), Glycin (10—400 pM), Prolin (20—220 M)
und Serin (10—110 pM). Ornithin (1060 uM), 4-Aminobuttersiure
(10—40 pM), Asparaginséure (3 —30 uM), Phenylalanin (Spuren—30 M)
und Tyrosin (0—10uM) wurden in geringen Mengen gefunden. Die
11+
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Ausscheidung dieser Aminosduren war der Konzentration der gesamten
Aminosduren und der von Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin direkt,
die Ausscheidung von Histidin (30—0 pM) und Arginin (280—50 uM)
war der Zunahme der vier Aminosiuren umgekehrt proportional. Die
in CM gegen Ende der Fermentationen gefundenen Argininmengen tiber-
stiegen die eingesetzten Betrage deutlich. Hieraus folgt, daB die Synthese
dieser Aminosdure auch bei Zusatz zum Medium abliuft. Hinsichtlich des .
Ausmafles der Ausscheidung der Aminosduren wurde keine unterschied-
liche Beeinflussung durch Threonin, Isoleucin, Valin oder Leucin fest-
gestellt. Methionin, das den Medien zugesetzt worden war, wurde bis auf
Spuren aufgenommen.

Die Bildung hoherer Alkohole aus Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin
in Abhéngigkeit von der Konzentration der vier Aminoséuren im Medium

Threonin wird in CRM1 bei nahezu vollstindiger Aufnahme zu
maximal 20°/, zu n-Propanol-1 abgebaut (Tab.3). Die Bildung von
n-Propanol-1 ist der Threoninkonzentration in den Zellen proportional.
Bei steigenden Gesamtaminosiurekonzentrationen (CRM2 bis CRM6)
verringert sich der Abbau auf 6°/, der aufgenommenen Aminosiure.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in CM 1 bis CM6 erhalten. Nimmt die
Threoninkonzentration in den Zellen von 430 auf 2370 pM zu, steigt also
der Anteil dieser Aminosdure an der Gesamtaminosdurekonzentration,
vergroBert sich der Prozentsatz, der zu n-Propanol-1 abgebaut wird,
von 5 auf 7%/, Der Prozentsatz der drei tibrigen Aminosduren, der bei
steigenden Threoninkonzentrationen in hohere Alkohole umgewandelt
wird, nimmt bei den verschiedenen Gesamtaminosidurekonzentrationen
(CRM1, CRM2, CRM4, CRM6) im allgemeinen zu. In CRM6 z. B. wird
das AusmaB der Umwandlung von Isoleucin zu 2-Methylbutanol-1 nicht
signifikant beeinfluit, wohl aber das von Valin zu Isobutanol (8 —129/,)
und das von Leucin zu 3-Methylbutanol-1 (77—94°/,).

Steigt die intracellulire Konzentration an Isoleucin in CRM6 von
450 auf 2300 oM (Tab.3), werden 52—88¢%/, dieser Aminosiure zu 2-
Methylbutanol-1 abgebaut. Der Abbau zu 2-Methylbutanol-1 ist also der
Isoleucinkonzentration in den Zellen proportional und nimmt mit stei-
gendem Anteil von Isoleucin an der Gesamtaminosédurekonzentration zu.
Durch steigende Gesamtaminosiurekonzentrationen (CRM1 bis CRM86)
wird der Isoleucinabbau bei einem Einsatz dieser Aminosiure von
2760 UM geringfiigig negativ beeinflut, wohl deswegen, weil sich das
Verhiltnis zwischen Isoleucin und den iibrigen Aminosiuren, zuun-
gunsten von Isoleucin veréndert. Durch zunehmende intracellulére Iso-
leucinkonzentrationen, bei steigendem Anteil von Isoleucin an der Ge-
samtaminoséurekonzentration, wird die Umwandlung der drei {brigen



Aminosdurestoffwechsel und hohere Alkohole 157

Tabelle 3. Die gegenseitige Beeinflussung von in die Zellen aufgenommenem Threo-
nin, Isoleucin, Valin und Leucin beim Abbau zu n-Propanol-1, 2-Methylbutanol-1,
Isobutanol und 3-Methylbutanol-1 durch Saccharomyces cerevisiae,

