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What diverse beings, with scarcely anything in common,  

and yet all belonging to the same species! 

Charles Darwin 1809 - 1882 
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1 Einleitung 

1.1 Nährstofflimitierung und Erhaltungsstoffwechsel 

Nicht-sporenbildende Bakterien können in der Umwelt und im Labor mit drei verschiede-

nen Wachstumssituationen konfrontiert werden: das „normale“, schnelle Wachstum unter 

nährstoffgesättigten Bedingungen (wie sie meist oder ausschließlich im Labor vorkom-

men), das langsame Wachstum unter nährstofflimitierenden Bedingungen sowie das 

Nicht-Wachstum unter Bedingungen, die ein weiteres Wachstum nicht erlauben (Wick et 

al. 2001). Zu letzterem zählen zum einen Bakterien, die unter nährstofflimitierenden Be-

dingungen Hungerstadien ausbilden, welche aber noch einen aktiven Erhaltungsstoff-

wechsel betreiben sowie zum anderen Ruhestadien oder schlafende Zellen, die einen 

reduzierten Stoffwechsel aufweisen (Dormanz).  

Die Untersuchung natürlicher Habitate ergab, dass in vielen, vielleicht in den meisten na-

türlichen Lebensräumen von Bakterien die Verfügbarkeit von Nährstoffen limitiert ist (Koch 

1971; Molin und Givskov 1999; Morita 1986); diese Habitate werden auch als oligotroph 

bezeichnet (Morita 1997). Der Begriff „oligotroph“ wurde erstmals 1907 eingeführt (Weber 

1907) und bezeichnete limnische Ökosysteme mit geringem Nährstoffgehalt. Später wur-

de der Begriff oligotroph in der Limnologie hauptsächlich auf Phytoplankton bezogen und 

beschrieb Gewässer mit einem geringen Gehalt an anorganischen Nährstoffen (Naumann 

1919). Im heutigen Sprachgebrauch wird der Begriff oligotroph auch für Habitate mit ge-

ringer DOM (dissolved organic material) und DOC (dissolved organic carbon) Konzentra-

tion verwandt und heterotrophe Bakterien, die auch bzw. nur auf gering konzentrierten 

Medien wachsen als „oligotrophe Bakterien“ bezeichnet (Morita 1997). Typische Beispiele 

für solche nährstofflimitierten Lebensräume sind der offene Ozean, die Tiefsee, das 

Grundwasser, viele Böden und Seen. Aber auch künstliche Wassersysteme, wie z. B. in 

technischen Anlagen oder Trinkwassersysteme stellen nährstoffarme Habitate dar, in de-

nen die Konzentrationen von nutzbarem Kohlenstoff im Bereich weniger µg l-1 liegt (Egli 

1995). Da die meisten Habitate als oligotroph anzusehen sind, befindet sich ein Großteil 

der Mikroorganismen in der Natur in einer Art nicht-wachsendem Hungerzustand (Morita 

1986). In diesem Hungerzustand fließt der Hauptteil der Energie und des aufgenomme-

nen Kohlenstoffs in den Erhaltungsstoffwechsel (maintenance energy demand) und nur 

ein kleiner Teil in die, wenn überhaupt vorhandenen, geringen Wachstumsprozesse. Die 

Prozesse des Erhaltungsstoffwechsels beinhalten unter anderem die Regulation des in-

trazellulären pH Wertes, des osmotischen Druckes, die Energetisierung der Zellmembran, 

die Motilität sowie die Reparatur und den Umsatz von Makromolekülen (Beyeler et al. 
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1984; Low und Chase 1999). Der Energie- und Kohlenstoffbedarf für diese Prozesse stellt 

dabei keinen konstanten Wert dar, sondern variiert mit der Wachstumsrate der Bakterien 

(del Giorgio und Cole 1998; Drews und Kraume 2007; Ferenci 1999a). Während des loga-

rithmischen Wachstums macht der Energiebedarf des Erhaltungsstoffwechsels nur einen 

sehr geringen Prozentsatz aus, der Großteil der Energie wird für Wachstumsprozesse 

verwendet. Allerdings nimmt der Absolutwert des Koeffizienten, der den Erhaltungsstoff-

wechsel beschreibt, mit stark sinkender Wachstumsrate (< 10 % µmax ) ab (Drews und 

Kraume 2007; Tros et al. 1996; van Verseveld et al. 1984).  

In limnischen und marinen Systemen steigt der Anteil des assimilierten Kohlenstoffs, der 

von pelagischen Bakterien für den Aufbau von Biomasse verwendet wird (BGE = bacterial 

growth efficiency), mit steigendem Nährstoffgehalt des Wassers an. So beträgt beispiels-

weise die BGE für pelagische Bakterien im Nord-Atlantik 4 - 5 %, in deutschen Seen 17 -

 22 %, in Küstengewässern 10 - 30 % und Ästuaren sogar bis zu 60 % (del Giorgio und 

Cole 1998). Dies bedeutet, dass in oligotrophen Gewässern, wie dem offenen Ozean, bis 

zu 95 % des assimilierten Kohlenstoffs nicht für Wachstumsprozesse verbraucht, sondern 

für einen Erhaltungsstoffwechsel verwendet werden. 

Die nährstofflimitierten Mikroorganismen, beispielsweise im offenen Ozean, sind dabei 

metabolisch nicht inaktiv sondern partizipieren am Kohlenstoffkreislauf, sie sind also nicht 

in einem Ruhestadium (dormant) sondern haben ihr Wachstum nur sehr stark verlang-

samt bzw. fast völlig eingestellt. Für marine Bakterien wurden in situ Generationszeiten 

von bis zu 144 Tagen beschrieben (Zweifel und Hagström 1995). Viele dieser Bakterien 

sind allerdings in der Lage, sich bei erneuter Verfügbarkeit von Substraten in kurzer Zeit 

umzustellen und erneute Proliferationstätigkeit aufzunehmen. Dieses Nicht-Wachstum 

kann also als ein Stadium im natürlichen Lebenszyklus von Bakterien angesehen werden 

(Kjelleberg et al. 1993). 

1.2 Anpassungsstrategien von Bakterien an Nährstofflimitierung 

Obwohl nährstofflimitierende Bedingungen in der Natur recht weit verbreitet sind, ist bis-

her nur wenig über die Physiologie und die Anpassungsstrategien der in oligotrophen Le-

bensräumen vorkommenden Bakterien bekannt. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass 

die in oligotrophen Lebensräumen vorkommenden Mikroorganismen unter diesen Bedin-

gungen verschiedene Überlebensstrategien entwickeln können. So führt die durch Ausbil-

dung eines Stieles geschaffene Oberflächenvergrößerung bei dem gram-negativen 

Alphaproteobakterium Caulobacter crescentus unter Phosphat-limitierenden Bedingungen 

zu einer Verbesserung der Nährstoffaufnahme (Ireland et al. 2002; Wagner und Brun 

2007). Eine andere typische Veränderung der Bakterienmorphologie unter Substratlimitie-
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rung im Pelagial des Meeres ist die Ausbildung von kleineren, abgerundeten Zellen, sog. 

„Zwergen“ mit einem Zelldurchmesser von weniger als 0,3 µm (dwarfs) (Dawson et al. 

1981) oder von Ultramikrobakterien, die scheinbar zum Teil aus Reduktionsteilungen 

hervorgegangen sind (Novitsky und Morita 1978; Torrella und Morita 1981). Ein Vorteil 

einer Verringerung der Zellgröße unter limitierenden Bedingungen wurde in einem 

verbesserten Verhältnis von Zelloberfläche zum Zellvolumen gesehen. Neben 

Veränderung der Morphologie sind bei Bakterien eine Reihe weiterer Anpassungen an 

extrem limitierende Bedingungen beobachtet worden, unter anderem die Anheftung an 

Oberflächen (Biofilmbildung), um dort adsorbierte organische Moleküle verwerten zu 

können (Freeman und Lock 1995). Mit der Entdeckung, dass sich Zellen gut 

beschriebener und normalerweise auch gut kultivierbarer Bakterienstämme unter 

limitierenden Bedingungen in natürlichen Habitaten in Formen umwandeln können, die 

nicht mehr mit Standardmethoden kultiviert werden können (VBNC = viable but 

nonculturable), gab es einen weiteren Hinweis auf entsprechende Adaptionen von Zellen 

in der Umwelt (Rollins und Colwell 1986). So gut wie alle heute routinemäßig 

angewandten Screeningmethoden für pathogene Bakterien, z. B. nach Coliformen als 

Indikatororganismen für fäkale Verunreinigungen in Badegewässern, basieren auf 

kultivierungsabhängigen Methoden, die damit nicht erkannte, aber dennoch teils infektiöse 

VBNC Stadien zu einem Gesundheitsrisiko werden lassen (Amel et al. 2007; Huq et al. 

2000; Lleo et al. 2005; Roszak und Colwell 1987; Xu et al. 1982). Weitere physiologische 

Anpassungsstrategien von Bakterien an nährstoffarme Lebensräume basieren auf 

veränderten Enzymaktivitäten. So wurden Proteine mit einer erhöhten Affinität für 

Aminosäuren für deren verstärkte Aufnahme aus einem nährstoffarmen aquatischen 

Habitat verantwortlich gemacht (Griffith und Haight 1973). Auch die Anzahl der für die 

Nährstoffaufnahme verantwortlichen membrangebundenen Permeasen nimmt unter Sub-

stratlimitierung zu, so lässt sich bei Escherichia coli unter Glucose-Limitierung eine 20fach 

verstärkte Exprimierung des OmpF Proteins beobachten, das große Porine in der äuße-

ren Membran ausbildet (Liu und Ferenci 1998). Des Weiteren wurde unter Kohlenstofflimi-

tierung bei Bakterien eine Zunahme des katabolischen Enzymspektrums nachgewiesen, 

obwohl der zugehörige organische Auslöser im Medium nicht vorhanden war (Egli 1995). 

Weiterhin wurden sowohl eine Selektion von Mutanten mit einer höheren Glucoseaffinität 

und einer Hochregulierung der Transportgene für Glucose als auch eine Umgestaltung 

des zentralen Metabolismus sowie einer Herunterregulierung der Gene der RpoS-

abhängigen generellen Stressantwort bei Langzeit-angepassten E. coli (> 200 Generatio-

nen) mit einer relativ niedrigen Wachstumsrate in einem Chemostaten beobachtet 

(Franchini 2006). 
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1.3 Untersuchung von nährstofflimitierten Mikroorganismen 

Der Gedanke, dass von Mikroorganismen aufgenommenes Substrat sowohl für Wachs-

tumsprozesse als auch zum Erhalt der Zelle genutzt wird, wurde schon recht früh publi-

ziert (Duclaux 1898 zitiert in van Loosdrecht und Henze 1999). Es dauerte weitere 50 Jah-

re bis Monod seine ersten experimentellen Beweise dafür veröffentlichte, dass der Ertrag 

der Zellen von ihrer Wachstumsrate abhängt (Monod 1950 zitiert in van Loosdrecht und 

Henze 1999). Ähnliche Experimente führten schließlich zur Vorstellung des Erhaltungs-

stoffwechsel-Konzepts (Pirt 1965). Dies besagt, dass ein gewisser Anteil des Substrats 

allein für das Überleben der Zelle und nicht zur Reproduktion von Zellmaterial erforderlich 

ist, also nur Energie zum Überleben der Zellen liefert.  

Messungen der Kinetik mikrobiologischer Kultivierungen wurden häufig in Chemostaten 

durchgeführt, da diese stationär bei einer gewünschten Wachstumsrate betrieben werden 

können. Dabei zeigte sich unter anderem, dass der Ertrag (produzierte Zellmasse pro 

verbrauchtes Substrat) mit sinkender Wachstumsrate abnahm (van Loosdrecht und Hen-

ze 1999). Zur Untersuchung von Phänomenen bei sehr geringen Wachstumsraten oder 

Nullwachstum ist der Chemostat jedoch nicht geeignet, da die Wachstumsrate mindestens 

so hoch sein muss wie die Durchflussrate und demnach immer geringes Wachstum auf-

tritt. Die Grenze der Durchführbarkeit liegt hier bei einer Wachstumsrate von etwa 0,01 h-1 

(Tappe et al. 1996; van Loosdrecht und Henze 1999; van Verseveld et al. 1984), bei klei-

neren Verdünnungsraten ist ein kontinuierlicher Zu- bzw. Abstrom technisch nicht mehr zu 

gewährleisten. Eine Extrapolation der in Chemostaten erzielten Ergebnissen in den Be-

reich des Nullwachstums ist allerdings riskant, da die Organismen eine gravierende Um-

stellung des Stoffwechsels durchführen (Drews und Kraume 2007; van Loosdrecht und 

Henze 1999; van Verseveld et al. 1984). Selbst bei Glucose-limitierten Chemostat-

Kulturen mit noch relativ hohen Wachstumsraten von 0,3 h-1 wurden bei E. coli Änderun-

gen des Stoffwechsels auf Ebene der Genexpression mit Microarrays im Vergleich zu ei-

nem nicht limitierten Batch-Ansatz nachgewiesen (Franchini und Egli 2006).  

Es wurden daher in der Vergangenheit unterschiedliche Ansätze verfolgt, um Bakterien 

unter extrem wachstumslimitierenden Bedingungen zu kultivieren. Dabei lassen sich 

grundsätzlich Batch-Verfahren von kontinuierlichen Verfahren unterscheiden ( 79HTab. 1). 
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Tab. 1: Kultivierungsverfahren zur Untersuchung von Mikroorganismen im Nullwachstum 

 

Da in den Batch-Verfahren typischerweise kein Substrat mehr zugeführt wird, sinkt auf-

grund des Verbrauchs von Nährstoffen bzw. wegen der Akkumulation von Stoffwechsel-

endprodukten die Wachstumsrate der Mikroorganismen. Die Bakterien müssen also auf 

Speicherstoffe und auf Nährstoffe zurückgreifen, die bei der Lyse abgestorbener Zellen 

frei werden (cryptic growth, kryptisches Wachstum) (Mason et al. 1986; Ryan 1959). Mit 

Hilfe dieser Batch-Verfahren wurde der Übergang der Bakterienzellen aus der exponen-

tiellen in die stationäre Phase sehr genau untersucht. Hauptaugenmerk dieser Untersu-

chungen war der Übergangsbereich und der Beginn der Phase des Nicht-Wachsens. In 

der Phase des langsamen Wachstums und der beginnenden stationären Phase bzw. des 

abrupten Übergangs von Wachstum zum Hunger (starvation) wurden zahlreiche Untersu-

chungen zur Veränderung der Physiologie und Morphologie sowie deren Regulation 

durchgeführt (Hengge-Aronis 2002a; Hengge-Aronis 2002b; Kolter et al. 1993; Kolter 

1999; Moreau 2004; Schweder und Hecker 2004; Siegele und Kolter 1992). Im Rahmen 

dieser Untersuchungen wurde ein komplexes Regulationsnetzwerk beschrieben, das ne-

ben alternativen Sigmafaktoren auch diverse kleinere Regulatormoleküle umfasst 

(Repoila et al. 2003; Riva et al. 2004; Schweder und Hecker 2004; Wick und Egli 2004). 

Mit Auftreten dieser verschiedenen Regulatoren werden Eigenschaften der Zelle, wie z. B. 

Kultivierbarkeit, Stoffwechsel oder Empfindlichkeit gegenüber schädigenden Faktoren 

grundlegend verändert (Hengge-Aronis 2002b; Kabir et al. 2004). Unter diesen Bedingun-

gen konnte unter anderem die Aktivierung des zellulären Apparates zur Abwehr von 

Stressfaktoren beobachtet werden. Da viele Gene aktiviert werden, die auch zum Überle-

ben anderer Stressoren, wie Hitze, erhöhte Osmolarität oder Ethanolkonzentrationen not-

wenig sind, wurde die Reaktion auf eine Substratlimitierung zunehmend als reine Stress-

reaktion interpretiert. Dies steht jedoch im Widerspruch zu den Befunden der mikrobiellen 

Ökologie bei der Untersuchung oligotropher Habitate, die nahe legen, dass der Zustand 

Batch-Verfahren Kontinuierliche Verfahren 

Inkubationsbedingungen Beispiel Inkubationsbedingungen Beispiel 

Stationäre Phase Batch-Verfahren Adsorbierte Biomasse Biofilmreaktoren 

Mikro(hohl)kugeln 

Starvation Versuche Zellen werden am 
Ende der Wachstums-
phase geerntet und in 
nährstofffreies Medium 
übertragen 

Sedimentation Absetzbecken 

Unterdrücktes Wachstum Durch Zugabe toxi-
scher Substanzen wird 
Wachstum unterdrückt 
 

(Membran)Filtration Membranbioreaktoren 

(MBR) 
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der Substratlimitierung und des Nicht-Wachstums wesentlich häufiger in der Natur vertre-

ten sind als Wachstumsprozesse. Damit sollten nährstofflimitierende Bedingungen nicht 

als Stress sondern vielmehr als Normalzustand angesehen werden (Morita 1997). 

Eine Zwischenstufe zwischen Batch-Kulturen und kontinuierlichen Verfahren stellen die 

Fed-Batch-Ansätze dar, bei denen Medium mit organischen Substraten in bestimmten 

Abständen der Kultur zugeführt wird. Diese diskontinuierliche Substratzugabe kann so 

eingestellt werden, dass die aufgenommenen Nährstoffe nur ausreichen einen Erhal-

tungsstoffwechsel durchzuführen. 

Von diesen Batch-Verfahren deutlich abzutrennen sind die kontinuierlichen Verfahren, bei 

denen ständig Substrate zugeführt werden, die aufgrund der Verdünnung und des 

Verbrauchs durch die Mikroorganismen nur in sehr geringen Konzentrationen vorliegen. 

Die Konzentration der Substrate ist in diesen Ansätzen so gering, dass die Zellen nicht 

mehr genügend Energie für Wachstumsprozesse gewinnen können, sondern nur noch 

einen Grundstoffwechsel zum Erhalt der Zelle betreiben (Erhaltungsstoffwechsel). Die 

ständige Zufuhr neuer Nährstoffe reduziert die Bedeutung des kryptischen Wachstums auf 

Kosten eines Teiles der Population, zugunsten eines Erhaltungsstoffwechsels der gesam-

ten Population. 

Kultivierungssysteme mit Biomasserückhalt, in denen die Mikroorganismen kontinuierlich 

mit gering konzentrierten Nährstoffen versorgt werden können und keine oder nur eine 

sehr geringe Wachstumsrate aufweisen, sind sehr gut geeignet die Physiologie von nähr-

stofflimitierten Mikroorganismen zu untersuchen (Chesbro et al. 1990). Möglichkeiten des 

Zellrückhalts oder der Immobilisierung, sind wie in 80HTab. 1 aufgelistet z. B. Aufwuchs auf 

Füllkörpern, Einschluss in Mikro(hohl)kugeln, (Membran)Filtration, Sedimentation sowie 

akustische Filtration (Henzler und Konstantinov 2003). Kultivierungssysteme mit Biomas-

serückhalt, wie z. B. Membranbioreaktoren (MBR), wurden bereits erfolgreich zur Unter-

suchung der Physiologie und Substratkinetik im Zusammenhang mit sehr langsamem 

Wachstum und dem Erhaltungsstoffwechsel von Nitrosomonas europaea (Tappe et al. 

1996; Tappe et al. 1999), von Alcaligenes eutrophus (Müller und Babel 1996) oder E. coli 

(Arbige und Chesbro 1982; Chesbro et al. 1979; Reeve et al. 1984) eingesetzt. Die Veröf-

fentlichungen über E. coli Fermentationen in MBR beziehen sich dabei auf teilweise anae-

robe Kultivierungen während eines relativ kurzen Zeitraumes von bis zu 7 Tagen, in denen 

die vierte Phase (siehe Kapitel 81H4.4.3), das Nullwachstum, noch nicht erreicht wurde. Es 

liegen daher noch keine physiologischen Daten von E. coli während des längerfristigen 

Null-Wachstums in einem MBR vor.  
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1.4 Membranbioreaktoren 

Bei Membranbioreaktoren (MBR) wird eine herkömmliche, kontinuierliche Kultivierung mit 

einer Membrantrennstufe kombiniert, die intern oder extern angeordnet werden kann. Bei 

der externen Anordnung wird die Biomasse während des kontinuierlichen Betriebs über 

ein Mikrofiltrationsmodul geleitet, in dem das zellfreie Permeat von der Zellsuspension 

abgetrennt und letztere wieder zurück in den Reaktor geleitet wird. Die Biomasse steigt 

dabei über die Zeit an. Mit Anstieg der Biomasse nimmt auch die Nährstofflimitierung zu, 

da der konstante Substrateintrag von einer wachsenden Bakterienpopulation verwertet 

wird (Konopka 2000).  

Je nach Anwendung oder Ziel der Untersuchung haben sich neben dem Begriff MBR ver-

schiedene Bezeichnungen durchgesetzt, z. B. Retentostat (Tappe et al. 1996), Recycling-

Fermenter (Lee und Chang 1987; Tros et al. 1996), Filter-Fermenter (Dostálek und 

Häggstrom 1982) oder Perfusionsreaktor (insbesondere im Bereich der Zellkulturtechnik 

(Liu et al. 2006)). 

Membranbioreaktoren werden weltweit zunehmend zur Reinigung von Industrieabwäs-

sern und in jüngster Zeit auch vermehrt zur kommunalen Abwasserreinigung eingesetzt 

(Binder et al. 2003). Ein großer Vorteil dieses Verfahrens liegt neben der hohen Qualität 

des gereinigten Abwassers (auch bezüglich pathogener Parasiten, Bakterien und Viren) 

und dem geringen Platzbedarf der Anlage darin begründet, dass mit dem langen bzw. 

vollständigen Schlammrückhalt der Anteil des Überschussschlammes und die damit ver-

bundenen Kosten und Probleme der Entsorgung des Klärschlammes stark reduziert wer-

den können. So fielen in der EU im Jahr 2005 schätzungsweise 10,1 Millionen Tonnen 

Klärschlamm an, der hauptsächlich auf Deponien gelagert, verbrannt oder durch die Auf-

bringung auf Bodenflächen entsorgt wurde (Wei et al. 2003). Die Aufbringung des Klär-

schlammes auf Böden ist dabei nur bedingt möglich, da sie aufgrund der im Schlamm 

enthaltenen toxischen Bestandteile wie Schwermetalle, Pathogene und persistierende 

Schadstoffe Risiken für Mensch und Tier birgt. Die Verringerung des zur Verfügung ste-

henden Raumes sowie die Verschärfung der gesetzlichen Vorgaben zur Planung und zum 

Betrieb einer Mülldeponie haben die Kosten für Bau und Instandhaltung neuer Deponien 

stark erhöht. Generell ist eine Verbrennung die finale Option zur Entsorgung des Klär-

schlammes, bei der allerdings Asche anfällt, die aufgrund des hohen Gehalts an Schwer-

metallen und anderen toxischen Stoffen wiederum nur auf Deponien entsorgt werden 

kann. Da die Klärschlammaufbereitung und -entsorgung etwa 30 bis 60 % der gesamten 

Prozesskosten verursacht (Arnot und Howell 2001; Lobos et al. 2005), ist die Verminde-

rung des Überschussschlammes bei der Abwasserreinigung auch ein wirtschaftlich inte-
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ressantes Ziel, das mit verschiedenen Forschungsansätzen wie der Entwicklung und der 

Optimierung von MBRs, dem Einsatz von bakterivoren proto- oder metazoischen Predato-

ren oder dem „Lyse-kryptisches Wachstum“-Ansatz (Wei et al. 2003) sowie dem Einsatz 

von Entkopplern (Chen et al. 2002) verfolgt wird. 

Ein weiterer Vorteil der MBR in der Abwasserbehandlung liegt in der Möglichkeit, dass 

sich auch die eventuell langsamer wachsenden Bakterien mit interessanten Abbauspekt-

ren im System etablieren können und nicht wie in einer konventionellen Anlage ausgewa-

schen werden. 

In MBR wird die Verringerung des Überschussschlammes dadurch erzielt, dass unabhän-

gig von der hydraulischen Verweilzeit des Abwassers ein hohes Schlammalter bzw. ein 

vollständiger Schlammrückhalt durch eine Mikrofiltrationseinheit gewährleistet wird, was 

zu einer hohen Schlammkonzentration führt. Die im Schlamm enthaltenen Mikroorganis-

men wachsen bis zu einer bestimmten Zelldichte und nutzen dabei einen immer größer 

werdenden Anteil der mit dem Abwasser eingetragenen Nährstoffe für ihren Erhaltungs-

stoffwechsel anstatt für Wachstumsprozesse. Somit wird das eingetragene Substrat nicht 

für den Aufbau von Biomasse in Form von Klärschlamm verwendet sondern hauptsächlich 

in Form von CO2 veratmet.  

Im realen Betrieb einer kommunalen Kläranlage auf MBR Basis wird immer noch in re-

gelmäßigen Abständen ein geringer Anteil des Schlammes abgezogen. Experimentelle 

Ansätze zeigten jedoch, dass ein Betrieb eines MBR auch ohne Schlammabzug möglich 

ist: Mit einem MBR im Labormaßstab und einem externen Membranmodul konnte bei ei-

nem Betrieb mit kommunalem Abwasser die Schlammproduktion mit hohen Schlammal-

tern (50 bzw. 100 Tage) drastisch reduziert werden (Chaize und Huyard 1991; Drews und 

Kraume 2005). In einer Cross-flow MBR Pilotanlage wurde nur wenig Überschuss-

schlamm produziert, wenn die Schlammkonzentration auf 40 – 50 g l-1 erhöht wurde, wo-

bei der Anteil an in Biomasse umgesetzten Kohlenstoff nur noch 6 % betrug (Muller et al. 

1995). Gleichzeitig hatte der vollständige Schlammrückhalt nur geringe Auswirkungen auf 

die allgemeine Reinigungsleistung, so war z. B. der Gehalt an Schadstoffen (Schwerme-

tallen) mit dem einer konventionellen Kläranlage vergleichbar. Ein MBR, der mit vorbe-

handeltem kommunalem Abwasser beschickt wurde, konnte ohne Schlammabzug bis zu 

300 Tagen betrieben werden, so dass sich ein Gleichgewicht zwischen eingetragener E-

nergie und dem Erhaltungsenergie-Bedarf der vorhandenen Mikroorganismen einstellte 

(Houten und Eikelboom 1997). Anhand einer weiteren Pilotanlage, die mit künstlichem 

Abwasser betrieben wurde, konnte gezeigt werden, dass sowohl der Schlammertrag als 

auch die Lebensfähigkeit (viability) der Biomasse generell mit steigendem Schlammalter 



Einleitung 

 9

abnahmen (Cicek et al. 2001). Auch ein MBR im Labormaßstab, der mit realem Abwasser 

betrieben wurde, konnte über 150 Tage ohne die Produktion von Überschussschlamm 

betrieben werden, wobei die Atmungsaktivität der Biomasse abnahm (Laera et al. 2005; 

Pollice et al. 2004). Eine Abnahme des Sauerstoffbedarfs der Biomasse beobachteten 

auch die Autoren einer Studie, in der industrielles Abwasser in einem MBR mit hohen Rei-

nigungsleistungen und ohne den Abzug von Überschussschlamm 300 Tage lang aufberei-

tet wurde. Die Autoren führen den geringen Sauerstoffbedarf der Biomasse auf deren Er-

haltungsstoffwechsel zurück (Sun et al. 2007). In einer Pilotanlage mit einer getauchten 

Membran und vollständigem Schlammrückhalt wurde im Betrieb mit einer relativ hohen 

Schlammkonzentration von 15 – 23 g l-1 eine Überschussschlammproduktion ebenfalls 

fast vollständig verhindert (Rosenberger et al. 2000). Ein Fraßdruck von höheren Orga-

nismen wie Protozoen (Flagellaten, Ciliaten) oder Metazoen (Rotatorien, Nematoden) 

konnte ausgeschlossen werden, so dass die Bakterien in ihrem Erhaltungsstoffwechsel 

für die unterbundene Überschussschlammproduktion in MBR verantwortlich gemacht 

wurden (Houten und Eikelboom 1997; Lobos et al. 2005; Muller et al. 1995; Rosenberger 

et al. 2002; Rosenberger et al. 2000; Wagner und Rosenwinkel 2000; Witzig et al. 2002). 

Es konnte jedoch keine Erklärung für das offensichtliche Verschwinden der Fraßfeinde 

gegeben werden. 

Während MBR in der Abwasserreinigung und bei enzymkatalysierten Produktionen bereits 

seit einigen Jahren großtechnisch eingesetzt werden (Kula 2003; Rosenberger 2003; Wit-

zig et al. 2002), konnten sie sich im Bereich der industriellen Kultivierung von Reinkulturen 

noch nicht durchsetzen. Eine größere Rolle spielen sie jedoch bei der Bestimmung kineti-

scher Zusammenhänge (Beyeler et al. 1984; Bouillot et al. 1990; Laera et al. 2005; Müller 

und Babel 1996; Pollice et al. 2004; Tappe et al. 1996; Tros et al. 1996). MBR sind wie 

auch andere Systeme mit Zellrückhalt geeignet, um Nährstofflimitierungen und niedrige 

Wachstumsraten zu untersuchen (Chen und LaPara 2006; Chesbro et al. 1990). Aufgrund 

der Möglichkeit, Mikroorganismen unter kontinuierlich limitierenden Bedingungen über 

längere Zeiträume zu kultivieren, sind die Lebensbedingungen denen in natürlichen Habi-

taten näher als in einem Batch-Ansatz oder Chemostaten. Somit lassen sich die mittels 

eines MBR gewonnenen Daten über den Erhaltungsstoffwechsel zu einem gewissen Maß 

auch auf die Situation der meisten nährstofflimitierten Mikroorganismen in der Natur 

übertragen.  

Weitere potentielle Anwendungen von MBR in der Biotechnologie sind die (Reaktiv-) 

Membranextraktion zur Entfernung hemmender Produkte wie Ethanol (Burfeind und 

Schügerl 1999) oder die Pervaporation zur mikrobiellen Produktion flüchtiger organischer 

Substanzen (Lipnizki et al. 2000). 
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1.5 Erhaltungsstoffwechsel im MBR 

Die Kinetik der Biomassevermehrung in einem MBR impliziert, dass die Wachstumsrate µ 

mit der Zeit abnimmt (82HAbb. 1). Das geringe Netto-Zellwachstum kann dabei auf zwei Ur-

sachen beruhen: entweder wachsen alle Zellen im System mit einer sehr geringen Rate 

oder es existiert eine kleine Zellpopulation, die mit einer höheren Rate wächst, während 

sich der große Rest der Zellen so gut wie gar nicht teilt. Die meisten Daten aus Untersu-

chungen an MBRs suggerieren eher den ersteren Fall (Konopka 2000). In einigen Arbei-

ten wird nach einer anfänglichen Wachstumsphase bezüglich der Biomasse ein quasi 

Steady State (keine Änderung über der Zeit) erreicht (Müller und Babel 1996; Tros et al. 

1996). Unter diesen Umständen sollte die Substratzufuhr allein für den Erhalt der vorhan-

denen Zellen genutzt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Entwicklung der Biomasse und der spezifischen Wachstumsrate in einem MBR 

Bisherige physiologische Untersuchungen der Biomasse aus einer mit kommunalem Ab-

wasser gespeisten MBR-Pilotanlage ergaben, dass nur 40 – 50 % der Bakterien ein posi-

tives FISH Signal zeigten, wohingegen 80 % der Bakterien einer konventionellen Kläran-

lage, die mit dem gleichen Abwasser beschickt wurde, hybridisierbar waren (Witzig et al. 

2002). Gleichzeitig kam es zu einer Abnahme der Protozoen in diesem MBR, welches 

unter anderem mit einer eventuell veränderten Physiologie der nicht-wachsenden Bakteri-

enzellen begründet wurde (Witzig et al. 2002). 
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1.6 Definitionen und Methoden zur Aktivitätsbestimmung von Bakterien  

Die Aktivität von Bakterien kann über verschiedene physiologische Eigenschaften erfasst 

werden. Grundsätzlich lässt eine im Phasenkontrast sichtbare, intakte Zelle mit dunklem 

Cytoplasmabereich noch keine Aussage über deren Lebensfähigkeit oder Aktivität zu. 

Eine E. coli Zelle mit hellem Cytoplasmabereich oder augenscheinlich deformierter Zell-

wand würde man hingegen als tot bezeichnen. In 83HTab. 2 sind einige Methoden zur Be-

stimmung der Vitalität und Aktivität von Bakterien aufgeführt. 

Als ein eindeutiger Beweis der Vitalität und Aktivität einer Zelle ist die Teilungsfähigkeit 

von Bakterien anzusehen, die allerdings erst a posteriori analysiert werden kann. Eine 

Zelle kann nach dem heutigen Stand der Wissenschaft also erst nach dem Teilungsvor-

gang als davor potentiell teilungsfähig bezeichnet werden (Barer und Harwood 1999). Die 

verschiedenen Methoden zur Analyse der Physiologie einer Bakterienzelle erlauben da-

gegen keine Bestimmung der Teilungsaktivität sondern spiegeln bestimmte Aspekte der 

zellulären Physiologie bzw. des Metabolismus der Zelle wider. Daher ist eine eindeutige 

Bestimmung der Vitalität/Lebensfähigkeit im Sinne einer Teilungsfähigkeit der Bakterien 

mit physiologischen Analysemethoden nicht möglich (Barer et al. 1999; Joux und Lebaron 

2000). Für eine Untersuchung von teilungsunabhängigen physiologische Eigenschaften, 

wie sie seit Mitte der achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts unter anderem bei den 

vitalen aber nicht kultivierbaren Zellen (VBNC) (Oliver 2005; Roszak und Colwell 1987) 

durchgeführt wurden, scheint der Einsatz von Fluoreszenz-basierten Methoden zur Be-

stimmung des Membranpotentials, der Membranintegrität und der intrazellulären Enzym-

aktivitäten für E. coli im Übergang zu nicht kultivierbaren Formen geeignet (Porter et al. 

1995). Allerdings ist auch beschrieben, dass jede Methode unterschiedliche Ergebnisse 

bei der Untersuchung des aktiven Anteils einer Population liefert. Unter Stressbedingun-

gen verlieren die Bakterien verschiedene Zellfunktionen unterschiedlich schnell, so dass 

es zu einer Heterogenität der Population und einer Abnahme der Aktivität der Zellen bis 

hin zum Verlust der Membranintegrität kommt (Joux und Lebaron 2000). 
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Tab. 2: Methoden zur Bestimmung der Vitalität und Aktivität von Bakterien 

 

Methode Beispiel Kommentar 

Gesamtzellzahl DEFT1 (Direkte Epifluoreszenz 
Filtertechnik) 

Positives Ergebnis bedarf einer Mindest-
menge an anfärbbarer DNA  pro Zelle 

Teilungsstadien FDC2 (frequency of dividing cells) Positives Ergebnis bedarf der Zellteilung in 
situ 

Kultivierbarkeit Drop Plate-Methode3 Positives Ergebnis bedarf der Fähigkeit der 
Zellen sich auf einer Agarplatte zu sichtba-
ren Kolonien zu vermehren 

Zell-Elongation DVC4 (direct viable count) Positives Ergebnis bedarf der Fähigkeit der 
Zellen sich in einem Flüssigmedium mindes-
tens einmal zu teilen 

Enzyme als Substrat Fluoresceindiacetat5 

Fluoresceindigalactosid6 

ChemChromeB7 

Enzymexpression ist abhängig von physio-
logischem Zustand 

Redox-Indikatoren CTC8 

INT9 
Positives Ergebnis bedarf metabolischer 
Aktivität, abhängig von intra- und extrazellu-
lären Substraten 

Reporter Gene Induzierte β-Galaktosidase   
Produktion10 

GFP11 

Positives Ergebnis bedarf der Transkription 
und Translation 

Energetisierung der 
Cytoplasmamembran 
Sonden 
Elektrochemisches 
Transmembranpotential 

Rhodamin 123 Aufnahme12 

Oxanol Ausschluss13 

 
Cyaninfarbstoffe 

Positives Ergebnis bedarf intakter Protonen-
pumpen 
Kontrollen notwendig um zu bestätigen, 
dass Färbung/Ausschluss des Farbstoffs auf 
physiologischen Eigenschaften beruht 

Permeabilitäts-Sonden Propidiumiodid14 

Ethiudiumbromid 

Ethidiumhomodimer15 

Positives Ergebnis bedarf einer ausreichen-
den Membranintegrität 
Kein klarer cut-off, einige lebende Zellen 
sind permeabel 

Nukleinsäure Färbung Hoechst 33258/3334216 

DAPI17 

SYTO series18 

Quantifizierung der Ziel-Nukleinsäure ist 
abhängig von dem physiologischen Zustand 
der Zelle 

Markenrechtlich ge-
schützte Vitalitäts-
Farbstoffe 

SYTOX green19 

LIVE/DEAD® BacLightTM Kit20 
Nukleinsäurefarbstoffe mit unterschiedlicher 
Permeabilität für Zellen mit intakter bzw. 
nicht intakter Zellmembran 

FISH Sonden 16S rRNA Sonden21 

Chromosomal painting22 
Identifizierung von Zielorganismen bei 
gleichzeitiger Abschätzung des Ribosomen-
gehaltes 

Precursor Einbau 3H-leucine Einbau mittels Audio-
radiographie detektiert23 

Positives Ergebnis bedarf der Translation 

Stable Isotope Probing 

C13 als Substrat, Einbau in 
DNA/RNA/Protein  
Dichtegradientenzentrifugation 
PCR/Klonierung/Sequenzierung24 

 

Diversitätsstudien: wer ist in einem Habitat 
aktiv/inaktiv? 

Quellen: 1 = (Hobbie et al. 1977), 2 = (Hagstrom et al. 1979), 3 = (Reed und Reed 1948), 4 = (Kogure et al. 
1979), 5 = (Diaper und Edwards 1994) 6 = (Nwoguh et al. 1995), 7 = (Diaper und Edwards 1994),              
8 = (Rodriguez et al. 1992), 9 = (Zimmermann et al. 1978), 10 = (Nwoguh et al. 1995), 11 = (Andersen et al. 
1998; Lowder und Oliver 2001), 12 = (Kaprelyants und Kell 1992), 13 = (Jepras et al. 1995; López-Amorós et 
al. 1995), 14 = (Gant et al. 1993), 15 = (Kaneshiro et al. 1993), 16 = (Davey und Kell 1996), 17 = (Kepner 
und Pratt 1994), 18 = (Lebaron et al. 1998), 19 = (Roth et al. 1997), 20 = (Joux et al. 1997; Rigsbee et al. 
1997), 21 = (Amann et al. 1995), 22 = (Davey und Kell 1996; Lanoil und Giovannoni 1997), 23 = (Nayak et 
al. 2005), 24 = (Haichar et al. 2007) 
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Die unspezifische klassische DEFT (Direkte Epifluoreszenz Filtertechnik) DAPI Färbung 

ist wahrscheinlich die einzige Methode, die am ehesten alle mit anderen Methoden detek-

tierten Zellen in der vorliegenden Arbeit beinhaltet. Sie ist darüber hinaus die am weites-

ten verbreitete Methode zur Bestimmung der Gesamtzellzahl in aquatischen Proben und 

birgt gegenüber der Färbung mit Acridin Orange den Vorteil, weniger unspezifische Fär-

bungen von verschiedenen organischen Partikeln zu erlauben (Sieracki und Viles 1992). 

Daher wurde die unspezifische DEFT DAPI Färbung als Referenz für die bakterielle Ge-

samtzellzahl herangezogen. 

In dieser Arbeit wird derjenige Anteil an Zellen einer Population, der sich nicht auf LB Agar 

kultivieren lässt und dennoch ausreichend Membranintegrität besitzt, um ein BacLight 

positives Signal zu geben, als VBNC (viable but nonculturable) bezeichnet. In diese Zellen 

kann der DNA-Farbstoff Propidiumiodid aufgrund der Membranintegrität der Zellmembran 

nicht eindringen und die Bakterien geben aufgrund der Gegenfärbung mit Syto9 ein grü-

nes Fluoreszenzsignal. Obwohl einige Autoren eine striktere Definition bevorzugen, in der 

die Bezeichnung VBNC nur für zeitweise auf Standardmedien nicht-kultivierbare Zellen 

gilt, deren Wiederbelebung eindeutig nachgewiesen werden konnte (Kell et al. 1998; Oli-

ver 2005), wird hier dieser Ausdruck als Standardbegriff in der betreffenden Fachliteratur 

etwas allgemeiner gefasst (Barer und Bogosian 2004). Weitere Begriffsdefinitionen, wie 

sie in der vorliegenden Arbeit Verwendung finden, werden in Tab. 3 84zusammengefasst. 

Die Reaktion von Bakterien auf eine „Substratlimitierung“ wurde vielfach untersucht. Da-

bei wurde dieser Begriff in der Literatur für unterschiedliche Nährstoff- und Kultivierungs-

bedingungen verwendet. Als substratlimitiert wurden sowohl Zellen in „starvation“-

Experimenten, in denen Zellen am Ende der Wachstumsphase geerntet und in neues Me-

dium übertragen werden, bezeichnet als auch Bakterien in Fed-Batch-Ansätzen bzw. 

Batch-Ansätzen mit einer anfänglichen Glucosekonzentration von 5 mM. Auch für Zellen 

in Chemostaten, die sich mit einer suboptimalen Wachstumsrate vermehrten, wurde der 

Begriff Substratlimitierung angewandt (Ferenci 1999b; Raman et al. 2005; Wick et al. 

2001). In der vorliegenden Arbeit werden Bakterien, die in einem Batch-Ansatz ohne wei-

tere Zufütterung nach der Wachstumsphase in die stationäre Phase übergehen und dort 

scheinbar längerfristig verbleiben als hungernde Zellen bezeichnet. Wenn nicht weiter 

spezifiziert, werden die Zellen in einem MBR, in dem sie kontinuierlich mit geringen Sub-

stratkonzentrationen versorgt werden, als substratlimitiert bezeichnet. 
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Tab. 3: Begriffsdefinitionen bezüglich der Zellaktivitätsbestimmung in dieser Arbeit (GZZ = Gesamtzellzahl) 

 

1.7 Modellorganismus Escherichia coli 

E. coli ist ein gram-negatives Stäbchen, welches zur Klasse der Gammaproteobakterien 

gehört, keine Sporen ausbildet und in zwei unterschiedlichen Habitaten vorkommt: das 

primäre Habitat stellt der Darm von Warmblütlern also auch Menschen dar, von dem es 

durch die Abgabe von Fäzes in das sekundäre Habitat, der Umwelt gelangt und im Boden 

und Gewässern nachzuweisen ist. Das primäre Habitat ist dabei durch nährstoffreiche 

Bedingungen mit einem Überschuss an Kohlenstoffquellen und einer Sauerstofflimitierung 

charakterisiert, wohingegen das sekundäre Habitat als oligotroph anzusehen ist. In dieser 

Begriff Methode Bedeutung 

Vermeintlich lebend/tot 
LIVE/DEAD® BacLightTM Kit 

[% der BacLight GZZ] 

BacLight positive, vermeintlich lebende Zellen 
besitzen eine ausreichende Membranintegrität, um 
den Farbstoff Propidiumiodid nicht in die Zelle 
eindringen zu lassen. Bei einigen Bakterienspezies 
wurden falsch-negative Ergebnisse beobachtet, 
daher werden die Zellen als  „vermeintlich“ lebend 
bzw. tot bezeichnet. 

Metabolisch aktiv 
CTC 

[% der CTC GZZ] 

CTC positive, metabolisch aktive Zellen besitzen 
eine relativ hohe metabolische Aktivität sowohl 
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedin-
gungen. 

Potentiell teilungsfähig 

DVC 

(direct viable count) 

[% der DVC GZZ] 

DVC positive, teilungsfähige Zellen sind in der 
Lage, sich in einem LB Flüssigmedium mit  Anti-
biotikazusatz um das 1,5fache der Kontrollzellen 
zu elongieren. Daraus wird geschlossen, dass sie 
sich mindestens einmal hätten teilen können. 

Kultivierbar 

KBE 

Koloniebildende Einheiten) 

[% der DEFT GZZ] 

Die KBE positiven, kultivierbaren Zellen werden 
mit DAPI angefärbt und sind in der Lage, sich auf 
LB Agarplatten so oft zu teilen, dass sie sichtbare 
Kolonien ausbilden. 

Nicht kultivierbar 
nKBE 

[% der DEFT GZZ] 

Die KBE negativen, nicht kultivierbaren Zellen 
werden mit DAPI angefärbt, sind aber nicht in der 
Lage, sich auf LB Agarplatten so oft zu teilen, dass 
sie sichtbare Kolonien ausbilden. 

Hybridisierbar 

FISH 

(Fluoreszenz in situ 

Hybridisierung) 

[% der FISH GZZ] 

Die FISH positiven, hybridisierbaren Zellen besit-
zen eine ausreichende Zahl an Ribosomen, um ein 
detektierbares Fluoreszenzsignal abzugeben. Dies 
lässt allerdings kaum Rückschlüsse auf deren 
Aktivität zu, da sowohl Zellen mit hoher also auch 
mit geringer Ribosomenzahl aktiv oder inaktiv sein 
können. Eine Mindestmenge an Ribosomen stellt 
allerdings eine Voraussetzung für die Teilungsfä-
higkeit einer Zelle dar. 

VBNC 
BacLight positiv minus KBE 

[% der BacLight positiven] 

Die lebenden aber nicht kultivierbaren Zellen 
(VBNC) zeigen eine ausreichende Membraninteg-
rität, um den Farbstoff Propidiumiodid nicht in die 
Zelle eindringen zu lassen bei gleichzeitiger Unfä-
higkeit auf LB Agar sichtbaren Kolonien zu bilden. 
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meist gut mit Sauerstoff versorgten Umgebung müssen sich die Zellen an die nährstoff-

armen Bedingungen anpassen. Dabei galt lange Zeit das Dogma, dass in die Umwelt ent-

lassende E. coli Zellen schnell absterben. In den letzten beiden Jahrzehnten wurden je-

doch die Überlebensfähigkeit und das Wachstumspotential von E. coli sowohl in 

tropischen Gewässern (Jiménez et al. 1989) als auch in teilweise tropischen Sedimenten 

(Burton et al. 1987; LaLiberte und Grimes 1982; Solo-Gabriele et al. 2000) und in Böden 

gemäßigter Klimata (Ishii et al. 2006) sowie in Wasserreservoirs tropischer Epiphyten 

nachgewiesen (Rivera et al. 1988). Im marinen Sediment überlebten E. coli (ATCC 25922) 

mehr als 28 Tage bei 4 °C (Craig et al. 2004), in sonnengetrockneten marinen Algenmat-

ten konnten nach über 6 Monaten bei 4 °C lebende und erneutes Wachstum aufnehmen-

de E. coli Zellen beobachtet werden (Whitman et al. 2003). Dabei stieg der Anteil der ü-

berlebenden Zellen mit sinkender Temperatur (Craig et al. 2004). In filtriertem Seewasser 

überlebten E. coli (ATCC 25922) mehr als 40 Tage (Korhonen und Martikainen 1991). 

