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Zusammenfassung 
Heterotrophe Bakterien des marinen Lebensraumes spielen eine wichtige Rolle in den 

globalen Kreisläufen von Kohlenstoff, Stickstoff und Phosphor, und tragen maßgeblich zur 

Remineralisierung organischen Materials bei.  

Eine abundante Gruppe des marinen Bakterioplanktons bilden die Roseobacter, die in 

den temperaten und polaren Regionen der Weltmeere zu finden sind. Ein Vertreter dieser 

Gruppe ist Phaeobacter inhibens, ein obligat aerob, stäbchenförmiges, Gram-negatives 

Bakterium, welches sich durch ein großes Substratspektrum und eine Vielzahl an gebilde-

ten Sekundärmetaboliten auszeichnet. 

In der vorliegenden Dissertation wurde Phaeobacter inhibens DSM 17395 hinsichtlich 

seiner Anpassung an unterschiedliche N:P-Verhältnisse in definiertem Seewassermedium 

untersucht. Dazu wurden Prozess-kontrollierte Wachstumsexperimente in Bioreaktoren 

unter N- und P-Limitation durchgeführt. Diese zeigten zum einen, dass unter N-Limitation, 

der externe Stickstoff innerhalb der ersten Stunden des Wachstums aufgenommen, intern 

gespeichert und über die Zeit abgebaut wird, zum anderen, dass die P-Limitierung zu den 

vierfachen Erträgen hinsichtlich optischer Dichte, Biotrockenmassekonzentration und 

CO2-Produktion führt.  

Neben den mikrobiologischen Experimenten wurden kolorimetrische Assays zur Konzent-

rationsbestimmung von NH4
+ und PO4

3- mittels Mikroplatten-Leser entwickelt und etabliert. 

Diese Assays wurden benötigt um das hohe Probenaufkommen aus den Wachstumsex-

perimenten zu bewältigen. 

Somit konnte gezeigt werden, dass Phaeobacter inhibens DSM 17395 die Aufnahme von 

Ammonium vom Wachstum entkoppelt, um rasch interne (Stickstoff-) Speicher aufzubau-

en. Unter Bedingungen der P-Limitation wird das Phosphat kontinuierlich abgebaut, 

Wachstum ist weiterhin möglich. Es wurden Hinweise auf die Bildung von PHB gefunden.  

Insgesamt zeigten sich deutliche physiologische Anpassungen an die verschiedenen Kul-

tivierungsbedingungen. Stehen Ammonium und Phosphat zur Verfügung werden diese 

schnell aufgenommen und gespeichert, möglicherweise als Ausdruck eines Wettbewerbs-

vorteils im marinen Habitat.  



 

Abstract 
Marine heterotrophic bacteria contribute to global primary production by playing a key role 

in the cycling of the nutrients carbon, nitrogen and phosphorus.  

An important group of marine bacterioplankton is built by the very abundant Roseobac-

ters, who are distributed all over the climatic areas of the global oceans. One member is 

Phaeobacter inhibens, an obligate aerobic, rod shaped, gram-negative bacterium, exhibit-

ing a broad spectrum of substrates and produced secondary metabolites. 

In this study, Phaeobacter inhibens DSM 17395 was analyzed in terms of its adaption to 

different N:P ratios in defined seawater media. For this purpose, process-controlled 

growth experiments in bioreactors under N- and P-limiting conditions were performed. It 

was demonstrated that N-limitation leads to a rapid uptake of external nitrogen in the first 

hours of growth, and building of an internal N-storage, which is degraded later on. P-

limitation showed 4-fold yields concerning optical density, cellular dry weight and CO2-

production. Next to the microbial experiments, colorimetric assays for the determination of 

NH4
+- and PO4

3--concentrations via microplate reader were invented and established to 

handle the high emergence of substrate samples. 

All in all, this work showed that Phaeobacter inhibens DSM 17395 prioritized the rapid 

uptake of external nitrogen and building of an internal N-storage. Growth under P-limiting 

conditions is still possible, first evidence has shown the building of a PHB-storage. These 

results indicate adaption strategies to a varying environment: available nitrogen and 

phosphorus are taken up as fast as possible in the required amount, and managed intern, 

avoiding the loss of nutrients and outcompeting opponents.  
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1. Einleitung 

1.1. Kreislauf der Elemente 

Das gesamte Leben und alle dazugehörigen Prozesse sind auf organische Verbindungen 

und Reaktionen dieser zurückzuführen. Organische Verbindungen und ihre Einzelbau-

steine sind in globalen Kreisläufen aus (Bio-)Synthese und Zersetzung, kontinuierlichen 

Transformationen unterworfen. Dabei stellen die Elemente Kohlenstoff, Sauerstoff und 

Wasserstoff, sowie Stickstoff, Phosphor und Schwefel als sogenannte Makroelemente die 

Grundbausteine aller organischen Verbindungen dar.  Wichtige biologische Makromolekü-

le sind Proteine und Lipide, oder auch DNA und RNA, aus denen sich wiederum alle Zell-

strukturen, Gewebe, Organe und letztendlich Organismen aufbauen.  Die globalen Kreis-

läufe der einzelnen Elemente stehen miteinander in Abhängigkeit. Mikroorganismen spie-

len dabei eine zentrale Rolle (Azam und Malfatti 2007). Durch Assimilation gelöster (an-

)organischer Verbindung und der Synthese von Makromolekülen, bzw. deren Reminerali-

sierung werden Nährstoffe dem Nahrungsnetz zugeführt (s. Abb. 1). Diesen Prozess be-

zeichnet man als mikrobielle Schleife (Azam et al. 1993; Kirchmann 2000; Anderson und 

Ducklow 2001). 

Abbildung 1: Verbindung zwischen mikrobieller Schleife und der marinen Nahrungskette. 
Durch die Exkretion und Lyse von Phytoplankton (1), Protozoen (5) und heterotropher Bakterien 
werden gelöste organische Substanzen (DOM; 2) freigesetzt. DOM wird durch Bakterien aufge-
nommen und zu Biomasse umgesetzt. Bakterien dienen Protozoen als Nahrung, die wiederum 
über Zooplankton (6) in die Nahrungskette aufgenommen werden und somit Nährstoffe von 
einer trophischen Ebene in die nächst höhere (7) übertragen. Viren (4) führen bei Bakterien zur 
Zellyse und somit Freisetzung von DOM. 
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1.1.1. Der Kohlenstoffkreislauf 

Kohlenstoff (C) stellt prozentual den höchsten Anteil der Elementarzusammensetzung der 

globalen Biomasse dar. Atmosphärischer C, liegt in Form von Kohlenstoffdioxid (CO2) 

oder als toxisches Kohlenstoffmonoxid (CO) vor, beides sind bekannte treibhauswirksame 

Gase. 

CO2 wird durch autotrophe Organismen fixiert, zunächst in Glukose und nachfolgend in 

Biomasse umgewandelt (Primärproduktion). In der marinen Umwelt geschieht dies in der 

Lichtdurchfluteten euphotischen Zone, maßgeblich durch Phytoplankton. Durch Sekretion 

oder Zelltod wird der Kohlenstoff als gelöster oder partikulärer organischer C (DOM; engl. 

dissolved organic matter, bzw. POC; engl. particulate organic carbon) abgegeben. DOM, 

in Form von Aggregaten, Partikeln oder toter Biomasse, wird durch Bakterien und 

Zooplankton aufgenommen und abgebaut (mikrobielle Schleife) (Azam et al. 1994; An-

derson und Ducklow 2001). Zooplankton dient wiederum als Nahrung für größere Orga-

nismen, wie Fische, welche ihrerseits CO2 produzieren. POC sinkt relativ schnell in die 

aphotische Zone ab, wo dieser nur zu einem geringen Anteil dem Pelagial durch bakteriel-

len Abbau wieder zugeführt werden kann, der größere Teil sedimentiert (Iversen und 

Ploug 2010) (Abb. 2B). 

Neben der Aufnahme von CO2 durch fotosynthetisch aktive Organismen, dienen die Oze-

ane durch ein Puffersystem mit ihrer großen Oberfläche bzw. Volumen als größter CO2-

Speicherort. Wird CO2 in Wasser gelöst entsteht in einer Gleichgewichtsreaktion Hydro-

gencarbonat [1]. Carbonat wird in die Schale von Organismen, wie zum Beispiel Kieselal-

gen, eingebaut und sedimentiert letztendlich als Calciumcarbonat. Die Entfernung des 

Carbonats verschiebt somit die Gleichgewichtsreaktion hin zur Aufnahme von CO2 

(Gattuso et al. 1998) (Abb. 2A). 

𝐶𝑂2 +𝐻2𝑂↔  𝐻𝐶𝑂3
− +𝐻+  [1] 
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Abbildung 2: Der marine Kohlenstoffkreislauf wird aufgeteilt in den anorganischen C-Kreislauf (A) 
und die biologische C-Pumpe (B). A: CO2 wird im Wasser gelöst (1) und steht in einem Gleichge-
wicht (2) mit Hydrogencarbonat (HCO3

-). Hydrogencarbonat wird von einigen Phytoplanktonspezies 
in die Kalkschale, bestehend aus Calciumcarbonat (CaCO3), eingebaut und sedimentiert beim 
Absterben (3). B: CO2 wird in der euphotischen Zone (hellblau) durch fotosyntheseaktives Phyto-
plankton fixiert und entweder als DOM oder POC freigesetzt. DOM wird durch die mikrobielle 
Schleife und Zooplankton aufgenommen (2) und in höhere trophische Ebenen übertragen (3). POC 
sinkt in die aphotische Zone (dunkelblau) ab (4) und wird zum einen durch die mikrobielle Schleife 
dem DOM zugeführt (5), zum anderen sedimentiert. 

1.1.2. Der Stickstoffkreislauf 

Stickstoff (N) ist einer der wichtigsten Nährstoffe und findet sich in vielen Bausteinen von 

Biomolekülen, z.B. Nucleotiden, Aminosäuren oder Aminozucker wieder. Ein Mangel von 

N begrenzt das Wachstum, was sich in den Ozeanen unmittelbar auf die Primärproduktion 

und somit auf die globale CO2-Bilanz auswirkt (Holtappels et al. 2009). Neben der Zufüh-

rung von partikulärem (PN) oder gelöstem organischem und anorganischem N (PON: 

engl. particulate organic nitrogen; DON: engl. dissolved organic nitrogen; DIN: engl. dis-

solved inorganic nitrogen: Ammonium, Nitrat, Nitrit) durch Zuflüsse ins Meer, wird moleku-

larer Stickstoff (N2) von N2-fixierenden Bakterien (Cyanobakterien) aus der Atmosphäre 

gebunden und steht so Phytoplankton und heterotrophen Bakterien als DIN und DON zur 

Verfügung. Durch heterotrophe Herbivore und Primärzersetzer werden DON und NH4
+ der 

Nahrungskette zugeführt (Zehr und Ward 2002). Neben dem trophischen Transfer von 

DON in der Nahrungskette (Kirchmann 2000), spielen mikrobielle Abbauprozesse auch 

beim Verlust von N eine tragende Rolle. In anoxischen Zonen wird durch Denitrifikation 
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Nitrat zu N2 reduziert um Energie zu gewinnen. In Sauerstoffminimum Zonen wird durch 

anaerobe Ammoniumoxidation (kurz. Anammox) NH4
+ zu N2 oxidiert um Energie für die 

CO2-Fixierung zu erlangen (Holtappels et al. 2009). Durch Vermischung, Advektion und 

Diffusion, sowie durch Migration von Diatomeen, kann PON zwischen den Schichten 

transferiert, recycelt und so dem trophischen Nährstofftransfer zugeführt werden (Zehr 

und Ward 2002; Moore und Villareal 1996).  

Wird PON in der Wassersäule nicht zu NH4
+ recycelt, sedimentiert er in tiefere Zonen ab 

und kann so nicht mehr von nitrifizierenden Bakterien abgebaut werden. Im Sediment wird 

er durch dort angesiedelte Bakteriengemeinschaften weiter umgewandelt. (Abb.3) 

 

 

Abbildung 3: Der marine Stickstoffkreislauf. A: N2-Fixierung. B: Durch Primärzersetzer werden 
DIN (NH4

+, NO3
- und N2O) und DON der Nahrungskette zugeführt. C: Bei der Denitrifikation werden 

NO3
- zu N2 (gasförmig) reduziert, dieser entweicht in die Atmosphäre. D: Die anaerobe Ammoni-

umoxidation führt zum Verlust von NH4
+ durch Oxidation zu N2. E: Recycling und Regeneration von 

PON zu DON, NH4
+ und NO3

-. F: Verlust von PON durch Sedimentation. G: Vermischung, Advekti-
on und Diffusion, sowie Migration von Diatomeen führt teilweise zur Rückführung von PON in den 
Kreislauf. (hellblau: euphotische Zone; dunkelblau: aphotische Zone). 
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1.1.3. Der Phosphorkreislauf 

Phosphor (P) zählt, wie N, zu den wichtigen Nährstoffen und ist in vielen Makrobausteinen 

enthalten. Außerdem repräsentiert verestertes Phosphat in Form von ATP eine Art Ener-

giewährung für alle lebenden Organismen (Filippelli 2008). Die meisten wichtigen Schritte 

der Fotosynthese und Stoffwechselwege sind um P arrangiert (Westheimer 1987). Da P 

im Gegensatz zu N und C keine stabile Gasphase hat, kann er nur durch wässriges Milli-

eu transportiert werden. Wie Filippelli zusammenfasst „In summary, there is not much 

phosphorus around, it does not travel and it is not readily bioavailable” (Filippelli 2008). In 

der belebten Natur, wie auch im marine Habitat stellt P einen limitierenden Faktor dar (Fi-

lippelli 2002; Malfatti 2014). 

Da eine Fixierung aus der Atmosphäre wegfällt, beginnt der P-Kreislauf an Land (Abb. 4). 

Der natürliche Phosphorkreislauf startet damit, dass Pflanzen über ihre Wurzeln, durch 

die mit ihnen in Symbiose stehenden Mykorrhiza, den gelösten anorganischen Phosphor 

aus dem Boden aufnehmen. Durch Verwesung von Organismen wird wiederum Hydro-

genphosphat (H2PO4
-) aus organisch gebundenem Phosphor frei (Bucher 2007; Filippelli 

2008). 

Dieser wird, zusammen mit partikularem (PP) oder gelöstem organischen/anorganischem 

P (DOP; engl. dissolved organic phosphorus; DIP; engl. dissolved inorganic phosphorus), 

welcher durch Erosion, Verwitterung oder anthropogene Einflüsse freigesetzt wurde (Pa-

ytan und McLaughlin, 2007; Filippelli 2008), über Flüsse in die Meere geleitet (Abb. 5).  

 

Abbildung 4: Terrestrischer Phosphorkreislauf. A: Pflanzen können durch Mykorrhiza gelösten 
anorganischen Phosphor (DIP) aufnehmen und als organischen Phosphor binden. B: Durch Ver-
wesung von Pflanzenteilen wird Hydrogenphosphat (H2PO4

-) frei. C: Anthropogen eingebrachtes 
(Hydrogen-) Phosphat wird in Grundwasser und Flüsse geleitet. D: Durch Erosion und Verwitterung 
gelangen DIP und partikulärer Phosphor (PP) in die Gewässer. 
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Partikulärer Phosphor geht hier dem marinen Kreislauf durch Sedimentation verloren. DIP 

und DOP werden schnell durch Phytoplankton aufgenommen und folgen einem Kreislauf 

von Transformierung und Recycling ähnlichen dem des DOM (s. Kohlenstoffkreislauf) 

(Paytan und McLaughlin 2007a, b; Filippelli 2008). Durch die schnelle Aufnahme in den 

Oberflächengewässern herrscht hier eine niedrige P Konzentration, welche in den Tiefen 

mit zunehmendem Alter des Wassers wieder steigt (Filippelli 2008). 

 

Abbildung 5: Mariner Phosphorkreislauf. A: Partikulärer (PP), anorganisch (DIP) und organisch 
(DOP) gelöster Phosphor und (Hydrogen-)Phosphat (H2PO4

-) werden über Zuflüsse (graublau) ins 
Meer geleitet. B: PP sedimentiert in die aphotische Zone (dunkelblau) und wird dem biologischen 
Kreislauf entzogen. C: DIP, DOP und H2PO4

- werden von heterotrophen Bakterien und Phytoplank-
ton aufgenommen und durchlaufen die trophischen Ebenen der Nahrungskette in der euphotischen 
Zone (hellblau). 
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1.1.4. N:P-Verhältnisse und Limitation 

Wie bereits in den vorhergegangenen Kapiteln beschrieben, stehen die Kreisläufe für C, N 

und P miteinander in Verbindung. In der marinen Primärproduktion spiegelt sich dies im 

zellulären N:P-Verhältnis wieder. Bereits 1934 beschrieb Alfred Redfield, dass es einen 

engen Zusammenhang zwischen der Chemie des Meeres und der elementaren Zusam-

mensetzung des Planktons gibt. So postulierte er, dass das C:N:P-Verhältnis im marinen 

Habitat im Mittelwert 106:16:1 beträgt, was durch zahlreiche Studien belegt wurde (Arrigo 

2005). Das so genannte Redfield-Verhältnis wird oft zur Definition von N-und P-Limitation 

verwendet:  

N:P < 16 wird als N-Limitierung betrachtet; N:P > 16 steht für eine P-Limitation   

(Downing 1997; Geider und La Roche 2002). 

Elser und Hasset beschrieben 1994, dass Phytoplankton im Süßwasser höhere zelluläre 

N:P-Verhältnisse aufweist, als marines Phytoplankton, wohingegen die Elementarzusam-

mensetzung marinen Zooplanktons ein höheres N:P-Verhältnis als Zooplankton in Süß-

wasser aufweist (Elser und Hasset 1994). Downing veröffentlichte 1997 einen Datensatz, 

der ein durchschnittliches marines N:P-Verhältnis von 37 darlegt (Downing 1997). Zudem 

wurde beobachtet, dass die N:P-Verhältnisse in der Tiefsee und marinen Sedimenten 

sehr niedrig sind, was auf die zügige Sedimentation von P zurückzuführen sein kann 

(Downing und McCauley 1992; Downing 1997). Dagegen wurde ein starker Anstieg des 

N:P-Verhältnisses in Küstennähe, vorwiegend in oligotrophen Gewässern nachgewiesen, 

was auf die Aktivität von N2-Fixierern schließen lässt (Capone und Carpenter 1982; Smith 

und Veeh 1989; Downing 1997). 

Betrachtet man die gesamten marinen Elementarkreisläufe stellt sich ein globales Gleich-

gewicht des N:P-Verhältnisses ein (Arrigo 2005; Abb. 6). Wobei C, N und P dem marinen 

Kreislauf auf verschiedensten Wegen zugeführt werden. In eutrophen Gewässern mit ho-

her Primärproduktion wird eine große Menge an DOM gebildet; Beim Absinken wird die-

ses durch die mikrobielle Schleife unter O2-Verbrauch abgebaut. Dadurch entstehen Sau-

erstoffminimumzonen, die eine Voraussetzung für N2-bildende Prozesse wie Anammox 

und Denitrifikation bieten. Durch das Entweichen von N2 in die Atmosphäre, sinkt das N:P-

Verhältnis mit zunehmender Tiefe, es kommt zur N-Limitation. Durch Advektion und Diffu-

sion, kommt es zum Aufstieg N-armen Tiefenwassers. In oligotrophen Gewässern führt 

dies zur N2-Fixierung durch Organismen wie Cyanobakterien. Das N:P-Verhältnis steigt, 

es herrscht P-Limitation vor.  (Arrigo 2005)  
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Abbildung 6: Die marine N:P-Balance der Weltmeere nach Arrigo (2005). Aufsteigendes Tiefen-
wasser ist stickstoffarm (N:P<16, N-Limitation). In eutrophen Gewässern führt dies zu hoher Pri-
märproduktion in der euphotischen Zone (hellblau), produzierte gelöste organische Substanzen 
(DOM) sedimentieren in die aphotische Zone (dunkelblau) und werden unter O2-Verbrauch abge-
baut. O2-Mangel führt zu Prozessen wie Denitrifikation und Anammox, bei denen N2 freigesetzt 
wird. In nährstoffarmen oligotrophen Gewässern mit niedriger Primärproduktion werden N2-Fixierer 
aktiv, das N:P-Verhältnis der produzierten DOM steigt (N:P > 16, P-Limitation).  
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1.1.5. Ammonium und Phosphat als Nährstoffe 

Die meisten heterotrophen Bakterien favorisieren Ammonium (NH4
+) als Stickstoffquelle 

(Reitzer 2003) und decken damit rund 35-60% des bakteriellen N-Bedarfs in den Ozeanen 

(Tupas et al. 1994). NH4
+ diffundiert in seiner deprotonierten Form (NH3) in die Zellen (Si-

mon und Gutknecht 1980; Walter und Gutknecht 1986; Kim et al. 2012), lediglich bei nied-

rigen Konzentrationen im zellulären Umfeld, kommt es zur aktiven Aufnahme über Am-

moniumtransporter, z.B. Proteine der Amt-Familie (Boussiba et al. 1984 ; Loqué und von 

Wirén 2004; Andrade und Einsle 2007; Kim et al. 2012).  