Stamm 21327 A/78-4

BeeinfluBt durch Threonin Isoleucin Valin Leucin
CRM1—-CRMS6 20— 6 9088 4212 90—78
CM1--CM6 16— 7 n.b. n.b. n.b.
Threonin

{430—2270 nM) 5— 17 86 8—12 7794
Isoleucin

(460—2300 M) 20— 6 5288 24—12 85—76
Valin

(480—2500 pM) 755 9177 8—12 9178
Leucin

(450—2540 pM) 15— 5 95—176 17—11 70—80

In dieser Tabelle ist der EinfluBl steigender Threonin-, Isoleucin -, Valin- und
Leucinkonzentrationen in der Zelle sowie steigender Gesamtaminosiurekonzentra-
tionen, CM 1 —CM6 und CRM1—-CRMS6 (senkrechte Randspalte) auf den Abbau der
vier in den Zellen befindlichen Aminosiiuren zu hoheren Alkoholen (waagerechte
Spalte) dargestellt. Der Einflull von Threonin, Isoleucin, Valin und Leucin wurde
in CRM6 ermittelt. Der Abbau der vier Aminoséuren zu héheren Alkoholen ist als
Prozentsatz der aufgenommenen Konzentrationen angegeben. n.b. = nicht be-
stimmt.

Aminoséuren zu hoheren Alkoholen beeintriichtigh. So nimmt in CRM6
n-Propanol-1 von 20 auf 6%/y an in die Zellen aufgenommenem Threonin
ab, Isobutanol von 24 auf 12°/, an Valin und 3-Methylbutanol-1 von
85 auf 769/, an aufgenommenem Leucin.

In den Zellen befindliches Valin wird zu maximal 24°/,, proportional
der Valinkonzentration zu Isobutanol abgebaut. Steigt bei 3010 uM
Valin im Medium die Gesamtaminosiurekonzentration von CRM1 auf
CRMS6, wird der Abbau bis auf 129/, an intracellulirem Valin gehemmt,
offenbar bedingt durch eine Verschiebung des Anteils an der Gesamt-
aminosdurekonzentration zuungunsten von Valin (Tab.3). Intracellulire
Valinkonzentrationen von 480—2500 uM hemmen in CRM6 den Abbau
von aufgenommenem Threonin (7—59/,), Isoleucin (91—789/,) und Leu-
cin (91—78%), wihrend der Anteil an Valin, der zu Tsobutanol umge-
wandelt wird, von 8 auf 129/, ansteigt. Dieser Anstieg ist moglicherweise
dorch den vergroBerten Anteil von Valin an der Gesamtaminokonzen-
tration bedingt.

Das bei einer eingesetzten Konzentration von 2760 pM in die Zellen
gelangte Leucin wird zu maximal 909/, zu 3-Methylbutanol-1 abgebaut
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(Tab.3). Steigende Gesamtaminosiurekonzentrationen (CRM1 bis
CRM 6) verringern den Abbau auf 789/,. Diese Hemmung scheint, wie bei
Isoleucin und Valin, durch eine Verschiebung des Anteils an der intra-
celluldren Gesamtaminosdurekonzentration zugunsten von Leucin be-
dingt zu sein. Nimmt andererseits in CRM 6 die Leucinkonzentration in
den Zellen von 450, auf 2450 pM zu, erhéht sich also der Anteil dieser
Aminosdure an der Gesamtaminosidurekonzentration, steigt proportional
der zu 3-Methylbutanol-1 abgebaute Prozentsatz von 70 auf 809/,
Gleichzeitig wird der Abbau von Threonin (15—5°/,), Isoleucin (95—769/,)
und Valin (17—11°/) gehemmt.