Insgesamt häufen sich die Berichte von autochthonen E. coli Populationen, die nicht aus 

einer Eintragsquelle stammen, sondern in den natürlichen Habitaten persistieren und sich 

dort auch vermehren (Byappanahalli et al. 2003; Jiménez et al. 1989; Power et al. 2005; 

Solo-Gabriele et al. 2000; Whitman und Nevers 2003; Winfield und Groisman 2003). Als 

Reaktion der Bakterien auf eine unter anderem oligotrophe Umgebung wurde auch der 

Übergang der E. coli Zellen in einen genetisch vorprogrammierten und reversiblen Ruhe-

zustand beobachtet, in dem die Mikroorganismen lebensfähig aber nicht kultivierbar wa-

ren (Arana et al. 2004; Na et al. 2006). Solche Stadien wurden als „viable but noncultu-

rable“ (VBNC) bezeichnet (Colwell und Grimes 2000; Na et al. 2006; Roszak und Colwell 

1987; Xu et al. 1982). Ein besonderes Interesse der Trinkwasser-Mikrobiologie gilt daher 

auch der Fähigkeit der Bakterien in Gewässern zu überleben und sich fortzupflanzen, da 

E. coli weltweit als Indikatororganismus für fäkale Kontaminationen in Gewässern und 

Trinkwasserreservoirs genutzt wird (WHO 1996). Dabei indiziert das Vorkommen von 

E. coli im Wasser, dass andere, eventuell pathogene Mikroorganismen von kranken Men-

schen oder Tieren in die Umwelt entlassen wurden, was zu einer Ausbreitung von Krank-

heiten führen kann. Eine Schwierigkeit liegt dabei in der Detektion von VBNC Stadien, die 

mit routinemäßig angewandten Kultivierungsmethoden nicht erfasst werden und damit ein 

nicht unerhebliches hygienisches Gesundheitsrisiko darstellen können (Colwell und Gri-

mes 2000). E. coli gehört zu den am besten untersuchten Organismen in Bezug auf seine 

Physiologie, seine Biochemie und seinem Genom (Blattner et al. 1997; Han und Lee 

2006; Neidhardt et al. 1996). Abgesehen davon ist allerdings noch recht wenig über das 

Wachstum, das Konkurrenzverhalten und die Überlebensfähigkeit von E. coli in seinem 

primären und vor allem sekundären Habitat bekannt (Franchini 2006). 
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1.8 Fragestellung 

Viele der unter nährstofflimitierenden Bedingungen ausgebildeten Zellantworten von Bak-

terien scheinen eng mit der Wachstumsrate der Mikroorganismen verknüpft zu sein, die 

die bakterielle Zelle in vielerlei Hinsicht formt: von dem DNA- und Proteinmuster, über die 

Zellgröße und –struktur bis hin zur biochemischen Zusammensetzung der Zelle (Bremer 

und Dennis 1996; Wanner und Egli 1990). Exponentiell wachsende Zellen unterscheiden 

sich dabei in ihrer Zellzusammensetzung von Zellen in der stationären Phase (Kolter et al. 

1993; Roszak und Colwell 1987). Die Proteinzusammensetzung des Kernäquivalents, die 

Einfluss auf die Transkription hat, wird ebenfalls wachstumsratenabhängig reguliert, in-

dem einige Gene nur während des Wachstums und andere nur während der stationären 

Phase exprimiert werden (Ali Azam et al. 1999). Weiterhin wurden unterschiedliche Sub-

populationen während des Wachstums und während der stationären Phase in einem 

Komplexmedium beobachtet, die verschiedene Dichte aufwiesen (Makinoshima et al. 

2002). Bei diesen Untersuchungen wurde allerdings nur die kurzfristige Adaption der Zel-

len an unterschiedliche Formen der Nährstofflimitierung untersucht, der langfristigen An-

passung von nicht-wachsenden heterotrophen Bakterien an eine Substratlimitierung, die 

kein Wachstum der Zellen mehr ermöglicht, wurde bisher nur wenig Aufmerksamkeit ge-

schenkt. Da der reine Erhaltungsstoffwechsel aber sowohl in der Natur als auch in techni-

schen Systemen eine große Rolle spielt, soll er Gegenstand dieser Arbeit sein. 

Während das Konzept und die Vorteile des Einsatzes von Bakterien im Erhaltungsstoff-

wechsel in MBR in der Umweltbiotechnologie bereits bekannt sind und zunehmend ge-

nutzt werden, ist nur wenig über das Verhalten und die Physiologie der Mikroorganismen 

bekannt, die diesem nährstofflimitierenden Zustand zugrunde liegen (Coello Oviedo et al. 

2003; Lobos et al. 2005). Zumeist wurden die Untersuchungen z. B. an E. coli in einem 

MBR nur über einen relativ kurzen Zeitraum durchgeführt (Arbige und Chesbro 1982), 

damit konnte die Langzeitanpassung der Zellen an die Bedingungen im MBR jedoch noch 

nicht erfasst werden. In MBR zur Abwasserreinigung konnte ein Rückgang der Protozoen 

beobachtet werden, der auf einen vermeintlich veränderten Metabolismus der Bakterien 

zurückgeführt wurde (Rosenberger et al. 2002; Witzig et al. 2002). 

Untersuchungen an Bakterien, die sich im nicht-wachsenden Zustand befinden, sind aber 

nicht nur zum Verständnis natürlicher Systeme sondern auch für die biotechnologische 

Nutzung interessant. Mögliche Anwendungen nicht-wachsender Zellen in der Biotechno-

logie sind der Abbau von Spurenverunreinigungen, die Produktion von spezifischen Se-

kundärmetaboliten, beispielsweise durch den Einbau von entsprechenden Genen hinter 

Promotoren, die hauptsächlich während des Nicht-Wachstums aktiviert sind, sowie der 
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Betrieb von Reaktoren ohne Biomassezunahme bei gleichzeitig guten Umsatzraten. Mit 

einem verbesserten Verständnis der grundlegenden Prozesse und Regulationsvorgänge 

beim Übergang von Wachstum zum Erhaltungsstoffwechsel sollte es auch möglich sein, 

gezielt die Produktion von Überschussschlamm bei der Abwasserreinigung weiter zu re-

duzieren. 

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von verschiedenen MBR-Systemen, mit Hilfe derer 

die physiologischen und morphologischen Eigenschaften von nicht oder nur sehr langsam 

wachsenden Bakterien aus natürlichen und künstlichen Systemen mit unterschiedlichem 

Kohlenstoffeintrag über einen Zeitraum von einigen Wochen untersucht werden sollten. 

Folgende Fragestellungen standen dabei im Mittelpunkt: 

1. In MBR zur Abwasserreinigung kam es zu einer konstant hohen Bakterienkonzentrati-

on bei gleichzeitiger Abnahme der Protozoen. Sind ähnliche Phänomene in MBR im 

Labormaßstab zu beobachten, in denen marine Mikroorganismen aus natürlichem 

Meerwasser angereichert werden? 

2. Lassen sich in einem MBR im Labormaßstab mit einer E. coli Reinkultur die in der 

Abwasserreinigung beobachteten Phänomene, wie beispielsweise die gleich bleibend 

hohe Biomasse, der geringe Anteil an hybridisierbaren Zellen sowie der Rückgang der 

Protozoen bestätigen und erklären? Zeigt dabei das E. coli A3 Umweltisolat, welches 

in den Experimenten Verwendung finden sollte, grundsätzlich ein höheres Überle-

benspotential als ein E. coli K12 Laborstamm? 

3. Bildet sich im MBR mit E. coli A3 eine stabile und eher homogene oder heterogene 

Population aus und worin unterscheiden sich die nährstofflimitierten Bakterien aus 

dem MBR von hungernden Bakterien aus einem Batch-Ansatz bzw. Zellen aus der 

frühen stationären Phase hinsichtlich  

• ihrer Lebensfähigkeit (LIVE/DEAD® BacLightTM Kit) 

• ihrer Aktivität (metabolische Aktivität, CTC) 

• ihrer potentiellen Teilungsfähigkeit bzw. Kultivierbarkeit (DVC, KBE) 

• ihrer Hybridisierbarkeit (FISH) 

• ihrer Reaktivierbarkeit (erneutes Zellwachstums in neuem Medium) 

• ihrer Zellmorphologie (Fluoreszenzmikroskopie) 

• ihres DNA-Gehaltes (Durchflusszytometrie) 

• ihres Proteinmusters (2D-Gelelektrophorese, MALDI-TOF MS) sowie 

• ihrer Verwertbarkeit für Protozoen (Fraßversuche)? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien, Organismen, Medien und Puffer 

2.1.1 Chemikalienliste 

Tab. 4: Liste der verwendeten Chemikalien 

 

Chemikalie Firma 

Agar (BactoTM Agar) Becton, Dickinson & Co., Le Pont de Claix (F) 

Agarose (Agarose-beschichtete OT, Agarosegele) Genaxxon, BioScience GmbH, Biberach 

Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4), p. a. Roth, Karlsruhe 

Araldit Serva, Heidelberg 

Calciumchlorid (CaCl2  × 2 H2O), p. a. Merck, Darmstadt 

Bleinitrat (Pb(NO3)2) Merck, Darmstadt 

Colchicin (C22H25NO6) Sigma, Deisenhofen 

Citifluor (Glycerol solution AF2) Citifluor Ltd, London (UK) 

CTC (5-Cyano-2,3-Ditolyltetrazoliumchlorid) Polysciences, Eppelheim 

Cycloheximid (C15H23NO4) Sigma, Deisenhofen 

DAPI (4´,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid) Sigma, Deisenhofen 

DDSA (Härter für TEM Probenaufbereitung) Agar Scientific, Stansted (UK) 

D-Fructose (C6H12O6), für die Mikrobiologie Roth, Karlsruhe 

D-Glucose / D-Fructose Test Kit R-Biopharm AG, Darmstadt 

2,3-Dihydroxybenzoesäure (DHB) Sigma, Deisenhofen 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), p. a. Sigma, Deisenhofen 

DMP30 (Beschleuniger für TEM Probenaufbereitung) Agar Scientific, Stansted (UK) 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure, C10H16N2O8) Sigma, Deisenhofen 

Eisenchlorid (FeCl3  × 6 H2O), p. a. Merck, Darmstadt 

Eisessig (C2H4O2) Roth, Karsruhe 

Ethanol, 96 %, vergällt Merck, Darmstadt 

Ethanol, 96 %, unvergällt für TEM Roth, Karlsruhe 

Ethanol, 96 %, unvergällt mit Molekularsieb 3 Å Roth, Karlsruhe 

Formaldehydlösung (CH2O), 37 %, p. a. Merck, Darmstadt 
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2.1.2 Organismen 

In dieser Arbeit kamen neben den marinen Mikroorganismen aus pelagischem Meerwas-

ser vor der Küste Helgolands (54° 11´N, 7° 53´ O) zum einen die beiden Bakterienstämme 

Escherichia coli K12 und E. coli A3 sowie der eukaryotische Einzeller Tetrahymena ther-

mophila als bakterivorer Ciliat zum Einsatz. 

2.1.2.1 Marine Mikroorganismen 

In den Anreicherungen von pelagischem Meerwasser wurden neben marinen Bakterien 

auch Protozoen, wie Nanoflagellaten, Ciliaten und Amöben sowie Metazoen wie Nemato-

den kultiviert. 

Chemikalie Firma 

Formamid (CH3NO), > 99,0 %, p. a. Roth, Karlsruhe 

Glutardialdehyd (C5H8O2) [25 %] Sigma, Deisenhofen 

Immersionsöl (Immersol 518 F) Zeiss, Jena 

LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability kit Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid (MgCl2  × 6 H2O), p. a. Merck, Darmstadt 

Natriumcacodylat (C2H6AsNaO2 × 3 H2O) Serva, Heidelberg 

Natriumchlorid (NaCl), p. a. Roth, Karlsruhe 

Natriumcitrat (Na3(C6H5O7) × 2 H2O) Merck, Darmstadt 

Proteose Peptone No.3, Bacto™ Becton, Dickinson & Co., Le Pont de Claix (F) 

Protoxkit FTM MicroBio Tests Nazareth (B) 

Reef Crystal (Artificial Seawater, ASW) Aquarium Systems, Mentor, OH (USA) 

Salzsäure (HCl), 0,1 M Roth, Karlsruhe 

SDS (Natriumdodecylsulfat, C12H25NaO4S) Sigma, Deisenhofen 

Sudan-Schwarz (Sudan black) Sigma, Deisenhofen 

Tris base (Tris[hydroxymethyl]aminomethan) Merck, Darmstadt 

Trypton Roth, Karlsruhe 

Uranylacetat ((CH3COO)UO2 × 2 H2O) Merck, Darmstadt 

Volvic Wasser Danone Waters, Wiesbaden 
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2.1.2.2 Bakterium E. coli K12 

Der Laborstamm E. coli K12 wurde erstmals von Migula 1895 beschrieben und über die 

DSMZ käuflich erworben (DSM Nr. 498, ATCC Nr. 23716).  

2.1.2.3 Bakterium E. coli A3 

Das Umweltisolat E. coli A3 wurde aus einem Oberflächengewässer in Berlin auf Chro-

mocult-Coliformen-Agar isoliert (Neitzel 2002). Es erwies sich in ersten Untersuchungen 

als relativ robust gegenüber verschiedenen Umweltfaktoren, so zeigte der Stamm eine 

Resistenz gegenüber Coliphagen (Coliphage f2, Coliphage 138, Coliphage 241, Dizer, 

UBA 2005 persönliche Mitteilung) und war in der Lage, langfristig in Sandfiltern zu per-

sistieren, in denen er nach 50 Tagen noch mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung 

nachgewiesen werden konnte (Koch 2005). Darüber hinaus wurde mittels PCR ausge-

schlossen, dass dieser Stamm Träger der Shigatoxin-Gene stx1 und stx2 ist, wie sie für 

den Pathotypen EHEC (Enterohämorrhagische Escherichia coli) charakteristisch sind 

(Neitzel 2002). 

2.1.2.4 Sequenzierung der 16S rDNA und RiboPrint-Analyse von E. coli A3  

Das Umweltisolat E. coli A3 wurde anhand der Sequenz der 16S rDNA phylogenetisch 

eingeordnet. Dazu wurde die 16S rDNA mit Hilfe des Primerpaares 616 vorwärts und 

1492 rückwärts mittels PCR amplifiziert und sequenziert (Dr. Martin Meixner, Firma SMB, 

Berlin) und durch Vergleich der erhaltenen Sequenzdaten mit der EMBL Nukleotidse-

quenz-Datenbank identifiziert.  

Zur weiteren Einordnung des Stammes E. coli A3 innerhalb der E. coli Stämme der DSMZ 

wurde zum anderen von Dr. Peter Schumann in der DSMZ, Braunschweig, ein RiboPrint 

erstellt (Bruce 1996; Bruce et al. 1995; Webster et al. 1994). Dazu wurden mit Hilfe des 

QualiconTM RiboPrinter Systems (Wilmington, DE, USA), die Zellen lysiert, mit dem Re-

striktionsenzym EcoRI verdaut und die DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese aufge-

trennt. Im Anschluss daran wurden die DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran transfe-

riert und mit einer chemolumineszenten rrnB Operon Sonde (aus E. coli generiert) 

hybridisiert. Die das rrnB Operon tragenden Banden wurden aufgrund ihrer chemolumi-

neszenten Markierung mittels einer computergesteuerten Bildanalyse detektiert und deren 

Muster mit den Daten der DuPont Identification Library verglichen.  
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2.1.2.5 Konservierung der Bakterienstämme 

Die Konservierung der Bakterienstämme erfolgte bei – 80 °C. Zur Erstellung der Kryokul-

turen wurden die Mikroorganismen in LB Medium bei 37 °C bis zu einer OD600 nm (DU-64 

Spectrophotometer, Beckman Coulter, Krefeld) von mindestens 0,3 angezogen, in Kryo-

röhrchen mit sterilem Glycerin (10 % Endkonzentration) versetzt und nach einer kurzen 

Homogenisierung 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um den Schutzstoff in die Zelle 

eindringen zu lassen. Im Anschluss wurden die Zellen in Flüssigstickstoff schockgefroren 

und im Gefrierschrank bei – 80 °C aufbewahrt. Zur Reaktivierung und zum Einsatz in den 

Kultivierungsexperimenten wurde die gefrorene Bakteriensuspension auf eine LB-

Agarplatte ausgestrichen und nach einer Inkubation von 24 h bei 37 °C wurde eine Ein-

zelkolonie zum Animpfen einer Übernachtkultur in LB Medium (15-17 h) verwendet. Aus 

dieser Übernachtkultur erfolgte dann wiederum das Animpfen der verschiedenen Kultivie-

rungsansätze. 

2.1.2.6  Ciliat Tetrahymena thermophila 

Der Ciliat Tetrahymena thermophila wurde freundlicherweise von Dr. W. Pauli, FU Berlin 

zur Verfügung gestellt. 

Die axenische Dauerkultur von T. thermophila erfolgte in einem Reagenzglas auf 

autoklavierten Kichererbsen bei Raumtemperatur. Dazu wurde eine Kichererbse in 10 ml 

Reinstwasser pro Reagenzglas eingesetzt, 20 min bei 121 °C autoklaviert, unter sterilen 

Bedingungen beimpft und für 3 Tage bei 33 °C inkubiert. Das Überimpfen der Dauerkultu-

ren erfolgte alle 3 Monate. 

2.1.3 Medien und Puffer 

2.1.3.1 Reinstwasser 

Reinstwasser wurde einer Umkehrosmose-Anlage MilliQ Plus 185 (Ultrapure Water Sys-

tem, Millipore, Eschborn) entnommen. 

2.1.3.2 AB Mineralmedium 

Sowohl für Fermentationen in den Membranbioreaktoren als auch für jeweils parallel lau-

fende Batch-Kultivierungen wurde das mit Fructose versetzte AB Mineralmedium modifi-

ziert nach Clark und Maaloe (1967) eingesetzt (85HTab. 5). Die darin enthaltenen Substanzen 

wurden in zwei Komponenten getrennt voneinander autoklaviert, um ein Ausfallen der 

Salze zu verhindern. Die Salze der Medienkomponente B ( 86HTab. 5) wurden in Reinstwas-
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ser gelöst, auf 500 ml aufgefüllt und autoklaviert. Diese Stammlösungen wurden bei 

Raumtemperatur aufbewahrt und Aliquote ausschließlich unter sterilen Bedingungen ent-

nommen. 

Tab. 5: Zusammensetzung des AB-Mineralmediums, modifiziert nach Clark und Maaloe 1967 

 

Herstellung von 1 l AB Mineralmedium 

Die Salze der Komponente A wurden in Reinstwasser gelöst und auf 500 ml aufgefüllt. 

Von den Stammlösungen der Komponente B wurden je 1 ml zu 497 ml Reinstwasser in 

einer 1 l Schottflasche pipettiert. Die beiden Medienkomponenten wurden getrennt au-

toklaviert. Nach Abkühlen der Flüssigkeiten wurde die Komponente A zur Komponente B 

zugegeben und vermischt. Vor Gebrauch des Mediums wurden 5 ml einer 40 % (w/v) 

Fructoselösung steril dem Medium zugeführt. 

Herstellung von 20 l AB Mineralmedium 

Die Salze der Komponente A wurden in Reinstwasser. gelöst, auf 4 l aufgefüllt und in ei-

ner 5 l Schottflasche 40 min bei 121 °C autoklaviert. Von den Stammlösungen der Me-

dienkomponente B wurden jeweils 20 ml zu 16 l Reinstwasser in einer 20 l Flasche (Nal-

gene, Hereford, UK) mit einer Glaspipette steril zugegeben. Die Medienkomponente B 

wurde 120 min bei 121 °C autoklaviert. Mit Hilfe von Druckluft, die über ein autoklaviertes 

Wattegefäß geführt wurde, konnte die Medienkomponente A aus der 5 l Flasche über ei-

nen Luerlock-Anschluss in die 20 l Flasche überführt werden. Vor Gebrauch des Mediums 

wurden 40 g Fructose in 100 ml Reinstwasser gelöst, über einen Spritzenvorsatzfilter 

Komponenten 
Konzentration 

[mmol l-1] 
Masse bzw. 

Volumen in 1 l 
Masse bzw. 

Volumen in 20 l 
Konzentration 
Stammlösung 

A 

 

Na2HPO4 

KH2PO4 

((NH4)2SO4) 

NaCl 

Na2SO4 

 

42,250 

22,040 

15,140 

51,330 

0,077 

 

6,000 g 

3,000 g 

2,000 g 

3,000 g 

0,011 g 

 

120,000 g 

60,000 g 

40,000 g 

60,000 g 

0,220 g 

 

 

B 

 

MgCl2 
 × 6 H2O 

CaCl2  × 2 H2O 

FeCl3  × 6 H2O 

 

0,984 

0,068 

0,002 

 

1,0 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

 

20,0 ml 

20,0 ml 

20,0 ml 

 

200 g l-1 

10 g l-1 

0,5 g l-1 

 
 

Fructose 

 

11,100 

 

5,0 ml  

 

40,0 g 

 

400 g l-1 
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(0,2 µm Porengröße, Minisart, Sartorius, Göttingen) steril in die Medienflasche einge-

spritzt und im Anschluss durch Schütteln des Gefäßes mit dem Medium vermischt. 

2.1.3.3 LB Medium  

LB Medium (Luria Bertani) wurde für die Übernachtkulturen, für die Aktivierungen bei der 

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) sowie in Form von Agarplatten für die Bestim-

mung der Koloniebildenden Einheiten (KBE) genutzt. 

Für die Herstellung des LB Mediums wurden die Medienkomponenten ( 87HTab. 6) in 

Reinstwasser gelöst, der pH-Wert auf 7,0 eingestellt (Handylab 2BNC, Schott AG Mainz) 

und auf 1 l aufgefüllt. Nach eventueller Zugabe des Agars wurde der Ansatz für 20 min bei 

121 °C autoklaviert. 

Tab. 6: Zusammensetzung des LB Mediums nach Sambrook und Russel 2001 

 

 

 

 

 

2.1.3.4 PPY Medium 

Zur Herstellung des für die axenische Kultivierung der Protozoen genutzten PPY Mediums 

[1 % (w/v) Proteose Pepton, 0,15 % (w/v) Hefeextrakt] wurden 10 g Proteose Pepton und 

1,5 g Hefeextrakt in 1 l Reinstwasser gelöst und bei 121 °C für 20 min autoklaviert. 

2.1.3.5 PBS Puffer 

PBS (phosphate buffered saline) fand unter anderem bei der Verdünnung von Zellsus-

pensionen Verwendung. Die Salze wurde wie in 88HTab. 7 dargestellt abgewogen und in 

800 ml Reinstwasser gelöst. 

 

 

 

 

Komponente Konzentration [g l-1] 

Trypton 10 

Hefeextrakt 5 

NaCl 10 

Agar 15,5 
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Tab. 7: Zusammensetzung des PBS Puffers Sambrook und Russel 2001 

Der pH Wert wurde auf 7,4 eingestellt und das Volumen mit Reinstwasser auf 1 l aufge-

füllt. Der Puffer wurde aliquotiert, bei 121 °C für 20 min autoklaviert und bei Raumtempe-

ratur aufbewahrt. 

2.1.3.6 TAE Puffer  

TAE Puffer wurde sowohl zur Herstellung von Agarosegelen benötigt als auch während 

der Gelelektrophorese in den Kammern eingesetzt. Zur Herstellung von TAE Puffer (50 ×) 

wurden 242 g Tris-base in 500 ml Reinstwasser gelöst, 57,1 ml Eisessig und 100 ml 0,5 M 

EDTA (pH 8) zugegeben und mit Reinstwasser auf 1 l aufgefüllt (Sambrook und Russel 

2001). Zur Herstellung der Agarosegele und des Laufpuffers für die Elektrophoresekam-

mer wurde der Puffer 1:50 verdünnt. 

2.1.3.7 NaCl-Phosphat Puffer 

Der NaCl-Phosphat Puffer enthielt 0,4 M Na2HPO4 und Na2H2PO4 sowie 150 mM NaCl bei 

einem pH von 7,2. 

2.1.3.8 Lysepuffer 

Für die Gesamtproteinbestimmung und zur DNA-Extraktion wurden die Zellen mittels ei-

ner alkalischen Lyse aufgeschlossen. Der dazu benötigte Puffer wurde jeweils frisch her-

gestellt. Dazu wurden 25 µl 10 % SDS mit 50 µl 1 M Natronlauge und 925 µl Reinstwas-

ser gemischt. 

2.1.3.9 Cacodylatpuffer 

Zur Herstellung des 0,2 M Cacodylatpuffers wurden 8,56 g Natriumcacodylat in 100 ml 

Reinstwasser gelöst, auf einen pH von 7,2 eingestellt und mit Reinstwasser auf 200 ml 

aufgefüllt. 

Komponente Konzentration [mM] Konzentration [g l-1] 

NaCl 137  8 

KCl 2,7 0,2 

Na2HPO4 10 1,44 

KH2PO4 2 0,24 
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2.1.3.10 2D-Puffer 

Der Puffer, in dem die Zellen für die 2D-Gelelektrophorese mittels Ultraschall aufge-

schlossen wurden, enthielt 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA sowie 0,3 mg ml-1 PMSF. 

2.1.3.11 Steriles Reinstwasser / Seewasser 

Für die Herstellung von sterilem Reinstwasser, wie es für verschiedene Methoden wie der 

Gesamtzellzahlbestimmung zur Anwendung kam, wurde MilliQ Wasser (MilliQ Plus 185, 

Ultrapure water system, Millipore, Eschborn) bei 121 °C für 20 min autoklaviert und an-

schließend mittels eines Spritzenvorsatzfilters (0,1 µm, Minisart, Sartorius, Göttingen) in 

autoklavierte Schottflaschen aliquotiert. 

Bakterienfreies Seewasser wurde gewonnen, indem Seewasser zunächst autoklaviert und 

im Anschluss ebenfalls in autoklavierte Schottflaschen sterilfiltriert wurde (0,1 µm, Mini-

sart, Sartorius, Göttingen). 

2.1.4 Agarose-beschichtete Objektträger 

Für die mikroskopische Betrachtung von Bakterien wurden mit Agarose (4 %) beschichte-

te Objektträger verwendet. Für deren Herstellung wurden 2 g Agarose in 50 ml 

Reinstwasser in der Mikrowelle gelöst und im Wasserbad bei 60 °C flüssig gehalten 

(Pfennig und Wagener 1986). Mittels einer Pipette wurde 1 ml flüssige Agarose auf einen 

Objektträger pipettiert und großflächig verteilt. Nachdem die Agarose getrocknet war, 

konnten die Objektträger in einer Aufbewahrungsbox bei Raumtemperatur gelagert wer-

den. Das Aufbringen der Zellsuspension auf beschichtete Objektträger führt zum Aufquel-

len der Agarose und damit dazu, dass sich bei der mikroskopischen Untersuchung der 

überwiegende Teil der Zellen in einer Fokusebene und zusätzlich in einer Seitenansicht 

befindet, so dass man sie gut darstellen und vermessen kann (Abb. 44).  

Sudan-Schwarz Agarose-beschichtete Objektträger 

Bei der Fluoreszenzmikroskopie ist die Eigenfluoreszenz der Agarose ein Störfaktor, der 

dadurch kompensiert werden kann, dass Sudan-Schwarz bei der Präparation der Objekt-

träger hinzu gegeben wird. 25 ml einer ethanolischen 2 g l-1 Sudan-Schwarz Lösung 

(Pfennig und Wagener 1986) wurden mit 25 ml Reinstwasser verdünnt, im Wasserbad auf 

60 °C temperiert und vor dem Beschichten der Objektträger mit 50 ml der flüssigen Aga-

rose vermischt. 



Material und Methoden 

26 

2.2 Etablierung mobiler Membranbioreaktorsystemen zur Anreicherung mariner 
Mikroorganismen  

Zur Anreicherung von marinen Mikroorganismen aus dem Pelagial wurden mobile Memb-

ranbioreaktoren (MBR) etabliert und eingesetzt. Die Anreicherung erfolgte in der Biologi-

schen Anstalt Helgoland von Mai bis September 2002. 

2.2.1 Aufbau der mobilen MBR-Systeme 

Zwei gläserne Reaktorgefäße, die ein Arbeitsvolumen von je 500 ml besaßen und mit ei-

nem Temperiermantel versehen waren, wurden von der Fa. Ochs, Bovenden-Lenglern 

angefertigt und waren mit 7 Zugängen im Planflanschdeckel und einem am Seitenrand in 

Bodennähe ausgestattet. Die Sauerstoffversorgung erfolgte durch den Eintrag sterilfiltrier-

ter Luft (Midisart 2000, Porengröße 0,2 µm, Durchmesser 7 cm, Sartorius, Göttingen) aus 

der hauseigenen Druckluftleitung. Zur besseren Verteilung der Luftblasen und des eintrop-

fenden Meereswassers kam ein Rührfisch zum Einsatz, der über einen Magnetrührer (Mi-

niMR Standard, IKA Labortechnik, Staufen) bewegt wurde. Die Abluft verließ die Reakto-

ren über einen sterilen Abluftfilter, der aus einem Glasgefäß mit Filterwatte bestand. 

Neben der Be- und Entlüftung befanden sich in den Stutzen der Kopfplatte Sonden für 

verschiedene Online-Messungen. Dazu zählte die Ermittlung der Temperatur und des 

Sauerstoffgehaltes über einen O2-Sonde (Mikro-Sauerstoffsensor, 200 mm Länge, UMS, 

Meiningen) sowie die Aufnahme des pH Wertes (pH-Einstabmeßkette Typ Nr. N 6280, 

Schott-Geräte, Hofheim). Die Daten wurden alle 2 Stunden mit dem OxyScan Graphic 

Mikroprozessor-Sauerstoffmeßgerät 561 (UMS, Meiningen), das zusätzlich mit einer pH 

Messfunktion ausgestattet war, generiert und gespeichert. Die Datenübertragung erfolgte 

über eine Infrarotschnittstelle auf einen Laptop. 

Der Füllstand wurde mit Hilfe eines Schwimmerschalters geregelt, der über eine Füll-

standsregeleinheit ein Magnetventil (Magnetventil für aggressive Medien, in Ruhestellung 

geöffnet, aus PVDF, Bürkert, Ingelfingen) ansteuerte. Befand sich der Füllstand unter ei-

nem kritischen Wert, blieb das Magnetventil geöffnet und das Permeat floss zurück in den 

Reaktor. War der Füllstand zu hoch, so wurde für eine Ventilzeit von 1 Minute das Mag-

netventil geschlossen, und das Permeat wurde in die erhöht stehende Ablaufflasche ge-

drückt. Nach einer Karenzzeit von 2 Sekunden wurde der Füllstand erneut überprüft und 

ggf. korrigiert. 

Die Anreicherung der marinen Mikroorganismen erfolgte über je ein Membranmodul zur 

Mikrofiltration (XAMPLERTM, CFP-1E-3A, Schleicher und Schuell, Dassel) aus PES mit 
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einer Porengröße von 0,1 µm, einer Gesamtlänge von 34 cm und einem Durchmesser der 

Hohlfasern von 1 mm sowie einer Membranfläche von 0,01 m2.  

Für die Umlaufpumpe im Dauerbetrieb (Schlauchdosierpumpe Watson-Marlow (Smith & 

Nephew Watson-Marlow, Falmouth (UK)) mit einem Pumpkopf 313 wurde ein Peripren® 

Schlauch (8,0 mm Innendurchmesser, 1,6 mm Wandstärke, Petro Gas, Berlin) verwendet. 

Für die Mehrkanalschlauchpumpen (IPC ISM 931, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) kam ein 

Tygon®Schlauch (SC0022, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) zum Einsatz; alle weiteren 

Schläuche waren aus Silikon (Ochs, Bovenden-Lenglern). 

Die Entnahmestelle der hausinternen Seewasserleitung der Biologischen Anstalt Helgo-

land befand sich an einer Mole, wo das Meerwasser aufgrund der starken Strömung we-

nig vom Land beeinflusst war. Die Länge der Seewasserleitung betrug 300 m und bestand 

u. a. aus PVC, Gusseisen, Asbest und Ton und war mit einem Grobfilter (1 cm2) versehen. 

Die Wassertemperatur des Meeres schwankte während der 43-tägigen Anreicherung zwi-

schen 13,8 und 17,3 °C (Wetterdienst Helgoland 2002). 

 

Abb. 2: Aufbau des Mikrofiltrations- Membranbioreaktorsystems zur Anreicherung mariner Bakterien:   
1) Reaktor mit Magnetrührer, 2) Umlaufpumpe, 3) Membranmodul, 4) Magnetventil, 5) Ablaufbehälter,   
6) Zuluft, 7) pH-Elektrode, 8) Sauerstoff- und Temperatursonde, 9) Schwimmerschalter, 10) Abluftfilter, 
11) Füllstandsregeleinheit, 12) OxyScan (Datenaufnahme), 13) Vorlagebehälter, 14) Überlauf,  
15) Vorfilter (~ 10 µm), 16) Seewasserleitung, 17) Probenahmestelle, 18) Abluft 

Das Reaktorsystem wurde in einer temperierbaren Kühlzelle untergebracht, in der die 

Raumtemperatur in Anlehnung an die in situ Wassertemperatur 16 ± 1 °C betrug. Zur Ver-

hinderung von Algenwachstum wurde die Beleuchtungsdauer durch Neonröhren mög-

lichst gering gehalten, so dass die Anreicherungen größtenteils ohne Lichteinwirkung 

stattfanden. 
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2.2.2 Vorbereitung der Anreicherung 

Das Reaktorgefäß wurde gemeinsam mit den Schläuchen und dem Vorlagegefäß für 

20 min bei 121 °C autoklaviert. Nicht autoklavierbare Bestandteile des Systems wie bei-

spielsweise die O2-Sonde oder der Schwimmerschalter wurden mit Ethanol [70 %] sterili-

siert und unter sterilen Bedingungen in den Reaktor eingefügt. Zur Sterilisation der Memb-

ran wurde 0,5 M Natronlauge 60 min bei 50 °C und mit einer Scherrate von 4.000 s-1 

durch die Membran rezirkuliert und diese im Anschluss mit mehreren Litern sterilem 

Reinstwasser gewaschen. 

2.2.3 Betriebsparameter 

Das Meerwasser wurde zunächst über einen gewickelten Patronenfilter (10 µm) geführt, 

um größere eukaryotische Mikroorganismen und Partikel zurückzuhalten. Danach floss es 

mit einer Geschwindigkeit von mindestens einem Volumenaustausch pro Minute durch ein 

800 ml Vorlagegefäß. Das Vorlagegefäß wurde im Austausch wöchentlich mit Salzsäure 

[3,2 %] gespült, in einer Spülmaschine gewaschen und erneut autoklaviert, um einer Bio-

filmbildung entgegenzuwirken. Aus dem Vorlagegefäß wurde das Meerwasser mit einer 

durchschnittlichen Pumprate von 1,1 ml min-1 (IPC ISM 931, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) 

in die beiden Membranreaktoren gepumpt und die marinen Mikroorganismen aus je 70 l 

Seewasser so über einen Zeitraum von 43 Tagen angereichert. 

Der für den erforderlichen Permeatfluss von 10 ml min-1 benötigte Transmembrandruck 

wurde durch Reduzierung des Retentatschlauch-Durchmessers und durch Anpassung der 

Überströmrate auf 75 – 200 ml min-1 sichergestellt. Dabei war bei der Auslegung des Sys-

tems darauf zu achten, dass der mittlere Permeatfluss der Membran stets höher war als 

die mittlere Zulaufrate des Meerwassers, um ein Überlaufen des Reaktors zu vermeiden. 

Scherraten von 2.000 – 4.000 s-1, wie sie für Perfusionskulturen empfohlen werden, wur-

den bei diesen Überströmgeschwindigkeiten laut Herstellerangaben nicht überschritten. 

Nach der Hälfte der Anreicherungszeit (20 Tage) mussten die Membranen zur Aufrechter-

haltung der Permeatflüsse aus den Systemen entnommen und gereinigt werden. 

Die Probenahme erfolgte an der Probenahmestelle (89HAbb. 2), indem der verchromte Luer-

lockverbinder mit 70 % Ethanol benetzt und abgeflammt wurde, bevor eine Spritze zum 

Einsatz kam. Die Interferenzkontrast-Aufnahmen wurden an einem Axioskop 2 (Zeiss, 

Jena) angefertigt und die belichteten Negative mittels eines Flachbettscanners (Epson 

Perfection 4990, Epson, Meerbusch) digitalisiert. 
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2.2.4 Kurzzeitige Aufkonzentrierung von marinem Bakterioplankton 

Um eine höhere Anreicherung der marinen Bakterien zu ermöglichen, sollten aus einer 

kurzzeitigen sehr viel stärkeren Aufkonzentrierung der Seewasserorganismen die eukary-

otischen bakterivoren Protozoen mit Hilfe von Bioziden eliminiert werden, um im An-

schluss die Physiologie der Bakterien in vitro mit Hilfe von Membranbioreaktoren untersu-

chen zu können. 

Dazu wurden mittels einer Ultrafiltrationsanlage (Diaflo® Hollow Fiber Cartridge H5P100-

43) mit einer nominalen Ausschlussgröße von 100 kDa, einer Membranfläche von 0,45 m2 

sowie einem Durchmesser der Hohlfasern von 1,1 mm die Organismen aus 910 l Meer-

wasser in 48 h angereichert ( 90HAbb. 3). 

 

  

Abb. 3: Aufbau des Ultrafiltrations-Membranbioreaktorsystems zur kurzzeitigen Anreicherung mariner  
Mikroorganismen: 1) Seewasserleitung, 2) Vorfilter (~ 10 µm), 3) Vorlagebehälter, 4) Überlauf,  
5) Reaktorgefäß, 6) Dreiwegehahn zur Entnahme der Anreicherungskultur, 7) Umlaufpumpe,  
8) Dreiwegehahn zur Probennahme, 9) Dreiwegehahn zur Rückspülung der Membran,  
10) Ultrafiltrations-Membranmodul, 11) Barometer, 12) Permeat 

Zur Sterilisation wurde die Filtrationseinheit mehrmals mit auf 50 °C erwärmter 0,1 M Nat-

ronlauge gespült und diese im Anschluss mit mehreren Litern sterilem Reinstwasser aus-

gewaschen. Die zweitägige Anreicherung der marinen Mikroorganismen erfolgte nach 

Passage des Vorfilters (~ 10 µm) mit einer Permeatrate von durchschnittlich 0,32 l min-1 

ebenfalls in der auf 16 ± 1 °C temperierten Kühlzelle in der Biologischen Anstalt Helgo-

land. 

Nach der Anreicherung wurden die marinen Organismensuspensionen im Labor in Batch-

Ansätzen (300 ml in 2 l Erlenmeyerkolben mit Wattestopfen und Aluminiumfolie verschlos-
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sen) in einem Kühlraum bei 13 °C mit unterschiedlich hohen Biozidkonzentrationen auf 

einem Schüttler (Certomat® U, B Braun, Melsungen, 100 min-1) inkubiert. Cycloheximid 

und Colchicin kamen in Konzentrationen von jeweils 2 g l-1, 1 g l-1 sowie 0,2 g l-1 zum Ein-

satz. Die Antibiotika wurden in zuvor autoklaviertem und sterilfiltriertem ASW suspendiert 

bevor sie den Batch-Ansätzen zugesetzt wurden. Nach 2, 5, 10 und 14 Tagen wurden die 

Kulturen lichtmikroskopisch auf das Vorhandensein von lebenden Protozoen hin unter-

sucht. 

2.3 Kultivierungsmethoden der Langzeit-Batch-Ansätze von E. coli A3 und 
E. coli K12 

Bevor das Umweltisolat E. coli A3 für die Untersuchung seines Erhaltungsstoffwechsels in 

einem MBR eingesetzt wurde, sollte zuerst das Überlebenspotential dieses Stammes ge-

genüber einem Laborstamm (E. coli K12) anhand der Wachstumsraten und der Zellvitali-

tät nach längeren Hungerperioden analysiert werden. Für die Bestimmung der maximalen 

Wachstumsraten der Bakterien bei 37 °C wurden je Stamm drei parallele 350 ml Erlen-

meyerkolben, die mit Schikanen sowie einem Glasrohr für photometrische Messungen 

versehen waren, mit 100 ml LB Medium befüllt und bei 37 °C über Nacht vorgewärmt. Es 

wurde mit soviel Bakteriensuspension angeimpft, dass alle Kolben zu Beginn eine 

OD578 nm von 0,1 aufwiesen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C auf einem Schüttler 

(100 min-1, KS10, Edmund Bühler, Tübingen). Als Negativkontrolle wurde ein weiterer 

Kolben mit Medium ohne Zellen mitgeführt. Die OD578 nm wurde über das Glasrohr in ei-

nem Photometer (Küvetten-Test® Photometer, Dr. Lange, Düsseldorf) gemessen, so dass 

keine Probenahmen erforderlich waren. Dieses Vorgehen bedeutete allerdings, dass die 

Kulturen nicht auf den notwendigen OD-Bereich von 0,1 – 0,5 verdünnt werden konnten, 

in dem nach dem Lambert-Beerschen Gesetz die Extinktion linear mit der Bakterienkon-

zentration korreliert.  

Für die Untersuchung der Zellvitalität während der Langzeit-Batch-Kultivierung bei Raum-

temperatur wurden 500 ml AB Mineralmedium in einem 2 l Erlenmeyerkolben mit 1 % der 

jeweiligen Übernachtkultur angeimpft und auf einem Schüttler (100 min-1, Typ 3019, Ge-

sellschaft für Labortechnik, Burgwedel) bei Raumtemperatur (~ 20 °C) inkubiert. Der Kol-

ben wurde mit einem Silikonstopfen verschlossen, durch den drei Glasstäbe führten und 

der Stopfen nochmals mit fester Alufolie umwickelt, die nur unter sterilen Bedingungen 

geöffnet wurde. Zur Belüftung der Kolben kam eine Membranpumpe (Typ Elite802, Ha-

gen, Holm) zum Einsatz. Die Probeentnahme erfolgte unter der Sterilbank (HeraSafe, 

Heraeus, Hanau) über die Probenahmestellen (91HAbb. 4), die mit einem Luerlock -

Verbindungsstück versehen und mit Alufolie umwickelt waren mittels einer sterilen Spritze. 
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Dazu wurde vor und nach der Probenahme die Probenahmestelle mit Ethanol [70 %] be-

netzt und abgeflammt. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Schematischer Aufbau des Batch-Ansatzes: 2 l Erlenmeyerkolben mit 1) Zuluftpumpe mit Filter,         
2) Abluft mit Filter, 3) Probenahmevorichtung  

 

2.4 Membranbioreaktor und Batch-Ansatz für die Langzeitkultivierung von 
E. coli A3  

2.4.1 Aufbau des MBR-Systems 

Der Fermenter, Typ Biostat B5, (Braun, Melsungen) bestand aus Borosilikatglas und be-

saß ein Arbeitsvolumen von 5 l. Er war mit zwei 6-Blatt-Scheibenrührern (Durchmesser 

64 mm) und vier Stromstörern ausgestattet (92HAbb. 5, 93HAbb. 6). Die Begasung mit sterilfiltrier-

ter Luft (bzw. Stickstoff zur Kalibrierung der pO2-Sonde) erfolgte über einen Ringbegaser 

unterhalb des Rührers. Dabei dienten zwei hintereinander geschaltete Sterilfilter (Poren-

größe 0,2 µm, Durchmesser 7 cm, Midisart 2000, Sartorius, Göttingen) als Schutz vor 

über die Zuluft eingetragenen Kontaminationen. Der Vordruck des jeweiligen Gases be-

trug 0,8 bar Überdruck. Die Abluft verließ den Reaktor durch einen Abgaskühler zum Aus-

kondensieren von Wasserdampf sowie einen Abluftfilter, vor den eine sterile Wulff´sche 

Flasche zum Auffangen des eventuell austretenden Schaums angebracht war. Im Deckel 

befanden sich Stutzen für die Zufuhr von Korrekturmedien sowie Sonden für verschiedene 

Online-Messungen. Dazu zählte die Ermittlung der Temperatur über einen Temperaturfüh-

ler, Pt 100 mit 316 mm Einbautiefe, sowie die Messung des pH Wertes über eine Glas-

elektrode (12 mm Durchmesser, 325 mm Einbautiefe, Mettler-Toledo, Urdorf, Schweiz). 

Diese wurde vor dem Autoklavieren mit pH 4 und pH 7 Standard-Pufferlösungen kalibriert. 

Der pH Wert wurde regelmäßig (alle 3 Tage) extern anhand des Permeats kontrolliert 

(Handylab 2BNC, Schott AG, Mainz) und die Elektrode über die Kontrolleinheit gegebe-

nenfalls nachkalibriert. Ferner war eine Antischaumsonde im Deckel integriert, die bei zu 

11

2

311

2

3



Material und Methoden 

32 

hohem Füllstand eine der 4 Pumpköpfe der Kontrolleinheit ansteuerte, die das Permeat in 

den Ablaufbehälter pumpte und damit den Füllstand wieder senkte. Die Sauerstoffsonde 

(12 mm Durchmesser, 320 mm Einbautiefe, Mettler-Toledo, Urdorf, Schweiz) wurde zu 

Beginn des Experimentes im Anschluss an den Autoklaviervorgang durch Begasung des 

Reaktorinhalts mit Stickstoff und Luft bei 6 l min-1 und einer Drehfrequenz von 500 min-1 

kalibriert. Alle die Kulturbrühe berührenden metallischen Einbauten wie Stromstörer und 

Rührer bestanden aus Edelstahl 1.4571, sonstige Metallteile aus Edelstahl 1.4301.  

Für die Umlaufpumpe im Dauerbetrieb (bei 55 % der maximalen Drehfrequenz, VC 380, 

Ismatec, Wertheim-Mondfeld) wurde ein Peripren® Schlauch (8,0 mm Innendurchmesser, 

1,6 mm Wandstärke, Petro Gas, Berlin) verwendet, für die Mehrkanalschlauchpumpe (IPC 

ISM 931, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) kam ein Tygon®Schlauch (SC0022, Ismatec, 

Wertheim-Mondfeld) zum Einsatz; alle weiteren Schläuche waren aus Silikon (Ochs, Bo-

venden-Lenglern). 

Die Kontrolleinheit enthielt einen Thermostaten und vier Schlauchpumpen zur Dosierung 

von Titrierlösungen. Ebenso waren Regelungen für Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffsätti-

gung und Füllstand integriert. Die Daten wie Drehfrequenz, pH-Wert, Temperatur, pO2 

wurden dreimal täglich protokolliert. 