Da die aktive NH4
+-Aufnahme energieaufwändig ist, wird diese im Falle der N-Limitation 

über einen Rückkopplungsmechanismus gesteuert, der den minimalen N-Level hält, wel-

cher für das Wachstum benötigt wird. So beschreiben Minsu Kim und sein Team, dass E. 

coli zunächst durch NH4
+-Assimilation den internen N-Speicher auffüllt indem Glutamin 

und Glutamat über den Glutamin-Synthetase-/Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase 

(GS/GOGAT) - Stoffwechselweg (Abb. 7) gebildet werden (Reizer 2003). Dadurch wird 

der Ammoniumtransporter AmtB über die Bindung des Regulatorproteins GlnK deaktiviert. 

Im Falle einer Limitation wird die NH2-Gruppe vom Glutamat abgespalten und in die Bio-

masseproduktion eingebunden, dabei entsteht freies 2-Oxoglutarat, durch welches GlnK 

von AmtB abgespaltet und somit den Transporter aktiviert (Kim et al. 2012).  
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Abbildung 7: Darstellung des Glutamin-Synthetase/Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase (GS 
/GOGAT) - Stoffwechselweges (abgewandelt von Reizer, 2003). Durch die GS wird Glutamat zu 
Glutamin umgewandelt. Zunächst wird die sekundären Carboxyl-Gruppe des Glutamats durch 
Phosphorylierung unter ATP-Verbrauch aktiviert. Im zweiten Schritt wird die Phosphat-Gruppe 
durch eine Amino-Gruppe substituiert. Glutamin wird mit 2-Oxoglutarat (2OG) unter NADPH-
Oxidation zu Glutamat umgewandelt (GOGAT). 
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Phosphat (PO4
3-) dient als Quelle für anorganischen Phosphor. Für verschiedene hete-

rotrophe Bakterien ist nachgewiesen, dass die Aufnahme von PO4
3- biphasisch über zwei 

verschiedene Aufnahmesysteme erfolgt (Willsky et al. 1973; Loewendorf et al. 1973; 

Burns und Beever 1979; Jansson 1988). Beide Transportsysteme sind K+-abhängige 

Symporter, unterscheiden sich aber in ihren weiteren Funktionen (Abb. 8). 

Über das konstitutive Pit-System wird PO4
3- zwischen der Zelle und ihrer Umgebung aus-

getauscht, es hat eine niedrige PO4
3--Affinität und wird über die protonenmotorische Kraft 

angetrieben (Russell und Rosenberg 1980). Bei PO4
3--Überschuss kommt es zur aktiven 

Exkretion von PO4
3- aus dem inneren Speicher durch das Pit-System, wobei die Aufnah-

me weiterläuft (Rosenberg et al. 1977, 1982, Russell und Rosenberg 1980). 

Bei P-Limitation wird das Pst-System aktiviert. Es handelt sich um einen hoch PO4
3--

affinen ABC-Transporter. Der Pst-Transporter ist ein membranständiges Protein, welches 

PO4
3- bindet und so in Mangelsituationen die P-Konzentration um das 100-fache steigern 

kann (Willsky und Malamy 1976). 

In der Zelle wird aufgenommenes PO4
3- durch Substratkettenphosphorylierung bzw. Elekt-

ronentransport auf ADP übertragen und steht so in Form von ATP der Zelle als Energie-

träger und P-Donor zur Verfügung. 

 

Abbildung 8: Der PO4
3--Transport. A: Bei einer ausgeglichene PO4

3--Konzentration im Medium 
transportiert das Pit-System PO4

3- in beide Richtungen, während das Pst-System deaktiviert ist. B: 
Bei PO4

3--Überschuss wird PO4
3- vermehrt über das Pit-System ausgeschleust, die Aufnahme wird 

dennoch aufrechterhalten. Das Pst-System ist deaktiviert. C: Bei PO4
3--Limitation nimmt das Pis-

System aktiv PO4
3- auf. 
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1.2. Die Roseobacter-Gruppe 

Marines Bakterioplankton setzt sich vor allem aus α- und γ-Proteobakterien, sowie 

Flavobakterien und Vertreter der Bacteriodetes zusammen. Die Zusammensetzung ändert 

sich sowohl saisonal als auch geographisch (Giovannoni und Stingl 2005; Simon 2017). 

Eine Untergruppe der α- Proteobakterien fällt hier durch ihre ubiquitäre Verbreitung und 

Abundanz auf, nämlich die zu den Rhodobacterales zählenden Roseobacter-Gruppe. Ihre 

Vertreter sind von Küstenregionen bis zum offenen Ozean, in tropischen und auch in Po-

larregionen zu finden (z.B. Buchan et al. 2005; Luo und Moran 2014; Billerbeck et al. 

2016; Simon et al. 2017). Sie kommen sowohl freischwimmend, wie auch im Sediment, 

partikelassoziiert und in kommensalen Beziehungen mit Phyto- und Zooplankton, Inver-

tebraten und Vertebraten vor (z.B. Buchan et al. 2005; Wagner-Döbler und Biebl 2006; 

Luo und Moran 2014). Die Roseobacter machen in einigen küstennahen Ökosystemen 

rund 20%, sowie in den Oberflächengewässern der offenen See rund 3-5% der bakteriel-

len Gemeinschaft aus (Moran et al. 2007; Luo und Moran 2014). 

Die ersten beiden Roseobacter-Isolate wurden 1991 von Tsuneo Shiba beschrieben: Ro-

seobacter litoralis und Roseobacter denitrificans. Beide Stämme wurden von marinen 

Algen isoliert und produzieren das pink farbige α-Bakteriochlorophyll, welches namensge-

bend für die Roseobacter ist (Shiba 1991). 

Bis heute konnten über 50 Isolate der Roseobacter-Gruppe Genom-sequenziert werden 

(Luo und Moran 2014). Es sind 41 Abstammungslinien mit über 89% Sequenzähnlichkeit 

auf 16S rRNA-Ebene bekannt. Diese wurden in 13 Gattungen eingeteilt mit Sequenzun-

terschieden von maximal 4% (Buchan et al. 2005; Wagner-Döbler und Biebl 2006; 

Brinkhoff et al. 2008). Teilweise bestehen die Gattungen aus nur einer Spezies, aber nicht 

aus mehr als 5, deren Unterscheidung auf Grund sehr hoher Sequenzähnlichkeit (teilwei-

se 99%) eine Herausforderung darstellt. Darüber hinaus führt die physiologische und ge-

netische Diversität zu häufigen Reklassifizierung und Neueinteilung (Brinkhoff et al. 2008). 

Die größte Untergruppe der Roseobacter-Gruppe, deren globale Verteilung systematisch 

untersucht wurde ist das DC5-80-3-Cluster, auch als Roseobacter Cluster Affiliated (RCA) 

bezeichnet (Selje et al. 2004; Wagner-Döbler und Biebl 2006; Brinkhoff et al. 2008). Die 

RCA-Mitglieder sind strikt pelagisch, machen 10% aller Bakterien im Nordpolarmeer aus 

(Malmstrom et al. 2007) und können in Küstenregionen, wie zum Beispiel der deutschen 

Bucht 20-22% der Gesamtbakterienpopulation betragen (Brinkhoff et al. 2008; Voget et al. 

2015; Kanukollu et al. 2016; Billerbeck et al. 2016). 
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Die Roseobacter zeichnen sich durch große Genome mit einem hohen G+C Gehalt (60% 

± 4%) aus (Luo und Moran 2014) und sind mit wenigen Ausnahmen marin oder hypersalin 

(z.B. Labrenz et al. 2005; Martinez-Checa et al., 2005). Die meisten Vertreter sind mode-

rat halophil oder halotolerant (z.B. Petursdottir und Kristjansson 1997; Pujalte et al. 2005), 

sowie mesophil bis psychrophil (z.B. Gosink et al. 1997; Brinkhoff et al. 2008). Sie zeich-

nen sich durch eine große Diversität hinsichtlich Physiologie und Morphologie, sowie 

durch hohe Anpassungsfähigkeit aus. Die Vielfalt der Stoffwechselleistungen und innerer 

Regelkreise erklärt ihren Erfolg in der Vielzahl mariner Habitate und Besetzung spezieller 

Nischen (Buchan et al. 2005; Wagner-Döbler und Biebl 2006; Brinkhoff et al. 2008; Luo 

und Moran 2014). Dies wird gestützt durch die Verfügbarkeit von Plasmiden verschiede-

ner Größen, auf denen ökologisch relevante Funktionen, wie z.B. aerobe anoxische Foto-

synthese, Flagellenbildung oder die Produktion des Antibiotikums Tropodithietsäure (TDA) 

codiert sind und über horizontalen Gentransfer zwischen den Spezies übertragen werden 

können (Swingley et al. 2007 ; Moran et al. 2007; Trautwein et al. 2016; Petersen und 

Wagner-Döbler 2017).  

Roseobacter tragen verschiedene Sensormechanismen um ihre Umgebung wahrnehmen 

und mit ihr interagieren zu können (Moran et al. 2007; Ziesche et al. 2015). Daher kom-

men sie als freischwimmende Einzelzellen, Aggregate und auch in Biofilmen vor. In oligo-

trophen Gewässern können sie in nährstoffangereicherte Aggregaten mit unnatürlich ho-

hen Substratkonzentrationen leben (Swingley et al. 2007; Moran et al. 2007). Indem die 

marinen Roseobacter mutualistisch, probiotisch oder pathogen mit den höheren Organis-

men in ihrer Umgebung interagieren, spielen sie eine große Rolle bei vielen biogeochemi-

schen Prozessen (z.B. Luo und Moran 2014; Ziesche et al. 2015). Durch die Bildung von 

Metaboliten und den Abbau niedermolekularer Verbindungen tragen sie in der mikrobiel-

len Schleife einen wichtigen Beitrag zu den marinen Elementarkreisläufen (Buchan et al. 

2005; Wagner-Döbler und Biebl 2006; Kanukollu et al. 2016). 
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1.2.1. Der Modelorganismus Phaeobacter inhibens  

Phaeobacter inhibens ist ein marines heterotrophes Bakterium und Mitglied der Rose-

obacter-Gruppe. Es ist obligat aerob, mit stäbchenförmigen, Gram-negativen Zellen, weist 

ein großes Substratspektrum von Zuckern bis hin zu proteinogenen Aminosäuren auf 

(z.B. Zech et al. 2013a, b; Drüppel et al. 2014; Wiegmann et al. 2014) und vermag etliche 

Sekundärmetabolite zu bilden (z.B. Martens et al. 2007; Geng et al. 2008, 2010; Berger et 

al. 2011). Es kommt als Einzelzellen vor, bildet im Verlauf des Wachstums aber Ketten 

und Aggregate aus (Abb. 9) (Segev et al. 2015). 

 

Abbildung 9: Der Modelorganismus P. inhibens DSM 17395. A: Lichtmikroskopische Aufnahme 
(1000-fache Vergrößerung) einer Kultur in Seewassermedium. Die morphologische Vielfalt zeigt 
sich in Einzelzellen (blauer Kasten), Ketten (grüne Ellipse) und Aggregate (roter Kreis). B: Wachs-
tum auf MB-Agar, deutlich zu erkennen sind die braun gefärbten Kolonien. 

Vertreter des Gattung Phaeobacter wurden aus verschiedenen Habitat weltweit isoliert 

(Dogs et al. 2013): deutsches Wattenmeer, südliche Nordsee (Brinkhoff et al. 2004 ), Ost-

küste Südkoreas (Bhattarai et al. 2006), Changjiang Estuar (Sekiguchi et al. 2002), und 

vielen weiteren Standorten, über alle Ozeane hinweg verteil (z.B. Giebel et al. 2009; 

D’Alvise et al. 2012). 

Der Stamm Phaeobacter inhibens DSM 17395 wurde ursprünglich als Roseobacter 

gallaeciensis DSM 17395 (Ruiz-Ponte et al. 1998) beschrieben und erst als Phaeobacter 

gallaeciensis DSM 17395 (Martens et al. 2006), später als Phaeobacter inhibens  DSM 

17395 reklassifiziert (Buddruhs et al. 2013).  

P. inhibens DSM 17395 besitzt neben dem Chromosom drei Plasmide (65 kb, 78 kb und 

262 kb) auf denen unterschiedliche Funktionen codiert sind (Petersen 2012; Buddruhs et 

al. 2013; Trautwein et al. 2016). Das größte Plasmid trägt z.B. die Gene zur Produktion 

der antibiotisch wirksamen Tropodithietsäure (TDA), welche in Komplexbildung mit Eisen 

zu einer bräunlichen Färbung der Kultur führt. Diese Eigenschaften waren namensge-
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bend: „Phaeos“ aus dem griechischen für „braun“, „inhibens“ auf Grund der inhibierenden 

Wirkung von TDA auf verschiedene marine Bakterien und Algen (Martens et al. 2006; 

D’Alvise et al. 2012; Trautwein et al. 2015;). Das kleinste Plasmid trägt die Gene für Quo-

rum Sensing und Biofilmbildung (Petersen 2012; Trautwein et al. 2016). Dies befähigt P. 

inhibens zum Beispiel die Alge Ulva australis zu besiedeln und darüber hinaus durch die 

Produktion von TDA andere Bakterien auszukonkurrieren (Rao et al. 2006). Eine weitere 

Symbiose tritt P. inhibens mit der Mikroalge Emiliania huxleyi ein: in einer mutualistischen 

Phase dient die TDA Produktion dem Schutz der Alge gegen schädliche Bakterien. Ist 

jedoch die Algenblüte erreicht, wird P. inhibens parasitisch und bildet ein als Roseobacti-

zid bezeichnetes Algizid, welches die Alge abtötet und dadurch Nährstoffe freisetzt 

(Seyedasayamdost et al. 2011a, b; Wang et al. 2016). In Fischfarmen und Aquakulturen 

werden Stämme des P. inhibens auf Grund ihrer probiotischen Eigenschaften eingesetzt 

(z.B. Prado et al. 2009; D’Alvise et al. 2012; Grotkjær et al. 2015). 

Als heterotrophes marines Bakterium ist P. inhibens einer dynamischen Umwelt mit 

wechselndem Nährstoffangebot und limitierenden Bedingungen ausgesetzt (Arrigo 2005), 

eine schnelle Regelung der Stoffwechselleistungen ist daher unabkömmlich (Kjellenberg 

et al. 1987). Während bekannte Modellorganismen wie Escherichia coli und Bacillus subti-

lis beim Eintritt in die stationäre Phase die Enzyme des Zentralstoffwechsels hinunterfah-

ren (Rahman et al. 2008; Bernhardt et al. 2003), behält P. inhibens deren Abundanz bei 

und tritt in eine Art „stand-by“ Modus, der es ermöglicht sofort auf die Zufuhr von Nährstof-

fen zu reagieren (Zech et al. 2009). Dies macht P. inhibens DSM 17395 zum idealen Mo-

dellorganismus für physiologische Experimente zur Untersuchung verschiedener Pertuba-

tionen im marinen Lebensraum. Hinzu kommt die Verfügbarkeit des vollständig sequen-

zierten Genoms (Thole et al. 2012) und eine relativ einfach Kultivierbarkeit (Zech et al. 

2009; Brinkhoff et al. 2008). 
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1.3. Systembiologie: Definition und Geschichte 

Der Begriff Systembiologie ist weitestgehend selbsterklärend: Die Untersuchung der Bio-

logie eines Systems bzw. die systematische Untersuchung der Biologie eines Organis-

mus. Dabei ist das Ziel durch die holistische Untersuchung eines zellulären Netzwerkes 

oder eines Modellorganismus, mit all seinen Fähigkeiten und Interaktionen ein umfassen-

des Verständnis seiner Funktion zu erlangen und zu verstehen, wie es sich in die Umwelt 

bzw. in die zelluläre Organisation strukturierter Gesellschaften einfügt (Nurse und Hayles 

2011; Arkin und Schaffner 2011). 

Wichtige Handwerkszeuge der Systembiologie sind physiologische, sowie molekularbio-

logische Methoden zum Erwerb von Daten, sowie darüber hinaus die auf diesen Daten 

basierende bioinformatische Modellierung. In letzterem liegt auch die Schwierigkeit, denn 

die Modellierung von (inter- und intra-) zellulären Prozessen, wie beispielsweise Stoffauf-

nahme, Stoffwechselwege, und Zellkommunikation ist sehr komplex. Im Gegensatz zur 

Modellierung von physikalischen Phänomenen, spielen in der Biologie jede Menge an 

redundanten Funktionen eine wichtige Rolle, die auf den ersten Blick nicht immer als not-

wendig, ökonomisch und effektiv erscheinen, aber die Entwicklung in der Evolution wie-

derspiegeln (Jacob 1977; Saunders und Ho 1976; Nurse und Hayles 2011). 

Basis für die Modellierung ist eine umfassende Datenlage, welche (möglichst) alle funkti-

onellen Prozesse der Zelle beinhaltet. Die Evolution der Systembiologie geht somit auch 

mit der Entwicklung der methodischen Vielfalt, die vor allem in den letzten Jahrzehnten 

zugenommen hat, einher (Arkin und Schaffner 2011).  

Die Geschichte der Systembiologie beginnt etwa vor 100 Jahren. Einer der Ersten, der die 

Biologie in einen systematischen Zusammenhang setzte war D’Arcy Thompson (1917). Er 

beschrieb, dass die Funktion und die Form biologischer Prozesse durch physikalische 

Anforderungen und mechanische Gesetze bestimmt wird (Arkin und Schaffner 2011). En-

de der 1930er führte Walter Canon den Begriff der „Homöostase“ ein, er beobachtete, 

dass die Form und Funktion nicht nur durch äußere Umstände bestimmt wird, sondern, 

dass Organismen selbst auf diese reagieren, indem sie ihre physiologischen Parameter 

auf konstantem Niveau halten (Cannon 1929; Arkin und Schaffner 2011). Bis in die 

1960er wurden Hypothesen über die Zusammenhänge von Netzwerken und zentrale Me-

chanismen aufgestellt (Rosenblueth et al. 1943; Waddington 1977), die durch molekular-

biologische Erkenntnisse untermauert wurden. 
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In den 90er Jahren verbessert eine breite Palette an neuen molekularbiologischen und 

analytischen Methoden die Effizienz von Genmanipulation und die Messung von Zellkom-

ponenten. Einer der wichtigsten technologischen Fortschritte war die Einführung des In-

ternets, durch welches eine hoch effiziente und schnelle Verbreitung von Daten möglich 

wurde, was den Grundstein für die Systembiologie, wie sie heute untersucht wird, setzte 

(Arkin und Schaffner 2011). 

Mit Beginn des neuen Jahrtausends verlagerte sich der Fokus von der Betrachtung der 

Moleküle auf die Erforschung ganzer Netzwerke, da erkannt wurde, dass ein lebender 

Organismus nicht nur auf der molekularen Basis verstanden werden kann, sondern im 

Gesamten betrachtet werden muss, um alle Funktionen und Dysfunktionen verstehen zu 

können (Arkin et al. 1997; Barabasi und Oltvai 2004; Bruggeman und Westerhoff 2006). 

Um die Komplexität erfassen zu können ist ein systematischer Ansatz von Nöten, so wie 

er bislang hauptsächlich in Mathematik und Physik, oder der Biochemie angewandt wur-

de. In der Biologie bis dato nur in der Ökologie genutzt, um zum Beispiel Nahrungsnetze 

zu verstehen, aber nicht um ein tiefergehendes Verständnis molekularer Zusammenhän-

ge zu erlangen (Kholodenko und Westerhoff 2004 ; Bruggeman und Westerhoff 2006). Bis 

zum Jahre 2010 fördern weitere Fortschritte in den Messtechniken die Durchführung um-

fangreicher Experimente, es werden immer mehr Parameter und Bedingungen messbar. 

Darüber hinaus steigt die Anzahl an sequenzierten Organismen und der Vergleich über 

phylogenetische Verzweigungen hinweg wird möglich (Arkin und Schaffner 2011). Je 

mehr Daten generiert werden, desto größer wird das Verständnis der Netzwerke und so-

mit entwickeln sich weitere Methoden zur Auswertung, wie zum Beispiel das Biclustering 

(Cheng und Church 2000), und neue methodische Ansätze, die die Genomik mit Metabo-

lomik und Proteomik ergänzen, und so die Möglichkeit schaffen eine Beziehung zwischen 

Biomolekülen und ökologischen Netzwerken aufzuzeigen (Zhou et al. 2010). 