Diskussion

Durch Zusatz von Valin und Leucin wurde das Wachstum des Stam-
mes al327A/78-4 stirker gefordert als mit Threonin oder Isoleucin.
Gleichartige Beobachtungen machten Ribéreau-Gayon u. Peynaud (1966).
Offenbar besitzen die vier Aminosduren unterschiedlichen Wert fiir die
Ernshrung der Hefen. Der Gesamtaminosiuregehalt war suboptimal, so
daf die Mutante die Aminosduren nicht nur zur Komplementation der
Defekte, sondern auch als Stickstoffquellen benétigte. Wie sich anhand
der tber die Trockengewichte nach Hoppe (1971) berechneten Amino-
sduregehalte zeigen lieB, werden Isoleucin und Leucin nahezu vollstindig
in die Hefezellen aufgenommen und dort ,,intakt assimiliert”, d.h. direkt
zur Proteinsynthese verwendet, soweit sie nicht zu 2- und 3-Methyl-
butanol-1 umgewandelt werden, wihrend die ,,intakte Assimilation® bei
Valin und Threonin eine geringere Rolle spielt. Die aufgenommenen
Aminosiuren werden z.T. unmittelbar in Proteine eingebaut, z.T.
dienen ihre Abbauprodukte nach Decarboxylierung als H-Akzeptoren
zur Regeneration von NAD(P)H,, wobei die Aminogruppen fiir die
Synthese anderer Aminosiuren verwendet werden (Jones et al., 1969),
oder sie werden, wie anscheinend Valin und Threonin, in erheblichem
AusmaB auf andere Weise abgebaut. Die ,intakte Assimilation ist
somit eine von mehreren Moglichkeiten der Verwendung aufgenommener
Aminosduren, keinesfalls aber, wie Thorne (1949) annahm, die bedeu-
tendste (Jomes et al., 1965; Jones u. Pierce, 1964, 1969; Palmqvist u.
Ayripid, 1969).

Bei allen Versuchen wurden Aminosduren ausgeschieden. Hierbei
iiberwog Alanin, gefolgt von Glutaminséure, Prolin, Arginin, Lysin und
Glycin. Serin, Asparaginsdure, Ornithin und 4-Aminobuttersiure ge-
langten in vergleichsweise unbedeutenden Mengen in das Medium. Dies
stimmt, abgesehen von Alanin, mit den Ergebnissen von Ribéreau-
Gayon u. Peynaud (1966) iiberein, die, wie auch Lafon-Lafourcade et al.
(1962), qualitative und quantitative Verdnderungen in Abhingigkeit
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von Art und Zusammensetzung der Stickstoffquelle beobachteten. Die
Ausscheidung setzte in melbaren Mengen wihrend der exponentiellen
Phase ein und dauerte wihrend der stationidren Phase an (Vollbrecht u.
Radler, 1973b). Dies stimmt mit den Befunden von Jones ef al. (1965)
sowie Bergner u. Haller (1969) iiberein. Der Exkretion der Aminoséuren
scheint kein aktiver Transport zugrunde zu liegen, sondern Diffusion
{Dupuy ef al., 1967). Die tiberwiegende Ausscheidung von Alanin wurde
von den genannten Autoren nicht beobachtet. Sie fanden vielmehr, daf§
nur relativ geringe Mengen dieser Aminoséure in das Medium gelangen.
Eventuell ist dieses Phidnomen eine Besonderheit der verwendeten Mu-
tante.