Der Biomasserückhalt erfolgte mit Hilfe eines Hohlfasermembranmoduls (UMP-1047R, 

Pall, New York, USA) aus PVDF. Das Membranmodul besaß eine Länge von 32 cm, die 

Durchmesser der Hohlfasern betrug 1,4 mm und die Porengröße 0,2 µm bei einer Memb-

ranfläche von insgesamt 0,09 m2. Das Modul ist laut Herstellerangaben bis zu 20 mal au-

toklavierbar und wurde vor dem Sterilisationsvorgang im Autoklaven an das Fermenterge-

fäß angeschlossen und gemeinsam mit diesem autoklaviert.  
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Abb. 5: Aufbau des MBR-Systems zur Langzeitkultivierung von E. coli: 1) Vorlagebehälter (20 l),  
2) Probenahmestelle, 3) Zulaufpumpe, 4) Zuluft, 5) Hitzefalle, 6) Abluftkühler 7) Abluftfilter,  
8) Stromstörer, 9) 6-Blatt-Scheibenrührer, 10) Rührermotor, 11) pO2-Sonde, 12) pH-Sonde,  
13) Temperatur-Sonde, 14) Schaum- bzw. Füllstandssonde, 15) Probenahmestelle,  
16) Umlaufpumpe, 17) Membranmodul, 18) Probenahmestelle, 19) Permeatpumpe,  
20) Ablaufbehälter, 21) Kontrolleinheit, 22) Fermentergefäß, 23) Temperiermantel 

 

Abb. 6: Membranbioreaktorsystem zur Langzeitkultivierung von E. coli  
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2.4.2 Vorbereitung der Kultivierung 

Das Fermentergefäß, befüllt mit 2,06 l der Komponente B des AB-Mineralmediums, wurde 

zusammen mit den angeschlossenen Schläuchen und dem Membranmodul für 40 min bei 

121 °C über Nacht autoklaviert, damit sich die Reaktorkomponenten langsam abkühlen 

konnten. Nach steriler Zugabe von 2,06 l der separat autoklavierten Medienkomponente A 

und der Fructoselösung sowie der Kalibrierung der Sauerstoff-Sonde wurde das System 

einen Tag ohne Bakterien betrieben, um die technische Stabilität sowie die Sterilität zu 

überprüfen. Der Reaktor wurde über die Probenahmestelle mit 412 ml einer E. coli A3 

Übernachtkultur (OD600 nm = 0,42) 10%ig angeimpft  und ohne Unterbrechung kontinuier-

lich betrieben. 

2.4.3 Betriebsparameter 

Das Medium wurde aus einem 20 l Vorlagegefäß (Nalgene, Hereford, UK) mittels einer 

Mehrkanalschlauchpumpe (IPC ISM 931, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) über eine Hitze-

falle (zur Reduktion des Rückwachstums der Organismen in den Medienschlauch, Ochs, 

Bovenden-Lenglern) in das Fermentergefäß geleitet. Die Zulaufrate betrug konstant 

100 ml h-1, so dass sich bei einem realen Arbeitsvolumen von 4,07 l eine Verweilzeit von 

40,7 h bzw. eine Verdünnungsrate von 0,025 h-1 sowie ein Transmembranfluss von durch-

schnittlich 1,11 l (m2 h)-1 ergab. Die Fermentationsbrühe wurde mittels eines externen 

Thermostaten auf eine Temperatur von 25,0 ± 0,1 °C temperiert. Die Rührerdrehfrequenz 

betrug konstant 200 min-1 und wurde nicht über den Sauerstoffpartialdruck geregelt. Der 

Sauerstoffgehalt sank während der gesamten Fermentation jedoch nicht unter 50 %. Der 

pH Wert wurde mit Hilfe von 0,1 M HCl und 1 M Natronlauge automatisch auf 6,95 ± 0,2  

eingestellt. Die Belüftungsrate betrug 4 ± 1 l min-1. 

Eine Umlaufpumpe (VC 380, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) führte die Fermentationsbrühe 

mit einer Überströmrate von 1,9 l min-1 über das Membranmodul. Der Hersteller empfiehlt 

für Perfusionskulturen Überströmraten von 1,8 – 4,6 l min-1. Um die eventuell empfindli-

cheren Bakterien auf dem Weg zum Erhaltungsstoffwechsel keinen allzu großen Scherra-

ten aus zu setzten, wurde eine möglichst geringe Überströmrate gewählt. Da die Über-

strömrate aber nur knapp über den vom Hersteller empfohlenen Raten lag, wurde für den 

Fall des Verblockens der Membran eine Rückspülvorrichtung (Pumpschlauch innerhalb 

des Permeatschlauches sowie steriles AB Medium ohne Fructose in einer 1 l Schottfla-

sche mit passendem Luerlock Verbinder) eingeplant, die allerdings nicht zum Einsatz 

kam.  
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Das Permeat wurde bei Überschreitung eines bestimmten Füllstandes (Kontakt der Anti-

schaumsonde mit der Fermentationsbrühe) über den Antischaummittel-Pumpkopf der 

Kontrolleinheit in den Ablaufbehälter geleitet. Dabei wurde bei der Auslegung des Sys-

tems darauf geachtet, dass der maximal mögliche Permeatfluss der Membran stets höher 

war als die Pumprate des Pumpkopfes, um ein Verblocken der Membran zu verhindern. 

Der Betrieb erfolgte über 65 Tage mit einer kontinuierlichen Medienzufuhr und wurde bis 

zum 73. Tag als Batch-Kultur weiter geführt. 

2.4.4 Probenahme 

Die Probenahme erfolgte an der Probenahmestellen (15, 94HAbb. 5), indem der verchromte 

Luerlockverbinder mit 70 % Ethanol benetzt und abgeflammt wurde, bevor eine sterile 

Spritze zum Einsatz kam. Der Schlauch zum Membranmodul wurde abgeklemmt und das 

Totvolumen von circa 4 ml zwischen Reaktor und Probenahmestelle mindestens fünfmal 

durchspült, bevor das benötigte Volumen der Fermenterbrühe entnommen wurde. Im An-

schluss an die Probenahme erfolgten wiederum eine Benetzung des Luerlockverbinders 

mit Ethanol sowie ein Abflammen. Zur Bilanzierung wurde das gesamte entnommene 

Probevolumen protokolliert. Die Proben an den Probenahmestellen 2) und 18) (Schlauch-

verbinder in T-Form mit Septum, Abb. 5) wurde mit Hilfe einer Spritze entnommen, an die 

eine sterile Kanüle angebracht war. Nach einer Desinfektion des Septums mit 70 % Etha-

nol wurde dieses mit Hilfe der Kanüle durchstochen und das Medium bzw. das Permeat 

langsam in die Spritze aufgezogen. Anschließend wurde das T-Stück wieder mit steriler 

Alufolie umwickelt. 

2.4.5 Batch-Ansatz 

Für die Langzeit-Batch-Kultivierung kamen zwei der in Kapitel 95H2.3, 96HAbb. 4 beschriebenen 

Erlenmeyerkolben in einem wassertemperierten Linearschüttler mit einer Auslenkung von 

25 mm (25 ± 2 °C, 40 % Schüttelleistung, Gesellschaft für Labortechnik m.b.H., Burgwe-

del) zum Einsatz. Dabei wurden beide Batch-Ansätze mit je 10 % derselben E. coli A3 

Übernachtkultur angeimpft wie der Reaktor. Der erste Batch-Ansatz wurde vom 1. bis zum 

41. Tag und der zweite ab dem 42. Tag beprobt. 

2.5 Analysemethoden 

2.5.1 Reinheitsuntersuchung mittels ARDRA 

Die Sterilität der Kulturen wurde mit Hilfe der ARDRA-Methode („amplified ribosomal DNA 

restriction analysis“) auf Grundlage des RFLP („restriction fragment length polymorphism“) 
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untersucht. Dafür wurde die mittels PCR amplifizierte 16S rDNA mit Hilfe eines Restrikti-

onsenzyms geschnitten und das durch Gelelektrophorese entstandene Bandenmuster 

analysiert. Wenn das erhaltene Bandenmuster nicht dem theoretischen bzw. dem mit ei-

ner Reinkultur erhaltenen Bandenmuster entspricht, so muss von einer Kontamination der 

Probe ausgegangen werden. Diese Methode wird meist für Diversitätsstudien (Laguerre 

et al. 1994; Liu et al. 1997; Moyer et al. 1994) aber auch zur Identifikation eines Organis-

mus (Amel et al. 2007) angewendet. 

Je 1 ml der Reaktor- und Batchproben des 30. und 65. Fermentationstages wurden bis 

zur Analyse bei – 80 °C tiefgefroren. Die DNA der Proben sowie einer E. coli Übernacht-

kultur wurde zuerst mit dem „GeneMATRIX Bacterial GenomicGram+/- DNA Purification 

Kit“ der Firma EURX (Gdansk, Polen) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Der Erfolg der 

DNA-Extraktion wurde mit einer Gelelektrophorese überprüft. Mittels des Primerpaares 

27F (vorwärts) und 1492R (rückwärts) sowie der DNA Polymerase OptiTaq (Roboklon, 

Berlin) wurde die 16S rDNA der Proben sowie einer E. coli Übernachtkultur als Positivkon-

trolle und einem Ansatz mit sterilem Reinstwasser als Negativkontrolle amplifiziert.  

Tab. 8: Ansatz für die Amplifikation der 16S rDNA mittels PCR 

 

Jeweils 49 µl des Mastermixes wurden in 6 eisgekühlten PCR Reaktionsgefäßen zusam-

men mit 1 µl Templat (extrahierte DNA) pipettiert und die DNA mit Hilfe des Thermocyclers 

TGradient (Biometra®, Göttingen) amplifiziert. Das Thermocyclerprogamm ist in 97HTab. 9 

dargestellt. Als Negativkontrolle wurde statt der Templat-DNA PCR-H2O verwendet. 

 

 

Komponente Volumen für eine Probe [µl] Volumen für 6  Mastermix [µl] 

Puffer B (10 ×) 5 30 

MgCl2 (50 mM) 1 6 

dNTPs (je 0,2 mM) 2 12 

Primer 27f (20 pM) 2,5 15 

Primer 1492r (20 pM) 2,5 15 

Opti-Taq 0,25 1,5 

Templat 1 bzw. 2 - 

PCR-H2O 35,75 bzw. 34,75 214,5 

Gesamtvolumen 50 294 
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Tab. 9: Programm des Thermocyclers für die Amplifikation der 16S rDNA mittels PCR 

 

Die erfolgreiche DNA-Extraktion sowie Amplifikation der 16S rDNA wurden mittels einer 

Gelelektrophorese in einem 1,25 %igen Agarosegel bestätigt. Zur Herstellung des Gels 

wurde 1 g Agarose in 80 ml TAE Puffer gelöst. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle kurz 

aufgekocht. Vor dem Giessen des Gels in die Elektrophoresekammer (Cosmobio, Serva, 

Heidelberg) wurden dem Ansatz 3 µl Ethidiumbromid zugegeben und durch Schwenken 

gut vermischt. In einer Mikrotiterplatte wurden je 5 µl der extrahierten DNA bzw. des PCR 

Produktes mit 2 µl Ladepuffer (6 × Orange Loading Dye, Fermentas, St. Leon-Rot) ver-

mischt und im Anschluss in die Taschen des auspolymerisierten Agarosegels pipettiert. 

Als Marker dienten 5 µl der O´RangeRulerTM 100bp+500bp DNA Ladder (Fermentas, St. 

Leon-Rot). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 V für 50 min. 

Für den Restriktionsenzymverdau wurden Aliquots der DNA Amplifikate gemeinsam mit 

dem Enzym EcoRI (Promega, Mannheim) in einem Wasserbad bei 37 °C für 3 h inkubiert. 

Ein typischer Reaktionsansatz enthielt 1-5 µl DNA, 1 µl EcoRI, 1 µl Puffer H und 2-6 µl 

H2O in einem finalen Volumen von 10 µl. Die Reaktionsgefäße wurden zusätzlich mit Pa-

rafilm verschlossen, um ein Verdunsten des Ansatzes zu vermeiden. Die Zugabe von BSA 

[0,1 mg ml-1] diente der Stabilisierung des Enzyms. 

 

 

 

 

 

 

 

 Temperatur [°C] Dauer [min]  

 95 2  

Denaturierung 95 0,75 

Annealing 56 1 

Elongation 72 3 

30 Zyklen 

Finale Extension 72 10  

Ende 4   
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Tab. 10: Pipettierschema für den Restriktionsenzymverdau mit EcoRI 

 

Bei den Proben 1 und 2 sowie 7 und 8 wurde ursprünglich 1 µl Templat zur Amplifikation 

der 16S rDNA eingesetzt und bei den Proben 4 und 5 sowie 10 und 11 jeweils 2 µl. Als 

Negativkontrollen wurden zusätzlich alle Proben auch ohne Enzym bei 37 °C inkubiert. 

Bei einer erfolgte die Inkubation der amplifizierten DNA der Übernachtkultur ohne Enzym 

bei Raumtemperatur, um ein Wirken eines eventuell in den Proben bzw. Chemikalien vor-

handenen anderen Enzyms mit geringerem Temperaturoptimum auszuschließen. 

Zur elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurde ein 0,7 %iges Agarose-

gel eingesetzt, für dessen Herstellung 1,05 g Agarose in 150 ml 1 × TAE Puffer in der Mik-

rowelle gelöst wurde. Nach dem Verdau wurden 8 µl der Ansätze in neue Reaktionsgefä-

ße überführt und mit 2 µl Ladepuffer (6 × Orange Loading Dye, Fermentas, St. Leon-Rot) 

vermischt. 1 µl des Markers (O´RangeRulerTM 100bp+500bp DNA Ladder, Fermentas, St. 

Leon-Rot) wurde in einem weiteren Reaktionsgefäß mit 2 µl Ladepuffer und 7 µl PCR-H2O 

vermengt. Jeweils 10 µl der Proben wurden in die Taschen des Agarosegels pipettiert und 

bei 100 V für 90 min elektrophoretisch aufgetrennt. 

2.5.2 Fructosegehalt im Medium 

Die Fructosekonzentration im zugeführten Medium und im Permeat wurde bestimmt, um 

zum einen die Sterilität des Mediums und zum anderen die Kohlenstofflimitierung der Bak-

Nummer Probe 
Puffer H 

[µl] 
DNA [µl] EcoRI [µl] BSA [µl] H2O [µl] 

Temperatur 
[°C] 

1 R 30 d 1 5 1 1 2 37 

2 R 65 d 1 5 1 1 2 37 

3 ÜNK 1 5 1 1 2 37 

4 B 30 d 1 5 1 1 2 37 

5 B 65 d 1 5 1 1 2 37 

6 H2O 1 - 1 1 7 37 

7 R 30 d 1 5 - 1 3 37 

8 R 65 d 1 5 - 1 3 37 

9 ÜNK 1 5 - 1 3 37 

10 B 30 d 1 5 - 1 3 37 

11 B 65 d 1 5 - 1 3 37 

12 ÜNK - 5 - 1 4 RT 
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terien im Reaktor zu dokumentieren. Die Bestimmung der Fructosekonzentration erfolgte 

photometrisch mit Hilfe des D-Glucose/D-Fructose UV-Tests (Boehringer Mannheim, R-

Biopharm GmbH, Darmstadt) nach Herstellerangaben. Die Nachweisgrenze dieses Tests 

liegt bei  0,4 mg l-1. Der Test beruht auf der mehrstufigen Umwandlung von Fructose durch 

verschiedene Enzyme zu D-Gluconat-6-Phosphat und NADPH. Die bei den Reaktionen 

gebildete Menge an NADPH ist dabei der Fructosemenge äquivalent und kann bei einer 

Wellenlänge von 340 nm photometrisch quantifiziert werden. 

Es wurden einmal wöchentlich Proben des Medienzulaufs zu Beginn und am Ende der 

Nutzung einer Medienflasche entnommen und genau wie die Permeatproben zur Siche-

rung der Sterilität mittels eines Spritzenvorsatzfilters (0,2 µm Porengröße, Minisart, Sarto-

rius, Göttingen) in Reaktionsgefäße filtriert und bei 4 °C bis zur Analyse aufbewahrt. Die 

Proben wurden je nach erwartetem Fructosegehalt mit sterilem Reinstwasser verdünnt 

und der Fructosegehalt mittels des UV-Tests nach Herstellerangaben in 1,5 ml Einmalkü-

vetten aus PMMA (Roth, Karlsruhe) ermittelt. 

2.5.3 Biomasseentwicklung 

2.5.3.1 Bestimmung der optischen Dichte 

Die Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm erfolgte in einem DU-64 Spectrophoto-

meter (Beckman Coulter GmbH, Krefeld). Dazu wurden die Proben mit sterilem 

Reinstwasser auf eine OD600 nm von 0,1- 0,5 verdünnt, da bei einem Wert höher als 0,5 die 

Linearität zwischen optischer Dichte und Zellzahl (Lambert-Beersches Gesetz) nicht mehr 

gegeben ist. Es wurden je 3 parallele Ansätze verdünnt und gemessen und daraus der 

Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. 

Für die Bestimmung der optischen Dichte bei 578 nm wurde ein Küvetten-Test® Photome-

ter (Dr. Lange, Düsseldorf) genutzt, welcher eine Messung der OD578 nm der Bakteriensus-

pension in einem am Schüttelkolben angebrachten Glasrohr ermöglichte. Vorteil hierbei ist 

die Tatsache, dass aufgrund der fehlenden Probennahmen sowohl die Sterilität als auch 

das Volumen der Kultur gewahrt wird und die Kolben nur für sehr kurze Zeit für die Mes-

sungen den Inkubationsbedingungen entzogen werden. Die fehlende Möglichkeit die Pro-

ben entsprechend des Bakterienwachstums zu verdünnen, erlaubt nur eine qualitative 

Beurteilung der Ergebnisse.  
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2.5.3.2 Bestimmung der Gesamtzellzahl mittels DEFT 

Die bakterielle Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe der direkten Epifluoreszenz Filtertechnik 

(DEFT) mikroskopisch ermittelt nachdem die Mikroorganismen mit dem DNA-Farbstoff 

DAPI (4´,6-Diamidino-2-phenylindol, Absorbtionsmaximum 358 nm, Emissionsmaximum 

461 nm) gefärbt und auf einen Filter verbracht wurden (Hobbie et al. 1977; Kepner und 

Pratt 1994; Lebaron et al. 1994; Lisle et al. 2004).  

Für die Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden die Proben mit 2 % bzw. oberhalb einer 

OD600 nm von 1 mit 4 % Formaldehyd (Endkonzentration) fixiert und bis zur weiteren Aus-

wertung bei 4 °C aufbewahrt. Die Zellsuspension wurde mit sterilem Reinstwasser auf 

circa 105 Zellen ml-1 verdünnt und 1 ml der Zellsuspension zusammen mit 10 µl DAPI Lö-

sung [100 µg ml-1] 10 min in einem Reaktionsgefäß im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss 

wurde die Bakteriensuspension unter Verwendung einer Unterdruck-Filtrationseinheit 

(Sartorius, Göttingen) durch einen schwarzen Polycarbonatfilter (0,2 µm Porengröße, Iso-

poreTM Membrane Filters GTBP, Millipore, Eschborn) filtriert. Dazu wurden 2 ml bakterien-

freies Wasser in der Filtrationseinheit vorgelegt, mit denen die Bakteriensuspension vor 

der Filtration verdünnt wurde, um eine gleichmäßige Verteilung der Zellen auf dem Filter 

zu gewährleisten. Ein unter dem Polycarbonatfilter befindlicher Zellulosenitratfilter (0,45 

µm, Sartorius, Göttingen) diente als Stützskelett. Die auf dem Filter zurückbleibenden 

Bakterien wurden mit einem Antifading-Reagenz (Citifluor AF) überschichtet und epifluo-

reszenzmikroskopisch ausgewertet (Axioplan 2, Zeiss, Jena, ausgestattet mit einer HBO 

103 Quecksilberdampflampe, Filter no. 01: Anregung 365 nm, Strahlenteiler 395 nm, 

Sperrfilter 397 nm). Es wurden mindestens 10 Zählfelder (150 × 150 µm) und mindestens 

1.000 Zellen ausgezählt und daraus die Zellkonzentration der ursprünglichen Suspension 

berechnet. 

Als Teilungsstadien wurden jene Zellen gezählt, die eine sichtbare Einschnürung (Septen-

bildung) bzw. eine Hantelform aufwiesen. 

2.5.3.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl mittels Durchflusszytometrie 

Die bakterielle Gesamtzellzahl wurde des Weiteren mit Hilfe eines Durchflusszytometers 

ebenfalls nach einer DAPI Färbung ermittelt. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte wie in 

Kapitel 98H2.5.7 beschrieben. Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl dienten fluoreszierende 

Beads (5 µl Stammlösung Polybead Microspheres, Durchmesser 0,483 µm, flow check 

BB/Green Compensation Kit, Blue Alignment Grade, ref. 23520, Polyscience, USA). Diese 

wurden mit den gefärbten Zellen vermischt und im Durchflusszytometer analysiert. In den 

aus den Daten resultierenden Histogrammen (Dot Plots, Summit software, DakoCytomati-
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on, Fort Collins, CO, USA) wurden die Subpopulationen und die Beads mit Hilfe jeweils 

eines Gates zusammengefasst und die Zellzahlen in Excel (Microsoft, Unterschleißheim) 

berechnet. 

2.5.3.4 Bestimmung der biologischen Trockensubstanz 

Zur Bestimmung der biologischen Trockensubstanz (BTS) wurden die Proben sofort mit 2 

bzw. ab einer OD600 nm von > 1 mit 4 % Formaldehyd (Endkonzentration) fixiert und bis zur 

weiteren Aufarbeitung bei 4 °C aufbewahrt. Vorbereitend wurden je Probe drei weiße Po-

lycarbonatfilter (Porengröße 0,2 µm, IsoporeTM Membrane Filters GTTP, Millipore, Esch-

born) in mit Alufolie ausgelegten Glaspetrischalen bei 105 °C für 60 min getrocknet und 

für weitere 30 min zum Abkühlen in einen Exsikkator verbracht, bevor ihr Gewicht mittels 

einer Analysenwaage (Typ R180D, Sartorius, Göttingen) bestimmt wurde. Mit Hilfe eines 

Vakuumfiltrationsgerätes (Sartorius, Göttingen) wurde 1 ml der ggf. vorher mit Reinstwas-

ser verdünnten Bakteriensuspension auf den Filter gezogen und mit 2 ml Reinstwasser 

gespült. Auch hierbei diente ein darunter liegender Zellulosenitratfilter (0,45 µm, Sartorius, 

Göttingen) als Stützskelett. Die Filter mit den auf ihnen befindlichen Bakterien wurden 

anschließend in den Petrischalen für 12 – 18 h im Trockenschrank (Typ U150, Memmert, 

Schwabach) bei 105 °C getrocknet. Die Abkühlung erfolgte wiederum in einem Exsikkator 

bevor die Filter erneut ausgewogen wurden. Für die Berechnung der Trockensubstanz 

wurde das Leergewicht der trockenen Filter vom ermittelten Gewicht der getrockneten 

Filter nach der Filtration subtrahiert und die Differenz durch das Volumen der filtrierten 

Zellsuspension dividiert sowie ggf. mit einem Verdünnungsfaktor multipliziert. Die biologi-

sche Trockensubstanz wurde pro Probe in drei parallelen Ansätzen gemessen und daraus 

der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. 

2.5.4 Aktivitätsanalysen 

2.5.4.1 Bestimmung des Anteils lebender Zellen (LIVE/DEAD® BacLightTM Kit) 

Die im LIVE/DEAD® BacLightTM Kit (Molecular Probes, Leiden, NL) enthaltenen DNA Fluo-

reszenzfarbstoffe Syto9 (Anregungsmaximum 480 nm, Emmissionsmaximum 500 nm) 

und Propidiumiodid (Anregungsmaximum 490 nm, Emmissionsmaximum 635 nm) dienten 

zur Untersuchung der Membranintegrität der bakteriellen Cytoplasmamembran. Die Bak-

terien werden mit dieser Methode je nach Färbung als potentiell lebend oder tot angese-

hen (Haugland 1996). Dabei dringt der DNA-Farbstoff Syto9 in alle Zellen ein und lässt 

diese grün fluoreszieren, während der Farbstoff Propidiumiodid nur in Zellen gelangen 
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kann, deren Membranintegrität nicht mehr in ausreichendem Maß gegeben ist - solche 

Zellen fluoreszieren dann die grüne Fluoreszenz überdeckend rot.  

Die beiden Fluoreszenzfarbstoffe Propidiumiodid und Syto9 des LIVE/DEAD® BacLightTM 

Kit 7012 (Molecular Probes, Leiden, NL) wurden nach Lieferung aliquotiert, wieder einge-

froren und zur Verwendung nur ein weiteres Mal aufgetaut. Die Bakteriensuspensionen 

wurden im Anschluss an die Probenahme sofort mit sterilem Reinstwasser auf circa 

109 Zellen ml-1 verdünnt. Von der Verwendung von Puffern wird vom Hersteller abgeraten, 

da diese die Färbung beeinträchtigen können. Zu 1 ml Bakteriensuspension wurden nach 

Herstellerangaben je 1,5 µl der beiden Fluoreszenzfarbstoffe pipettiert, gut durchmischt 

und genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. 10 µl der gefärbten Zellsus-

pension wurden auf einen schwarzen Agarose-Objektträger pipettiert und am Fluores-

zenzmikroskop ausgezählt (Axioplan 2, Zeiss, Jena, ausgestattet mit einer HBO 103 

Quecksilberdampflampe, Filter: no. 15 TRITC (Anregung 546 nm, Strahlenteiler 480 nm, 

Sperrfilter 590 nm). Je Probe wurden mindestens 1.000 Zellen ausgewertet und der pro-

zentuale Anteil der grün fluoreszierenden, also vermeintlich lebenden Zellen, an der 

Summe von grün und rot gefärbten Zellen bestimmt. 

2.5.4.2 Bestimmung des Anteils kultivierbarer Zellen (KBE) 

Für die Bestimmung des Anteils der kultivierba-

ren Zellen wurde aus derselben Probe, aus der 

die Gesamtzellzahl (DEFT) bestimmt wurde, 

mit sterilem PBS eine Verdünnungsreihe 

hergestellt. Aus 3 geeigneten Verdünnungen 

wurden nach der Drop Plate-Methode jeweils 8 

mal 10 µl auf eine LB Agarplatte pipettiert und 

diese bei 37 °C über Nacht inkubiert.  

Zur Kontrolle wurden zusätzlich 10 µl des für 

die Verdünnungsreihe genutzten PBS auf die 

Agarplatte aufgebracht. Die Kolonieanzahlen 

der Verdünnung, die zwischen 20 und 60 Kolo-

niebildende Einheiten (KBE) je Tropfen aufwies, wurden ausgezählt, auf die ursprüngliche 

Zellkonzentration zurückgerechnet und der Mittelwert sowie die Standardabweichung der 

8 Parallelen ohne die Anwendung weiterer statistischer Verfahren berechnet (Herigstad et 

al. 2001; Hoben und Somasegaran 1982; Reed und Reed 1948). 

Abb. 7: Agarplatte für Drop Plate-Methode zur 
Bestimmung der KBE 
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2.5.4.3 Bestimmung des Anteils an hybridisierbarer Zellen (FISH) 

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) der rRNA erlaubt neben den Untersuchun-

gen der phylogenetischen Identität sowie der Quantifizierung und räumlichen Anordnung 

von Mikroorganismen (Lipski et al. 2001) auch qualitative Aussagen über den Riboso-

mengehalt einer Zelle. Die Methode basiert auf der Hybridisierung von fluoreszenzmar-

kierten Oligonukleotiden an ihre komplementäre Sequenz auf dem Zielmolekül rRNA. 

Bakterien mit einer gewissen Mindestmenge an Ribosomen zeigen dabei ein positives 

FISH Signal. Zellen ohne ausreichendes FISH Signal wurden mit einer DAPI Gegenfär-

bung detektiert. In dieser Arbeit sollte die Bestimmung des Anteils an Zellen mit FISH Sig-

nal einen weiteren Einblick in die Physiologie und Aktivität der nicht-wachsenden Zellen 

erlauben. Grundsätzlich gilt: je teilungsaktiver eine Zelle ist, desto mehr Ribosomen weist 

sie auf und desto stärker ist das FISH Signal. Liefert eine Zelle kein oder nur ein sehr ge-

ringes FISH Signal, so ist von einem sehr niedrigen Ribosomengehalt auszugehen, der 

mit einer verringerten Teilungsaktivität interpretiert werden kann (Bouvier und del Giorgio 

2003). 

Für die Fluoreszenz in situ Hybridisierung der E. coli A3 Zellen wurde die Enterobakterien-

spezifische Sonde „probe D“ verwendet (5´-TGC TCT CGC GAG GTC GCT TCT CTT-3´) 

(Ootsubo et al. 2002), die an einen hoch konservierten Bereich der 16S rRNA (Zielse-

quenz: 834 – 856, Escherichia coli) bindet. Am 5´-Ende war die Sonde mit dem Fluores-

zenzfarbstoff Cy3 markiert.  

Die Bakteriensuspensionen der Reaktor- und Batch-Kulturen sowie einer Übernachtkultur 

als Positivkontrolle wurden für die FISH Analyse zunächst ggf. auf circa 109 Zellen ml-1 mit 

sterilem Reinstwasser verdünnt und in 2 % Formaldehyd (Endkonzentration) für 30 min 

bei 4 °C fixiert. Anschließend wurden die Proben abzentrifugiert (3 min bei 13.000 min-1 

bei 4 °C in einer Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), der Überstand verwor-

fen und das Pellet in 1 ml Ethanol/PBS (1:2) aufgenommen und bei 4 °C aufbewahrt. 

FISH nach Aktivierung der Zellen 

Eine Inkubation der Bakterien in LB Medium sollte den Anteil der Zellen sichtbar machen, 

der zwar über relativ wenige Ribosomen verfügt, aber dennoch in der Lage ist innerhalb 

eines relativ kurzen Zeitraumes aufgrund des Nährstoffangebotes neue Ribosomen zu 

produzieren. 

Bei diesen Proben wurde nach einem ersten Zentrifugationsschritt (3 min bei 13.000 min-1 

bei 4 °C, Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) das Pellet in 1 ml LB Medium 

resuspendiert und für 1 h bei 37 °C im Wärmeschrank (Typ BK5060 EL, Heraeus, Hanau) 
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inkubiert. Nach diesem Aktivierungsschritt erfolgte die weitere Probenaufarbeitung wie 

oben geschildert. 

Jeweils 3 µl der aufbereiteten Proben wurden in die Aussparungen eines teflonbeschichte-

ten Objektträgers pipettiert und an der Luft getrocknet. Im Anschluss wurden die Objekt-

träger in einer Ethanolreihe [50 %, 80 %, 96 %] für je 2 min entwässert und auf die wieder 

trockenen Aussparungen 10 µl der Sondensuspension gegeben. Die Sondensuspension 

wurde je Probe aus 1 µl der Oligonukleotidstammlösung [50 ng µl-1] und 9 µl Hybridisie-

rungspuffer ( 99HTab. 11) mit einer Stringenz von 20 % hergestellt. Der Objektträger wurde in 

eine feuchte Kammer (50 ml Falcontube) verbracht und im Hybridisierungsofen (Typ 2770 

Köttermann, Hänigsen) bei 46 °C für 3 h inkubiert.  

Tab. 11: Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers für FISH 

 

Neben den aktivierten und nicht-aktivierten Reaktor- und Batchproben kamen als Nega-

tivkontrollen noch Zellen einer E. coli A3 Übernachtkultur zum Einsatz, die nicht hybridi-

siert wurden, sowie ein Aussparung, die ohne Zellen der Hybridisierungsprozedur unter-

zogen wurde. Als Positivkontrolle diente eine E. coli Übernachtkultur. 

Tab. 12: Zusammensetzung des Waschpuffers für FISH 

 

Nach der dreistündigen Inkubation wurde der Objektträger in das Reaktionsgefäß mit dem 

vorgewärmten Waschpuffer (100HTab. 12) verbracht und 20 min bei 46 °C gewaschen. Im An-

schluss wurde der Objektträger vorsichtig mit VE Wasser abgespült und luftgetrocknet. 

Reagenz Volumen [µl] 

Reinstwasser 600  

5 M NaCl 180 

1 M Tris pH 8 20 

Formamid [> 99,0 %] 200 

SDS [10 %] 1-2 

Reagenz Volumen [ml] 

5 M NaCl 2,5 

1M Tris pH 8 1 

Mit Reinstwasser auf 50 ml auffüllen 

SDS [10 %] 0,05 
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Für die Gegenfärbung wurde in jede Aussparung des Objektträges 10 µl einer DAPI Lö-

sung [100 µg ml-1] pipettiert und für 10 min im Dunkeln inkubiert. Die DAPI Lösung wurde 

mittels VE Wasser vorsichtig vom Objektträger abgewaschen und die Proben luftgetrock-

net. Zum Mikroskopieren (Axioplan 2, Zeiss, Jena, ausgestattet mit einer HBO 103 

Quecksilberdampflampe, Filter für Cy3 markierte Sonde: HQ light filter set 41007 (Anre-

gung 535-550 nm, Strahlenteiler 565 nm, Sperrfilter 610-675 nm), Filter für DAPI: Filter no. 

01: Anregung 365 nm, Strahlenteiler 395 nm, Sperrfilter 397 nm) wurde auf jede Probe ein 

Tropfen des Antifading Reagenz Citifluor gegeben und die Aussparungen mit einem gro-

ßen Deckglas versehen. Ein Minimum von 300 Zellen wurde je Probe ausgewertet und 

der prozentuale Anteil der Zellen mit einem positiven FISH Signal an der hier mittels DAPI 

bestimmten Gesamtzellzahl berechnet. 

2.5.4.4 Bestimmung des Anteils metabolisch aktiver Zellen (CTC) 

Die CTC Methode indiziert metabolische Aktivität und ist somit ein direkter Indikator für 

sowohl einen aktiven Metabolismus als auch für die Lebensfähigkeit der Zelle (Smith und 

McFeters 1997). Das 5-Cyano-2,3-Ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) ist ein wasserlöslicher 

Monotetrazolium-Redox-Farbstoff, der, sofern er in den Bakterien reduziert wird, ein fluo-

reszierendes, wasserunlösliches Formazansalz (CTF) bildet. 

Für die Analyse der metabolischen Aktivität wurde jeweils frisch vor der Probenahme eine 

CTC working solution aus 5,25 mg CTC und 350 µl sterilem Reinstwasser hergestellt 

(Endkonzentration: 50 mM) (Polysciences Inc. 1999; Rodriguez et al. 1992). Die Lösung 

wurde bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahrt.  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Probenaufbereitung für CTC Analysen 

Aus jeder Probe wurden drei Unterproben generiert und in 1,5 ml Reaktionsgefäßen wie 

folgt behandelt ( 101HAbb. 8): 0,5 ml Zellsuspension wurden mit 0,5 ml sterilem PBS Puffer 1:2 

1.Unterprobe 
Formaldehyd 
[2 %] fixiert

2.Unterprobe 
aktiviert mit      

10 mM Fructose

Probe mit PBS 
1:2 verdünnt

3.Unterprobe 
unbehandelt

+ 100 µl CTC 

[4,6 mM End-
konzentration]

Inkubation 
für 60 min 
bei 37 °C

1.Unterprobe 
Formaldehyd 
[2 %] fixiert

2.Unterprobe 
aktiviert mit      

10 mM Fructose

Probe mit PBS 
1:2 verdünnt

3.Unterprobe 
unbehandelt

+ 100 µl CTC 

[4,6 mM End-
konzentration]

Inkubation 
für 60 min 
bei 37 °C



Material und Methoden 

46 

verdünnt. Die erste Unterprobe wurde als Negativkontrolle mit 50 µl Formaldehyd [37 %, 

Endkonzentration 2 %] fixiert. Die 2. Unterprobe wurde mit 10 µl einer sterilen 1 M Fructo-

selösung in PBS Puffer (Endkonzentration im Ansatz: 10 mM) aktiviert und die 3. Unter-

probe nicht weiter behandelt. Allen Unterproben wurden 100 µl der 50 mM CTC Lösung 

(Endkonzentration 4,6 mM) zugegeben und bei 37 °C für 1 h inkubiert. Die Reaktion wur-

de durch Zugabe von 150 µl Formaldehyd [37 %, Endkonzentration 6 %] beendet. 

Zur Gegenfärbung wurden jedem Ansatz 10 µl einer DAPI Lösung [100 µg ml-1] zugege-

ben und die Reaktionsgefäße 10 min im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zell-

suspensionen mit sterilem PBS Puffer auf circa 109 Zellen ml-1 verdünnt und auf Sudan-

Schwarz Agarose-beschichteten Objektträgern ausgezählt. Dabei wurden unter dem Fluo-

reszenzmikroskop Axioplan 2, Zeiss, Jena, ausgestattet mit einer HBO 103 Quecksilber-

dampflampe, Filter für CTC: FLUOS-Filter no. 9 (Anregung 450-490 nm, Strahlenteiler 

510 nm, Sperrfilter 520 nm) sowie Filter für DAPI: Filter no. 01: Anregung 365 nm, Strah-

lenteiler 395 nm, Sperrfilter 397 nm) je Probe 400 Zellen ausgewertet. Die CTC positiven 

Zellen wurden dabei als prozentualer Anteil der hier mit DAPI bestimmten Gesamtzellzahl 

dargestellt. 

2.5.4.5 Bestimmung des Anteils potentiell teilungsfähiger Zellen (DVC) 

Die direct viable count (DVC) Methode (Kogure et al. 1979) erlaubt die Bestimmung des-

jenigen Anteils von Zellen einer Bakterienpopulation, der in der Lage ist, sich nach Einstel-

lung ausreichender Wachstumsbedingungen zu teilen. Dabei verhindert ein Antibiotikum 

den Vorgang der kompletten Zellteilung. Die Elongation von Zellen, die sich eigentlich 

teilen würden, ist von der Wirkungsweise des Antibiotikums nicht betroffen. So lässt sich 

anhand der Anzahl der elongierten Zellen einer Population der Anteil der Bakterien 

bestimmen, die sich potentiell teilen können. Das in dieser Arbeit eingesetzte Antibiotikum 

Nalidixinsäure inhibiert spezifisch die DNA-Synthese der Bakterienzellen und verhindert 

damit die Zellteilung, ohne andere metabolische Aktivitäten wie RNA-Synthese oder Pro-

teinbiosynthese zu beeinflussen (Goss et al. 1964; Kantor und Deering 1968). Die damit 

behandelte Zelle kann weiterhin vorhandene Nährstoffe metabolisieren aber elongiert nur 

während der Inkubation aufgrund der Hemmung der Gyrase. 

Zur Herstellung der Antibiotikum-Stammlösung wurden 20 mg Nalidixinsäure in 2 ml 

0,05 M Natronlauge gelöst und sterilfiltriert. Die wöchentlich entnommenen Proben aus 

dem Reaktor und aus dem Batch-Ansatz wurden mit sterilem PBS Puffer auf 

108 Zellen ml-1 verdünnt. Im Anschluss wurden je 15 ml der Bakteriensuspension mit 15 ml 

sterilem 0,1 × LB Medium 1:2 auf 5 × 107 Zellen ml-1 verdünnt und je 10 ml auf drei sterile 

100 ml Erlenmeyerkolben aufgeteilt ( 102HAbb. 9). 
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Abb. 9: Probenaufbereitung für DVC Methode 

Die erste der so generierten Unterproben wurde mit der Zugabe von Formaldehyd [3,4 % 

Endkonzentration] sofort fixiert, um die durchschnittliche Zelllänge der unbehandelten 

Probe zu ermitteln (Negativkontrolle). Zu der zweiten Unterprobe wurden 10 µl der Nalidi-

xinsäure-Stammlösung [10 mg ml-1] gegeben, was einer Endkonzentration von 10 µg ml-1 

bzw. 0,001 % (w/v) entsprach. Die dritte Unterprobe wurde nicht weiter behandelt und 

diente als Positivkontrolle zum Vergleich der Zelllängen mit und ohne Aktivierung 

( 103H3.4.7.3). Die Unterproben wurden für 6 h auf einem Rundschüttler (KS10, Edmund Büh-

ler, Laborgerätebau, Tübingen, 100 min-1) bei 37 °C inkubiert. Die danach entnommenen 

Proben aus der 2. und 3. Unterprobe wurden mit Formaldehyd [4 %] fixiert und inklusive 

der Proben aus der Unterprobe 1 bis zur Auswertung bei 4 °C aufbewahrt. 

Für die Bestimmung der Zelllängen wurden circa 6 µl der fixierten Zellsuspension auf ei-

nen Agarose-beschichteten Objektträger aufgebracht und unter dem Mikroskop (Axioplan 

2, Zeiss, Jena, ausgestattet mit einer 12-bit Digitalkamera (CCD Farbkamera, SIS Color-

view 12, 1300 × 1030 Pixel, Soft Imaging Solutions GmbH, Münster)) im Phasenkontrast 

fotografiert. Die Zelllängen von mindestens 100 Zellen je Unterprobe wurden über das 

Bildberarbeitungsprogramm AnalySIS (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Münster) 

vermessen. Der Mittelwert der Zelllängen der Negativkontrolle wurde berechnet und dien-

te als Referenz für die durchschnittliche Zelllänge der unbehandelten Probe. Im Anschluss 

wurde der prozentuale Anteil der Zellen der behandelten Probe ermittelt, welche länger 

Bakteriensuspension mit 
PBS auf 108 Zellen ml-1 

verdünnt und 1:2 mit       
0,1 × LB Medium versetzt

Negativkontrolle 

10 ml Bakteriensuspension 
+ 1 ml Formaldehyd [37 %] 
Endkonzentration: 3,4 %

10 ml Bakteriensuspension         
+ 10 µl Nalidixinsäure-Stammlsg. 
Endkonzentration: 0,001 % (w/v)

Positivkontrolle 

10 ml Bakteriensuspension

Inkubation für 6 h bei 37 °C

Bakteriensuspension mit 
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0,1 × LB Medium versetzt

Negativkontrolle 

10 ml Bakteriensuspension 
+ 1 ml Formaldehyd [37 %] 
Endkonzentration: 3,4 %

10 ml Bakteriensuspension         
+ 10 µl Nalidixinsäure-Stammlsg. 
Endkonzentration: 0,001 % (w/v)

Positivkontrolle 

10 ml Bakteriensuspension

Inkubation für 6 h bei 37 °C
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als das 1,5fache der durchschnittlichen Zelllänge der Negativkontrolle war (Singh et al. 

1990). Dieser Anteil wurde als potentiell teilungsfähig eingestuft. 

2.5.4.6 Bestimmung des ATP-Gehalts 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der ATP-Bildung der Bakterienzellen aus dem Reaktor und 

dem Batch-Ansatz auf eine Aktivierung durch LB Medium wurde anhand der ATP-

Produktion mit Hilfe eines Luminometers (BioFix® Lumi10, Macherey-Nagel, Düren) ver-

folgt. Dabei kam das Testkit BioFix® Lumi ATP für Flüssigproben zum Einsatz, welches 

den intra- und extrazellulären ATP-Gehalt mittels der Luciferin-Luciferase-Reaktion quanti-

tativ bestimmt. Das hierbei ausgestrahlte Licht wird mit Hilfe des Luminometers gemessen 

und als relative Leuchteinheiten (RLU = relative light units) angezeigt.  

Die Proben wurden 1:100 mit sterilem LB Medium verdünnt und analog zu den Hersteller-

angaben weiter bearbeitet. 100 µl der Bakteriensuspension wurde in einer Einwegküvette 

mit 4 Tropfen BioFix® Lumi ATP Extraktionsreagenz versetzt, geschüttelt und 60 s bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 10 Tropfen BioFix® Lumi ATP 

Biolumineszenzreagenz und eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur für 30 s bevor 

die Messung durchgeführt werden konnte. Die Inkubationszeiten mussten dabei genau 

eingehalten werden. 

2.5.4.7 Bestimmung der Wiederaufnahmegeschwindigkeit des Zellwachstums 

Zur weitergehenden Untersuchung wie schnell die aus dem Reaktor bzw. aus dem Batch-

Ansatz stammenden Zellen im Erhaltungsstoffwechsel bzw. in einer längerfristigen Hun-

gerphase ein erneutes Zellwachstum aufnehmen, wurde die Zunahme der OD578 nm des 

mit Bakterien aus dem Reaktor- bzw. Batch-Ansatz angeimpften Mediums verfolgt.  

Dazu wurden je 3 parallele mit 100 ml LB Medium gefüllte vorgewärmte 300 ml Erlen-

meyerkolben mit je 1 % Bakteriensuspension aus dem Reaktor bzw. dem Batch-Ansatz 

(jeweils vom 64. Fermentationstag, mit PBS Puffer auf eine OD600 nm = 1 verdünnt) ange-

impft (endgültige OD600 nm zu Beginn des Experimentes: 0,01) und bei 37 °C auf einem 

Rundschüttler  (KS10, Edmund Bühler, Laborgerätebau, Tübingen, 100 min-1) inkubiert. 

Die OD578 nm wurde in regelmäßigen Abständen mit Hilfe des in den Erlenmeyerkolben 

integrierten Glasrohres in einem Küvetten-Test® Photometer (Dr. Lange, Düsseldorf) er-

mittelt. 
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2.5.5 Proteingehalt der Zellen 

Der Gehalt an löslichen Proteinen in den Bakterienzellen wurde nach einer Modifikation 

der Lowry Methode (Lowry et al. 1951) nach Peterson (Peterson 1977) mit Hilfe des Pro-

tein Assay Kits (Procedure No. P5656) von Sigma, Deisenhofen bestimmt. Dabei wird 

durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat auch die Lösung relativ unlöslicher Lipoproteine 

ermöglicht. 

Für die Proteinbestimmung wurden zweimal wöchentlich Proben aus dem Reaktor und 

dem Batch-Ansatz entnommen und bei – 80 °C bis zur weiteren Analyse tiefgefroren. Der 

Zellaufschluss erfolgte mittels alkalischer Lyse, indem die aufgetauten Zellen abzentrifu-

giert (13.000 min-1, 5 min, 4 °C, Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), und 

das Pellet in 20 µl Lysepuffer aufgenommen wurde. Die alkalische Lyse erfolgte dann 

15 min bei 95 °C in einem Thermoschüttler (Thermomixer 5436, Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf). Nach Zugabe von 980 µl Reinstwasser wurde der Ansatz erneut zentrifugiert 

und der die löslichen Proteine enthaltende Überstand je nach ursprünglicher Zellkonzent-

ration weiter mit Reinstwasser verdünnt. Je 500 µl der Proben wurden in zweifacher Aus-

führung weiter nach Herstellerangaben behandelt, photometrisch vermessen und der Pro-

teingehalt anhand einer mit Rinderserumalbumin erstellten Kalibrierungskurve bestimmt. 

2.5.6 Analyse der Zellmorphologie 

2.5.6.1 Zelllängen und -volumina 

Zur Bestimmung der Zelllängen und –volumina bei den Reaktorläufen wurde wöchentlich 

1 ml Probe mit 50 µl Formaldehyd [37 %] fixiert, so dass eine Endkonzentration von 2 % 

erreicht wurde. Ab einer Zellkonzentration von 1010 Zellen ml-1 wurden die Proben mit 

100 µl Formaldehyd versetzt, um eine bessere Fixierung zu gewährleisten. Die so fixierten 

Proben wurden bis zur weiteren Behandlung bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. Zur 

Vermessung der Zellen wurde die Suspension mit sterilem Reinstwasser auf eine Zell-

dichte von circa 108 Zellen ml-1 verdünnt und 10 min mit DAPI in einer Endkonzentration 

von 1 µg ml-1 im Dunkeln inkubiert. 6 µl der gefärbten Zellsuspension wurden auf einen 

agarose-beschichteten Objektträger pipettiert und unter einem Fluoreszenzmikroskop 

(Axioplan 2, Zeiss, Jena, angeschlossen an eine HBO 103 Quecksilberdampflampe, aus-

gestattet mit einem 100 × Öl-immersions-Objektiv, Plan Neofluar, Phaco und verbunden 

mit einer 12–bit Digitalkamera (CCD Farbkamera, SIS Colorview 12, 1300 × 1030 Pixel, 

Soft Imaging Solutions GmbH, Münster)) analysiert. Dafür wurden die Zellen in einer 

kombinierten Fluoreszenz-Phasenkontrast Einstellung mittels der Bildbearbeitungssoft-

ware AnalySIS (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Münster) photographiert und an-
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schließend vermessen. Die DAPI Färbung diente dabei zur Lokalisierung des genetischen 

Materials innerhalb der Zelle. Pro Probe wurden so die Zelllängen und –breiten von min-

destens 100 Zellen bestimmt. 