Die Systembiologie hat sich zu einem interdisziplinären Feld entwickelt, in dem Biologen 

verschiedenster Fachgebiete, mit Mathematikern und Biochemikern, Physikern und Infor-

matikern zusammenarbeiten müssen, um sich den Herausforderungen zu stellen, die die 

Systembiologie mit sich bringt. Dazu zählt die umfassende Charakterisierung des Orga-

nismus auf molekularer Ebene, sowie die Betrachtung räumlich-zeitlicher Änderungen und 

letztendlich der Komplettanalyse der molekularen Antwort auf externe und interne Einflüs-

se des Systems, um all dies in ein Model zu integrieren, welches Vorhersagen über die 

Reaktionen (z.B. die molekulare Antwort) macht (Bruggeman und Westerhoff 2006). 
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Es haben sich zwei grundsätzliche Herangehensweisen etabliert: Zum einen die Top-

Down, zum anderen die Bottom-Up Systembiologie. 

Bei der Top-Down Systembiologie legen sogenannte „OMICs“-Technologien den Grund-

stein. Es wird mit der Messung von genomweiten experimentellen Daten (Top) begonnen 

und mit der Betrachtung molekularer Interaktionen (Bottom) beendet. Die Stärke dieses 

Ansatzes liegt in der vollständigen und unvoreingenommenen Betrachtung des Systems 

ausgehend von Genom und Transkriptom, über Proteom und Metabolom, bis hin zur Be-

trachtung der Interaktionen und des Fluxoms (Westerhoff und Palsson 2004; Zhang et al. 

2010). 

Die Bottom-Up Systembiologie beginnt im Gegensatz dazu, mit der Formulierung jedes 

einzelnen Prozesses der Teil eines Systems ist, um eine Vorhersage über das Verhalten 

dieses zu treffen, mit dem Ziel Modelle von Stoffwechselwegen zu erstellen und diese in 

das große Ganze zu integrieren. Sie basiert auf experimentellen Studien zu Kinetik und 

Biochemie von Enzymen und der Sammlung der Daten von Zellantworten auf interne und 

externe Störungen, sowie der Konstruktion eines Models, welches auf diesen Daten ba-

siert, um das experimentelle Design für weitere Studien zu verfeinern (Bruggeman und 

Westerhoff 2006). 

Die Systembiologie hat unter anderem das Ziel, die gesamten biologischen Funktionen, 

die auf verschiedenen Ebenen der biologischen Organisation ausgeprägt sind, zu erfas-

sen (Nurse und Hayles 2011). Als Werkzeuge dafür haben sie die so genannten „OMICs“-

Technologien etabliert. Teilgebiete der Biologie, welche sich damit befassen die Gesamt-

heit des zellulären Metabolismus und die Antwort auf Umweltreize aufzuklären tragen 

daher dieses Suffix, welches sich von dem Sanskrit-Wort „om“ für „Vollkommenheit und 

Fülle“ ableitet (Yadav 2007). Die Entwicklungen verschiedener Technologien führte im 

letzten Jahrzehnt zur Etablierung verschiedener „OMICs“-Forschungsfelder, wie der Tran-

skriptomik, der Proteomik, Metabolomik und weiterer, die sich zum Beispiel mit molekula-

ren Interaktionen und Dynamik von Molekülen auseinandersetzen (Zhang et al. 2010; 

Fiehn 2002; Singh und Nagaraj 2006; Kandpal et al. 2009). Im besten Fall können alle 

diese Technologien sich ergänzen und ermöglichen es die Komplexität eines biologischen 

Systems zu charakterisieren, denn der Expressionslevel eines Genes alleine sagt nichts 

über die Abundanz und Lokalisierung gebildeter Proteine, deren biologische Aktivität und 

ihrer funktionellen Beziehung zu Metaboliten aus (Gygi et al. 1999). Im systembiologi-

schen Sinne steht also ein Multi- „OMICs“-Ansatz, welcher die heterogenen Informationen 

der verschiedenen Datensätze integriert, um auf möglichst vielen Ebenen eine Vorhersa-

ge über die Reaktion auf eine Aktion machen zu können (Zhang et al. 2010). 
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Alle „OMICs“-Technologien (Abb. 10) haben drei Hauptmerkmale (Zhang et al. 2010): 

Es handelt sich stets um Hochdurchsatzverfahren, die Daten gesteuert, holistisch und 

nach dem top-down-Prinzip erfassen. Dazu kommt die Annahme, dass der zelluläre Me-

tabolismus als „Integriertes System“ angesehen wird, nicht als Sammlung verschiedener 

Einzelteile zusammengesetzt aus Informationen der Beziehungen zwischen vielen ge-

messenen molekularen Spezies (Ishii und Tomita 2009). Es werden großen Datenmen-

gen generiert, die statistische und computerbasierte Auswertung erfordern. 

 

Abbildung 10: Überblick über die verschiedenen Subjekte der „OMICs“-Technologien. 

 

Der wohl bekannteste „OMICs“-Ansatz ist die Genomik. Die in Jahrzehnten aufgebaute 

gute Datenlage, durch die Sequenzierung der DNA vieler Organismen, ermöglicht, durch 

die technisch automatisierte Genannotation und vergleichender Genomanalysen, die 

Funktion von auf DNA kodierten Genen vorherzusagen. So können Genomstrukturen, 

biologische Stoffwechselwege, sowie metabolische und regulatorische Netzwerke rekon-

struiert werden (Schoolnik 2001; Ward und Fraser 2005; Sharan und Ideker 2006 ; 

Cardenas und Tiedje 2008; Rocha 2008) 
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Die Transkriptomik bestimmt die Genexpression auf globaler Ebene in dem alle vorkom-

menden RNA Moleküle, die so genannten Transkripte, quantitativ gemessen werden 

(Zhang et al. 2010; McLean 2013). Im Gegensatz zur DNA, welche statisch in jedem Or-

ganismus vorliegt, werden die Transkripte dynamisch gebildet und schnell abgebaut, wo-

rin auch die methodische Herausforderung der Transkriptomik liegt (Ye et al. 2001; Horak 

und Snyder 2002). Als Analysemethode stehen zum Beispiel die Reverse-Transkriptase 

Polymerase-Kettenreaktion (Stedtfeld et al. 2008) oder genomweite Microarrays zur Ver-

fügung (Kagnoff und Eckmann 2001).  

Das Proteom beschreibt die Zusammensetzung aller Proteine einer Zelle. Bedenkt man, 

dass Proteine die katalytisch-wirksamen Akteure der Zelle sind, und dieser gewisserma-

ßen zum Leben erwecken, kommt der Proteomik eine herausragende Rolle in der Sys-

tembiologie zu (Graham et al. 2007; Zhang et al. 2010). Das Proteom beinhaltet nicht nur 

die Beschreibung intrazellulärer Aktivitäten, sondern auch die Betrachtung von Biomar-

kern, die als Indikatoren für den Zellstatus (z.B. Stress, Apoptose, Ruhestadien) stehen 

(McLean 2013). Die Methodenvielfalt der Proteomik hat sich über die letzten Jahrzehnte 

stetig weiterentwickelt, das folgende Kapitel wird einen Überblick geben. 

Im Bereich der Metabolomik wird mittels verschiedener chromatographischer und spekt-

rometrischer Methoden die Diversität niedermolekularer Verbindungen quantitativ unter-

sucht (Zhang et al. 2010). Intra- und extrazelluläre Metabolite sind die funktionellen Ein-

heiten der Zelle und ihre Konzentration steht im direkten Zusammenhang mit genetischen 

und physiologischen Änderungen (Raamsdonk et al. 2001). Die Messung endo- und exo-

gener Metabolite dient der Entschlüsselung von Stoffwechselwegen. Eine tiefergehende 

Analyse und Modellierung der Dynamik von Metaboliten mittels Isotopenmarkierung wird 

im Rahmen der Fluxomik untersucht (Förster et al. 2002; Toya et al. 2007; Ishii und To-

mita 2009; Zhang et al. 2010). 
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1.3.1. Methoden der Proteomik 

Die Methoden der Proteomik gliedern sich in mehrere Bereiche: Zellaufschluss und diffe-

rentielle Extraktion der Proteine, Auftrennung, Digitalisierung und Quantifizierung, und die 

Identifizierung. Welche Methoden angewandt werden, hängt von der Art der Proben und 

der wissenschaftlichen Fragestellung ab. Liegt der Fokus auf der Darstellung von Kom-

plexen, müssen die Proteine im nativen Zustand extrahiert und aufgetrennt werden (Wittig 

et al. 2006; Wöhlbrand et al. 2016). In der Metaproteomik, bei der die Proben direkt aus 

der Umwelt stammen, und sehr komplex sind, müssen je nach Herkunft der Proben, die 

Aufschlussmethoden variiert werden: Aus Sedimentproben werden die Proteine anders 

extrahiert, als bei durch Filtration von Meerwasser gewonnene Proben (z.B. Wöhlbrand et 

al. 2017). Bei Umweltproben ist die Proteinmenge zudem oft sehr gering, sodass sich hier 

Ansätze anbieten, bei denen die Proteine in Lösung enzymatisch verdaut und aufgetrennt 

werden, um Verluste zu minimieren (Wöhlbrand et al. 2013; Wöhlbrand et al. 2017).  

Proteine können vollkommen verschiedenen Aufgaben und Eigenschaften besitzen, die 

ihre subzelluläre Lokalisierung bestimmen (Koßmehl et al. 2013). Membranproteine (MP), 

z.B. Transporter für Stoffaufnahme und -exkretion, die in der Cytoplasma - (CM) und äu-

ßeren (OM; engl. outer membrane) Membran zu finden sind und sich durch hydrophobe 

Eigenschaften auszeichnen. Lösliche Proteine (SP; engl. soluble proteins) sind im Cyto-

plasma (CP) und Periplasma (PP) zu finden. Extrazelluläre Proteine (EP) werden von der 

Zelle ausgeschieden. Koßmehl (2013) beschreibt verschiedene Methoden um die subzel-

lulären Fraktionierung des Proteoms von P. inhibens vollumfänglich zu erzielen (Abb. 11).  

Um zelluläre Proteine zu extrahieren, können Zellen mechanisch oder chemisch aufge-

schlossen werden. Mechanische Varianten sind: (i) French Press (French und Milner 

1955), bei dem die Zellen durch die Scherkräfte bei plötzlicher Dekompression aufge-

schlossen werden, (ii) Bead Beater (z.B. FastPrep-24™ 5G Instrument, MP Biomedicals, 

Santa Ana, Kalifornien, USA; Wöhlbrand et al., 2017) oder (iii) Grinding kit (GE Healthcare 

Life Science; Zech et al. 2011), bei welchen die Reibung zwischen kleinen Kügelchen 

zum Aufbrechen der Zellen führt, oder (iv) Ultraschall (Saranya et al. 2014). Bei chemi-

schen Verfahren können Detergenzien oder Lösungsmittel, wie SDS (Sodiumdodecylsul-

fat) oder Trifluoroethanol (Wang et al. 2005 ; Wöhlbrand et al. 2017) zum Einsatz kom-

men. Extrazelluläre Proteine können z.B. durch Fällung mit Trichloressigsäure (TCA; engl. 

trichloroacetic acid) gewonnen werden (Koßmehl et al. 2013). 
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Abbildung 11: Schema zu den Methoden der subzellulären Fraktionierung nach Koßmehl et al. 
(2013). A: Schematische Darstellung der Lokalisierung von Proteinen in einer Zelle. Orange: Cyto-
plasmamembran mit Proteinen (CM); Rot: äußere Membran mit Proteinen (OM); Hellblau: cyto-
plasmatische Proteine (CP); Dunkelblau: periplasmatische Proteine (PP); Grün: extrazelluläre Pro-
teine (EP). B: Fließschema der Methoden zur Gewinnung der verschiedenen Proteinfraktionen. 

Sollen unterschiedliche zelluläre oder physiologische Zustände (Zech et al. 2011; Drüppel 

et al. 2014; Wiegmann et al. 2014) miteinander verglichen werden, bietet sich die Auftren-

nung der Proteinsuspensionen über elektrophoretische Methoden und eine densitometri-

sche Analyse der digitalisierten Gelbilder an. Die Proteine können aus dem Gel extrahiert, 

enzymatisch verdaut und mittels Massenspektrometrie identifiziert werden. 
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1.3.1.1. Gelbasierte Proteinauftrennung 

Die Basis der gelbasierten Proteinauftrennung bildet die so genannte PAGE, kurz für Po-

lyacrylamide-Gelelektrophorese. Polyacrylamid wird bei der Polymerisation von monome-

rem Acrylamid gebildet. Die Reaktion wird durch den Radikalstarter Ammoniumpersulfat 

initiiert, welcher durch Tetramethylethylendiamin aktiviert wird. Durch die Verwendung von 

Acryl-Bisacrylamid entstehen Quervernetzungen, und somit Poren, deren Größe von der 

Konzentration des Acryl-Bisacrylamid abhängt. Wird ein Proteinextrakt auf ein Gel aufge-

tragen und eine elektrische Spannung angelegt, beginnen die Proteine durch das Gel zu 

wandern. Ihre Geschwindigkeit hängt dabei von der Proteingröße und ihrer Ladung ab. 

Es gibt verschiedene Varianten der PAGE. Eine der wohl bekanntesten ist die SDS-

PAGE, bei der das Gel, der Lauf- und Ladepuffer SDS enthalten. SDS legt sich um das 

Polypeptidrückrat eines Proteins im Verhältnis 1:4, trennt die Quartärstrukturen auf, und 

überlagert durch seine negative Ladung die Eigenladung des Proteinmoleküls (Lottspeich 

und Zorbas 1998; Wöhlbrand et al. 2013).  

Bei der eindimensionalen SDS-PAGE wird ein diskontinuierliches Elektrophorese System 

verwendet: Hierbei ist das Gel unterteilt in Sammel- und Trenngel. Im Sammelgel herr-

schen, im Vergleich zum Trenngel, eine niedrigere Acrylamidkonzentration und ein niedri-

gerer pH. Neben SDS sind noch Chloridionen und die Aminosäure Glycin im Laufpuffer 

enthalten. Im Sammelgel liegt der pH-Wert nahe des isoelektrischen Punktes des Zwitte-

rions Glycin, wodurch dieses eine geringere elektrische Mobilität als Chloridionen hat. Die 

elektrische Mobilität der mit SDS beladenen Proteine ist geringer als die des Chlorids, 

dennoch höher als die des Glycins. Wird eine Spannung an das Gel angelegt, wandern 

alle Ionen mit der gleichen Geschwindigkeit (Isotachophorese), was zum so genannten 

Stapeleffekt führt. Alle Proteine wandern an einer Front bis zum Eintritt in das Trenngel, 

hier führt die pH Änderung zur Ladung des Glycins, dieses überholt dadurch die Protein-

front und löst den Stapeleffekt auf. Durch die geringere Porengröße wandern die Proteine 

im Trenngel langsamer und werden der molekularen Masse nach aufgetrennt. 

Sollen native Proteinkomplexe ihrer Größe nach aufgetrennt werden, bietet sich die blue 

native (BN)-PAGE an. Hierbei wird dem nativ aufgeschlossenen Proteinextrakt (Wittig et 

al. 2006; Sunderhaus et al. 2007) und dem Kathodenpuffer der anionische Farbstoff 

Coomassie Brillant Blau zugegeben. Dieser bindet an die basischen Seitenketten der Pro-

teine und addiert eine negative Ladung. Im Unterschied zur SDS-PAGE herrscht im 

Trenngel ein Acrylamid-Gradient, dementsprechend werden die Poren des Gels im Ver-

laufe immer kleiner, wodurch ein größeres Spektrum von Proteingrößen aufgetrennt wer-

den kann. 
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Bei eindimensionalen Gelelektrophoresen besteht die Problematik, dass hinter den Pro-

teinbanden oft nicht nur eine Proteinsorte zu finden ist, sondern mehrere Proteine gleicher 

molekularer Masse versteckt sind. Um dem zu entgehen bieten sich zwei (oder mehr) 

dimensionale Systeme an. So lassen sich beispielsweise die BN und die SDS-PAGE zum 

2D BN-/SDS-PAGE System verbinden (Wittig et al. 2006; Wöhlbrand et al. 2016). Hierbei 

werden in der ersten Dimension native Proteinkomplexe ihrer molekularen Masse nach 

und im Anschluss in einer zweiten Dimension mittels SDS-PAGE in ihre Untereinheiten 

aufgetrennt. 

Eine weitere Methode ist die zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese (2D-

DIGE), bei der die Proteine in der ersten Dimension mittels isoelektrischer Fokussierung 

(IEF) nach dem isoelektrischen Punkt und in der zweiten Dimension nach Molekularge-

wicht aufgetrennt werden. 2D-DIGE hat sich in den letzten 20 Jahren als Standard für 

gelbasierte Analyse für Abundanzänderungen in Proteinprofilen löslicher Proteinfraktionen 

entwickelt (Rabus et al. 2010; Wöhlbrand et al. 2013; Strijkstra et al. 2016). Durch Markie-

rung der Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen vor der Elektrophorese, kann die Proteina-

bundanz verschiedene Zustände miteinander verglichen und quantitativ ausgewertet wer-

den. 

1.3.1.2. Quantitative Darstellung 

Für die Digitalisierung und Auswertung können die Gele entweder mit Coomassie Brillant 

Blau (Neuhoff et al. 1988) oder Silber (Chevallet et al. 2006) gefärbt werden. Wird das 

Gelbild mittels eines Densitometers digitalisiert können die Muster von Banden (1D) und 

Spots (2D) quantitativ über die Abundanz und qualitativ über Intensitäten, mittels ver-

schiedener Programme miteinander verglichen werden. Für den Vergleich von Spuren 

und Banden auf 1D Gelen kann z.B. das Softwarepaket QuantityOne © (BioRad GmbH, 

Hercules, Kalifornien, USA) verwendet werden. Für den Vergleich von Spots auf 2D Ge-

len eignet sich PDQuest © (BioRad GmbH), die Analyse und Auswertung von 2D-DIGE 

Gelen wird z.B. mittels DeCyder 2D © (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) durchgeführt, 

die es ermöglich Spots dreidimensional darzustellen und Falschfarbenbilder zu erstellen. 

1.3.1.3. Methoden der Proteinidentifizierung 

Die Identifizierung der Proteine wird mit Hilfe von Massenspektrometrie durchgeführt. Da 

Proteine sehr groß sind, können sie nicht direkt massenspektrometrisch untersucht wer-

den. Durch enzymatischen Verdau werden Proteine in definierte Peptide gespalten. Am 

häufigsten wird das Enzym Trypsin verwendet, dies spaltet Peptidbindungen C-terminal 

vor Arginin oder Lysin-Resten (Shevchenko et al. 1996). Man unterscheidet zwischen In-

Gel- und In-Lösung-Verdau. Bei ersterem werden prominente Gelspuren, Banden oder 
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Spots ausgeschnitten und so aufgearbeitet, dass sämtliche Reste von Ionen, Farbstoffen 

und Detergenzien entfernt sind. Beim In-Lösung-Verdau, meist bei Shotgun-Ansätzen 

verwendet, wird das Proteingemisch nicht zuvor gelelektrophoretisch aufgetrennt, sondern 

direkt enzymatisch verdaut (Wöhlbrand et al. 2013).  

Um die erzeugten Peptide mittels Massenspektrometrie (MS) analysieren zu können, 

müssen sie zuvor ionisiert werden. Es gibt zwei gängige Ionisierungsmethoden: die Elekt-

rospray Ionisierung (ESI) und die Matrix-Assistierte Laser-Desorption-Ionisierung (MAL-

DI). 

Bei der ESI werden die Peptide über eine Nadel in einem elektrisch geladenen Feld ver-

sprüht und so positiv geladen. Die positiv geladenen Peptide werden durch einen 

Quadrupol als Ionenstrahl gebündelt und in eine Ionenfalle geleitet, wo sie gesammelt und 

anschließen über ein MS hinsichtlich des Masse-zu-Ladung (m/z) -Verhältnisses vermes-

sen werden. Durch Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) können die Peptide zusätz-

lich fragmentiert werden, um die Peptidsequenz zu bestimmen. Die Peptidsequenz kann 

beispielsweise mittels BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ausgewertet werden. 

Bei der MALDI wird das Peptidgemisch in eine organische Matrix eingebettet und im 

Hochvakuum einem kurzwelligen Laser-Impuls ausgesetzt. Dadurch werden die Peptide 

verdampft und gelangen in die Gasphase, in der ein elektrostatisches Feld angelegt ist, in 

welchem der Protonenübergang auf die Peptide stattfindet. Die Peptidionen werden in 

einem Flugzeitmassenspektrometer (TOF; engl. time of flight) analysiert. Das TOF misst 

die Flugzeit der Ionen im Vakuum, woraus das m/z-Verhältnis berechnet werden kann. 

