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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Selektion ethanolbildender Mikroorganismen. Das Verfahren dient der
Bestimmung und Selektion besonders géraktiver Hefen und Bakterien und kann in der Biotechnologie und -
mikrobiologischen Industrie angewendet werden. Grundlage der Erfindung ist der Nachweis von in Agar
diffundiertem Alkohol durch dessen Oxidation zu Essigsaure durch einen spezifischen Bakterienstamm.
ErfindungsgemaB wird die gebildete Alkoholmenge bestimmt, indem die den Alkohot enthaltende Agarschicht mit
einer den ethanoloxidierenden Stamm sowie einen pH-indikator enthaltenden Weichagarsuspension {iberschichtet
und der Alkohol als konzentrationsproportional groBer Farbfleck bestimmt wird.
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Patentansp}uch:

1. Verfahren zur Selektion ethanolbildender Mikroorganismen, gekennzeichnet dadurch, daR Agar,
der den von gérfahigen Mikroorganismen sezernierten Alkohol enthélt, mit einer
Weichagarsuspension, die einen pH-Indikator sowie Ethanal zu Essigséure oxidierende Bakterien
enthilt, iberschichtet und derim Agar befindliche Alkohol als konzentrationsproportional groRer
Farbfleck bestimmt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichret dadurch, daR die zu testenden in Einzellkolonien
vorliegenden Mikroorganismen unter anae oben Bedingungen auf néhrstoffhaltigem Agar
kultiviert werden und der entstehende Alkol ol, wie in Anspruch 1 beschrieben, bestimmt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daB eine frische Zellsuspension der
Athanol zu Essigséure oxidierenden Bakterienart Gluconobacter oxydans CCM 1723 verwendet
wird,

Hierzu 1 Seite Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die Erkennung und Selektion sthanolbildender Mikroorganismen und kann zur Selektion neuer, géraktiver
Mikroorganismenstimme auf dem Gebiet der Gérungsindustrie angewendet werden,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Unterschiedliche Mikroorganismen, beispielsweise Hefen der Gattung Saccharomyces oder Bakterien der Gattung
Zymomomonas, vergéren unter bestimmten Bedingungen in unterschiedlichem MaRe zuckerartige Verbindungen zu Alkohol,
vorzugsweise Ethanol. .

Gérkapazitétund Gargeschwindigkeit sind stammspezifische, fiir die Gérungsindustrie entscheidende Faktoren. Zum Auffinden
neuer geeigneter, d. h. hocheffektiver Mikroorganismen sind Scresningmethoden zur Selektion notwendige Voraussetzung. Der
quantitative Nachweis der Géirfahigkeit erfolgt bisher entweder durch quantitative Bestimmung des Produktes Ethanol oder des
bei der Gérung in dquivalenter Menge entstehenden gasférmigen CO,. MiBt man das CO,-Volumen durch Bestimmung der
Wasserverdringung, so istein groBer Gerateaufwand notwendig, verwendet man spezielle MeRzellen (JP 59-2697), so sind zeit-
und geritetechnischer Aufwand groB. Gleiches gilt fir die Messung der Ethanolkonzentration mittels
Flammenionisationsdetektor {JP 59-2696; DE-OS 33027 43). Die Anzah! der mdéglichen parallelen Untersuchungen wird durch
solche Methoden auf ein Minimum reduziert.

Wesentlich eleganter ist der Alkoholnachweis mit Hilfe von Enzym-Testbestecks. Dazu werden die nach Gérung gewonnenen
Kulturfiltrate mit dem Enzym Alkoholdehydrogenase (ADH), dem Coenzym NAD, dem Elektronentransmitter
Phenoxymethosulfat (PMS) und einem in der oxidierten Form farblosen Farbstoff (beispielsweise vom Typ der Tetrazoliumsalze)
versetzt. Die enzymvermittelte und coenzymabhéngige Oxidation des Ethanols fiihrt letztendlich zur Reduktion der Leukoform
zum Farbstoff, dessen Intensitit spektrophotometrisch gemessen werden kann (JP 60-188097; DD-WP 252001; US-

PS 4.566.634; EP 11569). Sinnvoll ist die von JACOBS u. a. (J.Microbiol. Methods 1983; 1, 339) beschriebene Screening-
Methode. Dieser Alkohol-Plattentest erlaubt die Testung der Gérfahigkeit einer beliebig groBen Anzahl von Hefestimmen
parallel zueinander. Die Konzentration des unter anaeroben, submersen Ku ltivierungsbedingungen gebildeten Garalkohols wird
ermittelt, indem #quivalente Kulturfiltrat-Volumina auf aine Agarschicht gegeben werden die mit einer Weichagarzone
iberschichtet wird. Letztere enthilt das Enzym ADH, das Coenzym NAD, den Elektrenentransmitter PMS sowie den Redox-
Farbstoff Dichlorphenolindophenol (DCJP). Bei Inkubation der Platten wird durch die bei der Ethanol-Oxidation freiwerdenden
Elektronen die in der oxidierten Form tiefblau geférbte Verbindung DCJP in die reduzierte Leukoform iberfiihrt. Es entstehen —
in Abhiingigkeit von der gebildeten Produktmenge - unterschiedlich groBe helle Flecken auf blauem Grund.

Der entscheidende Nachteil der beiden zuletzt genannten Verfahren ist der grofle Verbrauch an teuren reinen Biochemikalien
{ADH, NAD, PMS). Sie machen disse Prozesse auBerordentlich material- und kostenaufwendig.

2Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein einfaches, kostengiinstiges mikrobiologisches Verfahren zur Selektion von ethanolbildenden
Mikroorganismen, das ohne den Einsatz kostspieliger Biochemikalien einen hohen Durchsatz von Isolaten pro Zeiteinheit
gewdhrleistet und fiir Routineuntersuchungen geeignet ist,
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, fiir die Selektion und Bestimmung géraktiver Mikroorganismen eine Methode
anzuwenden, die nicht auf der Bewegung von In vitro enzymatischen Vorgéngen bzw. der Einzelbestimmung nach submerser
Kultivierung der Mikroorganismen beruht, .

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe so gelést, daR Agar, der denvon gérfahigen Mikroorganismen sezernierten Alkohol enthlt,
mit einer Weichagrarsuspension, die einen pH-Indikator sowie Ethanol zu Essigsdure oxidierende Bakterien enthiit,
liberschichtet und der im Agar befindliche Alkohol als konzentrationsproportional groBer Farbfleck bestimmt wird.

Die Erfindung beruht auf der Tatsache, daB g#rféhige Mikroorganismen Uberwiegend unter aeroben Bedingungen wachsen, den
Alkohol aber bevorzugt unter anaeroben Bedingungen sowohl auf festen wie in flissigen Ndhrmedien bilden. Der in die
Umgebung sezernierte Alkohol wird von bestimmten Bakterien, wie Gluconobacter oxydans zu Essigsiure oxidiert. Diese
Bakterien sind nicht in der Lage, auf Ethanol 2u wachsen oder die Essigséure 2u CO, weiter zu oxidieren,

Werden die zu testenden in Einzellholonienvorliegenden Mikraorganismen unter anaeroben Bedingungen auf néhrstoffhaltigem
Agar kultiviert, so wird der entstehende Alkohol wie vorstehend bestimmt. Es wird dabei ein Substrat eingesetzt, auf dem der
ethanoloxidierende Stamm nicht wachsen kann. Wachstum, Alkoholbildung und -nachweis finden damit auf einer Platta statt,
Vorteile des beschrisbenen Verfahrens sind die einfache Handhabbarkeit sowie der Wegfall kosten- und/oder
apparateaufwendiger Hilfsmittel. Auf diese Weise kann die Gaifahigkeit einer beliebig hohen Anzahl unbekannter
Mikroorganismen getestet werden. Da die Grée der sichtbar werdenden Siurezonen der Alkoholkonzentration direkt
proportional ist, ist die Unterscheidung zwischen gérunféhigen (Fig.2, b), wenig {Fig. 2, c), gut {Fig. 2, d) und sehr gut (Fig.2, e)
ethanolbildenden Organismen mdglich.

Anhand von Ausfiihrungsbeispielen wird die Erfindung néher erldutert,

Ausfihrungsbeisplel

Belspiel 1

Patrischalen werden mitje 25m| 2%igem Agar ausgegossern, Der Agar enthiit0,04% Bromkresolgriin und hat einen pH-Wertvon
6,3 bis €.6. In bzw. auf dem Agar werden ethanolische Standardiésungen im Konzentrationsbersich 1...10% {v/v) Ethanol
gebracht, indem entweder je 10yl Testldsung auf sterile Filterpldttchen getropft oder in sterile Glasringe gegeben und
kreisférmig auf die Agaroberfliche aufgesetzt werden (Fig.1). Zv'» Diffusion des Alkohols gibt man die Platten 2 Std. in den
Kiihlschrank. AnschlieBend werden Filterpldttchen bzw. Raschigringe entfernt.

2 Tage vorher wird der Stamm Gluconobacter oxydans CCM 1723 auf 0,25% Hefeextrakt, 1% Glycerol und Mineralsalze
enthaltender Nahrlésung unter sterilen Bedingungen im 500m! Erlenmeyerkolben 48 Std. lang bei 30°C und neutralem pH-Wert
unter Schiitteln kultiviert, 1 ml dieser Bakteriensuspension wird einem noch fliissigen, 0,9%igen Weichagar zugesetat, der 0,9%
NaClund 0,01% Bromkresolgriin enthlt und sinen PH-Wert von 5,8 hat. Mit dem Gemisch werden die ethanolhaltigen
Testplatten {iberschichtet (Fig.3).

Nach Inkubation der Schalen bej T = 30°C entstehen nach 48-72 Std. gelbe Flecken auf blauem Grund, Der Durchmesser der
Flecken wird ausgemessen und zur Kalibrierung fiir die Ethanolkonzeriration verwendet (Fig.2).

Beisplel 2
Mikroorganismen-lsalate mit unbekanntem Gérvermbgen werden unter definierten anaeroben Bedingungenin 10% Saccharose
enthaltender Néhrlésung eine konstante Zeit lang (24-72 Std.) bei T = 30°C inkubiert, AnschlieBend werden die Kulturfiltrate wie
in Beispiel 1 ausgefiihrt halbquantitativ auf Ethanolgehalt getestet (Fig.1 bis 3). .

Belspiel 3

Unbekannte Mikroorganismen-lsolate werden in so starker Verdiinnung ausplattiert, daB max. 5 Kolonien pro Petrischale
einzeln wachsen (Fig. 1), Der Agar enthiilt 209 Saccharose, 2g Harnstoff, 80mg Bromkresolgriin pro Liter sowie Hefeextrakt und
mineralische Nahrsalze. Der PH-Wert betrigt 6,5. Die Mikroorganismen werden aerob bei T = 30°Cinkubiert bis die Kolonien
erkennbar sind {t = 16-48 Std.). AnschlieBend werden anaerobe Bedingungen geschaffen (Begasung mit N,) und die Kulturen
48 Std. lang bei 30°C zur Gérung gebracht. Danach werden die Kolonien markiert, vorsichtig mechanisch entfernt und die
gebildete Alkoholmenge wie in Beispiel 1 beschrieben nachgswiesen (Fig.2, 3).
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