Bei dem Stamm a1327A/78-4 waren die Synthesewege von Threonin,
Isoleucin, Valin und Leucin durch verschiedene Defekte blockiert. Die
Mutante bendtigte dementsprechend diese Aminosiuren zum Wachstum.
Da die Biosynthese der vier Aminosiuren unterbrochen war, spielten
Fragen der Endprodukthemmung oder Repression keine Rolle. Das
gesamtbe Systemn war auf die Aufnahme der Aminosiuren und ihren
Abbau zu den hoheren Alkoholen begrenzt. Die Arbeit mit diesem Stamm
ermoglichte Aussagen iiber die Permeabilitat der vier Aminoséuren und
die an deren Abbau zu hoéheren Alkoholen beteiligten Vorginge. Die
Aufnahme einzelner Aminosduren wurde durch das Angebot der iib-
rigen beeinflut. Durch zunehmende Konzentrationen einzelner Amino-
sduren wurde die Aufnahme der iibrigen Aminosduren gehemmt. Um-
gekehrt wurde die Absorption einzelner Aminosiuren um so unvoll-
sténdiger, je groBer das Angebot der iibrigen Aminosiuren war. Die
Aufnahme einer Aminosure ist damit um so gréBer, je mehr sich das
Mengenverhaltnis zu ihren Gunsten verschiebt. Diese Befunde lassen sich
der Funktion eines Permeasesystems zuschreiben (Surdin et ol., 1964,
1965; Grenson ef al., 1970), das unspezifisch den Transport aller ange-
botenen Aminosduren bewirkt, wobei die einzelnen Komponenten um die
Substratbindungsstellen konkurrieren. Threonin scheint bei der Auf-
nahme etwas anderen GesetzmiBigkeiten zu unterliegen. Vielleicht
wirken geringe Threoningaben bei hohen Gesamtaminosiuregehalten
deswegen férdernd auf Absorption und Verwertung der iibrigen Amino-
sduren, weil hier Threonin als begrenzender Faktor wirksam ist. Die inner-
halb einer Zeiteinheit absorbierten Aminosiuremengen sind um so
groBer, je grofler das Angebot der Aminosiuren im Medium ist. Kin
hoheres Angebot fithrt zu gesteigerter Aufnahme durch die Hefen bei
gleichzeitig gedrosselter Neusynthese (Jones u. Pierce, 1969; Ayrapa,
1965, 1967, 1970, 1971). Dennoch ist wihrend der Absorption der Amino-
sduren aus dem Medium die Neusynthese erheblich (Jones et al., 1969), wie
die wihrend den Fermentationen in CM iiber die Ausgangswerte stei-
gende Zunahme von Arginin zeigt.
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Aussagen hinsichtlich der Aktivitdt der an dem Abbau der Amino-
sduren zu den entsprechenden hoheren Alkoholen beteiligten Enzyme
lassen sich anhand des Verhéltnisses der aufgenommenen Aminosduren
zu den hoheren Alkoholen treffen. Eine von vielen Autoren beobachtete
Erscheinung ist die unterschiedliche Produktion von n-Propanol-1
Isobutanol, 2- und 3-Methylbutanol-1. Dies zeigte sich auch in fritheren
Versuchen (Vollbrecht u. Radler, 1973b) und kehrte in den hier darge-
stellten Ergebnissen wieder: Isobutanol und n-Propanol-1 wurden, bei
gleichem Angebot der entsprechenden Aminosduren, in weitaus ge-
ringeren Mengen produziert und ausgeschieden als 2- und 3-Methyl-
butanol-1. Anscheinend sind die an dem Abbau der in die Hefen aufge-
nommenen Aminosduren zu den hoheren Alkoholen beteiligten Enzyme
in unterschiedlichem MafBe wirksam. Geht man davon ans, daf3 der Abbau
der vier Aminoséuren zu den entsprechenden hoéheren Alkoholen durch
die gleichen substratunspezifischen Enzyme katalysiert wird, laft sich
die unterschiedliche Produktion durch verschiedene Substrataffinitdt
erkliren. Steigende Angebote einzelner Aminoséuren wiirden nach Maf-
gabe der jeweiligen Affinitdt zur zunehmenden Beladung der Enzyme
fiihren und damit zu einer Verringerung der Anlagerung der iibrigen
Substrate. Ein steigendes Leucinangebot z.B. miifite einerseits zur
Steigerung der Produktion von 3-Methylbutanol-1 fiihren, andererseits
den Abbau der iibrigen Aminosduren zu hoheren Alkoholen hemmen.
Die Ergebnisse zeigen, dafl tatsdchlich diese Beziehung besteht. Kunkee
et al. (1966) sowie Watson u. Hough (1969) untersuchten die Aktivi-
titen der an der Synthese der hoheren Alkohole beteiligten Decarboxy-
lase und Alkoholdehydrogenase unter verschiedenen Bedingungen. Es
gelang ihnen nicht zu entscheiden, ob die unter veranderten Bedingungen
beobachteten Enzyme identisch waren oder nicht. Die Untersuchungen
mit dem Stamm a1327A/78-4 weisen darauf hin, daB die gleichen En-
zyme unspezifisch an der Synthese von n-Propanol-1, Isobutanol, 2- und
3-Methylbutanol-1 beteiligt sind.

Diese Arbeit wurde durch eine Beihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft
gefordert.
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