Mittels TOF/TOF-MS/MS werden die Peptide fragmentiert und im Anschluss kann die 

Peptidsequenz wie oben beschrieben bestimmt und ausgewertet werden. 

Welche Analysemethode für die Identifizierung der Proteine verwendet wird, hängt von 

der Komplexität der Probe ab. Weniger komplexe Proben (z.B. 2D Spots) können mittels 

MALDI-TOF(/TOF)-MS/MS analysiert werden. Bei komplexen Proben (1D Banden, Shot-

gun) wird zunächst eine Flüssigkeitschromatographie über eine Säule mit einer nano Mat-

rix (nanoLC) durchgeführt. Durch eine niedrige Flussrate und hohen Druck werden die 

Proteine von störenden Verunreinigungen abgetrennt und aufkonzentriert. Auf die nanoLC 

kann die Analyse mit ESI-MS/MS folgen (z.B. Wiegmann et al. 2014; Drüppel et al. 2014; 

Wöhlbrand et al. 2016). Bei hoch komplexen Proben, wie in der Metaproteomik, kann die 

nanoLC neben einem ESI-MS auch einem MALDI-TOF/TOF-MS/MS vorangeschaltet 

werden (Wöhlbrand et al. 2017): Die Probe wird über nanoLC aufgetrennt und an einen 

Fraktionssammler weitergeleitet, dieser mischt die Fraktionen mit der Matrix und spottet 

diese auf das Taget welches dann mittels MALDI-TOF/TOF-MS/MS vermessen wird. 
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1.4. Prozess-kontrollierte Kultivierung in Bioreaktoren 

Für Kultivierungsexperimente mit Bakterien in Flüssigkulturen, können auf verschiedene 

Weise durchgeführt werden. Man unterscheidet zwischen kontinuierlicher und diskontinu-

ierlicher Kultivierung. Bei der kontinuierlichen Kultivierung wird steriles frisches Medium, in 

gleichem Maße zugeführt, wie Kulturbrühe abgeführt, wodurch ein konstantes Zellstadium 

erreicht werden kann (Chemostat). Bei der diskontinuierlichen Kultivierung, auch Batch-

Kultivierung genannt, wird kein frisches Medium zugesetzt oder Kulturbrühe abgeführt. In 

diesem geschlossenen System vermehren sich die Bakterien über unterschiedliche 

Wachstumsphasen hinweg bis hin zur Absterbephase, die durch z.B. Nährstoff- oder 

Sauerstoffmangel ausgelöst werden kann. Batch-Kulturen können in Flaschen oder 

Schüttelkolben (Erlenmeyer) durchgeführt werden, diese sind allerdings im Volumen stark 

begrenzt und beeinflusst von der Umgebungstemperatur. Der pH-Wert kann nur über Puf-

fer in bestimmten Bereichen gehalten werden und eine Untersuchung der Gasbildung ist 

nicht praktikabel. Für die Durchführung großrahmiger Experimente, wie in der Systembio-

logie erforderlich, eignet sich die Kultivierung in Prozess-kontrollierten Rührkesselbioreak-

toren (STR; engl. stirred-tank reaktor). 

Ein STR besteht aus einem Doppelwandglasgefäß und einem abdichtenden Deckel. Über 

einen an das Doppelwandgefäß angeschlossenen Kryostaten wird die Temperatur kon-

trolliert. Der Deckel ist mit einer Rührwelle mit verschiedenen Rührern, verschiedenen 

Sonden, einem Probenahmesystem, zur sterilen Probenentnahme, sowie Zuläufen für 

Korrekturflüssigkeiten und Medien ausgestattet. Hinzu kommen Anschlüsse für gefilterte 

Zuluft und Abluft. (Abb. 12)  

Das ganze STR-System ist an eine computergesteuerte Masterkontrolleinheit ange-

schlossen, die den gesamten Prozess regelt und aufzeichnet. Über einen Schwebekör-

perdurchlaufmesser wird der Luftstrom geregelt, welcher in den Bioreaktor, über einen 

ringförmigen Gasverteiler vom Boden ausgehend in das Medium geleitet wird. Durch Re-

gelung der Rührgeschwindigkeit wird der Sauerstoffgehalt dem Verbrauch im Medium 

angepasst und die Kulturflüssigkeit durchmischt. Das Abgas wird über einen Abgaskühler 

an ein Massenspektrometer weitergeleitet und analysiert. Sollen Metabolite aus der Abluft 

analysiert werden, kann auch ein Gassammelrohr zwischengeschaltet werden. pH-

Änderungen werden mittels Korrekturlösungen (Säure: HCl; Base: NaOH) geregelt. Mit 

Hilfe einer Level-Sonde wird Schaumbildung registriert und durch kontrollierte Zugabe von 

Antischaum reguliert. (Chmiel 2001) 
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Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Rührkesselreaktors (STR) bestehend aus einem 
Doppelwandglasgefäß und einem Edelstahldeckel. Über Kühlwasserzu/-abfluss wird die Tempera-
tur geregelt. Gefilterte Zuluft wird über den ringförmigen Gasverteiler in das Medium geleitet. Durch 
den Rührer wird die Kulturflüssigkeit gemischt und O2 verteilt. Über den Temperatursensor, sowie 
die pH-, pO2-und Levelsonde werden Daten aufgenommen und an die Masterkontrolleinheit wei-
tergeleitet, die alles registriert und ggf. die Regulation des Parameters einleitet. Über das Probe-
nahmerohr werden Proben steril entnommen. Das Abgas wird über einen Abgaskühler aus dem 
STR durch einen Filter zum Massenspektrometer geleitet und analysiert. 
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1.4.1. Charakterisierung bakteriellen Wachstums 

Zur Charakterisierung bakteriellen Wachstums werden verschiedene Parameter bestimmt 

um Aussagen über Wachstumsphase, Wachstumsraten und Substratverbrauch treffen zu 

können. Man unterscheidet bei der Prozess-kontrollierten Kultivierung zwischen online 

und offline Messungen. Unter online Messungen versteht man die Bestimmung bestimm-

ter Parameter direkt innerhalb des Prozesses, wie zum Beispiel die Abgasanalyse, pO2- 

und pH-Messung über interne Sonden. Zu den offline bestimmten Parametern gehören 

z.B. die optische Dichte (OD), die Zellzahl, sowie die Substratkonzentration. Offline be-

deutet in diesem Fall, dass die entnommene Probe über ein externes Gerät (z.B. mittels 

Fotometer, Mikroskopie oder HPLC) analysiert wird. 

Die verschiedenen Wachstumsphasen können graphisch ermittelt werden, in dem zum 

Beispiel die OD oder die Zellzahl über die Zeit aufgetragen wird. Bakterielles Wachstum 

teilt sich ein in die Anlaufphase (Lag-Phase), die exponentielle Wachstumsphase (Log-

Phase), die stationäre Phase, in der Erhaltungsstoffwechsel durchgeführt wird, und die 

Absterbephase (Abb.13). (Fuchs und Schlegel 2006) 

 

Abbildung 13: Halblogarithmische Darstellung einer bakteriellen Wachstumskurve. Der Logarith-
mus der Bakterienzahl (bestimmt durch Zellzahl oder Optische Dichte) wird gegen die Zeit aufge-
tragen (schwarze Linie). Die rot-gestrichelten Linien zeigen die Übergänge zwischen den verschie-
denen Phasen des Wachstums an. 
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Kommt es zu einer Limitation, wird vom exponentiellen in lineares Wachstum (Lin-Phase) 

umgestellt, man spricht von biphasischem Wachstum. Stellt man den Graphen halbloga-

rithmisch dar (Abb. 14A), ist der linearen Abschnitt die Log-Phase, bei der linearen Dar-

stellung dagegen stellt dies die Lin-Phase dar (Abb. 14B). 

 

Abbildung 14: Halblogarithmische versus arithmetische Darstellung von Wachstumskurven. Erläu-
terung der Wachstumsphasen anhand von Wachstumskurven von Phaeobacter inhibens DSM 
17395 in SWM mit 11 mM Glucose, 60 mM Ammonium und 0.03 µM Phosphat.1: Lag-Phase; 2: 
Log-Phase; 3: Lin-Phase; 4: stationäre Phase. A: Halblogarithmische Darstellung, grüne Linie zeigt 
die Regressionsgerade der exponentiellen Wachstumsphase. B: Lineare Darstellung, blaue Linie 
zeigt die Regressionsgerade der linearen Wachstumsphase. 

Mathematisch werden die Übergänge zwischen den Wachstumsphasen durch die 

Schnittpunkte der verlängerten Regressionsgeraden mit z.B. der Geraden durch ODmin 

(Übergang von Lag- in Log-Phase) bestimmt (Abb. 15A). Das Ende der Log-Phase ist 

dementsprechend am Schnittpunkt der Regressionsgeraden der Log- und Lin-Phase 

(Abb. 15B). Der Beginn der Stationären Phase ist der Schnittpunkt zwischen der Regres-

sionsgeraden der Lin-Phase und ODmax (Abb. 15C). 
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Abbildung 15: Bestimmung der Übergänge zwischen den Wachstumsphasen anhand der Wachs-
tumskurve von Phaeobacter inhibens DSM 17395 in SWM mit 11 mM Glucose, 60 mM Ammonium 
und 0.03 µM Phosphat. A: Halblogarithmische Darstellung der Anfangsphase. B: Ausschnitt der 
ersten 40h (linear aufgetragen). C: Darstellung der gesamten Kurve (linear aufgetragen). 1: Über-
gang von der Lag- in die Log-Phase; 2: Übergang von der Log- in die Lin-Phase; 3: Übergang in 
die stationäre Phase. Blaue Pfeile kennzeichnen den Übergang. Orange: Gerade durch ODmin; 
Grün: Regressionsgerade der Log-Phase; Blau: Regressionsgerade der Lin-Phase; Lila: Gerade 
durch ODmax. 
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Die Wachstumsraten lassen sich graphisch aus der Steigung m der Regressionsgeraden 

für die Log- bzw. die Lin-Phase entnehmen (Abb.16). Wird die Funktion halblogarithmisch 

aufgetragen, ist die Funktionsgleichung [2] der Regressionsgeraden für die Log-Phase 

wie folgt: 

𝑦 = 𝑏 ∙ 𝑒𝑚∙𝑥     [2] 

mit b als Konstante und m als Steigung. 

Wird die Funktion linear aufgetragen, hat die Funktionsgleichung [3] der Regressionsge-

raden für die Lin-Phase folgende Form: 

𝑦 = 𝑚 ∙ 𝑥 − 𝑏     [3] 

mit b als Y-Achsenabschnitt und m als Steigung. 

 

Abbildung 16: Graphische Bestimmung der Wachstumsraten anhand der Wachstumskurve von 
Phaeobacter inhibens DSM 17395 in SWM mit 11 mM Glucose, 60 mM Ammonium und 0.03 µM 
Phosphat. A: Bestimmung der Wachstumsrate µexp aus der Steigung m der Regressionsgeraden 
(grün) der Log-Phase. B: Bestimmung der Wachstumsrate µlin aus der Steigung m der Regressi-
onsgeraden (blau) der Lin-Phase. 

Mathematisch lässt sich die exponentielle Wachstumsrate µexp aus der folgenden Glei-

chung [4] berechnen: 

µ𝑒𝑥𝑝 =
𝐿𝑁(

𝑂𝐷(𝑡+1)

𝑂𝐷(𝑡)
)

(𝑡+1)−𝑡
     [4] 

Die lineare Wachstumsrate µlin berechnet sich aus dem Differentialquotient der Änderung 

der OD über die Änderung der Zeit [5]: 

µ𝑙𝑖𝑛 =
∆𝑂𝐷

∆𝑡
=
𝑂𝐷(𝑡+1)−𝑂𝐷(𝑡)

(𝑡+1)−𝑡
   [5] 
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1.5. Experimentelles Design der Dissertation  

Bei der Kultivierung des Modelorganismus P. inhibens DSM 17395 in SWM mit 11 mM 

Glucose und definierter Zugabe von NH4
+ und PO4

3- konnte ein Einfluss des N:P-

Verhältnisses auf das Wachstumsverhalten in Erlenmeyerkulturen dokumentiert werden. 

Für über 415 verschiedene Konzentrationen wurde das Wachstumsverhalten bestimmt. In 

weiterführenden Experimenten wurden sechs verschiedene Konzentrationsverhältnisse 

stöchiometrisch detaillierter untersucht. Dazu wurde in engen regelmäßigen Abständen 

die OD600nm bestimmt, sowie Proben zur Konzentrationsbestimmung von Glukose, NH4
+ 

und PO4
3- entnommen. Zu definierten Zeitpunkten (OD1/2max und ODmax) wurde Biomasse 

für weitere Analysen (z.B. Elementar- und Biomassezusammensetzung, extrazelluläre 

Proteine (EP) und Durchflusszytometrie) entnommen und ein mathematisches Modell 

erstellt. Die Ergebnisse wurden 2017 von Trautwein et al. veröffentlicht und bilden die 

Basis dieser Dissertation, in welcher P. inhibens DSM 17395 in Bioreaktoren auf SWM mit 

zwei verschiedenen N:P-Verhältnissen kultiviert werden soll, um die vorangegangenen 

Experimente durch umfassende Analysen hin zu einer systembiologischen Untersuchung 

zu ergänzen.  

Da P. inhibens DSM 17395 in Bioreaktoren mit Glucose als alleiniger C-Quelle nicht aus-

reichend reproduzierbar wächst, wurde stattdessen der Zuckeralkohol D-Mannitol ver-

wendet, der eine ähnliche Struktur wie Glukose besitzt, allerdings an Stelle der Aldehyd-

funktion eine Hydroxid-Gruppe aufweist. 

Das experimentelle Vorgehen dieser Dissertation gliederte sich in drei Teile:  

Erstens, vergleichende Wachstumsversuche in Erlenmeyerkolben um die Vergleichbarkeit 

des Wachstums von P. inhibens DSM 17395 in SWM mit Glukose (Trautwein et al. 2017), 

bzw. Mannitol unter den ausgewählten N:P-Verhältnissen zu überprüfen.  

Der zweite Teil beinhaltete die physiologische und stöchiometrische Betrachtung des 

Wachstums von P. inhibens DSM 17395 in Bioreaktoren in SWM mit den N:P-

Verhältnissen 1:1 (0.5 mM N und 0.5 mM P) sowie 1:267 (8 mM N und 0,03 mM P), um 

Stickstoff- bzw. Phosphorlimitierung darzustellen (Downing 1997; Geider und La Roche 

2002).  

Im dritten Teil wurden Massenanzuchten zu ausgewählten Kultivierungszeitpunkten 

durchgeführt, um Biomasse für Untersuchung auf molekularbiologischer Ebene zu erhal-

ten.  
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Darüber hinaus wurden neben den zuvor genannten Experimenten Methoden zur Kon-

zentrationsbestimmung von NH4
+ und PO4

3- entwickelt und etabliert. Diese wurden unter 

dem Titel „Photometric determination of ammonium and phosphate in seawater medium 

using a microplate reader“ veröffentlicht (Ruppersberg et al. 2017).
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2. Material und Methoden 

Alle verwendeten Chemikalien und Lösungen sind von analytischem Reinheitsgrad. 

2.1. Organismus 

Phaeobacter inhibens DSM 17395 wurde von der Deutschen Sammlung für Mikroorga-

nismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) bereitgestellt und wird seit 

2007 in unserem Labor als Modellorganismus für marine Umweltbakterien untersucht. Ein 

von der DSMZ stammendes Lyophylisat von P. inhibens DSM 17395 wurde erneut im 

Januar 2015 in Bacto Marine Broth Medium, welches Pepton (5 g L-1) sowie Hefeextrakt 

(1 g L-1) (DIFCO 2216; DIFCO, Lawrance, KS, USA) enthält, revitalisiert und kultiviert. 

Daraus wurden Glycerinkulturen für alle folgenden Versuche hergestellt. Die Glycerinkul-

turen wurden in flüssigem N2 schockgefroren und bei -81°C gelagert. 

2.2. Medium 

Für die Wachstumsexperimente von P. inhibens DSM 17395 mit unterschiedlichen Am-

monium und Phosphat Konzentrationen wurde definiertes Mineralmedium, auch künstli-

ches Seewassermedium (SWM) genannt, verwendet. Die Zusammensetzung wurde von 

Zech et al. (2009) beschrieben. Allerdings wurde in den Versuchen dieser Dissertation an 

Stelle von Glucose, D-Mannitol in der gleichen Konzentration (2 g L-1) als einzige Quelle 

organischen Kohlenstoffs verwendet.  

Für die Herstellung des Mediums wurden zunächst die Bestandteile der Salzlösung ein-

gewogen (Tab. S1) und autoklaviert. Für die Stabilisierung des pH-Wertes während des 

Wachstums wurde ein Carbonat-Puffersystem verwendet. Das Carbonat (NaHCO3, 

Merck), wie auch die Stammlösungen zum Einstellen der Konzentrationen von Ammoni-

um (NH4Cl, Merck), Phosphat (KH2PO4, Merck) und Mannitol (D-Mannitol, Merck) und die 

Spurenelementlösung (Tab. S1), wurde separat eingewogen und autoklaviert. Nach dem 

Abkühlen der Salzlösungen wurden die entsprechenden Volumina der Stammlösungen 

unter sterilen Bedingungen zugegeben und vermischt. Anschließend wurde mit sterilem 

Wasser auf das Endvolumen aufgefüllt. Das Medium wurde bei 4°C gelagert und vor dem 

Kultivieren auf Raumtemperatur erwärmt.   



  
 
    

35 
 

2.3. Kultivierung von Phaeobacter inhibens DSM 17395 

2.3.1. Vorkulturen und Versuche in Erlenmeyerkolben 

Für die Versuche in Erlenmeyerkolben und Bioreaktoren wurde P. inhibens DSM 17395 

über drei Passagen in Erlenmeyerkolben mit Schikanen und mit verschiedenen Volumina 

an SWM (Zech et al. 2009) an die ausgewählten N:P-Verhältnissen angepasst. Dabei war 

der erste Schritt stets eine Verdünnungsreihe mit 5 Stufen (10-1 bis 10-5) von 13,5 mL mit 

den festgelegten Konzentrationen von 2 mM NH4
+ und 0,03 mM PO4

3-, welche dazu dien-

te verbliebenes Glycerin und Spuren aus dem Marine Broth Medium zu entfernen. Aus 

der höchsten angewachsenen Verdünnung (i.d.R. 10-4 oder 10-5) wurde nach 72 Stunden 

die erste (50 mL) und daraus nach 48 Stunden die zweite Vorkultur (250 mL) der Anpas-

sung mit der angestrebten N/P-Konzentration auf eine OD600 nm von ~0.02 angeimpft um 

das Kulturvolumen hochzuskalieren. Die Hauptkulturen (in 250 mL Erlenmeyerkolben o-

der 1,5 L Bioreaktoren, jeweils mind. in Triplikaten) wurden nach 16-24 h (Je nach N:P-

Verhältnis) aus einer aktiv wachsenden Vorkultur (OD600 nm≈ 0,3-0,5) wiederum auf eine 

Start-OD von ~0,02 inokuliert.  

Alle Erlenmeyerkolben wurden bei 28 °C im Brutraum auf Orbitalschüttlern mit 100 rpm 

(CH-4103, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) inkubiert. Das Wachstum wurde regelmäßig 

über die Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600 nm; UVmini-1240 UV-Vis 

Spectrophotometer; Shidmadzu, Japan) dokumentiert. Die Reinheit aller Kulturen wurde 

mikroskopisch untersucht (Axiostar; Zeiss, Göttingen, Germany) und durch Ausstreichen 

auf Marine Broth Agar Platten verifiziert.   
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2.3.2. Prozess-kontrollierte Kultivierung in Bioreaktoren 

Die Kultivierung in Bioreaktoren wurde in 2 L Doppelmantel Bioreaktoren der Firma Infors 

(Labfors II; Infors HAT, Bottmingen, Schweiz) mit 1,5 L Arbeitsvolumen unter Umge-

bungsdruck durchgeführt. Die Bioreaktoren waren mit Sensoren für pH-Wert (405 DPAS-

SC; Mettler-Toledo, Urdorf, Schweiz), Temperatur (PT-100; Infors), pO2 (InPro6899; Mett-

ler-Toledo) und Füllstandskontrolle (Eigenbau), sowie einem System zur sterilen Proben-

entnahme ausgestattet. Über die Masterkontrolleinheit (UDDC; Infors) konnten vier Biore-

aktoren parallel betrieben werden, um bis zu vier biologische Replikate mit gleichen Kulti-

vierungsparametern zu generieren. Die zu regulierenden Parameter waren eine konstante 

Temperatur von 28 °C, ein pH-Wert von 7,2 ± 0,2 und pO2 > 35%. Für die automatische 

pH-Korrektur wurden sterile HCl (0,5 M) und NaOH (0,25 M) verwendet. Die Schaumbil-

dung wurde durch Zugabe von 2%-iger Antischaum-Lösung (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO 

USA) verringert. Die Prozessdaten wurden online aufgenommen (IRIS NT; V.49, Infors), 

als Excel-Datei exportiert und mittels Microsoft Excel und MATLAB ausgewertet. 