Die Berechnung der Zellvolumina erfolgte mit Hilfe folgender Näherungsgleichung (Posch 

et al. 1997): 
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23 BBLBV  

Die Formel berechnet mit der Länge L und der Breite B einer Zelle das Volumen eines 

geraden Kreiszylinders mit halbkugelförmigen Enden. Sind Länge und Breite gleich, ergibt 

sich das Volumen einer Kugel. 

2.5.6.2 Statistische Auswertung der Zelllängen und -volumina 

Die einzelnen Stichproben (von je mindestens 100 Zellen) wurden - Zelllängen unabhän-

gig von Zellvolumina - mittels der Statistiksoftware Statgraphics for Windows (Statgraphics 

Plus 5.1, UMEX GmbH, Dresden) analysiert. 

Die Daten wurden zu Beginn log-transformiert, um bei so gut wie allen Stichproben eine 

Normalverteilung zu erreichen. Nicht normalverteilt blieben die Stichproben der Zelllängen 

R 3 d und B 17 d, die in den folgenden Analysen nicht betrachtet wurden. Mit Hilfe des 

Grubbs-Tests wurden die Stichproben auf Ausreißer hin untersucht. Als Ausreißer wurden 

die Werte eliminiert, die nach Grubbs mit einem P-Wert von P < 0,1 als solche identifiziert 

wurden. 

Anschließend wurden die Stichproben mittels des Cochran´s C-Test, des Barlett-Tests und 

des Levene-Tests auf Varianzhomogenität überprüft. Weder bei den Zelllängen noch bei 

den Zellvolumina der Reaktor- und Batchproben konnte Varianzhomogenität festgestellt 

werden (P < 0,05). Daher musste für einen Mittelwertvergleich innerhalb der Ansätze ein 

Medianvergleich mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests durchgeführt werden. Alle bisher ge-

nannten Tests sowie der folgende F-Test wurden in Bezug auf eine zweiseitige Fragestel-

lung durchgeführt. 

Für einen Vergleich der Mittelwerte der Stichproben zwischen den Reaktor- und 

Batchproben desselben Zeitpunktes wurde ebenfalls die Varianzhomogenität – diesmal 

zwischen den Stichprobenpaarungen – überprüft. Dabei fand der F-Test Verwendung. Die 

Stichprobenpaarungen Reaktor und Batch 3 d, sowie Reaktor und Batch 17 d entfielen, da 

je eine Stichprobe der Paarungen nicht normalverteilt war (siehe oben). Bei den Stichpro-

benpaarungen, bei denen der F-Test Varianzhomogenität festgestellt hat (P > 0,05), wur-
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de im folgenden ein t-Test zum Vergleich der arithmetischen Mittelwerte durchgeführt. Bei 

den Stichprobenpaarungen, bei denen dies nicht der Fall war, wurde der Mann-Whitney-

Test zum Vergleich der Mediane verwendet. Die Tests zum Vergleich zweier Mittelwerte 

wurden einseitig durchgeführt, um eine Aussage darüber treffen zu können, welcher Mit-

telwert größer bzw. kleiner ist als der andere (P < 0,05). 

2.5.6.3 Fotografische Dokumentation der Zellmorphologie 

Die in Abb. 44 dargestellten Fotografien wurden an einem Epifluoreszenzmikroskop ange-

fertigt, an das eine 100 W Quecksilber UV Lampe angeschlossen war (Axioskop, Objektiv 

100er Plan Neofluar, Zeiss, Jena). Als Filter kam ein UG1 Filter Würfel (Anregungsfilter 20 

UG1, IF 17L420) zum Einsatz und die Fotografien wurden mit Hilfe einer DXC-8100P Ka-

mera (Sony, Japan) erstellt. Je ein epifluoreszenzmikroskopisches Bild wurde zum 

Schluss mittels des Bildbearbeitungsprogramms Openlab 3.1.4 Software (Improvision, 

USA) mit einer Phasenkontrastaufnahme überlagert, so war es möglich, sowohl das DAPI 

Signal als auch die Zelle an sich darzustellen. Die Fixierung und DAPI-Färbung der Zellen 

erfolgte wie in 104H2.5.7 beschrieben. 

2.5.7 DNA-Gehalt der Bakterien 

Der Chromosomengehalt der Bakterien aus dem MBR und aus dem Batch-Ansatz wurde 

mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Dazu wurde 1 ml der Zellsuspension mit sterilem 

Reinstwasser auf eine OD600 nm von 0,8 – 1,0 verdünnt und die Zellen für 5 min bei nur 

6.000 min-1 abzentrifugiert (Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), um ein zu 

starkes Agglomerieren der Bakterien zu vermeiden. Das Zellpellet wurde in 10 % Natriu-

mazid aufgenommen und bei 4 °C aufbewahrt. So aufbereitet waren die Proben für min-

destens 3 Monate stabil. 

Für die durchflusszytometrischen Analysen wurden die fixierten Zellen nochmals zentrifu-

giert, in NaCl-Phosphat Puffer gewaschen und auf eine Konzentration von 3 × 108 Zel-

len ml-1 resuspendiert. Die Zellen wurden im Anschluss 10 min mit DAPI [0,68 µM] gefärbt 

(Meistrich et al. 1978). Diese Färbung ist AT-spezifisch und stöchiometrisch und bietet 

daher quantitative Information über den Gehalt an Chromosomenäquivalenten in 

einzelnen Zellen. In dieser Arbeit werden die Zellen mit einem Vielfachen an Chromoso-

menäquivalenten nach dem sich verdoppelnden Mittelwert der Positionen (mean value) 

jeder auftretenden Subpopulation im DNA-Muster als C2, C4, C8 und C16 bezeichnet.  

Die durchflusszytometrischenen Untersuchungen wurden mit einem MoFlo Cell Sorter 

(DakoDytomation, Fort Collins, CO, USA) durchgeführt, der mit 2 wassergekühlten Argon-
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Ionen Lasern (Innova 90c und Innova 70c, Coherent, Santa Clara, CA, USA) ausgestattet 

war. DAPI wurde mit einem Multi-line-UV (333-365 nm, 110 mW) angeregt. Das Signal der 

Vorwärtsstreuung (forward scatter, FSC, abhängig von der Zellgröße) wurde mittels der 

488 nm Anregung und unter Verwendung eines neutralen Dichtefilters (2,3) detektiert. Die 

orthogonale Seitwärtsstreuung (side scatter, SSC, abhängig von der Zellgranularität) 

wurde zuerst von einem Teilerspiegel reflektiert und anschließend über einen Bandpass 

D488/10 aufgenommen. Fluoreszierende monodisperse Latex-Kugeln (yellow-green fluo-

rescent beads: 2 µm, FluoSpheres 505/515, F-8827, blue fluorescent beads: 1 µm, Fluo-

roSpheres 350/440, F-8815, crimson fluorescent beads: 1 µm, FluoroSpheres 625/645, F-

8816, Invitrogen, Oregon, USA) wurden zur Justierung des MoFlo auf einen CV Wert von 

circa 2 % eingesetzt. Darüber hinaus wurde ein interner Standard aus mit DAPI gefärbten 

E. coli Zellen genutzt, um das Durchflusszytometer auf einen CV Wert < 6 % einzustellen. 

Die erhaltenen Daten wurden mit der Summit software (DakoCytomation, Fort Collins, 

CO, USA) aufgenommen und ausgewertet. Es wurden pro Probe mindestens 3 × 

104 Zellen ausgewertet. 

2.5.8 Fraßversuche 

2.5.8.1 Wachstum von Tetrahymena thermophila auf E. coli A3 Zellen  

Um die Verwertbarkeit von Bakterien, die sich in unterschiedlichen physiologischen bzw. 

Wachstumszuständen befinden, zu untersuchen, wurden bakterivore Protozoen mit nicht 

mehr wachsenden E. coli Zellen aus dem Reaktor, aus dem Batch-Ansatz und wachsen-

den E. coli Zellen aus einer Übernachtkultur gefüttert und die Zunahme der Zelldichte der 

Eukaryoten ermittelt. 

Vier Tage vor dem Experiment wurde eine axenische T. thermophila Kultur in sterilem PPY 

Medium angesetzt und bei 30 °C inkubiert (Schüttler Thys2, MLW, Schöneiche, Brut-

schrank UnieChromat 700, UniEquipe, Martinsried). Am Tag des Experimentes wurde die 

Protozoensuspension abzentrifugiert (3.100 min-1, (1.000 × g) 10 min, Centrifuge 5403, 

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), einmal mit Volvic Wasser gewaschen und in Volvic Was-

ser auf ~ 1.000 Zellen ml-1 verdünnt. Die Konzentration der Protozoen wurde mit Hilfe der 

Kalibriergeraden aus dem Protoxkit FTM für T. thermophila (MicroBio Tests Inc. 1998) bei 

einer OD330 nm bestimmt (DU-64 Spectrophotometer, Beckman Coulter GmbH, Krefeld). 

Die Bakterien aus dem Reaktor, dem Batch-Ansatz (jeweils vom 63. Fermentationstag) 

und einer Übernachtkultur wurden mit Volvic Wasser gewaschen, zentrifugiert 

(13.000 min-1, 5 min, Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf), für 10 min bei 95 

°C auf einem Thermoschüttler inaktiviert (Thermomixer 5436, Eppendorf, Wesseling-



Material und Methoden 

 53

Berzdorf) und mit Volvic Wasser auf eine OD600 nm von 1 verdünnt (DU-64 Spectrophoto-

meter, Beckman Coulter GmbH, Krefeld).  

 

 

 

 

Abb. 10: Versuchsansatz Wachstum von T. thermophila auf E. coli 

Jeder Versuchsansatz wurde in 3 Parallelen durchgeführt. Pro Ansatz wurden jeweils 

100 µl Bakteriensuspension und 100 µl der Tetrahymenasuspension mit 800 µl Volvic 

Wasser aufgefüllt, so dass zu Beginn des Experimentes die Bakterien in allen Ansätzen 

eine OD600 nm von 0,1 und die Protozoen eine Zellkonzentration von ~ 100 Zellen ml-1 auf-

wiesen. Untersucht wurde das Wachstum von T. thermophila auf Bakterien aus dem Re-

aktor und dem Batch-Ansatz sowie aus einer Übernachtkultur. Um sicher zu gehen, dass 

die Konzentration der E. coli Zellen sich nicht weiter erhöht und eventuell den Fraßver-

such beeinflusst, wurde in einem weiteren Ansatz 100 µl der inaktivierten Bakterien ohne 

T. thermophila in 900 µl Volvic Wasser inkubiert. Um auszuschließen, dass ein eventuelles 

Wachstum der Protozoen auf anderen Stoffen beruht, wurde die Negativkontrolle aus-

schließlich mit 100 µl der T. thermophila Suspension in 900 µl Volvic Wasser bestückt. 

Die Ansätze wurden für 24 h bei 30 °C inkubiert (Schüttler Thys2, MLW, Schöneiche, 

Brutschrank UnieChromat 700, UniEquipe, Martinsried). Nach der Inkubation wurden alle 

Ansätze abzentrifugiert (3.100 min-1 (1.000 × g), 10 min, Centrifuge 5403, Eppendorf, 

Wesseling-Berzdorf), das Pellet in je 1 ml Volvic Wasser resuspendiert und photometrisch 

bei 330 nm vermessen. Mit Hilfe der Kalibriergeraden wurde von der optischen Dichte auf 

die Zellkonzentration der Protozoen geschlossen. Aus den 3 parallelen Ansätzen wurden 

der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. 

2.5.8.2 Verwertbarkeit von E. coli Zellen durch T. thermophila  

Zur Untersuchung der Aufnahme und Verwertbarkeit von E. coli Zellen, die sich in unter-

schiedlichen physiologischen Zuständen befinden, wurden diese an bakterivore Proto-

zoen verfüttert und deren Nahrungsvakuolen zu verschiedenen Zeitpunkten mit Hilfe der 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) fotografisch dargestellt und semiquantitativ 

ausgewertet. 

 

Reaktor E. coli + 
T. thermophila

Batch  E. coli + 
T. thermophila

ÜN Kultur E. coli
+ T. thermophila

ÜN Kultur E. coli T. thermophilaReaktor E. coli + 
T. thermophila

Batch  E. coli + 
T. thermophila

ÜN Kultur E. coli
+ T. thermophila

ÜN Kultur E. coli T. thermophila
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Phagocytoseversuche 

Fünf Tage vor dem Experiment wurde eine axenische T. thermophila Kultur in sterilem 

PPY Medium angesetzt und bei 30 °C inkubiert (Schüttler Thys2, MLW, Schöneiche, Brut-

schrank UnieChromat 700, UniEquipe, Martinsried). Einen Tag vor dem Experiment wur-

den 200 ml der Protozoensuspension abzentrifugiert (10 min 2.500 min-1 (1017 × g), Sor-

vall® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments (jetzt TA 

Instruments), Eschborn), zweimal mit sterilem Volvic Wasser gewaschen, in 90 ml sterilem 

Volvic Wasser aufgenommen und bei 30 °C für 24 h Hungerbedingungen ausgesetzt. Im 

Phasenkontrast wurde die axenische Protozoensuspension nochmals mikroskopisch auf 

Bakterien hin überprüft. Die Abtrennung der Protozoen vom axenischen Medium wurde 

bereits 24 h vor dem Beginn des Phagocytoseversuchs durchgeführt, um den Zellen Ge-

legenheit zu geben, sich an die veränderten Kulturbedingungen anzupassen (Burzlaff 

1995). Am Versuchstag wurden die Bakterien mittels Zentrifugation einmal in Volvic Was-

ser gewaschen (13.000 min-1, 5 min, Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) 

und auf eine einheitliche OD600 nm von 1 verdünnt. Jeweils 1 ml der Bakteriensuspensio-

nen wurde steril zu 100 ml der Tetrahymenasuspensionen gegeben und bei 30 °C für 

150 min inkubiert (Schüttler Thys2, MLW, Schöneiche, Brutschrank UnieChromat 700, 

UniEquipe, Martinsried). Die OD600 nm der Bakterien betrug im Versuchsansatz demnach 

0,01 und die Konzentration der Protozoen lag nach mikroskopischen Zählungen zwischen 

20.000 und 60.000 Zellen ml-1. Der eigentliche Phagocytoseversuch wurde nach 45 min 

beendet, indem die Ansätze in sterilen 250 ml Zentrifugengefäßen abzentrifugiert (10 min 

2.500 min-1 (1.017 × g) wurden (Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du 

Pont Instruments (jetzt TA Instruments), Eschborn), und der Überstand durch steriles Vol-

vic Wasser ersetzt wurde. Die nun fast reine Protozoensuspension wurde in 500 ml Er-

lenmeyerkolben weiter bei 30 °C inkubiert. Die Proben für die TEM Analyse wurden je-

weils 45, 90, 120 und 150 min nach Beginn des Phagocytoseversuchs entnommen, da für 

Tetrahymena Verdauungsvorgänge im Bereich von 2 h beschrieben werden (Nilsson 

1979). 

Probenfixierung 

Je 5 ml der Protozoensuspension wurden in 2,5 % Glutardialdehyd in 0,05 M Cacodylat-

puffer für 30 min auf Eis fixiert und im Anschluss dreimal mit 0,05 M Cacodylatpuffer ge-

waschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt (10 min 2.500 min-1 (1017 × g), Sorvall® 

RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments (jetzt TA Instruments), 

Eschborn) wurde das Pellet in 2 % Osmiumtetroxid in 0,05 M Cacodylatpuffer nachfixiert. 
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Die Proben wurden wiederum dreimal mit 0,05 M Cacodylatpuffer gewaschen und im let-

zen Waschpuffer bei 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

Entwässern und Einbetten der Proben 

Die Voreinbettung der Proben erfolgte in 3%iger Agarose bevor die eingebetteten Zellen 

in einer aufsteigenden Ethylalkoholreihe entwässert wurden. Die insgesamt 120 Präparate 

wurden danach in Blockschälchen über Propylenoxid stufenweise in das Einbettungsmittel 

Araldit überführt ( 105HTab. 13). 

Tab. 13: Arbeitsschritte zum Entwässern und Einbetten der Proben für TEM Analyse 

 

Für die Herstellung des Einbettungsmittels Araldit wurden 44 g Araldit mit 40 g DDSA 

(Härter) mittels eines Holzspatels vermischt und mit 1,2 ml DMP30 (Beschleuniger) ver-

setzt. Nach dem Einbetten der Proben in die Gelatinekapseln härtete das Araldit bei 63 °C 

für 2 Tage aus. 

Schneiden und Nachkontrastieren der Proben 

Die Ultradünnschnitte (50 nm) wurden an einem Mikrotom (Ultracut, Reichert-Jung, Nuss-

loch) mit Glasmessern (2178 Knifemaker II, LKB Bromma (S)) durchgeführt. Die Schnitte 

wurden mit Chloroform gespreitet und anschließend auf Kupfergrids aufgebracht. Die 

Doppelkontrastierung der Dünnschnitte erfolgte mittels Uranylacetat und Bleicitrat 

(Reynolds 1963). 

 

Dauer Reagenz 

10 min 50 % Ethanol 

10 min 70 % Ethanol 

10 min 90 % Ethanol 

2 × 10 min 100 % Ethanol 

2 × 10 min  100 % Ethanol mit Molekularsieb 3 Å 

15 min Propylenoxid/Ethanol mit Molekularsieb 3 Å 1:2 

45 min  Propylenoxid 

Über Nacht offen unter dem Abzug Propylenoxid/Araldit 1:2 

30 min Araldit 

2 d bei 63 °C Einbetten in Araldit in Gelantinekapsel 
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TEM Analyse 

Die transmissionselektronenmikroskopische Analyse erfolgte am Elektronenmikroskop 

Philips EM 208, Hamburg mit 80 kV. Die dort belichteten Negative wurden mit Hilfe eines 

Flachbettscanners (Epson Perfection 4990, Epson, Meerbusch) digitalisiert. 

2.5.9 Proteinexpression 

2.5.9.1 2D-Gelelektrophorese 

Die Proben für die zweidimensionale Gelelektrophorese wurden sofort nach der Probe-

nahme auf Eis gelagert, schnellstmöglich abzentrifugiert (10 min, 13.000 min-1, 4 °C 

Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) und das Pellet bei – 80 °C tiefgefroren. 

Das aufgetaute Pellet wurde in 2D-Puffer aufgenommen, mit Ultraschall (4 min, Stärke 

2,5, Puls 50 %) aufgeschlossen und abzentrifugiert (15 min, 15.000 min-1, 4 °C). Der   

Überstand wurde in Flüssigstickstoff schockgefroren und bei – 80 °C gelagert. 

Die zweidimensionale elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde in Zusammen-

arbeit mit Frau Dr. Birgit Voigt, Universität Greifswald durchgeführt (Voigt et al. 2004). 

2.5.9.2 MALDI-TOF MS 

Zur Bestimmung des Proteinmusters der Zellen im niedermolekularen Bereich (2.000 – 

20.000 Da) wurden Proben der Reaktor- und Batch-Kulturen zu unterschiedlichen Zeit-

punkten massenspektrometrisch analysiert. Dazu wurden je 100 µl Bakteriesuspension 

sofort nach der Probenahme in 1,5 ml Reaktionsgefäße bei – 80 °C tiefgefroren. Für die 

Probenaufbereitung wurden die aufgetauten Proben abzentrifugiert (15.000 min-1, 5 min, 

4°C, Centrifuge 5403, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) und mit 100 µl Reinstwasser ein-

mal gewaschen. 0,5 µl der Bakteriensuspension wurden im Anschluss auf dem MALDI 

Probenteller mit 0,5 µl Matrix DHB (2,3-Dihydroxybenzoesäure) vermischt und bei Raum-

temperatur luftgetrocknet. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte an einem Voyager 

DE-PRO – time-of-flight Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems, Foster City 

(USA). Die Massenspektren wurden im linearen „Delayed Extraction Modus“ aufgenom-

men, wobei eine Beschleunigungsspannung von 20 kV und ein low mass gate von 

1.500 Da angelegt wurde. Mindestens 100 Schüsse pro Spektrum wurden für den Mas-

senbereich zwischen 2.000 und 20.000 Da aufsummiert. Die Spektren wurden mit Hilfe 

der Grundlinienkorrektur- und Peakdetektionsoptionen der DataExplorer 4.0 Software 

(Applied Biosystems, Foster City (USA)) prozessiert.  
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Signifikante Peaks konnten aufgrund ihres Molekulargewichtes einzelnen Protein-

Einträgen der Swiss-Prot und TrEMBL Datenbank (www.expasy.org) mittels des TagIdent 

tools zugeordnet werden. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Entwicklung von mobilen Membranbioreaktorsystemen zur Anreicherung 
mariner Mikroorganismen  

Zur Anreicherung von marinen Mikroorganismen wurden mobile Membranbioreaktorsys-

teme entwickelt und getestet (siehe 106H2.2.1). Dabei zeigte sich, dass die etablierten MBR 

zur Langzeit-Anreicherung von marinen Mikroorganismen geeignet waren. Allerdings ließ 

sich ein Teil der Proto- und Metazoen nicht mit dem vorgeschalteten 10 µm Filter zurück-

halten, so dass auch diese teilweise bakterivoren Eukaryoten in den Reaktoren angerei-

chert wurden.  

3.1.1 Langzeit-Anreicherungskultur von marinem Bakterioplankton 

Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der bakteriellen Gesamtzellzahl des Meerwassers 

aus der Wasserleitung der Biologischen Anstalt Helgoland (BAH) mit der des Pelagials in 

situ wurden die Zellkonzentrationen beider Proben mittels der DEFT Methode ermittelt. 

Darüber hinaus wurde die Zellzahl pro Milliliter nach Passage des Seewassers durch den 

Vorfilter ermittelt, um den Einfluss des Vorfilters auf die Bakterienzahl zu untersuchen. 
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Abb. 11: Gesamtzellzahl der Bakterien [Zellen ml-1] am Probenahmeort Kabeltonne (Pelagial) sowie hinter der 
Seewasserleitung im Keller der BAH vor und nach dem Vorfilter 

Die bakteriellen Gesamtzellzahlen im Pelagial (Probenahmeort Kabeltonne) bewegen sich 

in der gleichen Größenordnung wie die des Seewassers aus der Seewasserleitung der 
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BAH. Auch der Vorfilter scheint keinen gravierenden Einfluss auf die Zellzahl der Bakteri-

en zu haben. 

Während der Langzeit-Anreicherungskultur wurden über einen Zeitraum von 44 Tagen die 

Mikroorganismen aus circa 70 l Meerwasser aufkonzentriert. Der pH Wert in den Anrei-

cherungsreaktoren betrug 8,0 bis 8,4 und der Sauerstoffgehalt 80 – 95 %. Wie aus 107HAbb. 

12 ersichtlich, kam es jedoch noch nicht zu der theoretisch berechneten Anreicherung der 

Bakterien auf bis zu 8,6 × 107 Zellen ml-1 nach 44 Tagen, wie sie bei einem vollständigen 

Rückhalt der Zellen durch die Membran sowie der mit einbezogenen Probenahmevolumi-

na zu erwarten gewesen wäre. Die Zellkonzentration in den Reaktoren erhöhte sich von 

3 × 105 Zellen ml-1 im Zulauf lediglich um circa eine Zehnerpotenz. 
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Abb. 12: Gesamtzellzahl der Bakterien im Zulauf (im Vorlagebehälter, nach Vorfilter) sowie theoretisch ange-
reicherte und tatsächlich gemessene Bakterienkonzentration in den Reaktoren im Laufe der Langzei-
Anreicherungskultur 
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Abb. 13: Gesamtzellzahl der HNF (heterotrophen Nanoflagellaten) vor und nach dem Vorfilter sowie im 1. und 
2. Reaktor am 11. bzw. 24. Tag der Anreicherung 

Die Quantifizierung der heterotrophen Nanoflagellaten (HNF) deutet darauf hin, dass sie 

den Vorfilter passieren und über den Vorlagebehälter in die Reaktoren gelangen konnten, 

wo sie wie alle Mikroorganismen angereichert wurden.  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 14: Interferenzkontrastaufnahmen von Aufwuchsflocken der Reaktorwand, die neben bakteriellen      
Lebensgemeinschaften auch durch Protozoen (Ciliaten (a), Flagellaten (b) und Amöben (d)) sowie 
Metazoen (c) charakterisiert sind. a), b) mit 40fach, c), d) mit 20fach Objektiv aufgenommen 

In und an den Biofilmen auf der Reaktorinnenwand konnten neben bakteriellen Lebens-

gemeinschaften unterschiedlicher Morphotypen auch Protozoen (Ciliaten, Flagellaten und 

Amöben) sowie Metazoen (Nematoden) angesprochen werden. 

Um die Physiologie von nicht-wachsenden oligotrophen marinen Bakterien in einem MBR 

untersuchen zu können, bedurfte es also zu allererst der Elimination der potentiellen eu-

karyotischen Fraßfeinde. 

a) b) c) d)
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3.1.2 Kurzzeitige Aufkonzentrierung von marinem Bakterioplankton 

Damit die ursprüngliche Bakteriendiversität während der Kultivierung erhalten bleibt, und 

schnell wachsende Vertreter die Population nicht rasch dominierten, wurden in einer wei-

teren Anreicherung in einer relativ kurzen Zeit von 48 Stunden die Mikroorganismen aus 

einem weitaus größeren Volumen (910 l Seewasser) in einem Membranbioreaktor ange-

reichert. Mit Hilfe von Membranbioreaktoren sollte im Anschluss die Physiologie der ange-

reicherten Bakterien untersucht werden. Zuerst sollten jedoch die bakterivoren Fraßfeinde 

wie Nanoflagellaten und Ciliaten mit einer Mischung aus den Eukaryoten-Antibiotika Cyc-

loheximid und Colchicin abgetötet werden.  

Tab. 14: Auftreten von Protozoen in der marinen Anreicherungskultur unter Verwendung unterschiedlicher 
Konzentrationen von Cycloheximid und Colchicin (n. d. = nicht detektierbar) 

 

Der Einsatz von Cycloheximid und Colchicin zeigte selbst bei der höchsten Konzentration 

von 2 g l-1 keine Langzeitwirkung bezüglich der Eliminierung bakterivorer Einzeller, denn 

spätestens nach 14 Tagen waren in allen Ansätzen Protozoen mikroskopisch nachweis-

bar. 

Das regelmäßige Auftreten von Fraßfeinden ließ eine Untersuchung der Bakterien im Er-

haltungsstoffwechsel nicht zu. Da eine weitere Erhöhung der Toxinkonzentration unab-

sehbare Auswirkungen auf die Bakterienpopulation gehabt hätte, wurde dieser Ansatz 

nicht weiter verfolgt.  

3.2 Stammcharakterisierung von E. coli A3  

Zur Identifikation des Umweltisolates Escherichia coli A3, welches als Reinkultur zur Un-

tersuchung des Erhaltungsstoffwechsels in MBR zum Einsatz kam, wurde zum einen die 

16S rDNA amplifiziert, sequenziert und das Ergebnis durch ein „alignment“ mit Daten-

bankeinträgen abgestimmt, um den Stamm phylogenetisch einzuordnen. Des Weiteren 

Zeit [d] Unbehandelt 
Cycloheximid und 

Colchicin  
je [2 g l-1] 

Cycloheximid und 
Colchicin  
je [1 g l-1] 

Cycloheximid und 
Colchicin 

 je [0,2 g l-1] 

2  Flagellaten n. d. n. d. n. d. 

5 Flagellaten n. d. n. d. Flagellaten 

10 Flagellaten n. d. Flagellaten 
Große, gestielte 

Ciliaten 

14 Flagellaten 
Große, gestielte 

Ciliaten 
Flagellaten Flagellaten 
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wurde ein Ribotyping der genomischen DNA erstellt, um das Umweltisolat über die erhal-

tenen Bandenmuster mit anderen E. coli DSMZ Stämmen vergleichen und innerhalb des 

Genus Escherichia genauer einordnen zu können. 

3.2.1 Sequenzanalyse der 16S rDNA von E. coli A3  

Die Sequenzierung der 16S rDNA von E. coli A3, die mit dem Primerpaar 616 forward und 

1492 reverse amplifiziert worden war, ergab folgende Sequenz ( 108HTab. 15): 

Tab. 15: Ergebnis der Sequenzierung der 16S rDNA von E. coli A3  

Sequenz der 16S rDNA von E. coli A3 

 

Ein Vergleich mit den Stämmen der Datenbank des National Center for Biotechnology 

Information, GenBank, ergab eine 99% Übereinstimmung des 649 Basenpaare langen 

Sequenzbereichs von E. coli A3 mit dem Sequenzbereich 223822 bis 224469 des voll 

sequenzierten E. coli K-12 MG1655. 

Bei einem Vergleich dieser Sequenz des Umweltisolates mit der Datenbank des Riboso-

mal Database Project – II Release 9 wurde als nächster Verwandter der Stamm E. coli mit 

der GenBank Nummer Z83205 identifiziert. 

 

 

 

 

 

TNTGACGCTTTTGGCAGGCCTTCACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTT 

CTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGA 

TAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTT 

CGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTC 

ACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACA 

CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGA 

TGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAG 

GAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTA 

ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC 

GTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCACCTGGGAAC 

TGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTT 
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3.2.2 RiboPrint-Analyse von E. coli A3  

Zur genaueren Einordnung des Umweltisolates in die Stämme des Genus Escherichia der 

DSMZ wurde unter Verwendung der genomischen DNA und des Restriktionsenzyms  

EcoRI ein RiboPrint erstellt. Das Umweltisolat E. coli A3 wurde anhand der RiboPrint-

Untersuchungen mit Hilfe der DSMZ-internen Datenbank DuPont Identification Library 

zunächst als Escherichia coli identifiziert. 

Das RiboPrintmuster des Umweltisolates E. coli A3 stimmte mit keinem bisherigen Eintrag 

der Datenbank vollständig überein. Die höchste Ähnlichkeit im RiboPrint-Muster zu den 

Einträgen der DSMZ-internen Datenbank wurde mit 0,82 zum Stamm E. coli DSM 5923 

gefunden ( 109HAbb. 15). 

 

 

Abb. 15: Riboprint Muster des E. coli A3 Stammes sowie dreier DSMZ Stämme 

Dagegen zeigt der Stamm E. coli A3 zu den beiden DSM-Stämmen der EHEC-Gruppe nur 

eine relativ geringe Ähnlichkeit im RiboPrint-Muster: zu dem Stamm E. coli DSM 8579 

besteht eine Ähnlichkeit von 0,66 und zu dem Stamm E. coli DSM 13526 eine Ähnlichkeit 

von 0,67. Die Ähnlichkeit der beiden EHEC Stämme DSM 8579 und DSM 13526 ist dabei 

so hoch (0,98), dass sie der gemeinsamen RiboGruppe RIBO1 198-291-S-3 zugeordnet 

wurden und deshalb im Sinne der RiboPrint-Analyse als identisch anzusehen sind. 
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3.3 Vergleichende Untersuchungen von E. coli A3 und E. coli K12  

Zur Abschätzung des Überlebenspotentials des Stammes E. coli A3 wurde in Langzeit-

Batch-Experimenten die Kultivierbarkeit und Vitalität der Zellen im Vergleich zu dem La-

borstamm E. coli K12 (DSM Nr. 498) untersucht. 

3.3.1 Maximale Wachstumsraten  

Ein Vergleich der maximalen Wachstumsraten des Umweltisolates E. coli A3 und des La-

borstammes E. coli K12 in LB Medium bei 37 °C ergab, wie in 110HTab. 16 dargestellt, dass 

das Umweltisolat eine etwas höhere maximale Wachstumsrate und damit eine etwas ge-

ringere Generationszeit (30,0 Minuten) aufwies als der Laborstamm mit 34,7 Minuten. Die 

Negativkontrolle zeigte kein Wachstum. Wurden die Bakterien bei 25 °C statt bei 37 °C 

inkubiert, so betrug die Generationszeit von E. coli A3 131 Minuten und von E. coli K12 

231 Minuten.  

Tab. 16: Vergleich der maximalen Wachstumsraten und Generationszeiten von E. coli K12 und E. coli A3 

 Maximale Wachs-
tumsrate µmax [h-1] 

Generationszeit  
[min] 

Maximale Wachs-
tumsrate µmax [h-1] 

Generationszeit  
[min] 

 Bei 37 °C in LB Medium Bei 25 °C in AB Medium [2 g Fructose l-1] 

E. coli A3  1,41 ± 0,16  30,0 ± 3,1  0,32 130,8 

E. coli K12 1,20 ± 0,05 34,7 ± 1,5 0,18 231,0 
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3.3.2 Biomasseentwicklung in einem Langzeit-Batch-Ansatz 

Der Vergleich der photometrisch bestimmten Biomasseentwicklung von E. coli A3 und 

E. coli K12 über einen längeren Zeitraum zeigte, dass die optische Dichte bei 578 nm des 

Umweltisolates stets etwas über der des Laborstammes lag (111HAbb. 16 und 112HAbb. 17).  
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Abb. 16: Wachstumskurve von E. coli A3 und E. coli K12 in LB Medium bis 8 h 

Auch während der Langzeitkultur bis 114 Tagen verblieb die optische Dichte des Umwelti-

solates E. coli A3 größtenteils über der des Laborstammes E. coli K12. 
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Abb. 17: Wachstumskurve von E. coli A3 und E. coli K12 in LB Medium bis 2.700 h 
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3.3.3 Vitalität der Zellen in einem Langzeit-Batch-Ansatz  

Der Anteil der kultivierbaren Bakterien blieb vom 1. bis 26. Tag bei beiden Stämmen relativ 

konstant und lag bei E. coli A3 im Durchschnitt bei 1,95 ± 0,30 × 109 Zellen ml-1 und bei 

E. coli K12 bei 2,15 ± 0,21 × 109 Zellen ml-1. Ab dem 27. Tag ist in 113HAbb. 18 bei beiden 

Stämmen eine deutliche Abnahme der KBE zu erkennen, die bei E. coli K12 stärker aus-

geprägt war als bei E. coli A3. Insgesamt nahm der Anteil der kultivierbaren Zellen in bei-

den Stämmen um drei bzw. vier Zehnerpotenzen auf 0,24 % des Durchschnittwertes der 

ersten 26 Tage bei E. coli A3 bzw. auf 0,08 % des vergleichbaren Durchschnittswertes bei 

E. coli K12 ab. 
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Abb. 18: Zeitliche Entwicklung der Kultivierbarkeit (KBE = Koloniebildende Einheiten) von E. coli A3 und 
E. coli K12 

Auch der Anteil der mit dem LIVE/DEAD® BacLightTM Kit nachgewiesenen vermeintlich 

lebenden Zellen blieb in beiden Stämme bis mindestens zum 43. Tag konstant bei durch-

schnittlich 99,3 ± 0,4 % bei E. coli A3 und 98,5 ± 1,5 % bei E. coli K12. Im Gegensatz zum 

Umweltisolat, das am 142. Tag noch 86,2 ± 2,5 % und am 155. Tag noch 77,2 ± 1,8 % 

vermeintlich lebende Zellen aufwies ( 114HAbb. 19 und 115HAbb. 21), hatte jedoch zu diesen Zeit-

punkten der Anteil an „lebenden“ Zellen im Laborstamm schon auf 17,2 ± 10,4 % bzw. 8,4 

± 4,2 % abgenommen ( 116HAbb. 20 und 117HAbb. 21). 
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Abb. 19: Zeitliche Entwicklung verschiedener Vitalitätsparameter (BacLight, CTC, FISH) von E. coli A3 in einer 
Langzeit-Batch-Kultur 

Während der Anteil der metabolisch aktiven (CTC positiven) Zellen bei beiden Stämmen 

am 21. und 27. Tag zwischen 35 und 60 % lag, war der Anteil der hybridisierbaren (FISH 

positiven) Zellen am 1. und 14. Tag mit 75 – 95 % relativ hoch. Bei beiden Stämmen sank 

der Anteil der hybridisierbaren Zellen am 174. Tag auf unter 2 % ab (118HAbb. 19 und 119HAbb. 

20).  
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Abb. 20: Zeitliche Entwicklung verschiedener Vitalitätsparameter (BacLight, CTC, FISH) von E. coli K12 in 
einer Langzeit-Batch-Kultur 
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Abb. 21: Fluoreszenzaufnahmen von mit dem LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability kit gefärbten Zellen 
nach 142 Tagen in einer Langzeit-Batch-Kultur (grün = vermeintlich lebend, rot = vermeintlich tot),    
a) E. coli A3, b) E. coli K12 

Die großen Unterschiede im Anteil an vermeintlich lebenden Zellen ( 120HAbb. 21) deuten dar-

auf hin, dass das Umweltisolat E. coli A3 an lange Hungerperioden besser angepasst ist 

als der Laborstamm E. coli K12. 

3.4 Langzeitkultivierung von E. coli A3 im MBR und Batch-Ansatz 

Ein Membranbioreaktorsystem (MBR) wurde zur Untersuchung des Erhaltungsstoffwech-

sels einer bakteriellen Reinkultur von E. coli A3 etabliert (siehe 121H2.4.1). Der Rückhalt der 

Biomasse im System erfolgte dabei mittels eines Membranmoduls, so dass die Bakterien 

kontinuierlich mit gering konzentrierten Nährstoffen versorgt und verbrauchtes Medium 

ausgewaschen wurde. Während der Langzeitkultivierung von E. coli A3 in einem MBR 

wurden die Zellen in einem Reaktor, der ein Arbeitsvolumen von 4,07 l aufwies, mit einer 

Medien-Zuflussrate von 0,1 l h-1 versorgt. Daraus ergab sich eine Verweilzeit des Medi-

ums von 40,7 h und damit eine Verdünnungsrate von 0,025 h-1. 

Parallel zu den Fermentationen im MBR erfolgte die Kultivierung von E. coli A3 Zellen aus 

derselben Übernachtkultur innerhalb eines Batch-Ansatzes, für den das gleiche AB Mine-

ralmedium mit Fructose Verwendung fand. 

3.4.1 Sterilität der Anlagen 

Zur Kontrolle des zu- und abgeführten Mediums wurden je 100 µl des zulaufenden Medi-

ums sowie des Permeats wöchentlich unverdünnt auf LB Agar ausplattiert. Auf keiner die-

ser Platten waren Bakterienkolonien nachweisbar. Um auch das Vorhandensein von 

nichtkultivierbaren Kontaminanten auszuschließen, wurden dieselben Proben auf einem 
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mit Agarose beschichteten Objektträger im Phasenkontrast unter dem Mikroskop inspi-

ziert, auch hier gab es keine Hinweise auf das Vorhandensein von Kontaminanten mit 

einer E. coli untypischen Zellmorphologie. 

Zur Sicherstellung der Reinheit der E. coli Kulturen im Reaktor und im Batch-Ansatz dien-

ten zum einen die dreimal wöchentlich vorgenommenen Kultivierungsansätze auf LB-

Agar, auf denen nach der 24stündigen Inkubation sowie der wöchentlich durchgeführten 

Nach-Inspektion keine E. coli untypischen Koloniemorphologien zu erkennen waren. Auch 

bei den mikroskopischen Untersuchungen (Phasenkontrast sowie Fluoreszenzmikrosko-

pie) wurde auf ein eventuelles Vorhandensein von andersartigen Zellmorphologien (unter 

Umständen unkultivierbarer Bakterien) geachtet, die allerdings nie beobachtet wurden. 

Des Weiteren wurde ein Restriktionsenzymverdau basierend auf der RFLP Methode 

(Restriction fragment length polymorphism) am 30. und 65. Tag der Fermentation durch-

geführt. Da für diese Untersuchung ein Teil der 16S rDNA amplifiziert und verdaut wurde, 

wird die Methode als ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) bezeichnet. 

Abb. 22: Agarosegel mit 16S rDNA Amplifikaten  

(Fotografie invertiert) 

 

Wie in Abb. 22 erkennbar, wurden die betreffenden Bereiche auf der 16S rDNA erfolgreich 

amplifiziert. Die vervielfältigten DNA Stücke entsprechen der erwarteten Größe von circa 

1400 bp. 

2000 bp 

M 1 2 3 4 5
 Tab. 17: Belegung der Taschen im Agarosegel  

Bande Probe 

M DNA Leiter (O´RangeRulerTM) 

1 Reaktorzellen 30 d 

2 Reaktorzellen 65 d 

3 ÜNK E. coli A3 (Positivkontrolle) 

4 Batchzellen 30 d 

5 Batchzellen 65 d 

5 Batchzellen 65 d 

6000 bp 

1000 bp 
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Abb. 23: Agarosegel mit EcoRI verdauten und unverdau-
ten 16S rDNA Amplifikaten (Fotografie invertiert) 
 

 

Nach dem Verdau des 16S rDNA Amplifikates mit dem Restriktionsenzym EcoRI lag der 

circa 1400 bp lange DNA Abschnitt von E. coli A3 in 2 DNA Teilstücken vor, wie die beiden 

Banden der Positivkontrolle mit einer Reinkultur von E. coli A3 in der 3. Spur in 122HAbb. 23 

zeigen. Nach einem „virtuellen“ Verdau mit Hilfe der Software NEBcutter der Firma Bio-

Labs, New England, sollten diese Teilstücke 818 bzw. 647 bp lang sein. Damit entspra-

chen die beiden Banden in ihrer Größe den erwarteten Ergebnissen. Da die Proben des 

Reaktors sowie des Batch-Ansatzes vom 30. und 65. Tag das gleiche Muster wie die 

E. coli Kontrolle aufwiesen, gibt es aufgrund dieser ARDRA Untersuchung keine Hinweise 

auf das Vorhandensein von Kontaminanten im Reaktor sowie im Batch-Ansatz.  

Bei den Banden 1 und 2 sowie 7 und 8 wurden ursprünglich 1 µl Templat zur Amplifikation 

der 16S rDNA eingesetzt und bei den Banden 4 und 5 sowie 10 und 11 jeweils 2 µl. Das 

Volumen des eingesetzten Templats hatte jedoch keine Auswirkungen auf das Banden-

muster. 

3.4.2 Fructosegehalt im Reaktormedium und Permeat 

Zur quantitativen Kontrolle des Fructosegehalts im Medium sowie zur Reinheitsbestim-

mung desselben wurde zu Beginn sowie am Ende des Einsatzes einer Medienflasche der 

Bande Probe 

1 Restriktionsansatz Reaktor 30 d 

2 Restriktionsansatz Reaktor 65 d 

3 
Restriktionsansatz ÜNK E. coli A3 

(Positivkontrolle) 

4 Restriktionsansatz Batch 30 d 

5 Restriktionsansatz Batch 65 d 

6 PCR Wasser (Negativkontrolle) 

7 Reaktor 30 d unverdaut 

8 Reaktor 65 d unverdaut 

9 E. coli A3 ÜNK unverdaut 

10 Batch 30 d unverdaut 

11 Batch 65 d unverdaut 

12 E. coli A3 unverdaut bei RT 

  1   2   3    4    5   6    7    8   9  10 11 12 Tab. 18: Belegung der Taschen im Agarosegel 
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Fructosegehalt des Mediums photometrisch bestimmt. Auch vom Permeat wurde einmal 

wöchentlich die Fructosekonzentration gemessen. 
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Abb. 24: Zeitlicher Verlauf der Fructosekonzentration im Medium und im Permeat  
 

Der Fructosegehalt des Mediums lag mit einer Ausnahme bei durchschnittlich 1,91 ± 

0,04 g l-1). Am 42. Tag zu Beginn des Medium-Einsatzes sowie am Ende desselben Vorla-

gebehälters am 49. Tag der Fermentation lag der Fructosegehalt mit 2,21 bzw. 2,19 g l-1 

etwas höher. Da zu keiner Zeit ein größerer Unterschied im Fructosegehalt zwischen Be-

ginn und dem Ende einer Vorlageflasche zu erkennen war, ist davon auszugehen, dass 

keine Kontamination des Mediums vorlag. Heterotrophe Kontaminanten hätten vermutlich 

eine reduzierte Fructosekonzentration zum Ende des Mediums zur Folge gehabt. Des 

Weiteren kann auch eine Schichtung der Kohlenstoffkonzentration im Vorlagebehälter 

aufgrund dieser Datenlage ausgeschlossen werden. 

Der Fructosegehalt im Permeat sank rapide von 1,63 g l-1 nach 24stündiger Betriebszeit 

auf unterhalb der Nachweisgrenze von 0,0004 g l-1 ab dem 3. Fermentationstag ab. 
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3.4.3 Volumenverlust des Reaktors  
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Abb. 25: Täglicher Volumenverlust der Fermentationsbrühe aufgrund von Probenahmen bzw. Schaumaustritt 
über die Abluft 
 

Der Volumenverlust im Reaktor, der durch die Probenahme sowie den zeitweise auftre-

tenden Schaumaustritt bedingt war, betrug im Durchschnitt 0,25 ± 0,17 % des Reaktorvo-

lumens pro Tag. Selbst an Tagen mit einem hohen Volumenverlust, wie beispielsweise am 

42. Tag lag dieser mit 0,6 % des Reaktorvolumens pro Tag deutlich unter einem Prozent.  

3.4.4 Entwicklung der Biomasse  

Reaktor 

Die Zellen zeigten während der Fermentation eine vierwöchige Wachstumsphase bevor 

die gemessenen Parameter der Biomassekonzentration (wie Gesamtzellzahl, optische 

Dichte und biologische Trockensubstanz) jeweils einen relativ konstanten Level erreichten 

( 123HAbb. 26). Die mittels der DEFT-Methode erfasste Gesamtzellzahl verblieb ab dem 28. 

Tag bis zum Ende im Durchschnitt bei 1,1 × 1010 ± 8,2 × 108  Zellen ml-1. Die Gesamtzell-

zahl der mit dem Durchflusszytometer analysierten Proben lag fast immer unterhalb der 

Werte der Filterproben und betrug ab Beginn der fünften Woche im Durchschnitt bis zum 

Ende des Laufs 8,4 × 109 ± 1,2 × 109  Zellen ml-1. Während desselben Zeitraumes lag die 

biologische Trockensubstanz im Mittel bei 6,6 ± 0,6 g l-1 und die OD600 nm bei 20,2 ± 1,6, 

wobei letztere ab dem 59. Tag eine leicht abnehmende Tendenz aufwies. 
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Abb. 26: Zeitliche Entwicklung der Biomasse (GZZ = Gesamtzellzahl, BTS = biologische Trockensusbstanz) 
im Reaktor  
 

Der Anteil der sich in einem mikroskopisch sichtbaren Teilungsstadium befindlichen Zellen 

nahm von 58 % am 1. Tag rapide ab und verblieb ab dem 6. Tag bis zum Ende der Fer-

mentation bei einem Wert von 0,1 – 1,1 %. 