Zuluft und Abgas wurden durch 0,2 µm Sterilfilter (Midisart 200; Sartorius, Göttingen, 

Germany) zu- bzw. abgeführt, wobei der Luftstrom (5 L h-1) mittels Schwebekörperdurch-

flussmessern (V100-80; Vögtlin Instruments, Aesch, Schweiz) an jedem Bioreaktor manu-

ell eingestellt und durch einen ringförmigen Gasverteiler vom Boden des Reaktorgefäßes 

ins Medium eingeleitet wurde. Der Sauerstoff wurde mittels zweier Rushton-Turbinen und 

eines Schiffschrauben-Rührers mit 300-350 Upm verteilt. Das Abgas wurde über einen 

Abgaskühler (Infors), welcher an einen Kryostaten (Julabo, Seelbach, Deutschland) ange-

schlossen war, auf 10 °C abgekühlt. Abgas und Zuluft wurden über Metallrohre (2,06 mm 

Durchmesser) von den Bioreaktoren zum Quadrupol-Massenspektrometer (GAM200; In-

Process Instruments, Bremen, Deutschland) geleitet und online auf O2, CO2, N2 und Ar 

analysiert. Die Probenahme des Gases wurde über eine Mehrfachportventilbaugruppe 

kontrolliert und in Intervallen von 10 min durchgeführt. Das Kalibriergas setzte sich wie 

folgt zusammen: 

(in % v/v) 19,99 ± 0,40 O2, 10,0 ± 0,2 CO2, und 70,0 Ar (Air Liquide, Krefeld, Deutsch-

land). 

Die Datenerfassung erfolgte mit der Quadstar 32bit Software© von InProcess Instruments, 

Bremen. Die Daten wurden als ASCII-Dateien exportiert und mittels MATLAB Software 

ausgewertet. 
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2.3.3. Auswertung der Prozessdaten 

2.3.3.1. Physiologische Daten  

Die Daten der Messung der OD600 nm wurden handschriftlich dokumentiert und in Excel-

Dateien eingelesen. Zum Erstellen von Wachstumskurven wurden die Werte der OD über 

die Zeit [h] aufgetragen. Für gemessene Replikate wurden Mittelwert und Mittelwertab-

weichung angegeben. Die Wachstumsraten wurden mit folgenden Formeln berechnet: 

µexp = 
𝐿𝑁(

𝑂𝐷(𝑡+1)

𝑂𝐷(𝑡)
)

(𝑡+1)−𝑡
    [6] 

für die exponentielle Wachstumsphase und 

µ𝑙𝑖𝑛 =
∆𝑂𝐷

∆𝑡
=
𝑂𝐷(𝑡+1)−𝑂𝐷(𝑡)

(𝑡+1)−𝑡
   [7] 

für die lineare Wachstumsphase. 

Die Verbrauchsraten des Substrats wurden mit den gleichen Formeln berechnet, an Stelle 

der OD wurden die Werte der jeweiligen Substratkonzentration eingesetzt. 

Der Ertrag [g mol-1] wurde aus Biotrockenmasse [g] pro verbrauchtem Substrat/O2 bzw. 

gebildetem CO2 [mol] berechnet. 

2.3.3.2. Abgasanalytik 

Die mit der Quadstar 32bit© Software von InProcess Instruments erfassten Daten wurden 

als ASCII-Dateien exportiert und zunächst in Microsoft Excel importiert und aufgearbeitet. 

Anschließend wurden die Daten mit MATLAB ausgewertet.  

Die Zu- und Abluft wurden über die Zeit interpoliert, die gemessene Zuluft als Basislinie 

gesetzt und von der Abluft abgezogen. Durch Einbeziehen des sich durch Probeentnah-

me und Zugabe von Korrekturlösungen ändernden Reaktorvolumens wurden die Konzent-

rationen, sowie die Raten von O2- Verbrauch (QO2), CO2-Produktion (QCO2) und der Re-

spirationskoeffizient RQ basierend auf folgenden Gleichungen (van der Aar et al. 1989) 

berechnet und über die Zeit integriert (MATLAB Auswertungsskript s. Anhang). 

𝑄𝑂2 =
𝑂2𝑖𝑛 𝑥 𝐹𝑖𝑛

100
−
𝑂2𝑜𝑢𝑡 𝑥 𝐹𝑜𝑢𝑡

100
 [8] 

𝑄𝐶𝑂2 =
𝐶𝑂2𝑖𝑛 𝑥 𝐹𝑖𝑛

100
−
𝐶𝑂2𝑜𝑢𝑡 𝑥 𝐹𝑜𝑢𝑡

100
  [9] 

𝑅𝑄 = |
𝑄𝐶𝑂2

𝑄𝑂2
|     [10] 

mit O2 bzw. CO2 in % und dem Luftstrom F [L h-1]. 



  
 
    

38 
 

2.4. Probenahmen und Aufarbeitung 

Sämtliche Proben wurden steril über das Probenahmesystem entnommen. Dabei wurde 

stets darauf geachtet zuvor etwa 2 mL an Vorlauf zu verwerfen. Je nach Bestimmung 

wurden die Proben, mit zuvor sauberen und sterilen Messzylindern ausgelitert und auf 

autoklavierte/sterilisierte Gefäße, wie z.B. Zentrifugenbecher, in verschiedenen Größen 

verteilt und weiterbearbeitet. 

2.4.1. Substratproben 

Die Analysen von Mannitol, NH4
+ und PO4

3-, sowie DOC wurden stets mit zellfreiem Über-

stand durchgeführt. Dieser wurde entweder aus der Probenahme von Biomasse über-

nommen, oder durch sterile Entnahme von etwa 8 mL Kulturflüssigkeit und Zentrifugation 

(15 min bei 4 °C mit 28.500 x g) gewonnen und anschließend auf 2 mL Eppendorf Reakti-

onsgefäße aufgeteilt. Proben für die Bestimmung von NH4
+ wurden zudem mit 10 µL 0,1 

M HCl angesäuert. 

2.4.1.1. DOC 

DOC wie von Zecht et al. (2013b) beschrieben, durch Verbrennung bei hohen Temperatu-

ren (850 °C) in Kopplung mit nicht dispersiver Infrarotdetektion mit einem Multi NC TOC 

Instrument (Analytik Jena, Jena, Deutschland) in der AG Organische Geochemie Univer-

sität Oldenburg bestimmt.  

2.4.1.2. Mannitol 

Die Konzentration von Mannitol wurde mittels HPLC Analyse bestimmt. Dafür wurde eine 

UltiMate 3000 Rapid Separation LC von ThermoFischer (Germering, Deutschland) ver-

wendet, welche mit einer temperaturkontrollierten (75 °C) Eurokat Trennungssäule (8 x 

300 mm, 5 µm Korngröße; Knauer, Berlin, Deutschland) und mit einem Refraktionsin-

dexdetektor (RI-101; Shodex, München, Deutschland) ausgestattet ist. Die Kalibrierung 

wurde mit einem in Wasser gelösten Mannitol-Standard (von 0,01 bis 15 mM) durchge-

führt, wobei eine 5 mM Schwefelsäure als Eluent diente und die Retentionszeit bei etwa 

12,5 min lag. Mit der Chromeleon-Software© (Version 7.1, Thermo Fisher Scientific) wurde 

das Chromatographiesystem gesteuert und die Ergebnisse ausgewertet 

Die Proben wurden vor der HPLC-Analyse 1:2 verdünnt und steril filtriert.  
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2.4.1.3. Phosphat und Ammonium 

Die Konzentrationen von NH4
+ und PO4

3- wurden nach Ruppersberg et al. (2017) mit spe-

zifischen kolorimetrischen Assays im Mikroplattenleser (MPR; engl. microplate reader; 

FLUOstar OPTIMA; BG Labtech GmbH, Ortenberg, Deutschland) bestimmt.  

Für die Bestimmung von NH4
+ wurde die Kalibrierung mit einem NH4

+-Standard (NH4Cl in 

ammoniumfreiem SWM) mit Konzentrationen von 0 bis 200 µM durchgeführt. Auf einer 

Mikroplatte wurden zur Bestimmung je 60 µL Probe/Standard in Triplikaten vorgelegt an-

schließend wurden erst 100 µL Salicylat-Lösung und dann 80 µL Hypochlorit-Lösung zu-

gegeben. Schließlich wurde das Ganze geschüttelt und 15 min bei 35 °C im MPR inku-

biert. 

Die Kalibrierung für die PO4
3--Bestimmung wurde mit einem PO4

3--Standard (KH2PO4 in 

phosphatfreiem SWM) mit Konzentrationen von 0 bis 1000 µM durchgeführt. Auf einer 

Mikroplatte wurden zur Bestimmung je 120 µL Probe/Standard in Triplikaten vorgelegt, 

anschließend wurde erst die Ascorbat-Lösung der Zink/Ammoniummolybdat-Lösung zu-

gegeben, gut gemischt und anschließend 250 µL jeder Probe zugesetzt. Schließlich wur-

de das Ganze geschüttelt 30 min bei 35 °C im MPR inkubiert. 

Nach der Inkubation wurde die Absorption bei 620 nm (A620 nm) bestimmt. Die Daten wur-

den zur Auswertung in Excel importiert. 

Das genaue Protokoll der Durchführung von Kalibrierung, Etablierung und Validierung der 

Assays ist der Beschreibung in Ruppersberg et al. (2017) zu entnehmen. 
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2.4.2. Biotrockenmasse und Elementaranalyse 

Für die Analyse der zellulären Elementarzusammensetzung und für die stöchiometrische 

Berechnung auf Basis von Biotrockenmasse, wurden Zellen geerntet, indem ein definier-

tes Volumen Kulturflüssigkeit steril entnommen und zentrifugiert (15 min, bei 4 °C und 

28.500 x g) wurde. Der zellfreie Überstand wurde verworfen (oder für Substratanalyse 

verwendet) und das Zellpellet einmal in einem 50 mM Ammonium-Acetat-Puffer gewa-

schen. Nach dem Waschen wurde das Zellpellet in 200-400 µL Ammonium-Acetat-Puffer 

resuspendiert, in ein trockengewogenes Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und bis zur 

Gewichtskonstanz bei 60 °C im Trockenschrank inkubiert. Anhand des Trockengewichts 

und des definierten Volumens wurde die Biotrockenmassenkonzentration BTM [g L-1] be-

rechnet.  

Die Elementarzusammensetzung (C, H, N und S) der Zellen wurde mit dem Vario EL cu-

be (Elementar Analysesysteme, Hanau, Deutschland), in der AG Organische Geochemie 

Universität Oldenburg, bestimmt (siehe auch Zech et al., 2013b). Der Sauerstoffanteil 

wurde durch Abzug der Anteile von C, H und N, sowie des Ascheanteils von 12,03% (ent-

hält S- und P-Anteil) nach Battley (1995) berechnet.  
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2.4.3. Durchflusszytometrie 

Für die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-, Protein- und PHB- Gehalts, wur-

den 1,8 mL Kulturflüssigkeit mit 200 µL 10 % (v/v) Formaldehyde-Lösung versetzt und die 

Zellen 1 h bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden die Zellen abzentrifugiert (15 

min, bei 4 °C und 28.500 x g), der Überstand verworfen und das Pellet zweimal mit phos-

phat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS; 145 mM NaCl, 8mM Na2HPO4, 1,4 mM NaH2PO4, 

pH 7,4) gewaschen und anschließend in 1:1 PBS/Ethanol bei -21 °C gelagert.  

Die fixierten Zellen wurden 1:150 mit PBS verdünnt und entweder mit SYBR green I (für 

DNA; Molecular Probes, Eugene, OR, USA), Flamingo (für Proteine; Bio-Rad, München, 

Deutschland), oder Nile red (für PHB; Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland) gefärbt. Die 

Färbung mit Nile red (Endkonzentration 5 μg mL-1) für die PHB-Analyse wurde bei Raum-

temperatur für 30 min im Dunkeln durchgeführt. Bei hohen Konzentrationen wurden die 

Proben vor der Analyse ein weiteres Mal 1:2 mit PBS verdünnt. 

Die Messungen wurden mit einem FACSCalibur Flowcytometer (Becton Dickinson, Fran-

klin Lakes, NJ, USA) durchgeführt, als Standard wurden fluoreszierende Latexbeads (Pink 

oder gelbgrün; Molecular Probes) den Proben zugesetzt.  

Insgesamt wurden 70.000 Events pro Messung aufgenommen, jede Probe wurde in 

Triplikaten gemessen. Die Daten wurden mit CellQuest Pro© (Becton Dickinson) aufge-

nommen und vorausgewertet. Anschließend wurden die Daten manuell kontrolliert und für 

jede Probe die Kernpopulation (85 – 90% aller Events) bestimmt um den Einfluss morpho-

logischer Änderungen (Aggregatbildung) zu verringern (Trautwein, Rabus et al. persönli-

che Mitteilung).  
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2.5. Proteomik 

2.5.2. Extrazelluläres Proteom 

Die mit extrazellulären Proteinen angereicherte Fraktion (EP) wurde durch Fällung mit 

Trichloressigsäure (TCA) nach Koßmehl et al. (2013) gewonnen. Dazu wurden 100-200 

mL zellfreier Überstand steril filtriert, mit Erntepuffer (100 mM Tris HCl, 5 mM MgCl2 x 

6H2O, pH 7,5) auf 225 mL aufgefüllt und mit 25 mL 100% (w/v) TCA versetzt, um eine 

Endkonzentration von 10% (w/v) TCA zu erhalten. Nach 12-16 Stunden Inkubationszeit im 

Zentrifugenbecher bei 4 °C wurden die Proteine abzentrifugiert (1h, 4 °C, 17.700 x g) und 

5- bis 7-mal mit 1 mL hochreinem Ethanol gewaschen (15 min, 4 °C, 20.000 x g). Das 

Proteinpellet wurde getrocknet und anschließend je nach Pelletgröße mit 250 bis 400 µL 

Solubilisierungspuffer (SP; 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4% (w/v) CHAPS, 30 mM 

Tris, pH 8,0) resuspendiert. Unlösliche Bestandteile wurden mit einer weiteren Zentrifuga-

tion (15 min, 20.000 x g, 20 °C) abgetrennt, der Überstand in ein frisches Eppendorf Re-

aktionsgefäß überführt, schockgefroren in flüssigem N2 und bei -80 °C gelagert. 

Der Proteingehalt wurde mittels Bradford Assay (BioRad) bestimmt. 

2.5.3. Zelluläres Proteom 

Für das zelluläre Proteom wurde 1 L Kulturflüssigkeit abzentrifugiert (15 min, 9.000 x g, 

4 °C) und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde erst mit 200 mL Erntepuffer ge-

waschen, anschließend in 7 mL Erntepuffer resuspendiert und auf vier 2 mL Eppendorf 

Reaktionsgefäße (1/2 ODmax und ODmax), bzw. in 2.5 mL resuspendiert und auf 3 Eppen-

dorf Reaktionsgefäße aufgeteilt (ODexp). Die Zellen wurden abzentrifugiert (15 min, 20 000 

x g, 4 °C), der Überstand verworfen und das Pellet in flüssigem N2 schockgefroren und bei 

-80 °C aufbewahrt. 

Die mit Membranproteinen angereicherte Fraktion (MP) wurde nach Koßmehl et al. (2013) 

aufgeschlossen. Dazu wurde das Zellpellet vorsichtig aufgetaut und in 1 mL Membranly-

sepuffer (100 mM Tris HCl, 2 mM MgCl2, 10 % (v/v) Glycerin, 0,5 mM DTT) resuspendiert 

und mit 25 µL DNase I (Serva) versetzt. Die Zellen wurden mittels French Press aufge-

schlossen (3 x 900 psi) und die Zellreste abzentrifugiert (10 min, 4 °C und 6.000 x g). Der 

Überstand wurde in flüssigem N2 schockgefroren und bei -80 °C gelagert.  

Im weiteren Verlauf wurde der Überstand in 35 mL eiskalte Carbonat-Lösung (100 mM 

Na2CO3) gegeben und 1h im Eisbad gerührt. Danach wurde die Lösung auf vier 10 mL 

Ultrazentrifugationsröhrchen aufgeteilt und die MP mittels Ultrazentrifugation (1 h, 4 °C 

und 200.000 x g) gefällt. Der Überstand wurde verworfen, die Pellets in je 500 µL Memb-

ranlysepuffer resuspendiert, je zwei Proteinlösungen in einem 1 mL Ultrazentrifugations-
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röhrchen kombiniert und ein weiteres Mal zentrifugiert (1 h, 4 °C und 104.000 x g). Der 

Überstand wurde wiederum verworfen und die Proteinpellets in je 300 µL 1% SDS-Lösung 

(Sodiumdodecylsulfat) gelöst, in ein 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt und 5 min bei 95 °C 

inkubiert. Anschließend wurden durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 20 °C 

und 6 000 x g) die unlöslichen Bestandteile entfernt. Die Proteinlösung wurde in flüssigem 

N2 schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. 

Der Proteingehalt wurde mittels des RCDC Protein Assay Kit von BioRad bestimmt. 

2.5.4. Gel-basierte Proteinanalyse 

Mittels 1D SDS-PAGE wurden extrazelluläre und Membranproteine (5 µg Protein je in 

Duplikaten) nach ihrem molekularen Gewicht aufgetrennt. Dazu wurden Gele mit 20 cm 

Länge, 1,0 mm Dicke und 12% Acrylamid-Anteil im Trenngel verwendet. Für die Elektro-

phorese wurde die Protean II ci-Elektrophoresekammer und Netzteil (BioRad) genutzt. Mit 

einem Kryostaten (F10, Julabo, Seelbach (Schutter), Deutschland) wurde die Temperatur 

auf 14 °C geregelt. Als Größenmarker wurde der SERVER Triple Color Protein Standard 

III aufgetragen. 

Die Proteine wurden mit phosphorsäuriger Methanol-Lösung im Gel fixiert und mit 

Coomassie Brilliant Blau gefärbt (Wöhlbrand et al., 2016). Anschließend digitalisiert (GS-

800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad) und mit dem Softwarepaket QuantityOne © (Versi-

on 4.6.9.; BioRad) ausgewertet. 

2.5.5. Densitometrische Analyse mit der QuantityOne Software 

Die Auswertung mit dem Softwarepaket QuantityOne © verlief wie folgt.  Die SDS-PAGE 

wurde unter Verwendung eines Rotfilters einscannt (GS-800 Calibrated Densitometer, 

Bio-Rad). Im Anschluss wurde das Gelbild gedreht und ggf. gespiegelt. Mit dem Werk-

zeug Backgroundbox wurde der Hintergrund abgezogen und die Parameter für die Belich-

tungs- und Kontrasteinstellungen so eingestellt, dass alle Banden gut erkennbar waren. 

Proteinspuren und Banden wurden automatisch detektiert (Tab. S2) und manuell nachge-

arbeitet, indem falsche Banden (z.B. am Gel Rand) entfernt und nicht erkannte Banden 

hinzugefügt wurden. Anhand der definierten Markerbanden wurden die detektierten Ban-

den automatisch abgeglichen und gegebenenfalls korrigiert. Die Daten wurden als txt-

Datei exportiert und mit Excel ausgewertet. 

Prominente Banden, die über ein Gel miteinander verglichen werden sollten, wurden mit 

dem Werkzeug Volume Rec großzügig markiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die 

Fläche der zu vergleichenden Banden gleich gewählt wurde. Die Daten wurden als txt-

Datei exportiert und mit Excel ausgewertet.  



  
 
    

44 
 

Für den Abgleich der zusammengehörenden Replikate wurde eine quantitative Ähnlich-

keitsmatrix erstellt bei der nur die quantitative Position der detektierten Banden gewertet 

wurde. Für den Vergleich über verschiedenen Zeitpunkte und Zustände wurde eine Clus-

teranalyse nach der Ward’s Methode (Ward 1963) durchgeführt, beides mit Gewichtung 

der Position und der Intensität der Banden. 

2.6. Metabolomik 

2.6.2. Probenahme des intrazellulären Metaboloms 

Um Zellmaterial für die Analyse des zellulären Metaboloms zu erhalten wurden 500 mL 

Kulturflüssigkeit zentrifugiert (15 min, 9.000 x g, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen, 

das Pellet einmal mit eiskalter 3,7% (w/v) NaCl-Lösung gewaschen. Das gewaschene 

Pellet wurde wiederum in 3 mL eiskalter 3,7% (w/v) NaCl-Lösung resuspendiert und auf 

zwei 2 mL Eppendorf Reaktionsgefäße aufgeteilt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10 

min, 20.000 x g, 4 °C), der Überstand verworfen, das Pellet in flüssigem N2 schockgefro-

ren und bei -80 °C gelagert. 

2.6.3. Extrazelluläres Metabolom 

Für die Analyse des extrazellulären Metaboloms wurden zweimal 2 mL zellfreier Über-

stand steril filtriert (0,2 µM, z.B. Midisart 200), in flüssigem N2 schockgefroren und bis zur 

Analyse bei -80 °C gelagert. 

2.7. Ernten für Transkriptomik 

Um Zellmaterial für die Analyse des Transkriptoms zu erhalten wurden 500 mL Kulturflüs-

sigkeit zentrifugiert (15 min, 9.000 x g, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen, das Pellet 

in 3,5 mL RNAprotect Cell Reagent© (Qiagen, Hilden, Deutschland) resuspendiert und 

15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend auf zwei 2 mL Eppendorf Reaktions-

gefäße aufgeteilt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 20.000 x g, 4 °C), der Über-

stand verworfen, das Pellet in flüssigem N2 schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse, die im Rahmen der Promotion erlangt 

wurden dargestellt und diskutiert.  

Um Wachstum mit Glucose und D-Mannitol vergleichen zu können, wurden physiologi-

sche Wachstumsexperimente in Erlenmeyerkolben mit SWM und drei verschiedenen N:P-

Verhältnissen durchgeführt. Dabei wurden Wachstumskurven aufgenommen und die Bio-

trockenmassekonzentration bestimmt. 

Für zwei ausgewählte N:P-Verhältnisse wurden anschließend detaillierte Wachstumsex-

perimente in Prozess-kontrollierten Bioreaktoren durchgeführt. Hierbei wurde in regelmä-

ßigen Abständen Proben für die Bestimmung der physiologischen Parameter (z.B. 

OD600nm und Substratverbrauch) entnommen. Bei etwa ein Viertel, ein halb, dreiviertel und 

ODmax wurden darüber hinaus Proben für Biotrockenmasse und Elementaranalyse ent-

nommen. Zudem wurde bei ODmax der DNA-, PHB- und Proteingehalt über Durchflusszy-

tometrie bestimmt. 

In weiteren Bioreaktorkultivierungen wurden zu drei Zeitpunkten, deren Auswahl auf der 

Analyse der Wachstumsexperimente beruhte, Massenanzuchten für die molekularbiologi-

sche Folgeuntersuchung durchgeführt. 

Neben diesen Experimenten wurden Methoden zur Konzentrationsbestimmung von NH4
+ 

und PO4
3- entwickelt und etabliert (Ruppersberg et al. 2017). 
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3.1. Physiologie des Wachstums 

3.1.2. Mannitol als C-Quelle  

Die stöchiometrisch detaillierten Experimente dieser Arbeit bauen auf vorangegangenen 

Kultivierungsexperimenten mit einer großen Zahl unterschiedlicher N:P-Verhältnisse auf 

(Trautwein et al. 2017). Zunächst wurde durch Kultivierungsexperimente mit P. inhi-

bens DSM 17395 in Erlenmeyerkolben mit SWM und drei verschiedenen N:P-Verhältnisse 

(267:1, 17:1 und 1:1) ausgeschlossen, dass sich das Wachstumsverhalten durch den 

Wechsel der C-Quelle ändert. Hierzu wurde jeweils in Triplikaten mit Glukose und Manni-

tol (beide 11 mM) kultiviert. Es wurden Wachstumskurven aufgezeichnet und die Biotro-

ckenmassenkonzentrationen (BTM [mg L-1]) bestimmt. 

Abbildung 17 zeigt die auf der OD600 nm basierenden Wachstumskurven. Der Wachstums-

verlauf der Experimente mit Mannitol als C-Quelle stimmen nahezu vollkommen mit de-

nen mit Glukose als Substrat überein. Die Inkubationsdauer unterschied sich um maximal 

zwei Stunden, die anderen berechneten Parameter glichen einander und können auf die 

biologische Varianz zurückgeführt werden (Tab.1). Die Lag-Phase war nach fünf bis acht 

Stunden abgeschlossen. Die Log-Phase dauerte im Falle der P-Limitation mit 12 Stunden 

und einer Wachstumsrate von 0,17 ± 0,08 h-1 (Glukose) bzw. 0,18 ± 0,02 h-1 (Mannitol) 

am längsten. In den beiden anderen Fällen dauerte die Log-Phase maximal sechs Stun-

den, wobei die Wachstumsrate mit 0.34 ± 0,00 h-1 (Glukose) bzw. 0.28 ± 0,00 h-1 (Manni-

tol), und 0.22 ± 0,08 h-1 (Glukose) bzw. 0.21 ± 0,08 h-1 (Mannitol), etwas höher war. Bei 

allen Varianten konnte die lineare Wachstumsphase in zwei Phasen mit verschiedenen 

Wachstumsraten (µLin1 und µLin2) eingeteilt werden, was auf mehrfache Limitation vor dem 

Abbildung 17: Wachstumskurven der Experimente zur Anpassung von P. inhibens DSM 17395 
in SWM an verschiedenen N:P-Verhältnisse und C-Quellen. A: 8 mM NH4

+, 0.03 mM PO4
3-, N:P= 

267/P-Limitation; B: 0.5 mM NH4
+, 0.03 mM PO4

3-, N:P=17/nicht limitiert. C: 0.5 mM NH4
+, 0.5 mM 

PO4
3-, N:P=1/N-Limitation. rot: Glukose; blau: Mannitol. 
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Eintritt in die stationäre Phase hindeutete (Harpole et al. 2011). Die BTM unterschied sich 

im Falle der N-Limitation stark zwischen der Kultivierungen mit Glukose bzw. Mannitol. 

Schwankungen von mehr als 20% können nicht mehr als biologische Variabilität betrach-

tet werden und könnten durch technische Fehler erklärt werden. Da insgesamt die Über-

einstimmung der Wachstumskurven, -raten und -phasen gegeben ist, wurde Mannitol als 

Substrat für die nachfolgenden Experimente ausgewählt. 

Tabelle 1: Vergleich der Wachstumsexperimente von P. inhibens DSM 17395 in SWM mit unter-
schiedlichen N:P-Verhältnissen auf Glukose (G) bzw. Mannitol (M). Angegeben sind Inkubations-
dauer, Zeitpunkte des Eintritts in die unterschiedlichen Wachstumsphasen, und Wachstumsraten 
(µ), sowie maximale optische Dichte (ODmax) und Biotrockenmassekonzentration zum Zeitpunkt 
ODmax (BTMmax) 

 N8mM P0,03mM N0,5mM P0,03mM N0,5mM P0,5mM 

N:P 267 16 1 

Limitation P Keine N 

C-Quelle G M G M G M 

Inkubationsdauer 
[h] 

71 73 56  56  57  56  

Log-Phase [h] 8 9 6  6  5  6  

µexp 0,17 ± 00,08 000,18 ± 0,02 n.b. 0,191 ± 0,09 0,22 ± 0,08 0,21 ± 0,08 

Lin-Phase       

Lin1 [h] 20 ~20 ~12  13  12  13  

µLin1 0,07 ±0 0,02 000,08 ± 0,01 0,022 ± 0,006 0,023 ± 0,004 0,020 ± 0,004 0,020 ±0,001 

Lin2 [h] 53 53 28  27  26  27  

µLin2 0,05 ± 00,01 000,04 ± 0,01 0,017 ± 0,006 0,012 ± 0,001 0,014 ± 0,007 0,014 ± 0,00 

stationäre Phase 68 ~60 ~48  47  38  36  

ODmax 3,20 ± 00,09 003,30 ± 0,01 000,71 ± 0,01 000,65 ± 0,01 000,62 ± 0,05 000,55 ± 0,02 

BTMmax [mg L-1] 826,4 ± 39,0 843,30 ± 1,70 176,00 ± 10,4 217,5 ± 0,8 130,0 ± 2,9 229,2 ± 2,5 
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3.1.2. Wachstumsexperimente im Bioreaktor 

Für die Experimente zur Charakterisierung der Physiologie des Wachstums von Phae-

obacter inhibens DSM 17395 in SWM mit Mannitol im Prozess-kontrollierten Bioreaktor 

wurden die beiden N:P-Verhältnisse ausgewählt, die eine Limitierung aufweisen. Im Fol-

genden werden sie als N:P-Verhältnis 1 (N-Limitation; N0,5mM P0,5mM) und N:P-Verhältnis 2 

(P-Limitation;  N8mM P0,03mM) bezeichnet.  

Die Kultivierungsdauer betrug 37 bzw. 60 Stunden und wurde beim Eintritt in die stationä-

re Phase, welche durch den Rückgang der CO2-Produktion gekennzeichnet ist, beendet 

(Zech et al., 2013). Nach einer kurzen Lag-Phase folgte eine exponentielle Phase mit ei-

ner Wachstumsrate von ca. 0,15 h-1, welche unter N-Limitation im Vergleich zur P-

Limitation (4 Stunden) halb so lange (2 Stunden) anhielt. Die lineare Phase verlief über 28 

bzw. 34 Stunden und konnte wie in den Vorexperimenten, in zwei Phasen mit unter-

schiedlichen Wachstumsraten eingeteilt werden. Die mittlere Wachstumsrate µLin1 der N-

Limitation betrug 0,024 ± 0,004 h-1, µLin2 betrug etwa die Hälfte. Unter P-Limitation betrug 

µLin2 noch zweidrittel von µLin1 (Tab. 2).  

Der Zeitpunkt des Eintritts in die lineare Wachstumsphase korrelierte im Falle des N:P-

Verhältnisses 1 mit dem vollständigen Verbrauch des NH4
+ im Medium und deutet auf 

eine erste Limitierung durch Stickstoff hin (Abb. 18).  

Tabelle 2: Vergleich der Wachstumsphasen und -raten der Kultivierung von P. inhibens 
DSM 17395 in SWM mit Mannitol und definierten NH4

+-und PO4
3--Konzentrationen. Angegeben 

sind die Inkubationsdauer, die Dauer der unterschiedlichen Wachstumsphasen, sowie die Wachs-
tumsraten [µ], die maximale OD (ODmax) und die Biotrockenmassekonzentrationen (BTM) zu den 
verschiedenen Erntezeitpunkten. 

 N-Limitation P-Limitation 

N:P 1 267 

Inkubationsdauer [h] 37 60 

Lag-Phase [h] 02 04 

Log-Phase [h] ~9 20 

µexp 0,17 ± 0,03 0,13 ± 0,02 

Lin-Phase [h] ~28 34 

µLin1 0,024 ± 0,004 0,068 ± 0,006 

µLin2 0,013 ± 0,003 0,044 ± 0,001 

stationäre Phase  37 58 

ODmax 0,67 ± 0,01 02,79 ± 0,12 

BTM [mg L-1]   

OD1/4max 077,5 ± 17,5 139,2 ± 16,3 

OD1/2max 092,5 ± 07,5 313,3 ± 26,7 

OD3/4max 117,5 ± 52,5 469,2 ± 25,8 

ODmax 144,5 ± 04,5 655,8 ± 28,2 
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Abbildung 18: Wachstumsexperimente mit P. inhibens DSM 17395 in SWM mit Mannitol als C-
Quelle und verschiedenen N:P-Verhältnisse. Links: N-Limitation. Rechts: P-Limitation. A: Darstel-
lung der Wachstumskurven. B: Substratverbrauchs. C: Biotrockenmassekonzentration zu den ver-
schiedenen Erntezeitpunkten. 
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Die maximale OD600nm des N:P-Verhältnis 2 betrugt etwa den 4-fachen Wert, der des NP-

Verhältnis 1, was sich auch in der BTM, dem O2-Verbrauch und der CO2-Produktion, bzw. 

QO2 und QCO2, wiederspiegeln (Tab. 3 und 4). Die gute Korrelation zwischen OD600nm, 

O2-Verbrauch und CO2-Produktion konnte auch bei anderen Kultivierungsexperimenten 

mit P. inhibens DSM 17395 beobachtet werden (Zech et al., 2013).  

Die Startkonzentrationen für Mannitol wichen maximal 2% von der Zielkonzentration ab, 

für die erste N:P-Konzentration schwankte die Startkonzentration von NH4
+ um 10% und 

von PO4
3- um 16%. Bei der zweiten N:P-Konzentration lag die NH4

+-Startkonzentration 

12% unter der Zielkonzentration, die PO4
3- - Startkonzentration jedoch im angestrebten 

Bereich. Am Ende der Kultivierung war kein NH4
+ (N-Limitation), bzw. kein PO4

3- (P-

Limitation) mehr nachweisbar (unter Nachweisgrenze). Im Falle des zweiten N:P-

Verhältnisses wurde das Mannitol nahezu verbraucht, was auf eine C-Limitierung hindeu-

ten könnte. Durch die Bestimmung des DOC-Gehalts konnte nachgewiesen werden, dass 

im Medium noch löslicher organischer C vorhanden war, eine C-Limitierung somit nicht 

gegeben ist (Tab. 3).  

Der Ertrag [g mol-1] pro verbrauchtem O2 und produziertem CO2 ist bei beiden N:P-

Verhältnissen gleich, im Falle der P-Limitation war der Ertrag pro verbrauchtem Mannitol 

um ein Drittel und NH4
+ um ganze 50% höher als bei der N-Limitation. Bei PO4

3--

Überschuss konnte kein Ertrag berechnet werden, da der Verbrauch nicht nachweisbar 

war (Tab. 3). 

Unter N-Limitation stiegen die Verbrauchsraten von NH4
+, Mannitol und Sauerstoff bis ½ 

ODmax. Danach war das externe NH4
+ verbraucht. Die Rate des Mannitolverbrauchs hat 

ihr Maximum bei ¾ ODmax und flacht zu ODmax hin ab. Ebenso hat die CO2-Bildungsrate 

dort ihr Maximum und stagniert beim Eintritt in die stationäre Phase (37 h). Die O2-

Verbrauchsrate ist zu Beginn deutlich niedriger, bei ½ ODmax erhöht, gegen Ende der Kul-

tivierung passen QO2 und QO2 zueinander. Erhöhte CO2-Werte können durch Ausgasen 

von CO2 aus dem Carbonat-Puffer in Folge von Säurezugabe bei der pH-Korrektur, zu-

stande gekommen sein. Auch die Änderung der externen Luftfeuchtigkeit und Temperatur 

können einen Effekt auf die Abgasmessung haben (Van der Aar et al. 1989).  

Im N:P-Verhältnis 2 war die maximale Aufnahmerate von NH4
+ bereits bei ¼ ODmax er-

reicht und stagnierte von dort an. Zu diesem Zeitpunkt waren 23% des externen NH4
+ 

aufgenommen. Die Mannitol-Verbrauchsrate schwankt um 0,25 [h-1] und halbiert sich zu 

ODmax hin. Die CO2-Bildungs- und O2-Verbrauchsraten stimmen überein, was sich in ei-

nem RQ von 1,05 ± 0,05 bei ODmax ausdrückt. 
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Tabelle 3: Übersicht der stöchiometrischen Parameter von P. inhibens DSM 17395 beim Wachs-
tum in SWM mit Mannitol als C-Quelle und definierten NH4

+-und PO4
3--Konzentrationen. Aufgelistet 

sind auch der Substrat- und O2- Verbrauch, die CO2-Produktion, sowie die zugehörigen Erträge. 

 N-Limitation P-Limitation 

N:P 1 267 

Startkonzentration [mM]   

Mannitol 11,13 ± 0,04 10,79 ± 0,10 

NH4
+ 00,45 ± 0,02 07,10 ± 0,16 

PO4
3- 00,42 ± 0,01 00,030 ± 0,003 

Endkonzentration [mM]   

Mannitol 8,10 ± 0,20 0,28 ± 00,27 

NH4
+ n.b. 5,47 ± 00,42 

PO4
3- 0,40 ± 0,01 n.b. 

DOC 48,60 ± 1,20 33,040± 10,50 

Verbrauch [%]   

Mannitol 027 097 

NH4
+ 100 023 

PO4
3- 005 100 

Abgasanalytik   

O2-Verbrauch [mM] 5,86 ± 0,29 28,00 ± 3,39 

CO2-Produktion [mM] 5,78 ± 0,23 23,96 ± 2,78 

Ertrag [g/mol]   

C 48,0 ± 03,1 62,4 ± 10,8 

N 324,1 ± 21,1 478,1 ± 59,5 

P n.b. 2,3 ·104 ± 1,9·104 

O2 24,7 ± 01,1 24,1 ± 06,2 

CO2 25,0 ± 00,8 28,0 ± 04,3 

 

Tabelle 4: Vergleich der Verbrauchs-(NH4
+, Mannitol, O2) und Bildungsraten (CO2) von P. inhibens 

DSM 17395 bei Wachstum in SWM mit verschiedenen N:P-Verhältnissen. 

 N-Limitation P-Limitation 

 
NH4

+ 

[h-1] 
Mannitol 
[h-1] 

QO2 

[h-1] 
QCO2 

[h-1] 
NH4

+  

[h-1] 
Mannitol 
[h-1] 

QO2  

[h-1] 
QCO2 

[h-1] 

¼ ODmax 
0,029 
± 0,013 

0,040 
± 0,017 

0,082 
± 0,021 

0,143  
± 0,002 

0,092  
± 0,122 

0,246 
± 0,014 

0,522 
± 0,006 

0,460 
± 0,006 

½ ODmax 
0,048 
± 0,004 

0,078 
± 0,043 

0,288 
± 0,014 

0,172 
± 0,018 

0,019 
± 0,016 

0,263 
± 0,007 

0,523 
± 0,031 

0,545 
± 0,015 

¾ ODmax  
-0,001 
± 0,001 

0,167 
± 0,015 

0,202 
± 0,010 

0,234 
± 0,005 

-0,009 
± 0,042 

0,229 
± 0,023 

0,447 
± 0,034 

0,429 
± 0,003 

ODmax 
-0,002 
± 0,003 

0,037 
± 0,019 

0,063 
± 0,021 

0,051 
± 0,008 

-0,078 
± 0,217 

0,117 
± 0,117 

0,324 
± 0,004 

0,308 
± 0,003 

 

Für die Aufstellung der stöchiometrischen Gleichungen wurde die mittlere elementare 

Zusammensetzung von ODmax auf C4 normiert woraus sich folgende theoretische Glei-

chungen ergeben (F.13/F.14) 

für N-Limitation 

𝐶6𝐻14𝑂6 + 3.25 𝑂2 + 0.1 𝑁𝐻4
+ → 0.67 𝐶4.0𝐻6.72𝑁0.15𝑂1.26 + 3.34 𝐻𝐶𝑂3

− + 3.44 𝐻+ + 1.65 𝐻2𝑂 [13]  

für P-Limitation 

𝐶6𝐻14𝑂6 + 3.25 𝑂2 + 0.15 𝑁𝐻4
+ → 0.66 𝐶4.0𝐻6.86𝑁0.22𝑂1.29 + 3.35 𝐻𝐶𝑂3

− + 3.5 𝐻+ + 1.6 𝐻2𝑂  [14] 

Der Grad der Reduktion, der sich aus dem Verhältnis des verbrauchten Mannitols zu dem 

gebildeten CO2 ergibt, liegt bei 4.90 (N-Limitation) bzw. 4.89 (P-Limitation). Die Ähnlich-
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keit zeigt, dass das N:P- Verhältnis keinen Einfluss auf den Grad des Mannitol-Abbaus 

hat. 

Betrachtet man die BTM, ist eine gute Korrelation zur OD600nm zu erkennen. So ist bei 

ODmax die BTM des N:P-Verhältnisses 2 ebenfalls mehr als vierfach höher als beim ersten 

N:P-Verhältnis. Vergleicht man die BTM bei ODmax (0.67 ± 0.01) des ersten Verhältnisses, 

korreliert diese mit der BTM des zweiten Verhältnisses bei ¼ ODmax (0.68 ± 0.08) (Tab.  

2).  

Die gesammelte Biotrockenmasse wurde für eine Elementaranalyse zur Bestimmung der 

CHNS(O)-Zusammensetzung genutzt. Bei N-Limitierung wurden ähnliche C-Werte für ¼, 

½, ¾ und sowie ODmax beobachtet. In der ersten Hälfte der Kultivierung lag der C-Gehalt 

bei etwa 45% und erhöhte sich in der zweiten Hälfte um etwa 10%. Der N-Gehalt lag in 

der ersten Hälfte im Mittel bei 8% und verringert sich nahezu auf ein Drittel zu ODmax hin. 