Batch-Ansatz 

Die Batchkultur wurde in 2 parallelen Ansätzen untersucht, wobei vom 1. bis zum 41. Tag 

der erste Ansatz und ab dem 42. Tag der zweite Ansatz beprobt wurde. Die Biomasse im 

Batch-Ansatz nahm, wie in 124HAbb. 27 dargestellt, nach einer anfänglichen Wachstumsphase 

weiter kontinuierlich zu. Dabei begann die Probennahme des 2. Parallelansatzes ab dem 

42. Tag insgesamt auf einem niedrigeren Niveau als die letzten Werte des 1. Ansatzes. 

Die optische Dichte stieg dabei auf einen Wert von bis zu 5,0 im ersten und bis auf 3,8 im 

zweiten Parallelansatz. Die Gesamtzellzahl lag am Ende des ersten Ansatzes bei 

3,6 × 109 Zellen ml-1 und am Ende des zweiten Ansatzes bei 4,3 × 109 Zellen ml-1. Die 

biologische Trockenmasse stieg bis auf 1,64 g l-1 am Ende des ersten, bzw. 1,65 g l-1 am 

Ende des 2. Parallelansatzes. 
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Abb. 27: Zeitliche Entwicklung der Biomasse (GZZ = Gesamtzellzahl, BTS = biologische Trockensusbstanz) 
im Batch-Ansatz, ab dem 42. Tag wurde zweiter Parallelansatz beprobt 

Der Anteil der mikroskopisch sichtbaren Teilungsstadien nahm von 5,42 % bzw. 5,43 % 

am 2. und 5. Tag auf einen Durchschnittswert von 0,83 ± 0,76 % zwischen dem 37. und 

72. Tag ab. 

3.4.5 Entwicklung der Aktivität der Zellen  

Während der Langzeitkultivierung von E. coli A3 fand eine Bestimmung des Anteiles akti-

ver Zellen an der Gesamtpopulation nach unterschiedlichen Kriterien statt. Als Aktivitäts-

merkmale wurden sowohl die Teilungsfähigkeit (DVC), die Kultivierbarkeit (KBE) und die 

Hybridisierbarkeit der Zellen (FISH) als auch die metabolische Aktivität (CTC) der Mikro-

organismen untersucht. Des Weiteren wurde die ATP-Produktion sowie die Geschwindig-

keit der Aufnahme erneuter Zellteilung nach einer Aktivierung ermittelt. 
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3.4.5.1 Entwicklung des Anteils an lebenden Zellen sowie der Teilungsfähigkeit 
und Kultivierbarkeit der Zellen 

Reaktor 

Wie aus 125HAbb. 28 ersichtlich, sinkt der Anteil der BacLight positiven, also vermeintlich le-

benden Zellen, während des kontinuierlichen Betriebes von 65 Tagen zwar leicht ab, un-

terschreitet dabei jedoch nicht einen Wert von 90 %. Dies bedeutet, dass der Anteil an 

vermeintlich toten Zellen im Reaktor während der gesamten kontinuierlichen Fermentati-

onsdauer nicht mehr als 10 % betrug. Erst nach Umstellung des Systems auf einen 

Batch-Betrieb stieg der Anteil an vermeintlich toten Zellen auf 25 % an. 
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Abb. 28: Zeitliche Entwicklung der Aktivität der Zellen im Reaktor  
 

Im Verlauf des Experimentes nahm der Anteil an kultivierbaren Zellen von anfangs 90 % 

am 3. Tag über 30 % zum Ende des kontinuierlichen Betriebes am 64. Tag auf 21 % am 

73. Tag ab. Dabei bezog sich der Anteil der kultivierbaren Zellen auf die mittels der DEFT-

Methode ermittelte Gesamtzellzahl. Der Anteil an potentiell teilungsfähigen Zellen (DVC) 

ist stets 9 - 30 % höher als der Anteil an kultivierbaren Bakterien und sinkt im Laufe des 

Experimentes ebenfalls kontinuierlich von 90 % am 7. Tag auf 33 % am 72. Tag. 

Batch-Ansatz 

Der Anteil der vermeintlich lebenden Zellen blieb, wie aus 126HAbb. 29 ersichtlich, auch im 

Batch-Ansatz während der gesamten Fermentationszeit relativ hoch und betrug mindes-

tens 96 %.  
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Abb. 29: Zeitliche Entwicklung der Aktivität der Zellen im Batch-Ansatz, ab dem 42. Tag wurde zweiter Paral-
lel-Ansatz beprobt 

Nach einem Anstieg bis zum 9. Tag auf 99 % und einem erneuten Maximum von 100 % 

am 23. Tag sank der Anteil der kultivierbaren Zellen (KBE) kontinuierlich auf einen Durch-

schnittswert von 42 % ab dem 51. Tag ab. Der Anteil der potentiell teilungsfähigen Zellen 

(DVC) ist durchgehend kleiner als der Anteil der kultivierbaren Zellen und sinkt nach ei-

nem kurzen Anstieg von 37 % am 6. Tag auf 56 % am 13. Tag auf einen Durchschnittswert 

von 32 % ab dem 48. Tag. 

3.4.5.2 Entwicklung des Anteils an VBNC Zellen  

Reaktor 

Aus den Daten der KBE Bestimmung lassen sich Rückschlüsse auf die Entwicklung des 

Anteils von VBNC Zellen ziehen. In 127HAbb. 30 ist der Verlauf des Anteils der mit DAPI ge-

färbten (nKBE) bzw. der Anteil der vermeintlich lebenden aber nicht kultivierbaren Zellen 

dargestellt (VBNC). Dabei wurde zum einen der Anteil der nicht-kultivierbaren Zellen auf 

die Gesamtzellzahl (DEFT) bezogen und zum anderen auf den Anteil der BacLight positi-

ven Bakterien, so dass bei letzterer Betrachtungsweise die vermeintlich toten Zellen von 

vorneherein ausgeschlossen wurden. 
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Abb. 30: Zeitliche Entwicklung des Anteils von nKBE und VBNC Zellen im Reaktor  

Es war insgesamt eine kontinuierliche Zunahme von nKBE und VBNC Zellen im Reaktor 

während des Fermentationszeitraumes zu beobachten. Dabei stieg der Anteil der nKBE 

von 10 % am 3. Tag auf 79 % am 69. Tag an. Da der Anteil der vermeintlich toten Zellen 

während des gesamten Fermentationszeitraumes einen Wert von 10 % nicht überstieg, 

lagen die Werte des VBNC Anteils bezogen auf die BacLight positiven Zellen nur knapp 

unterhalb der nKBE-Werte. Nach Beendigung des kontinuierlichen Reaktorbetriebes sank 

der Anteil der VBNC Zellen bezogen auf den Anteil der mit BacLight als lebend eingestuf-

ten Zellen analog zur allgemeinen Abnahme der vermeintlich lebenden Zellen ab. 

Batch-Ansatz 

Im Batch-Ansatz kam es nach einer anfänglichen Abnahme der VBNC Stadien von 36 % 

auf 1 % am 9. Fermentationstag bzw. auf 0 % am 23. Fermentationstag zu einem kontinu-

ierlichen Anstieg der lebenden aber nicht kultivierbaren Zellen auf einen Durchschnittswert 

von 59 % ab dem 51. Fermentationstag (128HAbb. 31).  
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Abb. 31: Zeitliche Entwicklung des Anteils von VBNC Zellen im Batch-Ansatz, ab dem 42. Tag wurde zweiter 
Parallel-Ansatz beprobt  

Die Anteile der nKBE Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl wiesen keinen großen Un-

terschied zu denen auf, die auf den Anteil der BacLight positiven Zellen als vermeintlich 

lebende Bakterien bezogen wurden. 

3.4.5.3 Entwicklung des Anteils an hybridisierbaren Zellen  

Reaktor 

Der Anteil der mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) hybridisierbaren Zellen 

gibt einen Einblick in den Ribosomengehalt und damit einen Hinweis auf die Teilungsakti-

vität einzelner Zellen (Bouvier und del Giorgio 2003). 

Der Anteil an hybridisierbaren Zellen im Reaktor sank, wie in 129HAbb. 32 dargestellt, während 

der vierwöchigen Wachstumsphase von anfänglich 98 % am 6. Tag auf 69 % am 36. Tag 

und schwankte in der Zeit gleich bleibender Biomasse zwischen 61 und 82 %.  
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Abb. 32: Zeitliche Entwicklung des Anteils von hybridisierbaren Zellen im Reaktor  

Eine Zugabe von LB Medium hatte keine eindeutige Erhöhung des Anteils an hybridisier-

baren Zellen zur Folge. Auch die Intensität des Sondensignals wurde dadurch nicht ver-

stärkt, da schon die unbehandelten Proben ein starkes Signal aufwiesen. 

Insgesamt nahm die Intensität des Sondensignals über den Versuchszeitraum nicht merk-

lich ab. 

Batch-Ansatz 

Wie aus 130HAbb. 33 ersichtlich, zeigten die Zellen aus dem Batch-Ansatz eine Abnahme des 

Anteils an hybridisierbaren Zellen von 92 % am 5. Tag auf 58 % nach 3 Wochen. Im weite-

ren Verlauf kam es zu starken Schwankungen bis sich der Anteil der hybridisierbaren Zel-

len bei einem Durchschnittswert von 65 % ab dem 50. Tag einpendelte. Auch bei den Zel-

len aus dem Batch-Ansatz resultierte aus einer Zugabe von LB Medium keine signifikante 

Änderung des Anteils an hybridisierbaren Zellen. 
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Abb. 33: Zeitliche Entwicklung des Anteils an hybridisierbaren Zellen im Batch-Ansatz, ab dem 42. Tag wurde 
zweiter Parallel-Ansatz beprobt  

3.4.5.4 Entwicklung des Anteils an metabolisch aktiven Zellen  

Reaktor 

Der Anteil an CTC positiven, also metabolisch aktiven Zellen schwankte in den ersten 

Wochen zwischen 82 % und 100 % und nahm nach Beendigung der vierwöchigen Wachs-

tumsphase von 97 % am 28. Tag auf 73 % am 62. Tag ab. Nach Beendigung des kontinu-

ierlichen Betriebes am 65. Tag sank der Anteil weiter auf 65 % am 70. Tag ab ( 131HAbb. 34).  
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Abb. 34: Zeitliche Entwicklung des Anteils an metabolisch aktiven, CTC positiven Zellen im Reaktor 
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Eine Aktivierung mit Fructose konnte während der Zeit des Nicht-Wachstums der Zellen 

eine leichte Erhöhung des Anteils an metabolisch aktiven Zellen um durchschnittlich 8,9 ± 

4,3 % bewirken. 

Batch-Ansatz 

Der Anteil metabolisch aktiver Zellen im Batch-Ansatz stieg zuerst von 59 % am 12. Tag 

auf 99 % am 27. Tag, um danach kontinuierlich auf 43 % am 68. Tag abzufallen (132HAbb. 35). 
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Abb. 35: Zeitliche Entwicklung des Anteils an metabolisch aktiven, CTC positiven Zellen im Batch-Ansatz, ab 
dem 42. Tag wurde zweiter Parallel-Ansatz beprobt 

Eine Aktivierung mit Fructose ergab nur bei 4 von 9 Wertepaaren eine eindeutige Steige-

rung des Anteils an hybridisierbaren Zellen. Bei 2 Wertepaaren lag der Anteil der hybridi-

sierbaren Zellen der nicht aktivierten Proben sogar deutlich über denen der aktivierten 

(Tag 40 und 47). 

3.4.5.5 ATP-Produktion der Zellen nach Aktivierung  

Die Reaktionsgeschwindigkeit der ATP-Bildung der E. coli Zellen aus dem Reaktor am 62. 

Tag der Fermentation sowie der Zellen aus dem Batch-Ansatz zum selben Zeitpunkt auf 

eine Substrataktivierung wurde im Folgenden über die Änderung des ATP-Gehaltes der 

Zellsuspension mittels eines Luminometers bestimmt. Dem Absolutwert kommt hierbei 

keine Bedeutung zu, da die Zellsuspensionen vor der Messung aus Zeitgründen nicht auf 

eine einheitliche Zellkonzentration eingestellt werden konnten. 133HAbb. 36 lässt darauf 

schließen, dass die Zellen aus dem Reaktor schneller und verstärkt auf eine Substratakti-

vierung mit der Bildung von ATP reagieren als die Zellen aus dem Batch-Ansatz. 
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Abb. 36: ATP-Gehalt [relative light units] der Zellsuspensionen aus dem Reaktor bzw. dem Batch-Ansatz nach 
einer Aktivierung mit LB Medium 
 

3.4.5.6 Geschwindigkeit der Wiederaufnahme des Zellwachstums 

Außerdem wurde untersucht, wie schnell die aus den unterschiedlichen Langzeitkultivie-

rungsansätzen stammenden Bakterien ein erneutes Zellwachstum aufnehmen. Dazu wur-

den je 3 parallele mit LB Medium gefüllte vorgewärmte Schüttelkolben mit je 1 % Bakteri-

ensuspension mit einer OD600 nm = 1 angeimpft und bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden 

den Langzeit-Kultivierungsansätzen am 64. Tag entnommen. Anhand der Wachstumskur-

ven in 134HAbb. 37 lässt sich erkennen, dass die Übernachtkultur am schnellsten auf das vor-

handene Substrat reagierte und die Zellen anfingen sich zu teilen. Es folgte der Batch-

Ansatz; am langsamsten reagierten jedoch die Zellen aus dem Reaktor auf die erneut in 

hoher Konzentration zur Verfügung stehenden Nährstoffe.  
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Abb. 37: Zeitliche Entwicklung der optischen Dichte bei 578 nm von E. coli A3 Zellen aus unterschiedlichen 
Kultivierungsansätzen nach einer Aktivierung mit LB Medium 

Die maximalen Wachstumsraten und Generationszeiten der Ansätze sind in 135HAbb. 38 dar-

gestellt und wiesen nur marginale Unterschiede auf. Die größte maximale Wachstumsrate 

von 75 min-1 war bei der Übernachtkultur zu beobachten, was einer Generationszeit von 

33 min entspricht. Es folgte die Reaktorkultur, deren Zellen nach der Aktivierung eine ma-

ximale Wachstumsrate von 70 min-1 zeigten (Generationszeit 36 min) und die Zellen aus 

dem Batch-Ansatz mit einer maximalen Wachstumrate von 59 min-1 und einer Generati-

onszeit von 43 min. Insgesamt reagierten die Zellen aus dem Reaktor mit einer längeren 

lag-Phase auf die Aktivierung mit LB Medium als die Zellen aus dem Batch-Ansatz, wie-

sen aber eine höhere Wachstumsrate als diese auf.  
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Abb. 38: Maximale Wachstumsrate von aktivierten E. coli A3 Zellen aus unterschiedlichen Kultivierungsansät-
zen 
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3.4.6 Entwicklung des Proteingehaltes der Zellen  

Reaktor 

Der Gehalt an wasserlöslichen Gesamtzellproteinen aus dem Reaktor stieg analog zur 

Biomasse bis zur fünften Woche an. Nach Beendigung der Wachstumsphase kam es bei 

der Proteinkonzentration darüber hinaus noch zu einem weiteren kleinen Anstieg ab der 6. 

Woche mit anschließendem leichten Abfall bis zum Ende des Reaktorlaufes. Wie aus 

136HAbb. 39 ersichtlich, entspricht der Proteingehalt pro Zelle im Durchschnitt in etwa einem 

Viertel der biologischen Trockenmasse pro Zelle und liegt damit in einem realistischen 

Bereich. In der Literatur geht man zwar davon aus, dass Proteine circa 50 % der Tro-

ckenmasse von Bakterien ausmachen (Cypionka 1999). Bei dem angewandten Zellauf-

schlussverfahren für die Proteinbestimmung werden allerdings größere Zellwandbestand-

teile u. ä. abzentrifugiert und nur die gelösten Proteine im Überstand gemessen, wodurch 

es zu einer Unterschätzung des Proteingehalts kommen kann. 
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Abb. 39: Zeitliche Entwicklung des Trockengewichts der Zellen und des Proteingehalts des Kulturmediums 
[mg ml-1] bzw. der Zellen [pg Zelle -1]  
 

Batch-Ansatz 

Der Gehalt an wasserlöslichen Gesamtzellproteinen aus dem Batch-Ansatz stieg analog 

zur biologischen Trockenmasse pro Zelle bis zum 30. Tag auf 0,42 mg ml-1 bzw. 0,55 pg 

Zelle-1 an. Dabei blieb der Proteingehalt pro Zelle relativ konstant bei im Durchschnitt 

0,12 pg Zelle-1 im 1. Parallelansatz und bei 0,07 pg Zelle-1 im 2. Parallelansatz. 
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Abb. 40: Zeitliche Entwicklung des Trockengewichts der Zellen und des Proteingehalts der Zellsuspension 
bzw. der Zellen im Batch-Ansatz, ab dem 42. Tag wurde zweiter Parallel-Ansatz beprobt 

Auch beim Batch-Ansatz entspricht der Proteingehalt pro Zelle im Durchschnitt einem 

Viertel der biologischen Trockenmasse pro Zelle und liegt damit in einem realistischen 

Bereich. 

3.4.7 Entwicklung der Zellmorphologie  

Zur Auffindung von zellmorphologischen Unterschieden der Bakterien im zeitlichen Verlauf 

eines Kultivierungsansatzes bzw. zwischen den beiden Kultivierungsansätzen Reaktor 

und Batch wurden die Zelllängen und –breiten von mindestens 100 Zellen je Probe ver-

messen und das daraus resultierende Zellvolumen errechnet und statistisch ausgewertet 

( 137H2.5.6.2). Um herauszufinden, ob die optische Dichte bei längerer Kultivierungsdauer so-

wie hohen Zellkonzentrationen auch weiterhin einen guten Indikator für die Zellzahl dar-

stellt oder ob dies aufgrund von Änderungen in der Zellmorphologie (z. B. Übergang zu 

kokkoiden Morphotypen) nicht mehr der Fall ist, wurde in 138HAbb. 43 die Gesamtzellzahl 

(GZZ) der Reaktorkultur über der optischen Dichte aufgetragen und mit einer linearen 

Regression versehen. 

3.4.7.1 Entwicklung der Zelllängen  

Im Laufe der Fermentation kam es, wie in 139HAbb. 41 zu erkennen, zu keiner gravierenden 

Änderung der durchschnittlichen Zelllängen bei den Bakterien aus der Reaktorkultur. Eine 

statistische Auswertung ergab, dass die Mediane der logarithmierten Zelllängen an den 

Probenahmetagen 10, 45, 52, 59, 66 und 72 statistisch nicht signifikant voneinander ab-

weichen, also als gleich anzusehen sind. Die Mediane der Probenahmetage 17 und 31 
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sind in diesem Sinne ebenfalls gleich. Signifikant verschieden von allen anderen Media-

nen sind die der Probenahmetage 24 und 38. 

Der zeitliche Verlauf der mittleren Zelllängen der Reaktor-Kultur (140HAbb. 41) zeigt zunächst 

einen Anstieg vom 3. auf den 10. Tag von 1,51 ± 0,39 auf 1,85 ± 0,36 µm. Danach erfolgt 

ein leichter Abfall auf das Niveau des Probenahmetages 17 und erreicht am 24. Tag ein 

Maximum von 2,02 ± 0,63 µm. Anschließend sinkt die mittlere Zelllänge bis zu einem Mi-

nimum von 1,62 ± 0,43 am 38. Tag. Danach steigt sie erneut und verbleibt bis zum Ende 

des Experimentes auf einem Niveau von 1,85 µm.  
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Abb. 41: Zeitliche Entwicklung der Zelllängen der Bakterien aus dem Reaktor und dem Batch-Ansatz  

In 141HTab. 19 sind die mittleren Zelllängen der Bakterien aus der Reaktorkultur an den ent-

sprechenden Probenahmetagen aufgeführt. 

Tab. 19: Zuordnung der mittleren Zelllängen statistisch  gleicher Stichproben  der Bakterien aus dem Reaktor 
zu den Probenahmetagen, Zelllängen nicht logarithmiert 

 

Wie ebenfalls in 142HAbb. 41 sichtbar, kam es auch bei den Bakterien aus dem Batch-Ansatz 

nur zu einer geringfügigen Änderung der Zelllängen. Die statistische Analyse der Daten 

ergab, dass die Mediane der logarithmierten Zelllängen der Stichproben der Batchkultur 

Reaktor Probenahmetage Arithmetischer Mittelwert der Mediane der Zelllängen [µm] 

10, 45, 52, 59, 66, 72  1,81 

17, 31  1,80 

24  2,02 

38  1,53 
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an den Probenahmetagen 3, 45, 52, 59, 66, und 72 nicht signifikant verschieden, also als 

gleich anzusehen sind. Ebenso besteht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

den Medianen der Probenahmetage 31 und 38. Die Mediane der Probenahmetage 10 und 

24 sind dagegen signifikant verschieden von allen anderen Zelllängen-Medianen. 

Der Verlauf der Zelllängen des Batch-Ansatzes zeigt demnach einen Anstieg bis zum Ma-

ximum von 2,04 ± 0,46 µm am 38. Fermentationstag, sinkt dann auf das Niveau von 1,56 

± 0,38 µm am 52. Tag, um schließlich ab dem 52. Tag auf einem Niveau von 1,65 µm zu 

verweilen. 

Die mittleren Zelllängen der als statistisch gleich interpretierten Probenahmetage, sind in 

143HTab. 20 aufgeführt. 

Tab. 20: Zuordnung der mittleren Zelllängen statistisch gleicher Stichproben der Bakterien aus dem Batch-
Ansatz zu den Probenahmetagen, Zelllängen nicht logarithmiert 

 

Der statistische Vergleich der Mittelwerte zwischen den Zelllängen der Bakterien aus dem 

Reaktor und dem Batch-Ansatz an jeweils dem gleichen Probenahmetag ist in 144HTab. 21 

dargestellt und ergab, dass die mittlere Zelllänge am 10. Tag nicht signifikant verschieden 

also als gleich anzusehen ist. Am 24., 31. und 38 Fermentationstag ist die mittlere Zelllän-

ge der Bakterien des Batch-Ansatzes statistisch signifikant größer als die der Zellen aus 

dem Reaktor. Ab dem Probenahmetag 45 ist umgekehrt die mittlere Zelllänge der Bakteri-

en aus dem Reaktor signifikant größer als die der Bakterien aus dem Batch-Ansatz. Bei 

der statistischen Auswertung fanden zwei verschiedene Tests Anwendung; 145HTab. 21 zeigt, 

welcher Test jeweils mit welchem Ergebnis Verwendung gefunden hat. 

 

 

 

 

 

Batch Probenahmetage Arithmetischer Mittelwert der Mediane der Zelllängen [µm] 

3, 45, 52, 59, 66, 72  1,60 

10 1,82 

24  2,13 

31, 38 1,98 
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Tab. 21: Übersicht der statistischen Tests für den Mittelwertvergleich der Stichprobenpaarungen für die Zell-
längen; die Vergleiche von 3 d und 17 d entfallen, da jeweils eine Stichprobe nicht normalverteilt ist; 
n. a. = nicht auswertbar 

 

3.4.7.2 Entwicklung der Zellvolumina  

Wie bei den Zelllängen kam es auch bei den Zellvolumina, wie aus 146HAbb. 42 ersichtlich, 

nur zu geringfügigen Veränderungen sowohl in der Reaktorkultur als auch im Batch-

Ansatz.  

t [d]

0 20 40 60 80

Ze
llv

ol
um

en
 [µ

m
3 ]

0

1

2

3

4

5
Reaktor
Batch

 

Abb. 42: Zeitliche Entwicklung der Zellvolumina der Bakterien aus dem Reaktor und dem Batch-Ansatz  

Tag Test Ergebnis 

3  n. a. n. a. 

10  t-Test Die Zelllängen sind gleich 

17  n. a. n. a. 

24  t-Test Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind größer als die der Reaktor-Bakterien 

31  Mann-Whitney Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind größer als die der Reaktor-Bakterien 

38  t-Test Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind größer als die der Reaktor-Bakterien 

45  Mann-Whitney Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

52  t-Test Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

59  t-Test Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

66  Mann-Whitney Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

72  t-Test Die Zelllängen der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 
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Der Verlauf der mittleren Zellvolumina der Reaktor-Zellen zeigt zunächst einen signifikan-

ten Anstieg bis zu einem Maximum von 2,94 ± 1,39 µm3 am 24. Tag. Dann sinkt das mitt-

lere Zellvolumen an den Probenahmetagen 31 und 38 auf das Anfangsniveau ab, steigt 

danach jedoch noch einmal erneut auf das Niveau des Probenahmetages 45. Ab dem 

52. Tag unterscheiden sich die Werte nicht mehr signifikant und verbleiben auf einem Ni-

veau von 1,44 µm3.  

Die statistische Auswertung ergab, dass die mittleren Zellvolumina der Reaktorkultur an 

den Probenahmetagen 3, 31, 38, 52, 59, 66 und 72 nicht signifikant verschieden, also als 

gleich anzusehen sind. Ebenfalls in diesem Sinne gleich sind die Mediane der Probenah-

metage 10, 17 sowie 45. Signifikant verschieden von allen anderen mittleren Zellvolumina 

ist der Median des Probenahmetages 24. 147HTab. 22 zeigt die Zuordnung der mittleren Zell-

volumina zu den Probenahmetagen. 

Tab. 22: Zuordnung der mittleren Zellvolumina statistisch gleicher Stichproben der Bakterien aus dem Reaktor  
zu den Probenahmetagen, Zellvolumina nicht logarithmiert 

 

Wie ebenfalls in 148HAbb. 42 sichtbar, kam es auch bei den Bakterien aus dem Batch-Ansatz 

zu einer geringfügigen Veränderung der Zellvolumina über die Zeit.  

Die mittleren Zellvolumina der Bakterien des Batch-Ansatzes weisen bis zum 24. Tag ei-

nen signifikanten Anstieg von 0,98 ± 0,67 µm3 auf 2,03 ± 0,61 µm3 auf und fallen im An-

schluss auf das Niveau vom 31. (1,75 ± 0,73 µm3) bzw. 38. Tag (1,69 ± 0,66 µm3) ab, um 

bis zum 45. Tag noch einmal weiter stark abzufallen. Ab dem 45. Tag steigen die mittleren 

Zellvolumina wieder leicht bis über das Anfangsniveau an. 

Wie in 149HTab. 23 beschrieben, sind die Zellvolumen-Mediane des Batch-Ansatzes an den 

Probenahmetagen 3, 59, 66 und 72 statistisch nicht signifikant verschieden, also als 

gleich anzusehen. Auch an den Probenahmetagen 31 und 38, sowie an den Probenahme-

tagen 45 und 52 sind sie in diesem Sinne gleich. Signifikant verschieden von allen ande-

ren Medianen sind die der Probenahmetage 10, 17 und 24. 

 

 

Reaktor Probenahmetage Arithmetischer Mittelwert der Mediane der Zellvolumina [µm3] 

3, 31, 38, 52, 59, 66, 72  1,27 

10, 17, 45  1,88 

24  3,11 
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Tab. 23: Zuordnung der mittleren Zellvolumina statistisch gleicher Stichproben der Bakterien aus dem Batch-
Ansatz zu den Probenahmetagen, Zellvolumina nicht logarithmiert 

 

Der statistische Vergleich der Mittelwerte zwischen den Zellvolumina der Reaktor- und der 

Batch-Bakterien an jeweils dem gleichen Probenahmetag ist in 150HTab. 24 dargestellt und 

ergab, dass das mittlere Zellvolumen der Bakterien aus dem Batch-Ansatz statistisch sig-

nifikant kleiner ist als das der Bakterien aus dem Reaktor. Die Ausnahmen stellen die 

Proben der Tage 31 und 38 dar, an denen die Zellvolumen-Mediane der Zellen aus dem 

Batch-Ansatz signifikant kleiner waren als die der Reaktor-Zellen. Auch bei der Auswer-

tung dieser Stichprobenpaarungen wurden zwei verschiedene statistische Tests verwen-

det deren Anwendung und Ergebnisse in 151HTab. 24 zusammengefasst sind. 

Tab. 24: Übersicht der statistischen Tests für den Mittelwertvergleich der Stichprobenpaarungen für die Zellvo-
lumina 

 

 

Batch Probenahmetage Arithmetischer Mittelwert der Mediane der Zellvolumina [µm3] 

3, 59, 66, 72 0,93 

10  1,25 

17  1,42 

24  2,00 

31, 38  1,64 

45, 52 0,78 

Tag Test Ergebnis 

3 t-Test Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

10 t-Test Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

17  t-Test Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

24   Mann-Whitney Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

31   Mann-Whitney Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind größer als die der Reaktor-Bakterien 

38  Mann-Whitney Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind größer als die der Reaktor-Bakterien 

45  Mann-Whitney Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

52  t-Test Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

59  Mann-Whitney Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

66  Mann-Whitney Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 

72  t-Test Die Zellvolumina der Batch-Bakterien sind kleiner als die der Reaktor-Bakterien 
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Zusammenfassung 

Zu Beginn der Kultivierungen stiegen Zelllänge wie auch Zellvolumen in der Reaktor- und 

der Batch-Kultur bis um den 30. Tag leicht an. Ab dem 40. Tag sanken die Werte der 

Batch-Zellen wieder leicht ab, wobei sowohl die Zelllängen als auch die Zellvolumina der 

Bakterien aus dem MBR während des Erhaltungsstoffwechsels durchschnittlich um 

0,23 µm bzw. 0,59 µm3 größer waren als in der Batch-Kultur. 

3.4.7.3 Vergleich der Zelllängen vor und nach einer Aktivierung  

Zum Vergleich der Zelllängen vor und nach der Aktivierung mit LB Medium wurden die 

während des DVC Experimentes ermittelten Zelllängen der Negativkontrolle (Zellen wur-

den sofort fixiert) mit denen der Positivkontrolle (Zellen wurden mit LB Medium versetzt 

und ohne Antibiotikum inkubiert) verglichen. Es zeigte sich, dass die Zelllängen der mit 

0,1 × LB Medium aktivierten Bakterien aus dem Reaktor und dem Batch-Ansatz bis auf 

zwei Ausnahmen statistisch signifikant um durchschnittlich 0,34 µm bzw. 0,37 µm größer 

waren (t-Test bzw. bei fehlender Varianzhomogenität Mann-Whitney-Test, P < 0,05) als die 

der Formaldehyd-fixierten Negativkontrolle. 

3.4.7.4 Verhältnis von optischen Dichte  zur Zelldichte 

In 152HAbb. 43 ist die Gesamtzellzahl über die optische Dichte der Bakteriensuspension wäh-

rend des Reaktorlaufs aufgetragen. Da die Werte eine lineare Regression zulassen (r2 = 

0,90), ist davon auszugehen, dass auch bei hohen Zelldichten in der späten Phase des 

Nicht-Wachstums eine eventuelle Veränderung der Zellmorphologie bzw. -größe keinen 

Einfluss auf die Messung der optischen Dichte hat. Die OD600 nm Werte der 2. Hälfte des 

Reaktorlaufs können also mit denen der Anfangsphase verglichen werden.  
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Abb. 43: Gesamtzellzahl in Abhängigkeit von der OD600 nm im Reaktor  
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3.4.7.5 Fotografische Dokumentation der Zellmorphologie der Bakterien  

Wie aus Abb. 44 ersichtlich, nimmt die Intensität des DAPI Signals in den Zellen aus dem 

Reaktor im Laufe des Fermentationsprozesses ab, wohingegen die Intensität in den Zel-

len des Batch-Ansatzes 

weitgehend konstant 

bleibt. Dabei lässt sich bei 

den Reaktorzellen nicht 

nur eine Abnahme der 

Signalintensität sowie 

eine Verkleinerung des 

mit DAPI gefärbten Zell-

bereichs erkennen, son-

dern auch ein mit der Zeit 

zunehmender Anteil von 

Zellen, die gar kein sicht-

bares DAPI Signal zeig-

ten. Diese „low DNA cells“ 

wiesen zudem eine ähnli-

che Zellgröße wie alle 

anderen Zellen auf und 

waren daher nicht als 

Minizellen zu bezeichnen. 

Dazu erschien im Pha-

senkontrastbild das Cy-

toplasma dunkel gefärbt, 

es sollte sich also auch 

nicht um sog. „ghosts“ 

handeln, deren DNA und 

Cytoplasma nicht mehr 

vollständig vorhanden ist, 

denn deren Zellinnen-

raum würde im Phasen-

kontrast als helle Struktur 

sichtbar sein.  

a) R 2 d b) B 2 d

c) R 17 d d) B 15 d

e) R 31 d f) B 28 d

62 d h) B 63 dg) R 52 d 10 µm

a) R 2 d b) B 2 d

c) R 17 d d) B 15 d

e) R 31 d f) B 28 d

62 d h) B 63 dg) R 52 d 10 µm10 µm

Abb. 44: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von E. coli Zellen 
aus dem Reaktor (a, c, e, g) und dem Batch-Ansatz (b, d, f, 
h) nach DAPI Färbung zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
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3.4.8 Entwicklung des DNA-Gehaltes der Zellen  

3.4.8.1 Entwicklung des DNA-Gehaltes der Zellen im Reaktor 

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers wurden in den E. coli Kulturen anhand der Größe, 

der Granularität und des DNA-Gehaltes der Zellen verschiedene Subpopulationen identifi-

ziert. So sind bei den Zellen aus der Reaktorkultur, wie aus 153HAbb. 45 – Abb. 47 ersichtlich, 

am 1. Tag noch die Auswirkungen der anfänglichen Wachstumsphase anhand des ent-

koppelten DNA-Synthesemusters zu erkennen. Schon ab dem 2. Tag trat dagegen eine 

deutliche Aufteilung der gesamten Population in je eine C2 und eine C4 Subpopulation 

auf. Während der darauf folgenden Tage nahm der Anteil der C2 Population etwas ab und 

es kamen C8 bzw. C16 Populationen in sehr geringen Anteilen hinzu. Nach Beenden der 

vierwöchigen Wachstumsphase der Zellen im Reaktor, erschien ab dem 41. Tag eine wei-

tere Subpopulation, deren geringer DNA-Gehalt weniger als dem einer C1 Population 

entsprach (< C1). Der Anteil dieser „low DNA cells“ nahm im weiteren Verlauf der Fermen-

tation zu, während der Anteil der C4 Zellen gleichzeitig abnahm (s. 155HAbb. 48). Dabei 

scheint ein Teil der < C1 Zellen ein gleiches Zellgrößenspektrum wie die C2 Fraktion und 

ein anderer Teil ein gleiches Größenspektrum wie die C4 Zellen zu zeigen. Ab dem 

55. Tag erhöhte sich jedoch der Anteil der „low DNA cells“, die der Zellgröße der C4 Sub-

population entsprachen. 
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Abb. 45: Zeitliche Entwicklung der Größenverteilung und des DNA-Gehaltes der Zellen aus dem Reaktor  
(C2 = rot, C4 = blau, C8 = grün, C16 = gelb, < C1 = violett) 
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Abb. 46: Zeitliche Entwicklung der Größenverteilung und des DNA-Gehaltes der Zellen aus dem Reaktor    
(C2 = rot, C4 = blau, C8 = grün, C16 = gelb, < C1 = violett) 
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Abb. 47: Zeitliche Entwicklung der Größenverteilung und des DNA-Gehaltes der Zellen aus dem Reaktor    
(C2 = rot, C4 = blau, C8 = grün, C16 = gelb, < C1 = violett) 
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Die quantitative Auswertung der Subpopulationen ist in 156HAbb. 48 dargestellt. Der Anteil der 

C2 Population lag während des 65tägigen kontinuierlichen Betriebs weitgehend konstant 

bei ungefähr 40 %. Während der Anteil der C4 Fraktion von anfangs 60 % auf 15 % zum 

Ende des kontinuierlichen Betriebs und weiter auf 8 % am Ende des Reaktorlaufs sank, 

kam es bei den Zellen mit weniger als einem Chromosomenäquivalent (< C1) zu einem 

steten Anstieg von anfangs 2 % auf 41 % zum Ende des kontinuierlichen Betriebs und 

weiter auf 65 % zum Ende des Reaktorlaufs. 
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Abb. 48: Zeitliche Entwicklung der Subpopulationen von E. coli A3 mit unterschiedlichem Gehalt an Chromo-
somenäquivalenten (< C1 – C16) im Reaktor 

 

3.4.8.2 Entwicklung des DNA-Gehaltes der Zellen im Batch-Ansatz 

Wie aus 157HAbb. 49 und 158HAbb. 50 ersichtlich, bestand die Gesamtheit der Zellen im Batch-

Ansatz, ähnlich wie bei den Reaktorzellen, aus C2 und C4 Zellen. Ab dem 9. Tag traten 

zusätzlich noch je eine kleine C8 und C16 Population auf, die ab dem 42. Tag jedoch mit 

der beginnenden Beprobung des 2. Ansatzes wieder abnahm. Im 2. Ansatz war auch der 

Anteil der C4 Subpopulation im Vergleich zur C2 Fraktion etwas geringer, veränderte sich 

aber bis zum Ende der Probenahme nicht mehr. Im Gegensatz zu den Zellen aus dem 

Reaktor konnte im Batch-Ansatz keine Subpopulation von Zellen mit weniger als einem 

Chromosomenäquivalent (< C1) nachgewiesen werden. 
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Abb. 49: Zeitliche Entwicklung der Größenverteilung und des DNA-Gehaltes der Zellen aus dem Batch-Ansatz 
(C2 = rot, C4 = blau, C8 = grün, C16 = gelb) 
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Abb. 50: Zeitliche Entwicklung der Größenverteilung und des DNA-Gehaltes der Zellen aus dem Batch-Ansatz 
(C2 = rot, C4 = blau, C8 = grün, C16 = gelb) 
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Abb. 51: Zeitliche Entwicklung der Subpopulationen von E. coli A3 mit unterschiedlichem Gehalt an Chromo-
somenäquivalenten (C2 – C16) im Batch-Ansatz, ab dem 42. Tag wurde zweiter Parallel-Ansatz be-
probt  

3.4.9 Fraßversuche  

Zur Beantwortung der Frage, ob Bakterien, die sich im Erhaltungsstoffwechsel befinden 

schlechter von Protozoen aufgenommen und verdaut werden bzw. die Protozoen diese 

weniger gut verwerten und mit ihnen als einzige Futterquelle wachsen können, wurden die 

folgenden Fraßversuche mit Tetrahymena thermophila und E. coli A3 aus unterschiedli-

chen Kultivierungsansätzen durchgeführt.  

3.4.9.1 Wachstum von T. thermophila auf E. coli A3 Zellen 

Zur Untersuchung der Verwertbarkeit der E. coli A3 Zellen aus verschiedenen Wachs-

tumsphasen für den Räuber T. thermophila wurden jeweils circa 100 Zellen des Ciliaten 

gemeinsam mit den E. coli Zellen für 24 h bei 37 °C inkubiert. Wie in 159HAbb. 52 dargestellt, 

lag in dem Kontrollansatz, der keine Futterbakterien enthielt, die Konzentration von 

T. thermophila am Ende des Experimentes unterhalb der Nachweisgrenze von circa 

5.000 Zellen ml-1. Bei allen anderen Ansätzen kam es zu einer Vermehrung des Räuber-

organismus, wobei sich die Protozoen auf den Batch- und den Bakterien der Übernacht-

kultur ähnlich gut entwickelten (32.000 bzw. 35.000 Zellen ml-1). Auf den E. coli Zellen aus 

dem Reaktor wuchsen sie hingegen nur auf 18.000 Zellen ml-1 an, was einen Anteil von 

51 % im Vergleich zum Ansatz mit den E. coli Zellen der Übernachtkultur ausmacht. 



Ergebnisse 

 101

t [h]

0 24

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
de

r T
. t

he
rm

op
hi

la
 

Ze
lle

n 
[Z

el
le

n 
m

l-1
]

0

10000

20000

30000

40000
T. thermophila + Reaktorbakterien  
T. thermophila + Batchbakterien  
T. thermophila + Übernachtkultur  
T. thermophila ohne Futter 

 

Abb. 52: Entwicklung von T. thermophila mit E. coli Zellen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen vor und 
nach einer Inkubation von 24 Stunden 
 

Die OD600 nm des Ansatzes mit den inaktivierten E. coli Zellen allein zeigte nach der 24 

stündigen Inkubation keine nennenswerten Änderungen. 

3.4.9.2 Verwertbarkeit von E. coli Zellen durch T. thermophila  

Mit Hilfe von Fraßversuchen sollte ermittelt werden, ob Bakterien in unterschiedlichen 

physiologischen Zuständen verschieden gut vom Räuber verdaut werden können. Dafür 

wurden den axenisch kultivierten T. thermophila nach einer eintägigen Hungerphase 

E. coli A3 Zellen aus dem Reaktor, aus dem Batch-Ansatz und aus einer Übernachtkultur 

angeboten. Nach einer 45minütigen Periode der Nahrungsaufnahme wurden die Bakteri-

en durch Zentrifugation von den Protozoen abgetrennt und letztere weiter bei 30 °C inku-

biert. Nach 45, 90, 120 bzw. 150 min erfolgten die Probenahmen und um Anschluss die 

Aufbereitung für die TEM Mikroskopie. 160HAbb. 53 zeigt die TEM Aufnahme eines Quer-

schnitts einer T. thermophila Zelle mit Kennzeichnung einiger für Ciliaten typischen Zellor-

ganellen wie Mitochondrien, Nahrungsvakuolen, Trichocysten, den Mikro- sowie den 

Makronucleus. 
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Abb. 53: TEM Aufnahme eines Querschnitts von T. thermophila, Vergrößerung 3.200fach 

Bei der Durchmusterung der Dünnschnitte mit dem TEM fiel auf, dass die Abbaustadien 

der Bakterien aus dem Reaktor bzw. dem Batch-Ansatz vermehrt eine dicke, elektronen-

dichte Zellwand und helle Innenbereiche aufwiesen. Im Gegensatz dazu zeigten die Ab-

baustadien der Übernachtkultur eher diffuse Überreste. Darüber hinaus war bei vielen 

Bakterien aus dem Reaktor kaum eine eindeutige äußere Zellmembran auszumachen. 

Die Befunde sind exemplarisch in 161HAbb. 54 dargestellt.  
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Abb. 54: TEM Aufnahmen von Nahrungsvakuolen in T. thermophila nach Ingestion von E. coli Zellen  
(a) Reaktor 45 min, b) Reaktor 120 min, c) Batch 45 min, d) Batch 120 min, e) ÜNK 45 min, 
 f) ÜNK 120 min), Vergrößerungen: a) 32.000fach, b) 20.000fach, c) 16.000fach, d) 40.000fach, 
 e) 32.000fach, f) 32.000fach, Nv = Nahrungsvakuole, Lt = Lipidtropfen 
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3.4.10 Proteinexpression der Zellen  

3.4.10.1 Untersuchung der Bakterienzellen mittels 2D-Gelelektrophorese 

Der Vergleich von je zwei Proben aus dem Reaktor mittels zweidimensionaler Gele-

lektrophorese ( 162HAbb. 55) ergab, dass nach einer vierwöchigen Phase des Nicht-

Wachstums am 63. Tag des Reaktorlaufs die Bakterien circa 54 andere Proteine expri-

miert hatten als zu Beginn dieser Phase nach 35 Tagen Fermentationszeit. 

 

Abb. 55: Bild eines 2D-Gelelektrophorese-Gels, grün: Proteinspots der Reaktorprobe nach 35 Tagen (Ende 
der Wachstumsphase), rot: Proteinspots der Reaktorprobe nach 63 Tagen (nach 4 Wochen gleich 
bleibender Biomasse), gelb: Proteinspots, die in beiden Proben vorkommen 
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Vergleicht man die Zellen aus der Wachstumsphase (3 Tage) mit den Langzeit-

nährstofflimitierten Zellen nach 63 Tagen, sind in letzteren sogar 77 neue Proteine nach-

zuweisen (163HAbb. 56). 

 

Abb. 56: Bild eines 2D-Gelelektrophorese-Gels, grün: Proteinspots der Reaktorprobe nach 3 Tagen,            
rot: Proteinspots der Reaktorprobe nach 63 Tagen (nach 4 Wochen gleich bleibender Biomasse), 
gelb: Proteinspots, die in beiden Proben vorkommen 
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Während im Vergleich der Langzeit-nährstofflimitierten Zellen mit den wachsenden 

(3 Tage) bzw. gerade nicht mehr wachsenden Zellen (35 Tage) große Unterschiede sicht-

bar waren, sind in den gerade nicht mehr wachsenden Zellen nur 30 neue Proteine im 

Gegensatz zu den wachsenden Zellen nachzuweisen (164HAbb. 57). 

 

Abb. 57: Bild eines 2D-Gelelektrophorese-Gels, grün: Proteinspots der Reaktorprobe nach 3 Tagen,            
rot: Proteinspots der Reaktorprobe nach 35 Tagen (Ende der Wachstumsphase), gelb: Proteinspots, 
die in beiden Proben vorkommen 
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Tab. 25: Anzahl der nur in einer Probe (Spalte) exprimierten Proteine im Vergleich zur einer anderen Probe 
(Zeile) 

Zusätzlich exprimierte Proteine nach Tag x im Vergleich zu Tag y 

y                                   x 3. Tag 35.Tag 63. Tag 

3. Tag - 30 77 

35. Tag 60 - 54 

63. Tag 69 19 - 

 

Ein ähnlicher Trend ließ sich auch bei dem Vergleich der in der jeweils jüngeren Probe 

zusätzlich exprimierten Proteine erkennen. So ließen sich insgesamt 69 zusätzliche Prote-

ine in der Probe vom 3. Tag gegenüber der Probe vom 63. Tag nachweisen, wohingegen 

am 35. Tag nur 19 zusätzlich exprimierte Proteine im Vergleich zur Probe vom 63. Tag 

auftraten.  

Der größte Unterschied im Proteinmuster ist also bei den Proben zwischen dem 3. und 

63. Tag zu erkennen. Die Zellen vom Beginn des Erhaltungsstoffwechsels am 35. Tag 

wiesen immerhin noch 19 zusätzliche Proteinspots im Vergleich zum Ende der Langzeit-

nährstofflimitierten Phase auf. Umgekehrt wurden nach dem vier Wochen andauernden 

Erhaltungsstoffwechsel im Vergleich zum Beginn dieser Phase 54 andere Proteine expri-

miert. 
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3.4.10.2 Untersuchung der Bakterienzellen mittels MALDI-TOF MS 

Zur Analyse des Fingerprint-Proteinmusters (m/z 2.000 – 20.000) der E. coli Zellen im 

zeitlichen Verlauf der Fermentation wurden Proben des Reaktors sowie des Batch-

Ansatzes mittels der Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight Mas-

senspektrometrie untersucht. Einzelne Proteine konnten aufgrund ihres Molekulargewich-

tes Einträgen der Swiss-Prot und TrEMBL Datenbank ( 0Hwww.expasy.org) mittels des  

TagIdent tools zugeordnet werden.  

Reaktor 

Im MALDI-TOF MS Fingerprint der Reaktorzellen sind einige Veränderungen der Spektren 

im zeitlichen Verlauf zu erkennen, die das Auftreten bzw. die Intensitäten einzelner Peaks 

betreffen (165HAbb. 58). So trat ab dem 50. Tag ein vorher nicht sichtbarer Peak bei m/z 3423 

auf, der am 62. Tag die höchste Intensität aufweist und in der Swiss-Prot und TrEMBL 

Datenbank nicht zugeordnet werden konnte ( 166HTab. 27). Auch der Peak bei m/z 5098, der 

wahrscheinlich das ribosomale stationärphaseinduzierte Protein RS22 (Protein D) dar-

stellt, nahm an Intensität zu. Dagegen nahm die Intensität der nicht zuordenbaren Peaks 

bei m/z 5872 und 5753 ab dem 6. Tag kontinuierlich ab. Die Expression der im E. coli Fin-

gerprint typischen ribosomalen Proteine (Pineda et al. 2003) unterlag dagegen keinen 

größeren Schwankungen. Genauso schienen auch die Proteine HU-α und HU-β konstant 

exprimiert zu werden. Hierbei handelte es sich um histonartige, DNA-bindende Proteine, 

welche die DNA zur Stabilisierung verpacken können und damit eine Denaturierung unter 

extremen Umweltbedingungen verhindern (Swinger und Rice 2004). Auch die als pe-

riplasmatische Chaperone HdeA und HdeB zuordnenbaren Peaks bei m/z 9747 und 9070 

unterlagen keinen großen Schwankungen. Diese Proteine tragen zur Säureresistenz von 

E. coli Zellen bei (Gajiwala und Burley 2000; Kern et al. 2007)  
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Tab. 26: Molekulargewicht ausgewählter Peaks der MALDI-TOF MS Spektren der Bakterien aus dem Reaktor, 
Tendenz der Expressionsstärke im Laufe der Fermentationszeit am 6., 31., 50. und 62. Tag und die 
aufgrund des Datenbankvergleichs (Swiss-Prot und TrEMBL) ermittelten zuordenbaren Proteine  
(  : nimmt zu, : nimmt ab, : bleibt gleich, n. z.: nicht zuzuordnen, MW = Molekulargewicht) 

Molekulargewicht 
[Da] 

Expressions-
intensität im zeit-

lichen Verlauf 

Zuordenbares Protein  
(Primary accession number) 

Literatur 

3425  n. z.  