Der H-Gehalt schwankt zwischen 5 und 7,5%, der S-Gehalt ist erwartungsgemäß gering 

(< 1%). Der O-Gehalt betrug zunächst im Mittel 28,5% und sank im Laufe der Kultivierung 

um mehr als 4%. Das zweite N:P-Verhältnis zeigt bis ¾ ODmax einen Anstieg des C- und 

eine Abnahme des O-Gehalts in 10%-Stufen. Dies bestätigt, dass keine C-Limitierung 

auftritt, ansonsten sollte der C-Gehalt der Zellen abnehmen (Chan et al., 2012). Der H-

Gehalt steigt auf bis zu 11,8%, fällt aber zu ODmax wieder auf 7,5%. Der N-Gehalt ist von 

Anfang an geringer als im ersten N:P-Verhältnis und fällt zu ODmax hin um mehr als die 

Hälfte von 6,4% auf unter 3% (Abb.19). 

 

Abbildung 19: Dynamik der Elementarzusammensetzung [%] von P. inhibens DSM 17395 bei 
Wachstum in SWM mit Mannitol und definierten NH4

+-und PO4
3--Konzentrationen. Blau: Kohlen-

stoff. Grün: Wasserstoff. Rot: Stickstoff. Grau: Sauerstoff. Gelb: Schwefel. Dunkelgrau: Asche An-
teil. 
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Das N:C-Verhältnis hat sein Maximum (0,17 bzw. 0,15) bei beiden N:P-Verhältnissen in 

der exponentiellen Phase, bzw. bei ¼ ODmax. Im Falle der N-Limitierung nimmt über die 

Zeit hinweg das N:C-Verhältnis kontinuierlich ab, bei ODmax beträgt das N:C-Verhältnis 

0,05. Bei der P-Limitierung ist dieser Wert bereits bei der ½ ODmax Ernte erreicht.  

Werte um 0,06 beim Eintritt in die stationäre Phase von P. inhibens bei Wachstum in defi-

niertem SWM wurde durch Trautwein et al. (unveröffentlicht, persönliche Mitteilung) beo-

bachtet. Es zeigte sich, dass das N:P-Verhältnis dabei keine Rolle spielt (Abb.  20). 

 

Abbildung 20: Dynamik des zellulären N:C Verhältnis von P. inhibens DSM 17395 bei Wachstum 
in SWM mit Mannitol und definierten NH4

+-und PO4
3--Konzentrationen. 

 

Die Aufnahme von externem NH4
+ erfolgte unter N-Limitation (0.5 mM) innerhalb der ers-

ten 15 Stunden, bis kein externes NH4
+ mehr im Kulturüberstand nachweisbar war. Bei 

NH4
+- Überschuss (8 mM) erfolgte die Aufnahme der ersten 0,5 mM ebenfalls in diesem 

Zeitrahmen (bis 16,5 h), danach flachte die Aufnahme ab und stagnierte nach der Auf-

nahme von etwa 1,7 mM. Das N:C Verhältnis spiegelte die NH4
+-Aufnahme wieder. Dies 

deutet ein, vom Wachstum unabhängiges, Auffüllen eines internen N-Speichers an. Über 

die folgende Wachstumszeit wird dieser langsam aufgebraucht, das N:C Verhältnis sinkt. 

Dieses Verhalten ist unabhängig davon, ob eine N-Limitierung vorliegt oder nicht. Für 

Cyanobakterien und einige weitere Mikroorganismen (z.B. E.coli) sind interne Speicher in 

Form von Cyanophycin, einem stickstoffhaltigem Biopolymer, bekannt (Berg et al. 2000; 

Neumann et al. 2005; Füser und Steinbüchel 2007; Chen 2012). Die Gene für deren Bil-

dung weist P. inhibens jedoch nicht auf. Für marines Plankton ist eine N-Speicherung in 
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Form von DNA, RNA und Proteinen, bzw. in Metaboliten wie z.B. Aminosäuren bekannt 

(Sylvan et al. 1984; Pedersen und Borum 1996). Eine Erhöhung der relativen Konzentra-

tion dieser Makromoleküle ist für P. inhibens unter N-Limitierung ebenfalls beobachtet 

worden (Trautwein, Rabus et al., persönlich Mitteilung). Die Durchflusszytometrie zeigte, 

dass in der N-Limitation bei ODmax der DNA-Gehalt 1,8-höher war als unter P-Limitation. 

Dagegen ist der PHB (Polyhydroxybuttersäure)-Gehalt unter P-Limitation um das Dreifa-

che erhöht und der Proteingehalt mehr als doppelt so hoch wie unter N-limitierten Bedin-

gungen. Dies lässt die für Plankton beobachteten Speichermethoden auch für P. inhibens 

relevant erscheinen. 
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3.2. Densitometrische Analyse des Proteoms 

Für die OMICs-Analysen wurden drei Zeitpunkte ausgewählt: Neben dem Eintritt in die 

stationäre Phase (ODmax) und die Mitte der Wachstumsphase (½ ODmax), wurde der dritte 

Zeitpunkt so gewählt, dass er vor dem Eintritt in die N-Limitierung lag. Dies war bei einer 

OD600nm von etwa 0,15 (ODexp) gegeben, was als Parameter für die entsprechende Ernte 

beim zweiten N:P-Verhältnis gewählt wurde. 

Für alle Zustände wurden Membranproteine (im Weiteren als MP bezeichnet) extrahiert 

und extrazelluläre Proteine (im Weiteren als EP bezeichnet) gefällt und wie bereits be-

schrieben aufgearbeitet (Koßmehl et al. 2013). Je in Duplikaten wurden diese über SDS-

PAGEs aufgetrennt und mit dem Softwarepaket QuantityOne © hinsichtlich Densitometrie 

und einer Clusteranalyse analysiert.  

  

Abbildung 21: Softwarebasierte Auswertung der SDS-PAGE Gele des Proteoms der Wachstums-
experimente hinsichtlich des Vergleichs über die Wachstumsphasen. Links: Membranproteine. 
Rechts: Extrazelluläre Proteine. A: Gelbilder repräsentieren unterschiedliche N:P-Verhältnisse mit 
ihren zugehörigen Wachstumsphasen. B: Clusteranalyse nach der Ward-Methode. 
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Die Clusteranalyse zeigt, dass bei der Betrachtung des Bandenmusters der beiden N:P-

Verhältnisse, sowohl in den MP, wie auch in den EP jeweils 1/2 ODmax und ODmax ein ge-

meinsames Cluster und der Zustand in der exponentiellen Wachstumsphase (ODexp) ei-

nen Nebencluster bildeten. Das Bandenmuster von 1/2 ODmax und ODmax überschnitt sich 

in allen Varianten um minimal 73%, maximal um 85% (Abb. 21).  

Der Unterschied zwischen ODexp zu den beiden anderen Zuständen war in der EP-

Fraktion der N-Limitation am größten, zugleich dort in der MP-Fraktion am geringsten. Die 

Unterschiede zwischen der MP- und EP-Fraktion der P-Limitation sind generell sehr ge-

ring. Dies deutet insgesamt an, dass sich die exponentielle Wachstumsphase bei beiden 

N:P-Verhältnissen am meisten voneinander unterscheidet. (Abb. 21). 

 

Abbildung 22: Softwarebasierte Auswertung der SDS-PAGE Gele des Proteoms der Wachstums-
experimente hinsichtlich des Vergleichs der Zustände. Links: Membranproteine. Rechts: extrazellu-
läre Proteine. A: Gelbilder repräsentieren pro Wachstumsphase die beiden getesteten N:P-
Verhältnisse. B: Clusteranalyse nach der Ward-Methode. 
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Dies bestätigt auch der Vergleich der Bandenmuster der gleichen Zustände der N:P-

Verhältnisse miteinander. Sowohl in den MP, als auch in den EP bilden beide N:P-

Verhältnisse einen Cluster bei ODexp mit 90 bzw. 84% Ähnlichkeit, welches sich bei 60 

bzw. 55% von den anderen Zuständen abspaltet. Bei den MP bildet die ODmax -Probe, bei 

den EP die 1/2 ODmax-Probe, der P-Limitation einen Außenarm. Die jeweils drei anderen 

bilden gemeinsam ein Untercluster mit mindestens 77, bzw. 55% Ähnlichkeit (Abb. 22). 

Dies deutet darauf hin, dass das Proteom in der exponentiellen Phase, d.h. während des 

unlimitierten Wachstums, vom N:P-Verhältnis unbeeinflusst ist. 

 

Abbildung 23: Intensitätsanalyse prominenter SDS-PAGE Banden. Links: Membranproteine. 
Rechts: extrazelluläre Proteine. A: Gelbild mit markierten Banden (Rot) für die Intensitätsbestim-
mung. B: Fold Change der Intensitätswerte. 

Die Bandenmuster beider N:P-Verhältnisse in Abhängigkeit von der Wachstumsphase 

densitometrisch analysiert (Abb. 23). Es wurden je fünf prominente Banden ausgewählt 

(MP: a-e; EP: f-j).  

Die MP-Bande a (~56 kDa) weißt über die Zeit und zwischen den Zuständen keine er-

wähnenswerte Änderung der Intensität auf. Koßmehl et al. (2013) konnten Proteine dieser 

Größenordnung in der Cytoplasmamembran nachweisen: PstA (PGA1_c15760; 58,59 

kDa) und PstC (PGA1_c15770; 52,02 kDa). Diese Proteine bilden vermutlich das Pst-

Transportsystem, welches von E. coli bei P-Limitation zum Einsatz kommt (Willsky und 
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Malamy 1976). Ihr Molekulargewicht könnte dem der apparenten Bande a entsprechen, 

da aber kein Unterschied zwischen den Zuständen und N:P-Verhältnissen zu erkennen 

ist, kann hierüber ohne massenspektrometrische Identifizierung keine eindeutige Aussage 

getroffen werden. Ebenfalls wurde in dieser Größenordnung eine transmembrane Gluta-

mat-Synthetase (PGA1_c32410; 54,02 kDa) und eine Aminotransferase (PGA1_c20300; 

41,31 kDa) bei Koßmehl et al. (2013) identifiziert. Dies könnte ein Hinweis auf die Spei-

cherung von Stickstoff über den Glutamin-Synthetase (GS)/ Glutamin-2-Oxoglutarat-

Aminotransferase (GOGAT)-Weg (Reizer 2003) geben. 

MP-Bande b (~40 kDa) fällt deutlich durch die hohe Intensität auf, wobei kein differentiel-

les Muster in Abhängigkeit von der Zeit erkennbar ist. Nur bei ODexp des zweiten N:P-

Verhältnisses ist die Intensität etwas geringer. Das Genom von P. inhibens DSM 17395 

enthält homologe Gene mit zum Ammonium-Transportsystem AmtB von E. coli (Hazen et 

al. 2012; Thole et al. 2012), z.B. das 46,41 kDa große Protein PGA1_c29410, sowie das 

40.91 kDa große PGA1_c14730. Deren Molekulargewicht könnte dem Bereich der Bande 

b entsprechen. 

Auffallend ist zudem die Bande c (~30 kDa) welche bei beiden N:P-Verhältnissen jeweils 

bei ODexp deutlich erkennbar ist und bei 1/2 ODmax nicht auftritt, bei der P-Limitation je-

doch bei ODmax wieder deutlich vorhanden ist. Dies manifestiert sich in der Clusteranalyse 

(Abb. 21 und 22). Wiegmann et al. (2014) konnte für den Abbau von Mannitol drei speziel-

le transmembrane ABC-Transporter, welche alle eine Größe um 30 kDa aufweisen, in der 

Membranfraktion identifizieren (e.g. PGA1_c28060, 34,77 kDa). Zudem wurden in dieser 

Arbeit zwei Permeasen (PGA1_c13190, 30.63 kDa und PGA1_c13200, 31,59 kDa), sowie 

das ATP-Bindeprotein SmoK (PGA1_c13180, 36,42 kDa) identifiziert. 

Phospholipide sind ein wichtiger Bestandteil der Zellmembran. Sie bestehen aus einem 

hydrophilen, phosphathaltigen Kopf und einem lipophilen Schwanz bestehend aus Fett-

säureketten. Unter P-Limitation wurde für Cyanobakterien und eukaryotisches Phyto-

plankton nachgewiesen, dass Phospholipide gegen Schwefel-, bzw. Stickstoffhaltige Lipi-

de ausgetauscht werden können (Van Mooy et al. 2009; Carini et al. 2015). Die Synthese 

von Phospholipiden wird hier also durch die externe P-Konzentration beeinflusst. Proteine 

der Phospholipidsynthese (Zech et al. 2013a, b; Koßmehl et al. 2013), die alle in der MP-

Proteinfraktion zwischen 20 und 50 kDa (z.B. Banden d und f) zu finden sein könnte (Tab. 

5), sollten daher ebenfalls reguliert sein. 
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Tabelle 5: Proteine der Phospholipidsynthese nach Zech et al. (2013 a,b) und Koßmehl et al. 
(2013).  

Protein Gen Funktion Molekulargewicht 
[kDa] 

PGA1_c16100  Putative cardiolipin synthetase 52,46 
PGA1_c03860 plsB Glycerol-3-phosphate acyltransferase, PlsB-like 52,37 
PGA1_c11250 plsX Fatty acid/phospholipid synthesis protein 38,85 
PGA1_c14460  Putative phosphatidylserine decarboxylase 32,39 
PGA1_c15560  Acyltransferase domain-containing protein 31,89 
PGA1_c03520 plsC1 1-Acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 27,49 

PGA1_c02890 pgsA 
CDP-diacylglycerol-glycerol-3-phosphate 3-
phosphatidyltransferase 

25,15 

PGA1_c29610 pmtA Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase 23,09 
PGA1_c03010 plsY Glycerol-3-phosphate acyltransferase 20,73 

Da bei Phaeobacter inhibens DSM 17395 eine N-Speicherung in Form der Makromolekü-

le RNA, DNA und Proteine, sowie in Form von Aminosäure und anderen Metaboliten ver-

mutet wird, müssten die Proteine für deren Synthesen ebenfalls nachweisbar sein. Protei-

ne zur Aminosäuresynthese für zum Beispiel die verzweigten N-haltigen Aminosäuren 

Isoleucin, Leucin und Lysin konnten, unter N-Limitation, von Trautwein, Rabus et al. (per-

sönliche Mitteilung) in der MP-Fraktion identifiziert werden. 

In den EP fällt auf, dass bei beiden N:P-Verhältnissen die Intensität einiger Banden deut-

lich über die Zeit zunimmt. Dabei fällt vor allem die Bande g (ca. 100 kDa) ins Auge: Hier-

bei könnte es sich um ein RTX-ähnliches Protein (kurz für repeats-in-toxin; Satchell, 2007) 

handeln, was an dieser Stelle beim Wachstum mit Glukose identifiziert werden konnte 

(PGA1_c26140, 116,01 kDa; Zech et al. 2013a) und auch bei Ruegeria pomeroyi, einem 

weiteren Mitglied der Roseobacter-Gruppe, auftritt (Christie-Oleza et al. 2010). RTX-

Proteine wirken aktiv gegen prokaryotische und eukaryotische Zellen und dienen somit 

dazu sich gegen die Konkurrenz durch anderer Organismen zu behaupten (Satchell 

2007). Bei beiden N:P-Verhältnissen im Zustand ODexp hat diese Bande nahezu die glei-

che Intensität. Bei der N-Limitation nimmt sie über die Zeit ab, bei der P-Limitation nimmt 

sie zu. Die leichte Intensitätsabnahme zu ODmax könnte auf den Wachstumszustand zu-

rückgeführt werden: Ist die Probe schon vergleichbar spät in der stationären Phase ge-

nommen worden, kann bereits der Abbau des Proteins durch gebildete Proteasen einge-

setzt haben. Proteasen wie beispielsweise PGA1_c21610 (53,20 kDa) oder 

PGA1_c36250 (45,40 kDa), könnten hinter den Banden um 50 kDa (h) liegen (Koßmehl et 

al. 2013). Deren Intensität nimmt ebenfalls über die Zeit zu und könnte diese Annahme 

bestätigen. In der N-Limitation könnte die Abnahme der Bandenintensität mit Abbau der 

Proteine zur Rückgewinnung von Stickstoff zusammenhängen. Zudem wird vermutet, 

dass im Falle der N-Limitation die Abundanz der RTX-Proteine an den externen NH4
+-

Gehalt und das hohe N:C-Verhältnis gebunden ist um den internen N-Speicher vor Präda-

toren zu schützen.  
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Bei Trautwein, Rabus et al. (persönliche Mitteilung) konnten unter N-limitierenden Bedin-

gungen weitere Proteine, die den RTX-ähnlichen Proteinen zugeordnet werden können, 

im hochmolekularen Bereich (z.B. PGA1_262p01140, 173,40 kDa) und zwischen 30 und 

50 kDa (Bereich i und j, z.B. PGA1_262p00640, 37,13 kDa und PGA1_262p01050, 31,82 

kDa) gefunden werden. 

Bei Zech et al. (2013a) wurde bei einem Molekulargewicht von ca. 200 kDa, was der ap-

parenten Bande f entsprechen könnte, das nicht charakterisierte Protein PGA1_c17490 

identifiziert. Die Banden i (~45 kDa) und j (~23 kDa) weisen ebenfalls eine deutliche In-

tensitätszunahme über die Zeit auf. Im Rahmen der Untersuchung des Mannitol-Abbaus 

durch P. inhibens konnten Wiegmann et al. (2014) bei ca. 50 kDa ein extrazelluläres Zu-

cker-Bindeprotein (PGA1_c13210), sowie einige weitere Proteine diesen Molekularge-

wichts nachweisen. Für eine genauere Interpretation müssten die Proteine jedoch identifi-

ziert werden. Spezifische Proteine für den Mannitol-Abbau (z.B. Mannitol-2-

dehydrogenase (PGA1_c13160) und Fructokinase (PGA1_c28020)) wurden in der lösli-

chen Fraktion mittels 2D-DIGE nachgewiesen. 
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3.4. Biologische Varianz  

Um genügend Biomasse für die molekularbiologischen Analysen zu generieren, wurden 

zu jedem Erntezeitpunkt mindestens drei Bioreaktoren parallelen betrieben und vollstän-

dig geerntet. Die Biomasse wurde anschließend für die unterschiedlichen Analysen aufge-

teilt. Für jeden Reaktor wurden bis zum Zeitpunkt der Ernte regelmäßig die OD bestimmt 

und Substratproben entnommen. Dadurch können alle biologischen Replikate mit der ur-

sprünglichen Wachstumskurve verglichen werden (Tab. 6 und Tab. S3/S4). 

Die Kultivierungszeiten für die 1/2 ODmax und ODmax Ernten unterscheiden sich um maxi-

mal ± 1,5 Stunden zu den Wachstumskurven. Bei beiden N:P-Verhältnissen war eine 

OD600nm von 0,15 nach 11 bzw. 12 Stunden erreicht. Bei den Massenanzuchten verschob 

sich dies in beiden Fällen um 4 Stunden nach hinten, was auf eine verlängerte Lag-Phase 

zurückgeht.  Auch wenn die Startkonzentrationen der Substrate zwischen den Kultivierun-

gen schwanken (max. ± 12 %), stimmt der jeweilige Verbrauch mit dem in der Wachs-

tumskurve überein (Tab. 6). Die BTM weicht dagegen deutlicher von der Wachstumskurve 

ab, besonders bei Probenahmen zu Zeitpunkten mit niedriger OD, war der relative Fehler 

mit 16,5 bis 18,5% recht hoch (Abb. 27).  

Tabelle 6: Vergleich der physiologischen Parameter der Massenanzuchten von P. inhibens 
DSM 17395 in SWM mit Mannitol als C-Quelle und definierten NH4

+-und PO4
3--Konzentrationen (c). 

 N0.5mM P0.5mM N8mM P0.03mM 

N:P 1 267 

Limitation N P 

 ODexp OD1/2max ODmax ODexp OD1/2max ODmax 

Kultivie-
rungszeit [h] 

15 17 39 16 33 61.5 

Wachstums-
rate [h-1] 

      

µexp 0.14 ± 00.05 0.16 ± 0.01 0.15 ± 00.06 0.10 ± 0.03 0.13 ± 00.03 0.13 ± 00.01 

µLin - - 
0.013 ± 
0.001 

- 
0.065 ± 
0.005 

0.056 ± 
0.005 

ODmax 0.15 ± 00.00 0.34 ± 0.00 0.66 ± 00.04 0.15 ± 0.01 1.27 ± 00.03 2.44 ±0 0.12 

BTM [mgL-1] 
60.00 ± 
10.00 

n.b. 
270.00 ± 

50.00 
40.00 ± 0.00 

420.00 ± 
30.00 

580.00 ± 
20.00 

cstart [mM]       

Man 10.83 ± 0.03 11.04 ± 0.08 
11.32 ± 
00.08 

12.31 ± 0.28 11.18 ± 0.07 10.88 ± 0.44 

NH4
+ 0.48 ± 0.01 0.44 ± 0.02 0.47 ± 00.01 7.55 ± 0.44 7.09 ± 0.17 8.55 ± 0.44 

PO4
3- 0.46 ± 0.02 0.48 ± 0.13 0.46 ± 00.00 0.03 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.02 ± 0.00 

cende [mM]       

Man 9.89 ± 0.07 9.82 ± 0.13 8.18 ± 0.31 11.53 ± 0.18 6.55 ± 0.13 2.00 ± 0.59 

NH4
+ n.b. n.b. n.b. 7.04 ± 0.24 6.45 ± 0.36 5.86 ± 0.41 

PO4
3- 0.46 ± 0.01 0.40 ± 0.03 0.45 ±0 0.01 n.b. n.b. n.b. 