3446  n. z.  

4053  n. z.  

4365  
RL36 ECOLI (P0A7Q6) 

50S ribosomales Protein L36 
MW: 4364,33 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

5098  

RS22 ECOLI (P68191) 
30S ribosomales Protein S22 

MW: 5095,82 Da 
Stationärphase induziertes, 

ribosomenassoziiertes Protein 
(SRA) (Protein D) 

(Arnold und Reilly 1999; 

Izutsu et al. 2001) 

5383  
RL34 ECOLI (P0A7P5) 

50S ribosomales Protein L34 
MW: 5380,39 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

5755  n. z.  

5872  n. z.  

6318  
RL32 ECOLI (P0A7N4) 

50S ribosomales Protein L32 
MW: 6315,19 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

7191  n. z.  

7270  
RL29 ECOLI (P0A7M6) 

50S ribosomales Protein L29 
MW: 7273,45 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

7865  
RL31 ECOLI (P0A7M9) 

50S ribosomales Protein L31 
MW: 7871,06 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

9070  
HDEB ECOLI (P0AET2) 
Protein hdeB precursor  

MW: 9065,24 Da 
(Reid et al. 2002) 

9226  
DBHB ECOLI (P0ACF4) 

DNA-bindendes Protein HU-β 
MW: 9225,58 Da 

(Goshima et al. 1990) 

9546  

RS20 ECOLI (P0A7U7) 
30S ribosomales Protein S20 

MW: 9553,20 
Bindet direkt an die 16S rRNA 

oder 
DBHA ECOLI (P0ACF0) 

DNA-bindendes Protein HU-α  
MW: 9534,98 Da 

 

(Arnold und Reilly 1999) 

 

(Dai et al. 1999) 

9747  
HDEA ECOLI (P0AES9) 
Protein HdeA precursor 

MW: 9740,41 Da 

(Gajiwala und Burley 2000; 

Reid et al. 2002) 
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Abb. 58: Fingerprint MALDI-TOF MS Spektren der Bakterien aus dem Reaktor, a) nach 6 Tagen,  
b) nach 31 Tagen, c) nach 50 Tagen, d) nach 62 Tagen Fermentationszeit (dargestellt im Massenbe-
reich m/z 2.000 – 11.000) 
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Batch-Ansatz 

Bei den Zellen des Batch-Ansatzes ist vor allem der Peak bei m/z 3095 auffällig, der bei 

den Reaktorzellen nicht auftrat, kontinuierlich zunahm und am 51. sowie am 61. Tag den 

Peak mit der höchsten Intensität ausmachte (167HAbb. 59). Wohingegen der Peak bei m/z 

5755, der am 5. Tag die höchste Intensität zeigte, mit der Zeit abnimmt und nach 51 Ta-

gen nur noch eine Intensität von 30 % aufwies, um am 61. Tag wieder auf 70 % anzustei-

gen. Diesen beiden Signalen konnte kein Protein aus der Swiss-Prot und TrEMBL Daten-

bank zugeordnet werden ( 168HTab. 27).  

Tab. 27: Molekulargewicht ausgewählter Peaks der MALDI-TOF MS Spektren der Bakterien aus dem Batch-
Ansatz, Tendenz der Expressionsstärke im Laufe der Fermentationszeit am 5., 30., 51. und 61. Tag 
und die aufgrund des Datenbankvergleichs (Swiss-Prot und TrEMBL) ermittelten zuordenbaren Pro-
teine (  : nimmt zu, : nimmt ab, : bleibt gleich, n. z.: nicht zuzuordnen, MW = Molekulargewicht) 

Molekulargewicht [Da] 
Expressionsin-
tensität im zeit-
lichen Verlauf 

Zuordenbares Protein         
(Primary accession number) 

Literatur 

3095  n. z.  

3427  n. z.  

4054  n. z.  

5098  

RS22 ECOLI (P68191) 
30S ribosomales Protein S22 

MW: 5095,82 Da 
Stationärphase induziertes, 

ribosomenassoziiertes Protein 
(SRA) (Protein D) 

(Arnold und Reilly 1999) 

5383  
RL34 ECOLI (P0A7P5) 

50S ribosomales Protein L34 
MW: 5380,39 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

5754  n. z.  

5874  n. z.  

7270  
RL29 ECOLI (P0A7M6) 

50S ribosomales Protein L29 
MW: 7273,45 Da 

(Arnold und Reilly 1999) 

8329  n. z.   

9070  
HDEB ECOLI (P0AET2) 
Protein hdeB precursor  

MW: 9065,24 Da 
(Reid et al. 2002) 

9540  
RS20 ECOLI (P0A7U7) 

30S ribosomales Protein S20 
MW: 9553,20 Da 

Bindet direkt an die 16S rRNA 

(Arnold und Reilly 1999) 

9741  
HDEA ECOLI (P0AES9) 
Protein HdeA precursor 

MW: 9740,41 Da 

(Gajiwala und Burley 2000; 

Reid et al. 2002) 

10465  
YJDJ ECOLI (P39274) 

Hypothetical protein yjdJ 
MW: 10468,06 Da 

(Blattner et al. 1997; Hay-

ashi et al. 2006) 
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Abb. 59: Fingerprint MALDI-TOF MS Spektren der Bakterien aus dem Batch-Ansatz, a) nach 5 Tagen, 
b) nach 30 Tagen, c) nach 51 Tagen, d) nach 61 Tagen Fermentationszeit (dargestellt im Massenbe-
reich m/z 2.000 – 11.000) 
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Wie bei den Bakterien aus dem Reaktor konnten auch bei den Bakterien aus dem Batch-

Ansatz einige Peaks unter anderem ribosomalen Proteinen zugerechnet werden, die in 

ihrer Expressionsintensitäten jedoch ebenso keinen großen Schwankungen unterliegen. 
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4 Diskussion 

Heterotrophe Bakterien sind sowohl in natürlichen wie in technischen Systemen vielfach 

oligotrophen Bedingungen ausgesetzt, auf die sie speziesspezifisch mit unterschiedlichen 

Überlebensstrategien reagieren (Kapitel 1.2). Eine mögliche Reaktion auf nährstofflimitie-

rende Bedingungen ist das Einstellen des Zellwachstums, so dass die zur Verfügung ste-

henden Substrate hauptsächlich für den Erhalt der Zelle genutzt werden (Erhaltungs-

stoffwechsel). Da bisher nur sehr wenig über nicht-wachsenden Zellen bekannt ist, war es 

Ziel dieser Arbeit, die Physiologie, die Aktivität und die Verwertbarkeit der Zellen als Beu-

teorganismen für Protozoen sowie das Muster der Chromosomenanzahl und die expri-

mierten Proteine der Zellen im Erhaltungsstoffwechsel zu untersuchen. Bisherige Studien 

beschränkten sich auf die kurzzeitige Anpassung von Zellen an eine Nährstofflimitierung, 

so z. B. auf die Untersuchung der generellen Stressanwort zu Beginn der stationären 

Phase (Hunger) bzw. auf „starvation“ Experimente, in denen die Zellen nach Erreichen der 

stationären Phase in nährstofffreies Kulturmedium überführt wurden. Mit Hilfe von Che-

mostaten sind Experimente mit nährstofflimitierten Bakterien durchgeführt worden, die 

jedoch per Definition eines Chemostaten immer ein gewisses Wachstum zeigen. In diesen 

Versuchsansätzen ist es jedoch nicht möglich, die Bakterien kontinuierlich mit gering kon-

zentrierten Substraten zu versorgen, um die Situation von Mikroorganismen in der Natur 

oder in technischen Systemen wie der Abwasserreinigung nachzuahmen und deren phy-

siologische Anpassung zu analysieren. Hierfür sind vielmehr Membranbioreaktor-Systeme 

geeignet, in denen die Zellmasse im Reaktor mit Hilfe eines Membranmoduls zurück-

gehalten wird, während die Mikroorganismen kontinuierlich mit einer limitierenden Sub-

stratkonzentration versorgt werden können. Zur Untersuchung von Erhaltungsstoffwech-

sel betreibenden, nicht-wachsenden Bakterien wurde ein MBR-System zur Anreicherung 

von marinen, pelagischen Mikroorganismen entwickelt und einem MBR-Laborsystem mit 

einer Escherichia coli Reinkultur gegenübergestellt. 

4.1 Anreicherung von marinem Bakterioplankton 

Zur Untersuchung der physiologischen Anpassungen von marinen Bakterien an nährstoff-

limitierende Bedingungen wurden die Mikroorganismen aus 70 l Meerwasser nach Pas-

sage eines 10 µm Vorfilters in einem Membranbioreaktor (MBR) über 44 Tage angerei-

chert. Dabei zeigte das Wasser aus der Seewasserleitung (Zufluss des MBR) ähnlich 

hohe Individuendichten wie das Meerwasser in situ. Allerdings blieb die Anreicherung der 

Bakterien im MBR eine Größenordnung hinter den rechnerisch zu erwartenden Werten 

zurück. Diese reduzierte Akkumulation der Mikroorganismen kann zum einen auf den 
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Fraßdruck der Proto- und Metazoen zurückgeführt werden (Kjelleberg et al. 1993), die 

vermehrt im Reaktor mikroskopisch nachgewiesen wurden. Dazu zählten neben Ciliaten 

auch heterotrophe Nanoflagellaten (HNF) sowie Amöben und Fadenwürmer (Nematoden). 

Die Quantifizierung der HNF deutete darauf hin, dass diese Fraßfeinde den Vorfilter pas-

sierten und über den Vorlagebehälter in den Reaktor gelangen konnten, wo sie wie alle 

Mikroorganismen angereichert wurden. Andererseits ist auch der Eintrag von Viren und 

die Ausbreitung von viralen Infektionen nicht als Grund für die verminderte Akkumulation 

der Bakterien auszuschließen (Kjelleberg et al. 1993). Interessanterweise kam es in die-

sem System nicht zu der in mit Abwasser betriebenen MBR beobachteten Abnahme der 

Protozoen (Rosenberger et al. 2000; Witzig et al. 2002). Es schien sich vielmehr ein Räu-

ber-Beute-System zu etablieren, das eine weitere Anreicherung der Bakterien verhinderte. 

Ein möglicher Grund für diese Bifurkation der MBR-Systeme könnte in dem Nährstoffge-

halt der zulaufenden Medien bzw. der Raumbelastung in den Systemen liegen. Der Koh-

lenstoffgehalt (DOC) in oligotrophen aquatischen Systemen beträgt 2 – 3 mg l-1 (Röske 

und Uhlmann 2005), im oberflächlichen marinen Gewässern des Pazifiks, des Golfs von 

Mexiko bzw. der Nordsee 0,9 – 1,1 mg l-1 (McCarthy et al. 1998), im Oberflächen-

Meerwasser vor Helgoland sowie im Permeat der MBR um 2 mg l-1 (eigene Untersuchun-

gen), in eutrophen Gewässern um 10 mg l-1 (Röske und Uhlmann 2005) und im Zulauf 

von kommunalen Kläranlagen dagegen bis zu 20 - 70 mg l-1 (Koppe und Stozek 1999).  

Tab. 28: Betriebsparameter verschiedener MBR-Systeme, a)Mittelwert für kommunales Abwasser (Koppe und 
Stozek 1999), b)aus dieser Arbeit, c)(Rosenberger et al. 2000), d)Trockengewicht des Klärschlammes 

 

Dies bedeutet, dass es in den mit Abwasser beschickten MBR eventuell unter anderem 

aufgrund der um eine Größenordung höheren DOC-Raumbelastung und einer eventuell 

besseren Verwertbarkeit des Kohlenstoffs zu weitaus höheren Bakterienkonzentrationen 

kam. So wurde in dem mit Abwasser betriebenen MBR eine Biomassekonzentration von 

19 g l-1 erreicht, wohingegen im Meerwasser-MBR eine Zellzahl von 3  106 Zellen ml-1 

auf eine Biomassekonzentration von maximal 0,002 g l-1 schließen lässt. Eine niedrige 

DOC-Raumbelastung, wie bei den marinen Anreicherungen beobachtet, scheint also die 

 MBR mit Meerwasserb MBR mit Abwasserc MBR mit E. coli b 

Reaktorvolumen [l] 0,5  2.600 – 3.900 4,07 

DOC Konzentration Zulauf [mg l-1] 2 45a 0,8 

Verweilzeit [h] 7,6 10 – 16 40,7 

DOC-Raumbelastung [mg l-1 h-1] 0,3 4,5 19,7 

Trockengewicht Biomasse [g l-1] < 0,002 15 – 23d 6,6 
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Ausbildung von Räuber-Beute-Systemen zu forcieren, die wiederum eine höhere Anrei-

cherung der Bakterien verhindert. Dagegen trägt eventuell eine höhere DOC-

Raumbelastung zu einer höheren Konzentration von nicht-wachsenden Bakterien im Er-

haltungsstoffwechsel und zu einem Rückgang der bakterivoren Räuber in einem MBR bei. 

Eine mögliche Ursache für den Rückgang der Räuber liegt darin begründet, dass die Bak-

terien bei einer hohen DOC-Raumbelastung sehr viel schneller wachsen als die Bakterien 

in einem MBR mit geringerer DOC-Raumbelastung bzw. als ihre eukaryotischen Fraßfein-

de. Die Bakterien, die relativ schnell in hohen Zelldichten und unter der sich einstellenden 

Substratlimitierung im Erhaltungsstoffwechsel vorliegen, könnten zum einen dichteabhän-

gige Signalstoffe ins Medium abgeben, die die Protozoen hemmen. Eine weitere Erklä-

rungsmöglichkeit ist der physiologische Zustand der Bakterien im Erhaltungsstoffwechsel, 

in dem die Zellen aufgrund von z. B. eventuellen Modifikationen der Zellwand schlechter 

für die Räuber zu verwerten sind. Da in mit Abwasser betriebenen MBR die Protozoen 

erneut in größerer Zahl auftraten, wenn die Betriebsweise des Systems geändert wurde 

(Rosenberger et al. 2000), scheint hier die schlechtere Verwertbarkeit der Bakterien eine 

größere Rolle gespielt zu haben. Die Bakterien, die weiterhin in hohen Zelldichten vorlie-

gen, nehmen bei z. B. höherer Substratzufuhr erneutes Wachstum auf und liegen damit 

nicht mehr im Erhaltungsstoffwechsel vor. Die bessere Verwertbarkeit der wachsenden 

Bakterien für die Räuber kann daher für das erneute Auftreten von eukaryotischen Einzel-

lern verantwortlich gemacht werden.  

Weiterhin spielt sicherlich die Verwertbarkeit der zugeführten Substrate eine Rolle. Wäh-

rend die Kohlenstoffverbindungen im MBR mit E. coli zu mindestens 99,98 % abgebaut 

wurden und TOC in mit Abwasser betriebenen MBR ebenfalls zu 99 % abgebaut wird 

(Sun et al. 2007), konnten sowohl im Zulauf des mit Meerwasser betriebenen MBR als 

auch im Permeat dieses Reaktors eine DOC-Konzentration von 2 mg l-1 nachgewiesen 

werden. Dies kann darauf hindeuten, dass es sich bei den organischen Kohlenstoffver-

bindungen im Meerwasser um sehr schlecht abbaubare Substanzen gehandelt hat, die 

kein schnelles Wachstum der Bakterien im MBR ermöglichten. Andererseits lässt sich 

auch nicht ausschließen, dass die Bakterien einen Teil des einströmenden Kohlenstoffs 

metabolisierten, wuchsen, von den Protozoen gefressen wurden und deren Ausschei-

dungsprodukte für den DOC Gehalt im Permeat verantwortlich waren. Im Gegensatz zu 

den MBR Systemen, die mit Abwasser bzw. mit E. coli betrieben wurden, waren die Bak-

terien in dem mit Meerwasser betriebenen MBR nicht in der Lage, dem Fraßdruck ihrer 

Räuber durch sehr schnelles Wachstum zu entgehen und in einen Erhaltungsstoffwechsel 

überzugehen. Die Beobachtung, dass pelagische Flagellaten und Ciliaten größere, sich 

aktiv in Teilung befindliche Bakterien als Beuteorganismen bevorzugen (Hahn und Höfle 
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1999; Sherr et al. 1992; Šimek und Chrzanowski 1992), spricht neben der Verwertbarkeit 

der organischen Substrate ebenfalls für den Erklärungsansatz, dass die Bakterien im 

MBR nicht in der Lage waren, schnell zu wachsen und hohe Zelldichten auszubilden, um 

so die Räuberpopulation zu überwachsen und im Anschluss aufgrund der eintretenden 

Nährstofflimitierung in einen nicht-wachsenden Zustand überzugehen. In einer Studie rea-

gierten marine Bakterien, die ursprünglich eine Generationszeit von 1-100 Tagen aufwie-

sen, in oligotrophen Mikrokosmen auf eine künstliche Substratzufuhr (Hefeextrakt) sofort 

mit einer Erhöhung ihrer Zellgröße sowie schnellem Wachstum. Schon nach 24 Stunden 

hatten die Bakterien die stationäre Phase erreicht und wiesen eine zehnfach höhere 

Zellkonzentration als vor der Substratzugabe auf. Die Abundanz der HNF zeigte danach 

eine längere lag-Phase von 4 Tagen und die Räuber hatten nach 6 - 7 Tagen die 

Bakterien auf die ursprünglichen Zellkonzentrationen reduziert (Jürgens et al. 2000). Da 

die Bakterien in dem MBR in der vorliegenden Arbeit kontinuierlich mit Meerwasser mit 

einem DOC Gehalt von 2 mg l-1 versorgt wurden, ist davon auszugehen, dass sie auch 

kontinuierlich, und wahrscheinlich langsamer als in der oben aufgeführten Studie, 

wuchsen und damit von den Räubern bevorzugt phagocytiert wurden, was eine 

Anreicherung der Bakterien im MBR verhinderte.  

Da aufgrund des Fraßdruckes während der Langzeitkultivierung nicht davon auszugehen 

war, dass sich die Mehrzahl der Bakterien in einem nicht-wachsenden Zustand befanden, 

wurden in einer kurzzeitigen Aufkonzentrierung die Mikroorganismen von 910 l Meerwas-

ser in 48 h angereichert, um die Räuber in einem zweiten Schritt mittels Colchicin und 

Cycloheximid zu eliminieren, bevor der Erhaltungsstoffwechsel der marinen Bakterien in 

einem dritten Schritt im MBR untersucht werden sollte. Jedoch gelang es nicht die euka-

ryotischen Fraßfeinde mit den Zellgiften längerfristig abzutöten, so wurden selbst nach der 

höchsten Dosis von jeweils 2 g l-1 nach einer 14tägigen Inkubationszeit erneut Protozoen 

beobachtet. Die für Medien traditionell eingesetzte Konzentration zur Unterdrückung der 

Protozoen liegt bei 0,075 g l-1 (Bomo et al. 2004). Dabei gehen die Meinungen über die 

Wirksamkeit dieser Zellgifte auseinander: einige Veröffentlichungen propagieren den Ein-

satz von Cycloheximid zur Inhibierung von planktischen Protozoen (Bomo et al. 2004; 

Hondeveld et al. 1999; Newell et al. 1983) und andere weisen auf Probleme hin, die von 

der gleichzeitigen Unterdrückung der Bakterien bis zur nicht einheitlichen Inhibierung der 

gesamten Einzeller im System reichen (Sherr et al. 1986; Tremaine und Mills 1987). Eine 

kontinuierliche Abtrennung der kleinen eukaryotischen Räuberorganismen im Zulauf stell-

te aufgrund der geringen Größe dieser Pico- bzw. Nanoplanktonorganismen von 0,2 –

 5 µm (Díez et al. 2001) und des damit geringen Größenunterschieds zu den Bakterien 

eine Schwierigkeit dar. Selbst eine zweifache Filtration mittels eines Filters mit 0,8 µm 
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Porengröße erlaubte keine vollständige Abtrennung von HNF und Bakterien im Meerwas-

ser vor Helgoland (Beardsley et al. 2003). 

Zusammenfassend ist das hier erstmals etablierte MBR-System zur Anreicherung von 

marinen Bakterien mit einem DOC-Zufluss von circa 2 mg l-1 dazu geeignet, Fraßbezie-

hungen zwischen Planktonorganismen zu untersuchen, da es hierbei nicht zu einer Elimi-

nierung der bakterivoren Protozoen und Metazoen in ähnlichem Maße wie bei Systemen 

mit höheren DOC-Raumbelastungen kommt.  

4.2 Stammcharakterisierung von E. coli A3 

Zur Untersuchung der Physiologie und Proteinexpression von nicht-wachsenden Bakteri-

en in einem MBR wurde daraufhin ein MBR-System im Labormaßstab etabliert, welches 

die Langzeitkultivierung einer Reinkultur mit höheren DOC-Zuflüssen erlaubte. Durch den 

Einsatz einer Reinkultur war der Vergleich der Proteinexpressionsmuster von Zellen in 

verschiedenen Langzeitkulturen möglich. Da E. coli zu den genetisch am besten unter-

suchten Mikroorganismen zählt (Blattner et al. 1997; Han und Lee 2006), liegen eine 

Großzahl von Expressionsdaten für vergleichende Untersuchungen in Datenbanken vor. 

Auch sollte E. coli aufgrund seines sekundären Habitats in natürlichen Gewässern und im 

Boden die genetische Ausstattung besitzen, sich an langfristige Nährstofflimitierungen 

anzupassen. Vor allem das in den Langzeitkultivierungen eingesetzte Umweltisolat E. coli 

A3 erwies sich in vorherigen Experimenten als ein äußerst robuster Stamm mit einer ho-

hen Überlebensfähigkeit in situ. Daher wurde dieser Stamm zu Beginn näher charakteri-

siert und seine Überlebensfähigkeit mit dem des Laborstammes E. coli K12 verglichen. 

Da die Sequenzdaten des 16S rDNA Abschnitts bei nahe verwandten Bakterienstämmen 

nicht ausreichen, diese voneinander zu diskriminieren, wird das Ribotyping immer mehr 

dazu genutzt verschiedene E. coli Stämme voneinander zu unterscheiden. So werden 

z. B. die Quellen verschiedener aber nahe verwandter Enterobakterien in der Umwelt mit 

Hilfe des Riboprinting identifiziert (Anderson et al. 2006; Carson et al. 2001). Bevor das 

Umweltisolat E. coli A3 zur Untersuchung der physiologischen Anpassungen während des 

Erhaltungsstoffwechsels im MBR zum Einsatz kam, wurde der Stamm aufgrund der 16S 

rDNA Sequenzdaten und einer RiboPrint Analyse phylogenetisch eingeordnet. 

Das Umweltisolat E. coli A3 zeigte die größte Ähnlichkeit zu einem E. coli Kontroll-Stamm 

DSM5923 (ATCC No. 35218), der ursprünglich aus einem Hund isoliert wurde. Dieser 

Stamm wird aufgrund seiner Fähigkeit β-Lactamase zu produzieren unter anderem zur 

Qualitätskontrolle in der medizinischen Mikrobiologie nach DIN 58959-7 eingesetzt. Die 

Ähnlichkeit ist mit 0,82 (similarity) jedoch nicht so groß, als dass die beiden Stämme als 
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identisch anzusehen sind. Damit gehört das Umweltisolat E. coli A3 zu einer eigenen, 

neuen RiboGruppe. Die Ähnlichkeit der beiden DSM-Stämme der EHEC Gruppe ist hin-

gegen mit 0,98 (similarity) so hoch, dass sie der gemeinsamen RiboGruppe RIBO1 198-

291-S-3 zugeordnet wurden und deshalb im Sinne der RiboPrint-Analyse als identisch 

anzusehen sind. 

4.3 Vergleichende Untersuchungen von E. coli A3 und E. coli K12 

Zum Vergleich der Fähigkeit eines Umweltisolates und eines Laborstammes von E. coli 

länger andauernde Hungerperioden zu überleben, wurden die beiden Stämme zunächst in 

Batch-Ansätzen kultiviert. Die optische Dichte während der 120 Tage andauernden Batch-

Kultivierung des Umweltisolates E. coli A3 und des Laborstammes E. coli K12 stieg wäh-

rend der Lag- und Log-Phase an, um nach 10 Tagen relativ konstant zu bleiben. Die rela-

tive Abnahme des Anstiegs der optischen Dichte oberhalb einer OD578 nm von 0,5 liegt an 

der Messweise, bei der die Proben vor der Messung nicht verdünnt wurden. Daher ist ab 

einer OD von 0,5 eine lineare Korrelation zwischen Extinktion und Zellzahl aufgrund des 

Lambert-Beerschen Gesetzes nicht mehr gegeben. Beim Vergleich der beiden Stämme 

wurde deutlich, dass das Umweltisolat E. coli A3 zu fast jedem Zeitpunkt eine höhere op-

tische Dichte und damit Biomasse aufwies als E. coli K12. Da bei den mikroskopischen 

Observationen der Proben keine gravierenden Unterschiede in der Zellmorphologie aus-

zumachen waren, scheint der Unterschied in der optischen Dichte nicht auf eine Verände-

rung der Zellgröße zu beruhen. Bei keinem der beiden Stämme nahm innerhalb von 120 

Tagen die Zellkonzentration ab. Dies deutet darauf hin, dass es trotz des hohen Anteils 

von 90 % vermeintlich toter Zellen nach einer Kultivierungsdauer der E. coli K12 Zellen 

von über 150 Tagen scheinbar zu keinen über die optische Dichte detektierbaren Lyse-

vorgängen der Zellen gekommen ist. Der leichte Anstieg der optischen Dichte im Verlauf 

des Experimentes ist wahrscheinlich auf Verdunstungseffekte der Nährbrühe zurückzufüh-

ren. Allerdings könnte auch ein zellbezogenes Wachstum durch Speicherstoffbildung oder 

Nebenstoffwechselprodukte die leichte Erhöhung der optischen Dichte bedingt haben. 

Die Anzahl der kultivierbaren Zellen sank bei beiden Stämmen ab dem 40. Tag sehr stark 

ab. Zum Ende der Kultivierung konnte bei dem Umweltisolat jedoch ein etwas größerer 

Anteil an kultivierbaren Zellen von 0,24 % (statt 0,08 % wie bei E. coli K12) des Durch-

schnittswertes der ersten 26 Tage ermittelt werden. Bei der zur Bestimmung der KBE ein-

gesetzten Drop Plate-Methode (Herigstad et al. 2001; Hoben und Somasegaran 1982; 

Reed und Reed 1948) liegt die Hauptfehlerquelle in den Verdünnungsreihen der Zellsus-

pensionen (Pipettierfehler, Adsorption der Zellen an Oberflächen). Dieser ist bei höheren 

Zelldichten stärker ausgeprägt, da sich der Fehler aufsummiert (Bast 1999). Da für alle 
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Verdünnungsreihen derselbe Pipettensatz zur Anwendung kam, ist dieser Fehler jedoch in 

Bezug auf eventuelle Unterschiede zwischen den beiden Bakterienstämmen vernachläs-

sigbar. 

Der Anteil an hybridisierbaren Zellen (FISH) sowie an metabolisch aktiven Zellen (CTC) 

nahm bei beiden Stämme in etwa dem gleichen Umfang ab, während der Anteil vermeint-

lich lebender Zellen (LIVE/DEAD BacLight) am Ende des Experimentes beim Umweltiso-

lat etwa zehn mal höher war als bei dem Laborstamm.  

Beim Vergleich der maximalen Wachstumsraten zeigte der Stamm E. coli K12 bei 37 °C 

eine um 16 % längere Generationszeit als das Umweltisolat E. coli A3. Bei einer Kultivie-

rungstemperatur von 25 °C war der Unterschied noch ausgeprägter, hier wies der Labor-

stamm K12 eine um 77 % längere Generationszeit als das Umweltisolat A3 auf. Damit ist 

das Umweltisolat E. coli A3 in der Lage, günstige Substrat-Bedingungen vor allem bei 

suboptimalen Temperaturen durch ein schnelleres Wachstum zu nutzen als der Labor-

stamm E. coli K12.  

Zusammenfassend scheint das Umweltisolat sowohl zu schnellem Wachstum fähig zu 

sein als auch unter limitierenden Bedingungen ein höheres Überlebenspotential als der 

Laborstamm zu besitzen. Ähnliches wurde für zwei E. coli Trinkwasserisolate beschrie-

ben, die eine schnellere Anpassung an geringe Glucosekonzentrationen in einem Che-

mostaten als ein E. coli K12 Laborstamm zeigten, was auf einen Wettbewerbsvorteil unter 

oligotrophen Bedingungen schließen lässt (Franchini 2006). Allerdings spiegelten sich 

diese Vorteile nicht in einem veränderten Katabolom der Umweltisolate und des Labor-

stammes E. coli K12 wieder (Ihssen und Egli 2005). 

4.4 Langzeitkultivierungen von E. coli A3 in einem MBR und Batch-Ansatz 

4.4.1 MBR-Kultivierungen 

Die Membranbioreaktor-Systeme ermöglichten eine Langzeitkultivierung von nicht-

wachsenden oder nur sehr langsam wachsenden Bakterien. Eine Porengröße der Memb-

ran von 0,2 µm wurde für die Kultivierung von E. coli Zellen als ausreichend beschrieben 

(Reeve et al. 1984). Bei der Auslegung der Systeme war davon auszugehen, dass die 

Permeatrate von Bakteriensuspensionen auf maximal 10 % der vom Hersteller angege-

benen Permeatrate mit Reinstwasser absinkt und diesen Wert bei langfristigem Einsatz 

auch unterschreitet. Eine regelmäßige Rückspülung der Membran ist daher zur Erhaltung 

des Transmembranflusses zu empfehlen, war in den Reaktorläufen dieser Arbeit aller-

dings nicht notwendig. Eine Überströmrate von 1,9 l min-1 erwies sich als ausreichend, um 
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die 0,09 m2 große Membranfläche über einen Zeitraum von über 70 Tagen vor einem 

Verblocken zu schützen. Diese Überströmrate lag dabei am unteren Limit der für Perfusi-

onskulturen vom Hersteller empfohlenen Betriebsweise, so dass die eventuell empfindli-

cheren nicht-wachsenden Bakterien sehr geringen Scherraten ausgesetzt waren. Die 

Permeatabgabe wurde über den Füllstand geregelt, so dass die Substratzufuhr kontinuier-

lich erfolgen konnte. Trotz der kontinuierlichen Substratzufuhr kann eine selektive Beein-

flussung der Zellen aufgrund des tropfenweise eingeführten frischen Mediums nicht voll-

ständig ausgeschlossen werden (siehe 169H4.4.5). Die Möglichkeit, die Membran gemeinsam 

mit dem Reaktorsystem zu autoklavieren erwies sich für die Kultivierung einer Reinkultur 

als unabdingbar. 

4.4.2 Sterilität der Systeme 

Um Aussagen über die Physiologie einer Reinkultur treffen zu können, muss ein mögli-

cher Einfluss von Kontaminanten ausgeschlossen werden. Gerade bei Langzeitkultivie-

rungen stellt die Sicherstellung der Reinheit einer Kultur eine Herausforderung dar. Zur 

Überprüfung wurde sowohl das zulaufende und ablaufende Medium wie auch die Fermen-

tationsbrühe selbst regelmäßig mikroskopisch auf das Vorhandensein von E. coli untypi-

schen Zellmorphologien hin untersucht und Proben auf LB Medium ausplattiert. In keiner 

dieser Untersuchungen wurde ein Hinweis auf eine Kontamination mit einem Fremdkeim 

entdeckt. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass in den Kultur-Systemen keine kultivier-

baren Kontaminanten vorhanden waren, die eine E. coli atypische Zell- bzw. Koloniemor-

phologie ausbildeten. 

Die Reaktor- und Batch-Proben wurden außerdem mit Hilfe der ARDRA Methode auf das 

Vorhandensein von Kontaminanten untersucht. Auch hier gab es keinen Hinweis auf 

Fremdkeime in den Kultur-Systemen. Diese Methode beruht auf einem PCR-Schritt, mit 

dem die 16S rDNA amplifiziert wird. Abgesehen von den Problemen, die mit der PCR-

Technik verbunden sind, wie der unterschiedliche Erfolg der Zelllyse und der DNA-

Extraktion von verschiedenen Zellen bis hin zur unterschiedlichen Amplifizierung der DNA 

verschiedener Bakterien durch das unterschiedliche Anheftungsvermögen der Primer (von 

Wintzingerode et al. 1997), hat natürlich die Abundanz der Kontaminante in der Probe 

besonderen Einfluss. Aufgrund der exponentiellen Amplifikation der DNA-Fragmente 

könnten Abschnitte, die nur in sehr geringer Ausgangskonzentration vorhanden sind einen 

in Relation zur Gesamtmenge noch geringeren Anteil des DNA-Gemisches nach Beendi-

gung der PCR ausmachen (von Wintzingerode et al. 1997). So besteht die Möglichkeit, 

dass eine Kontaminante bei Ausschluss aller übrigen Fehlerquellen bei nur sehr geringer 

Abundanz im Elektrophoresegel nicht als Bande zu erkennen ist. Darüber hinaus besteht 
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auch eine allerdings geringe Möglichkeit, dass der amplifizierte DNA-Abschnitt einer ver-

meintlichen Kontaminanten durch das Enzym EcoRI in dieselben zwei Teilstücke gespal-

ten wird wie die 16S rDNA von E. coli und damit auf dem Gel nicht sichtbar wäre.  

Es gibt jedoch zusammenfassend keinen Hinweis auf Kontaminationen der Langzeitkulti-

vierungsansätze. 

4.4.3 Wachstum und Biomasseentwicklung der Bakterien 

In einem System wie dem MBR mit Reinkulturen, in dem Fraßdruck und Abzug von Bio-

masse keine Rolle spielen, hängt die Netto-Biomasseproduktion von drei Faktoren ab: 

von der Menge der zugeführten Energie, von dem Energiebedarf des Erhaltungsstoff-

wechsels und von einem eventuellen Absterbeprozess der Zellen (Low und Chase 1999; 

van Loosdrecht und Henze 1999). Die anfänglich wachsenden Mikroorganismen verbrau-

chen einen immer größer werdenden Anteil des verfügbaren Substrats. Die mit der Zeit 

abnehmende Substratkonzentration bedingt schließlich einen Rückgang der Wachstums-

rate der Bakterien. Dabei lässt sich die Biomasseentwicklung in einem MBR, wie in 170HAbb. 

60 dargestellt und in der Literatur beschrieben, in vier Wachstumsphasen einteilen (Müller 

und Babel 1996; Tros et al. 1996; van Verseveld et al. 1984). 
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Abb. 60: Wachstumsphasen der Biomasse im MBR während der Fermentation von E. coli A3 

Die Wachstumsrate der Bakterien nimmt mit jeder Phase ab ( 171HAbb. 60, 172HTab. 29), bis in der 

IV. Phase kein Netto-Wachstum mehr zu beobachten ist. In dieser Phase dient die mit 

dem Medium eingetragene Energie allein für die Deckung des Erhaltungsstoffwechselbe-

darfs der vorhandenen Bakterien. Diese Periode des Nullwachstums kann auch als quasi 
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Steady State bezeichnet werden, da sich der Biomassegehalt im System nicht ändert 

(Tros et al. 1996). 

Tab. 29: Wachstumsraten und Generationszeiten der Bakterien während der Wachstumsphasen im MBR 

 

Ein Netto-Nullwachstum der Bakterien in einem MBR kann auf zwei verschiedenen phy-

siologischen Konzepten basieren. Nach dem Ansatz des kryptischen Wachstums (cryptic 

growth) kann die Nährstofflimitierung dazu führen, dass ein kleinerer Teil der Zellen 

wächst und ein anderer Teil - programmiert oder zufällig - stirbt und damit unter Umstän-

den zusätzlich zu den zugeführten Substraten den wachsenden Teil der Zellen durch die 

Bereitstellung von Zelllyseprodukten unterstützt (Mason et al. 1986; Ryan 1959). In die-

sem Zusammenhang können Wachstumsraten und Absterberaten der Bakterien mitein-

ander korrellieren (Kurland und Mikkola 1993), so dass langsames Wachstum auch zu 

niedrigen Absterberaten führen würde. Allerdings gab es bei hungernden E. coli K12 Zel-

len in einem Batch-Ansatz mit 0,4 % Glucose-supplementiertem Minimalmedium M9 so-

wie in einem MBR keinen Hinweis auf Zelllyse (Reeve et al. 1984). Dabei waren weder 

Lyseprodukte noch in Lyse befindliche Zellen im Elektronenmikroskop bzw. Fluoreszenz-

mikroskop erkennbar. Darüber hinaus wurde nur 1 % der von den hungernden Zellen ins 

Medium abgegebenen 14C-markierten Substanzen von den nährstofflimitierten Bakterien 

aufgenommen, was die Autoren zu der Schlussfolgerung kommen ließ, dass die 25 % des 

ins Medium abgegebenen 14C-markierten Materials scheinbar nutzlos für die hungernden 

Zellen war und ihnen nicht zu einem erneuten Wachstum verholfen haben kann (Reeve et 

al. 1984). So waren auch in den Experimenten der vorliegenden Arbeit so gut wie keine 

Lyseprodukte in den unverdünnten E. coli Proben aus dem MBR und Batch-Ansatz mikro-

skopisch zu erkennen, was auf keine bzw. sehr geringe Absterbeprozesse im MBR 

schließen lässt. Darüber hinaus schienen die vermeintlich toten Zellen, zumindest in den 

Batch-Ansätzen der vergleichenden Untersuchungen von E. coli A3 und K12 (Kapitel 173H3.3), 

noch relativ lange erhalten zu bleiben und nicht zu lysieren. So hätten bei relativ hohen 

Absterberaten im MBR die vermeintlich toten Zellen akkumulieren müssen. Der Anteil der 

vermeintlich toten Zellen blieb jedoch während des kontinuierlichen Betriebes stabil bei 

maximal 10 %, was für geringe Absterberaten im MBR spricht. 

Das Konzept des Erhaltungsstoffwechsels hingegen postuliert, dass die Mikroorganismen 

die durch das Medium eingebrachten Nährstoffe und die daraus gewonnene Energie aus-

 I. Phase II. Phase III. Phase IV. Phase 

Wachstumsrate [h-1] 0,09 0,05 0,02 0 

Generationszeit [h] 7,5 13,6 36,2 ∞ 
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schließlich für ihren Grundstoffwechsel und nicht für Wachstumsprozesse nutzen. Die 

Bakterien sind nur solange in der Lage zu wachsen, wie zusätzlich zu ihrem Erhaltungs-

stoffwechsel-Energiebedarf genügend Energie in Form von Nährstoffen zugeführt wird. Ist 

die für eine bestimmte Betriebsweise des Reaktorsystems maximale Zelldichte erreicht, 

genügt die zugeführte Energie gerade, um nur noch den Erhaltungsstoffwechsel der Bak-

terien zu ermöglichen (Witzig et al. 2002), ein Wachstum der Biomasse findet nicht mehr 

statt.  

Die meisten bisherigen Untersuchungen unterstützen das Konzept des Erhaltungsstoff-

wechsels (Konopka 2000) und auch die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise auf das 

Zugrundeliegen dieses physiologische Konzepts bei Nährstofflimitierung in einem MBR: 

Die Schwankungen in der Biomassekonzentration ab dem 30. Tag scheinen zunächst 

eher auf ein kryptisches Wachstum hinzudeuten. Das Schwanken der mittels DEFT und 

Durchflusszytometer ermittelten Gesamtzellzahlen sowie der optischen Dichte während 

dieser IV. Phase lässt sich allerdings mit einer erhöhten Fehlerrate aufgrund der stärkeren 

Verdünnung erklären, vor allem, da die Oszillationen der unterschiedlichen Methoden 

nicht einheitlich waren. Bei der Bestimmung der Trockenmasse hingegen, die ohne 

Verdünnungsreihen durchgeführt wurde, waren solche Schwankungen in diesem Ausmaß 

nicht zu beobachten. Die Abnahme der mikroskopisch detektierbaren Teilungsstadien ab 

dem 49. Tag kann weiterhin als Hinweis auf ein nur sehr geringes bzw. ein Nullwachstum 

gesehen werden, da bei durchschnittlich 0,5 Teilungsstadien von 1.000 gezählten Zellen 

der Anteil der sich zum Probenahmezeitpunkt in Teilung befindlichen Bakterien im Durch-

schnitt 0,05 % nicht überstieg. Überträgt man die von Hagström publizierte lineare Korre-

lation vom Anteil der Teilungsstadien und der Wachstumsrate bei marinen Bakterien, die 

bei einem Anteil von 5 % Teilungsstadien eine Wachstumsrate von 0,01 – 0,06 h-1 aufwie-

sen, so lässt sich für den bei E. coli A3 beobachteten Anteil an Teilungsstadien von 0,05 % 

eine Wachstumsrate von circa 0,005 h-1 und damit eine Generationszeit von 139 h prog-

nostizieren (Hagström et al. 1979). Dies entspricht 0,4 % der maximalen Wachstumsrate 

von E. coli A3. Eine mögliche Ursache dieser geringen Wachstumsprozesse liegt in dem 

Volumen- und Zellverlust des MBR aufgrund der Probenahme und des Schaumaustrittes. 

Dieser tägliche Volumenverlust betrug im Mittel 0,25 % und maximal 0,6 % des Reaktor-

volumens. Das nachfolgende Auffüllen des Reaktorvolumens mit fructosehaltigem Medi-

um kann allerdings auch nur für einen kleinen Teil der Wachstumsprozesse in dieser so-

wieso schon geringen Größenordnung verantwortlich gemacht werden, da für einen 

Ausgleich des durchschnittlichen Volumenverlustes eine Wachstumsrate von 0,0001 h-1 

bzw. eine Generationszeit von 290 Tagen notwendig gewesen wäre. Diese berechneten 

Wachstumsraten liegen weit unterhalb der Grenze von 10 % der maximalen Wachstums-
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rate von 0,14 h-1 für E. coli A3, unterhalb derer eine Änderung des Stoffwechsels für in 

MBR kultivierte Mikroorganismen beschrieben wurde (Drews und Kraume 2007; Tros et 

al. 1996; van Verseveld et al. 1984) und werden daher vernachlässigt.  

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass die Bakterien im MBR während der IV. 

Phase vom 30. bis 60. Tag der Fermentation die mit dem Medium einströmende Fructose 

hauptsächlich für ihren Erhaltungsstoffwechsel verbraucht und so gut wie gar nicht für 

Wachstumsprozesse genutzt haben. 

4.4.4 Physiologie der Gesamtpopulationen 

Bei der Gesamtpopulation der Zellen aus dem MBR ergab sich folgendes Bild: Obwohl die 

Zellen aus dem MBR mit ihrer ATP-Produktion stärker auf eine Aktivierung mittels LB Me-

dium zu reagieren schienen als die Bakterien aus dem Batch-Ansatz, zeigten sie bei der 

Untersuchung eines erneuten Zellwachstums eine längere lag-Phase als die Zellen aus 

dem Batch-Ansatz. Dies lässt auf eine etwas schnellere Reaktionsfähigkeit der Zellen aus 

dem MBR gegenüber erneuter Substratverfügbarkeit schließen, die sich aber nicht sofort 

in einem Zellwachstum zeigt. Insgesamt war das Wachstum der Bakterien aus dem MBR 

und aus dem Batch-Ansatz im Vergleich zu den Zellen aus der Übernachtkultur um zwei 

bzw. eine Stunde verzögert. Für die nur kurze Verzögerung sprechen auch die starken 

FISH-Signale der Zellen, die auf eine relativ hohe Ribosomenzahl pro Zelle deuten. Die 

hohe Ribsosomenkonzentration der Zellen aus dem MBR und dem Batch-Ansatz erlaubte 

den Bakterien eine schnelle Antwort der Proteinsynthese auf erneute Nährstoffzufuhr, und 

damit eine relativ schnelle Wiederaufnahme des Zellwachstums (Konopka 2000). Die Zel-

len aus dem Reaktor reagierten etwas langsamer, was auf eine längere Umstellungspha-

se vom Erhaltungsstoffwechsel auf Teilungsaktivität schließen lässt als sie die Zellen aus 

dem Batch-Ansatz zeigten, die aus einem Hunger-Stadium kommend schneller erneutes 

Zellwachstum aufnahmen. 

4.4.5 Subpopulationen mit unterschiedlicher Aktivität 

Mit der Bestimmung verschiedener physiologischer Zellparameter konnte sowohl im MBR 

als auch im Batch-Ansatz eine heterogene Bakterienpopulation beobachtet werden. 

Grundsätzlich kann eine Reinkultur homogenen oder inhomogenen Bedingungen ausge-

setzt sein, die auf verschiedene Weise zu einer Heterogenität und der Ausbildung von 

Subpopulationen beitragen können.  

Die Heterogenität einer Reinkultur unter homogenen Bedingungen kann verschiedene 

Gründe haben: zum einen kann sie auf den Unterschieden der einzelnen Individuen beru-
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hen, die sich in verschiedenen Stadien ihres Zellzyklusses befinden. Viele der erhaltenen 

Daten, solange sie sich nicht auf einer Einzel-Zell-Analyse beziehen, stellen dann nur 

einen gemittelten Wert über der Verdopplungszeit dar. Eine zweite Quelle der Heterogeni-

tät innerhalb einer Reinkultur können oszillatorische intrazelluläre Phänomene darstellen, 

die vor allem bei niederen Eukaryoten beobachtet wurden. Eine weitere Form der Hetero-

genität in einer genetisch gleichförmigen Population kann sich entwickeln, wenn die Mik-

roorganismen aufgrund von äußeren Stressfaktoren Subpopulationen ausbilden (Lloyd 

1993; Müller 2007). Ein möglicher Stressfaktor stellt dabei eine Nährstofflimitierung dar, 

wie sie unter anderem in Batch-Kulturen aber auch im MBR-Systemen auftritt. Im Gegen-

satz zu Bakterien in einem Chemostaten, die aufgrund der konstanten Umweltbedingun-

gen homogenere Populationen mit besser reproduzierbaren Eigenschaften ausbilden 

(Hoskisson und Hobbs 2005), resultiert eine Batch-Kultur in einer eher heterogenen Popu-

lation mit unterschiedlichen Subpopulationen (Makinoshima et al. 2002). Dies könnte dar-

auf zurückzuführen sein, dass in einer wachsenden Batch-Kultur die Wachstumsrate kon-

tinuierlich abnimmt (Franchini 2006). Da die spezifische Wachstumsrate einen 

dramatischen Effekt auf die Regulation der Genexpression haben kann (Hua et al. 2004; 

Ter Linde et al. 1999), kommt es zu kontinuierlichen Veränderungen des physiologischen 

Zustandes der E. coli Zellen während des Wachstums in einem Batch-Ansatz (Franchini 

2006). Diese Unterschiede auf Ebene des DNA-Gehaltes, der Zellgröße und der Protein-

expression werden unter anderem auf die Geschichte der einzelnen Zellen zurückgeführt, 

da die Bakterien noch Zellbestandteile beinhalten können, die zu früheren Zeitpunkten der 

Wachstumskurve gebraucht und synthetisiert worden sind (Franchini 2006). Welchen Un-

terschied die beiden Kultivierungsverfahren Batch-Ansatz und Chemostat bedingen, zeig-

te eine Studie, in der E. coli Zellen mit derselben Wachstumsrate in einer Batch-Kultur und 

einem Chemostaten ein unterschiedliches Proteinmuster sowie Veränderungen im Kata-

bolismus aufwiesen (Franchini 2006).  

Aufgrund der lang andauernden Wachstumsphasen mit unterschiedlichen und sich verän-

dernden Aktivitäten der Zellen in Membranbioreaktoren, ist bei diesem kontinuierlichen 

Kultivierungsverfahren während der Wachstumsphase ebenso von einer heterogenen, 

sich im Laufe der Zeit verändernden Population auszugehen. Die Geschichte der Zellen 

scheint dabei auch noch in der Phase des Nicht-Wachstums eine Rolle zu spielen, da 

auch hier eine Heterogenität der Bakterienpopulation zu beobachten war. 

Eine Erklärungsmöglichkeit für die sich im Laufe der Langzeitkultivierungen verändernde 

Heterogenität der E. coli Population stellt die aufgrund der niedrigen Wachstumsrate lang-

same Zunahme von mutierten Zellen dar. In der Literatur beschriebene Mutationen, die 

oftmals unter anderem bei E. coli in der stationären Phase beobachtet wurden und die zu 



Diskussion 

 127

einem Phänotypen mit einem Wachstumsvorteil (growth advantage in stationary phase, 

GASP) führen, basieren auf einer abgeschwächten rpoS-Aktivität (Finkel und Kolter 1999; 

Zinser und Kolter 1999). Interessanterweise ist eine Abschwächung des rpoS-Gens ein 

weit verbreitetes Phänomen in E. coli Umweltisolaten (Finkel und Kolter 1999), was auf 

einen beachtenswerten Selektionsdruck auf globale Regulatorgene in der Umwelt hindeu-

tet (Zinser und Kolter 2004). Sogar bei der kompetitiven Kolonisation des Darmtraktes der 

Maus stellt die Funktion des rpoS-Gens einen Nachteil für E. coli Zellen dar (Krogfelt et al. 

2000). Des Weiteren wurde ein starker selektiver Druck auf E. coli Zellen in Glucose-

limitierten Chemostaten beobachtet, der zu einem Verlust der RpoS-Funktion führte 

(Ferenci 2001). Eine Herunterregulierung des RpoS konnte auch für ein limitiertes Wachs-

tum von E. coli auf anderen Zuckern nachgewiesen werden (Franchini 2006). Diese Beo-

bachtungen könnten eine Konsequenz aus der Rolle des RpoS in der Genregulation sein, 

in der RpoS für die Expression von über 140 Genen der Stressantwort und für die Überle-

bensfunktionen in der stationären Phase verantwortlich ist (Hengge-Aronis 2002b; Weber 

et al. 2005). Die Expression von RpoS erschien dabei umgekehrt proportional zur Wachs-

tumsrate (Ihssen und Egli 2004) und war für die Herunterregulierung von Genen des zent-

ralen Metabolismus verantwortlich (Patten et al. 2004). Darüber hinaus zeigten Stämme 

mit geringen RpoS-Konzentrationen zwei wesentliche Vorteile gegenüber Stämmen mit 

hohem RpoS-Gehalt. Zum einen wurde über ihre Fähigkeit berichtet, verschiedene Koh-

lenstoffquellen gleichzeitig metabolisieren zu können und zum anderen zeigten sie eine 

bessere kompetitive Durchsetzungsfähigkeit als Stämme mit hohem RpoS-Gehalt in Um-

gebungen mit geringem Nährstoffgehalt (Ferenci 2005; King et al. 2004; Wick und Egli 

2004). Andererseits zeigten diese rpoS Mutanten eine geringere Resistenz gegenüber 

externen Stressfaktoren wie extremen pH-Werten (King et al. 2004). Verantwortlich für 

das vermehrte Auftreten solche Mutationen könnte ein vorübergehender hypermutierbarer 

Zustand als Quelle einer durch Anpassung entstandenen Mutation (adaptive mutation) der 

Zellen sein, die über Rekombinationen von Genabschnitten selbst bei sich nicht teilenden 

Zellen erfolgen kann (Rosenberg et al. 1998). Selektions-induzierte bzw. adaptive oder 

gerichtete Mutationen sind nicht zufällig auftretende Mutationen, die direkt als eine Ant-

wort auf einen Umweltstimulus auftreten (Bridges 1997; Hall 1991). Die Existenz von ge-

richteten Mutationen, die teilweise an die Theorien von Larmarck erinnern, wird noch im-

mer kontrovers diskutiert (Cairns et al. 1988; Rosenberg et al. 1998). Allerdings barg 

dieser Zustand nur für eine kurzzeitige Anpassung Vorteile, für den einen Antibiotika-

behandelten Mäusedarm besiedelnden E. coli, wirkte er sich auf lange Sicht eher nachtei-

lig aus (Giraud et al. 2001). 
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Darüber hinaus wurde von Polymorphismen im rpoS-Gen berichtet, die bei zahlreichen in 

der Natur vorkommenden E. coli Populationen beobachtet wurden und diesen eine hohe 

Flexibilität der Genexpression ermöglichen (Ferenci 2003). Dieser Polymorphismus wurde 

mit dem Selektionsdruck der Umwelt auf die jeweiligen Zellen erklärt und als SPANC (self 

preservation and nutritional competence) bezeichnet (Ferenci 2005). In ihren Studien wie-

sen Stämme mit unterschiedlichen RpoS-Phänotypen verschiedene katabolische Flexibili-

tät auf, wobei eine hohe katabolische Flexibilität mit einer niedrigen RpoS-Konzentration 

korrelierte (King et al. 2004). Es wird davon ausgegangen, das der Vorteil, der aus der 

Herunterregulierung des rpoS-Gens resultiert, aus dem Wettbewerb zwischen den Sigma 

Faktoren σs und σ70 resultiert (Farewell et al. 1998) und keinen direkten Effekt von RpoS 

selbst darstellt (King et al. 2006).  

Ein weiteres Phänomen, welches die Heterogenität einer genetisch identischen Populati-

on unter denselben Umweltbedingungen beschreibt, ist die Bistabilität (bistability) 

(Dubnau und Losick 2006). Unter Bistabilität wird die Bifurkation (Aufspaltung) einer ho-

mogenen Population aus genetisch identischen Individuen in bestimmte Subpopulationen 

verstanden, die sich aufgrund ihrer Genexpression unterscheiden. Die Heterogenität der 

Population ist also nicht durch eine Neuordnung des Genoms oder durch Mutationen be-

dingt und die Zellen können (scheinbar zufällig) zwischen diesen physiologischen Stadien 

reversibel wechseln (Graumann 2006). Ein Beispiel für Bistabilität ist die Ausbildung von 

persistierenden Zellen (persister cells) bei E. coli nach einer Antibiotikabehandlung. Expe-

rimente ergaben, dass vor dem Antibiotikaeinsatz in der mittleren exponentiellen Phase 

ein kleiner Anteil der Population spontan in ein Stadium des geringen oder Null-

Wachstums übergeht und damit dem Einfluss des Ampicillins entgeht, welches die Zell-

wandsynthese bei wachsenden Zellen blockiert (Balaban et al. 2004; Keren et al. 2004). 

Die Investition der Population in nicht- bzw. langsam wachsende Individuen kann sich 

letzten Endes durch eine erhöhte Fitness der Gesamtpopulation auszahlen (Kussell et al. 

2006).  

Mit Hilfe dieser Mechanismen sind die Bakterien in der Lage, sich im Vorfeld oder nach 

dem Eintritt von veränderten Umweltbedingungen an die neuen Gegebenheiten anzupas-

sen. Es ist also anzunehmen, dass die sich im MBR aufgrund der langen, vierwöchigen 

Wachstumsphase ausbildenden Subpopulationen besser an die herrschende Nährstoffli-

mitierung angepasst waren.  

Eine weitere Ursache für die Heterogenität der Population im MBR kann die Tatsache dar-

stellen, dass im MBR keine absolut homogenen Umweltbedingungen für die Bakterien 

gewährleistet waren. Vielmehr könnte das zutropfende Medium, von dem circa 1.000 
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Tropfen pro Stunde zur Fermenterbrühe hinzu gegeben wurden, ein langsames Wachs-

tum von wenigen Zellen ermöglicht haben. Es ist anzunehmen, dass die Bakterien, die 

sich in der Nähe des eintropfenden Mediums befanden, die Fructose relativ schnell auf-

nahmen und metabolisierten, während andere, weiter entferntere Zellen, nichts von der 

Kohlenstoffquelle erhielten. Aufgrund der Rührertätigkeit sollte die Häufigkeit dieser selek-

tiven Beeinflussung theoretisch über die Zeit auf alle Zellen gleich verteilt sein. Die Er-

gebnisse liefern also nur eine Momentaufnahme der Zellaktivitäten zu einem bestimmten 

Zeitpunkt, die aufgrund des langsam durchlaufenen Zellzyklus der nicht synchronisierten 

Bakterien nicht bei allen Zellen identisch ist. 

Um die Frage nach einer sich bei den nicht-wachsenden Bakterien eventuell ausbilden-

den Heterogenität genauer zu beantworten, wurde die Lebensfähigkeit der Zellen 

(LIVE/DEAD BacLight), die potentielle (DVC) und reale Kultivierbarkeit (KBE), die metabo-

lische Aktivität (CTC) sowie die Hybridisierbarkeit der Bakterien (FISH) im zeitlichen Ver-

lauf der MBR- und Batch-Langzeitkultivierung analysiert. 

4.4.5.1 Lebensfähigkeit der Zellen  

Die Untersuchung der Membranintegrität mittels des LIVE/DEAD® BacLightTM Kits (Mole-

cular Probes, Leiden, NL) basiert auf den Eigenschaften bestimmter Fluoreszenzfarbstof-

fe, intakte Zellmembranen nicht überwinden zu können. Mit Hilfe der beiden Nukleinsäure-

Farbstoffe SYTO9 und Propidiumiodid, die sich in ihren Fluoreszenzspektren sowie ihrer 

Fähigkeit intakte bakterielle Zellmembranen zu überwinden, unterscheiden, lassen sich, 

gemeinsam angewandt, vermeintlich tote Zellen von vermeintlich lebenden Zellen unter-

scheiden. Dabei färbt SYTO9 alle Zellen grün, wohingegen Propidiumiodid nur in Zellen 

mit geschädigter Membran eindringen soll und sie rot fluoreszieren lässt. Ein Verlust der 

Membranintegrität stellt aufgrund der vielfältigen Funktionen der Plasmamembran wie 

Permeabilitätsgrenze, Transport, Respirationsaktivität etc. eine signifikante Schädigung 

der Zelle dar (Joux und Lebaron 2000). 

Die BacLight Methode wurde in zahlreichen Publikationen als Nachweis von lebenden 

Zellen sowohl bei E. coli Reinkulturen (Arana et al. 2004; Caruso et al. 2003; Ericsson et 

al. 2000; Grey und Steck 2001; Suller und Lloyd 1999) als auch bei Mischkulturen ange-

wandt (Gunasekera et al. 2003). Dabei wurde von einigen Autoren angemerkt, dass die 

bestehende Membranintegrität nicht als alleiniger Indikator für eine Lebensfähigkeit von 

Zellen genutzt werden kann, sondern nur als Hinweis auf eine vorhandene Zellintegrität 

gesehen werden sollte (Joux und Lebaron 2000). Allerdings wurde in einer Studie beo-

bachtet, dass alle mittels der BacLight Methode als vermeintlich tot eingestuften E. coli 

AF1000 Zellen nicht mehr in der Lage waren sich im Medium zu teilen, wohingegen auch 
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7 % der vermeintlich lebenden Zellen sich nicht geteilt haben (Ericsson et al. 2000). Diese 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Anteil der vermeintlich toten bzw. stark geschä-

digten Zellen keinesfalls unterschätzt wird und eine Zellfraktion existiert, deren Membran-

integrität ausreichend ist, um als vermeintlich lebend bezeichnet zu werden, die aber nicht 

mehr kultiviert werden kann, also als lebend aber nicht kultivierbar (viable but noncultu-

rable, VBNC) einzustufen ist. 

Der sowohl im MBR als auch im Batch-Ansatz gleich bleibend hohe Anteil von mindestens 

90 bzw. 95 % vermeintlich lebender Zellen mit einer ausreichenden Membranintegrität 

weist darauf hin, dass es in beiden Ansätzen zu keinen gravierenden Absterbevorgängen 

der Zellen innerhalb des Versuchszeitraumes kam und dass ein Großteil der inaktiven 

Zellen in Bezug auf metabolische Aktivität, Hybridisierbarkeit, potentielle Teilungsfähigkeit 

etc. mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht als tot anzusehen ist. Ähnliche Ergebnisse lieferten 

Untersuchungen an einem relativ robusten E. coli O157:H7 unter Hungerbedingungen in 

einem Mikrokosmos, in dem zumindest über eine Zeitraum von 14 Tagen keine signifikan-

te Abnahme der vermeintlich lebenden Zellen zu beobachten war (Lisle et al. 1998).  

Die Zunahme der vermeintlich toten Zellen im MBR nach Beendigung des kontinuierlichen 

Betriebes auf 25 % zeigt, dass der physiologische Zustand der Zellen im MBR nicht dem 

der Zellen aus dem Batch-Ansatz entspricht, da die Bakterien aus dem MBR bei vollstän-

diger Einstellung der Nährstoffzufuhr mit einem höheren Anteil von vermeintlich toten Zel-

len reagierten als sie bei den Zellen der Batch-Kultur je beobachtet wurde. Diese Zunah-

me an vermeintlich toten Zellen im MBR nach Beendigung der kontinuierlichen 

Betriebsweise kann mit zwei unterschiedlichen Ansätzen erklärt werden. Entweder sind 

die nährstofflimitierten Bakterien aus dem MBR so ausgelaugt, dass sie eine Umstellung 

ihres Stoffwechsels auf einen Hungerzustand ohne zusätzliche Substratzufuhr nicht reali-

sieren können und sterben. Oder die Bakterien reagieren auf die Beendigung der Sub-

stratzufuhr im MBR mit der Fähigkeit Propidiumiodid in die lebende Zelle aufzunehmen, 

leben weiter und erscheinen aufgrund der roten Färbung nur vermeintlich tot. Einen Hin-

weis auf die Fähigkeit lebender Zellen Propidiumiodid aufzunehmen, lieferte eine Studie, 

in der immerhin 4 % der Propidiumiodid-gefärbten E. coli Zellen und 60 % bzw. 10 % der 

mit Propidiumiodid gefärbten Zellen zweier exponentiell wachsender Bodenisolate kulti-

vierbar waren, also als lebend anzusehen sind (Shi et al. 2007). Auch scheint Propidiumi-

odid vermehrt von wachsenden Zellen aufgenommen zu werden, da die Kultivierbarkeit 

der Propidiumiodid gefärbten Zellen der beiden Bodenisolate während der stationären 

Phase auf 34 % bzw. 3 % sank. Daneben wurden vereinzelt motile, offensichtlich lebende 

Bakterien beobachtet, die nach einer BacLight Färbung ein rotes Signal aufwiesen und 

damit als vermeintlich tot einzustufen gewesen wären (Dr. Böckelmann, persönliche Mit-
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teilung). Es ist also nicht auszuschließen, dass selbst lebende E. coli Zellen unter bisher 

nicht getesteten Bedingungen in der Lage sind, Propidiumiodid aufzunehmen. 

Insgesamt ist von einem wiederholten Einfrieren der aufgetauten Farbstoffe des 

LIVE/DEAD® BacLightTM Kits abzuraten, da dies zu einer gravierenden Unterschätzung 

der vermeintlich lebenden Zellen führte (Daten nicht aufgeführt). 

4.4.5.2 VBNC Stadien sowie potentielle und reale Kultivierbarkeit der Zellen 

Reaktor 

Seit den ersten Beobachtungen von Rita Colwell (Xu et al. 1982), dass Bakterien, die sich 

auf routinemäßig eingesetzten Medien nicht mehr teilen und Kolonien bilden, nicht 

zwangsläufig tot sein müssen, haben sich über 400 Veröffentlichungen mit verschiedenen 

Aspekten des Phänomens der „lebendigen aber nicht kultivierbaren Zellen“ (VBNC) be-

schäftigt (Colwell und Grimes 2000; Kell et al. 1998; McDougald et al. 1998; Oliver 2005). 

Diese Art von Dormanz, die bisher bei über 60 gram-positiven wie gram-negativen Bakte-

rienspezies beobachtet wurde, unterscheidet sich von einem allgemeinen Hungerzustand, 

in dem es ebenfalls zu einer drastischen Absenkung des Metabolismus kommen kann, 

darin, dass die hungernden Zellen zumeist kultivierbar bleiben. Nach einer Induktion des 

VBNC Zustandes durch Stressoren wie Hunger, Kälteschock oder osmotischem Stress 

können die betroffenen Bakterien jedoch ohne einen spezifischen Stimulus nicht mit Rou-

tinemethoden kultiviert werden. Zudem zeigten sie zum Teil weitere Auffälligkeiten wie 

eine Verkleinerung ihres Zellvolumens, eine Reduktion des Nährstofftransportes, der Re-

spirationsraten und der Synthese von Makromolekülen sowie Veränderungen in der Fett-

säurezusammensetzung der Zytoplasmamembran und biochemische Veränderungen der 

Zellwand (Porter et al. 1995; Signoretto et al. 2002). Eine Genexpression hingegen blieb 

bei den VBNC Zellen weiterhin nachweisbar (Mar Lleo et al. 2000). Eine große Relevanz 

hat dieser physiologische Zustand vor allem bei Indikator- bzw. pathogenen Organismen, 

die mit bisher eingesetzten meist auf Kultivierung beruhenden Standardmethoden in der 

Umwelt nicht nachgewiesen werden, aber dennoch vorhanden sind, Infektionen hervorru-

fen können und damit ein nicht zu unterschätzendes gesundheitliches Risiko darstellen 

(Huq et al. 2000; Oliver 2005). Anfängliche kritische Betrachtungen des VBNC Zustandes 

bezogen sich meist auf die Terminologie, da einige Autoren für die Eigenschaft „viable“ 

nicht nur Lebensfähigkeit sondern auch Teilungsfähigkeit und Kultivierbarkeit voraussetz-

ten und die Bezeichnung „lebendig aber nicht kultivierbar“ für sie einen Widerspruch dar-

stellte (Barer et al. 1998; Barer und Harwood 1999; Kell et al. 1998). Auch für E. coli ist 

ein Übergang in VBNC Stadien beschrieben (Arana et al. 2004; Bjergbaek und Roslev 
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2005; Garcia-Armisen und Servais 2004; Grey und Steck 2001; Na et al. 2006; Ohtomo 

und Saito 2001; Xu et al. 1982), obwohl in der Vergangenheit die Existenz von VBNC Sta-

dien als Anpassungsstrategie bei Enterobakterien von einzelnen Autoren auch bestritten 

wurde (Bogosian et al. 1998; Bogosian und Bourneuf 2001; Desnues et al. 2003). Vor 

allem wurden jene Studien kritisiert, die keinen eindeutigen Nachweis einer Reaktivierung 

der VBNC Zellen lieferten. Ohtomo und andere erbrachten dann aber den Beweis, dass 

auch Enterobakterien in einem VBNC Zustand vorliegen können, indem sie die Reaktivie-

rung von VBNC Zellen nachwiesen (Bjergbaek und Roslev 2005; Na et al. 2006; Ohtomo 

und Saito 2001) 

Im MBR lässt der gleich bleibend hohe Anteil an lebendigen Zellen zusammen mit einer 

kontinuierlichen Abnahme der mittels der Drop Plate-Methode kultivierbaren Bakterien auf 

einen stetig wachsenden Anteil von anfangs 10 % auf über 60 % nach 70 Tagen schlie-

ßen. Die abnehmende Kultivierbarkeit könnte auf das relativ hoch konzentrierte Kultivie-

rungsmedium (LB Medium) zurückzuführen sein, da erhöhte Nährstoffkonzentrationen 

toxisch auf VBNC Zellen wirken können (Whitesides und Oliver 1997). So wird angenom-

men, dass nicht-wachsende Zellen freie Radikale (ROS = reactive oxygen species) pro-

duzieren, die eine Kultivierung verhindern (Bloomfield et al. 1998). Weitere Hinweise dafür 

lieferten nicht-wachsende E. coli Zellen, die auf dem gleichen Medium kultiviert werden 

konnten, wenn dies unter anderem Katalase enthielt (Mizunoe et al. 1999). Ein Aspekt des 

VBNC Stadiums scheint daher das in den Zellen produzierte oder im Medium vorhandene 

Wasserstoffperoxid zu sein, welches die VBNC Zellen nicht unter anderem durch Katalase 

entgiften können (Oliver 2005). Allerdings zeigten in einem MBR kultivierte E. coli A3 Zel-

len in Vorversuchen kein anderes Kultivierungsverhalten, wenn sie auf Agarplatten mit 

geringerer Nährstoffkonzentration (10 % LB Medium, AB Mineralmedium mit 2 g l-1 Fruc-

tose) ausplattiert wurden (Daten nicht aufgeführt). Daher ist nicht von einer Unterdrückung 

der Kultivierbarkeit aufgrund eines sehr hohen Nährstoffgehaltes im Kulturmedium auszu-

gehen. Der mittels der DVC Methode ermittelte Anteil potentiell teilungsfähiger Bakterien 

aus dem MBR lag meist 10 – 20 % über dem kultivierbaren Anteil der Zellen, was zum 

einen darauf zurückzuführen sein dürfte, dass die Zellen in einem Flüssigmedium verblie-

ben und nicht dem Stress des Oberflächenwachstums an einer Grenzfläche (Agar/Luft) 

ausgesetzt waren. Zum anderen wurden die Zellen aus dem MBR zu Beginn 1:100 mit 

sterilem PBS Puffer verdünnt und letztlich in 5 % LB Medium inkubiert. Auch diese gerin-

gere Nährstoffkonzentration kann aufgrund des eventuell geringeren oxidativen Stresses 

eine Erklärung für den höheren Anteil an potentiell teilungsfähigen Bakterien im MBR lie-

fern. Des Weiteren werden mittels der DVC Methode diejenigen Bakterien ermittelt, die 

sich zumindest einmal hätten teilen können. Diese potentiell teilungsfähigen Bakterien 
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müssen aber nicht zwangsläufig in der Lage gewesen sein, sich noch genügend oft zu 

teilen, um eine sichtbare Kolonie auf einer Agarplatte zu bilden. Daher erscheint ein höhe-

rer Anteil an potentiell teilungsfähigen Zellen als an Koloniebildenden Einheiten logisch. 

Batch 

Die Bakterien im Batch-Ansatz zeigten analog zu den Reaktor-Bakterien eine Zunahme 

der nKBE Zellen sowie der VBNC Stadien im zeitlichen Verlauf des Experimentes von 

10 % auf 60 % am 70. Tag. Auch hier überstieg der Anteil der vermeintlich toten Zellen 

5 % der Gesamtzellzahl nicht. Auffallend ist allerdings, dass im Gegensatz zu den Beo-

bachtungen bei den Reaktor-Bakterien, die Werte der KBE Bestimmung einheitlich deut-

lich über denen der DVC Methode lagen. Ein mögliche Begründung könnte darin liegen, 

dass die Bakterien aus dem Batch-Ansatz zur Vorbereitung auf die DVC Methode nur 

1:10 anstatt 1:100 wie die Zellen aus dem MBR mit sterilem PBS Puffer verdünnt wurden, 

was zu einer eventuell nur ungenügenden Verdünnung der noch in der Kulturbrühe vor-

handenen wachstumshemmenden Metabolite führte.  

4.4.5.3 Metabolische Aktivität der Zellen 

Mit Hilfe von 5-Cyano-2,3-Ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) wurde in zahlreichen Publikatio-

nen eine metabolische Aktivität bzw. eine Lebensfähigkeit von Bakterien sowohl aus 

Reinkulturen (Arana et al. 2004; Barer et al. 1999; Caro et al. 1999; Creach et al. 2003; 

Lisle et al. 1999; Ogawa et al. 2005) als auch aus diversen Habitaten nachgewiesen (del 

Giorgio und Scarborough 1995; Gunasekera et al. 2003; Karner und Fuhrman 1997; Niel-

sen et al. 2003; Rodriguez et al. 1992). Dabei wirkt in metabolisch aktiven Zellen das 

wasserlösliche CTC als künstlicher Elektronenakzeptor und wird intrazellulär von Kompo-

nenten der Elektronentransportkette bzw. von verschiedenen Dehydrogenaseenzymen zu 

unlöslichem, rot fluoreszierendem Formazan reduziert. Da der Energiestoffwechsel einer 

Zelle direkt mit dem Elektronentransport zusammenhängt, weist die Fähigkeit einer Zelle, 

CTC zu reduzieren, auf deren metabolische Aktivität hin (Joux und Lebaron 2000) und 

zwar sowohl unter aeroben als auch unter verschiedenen anaeroben Bedingungen 

(Bhupathiraju et al. 1999; Smith und McFeters 1997). Da E. coli Zellen selbst dann noch 

CTC reduzierten, als sie kein CO2 mehr produzierten, wurde diese Methode nicht nur als 

Indikator für die Atmungsaktivität, sondern für die Lebensfähigkeit einer Zelle insgesamt 

propagiert (Creach et al. 2003). Allerdings muss eine gewisse Menge an Formazan gebil-

det werden, damit es im Fluoreszenzmikroskop sichtbar ist; so wurde beobachtet, dass 

Zellen mit einer geringen metabolischen Aktivität kein positives CTC Signal unter dem 

Fluoreszenzmikroskop gaben und nur die Zellen mit einer sehr starken metabolischen 
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Aktivität nachgewiesen werden konnten (del Giorgio und Scarborough 1995; Nielsen et al. 

2003). Darüber hinaus wurden auch toxische Wirkungen von CTC gegenüber Bakterien 

beobachtet (Ullrich et al. 1996). Andererseits wurde eine Toxizität erst ab einer Konzentra-

tion von 6 mM nachgewiesen (Rodriguez et al. 1992), bzw. eine Konzentration von 5 mM 

als nicht toxisch betrachtet (Caruso et al. 2003). In dieser Arbeit kam CTC in einer Kon-

zentration von 4,6 mM zum Einsatz, so dass von keiner toxischen Wirkung der Chemikalie 

auszugehen ist. Insgesamt lässt sich aufgrund der geringen Sensitivität der Methode da-

von ausgehen, dass die ermittelten Werte den Anteil der metabolisch aktiven Bakterien 

eher unterschätzen.  

Der Anteil der CTC positiven Zellen im Anschluss an die vierwöchige Wachstumsphase im 

MBR von 70 % – 80 % erscheint recht hoch, doch lassen sich diese Werte mit der konti-

nuierlichen Substratzufuhr und dem aktiveren metabolischen Status der Zellen erklären. In 

einer anderen Untersuchungen wurden in der stationären Phase schon nach 32 Stunden 

nur noch 41 % der E. coli K12 Zellen als metabolisch aktiv eingestuft (Creach et al. 2003), 

wohingegen im Batch-Ansatz in dieser Arbeit der Anteil der CTC positiven Zellen erst 

nach 61 Tagen auf unter 50 % sank. Eine weitere Veröffentlichung berichtet von einer Ab-

nahme der CTC positiven E. coli 536 Zellen in Langzeit-Hunger-Experimenten schon nach 

30tägiger Inkubation auf unter 50 % in sterilem künstlichem Seewasser (López-Amorós et 

al. 1997). In derselben Veröffentlichung sank der Anteil der CTC positiven Zellen nach 60 

Tagen auf unter 10 %, wohingegen im Batch-Ansatz in dieser Arbeit der Anteil CTC positi-

ver Zellen selbst bis zum 70. Tag nicht unter 35 % fiel. Die insgesamt höhere metaboli-

sche Aktivität der E. coli A3 Zellen in dieser Arbeit kann zum einen mit der besseren Über-

lebensfähigkeit des Umweltisolates erklärt werden. Zum anderen wurde nach 

Herstellerangaben Ende 2005 der Reinheitsgrad der Chemikalie erhöht, so dass direkte 

Vergleiche mit Studien, in denen ältere Chargen der Substanz Verwendung fanden, mit 

Vorsicht zu betrachten sind (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Gründe für die teilweise 

niedrigeren Anteile an CTC positiven Zellen der Bakterien aus dem Batch-Ansatz nach 

einer Aktivierung sind spekulativ. Zwar zeigten einige Studien eine erhöhte CTC Redukti-

on nach Substrataktivierungen (Gribbon und Barer 1995; Rodriguez et al. 1992), aller-

dings wurde von einer Zugabe von Phosphaten und Nährstoffen abgeraten, da sie zu ei-

ner Inhibierung der CTC Reduktion bzw. zu einer abiotischen Reduktion der Substrate 

führen kann (Smith und McFeters 1997). Daher wurde in dieser Arbeit als aktivierendes 

Substrat kein Vollmedium, sondern nur Fructose (10 mM) eingesetzt. Es bleibt jedoch 

offen, ob selbst diese Aktivierung bei den stark hungernden Zellen des Batch-Ansatzes zu 

einer teilweisen Hemmung der CTC Reduktion führte.  
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Da auch abiotische Medienbestandteile zur Reduktion von CTC führen können (Smith und 

McFeters 1997) und als ähnliche Signale wie die von CTC positiven Bakterien im Fluores-

zenzmikroskop zu erkennen sind, war es wichtig, im ständigen Vergleich mit den DAPI 

angefärbten Zellen im Fluoreszenzmikroskop sicherzustellen, dass ein positives Signal 

auch mit dem Vorhandensein einer Zelle korreliert. 

4.4.5.4 Hybridisierbarkeit der Zellen 

Die Korrelation zwischen Zellaktivität und Hybridisierbarkeit von Bakterien mittels Fluores-

zenz in situ Hybridisierung (FISH) wird zur Zeit noch diskutiert (Bouvier und del Giorgio 

2003). Grundsätzlich scheinen schnell wachsende oder sehr aktive Zellen einen höheren 

Ribosomengehalt zu besitzen und damit in der Lage zu sein, proportional mehr Sonden-

moleküle zu binden, was zu einem stärken Fluoreszenzsignal führt. Dieser Zusammen-

hang wurde zumindest für Steady State Reinkulturen im Labor nachgewiesen (Ruimy et 

al. 1994) und zur Aktivitätsbestimmung eingesetzt (Poulsen et al. 1993). Ein hoher Ribo-

somengehalt weist allerdings nur auf das Potential der Zelle hin, Proteine zu synthetisie-

ren bzw. sich teilen zu können, er gibt aber keinen Aufschluss über die genauen metaboli-

schen oder Teilungsaktivitäten des Bakteriums (Amann und Kuhl 1998; Karner und 

Fuhrman 1997). Allerdings konnte eine Korrelation zwischen dem hybridisierbaren und 

demjenigen Anteil aus marinen, pelagischen in situ Populationen nachgewiesen werden, 

die 3H markierte Aminosäuren in ihre Zelle einbauten und mittels Audioradiographie als 

metabolisch aktiv eingestuft wurden (Karner und Fuhrman 1997). 

Da ein Großteil der Ribosomen nicht für die Proteinbiosynthese gebraucht wird und die 

Ribosomen nicht den limitierenden Faktor für ein Wachstum der Bakterien darstellen, liegt 

die Annahme nahe, dass auch Zellen mit geringer Aktivität noch über eine ausreichende 

Konzentration von Ribosomen verfügen, um ein detektierbares Fluoreszenzsignal ab-

zugeben (Bouvier und del Giorgio 2003). Für Desulfobacter und Vibrio Arten wurden er-

mittelt, dass hungernde Zellen noch zwischen 20 % und 30 % des maximalen intrazellulä-

ren rRNA Gehaltes aufwiesen und dass die untere Grenze der Detektierbarkeit der Zellen 

mit FISH erreicht war, wenn die Bakterien weniger als 8 % des rRNA Gehaltes von wach-

senden Zellen enthielten (Fukui et al. 1996; Kramer und Singleton 1992). 

Reaktor 

Der gleich bleibend hohe Anteil an hybridisierbaren Zellen von 60 % bis 80 % im Reaktor 

während der Fermentation ist somit auf Zellen zurückzuführen, die über eine ausreichend 

hohe Ribosomenkonzentration von mindestens 8 % der von wachsenden Zellen verfüg-

ten. Eine hohe Ribosomenzahl pro Zelle muss jedoch nicht zwangsläufig mit einer hohen 
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Translationsaktivität einhergehen. So wurde bei E. coli während der stationären Phase die 

Bildung von 100S Ribosomen-Dimeren beobachtet, welche mit Hilfe eines Ribosomen-

Modulationsfaktors (RMF) aus zwei 70S Ribosomen gebildet wurden. Die Autoren gehen 

davon aus, dass es sich bei den 100S Ribosomen um eine inaktive Form handelt, die zur 

Speicherung der zeitweise nicht genutzten Ribosomen dient (Ishihama 1999).  

Umgekehrt ist von einer Subpopulation von 20 % – 40 % der Zellen im Reaktor auszuge-

hen, die eine so geringe Ribosomenkonzentration besaß, dass sie kein detektierbares 

FISH Signal mehr lieferte. Aufgrund der geringen Ribosomenkonzentration kann davon 

ausgegangen werden, dass diese Zellen keine hohen Teilungsaktivitäten aufwiesen 

(Bouvier und del Giorgio 2003). Innerhalb dieser Subpopulation sind auch jene Zellen zu 

vermuten, die über die BacLight Methode als „tot“ angesehen werden und maximal 10 % 

der Reaktorpopulation ausmachten. Dafür spricht die Beobachtung, dass auch durch eine 

Aktivierung mit LB Medium der Anteil der hybridisierbaren Zellen nicht zunahm, also die 

nicht-hybridisierbaren Zellen innerhalb der Inkubationszeit von einer Stunde nicht wieder 

aktiviert werden konnten. Der fehlende Anstieg des Anteils an hybridisierbaren Zellen 

nach der Aktivierung weist ebenfalls darauf hin, dass die Zellen sich während der einstün-

digen Inkubation nicht in großem Maßstab geteilt haben können, da dann aufgrund der 

größeren Zahl von teilungsaktiven und damit hybridisierbaren Zellen mit einem höheren 

Anteil an detektierbaren positiven FISH Signalen zu rechnen gewesen wäre. Die Experi-

mente zur Geschwindigkeit der Wiederaufnahme des Zellwachstums (Kapitel 174H3.4.5.6) 

zeigten ebenso, dass bei den Zellen aus dem Membranreaktor nach einer Stunde Inkuba-

tionszeit in LB Medium (geschüttelt) bei 37 °C noch kein bedeutendes Wachstum zu er-

kennen war. 

Der Vergleich der Daten mit Literaturangaben zeigt, dass in einem mit kommunalem Ab-

wasser betriebenen MBR der Anteil der mittels der bakterienspezifischen Sonde EUB338 

ermittelten hybridisierbaren Zellen zwischen 40 % und 50 % lag (Rosenberger et al. 2000; 

Witzig et al. 2002). Allerdings ist dabei zu bedenken, dass der Anteil der hybridisierbaren 

Zellen in einer Probe sowohl von der FISH Sonde selbst, von dem verwendeten Fluoroch-

rom, von der eingestellten Stringenz und der Probenherkunft als auch von dem physiolo-

gischen Zustand der Zellen abhängen (Bouvier und del Giorgio 2003) und die Daten bei 

einer Änderung auch nur eines Parameters nur schwer miteinander vergleichbar sind. So 

wurde in den Untersuchungen des Abwasser-MBR die Sonden EUB338 mit einer Strin-

genz von 35 % und demselben Fluorochrom CY3 verwendet, um eine Mischkultur zu un-

tersuchen, wohingegen in dieser Arbeit eine Reinkultur mit der Sonde Probe D und einer 

Stringenz von 20 % analysiert wurde. Allein die Änderung dieser drei Parameter könnte 

die unterschiedlichen Ergebnisse bedingen. Denkbar wäre, dass in der Mischkultur des 
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Abwasser-MBR verschiedene Bakterienarten mit unterschiedlichen Überlebensstrategien 

vorkamen, die teilweise schlechtere und eventuell nicht detektierbare Fluoreszenzsignale 

lieferten. 

Batch 

Der Anteil der hybridisierbaren E. coli Zellen im Batch-Ansatz von 60 – 90 % über den 

gesamten Versuchszeitraum hinweg ist ebenfalls recht hoch im Vergleich zu anderen Un-

tersuchungen des Hungerzustandes bei E. coli, in denen der Anteil der FISH Signale von 

einem Umweltisolat in Trinkwassermesokosmen nach 18 Tagen um eine und nach 28 Ta-

gen um knapp drei Zehnerpotenzen abgenommen hatte (Bjergbaek und Roslev 2005). 

Allerdings fand bei dieser Untersuchung die Sonde EUB338 Verwendung, was gemein-

sam mit dem Inkubationsmedium Trinkwasser für die unterschiedliche Datenlage verant-

wortlich sein kann.  

4.4.6 Subpopulationen mit unterschiedlichem DNA-Gehalt 

Mikrobielle Reinkulturen wurden traditionell als gleichförmige Populationen angesehen bis 

unter anderem der Einsatz von neueren Methoden wie der Durchflusszytometrie die Hete-

rogenität einer Reinkultur deutlich machte (Müller und Babel 2003; Wiacek et al. 2006). 

Die bisher auf Basis der gesamten Zellen erhaltenen physiologischen Daten einer nicht 

synchronisierten, inhomogenen Kultur stellen eine Durchschnittsverteilung dar, da die Zel-

len ihren Zellzyklus durchlaufen und sich während dessen hinsichtlich ihrer Größe und 

ihres DNA-Gehaltes etc. verändern (Lloyd 1993). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es 

möglich, den DNA-Gehalt sowie die Zellgröße der einzelnen E. coli Zellen mittels einer 

quantitativen DAPI Färbung zu analysieren. Diese Methode erlaubt die Untersuchung ei-

ner großen Anzahl von einzelnen Zellen und ist damit ideal um heterogene Populationen 

auf Basis der einzelnen Zellen zu analysieren (Davey und Winson 2003; Müller 2007; Wi-

acek et al. 2006). Dabei setzt sich eine asynchron wachsende Population aus Individuen 

mit unterschiedlichem Gehalt an Chromosomenäquivalenten zusammen. Diese Zellen 

lassen sich zu Subpopulationen mit verschiedenen Chromosomengehalten Cn und C2n, 

bzw. Cxn bei entkoppelter DNA-Synthese, zusammenfassen. Die Anzahl dieser Subpopu-

lationen und der sie jeweils ausmachende Anteil an Bakterien bildet ein charakteristisches 

Muster, das sowohl von der Spezies als auch vom metabolisierten Substrat und Umwelt-

bedingungen der einzelnen Zelle abhängig ist (Müller 2007). 

Die Zellen aus dem Batch-Ansatz zeigten nach Beendigung ihrer Wachstumsphase eine 

Aufteilung der Gesamtpopulation in C2 und C4 Zellen mit jeweils 2 bzw. 4 Chromosomen-

äquivalenten. Ähnliche Muster wurden auch für andere E. coli Stämme in Glucose-
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Minimalmedium beschrieben (E. coli K12, MG1655), die in der stationären Phase ein bzw. 

zwei Chromosomenäquivalente besaßen (Åkerlund et al. 1995; Franchini 2006). Dabei ist 

allerdings zu bedenken, dass verschiedene Stämme je ein eigenes, stammspezifisches 

DNA-Muster unter limitierenden Bedingungen aufweisen (Müller und Babel 2003; Wiacek 

et al. 2006). Die Größenspektren der Zellen überschnitten sich stark, so dass die C4 Zel-

len tendenziell etwas größer waren als die C2 Zellen, ein kleinerer Teil der C4 Zellen ent-

sprach in der Zellgröße aber auch den Zellen mit 2 Chromosomenäquivalenten. Der Anteil 

der C4 Zellen nahm im Laufe der Zeit ab, was auf eine einmalige Teilung der C4 Zellen 

hindeutet. Sie gingen vermutlich in den C2 Zustand über, der für sie unter den Hungerbe-

dingungen günstiger zu sein schien. Aufgrund des tiefen Tals zwischen den C2 und C4 

Zellen im Histogramm ist nicht von einer größeren Subpopulation auszugehen, die im C2 

Stadium eine Replikation ihres genetischen Materials durchführte oder im C4 Stadium 

einen Teil ihrer Chromosomenäquivalente abbaute. 

Im MBR kam es nach Beendigung der exponentiellen Wachstumsphase mit entkoppelter 

DNA-Synthese am ersten Tag ebenfalls zu einer Aufspaltung der Population in hauptsäch-

lich C2 und C4 Zellen. Auch hier überschnitten sich die Größenspektren der Zellen stark. 

Nach Beendigung der linearen Wachstumsphase nach circa 28 Tagen erhöhte sich der 

Anteil der zwischen C2 und C4 befindlichen Zellen (das Tal zwischen den Verteilungen 

wurde flacher). Dies kann zum einen mit einem Abbau bzw. einer verminderten Anfärb-

barkeit der DNA in den C4 Zellen erklärt werden, deren Anteil an der Gesamtpopulation 

gleichzeitig stark abnimmt, oder daran liegen, dass einige wenige C2 Zellen wieder mit 

der Replikation ihrer DNA begannen (Müller 2007; Skarstad et al. 1983).  

Hinzu kommt das Auftreten von Zellen ab dem 41. Tag, deren DNA-Gehalt weniger als 

einem Chromosomenäquvalent entsprach. Bei diesen Zellen mit geringem DNA-Gehalt 

aus dem Reaktor handelte es sich entgegen ersten Vermutungen nicht um Minizellen, da 

diese Zellen nicht kleiner waren, sondern, wie aus der Größenverteilung der durchflusszy-

tometrischen Untersuchung ersichtlich, in einem ähnlichen Größenspektrum wie die C2 

und C4 Zellen lagen. Des Weiteren konnte zumindest ein Teil dieser Zellen mit Hilfe der 

BacLight Methode als „lebend“ eingestuft werden, da der Anteil der als „tot“ bezeichneten 

Bakterien maximal 10 % betrug. Unter Berücksichtigung der Beobachtungen, dass auch 

lebende Zellen Propidiumiodid aufnehmen können, liegt der Anteil der Zellen mit einer 

intakten Zellmembran sogar eher über 90 % (Shi et al. 2007). Somit ist die Wahrschein-

lichkeit gering, dass es sich bei den Zellen mit einem geringen DNA-Gehalt um Bakterien 

handelte, deren DNA im Abbau begriffen ist, da Zellen ohne intakte DNA vermutlich relativ 

schnell ihre Membranintegrität verlieren und dann aber noch über längere Zeit als ver-

meintlich „tote“ Zellen in der Suspension nachgewiesen werden könnten (Kapitel 175H3.3.3), 
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was im Reaktor aber nicht der Fall war. So stimmten in einer Studie mit marinen pelagi-

schen Bakterien die Anteile der Zellen mit einem geringen DNA-Gehalt und der Anteil der 

Zellen, die Propidiumiodid aufgenommen hatten und als „tot“ angesehen wurden, überein. 

Darüber hinaus zeigten die mit BacLight als „lebend“ eingestuften Zellen die gleichen An-

teile an der Gesamtpopulation wie die Zellen mit einem hohen DNA-Gehalt bzw. die Nuc-

leoid-tragenden Zellen (Gasol et al. 1999). Die Ergebnisse dieser Studie sprechen dafür, 

dass Bakterien ohne eine ausreichende DNA-Ausstattung auch noch längere Zeit als 

BacLight „tote“ Zellen unter in situ Bedingung vorkommen können. 

Die Abnahme der Fluoreszenzintensität der Zellen mit geringem DNA-Gehalt kann zum 

einen aus einem Verlust der DNA bei den C2 und C4 Zellen durch Ausschleusung aus der 

Zelle oder einem Abbau innerhalb der Zelle resultieren oder zum anderen auf eine Ände-

rung der Anfärbbarkeit der weiterhin vorhandenen DNA mit DAPI zurückzuführen sein. 

Letzteres kann entweder an einer geringeren Permeabilität der Zellwand liegen oder auf 

eine Änderung der Bindungsstellen, z. B. aufgrund von verpackter oder hochspiralisierter 

DNA beruhen. Diese hochspiralisierte Form der DNA (DNA supercoiling) ist innerhalb von 

Minuten nach einem Stress-Stimulus wie beispielsweise einem osmotischen Schock zu 

beobachten (Hsieh et al. 1991). Insgesamt wird aber davon ausgegangen, dass eine 

hochspiralisierte Form der DNA in einem frühen Stadium der Hunger-bedingten Stressan-

wort ausgebildet wird, während in Zellen mit einer abnehmenden metabolischen Aktivität 

bzw. in der stationären Phase die entspannte Form auftritt, da die Topologie der DNA 

hauptsächlich von Enzymaktivitäten kontrolliert wird (Lebaron und Joux 1994; Travers und 

Muskhelishvili 2005). So ist eine verminderte Anfärbbarkeit der Zellen im Erhaltungsstoff-

wechsel eher nicht auf eine hochspiralisierte Form des DNA-Moleküls zurückzuführen. 

Eine weitere Möglichkeit für die Änderung der DAPI Bindungsstellen stellt die Verpackung 

der DNA in Form von kristallinen Strukturen dar, wie sie durch das unspezifisch DNA-

bindende, histonartige Protein Dps unter oxidativem und langfristigem Hunger-Stress be-

obachtet wurde (Ishihama 1999; Nair und Finkel 2004; Wolf et al. 1999). In der späten 

stationären Phase stellt Dps den Hauptbestandteil des bakteriellen Chromatins dar (Ali 

Azam et al. 1999). Dabei beschützt Dps die Zelle aufgrund seiner Fähigkeit DNA und Me-

talle zu binden, seiner Ferroxidase-Aktivität sowie seiner Fähigkeit in die Genregulation 

auf Ebene der Transkription einzugreifen beispielsweise vor UV- und Gamma-Strahlung, 

vor toxischen Eisen- und Kupferkonzentrationen und vor thermischem wie osmotischem 

Stress. Während der stationären Phase kondensiert Dps das DNA Molekül reversibel in 

eine stabile kristalline Form (Biokristall), so dass zum einen die Reaktivität der DNA her-

abgesetzt wird und sie damit weniger sensitiv gegenüber Hitzestress und UV-Strahlung ist 

und zum anderen die meisten Makromoleküle wie schädigende Peroxidasen die so stabi-
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lisierte DNA erst gar nicht erreichen (Nair und Finkel 2004). Die Bildung der kristallinen 

DNA scheint dabei von der extrazellulären Konzentration an divalenten Kationen, vor-

nehmlich Mg2+, abzuhängen. Dabei soll der Dps-DNA-Komplex über Ionenbrücken gebil-

det werden, was nur in einem gewissen Mg2+-Konzentrationsbereich geschieht. In Ge-

genwart höherer oder niedrigerer Mg2+-Konzentrationen konnten die Biokristalle nicht 

beobachtet werden. Da dieser Kristallisationsprozess weder enzymatische Aktivität noch 

eine de novo Proteinsynthese voraussetzt und damit keine Energie benötigt, kann er ef-

fektiv auch bei längerfristiger Nährstofflimitierung stattfinden (Frenkiel-Krispin et al. 2001). 

Weiterhin impliziert das Vorkommen von homologen Dps Genen bei verschiedenen Bakte-

rien, dass dieser physikalische Schutzmechanismus der DNA gegenüber Nährstofflimitie-

rungen und oxidativem Stress einen unter Prokaryoten weit verbreiteten Ansatz darstellt 

(Chen und Helmann 1995; Martinez und Kolter 1997). Läge der vermeintlich geringe 

DNA-Gehalt bei der Subpopulation der Reaktorzellen an der schlechteren Anfärbbarkeit 

der DNA aufgrund von Kristallisationsvorgängen mit dem Dps Protein, dann wären ähnli-

che Beobachtungen auch bei den Zellen aus dem Batch-Ansatz zu erwarten, da sich auch 

diese in einer Nährstoffmangelsituation befinden. Andererseits scheint die Kristallisation 

der DNA hauptsächlich von der extrazellulären Mg2+ Konzentration abzuhängen, die im 

Reaktor aufgrund der mit der kontinuierlichen Medienzufuhr in Zusammenhang stehenden 

höheren metabolischen Aktivität der Bakterien und deren hoher Zelldichte geringer gewe-

sen sein könnte als im Batch Ansatz.  

In der Natur werden Bakterien mit sehr geringem oder nicht nachweisbarem DNA-Gehalt 

als Geisterzellen (ghosts) beschrieben, die kein mit einem DNA-Farbstoff anfärbbares 

Kernäquivalent besitzen und scheinbar auch nicht in der Lage sind, erneut Wachstumstä-

tigkeiten aufzunehmen (Zweifel und Hagström 1995). Sie werden einerseits als Zellreste 

angesehen, die nach der Lyse aufgrund einer Virusinfektion oder nach einem Fraßvor-

gang durch Protozoen zurück bleiben und in marinen Habitaten bis zu 80 % der Bakteri-

enpopulation ausmachen können (Karner und Fuhrman 1997; Zweifel und Hagström 

1995). Andererseits konnte in marinen Sedimenten nach einer Substrataktivierung auch 

eine Erhöhung des Anteils an Kernäquivalent-tragenden Zellen nachgewiesen werden, 

was darauf hindeutet, dass Zellen ohne erkennbares Kernäquivalent reaktiviert werden 

können (Luna et al. 2002). Auch von E. coli sind Geisterzellen (ghosts) bekannt, die aus 

der Expression des aus φX174 klonierten Phagengens E resultieren und als Kandidaten 

zur Herstellung eines inaktivierten Impfstoffs weiter untersucht werden (Haidinger et al. 

2003). Diese Zellhüllenfragmente sollten allerdings im Phasenkontrastbild einen hellen 

Zellinnenraum aufweisen, da sie kein Zytoplasma mehr beinhalten. Die E. coli Zellen mit 

einem geringen DNA-Gehalt aus dem Reaktor wiesen im Phasenkontrast dagegen einen 



Diskussion 

 141

dunklen Zellinnenraum auf, was auf das Vorhandensein von Zytoplasma schließen lässt. 

Demnach sind diese Zellen aus dem MBR nicht als Geisterzellen zu bezeichnen. 

Als Zellen mit geringem DNA-Gehalt, sog. „dims“ wurden marine und limnische Bakterien 

bezeichnet, die nach DAPI Färbung nur eine geringe Fluoreszenz aufzeigten, die einer 

DNA-Konzentration von circa 0,5 fg Zelle-1 bzw. einem Drittel der Intensität der Zellen mit 

einem Chromosom entsprach. In den Histogrammen der Durchflusszytometer stellten sie 

eine separate Wolke dar (Button und Robertson 2001). Es wurde angenommen, dass es 

sich bei diesen Zellen um Geisterzellen ohne Zytoplasma handelt, die einen Großteil der 

bakterienähnlichen Partikel im Meer ausmachen können (Heissenberger et al. 1996). Die-

se Zellen mit geringem DNA-Gehalt können aus hungernden Zellen hervorgehen, kom-

men aber auch in aktiveren Systemen wie warmen Oberflächengewässern vor. Der gerin-

ge DNA-Gehalt wurde zum Teil auf einen stressbedingten DNA-Abbau zurückgeführt 

(Weichart et al. 1997; Wiacek et al. 2006).  

Da in natürlichen Habitaten Nährstofflimitierung oft mit anderen Stressoren wie osmoti-

schem oder pH Stress einhergeht, die eine Schädigung der DNA hervorrufen können, ist 

davon auszugehen, dass das meist nur in Einzahl vorhandene Bakterienchromosom wäh-

rend des Nicht-Wachstums durch mindestens einen der oben genannten molekularen 

Mechanismen geschützt wird und dieser eventuell die Anfärbbarkeit der DNA mit DAPI 

beeinflusst und zu den Zellen mit einem geringen DNA-Gehalt (low DNA cells) im Reaktor 

führte. Zumal schnell wachsende Zellen im Gegensatz zu langsam oder nicht-

wachsenden Bakterien meist eine Vielzahl von Chromosomen besitzen und die Möglich-

keit haben, den dort auftretenden Schädigungen der DNA mit homologen Rekombinatio-

nen effektiv zu begegnen (Frenkiel-Krispin et al. 2001). 

4.4.7 Zellmorphologie 

Die für hungernde Zellen beschriebene Ausbildung von kokkoiden Zell-Morphotypen, die 

zum Teil aus Reduktionsteilungen bei Eintritt in die stationäre Phase und einer Hunger-

induzierten kontinuierlichen Verringerung des Zellvolumens hervorgehen (Morita 1997; 

Nyström 2004), konnte in dieser Arbeit weder für die Zellen aus dem MBR noch aus dem 

Batch-Ansatz beobachtet werden. Dabei ist eine Reduktion des Zellvolumens von bei-

spielsweise 5,94 µm3 auf 0,05 µm3 bei Vibrio und von 2 µm3 auf 0,1 µm3 für Pseudomonas 

sp. S9 nach einer 24stündigen Hungerphase beschrieben (Kjelleberg et al. 1993). Bei den 

Zellen in dieser Arbeit kam es im Gegenteil nur zu leichten Schwankungen der Zelllänge 

und des Zellvolumens, wobei die Werte vom 24. Tag in beiden Kultivierungen recht hoch 

lagen und daher eventuell mit Messungenauigkeiten erklärt werden können. Überein-

stimmend mit diesen Ergebnissen wurde in der Literatur auch für den Laborstamm E. coli 
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K12 unter Hungerbedingungen keine Reduktion der äußeren Zelldimensionen beobachtet, 

sondern lediglich ein Schrumpfen der Cytoplasmamembran bei gleichzeitiger Verkleine-

rung des Protoplasten, was zu einer Vergrößerung des periplasmatischen Raumes führte 

(Reeve et al. 1984).  

Unter Nährstofflimitierung in autoklaviertem und sterilfiltriertem Seewasser zeigte E. coli 

ML30 eine signifikante Reduktion der Zellgröße nur während einer Inkubation bei 37 °C. 

Bei einer Inkubation bei 4 °C war dies nicht der Fall und auch die Kultivierbarkeit nahm im 

Gegensatz zu der Kultivierung bei 37 °C sehr langsam ab (Özkanca und Flint 1997). Ob-

wohl teilweise statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Werten der Zelldimensi-

onen bei den Zellen aus dem MBR und dem Batch-Ansatz dieser Arbeit zu verzeichnen 

waren, ist dies nicht mit einer biologisch relevanten Änderung der Zelldimension (in der 

Größenordnung von ein bis zwei Zehnerpotenzen wie oben beschrieben) gleichzusetzen. 

4.4.8 Fraßversuche 

Die Aufnahme von partikulärer Nahrung erfolgt bei Einzellern mit Hilfe der Phagocytose. 

Dabei sind Protozoen in der Lage zwischen verschiedenen Arten von Nahrungspartikeln 

zu unterscheiden, können aber normalerweise nicht erkennen, ob es sich um verdauliche 

oder unverdauliche Nahrung handelt. Bisher ist noch nicht geklärt, welche Faktoren die 

Phagocytose auslösen, es konnte aber nachgewiesen werden, dass die chemischen und 

physikalischen Oberflächeneigenschaften der Beute dabei von Bedeutung sind. Diese 

Oberflächeneigenschaften werden sehr wahrscheinlich von Rezeptoren auf der Oberflä-

che der Protozoen erkannt. Die Phagocytose beginnt mit der Invagination der Plasma-

membran, die den Nahrungspartikel umgibt und sich nach innen zu einer Nahrungsvakuo-

le abschnürt. Im Laufe der Verdauung sinkt der pH in der Nahrungsvakuole, Vesikel mit 

Verdauungsenzymen (Lysosomen) fusionieren mit ihr und geben ihren Inhalt an sie ab. 

Für den Einzeller brauchbare Substanzen werden aus der Nahrungsvakuole in die Zelle 

transportiert und unverdauliches Material durch eine Defäkation (Exocytose) an der Cyto-

pyge aus der Zelle ausgeschleust (Hausmann et al. 2003; Radek und Hausmann 1996). 

Diese Verdauungsvorgänge dauern bei Tetrahymena ungefähr 2 Stunden (Nilsson 1979). 

Daher wurden für die Fraßversuche zur Untersuchung der Verwertbarkeit anhand von 

Verdauungsstadien der Bakterien in den Nahrungsvakuolen jeweils 45, 90, 120 und 150 

Minuten nach Beginn der Fütterung Aliquote der Einzellersuspension fixiert und mittels 

des Transmissionselektronenmikroskops ausgewertet. Es zeigte sich, dass die Bakterien 

aus allen 3 Kultivierungsansätzen (MBR, Batch-Ansatz, Übernachtkultur) von den Proto-

zoen aufgenommen und verdaut wurden. Allerdings waren pro Nahrungsvakuole in den 

Einzellern eher weniger E. coli Zellen aus dem MBR zu finden (1 – 2 Zellen je Vakuole) 
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als aus den anderen beiden Kultivierungsansätzen (bis zu 17 Zellen je Vakuole). Insge-

samt konnte ein tendenziell langsamerer Abbau der Zellwand bei den Zellen aus dem 

Batch-Ansatz und dem MBR als aus der Übernachtkultur durch die Protozoen beobachtet 

werden. Für eine eindeutige Beurteilung dieser Phänomene bedarf es allerdings weiterer 

Experimente. 

Zur Untersuchung der Verwertbarkeit der Bakterien aus den unterschiedlichen Kultivie-

rungsansätzen wurde das Wachstum der Protozoen anhand ihrer Zellkonzentration vor 

und nach einer Inkubationszeit von 24 h bestimmt. Da die Negativkontrollen sowohl kein 

Wachstum der inaktivierten E. coli Zellen als auch kein Wachstum der ohne E. coli inku-

bierten T. thermophila zeigten, ist davon auszugehen, dass das beobachtete Wachstum 

der Protozoen in den anderen Proben allein auf den zu Beginn vorhandenen inaktivierten 

Bakterienzellen beruhte. Die Zellkonzentration der Protozoen war nach der Inkubations-

zeit bei den Inokula, die mit den E. coli Zellen aus dem Batch-Ansatz und aus der Über-

nachtkultur angesetzt wurden, doppelt so hoch als bei denen mit den Reaktor-Zellen. Dies 

bedeutet, dass die T. thermophila auf den Zellen aus dem MBR nur halb so gut wachsen 

konnten, wie auf den Zellen aus der Batch-Kultur bzw. aus der Übernachtkultur. 

Zusammenfassend scheinen die E. coli Zellen im Erhaltungsstoffwechsel aus dem MBR in 

geringerer Zahl von den Protozoen aufgenommen zu werden und auch nur ein halb so 

gutes Wachstum der Einzeller zu ermöglichen. Ähnliche Ergebnisse lieferten Studien an 

marinen Flagellaten, die mit hungernden und wachsenden Bakterien inkubiert wurden 

(González et al. 1993). Dort zeigten die Protozoen bei hungernden Bakterien eine ver-

minderte Aufnahmerate, einen verlangsamten Vakuolenaufbau und längere Verdauungs-

zeiten als bei wachsenden Bakterien. Andererseits konnte für die nicht-wachsenden Bak-

terienzellen ein sehr viel effizienterer Transport der Biomasse in höhere trophische 

Ebenen nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen wurden mit dem verminderten 

Zellvolumen bei gleichzeitig höherem N und C Gehalt der hungernden Bakterien in Ver-

bindung gebracht, da schon von mehreren Autoren höhere Fraßraten bei größeren Beu-

teorganismen beschreiben wurden (González et al. 1990). Insgesamt schienen die hun-

gernden marinen Bakterien langsamer aufgenommen und verdaut zu werden, wobei es 

aber im Gegensatz zu den wachsenden Zellen zu einer vollständigen Digestion kam.  

Ob das schlechtere Wachstum der T. thermophila in dieser Arbeit auf der verminderten 

Aufnahme oder der schlechteren Verwertbarkeit der E. coli Zellen beruht, bleibt zu unter-

suchen. Eine Größenabhängigkeit scheint hier aufgrund der gleichbleibenden Zellvolumi-

na der E. coli Zellen keine Rolle zu spielen. Zumindest scheint die längerfristige Nährstoff-

limitierung bei den E. coli Zellen der Batch-Kultur und des MBR eine 



Diskussion 

144 

verdauungsresistentere Zellwand zu bedingen als bei den E. coli Zellen aus der Über-

nachtkultur. Ähnliches wurde bei mit Erythromycin behandelten Staphylococcus aureus 

Zellen beschrieben, deren durch das Antibiotikum verdickte Zellwände eine verlangsamte 

Digestion in den Paramecien bewirkten (Mehlis et al. 1990).  

Das geringere Wachstum der Protozoen auf den nicht-wachsenden E. coli Zellen aus dem 

MBR und die scheinbar schlechtere Verwertbarkeit dieser Bakterien liefert einen mögli-

chen Erklärungsansatz für die beobachtete Abnahme der Protozoen in einem mit Abwas-

ser betriebenen MBR (Witzig et al. 2002). 

4.4.9 Proteinexpression 

4.4.9.1 2D-Gelelektrophorese 

Obwohl die 2D-Gelelektrophorese-Technik ein globales Bild der Proteinexpression einer 

Zelle unter verschiedenen Umweltbedingungen erlaubt, werden doch nur maximal 50 % 

der gesamten exprimierten Proteine mit dieser Methode detektiert (Wick et al. 2001). Es 

ist daher eher unwahrscheinlich, dass alle Proteine eines Regulons oder Signalwegs 

sichtbar werden. Die detektierten Unterschiede in der Proteinexpression können also als 

Hinweise auf hoch- bzw. herunterregulierte Regulons angesehen werden und unterschät-

zen die realen Unterschiede womöglich bei weitem.  

Änderungen der Gen- und Proteinexpression von substratlimitierten Bakterien wurden 

bisher zum einen an Zellen festgestellt, die sich im Übergang zur stationären Phase be-

fanden. Diese Zellen stellen aufgrund der aufgebrauchten Nährstoffe ihr Wachstum ein 

und befinden sich in einem Hungerzustand, da sie kein weiteres Substrat erhalten. Bei der 

Anpassung der Bakterien an diese Bedingungen spielt die RpoS-Untereinheit (σs) der 

RNA Polymerase eine entscheidende Rolle, da sie auf über 140 Gene Einfluss nimmt, die 

für die Überlebensfähigkeit der Zellen während der stationären Phase und unter anderen 

Stressbedingungen mit verantwortlich sind (Typas et al. 2007; Weber et al. 2005). So re-

guliert die RpoS-Untereinheit Gene, die eine Zelle gegen oxidativen Stress schützen, z. B. 

die Gene der Superoxid-Dismutase (sodC) und Katalase (katE und katG). RpoS reguliert 

weiterhin die Expression von DNA-Reparatur-Enzymen und dem nicht spezifischen DNA-

bindenden Protein Dps. Das RpoS Protein ist ebenso verantwortlich für die Expression 

der Säureresistenzgene gadA und gadB sowie für weitere Zellantworten auf osmotischen 

Stress oder Temperaturänderungen und für Gene, die für die Zellmorphologie verantwort-

lich sind (bolA) (Loewen et al. 1998). Später identifizierte RpoS-abhängige Gene sind un-

ter anderem in die Aufnahme und den Metabolismus von Aminosäuren, Zuckern und Ei-

sen involviert (Lacour und Landini 2004). 
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Veränderungen der Proteinmuster von substratlimitierten E. coli K12 MG1655 Zellen wur-

den zum anderen auch bei Bakterien festgestellt, die mit einer suboptimalen Wachstums-

rate in einem kontinuierlichen System kultiviert wurden. Dabei zeigten die substratlimitier-

ten Bakterien, die aus einem nicht Glucose-limitierten Batch-Ansatz in ein Glucose-

limitiertes kontinuierliches System verbracht wurden und dort eine Wachstumsrate von 

0,3 h-1 aufwiesen, eine zeitnahe sowie eine längerfristige physiologische Anpassung. Die 

zeitnahe Anpassung bezog sich auf die Hochregulierung von 12 Proteinen, die vor allem 

für eine Chemotaxis und den Transport verschiedener Zucker bekannt sind. Nur zwei der 

stärker exprimierten Proteine, MalE und MglB, wurde als Teil eines Glucose-

Aufnahmesystems nach einer längerfristigen Kultivierung von 500 h identifiziert (Wick et 

al. 2001). In einer weiteren Studie konnten bei langsam wachsenden E. coli K12 W3110 

Zellen in einem Fed-Batch-Ansatz 49 Proteine identifiziert werden, deren Expression sich 

um mehr als den Faktor zwei von exponentiell wachsenden Zellen unterschieden. Dabei 

konnten während der substratlimitierten Fed-Batch-Phase eine erhöhte Expression von 

Proteinen nachgewiesen werden, die zum einen bei der Glucoseaufnahme eine Rolle 

spielen aber auch von Proteinen, die für den Transport und den Abbau von alternativen 

Kohlenstoffquellen notwendig sind (Raman et al. 2005). 

Neben den vielfältigen, in der Literatur beschriebenen Untersuchungen der Proteinmuster 

von hungernden Bakterien in einem Batch-Ansatz (RpoS-abhängige stationäre Phase 

Antwort) und von langsam wachsenden Bakterien in kontinuierlichen Systemen, ist das 

Proteom von substratlimitierten, nicht-wachsenden Zellen, die mittels eines MBR kontinu-

ierlich mit limitierenden Substratkonzentrationen versorgt werden, bisher noch nicht ana-

lysiert worden. Zur Untersuchung der Protein-Expressionsmuster solcher Zellen wurden 

daher Proben aus dem MBR vom 3., 35. und 63. Tag mittels zweidimensionaler Gele-

lektrophorese aufgetrennt. Wie zu erwarten, sind deutliche Unterschiede zwischen den 

wachsenden Zellen am 3. Tag und den über lange Zeit nicht mehr wachsenden Zellen am 

63. Tag festzustellen (77 zusätzliche Proteine am 3. Tag im Vergleich zum 63. Tag und 69 

zusätzliche Proteine am 63. Tag im Vergleich zum 3. Tag). Die Unterschiede zwischen den 

zeitlich näher beieinander liegenden Proben fallen dagegen geringer aus. So weisen die 

Zellen zum Ende der Wachstumsphase im MBR 30 zusätzlich exprimierte Proteine im 

Vergleich zu den wachsenden Zellen am 3. Fermentationstag auf. Dies entspricht in etwa 

den Ergebnissen der oben genannten Studie, in der langsam wachsende Bakterien 49 

Proteine zeigten, deren Expressionsintensität um mehr als den Faktor zwei vom Protein-

muster exponentiell wachsender Zellen abwichen (Raman et al. 2005). Weiterhin zeigte 

das Expressionsmuster der Zellen aus dem Langzeit-Erhaltungsstoffwechsel nach 63 Ta-

gen immerhin 54 neu exprimierte Proteine im Gegensatz zum Beginn dieser Phase am 
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35. Tag. Dies deutet darauf hin, dass sich ein längerfristiger Zustand des geringen oder 

Null-Wachstums in der Proteinexpression von einer kurzzeitiger stationären Phase grund-

legend unterscheidet. 

4.4.9.2 MALDI-TOF MS 

Zur Analyse des Fingerprint-Proteinmusters (m/z 2.000 – 20.000) der E. coli Zellen aus 

dem MBR und dem Batch-Ansatz wurden Proben mit der sogenannten Intakt-Zellen-

Matrix-assisted laser desorption/ioniziation time-of-flight Massenspektrometrie untersucht. 

Mit dieser Methode werden vornehmlich basische und in hohen Konzentrationen vorlie-

gende Proteine in einem Spektrum erfasst (Pineda et al. 2003). Einzelne Proteine konnten 

aufgrund ihres Molekulargewichtes Einträgen der Swiss-Prot und TrEMBL Datenbank 

( 1Hwww.expasy.org) mittels des TagIdent tools zugeordnet werden. Ausgewertet wurden 

Proben der Zellen aus dem MBR (6., 31., 50. und 62. Tag) sowie dem Batch-Ansatz (5., 

30., 51. uns 61. Tag). 

Reaktor 

Die Expression der ribosomalen Proteine lässt sich im E. coli Fingerprint grundsätzlich gut 

erkennen, da diese Proteine typischerweise bis zu 20 % der Proteingehalts einer Zelle 

ausmachen (Arnold und Reilly 1999; Neidhardt et al. 1996; Pineda et al. 2003). Diese ri-

bosomalen Proteine unterlagen in den Zellen aus dem MBR keinen größeren Schwan-

kungen, was auch mit dem relativ konstant hohen Anteil an hybridisierbaren Zellen mittels 

der FISH Methode korreliert. Genauso schienen die histonartigen, DNA-bindenden Prote-

ine HU-α und HU-β über den Probenahmezeitraum konstant exprimiert zu werden. Diese 

können die DNA zur Stabilisierung verpacken und verhindern damit eine Denaturierung 

unter extremen Umweltbedingungen (Pettijohn 1988; Swinger und Rice 2004). Ebenfalls 

über den Versuchzeitraum konstant exprimiert wurden die periplasmatischen Chaperone 

HdeA und HdeB, die zur Säureresistenz von E. coli Zellen beitragen (Gajiwala und Burley 

2000; Kern et al. 2007). Diese Säurestreß-Chaperone verhindern die säureinduzierte Ag-

gregation von Proteinen im periplasmatischen Raum der Bakterien und sind so vor allem 

im primären Habitat der E. coli Zellen, dem Gastrointestinaltrakt von Warmblütern, von 

Bedeutung. 

Der Peak m/z 5098 nimmt mit Erreichen der Phase des Erhaltungsstoffwechsels ab dem 

31. Tag stark zu. Dieser Peak stellt das ribosomale und stationärphase-induzierte Protein 

SRA (Protein D) dar, das ausschließlich in der 30S Untereinheit der Ribosomen vorkommt 

(Izutsu et al. 2001). Es scheint teilweise vom Sigma Faktor σs reguliert zu werden und 

spielt vermutlich eine Rolle beim Überleben der Bakterien unter ungünstigen Umweltbe-
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dingungen (Izutsu et al. 2001). Da die erste Probe am 6. Tag genommen wurde und dort 

schon lineares Wachstum zu verzeichnen war, beziehen sich die Ergebnisse der MALDI-

TOF MS Analyse nur auf die linear-wachsenden bzw. nicht mehr wachsenden Zellen im 

MBR. Auffallend ist der ausschließlich in den Zellen des MBR vorkommende Peak bei m/z 

3425, der ab dem 50. Tag erscheint und bis zum 62. Tag weiter zunimmt. Ob der Peak mit 

dem Auftreten der VBNC Stadien oder der Zellen mit geringem DNA-Gehalt korreliert, 

muss in weiteren Experimenten, z. B. mit einer Sortierung der Zellen im Durchflusszyto-

meter und anschließender MALDI-TOF MS Analyse ermittelt werden. 

Batch 

Bei den Zellen aus dem Batch-Ansatz ist vor allem der Peak bei m/z 3095 auffällig, der 

bei den Bakterien aus dem MBR nicht auftritt, kontinuierlich zunimmt und am 51. sowie 

61. Tag den Peak mit der höchsten Intensität ausmacht. Leider konnte diesem genau wie 

dem kontinuierlich abnehmenden Peak bei m/z 5754 kein Protein aus der SwissProt und 

TrEMBL Datenbank zugeordnet werden. Wie bei den Bakterien aus dem MBR konnten 

auch bei den Zellen des Batch-Ansatzes einige Peaks ribosomalen Proteinen (Arnold und 

Reilly 1999) sowie den periplasmatischen Chaperonen HdeA und HdeB (Gajiwala und 

Burley 2000; Kern et al. 2007) zugeordnet werden, die in ihren Expressionsintensitäten 

ebenfalls keine großen Schwankungen zeigten. 

Eine eindeutige Identifizierung der Substanzen ist über diese Vorgehensweise allerdings 

nicht gegeben, vielmehr bedarf es der Anwendung weiterer Methoden der Proteinbioche-

mie (wie z. B. chromatographische Auftrennung der einzelnen Proteine mit anschließen-

dem tryptischen Verdau und MALDI-TOF MS-Analyse der Fragmente zur Bestimmung 

des Proteins). Für diejenigen Proteine, die in der Datenbank nicht zuordenbar waren, be-

stehen mehrere Möglichkeiten: zum einen kann es sich dabei um Eiweiße handeln, die 

von dem der Datenbank zugrunde liegenden sequenzierten E. coli K12 nicht exprimiert 

werden. Zum anderen können posttranslationale Modifikationen der Proteine wie z. B. 

Phosphorylierung, Methylierung, Carboxylierung oder Glycosylierung zu einer Erhöhung 

bzw. eine Abspaltung von Signalpeptiden zu einer Verminderung des Molekulargewichtes 

führen (Arnold und Reilly 1999). 

Zusammenfassend zeigen die beiden Spektren der Zellen aus dem MBR und dem Batch-

Ansatz sowohl Gemeinsamkeiten als auch einige Unterschiede, was auf zwei verschiede-

ne physiologische Zustände der Zellen in den beiden Kultivierungsansätzen weist.  
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4.5 Zusammenfassung der Diskussion 

Heterotrophe Bakterien sind in der Lage, sich an oligotrophe Bedingungen in der Natur 

sowie in technischen Systemen anzupassen. Ziel dieser Arbeit war es, Kultivierungssys-

teme (Membranbioreaktoren, MBR) zu etablieren, die es ermöglichen, Bakterien unter 

nährstofflimitierenden Bedingungen in einem nicht-wachsenden Zustand zu untersuchen. 

Darüber hinaus sollten die Auswirkungen dieses Zustandes auf das Ökosystem analysiert 

werden, indem die Aktivitäten der Bakterien und die Verwertbarkeit derselben für Fraß-

feinde näher beleuchtet wurden. 

MBR-Systeme, in denen marine Mikroorganismen angereichert wurden, zeigten bei einem 

sehr geringen DOC Wert von circa 2 mg l-1 im Zulauf und damit einer DOC-

Raumbelastung von 0,3  mg l-1 h-1 weder die unter Einbeziehung der Probenvolumina 

rechnerisch zu erwartende Akkumulation von Bakterien, noch eine Abnahme der Proto-

zoen, wie sie für mit kommunalem Abwasser betriebene MBR beschrieben wurden 

(Rosenberger et al. 2002; Witzig et al. 2002). Ein Fraßdruck der eukaryotischen Einzeller 

auf die Bakterien steht dem Nicht-Wachstum der Prokaryoten entgegen, da dieser theore-

tisch erneutes Wachstum der Bakterien zur Folge hat, indem sich unter anderem durch 

den Fraßvorgang und die Ausscheidung der unverdaulichen Anteile der Nährstoffgehalt in 

der Kulturbrühe ändert. Auch der Einsatz von eukaryotischen Zellgiften wie Cycloheximid 

und Colchicin konnte die Protozoen nicht längerfristig inaktivieren. Da die mit kommuna-

lem Abwasser betriebenen MBR mit circa  4,5 mg l-1 h-1 eine um eine Größenordung höhe-

re DOC-Raumbelastung als die mit Meerwasser betriebenen MBR aufweisen (Koppe und 

Stozek 1999; Rosenberger et al. 2000) und die Protozoen in einem mit kommunalem Ab-

wasser betriebenen MBR verschwanden, wurde die Physiologie von nicht bzw. langsam 

wachsenden Bakterien im Erhaltungsstoffwechsel untersucht, die kontinuierlich mit einer 

ebenfalls hohen DOC-Raumbelastung von 20 mg l-1 h-1 betrieben wurden.  

Zur Analyse verschiedener Zellaktivitäten, des DNA-Gehalts sowie der Proteinexpression 

von Zellen im Erhaltungsstoffwechsel wurde ein MBR-System etabliert, in dem eine Rein-

kultur des Umweltisolates E. coli A3 im Verlauf einer Langzeitkultivierung unter limitieren-

den Bedingungen eingehend charakterisiert werden konnte. Parallel durchgeführte Batch-

Experimente erlaubten einen Vergleich der physiologischen Zustände der Bakterien im 

MBR-System (Erhaltungsstoffwechsel) und Batch-System (Langzeit-Hungerzustand). 

Das in den MBR Fermentationen eingesetzte Umweltisolat E. coli A3 zeichnete sich durch 

sein hohes Überlebenspotential aus, da es in der Lage war, sich an limitierte Substratver-

fügbarkeit in der Umwelt sowie in einem Batch-Ansatz anzupassen, wie dies auch schon 

für andere z. T. pathogene Stämme beschrieben wurde (Lisle et al. 1998). 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf keine gravierenden Wachstumsprozesse im MBR 

hin, nachdem die maximale Zellzahl im Anschluss an eine vierwöchige Wachstumsphase 

erreicht worden war. Ein relativ geringer Gehalt an vermeintlich toten Zellen, ein geringer 

Anteil von mikroskopisch detektierbaren Teilungsstadien und relativ distinkte C2 und C4 

DNA-Verteilungen sowie eine gleichbleibende Biomassekonzentration und das Fehlen 

von mikroskopisch sichtbaren Lyseprodukten deuten auf ein sehr langsames bzw. auf ein 

Nicht-Wachstum der Zellen im MBR hin. 

Die einzelnen Methoden zur Aktivitätsbestimmung der Bakterien im MBR ergaben recht 

unterschiedliche Ergebnisse, was auf eine starke Heterogenität der Population schließen 

lässt. Zusätzlich kam es im Laufe der Versuchsdauer zu Änderungen der Subpopulatio-

nen. Insgesamt nahmen die Anteile der potentiell teilungsfähigen (DVC) und real kultivier-

baren Zellen (KBE) sowie der hybridisierbaren (FISH) und metabolisch aktiven Bakterien 

(CTC) über den Versuchszeitraum ab, wohingegen der Anteil der vermeintlich lebensfähi-

gen Zellen (BacLight lebend) nur schwach sank. Demgegenüber stieg der Anteil der le-

bensfähigen aber nicht kultivierbaren Zellen (VBNC) bis auf 60 % an und auch die Frakti-

on der Zellen mit einem geringen DNA-Gehalt nahm bis auf 45 % zu (176HAbb. 61). 
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Abb. 61: Zusammenfassung der Populationsanteile im MBR mit unterschiedlicher Zell-Aktivität, Symbole:  
( ) BacLight lebend, ( ) KBE, ( ) DVC, ( ) CTC, ( ) FISH, heller Balken: Anteil der VBNC Zellen, 
schraffierter Balken: Anteil der Zellen mit geringem DNA-Gehalt (Zusammenfassung der Ergebnisse) 

 

Obwohl die Bakterien im MBR und im Batch-Ansatz einige Gemeinsamkeiten wie einen 

relativ hohen Anteil von vermeintlich lebenden und hybridisierbaren Zellen aufwiesen, gab 

es doch grundlegende Unterschiede, die auf einen anderen physiologischen Zustand der 

Zellen im MBR hinweisen (Abb. 62). So war im Vergleich zum MBR nur noch gut die Hälf-
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te des Anteils an Zellen im Batch-Ansatz metabolisch aktiv, wohingegen im Batch-Ansatz 

der Anteil der kultivierbaren Zellen am Ende des Experimentes um knapp ein Drittel höher 

lag als im MBR. Auch zeigten die Bakterien aus den MBR eine Population mit reduziertem 

DNA-Gehalt, die im Batch-Ansatz nicht beobachtet werden konnte.  
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Abb. 62: Gegenüberstellung der unterschiedlichen Subpopulationen und aktiven Zellfraktionen im MBR und 
Batch-Ansatz nach 58 – 63 Tagen Kultivierungsdauer 

Die Verwertbarkeit der Bakterien aus dem MBR für den Einzeller T. thermophila war ver-

mindert, da sie auf diesen Zellen nach 24 h weitaus geringere Populationsdichten erreich-

ten als auf den Bakterien aus dem Batch-Ansatz oder der Übernachtkultur. Die Zellgröße 

der Bakterien aus dem MBR und dem Batch-Ansatz unterschied sich zu diesem Zeitpunkt 

zwar statistisch signifikant, allerdings nur um 0,2 µm, so dass eine unterschiedliche Größe 

der Beuteorganismen zur Erklärung der unterschiedlichen Verwertbarkeit unwahrschein-

lich ist. Ein weiterer Hinweis auf eine veränderte Zellphysiologie von Bakterien im Lang-

zeit-Erhaltungsstoffwechsel im MBR lieferten die Muster der exprimierten Proteine. Dort 

zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen wachsenden, kurzzeitig und langfristig sehr 

langsam bzw. nicht-wachsenden Zellen des MBR anhand der mittels der 2D-

Gelelektrophorese visualisierten exprimierten Proteine. Der größte Unterschied ergab sich 

erwartungsgemäß beim Vergleich der wachsenden und der langfristig nicht mehr wach-

senden Zellen, hier wurden insgesamt 146 Proteine unterschiedlich exprimiert. Aber auch 

zwischen den kurzzeitig und langfristig nicht mehr wachsenden Zellen zeigte sich eine 

Differenz von 73 verschieden exprimierten Proteinen. Und auch im MALDI-TOF MS Fin-

gerprint waren neben einigen ribosomalen Proteinen, die sowohl in den Zellen aus dem 
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MBR als auch in denen des Batch-Ansatzes vorkamen, einige Peaks zu erkennen, die 

jeweils ausschließlich in den Zellen des MBR bzw. des Batch-Ansatzes auftraten. 
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5 Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben einen ersten Einblick in die Physiologie von sehr 

langsam bzw. nicht-wachsenden Zellen in einem MBR gewährt. Das etablierte MBR-

System bietet zudem eine Grundlage für die Untersuchung bakterieller Subpopulationen, 

die sich während Langzeitkultivierungen unter unterschiedlichen Wachstumsbedingungen 

ausbilden. Als nächster Schritt wäre es erforderlich, Zellen mit einem geringen DNA-

Gehalt mit Hilfe eines Durchflusszytometers zu sortieren und auf ihre Lebensfähigkeit, 

ihre Kultivierbarkeit bzw. potentielle Teilungsfähigkeit (DVC) hin zu untersuchen, um fest-

zustellen, ob ein geringer DNA-Gehalt mit einer hohen oder geringen Zellaktivität korre-

liert. Des Weiteren wären detaillierte Proteomik-Studien dieser Fraktion im Vergleich zu 

C2 bzw. C4 Zellen höchst interessant. Auch ließe der Nachweis von bestimmter Genakti-

vität mittels Real-time PCR, beispielsweise des rpoS-Gens Rückschlüsse auf die Genre-

gulation der Bakterien im Erhaltungsstoffwechsel zu. Eingehende vergleichende Untersu-

chungen des Transkriptoms, Proteoms und Metaboloms von Zellen im 

Erhaltungsstoffwechsel unter verschiedenen Bedingungen können mit Hilfe dieser Tech-

nologie angeschlossen werden und zu einem umfassenderen Verständnis der Anpas-

sungsstrategien von Bakterien an limitierende Nährstoffbedingungen führen. Die Untersu-

chung geeigneter Promotoren, die während des Erhaltungsstoffwechsels aktiv sind, wäre 

auch für biotechnologische Produktionsprozesse interessant, da mit einem MBR und gen-

technisch veränderten E. coli in relativ hohen Zellkonzentrationen eine langfristige, konti-

nuierliche Produktion zu realisieren wäre. Zur genaueren Aufklärung der Gründe für die 

schlechtere Verwertbarkeit von nicht-wachsenden Bakterien für Protozoen sind weitere 

Experimente anzuschließen, in denen auch genauer auf eventuell veränderte Zellwand-

strukturen der Bakterien mittels Transmissionselektronenmikroskopie eingegangen wer-

den kann. Das in dieser Arbeit entwickelte mobile MBR-System bietet zudem die Möglich-

keit, (marine) Mikroorganismen direkt aus ihrem Habitat anzureichern und zum Beispiel 

Fraßbeziehungen zwischen Protozoen und Bakterien unter quasi in situ Bedingungen zu 

untersuchen. 
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6 Zusammenfassung 

Heterotrophe Bakterien sind sowohl in natürlichen wie in technischen Systemen vielfach 

oligotrophen Bedingungen ausgesetzt, auf die sie speziesspezifisch mit unterschiedlichen 

Überlebensstrategien reagieren. Eine mögliche Reaktion auf nährstofflimitierende Bedin-

gungen ist das Einstellen der Zellteilung, so dass die zur Verfügung stehenden Substrate 

hauptsächlich für den Erhalt der Zelle genutzt werden (Erhaltungsstoffwechsel). Unser 

derzeitiges Verständnis der Anpassungsstrategien entstammt zumeist Untersuchungen an 

relativ kurzzeitigen Kultivierungen in Batch- oder Chemostatkulturen. Diese eignen sich 

für die Analyse kurzfristiger Stressantworten und deren Regulation, spiegeln jedoch nicht 

die langfristig nährstofflimitierenden Bedingungen wider, denen Bakterien in ihren natürli-

chen Habitaten und artifiziellen Systemen wie in der Abwasserreinigung ausgesetzt sind. 

In dieser Arbeit wurden die verfahrenstechnischen Voraussetzungen zur langfristigen Un-

tersuchung von substratlimitierten, nicht-wachsenden Bakterien im Erhaltungsstoffwech-

sel geschaffen und das Wachstumsverhalten einer Reinkultur eines Escherichia coli Um-

weltisolates erstmals unter diesen Bedingungen detailliert beschrieben und dem von 

langfristig hungernden Zellen in Batch-Kulturen gegenübergestellt. Dazu wurde ein 

Membranbioreaktorsystem (MBR) etabliert, das die langfristige Kultivierung der Bakterien 

bei kontinuierlicher Versorgung mit gering konzentrierten Nährstoffen unter vollständigem 

Bakterienrückhalt ermöglichte. Die Bakterienpopulation im MBR zeigte nach einer vierwö-

chigen Wachstumsphase eine gleich bleibende Biomassekonzentration von 

1,1 × 1010 Zellen ml-1 bzw. 6,6 g Trockengewicht l-1 während die Wachstumsphase der 

Batch-Kultur bereits nach wenigen Tagen bei einer um 90 % geringeren Zellzahl abge-

schlossen war. Ein gleich bleibend geringer Anteil an toten Zellen (10 %), ein geringer 

Gehalt an mikroskopisch detektierbaren Teilungsstadien sowie distinkte C2 und C4 Vertei-

lungen der DNA und das Fehlen von mikroskopisch sichtbaren Lyseprodukten deuten auf 

ein Nicht-Wachstum der Zellen im MBR ab der fünften Woche hin. Im weiteren Verlauf der 

zehnwöchigen Kultivierung wurde die Ausbildung von Subpopulationen der nicht-

wachsenden Zellen mit unterschiedlicher Aktivität observiert, deren Anteile mit Hilfe ver-

schiedenen (Fluoreszenz-) mikroskopischer Techniken wie DVC, CTC, BacLight, FISH auf 

Zellniveau ermittelt und dem Anteil der kultivierbaren Bakterien gegenübergestellt wurde. 

Während der Anteil vermeintlich lebender Zellen (BacLight) im MBR über den Versuchs-

zeitraum bei 90 % annähernd konstant blieb, nahmen die Anteile potentiell teilungsfähiger 

Zellen (DVC), der hybridisierbaren Zellen (FISH) und der metabolisch aktiven Zellen 

(CTC) sowie der kultivierbaren Zellen (KBE) ab. Demgegenüber stieg der Anteil der le-

bensfähigen, aber nicht kultivierbaren Zellen (VBNC) bis auf 60 % an. Der Batch-Ansatz 
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zeigte einen im Vergleich zum MBR um gut 50 % verminderten Anteil an metabolisch akti-

ven Zellen (CTC), wohingegen der Anteil an kultivierbaren Zellen am Ende des Experi-

mentes im Batch-Ansatz um gut ein Drittel höher war als im MBR. Mit Hilfe der Durch-

flusszytometrie wurde im MBR neben den auch im Batch-Ansatz auftretenden C2 und C4 

Verteilungen der DNA, eine Subpopulation von Zellen (47 %) mit reduziertem DNA-Gehalt 

detektiert, die im Batch-Ansatz nicht auftrat. Weitere Hinweise auf eine veränderte Zell-

physiologie der Bakterien im Langzeit-Erhaltungsstoffwechsel lieferte der Vergleich der 

mittels 2D-Gelelektrophorese bzw. mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie visualisierten 

Proteinmuster von wachsenden sowie kurzzeitig und langfristig nicht-wachsenden Zellen 

im MBR. Insgesamt wurden beim Vergleich von wachsenden und nicht-wachsenden Zel-

len circa 146 Proteine und beim Vergleich von kurzzeitig und langfristig nicht-wachsenden 

Zellen circa 73 Proteine unterschiedlich exprimiert. Weiterhin konnten MBR- bzw. Batch-

spezifische Proteine im niedermolekularen Bereich mit MALDI-TOF MS nachgewiesen 

werden. Die in Fraßversuchen ermittelte Verwertbarkeit der Bakterien aus dem MBR für 

den bakterivoren Ciliaten Tetrahymena thermophila war im Gegensatz zur Verwertbarkeit 

von Bakterien aus dem Batch-Ansatz und aus einer Übernachtkultur zudem vermindert. 

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass nicht-wachsende aber kontinuierlich mit 

geringen Substratkonzentrationen versorgte Bakterien im MBR komplexe Adaptionsstra-

tegien unter Ausbildung von heterogenen Populationen verfolgen, die sich von hungern-

den Zellen in Batch-Kulturen unterscheiden. Die in dieser Arbeit an Reinkulturen durchge-

führten Untersuchungen verdeutlichen die Vielschichtigkeit der bakteriellen 

Anpassungsmöglichkeiten und bilden die Grundlage für weitere Untersuchungen und das 

Verständnis der Vorgänge in komplexen Systemen wie in technischen MBR-Anlagen zur 

Abwasserreinigung. 
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7 Summary 

In many habitats as well as in technical systems heterotrophic bacteria face oligotrophic 

conditions to which they are able to respond in a species-specific manner. As one possible 

adaptation to nutrient limitation bacteria stop proliferating and start using substrates just 

for maintenance purposes. Our current knowledge of bacterial adaptation to nutrient-

limiting conditions is mainly based on short-term experiments in batch cultures or chemo-

stats. These systems are suitable to study short-termed stress-responses and their regu-

lation, but do not reflect the long-term nutrient-limited conditions, which bacteria face in 

their natural habitats or in artificial systems like wastewater treatment MBRs. In this study, 

the procedural requirements for the long-termed examination of substrate-limited, non-

growing bacteria displaying maintenance metabolism were established. A membrane bio-

reactor system (MBR) was set up, that allowed the cultivation of bacteria under continu-

ous supply of low-concentrated nutrients and complete biomass retention over extended 

time periods. The growth characteristics of an environmental Escherichia coli A3 strain 

were for the first time investigated under these conditions over a period of 10 weeks and 

compared to long-term starving cells of the same strain in a batch system. After four 

weeks of growth, the biomass of the bacterial population in the membrane bioreactor re-

mained constant at 1.1 × 1010 cells ml-1 and 6.6 g dry weight l-1, while the growth period of 

the batch culture lasted for only a few days with a 90 % lower cell density. Dead cells 

comprised only a minor fraction of 10 % at most in the MBR population as indicated by the 

LIVE/DEAD® BacLightTM Kit. Only few dividing cells as well as no products of cell lysis 

were observed. Together with the observation of distinct C2 and C4 subpopulations exam-

ined by flow cytometry these findings point to very slow or even no growth of the bacteria 

in the MBR from the 5th week on. During the following six weeks subpopulations of non-

growing cells displaying different cell activities were observed, which were monitored us-

ing different kinds of (fluorescence-) microscopy techniques such as DVC, CTC, BacLight, 

FISH and compared to the fraction of culturable cells (CFU). While the fraction of living 

cells (BacLight) remained constant at a high value of over 90 %, the fraction of cells po-

tentially able to divide (DVC) and being culturable (CFU) as well as the fraction of cells 

showing metabolic activity (CTC) and the fraction of cells giving a positive signal after fluo-

rescence in situ hybridisation (FISH) declined during the experiment. In contrast the frac-

tion of viable but non-culturable cells (VBNC) increased up to 60 % during the continuous 

cultivation. Although bacteria in the MBR system and in batch culture showed similarities 

as a high fraction of living and hybridisable cells, some fundamental differences could be 

observed pointing to different physiological states of substrate-limited, non-growing cells in 
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the MBR system and starving cells in batch culture. Compared to the MBR only half of the 

bacteria in batch culture showed metabolic activity (CTC) whereas the fraction of cells 

forming colonies on agar plates (CFU) was one third higher than in the MBR system. Flow 

cytometric analyses revealed, beside the two subpopulations C2 and C4 ermerging in 

both MBR and batch culture, a fraction of cells displaying a low DNA content of less then 

the DNA content of C1 cells. This fraction of < C1 cells was only apparent in MBR and 

increased to a proportion of 47 % at the end of the continuous culture period. Proteomic 

studies revealed additional arguments for different physiological states in growing and 

non-growing substrate-limited E. coli cells in MBR and starved E. coli cells from batch cul-

ture. 2D-gelelectrophoresis showed a high number of 146 differentially expressed proteins 

when growing and long-term non-growing E. coli cells in the MBR were compared. But 

even between bacteria that just had passed into the non-growing state and cells being in 

that state for about 30 days 73 differentially expressed proteins were observable. More-

over different MBR- and batch-specific proteins in the low molecular range could be ob-

served by means of MALDI-TOF MS. Grazing experiments with the protist Tetrahymena 

thermophila were performed to examine the quality of E. coli cells in different metabolic 

states as prey organisms. Growth of T. thermophila was reduced when fed with non-

growing E. coli cells from the MBR compared to cells from batch culture or overnight cul-

ture. Generally the results of this work indicate that long-term non-growing cells in MBR 

provided with limiting amounts of nutrients display a different physiological mode than 

long-term starving cells in batch cultures. These findings illustrate the complexity of bacte-

rial adaptations to nutrient limitation and create the basis for further investigations of more 

complex systems e. g. MBR-units for wastewater treatment. 
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