Verbrauch 
[%] 

      

Man 9 ± 1 11 ± 1 28 ± 2 6 ± 1 41 ± 1 82 ± 5 

NH4
+ 99 100 100 9 ± 2 13 ± 1 25 ± 10 

PO4
3- <1 <1 <1 n.b. 100 100 
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Abbildung 24: Passgenauigkeit der Massenanzuchten (Dreiecke) bzgl. der detaillierten Wachs-
tumskurven (Punkte) von P. inhibens DSM 17395 in SWM mit Mannitol und unterschiedlichen N:P-
Verhältnissen. Links: N-Limitation. Rechts: P-Limitation. A: Wachstumskurven. B: Substratver-
brauchs. C: BTM für die Wachstumskurve (grau) und die Massenanzuchten (Cyan). 
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Jeweils zwei biologische Replikate wurden für die proteomische Auswertung ausgewählt 

und aufgearbeitet. Die beiden Replikate wurden zum Vergleich nebeneinander über eine 

SDS-PAGE aufgetrennt, digitalisiert und mit dem Softwarepaket QuantityOne © ausgewer-

tet. Für die MP waren die Replikate sehr ähnlich. Im N:P-Verhältnis 1 unterschieden sich 

die Bandenmuster um maximal eine Bande, im N:P-Verhältnis 2 um höchstens ± 2 Ban-

den (Abb. 28). Die Ähnlichkeitsmatrix zeigte, dass sich die Duplikate in ihrem Banden-

muster im ersten N:P-Verhältnis mit mindestens 95%, im zweiten mit mindestens 78% 

gleichen. Schwankungen können auf die niedrige aufgetragene Proteinmenge (5 µg) zu-

rückgeführt werden, welche durch die niedrigen Konzentrationen der Proteinextrakte ma-

ximal auftragbar war.  

In der Fraktion der EP liegen die Unterschiede zwischen den Replikaten von der Anzahl 

der Banden bei maximal ± 3 Banden, da die Detektion der Banden aufgrund von Schlie-

ren und teilweise übermäßig intensiven, bzw. überladenen Banden, schwer war. Die Ähn-

lichkeitsmatrix, welche sich nicht nur an der Anzahl der detektierten Banden orientiert, 

sondern die Intensität mit in Betracht zieht, zeigt über alle Replikate hinweg eine Ähnlich-

keit von 88 - 100% (Abb. 28). Betrachtet man beide Gele, so ist eine biologische Varianz 

von höchstens 22% zwischen den Duplikaten gegeben, eine biologische Varianz von 20% 

ist für 2D-DIGE Analysen von P. inhibens DSM 17395 dokumentiert (Zech et al. 2011). 

 

Abbildung 25: Vergleich der biologischen Replikate auf Ebene der Membran- und extrazellulären 
Proteine. A: das Gelbild mit eingezeichneten abgeglichenen Banden und Anzahl der detektierten 
Banden. B: Bandenreport; grün: Bande, rot: keine Bande. C: Ähnlichkeitsmatrix mit %-Angaben der 
Überschneidung der Bandenmuster. 
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3.5. Etablierung der NH4
+ und PO4

3- Bestimmung mittels MPR  

Im Rahmen der vielen Experimente entstand ein hohes Aufkommen an Substratproben. 

Im Gegensatz zu der Messung der Konzentration von Zuckern (z.B. Glukose und Manni-

tol) und anderen C-Quellen mit einer HPLC mit Autosampler, war bisher in unserem Labor 

keine Hochdurchsatzmethode zur Bestimmung der Konzentrationen von NH4
+ und PO4

3- 

in SWM verfügbar. Um effizient möglichst viele Proben analysieren zu können, wurden 

zwei neue Assays zur kolorimetrischen Konzentrationsbestimmung von NH4
+ und PO4

3- in 

SWM mittels Mikroplattenleser (engl. Microplate reader: MPR) etabliert und validiert 

(Ruppersberg et al. 2017). Diese basieren auf den Methoden von Baethgen und Alley 

(1989) für die NH4
+-Bestimmung in Böden und Drueckes et al. (1995) für die Bestimmung 

von anorganischem PO4
3-. 

Das ursprüngliche Protokoll zur Bestimmung von NH4
+ nach Baethgen und Alley (1989) 

basiert auf einer modifizierten Berthelot-Reaktion (Krom 1980) bei der an Stelle von Phe-

nol, welches oft in der Bestimmung von NH4
+ zum Einsatz kommt (Searle 1984), Salicylat 

mit Monochloramin, unter Nutzung von Nitroprussid als Katalysator, zu einem blauen 

Farbkomplex reagiert. Das Monochloramin entsteht in einer vorangehenden Reaktion von 

Hypochlorid mit dem NH4
+ der Probe in alkalischem Milieu (Pym und Milham 1976) (Abb. 

30). 

 

Abbildung 26: Modifizierte Berthelot-Reaktion nach Krom (1980). A: Als Eingangsreaktion reagiert 
Ammonium im alkalischen Milieu zunächst zu Ammoniak, dann mit Hypochlorid zum Monochlora-
min. B: Nitroprussid-katalysierte Farbreaktion des Monochloramins mit Salicylat. 
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Die Bestimmung von PO4
3- nach Drueckes et al. (1995) basiert auf der Bildung eines 

blauen Phosphomolybdat-Komplexes bei der Reaktion von PO4
3- mit Ammoniummolybdat 

(Yuan et al. 2008). 

𝑃𝑂4
3− + 12 𝑀𝑜𝑂4

2−
       𝐻+      
→       [𝑃(𝑀𝑜3𝑂10)4]

3− + 12 𝐻2𝑂 [15] 

Für die Bestimmung der NH4
+-und PO4

3--Konzentrationen in den Proben mussten beide 

Assays auf die Anwendung mit SWM und geringem Probevolumen in verschiedenen 

Schritten angepasst werden. Für die einzelnen Anpassungsschritte wurde als „Blank“ 

SWM mit 11 mM Glukose oder Mannitol als C-Quelle und 0,2 g L-1 KH2PO4 für das NH4
+-

Assay, bzw. 0,25 g L-1 NH4Cl für das PO4
3-- Assay, verwendet. Als Proben, bzw. später 

als Standard wurden Stammlösungen aus in SWM gelöstem KH2PO4 bzw.  NH4Cl ver-

wendet und mit SWM entsprechend verdünnt, um verschiedener Konzentrationsstufen zu 

erhalten. 

Zunächst wurde diesen Proben mit den Ausgangsmethoden getestet (Tab. S3), wobei bei 

beiden Tests zunächst keine differenzierte Farbreaktion zwischen den Konzentrationsstu-

fen zu erkennen war (Abb. 31).  

 

Abbildung 27: Vergleich der ursprünglichen und der modifizierten Methoden zur kolorimetrischen 
Bestimmung von NH4

+ und PO4
3- anhand von Standards in SWM (aus Ruppersberg et al., 2017). 
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Die Anpassung des NH4
+- Assays erfolgte in drei Schritten. Im ersten Schritt wurde an 

den Konzentrationen des Natriumsalicylats (6,8 auf 15,0% (w/v)) und Natriumnitroprussids 

(von 0,003 auf 0,17% (w/v)), sowie der Natriumhypochlorid-Lösung (Reagenz 2; von 5,25 

auf 6,5% (v/v)) variiert, was jedoch zu keinem messbaren Unterschied führte. In Kombina-

tion mit einer schrittweisen Erhöhung des Probenvolumens (von 20 bis zu 60 µL) und ei-

ner Erhöhung der Temperatur (von 25 auf 37 °C), konnte die Inkubationszeit von 45 auf 

15 min reduziert werden. Eine Erhöhung des pH-Wertes führte lediglich zu einer höheren 

Intensität, aber nicht zu einer besseren Differenzierung zwischen den Konzentrationen, 

wie ursprünglich erwartet wurde. 

Mit dem modifizierten Protokoll wurde mittels 10-Punkt-Kalibrierungen eine Nachweis-

grenze (LOD, engl. Limit of detection; Armbruster et al. 2008) von 14 µM und eine Be-

stimmungsgrenze (LOQ, engl. Limit of quantification; Armbruster et al. 2008) von 36 µM 

bestimmt. Der Linearitätsbereich reicht bis 200 µM mit einem Korrelationskoeffizienten 

von 0,988. Die Methode wurde mit einem Küvettenassay nach Chaney und Marbach 

(1962), welches auf der Berthelot-Reaktion mit Phenol beruht, verglichen. Dieses erwies 

sich zwar in niedrigen Konzentrationsbereichen aufgrund der niedrigeren Nachweis- und 

Bestimmungsgrenzen (LOD = 1,8 µM; LOQ = 5,1 µM) als genauer. Allerdings sprechen 

das deutlich geringere Arbeitsvolumen (60 µL vs. 1 mL), die kürzere Inkubationszeit (15 

min vs. 1h) und die Vermeidung des giftigen Phenols als Edukt und o-Chlorophenol als 

Nebenprodukt, sowie der deutlich größere Probendurchsatz im MPR für die neu entwi-

ckelte Methode. 

Um das PO4
3--Assay von Drueckes et al. (1995) auf die Messung von SWM Proben anzu-

passen, waren mehr Änderungsschritte nötig. Erst eine Änderung des Mischungsverhält-

nisses der Reagenzien (von 1+4 auf 2+3), führte zu einer Farbreaktion. Um eine differen-

zierte Färbung zu erhalten, wurde die Zugabe von Antimontartrat getestet (Murphy und 

Riley 1962), dies führte zu keiner Besserung. Eine pH-Erniedrigung von 5 auf 4, sowie 

eine Änderung des Probevolumens (von 30 auf 120 µL) und des Volumens von Reagenz 

A (von 125 auf 250 µL) endeten in differenzierten Farbabstufungen zwischen 10 und 1000 

µM PO4
3-. Allerdings war die Färbung nicht wie von Drueckes et al. (1995) beschrieben 

nach 10 min für mehrere Stunden stabil. Der Langzeittest zeigte, dass bei einer Ascorbat-

Konzentration von 10% (w/v) erst nach etwa drei Stunden eine stabile Färbung eintritt. 

Zudem beeinflusste eine starke Hintergrundfärbung durch die Oxidation überschüssigen 

Ascorbats die PO4
3- -Bestimmung speziell bei niedrigen Konzentrationen. Die Ascorbat-

Konzentration wurde auf 2.5% (w/v) reduziert, dadurch verringerte sich die Hintergrund-

färbung deutlich und die Inkubationszeit verkürzte sich auf 30 min, bis eine konstante 

Färbung eintrat. 
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Mit dem neuen Protokoll war eine Linearität von 10 bis 1000 µM PO4
3- mit einem Korrela-

tionskoeffizienten von 0,9999 gegeben. Mittels 10-Punkt-Kalibrierung konnte eine Nach-

weisgrenze von 13,3 µM und eine Bestimmungsgrenze von 50,3 µM festgelegt werden. 

Es gibt zwar Methoden, welche in niedrigen Konzentrationsbereichen sensitivere Ergeb-

nisse liefern, allerdings basieren diese meist auf methodisch sehr aufwändigen Proben-

vorbereitungen und dem Gebrauch von karzinogenen, bzw. mutagenen Chemikalien, wie 

Malachitgrün (Baykov et al. 1988 ; Conigrave und Morris 1998; Geladopoulos et al. 1991 ; 

Culp und Beland 1996 ; Rao 1995 ; Srivastava et al. 2004 ) oder Rhodamin B (Debruyne 

1983). Meines Wissens nach, existieren keine Studien, in welchen diese Methoden mit 

salzhaltigen (z.B. marine) Proben getestet wurden. Phosphat-Nachweise und vor allem 

die Quantifizierung in salzhaltigen Proben gestalten sich bekannter Weise als schwierig 

(Broberg und Pettersson 1988).  

Um eine statistische Auswertung über die Stabilität und Reproduzierbarkeit der beiden 

Assays durchführen zu können, wurden die Daten von je 30 8-Punkt-Kalibrierungen und 

1.263 NH4
+-, sowie 916 PO4

3--Proben, welche in technischen Triplikaten gemessen wur-

den, gesammelt. Die Steigungen variieren maximal ±10% um die der 10-Punkt-

Kalibirierung. Der Variationskoeffizient (CV) liegt für die NH4
+ - Bestimmung bei 0,025 mit 

einem Interquartilsabstand (IQA) von 0,025, für die Messung von PO4
3- bei 0,042 mit ei-

nem IQA von 0,075. Diese niedrigen Werte zeigen, dass beide Verfahren robuste und 

reproduzierbare Daten liefern (Abb. 32). 

Die entwickelten Farbassays erweisen sich als nutzerfreundliche und sehr gut reprodu-

zierbare Methoden zur Bestimmung der Ammonium- und Phosphatkonzentration von 

SWM-Proben im Hochdurchsatzverfahren. 
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Abbildung 28: Statistische Auswertung von Kalibrierung und Reproduzierbarkeit der Ammonium- 
(NH4

+; links) und Phosphat- (PO4
3-; rechts) Bestimmung mittels MPR übernommen von Ruppers-

berg et al. (2017). A,D: 10-Punkt-Kalibrierung (schwarze Punkte); schwarze Linie: Regressionsge-
rade; blaue Linie:  ± 1% Abweichung; rote Linie: Nachweisgrenze; grüne Linie: Bestimmungsgren-
ze Geradengleichung und Korrelationskoeffizient R² sind gegeben. B,E: Reproduzierbarkeit gezeigt 
durch gesammelte Steigungen von 8-Punkt-Kalibrierungen (schwarze Punkte) bei Messungen von 
biologischen Proben; schwarze Linie: Steigung der 10-Punkt-Kalibrierung mit ± 10% Abweichung 
(blaue Linien). C,F: Variationskoeffizient der Bestimmung biologischer Replikate der Kultivierung 
von P. inhibens DSM 17395 gemessen in Triplikaten; roter Boxplot: Median; blaue Boxen: 25. bis 
75. Quantil der meisten Werte; rote Markierungen: Verteilung übriger Werte und Ausreißer. 
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4. Zusammenfassung und Ausblick 

In dieser Dissertation wurden Kultivierungsexperimente mit dem marinen Bakterium 

Phaeobacter inhibens DSM17395 hinsichtlich der physiologischen und molekularbiologi-

schen Anpassung auf zwei limitierende N:P-Verhältnisse durchgeführt. Als Vertreter der 

Roseobacter, einer Gruppe mariner Bakterien, die erfolgreich vielfältige marine Lebens-

räume besiedelt, ist P. inhibens darauf ausgerichtet seinen Stoffwechsel schnell an ein 

sowohl qualitativ als auch quantitativ wechselndes Substratspektrum anzupassen (Zech 

et al. 2009 und 2013ab; Wiegmann et al. 2014; Drüppel et al. 2014). 

Stickstoff und Phosphor stellen neben Kohlenstoff, Sauerstoff, Wasserstoff und Schwefel, 

die Grundbausteine aller organischen Verbindungen dar. Im marinen Lebensraum sind 

diese sogenannten Nährstoffe sehr begehrt und eine Limitierung dieser wirkt sich direkt 

auf die Primärproduktion und somit auf alle globalen Kreisläufe aus. Bereits 1934 postu-

lierte Alfred Redfield, dass das Verhältnis von Stickstoff zu Phosphor eine zentrale Rolle 

spielt und in einem globalen marinen Gleichgewicht steht (Arrigo 2005). Die von den 

meisten Mikroorganismen favorisierten Stickstoff-und Phosphorquellen sind Ammonium 

(NH4
+) und Phosphat (PO4

3-).  

In zahlreichen Kultivierungsexperimenten mit P. inhibens DSM 17395 in Erlenmeyerkol-

ben mit definiertem Seewassermedium mit verschiedenen N:P-Verhältnissen konnte auf 

Basis von Wachstumskurven ein physiologisches Model erstellt werden (Trautwein et al. 

2017). Dabei wurde beobachtet, dass unter N-limitierenden Bedingungen P. inhibens in-

nerhalb der ersten Stunden des Wachstums das gesamte externe NH4
+ aufnimmt und 

einen intrazellulären Speicher in Form von Makromolekülen wie RNA, DNA, Proteinen 

und PHB anlegt, welcher über die Zeit abgebaut wird (Trautwein, Rabus et al., persönli-

che Mitteilung).  

Diese Studie ergänzt diese Ergebnisse mit physiologischen Experimenten in Prozess-

kontrollierten Bioreaktoren bei denen auch Biomasse für molekularbiologische Untersu-

chungen generiert wurde. Durch die Prozesskontrolle konnten unter Anderem online die 

CO2-Produktion und der O2-Verbrauch analysiert und so Erntezeitpunkte bestimmt wer-

den. 

Es wurden zwei N:P-Verhältnisse so gewählt, dass zum einen die N- Limitation (N:P = 

1:1), zum anderen P-Limitation (N:P= 267:1) untersucht werden konnten. In den physiolo-

gischen Experimenten wurde deutlich, dass die N-Limitation einen starken Effekt auf das 

Wachstum hat. Die Kultivierungszeit bis zum Eintritt in die stationäre Phase betrug nur 

zweidrittel im Vergleich zur P-Limitation. Die maximale OD, Biotrockenmassekonzentrati-
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on sowie O2-Verbrauch und CO2-Produktion waren unter P-Limitation ums Vierfache er-

höht. Eine Gemeinsamkeit zeigte sich lediglich im N:C-Verhältnis der Elementarzusam-

mensetzung. Bei etwa ¼ ODmax hatte es sein Maximum bei etwa 0.16 und sank bis ODmax 

auf um 0.05. Dies deutet darauf hin, dass P. inhibens auch unter P-Limitierung einen in-

ternen N-Speicher aufbaut, der über die Zeit abgebaut wird, unabhängig davon, ob über-

schüssiges extrazelluläres NH4
+ verfügbar ist. Mittels Durchflusszytometrie konnte gezeigt 

werden, dass zwar unter N-Limitierung der DNA-Gehalt beim Eintritt in die stationäre 

Phase doppelt so hoch war wie unter P-Limitierung, hierbei jedoch der PHB- und Protein-

gehalt doppelt, bzw. dreifach erhöht war. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass Phae-

obacter inhibens DSM 17395 zu Beginn seines Wachstums zunächst die Priorität auf die 

Aufnahme externen Stickstoffs legt, um interne (Stickstoff-) Speicher aufzubauen. Nach 

dieser vom Wachstum entkoppelten Stickstoff-Aufnahme entscheiden die weiteren Um-

stände, wie das Wachstum verläuft. In der P-Limitation ist ein Wachstum möglich, auch 

wenn kein Phosphat mehr nachweisbar ist und noch N-Reserven vorhanden sind.  

Beides deutet auf Anpassungsstrategien an eine wechselnde Umwelt hin: Stehen Stick-

stoff und Phosphat zur Verfügung werden diese so schnell und so viel wie benötigt aufge-

nommen und intern verwaltet, um einen Verlust der Nährstoffe zu vermeiden und die 

Konkurrenz auszuspielen. Die zentralen Stoffwechselwege aufrecht zu erhalten dient 

ebenfalls als Überlebensstrategie von P. inhibens, um in einer wechselnden Umwelt un-

mittelbar auf die Zufuhr von Nährstoffen reagieren zu können (Zech et al. 2009). 

Die densitometrische Analyse des Proteoms ergab für beide Zustände, dass sich dieses 

von ODexp zu 1/2 ODmax sowohl in der extrazellulären als auch der Membranfraktion am 

meisten ändert. Eine Identifizierung prominenter Banden könnte Aufschluss über die qua-

litativen Änderungen und weitere Ansätze zur Interpretation liefern. Eine umfassende Pro-

teom-Analyse, zu welcher auch quantitative Vergleiche der Zustände mittels 2D-DIGE 

möglich, sowie ein Shotgun-Ansatz zur Bestimmung des Gesamtproteoms, gehören, wür-

den diese Studie komplettieren. Um den OMICS-Ansatz zu vervollständigen, wäre eine 

Analyse des Metaboloms und Transkriptoms interessant. Die Proben für beide Ansätze 

wurden im Rahmen der Prozess-kontrollierten Wachstumsexperimente bereits generiert 

und sollen in Zusammenarbeit mit externen Partner analysiert werden. Dies könnte die 

Regulationsmechanismen der Ammonium- und Phosphataufnahme weiter aufschlüsseln. 

Experimente zur Bestimmung der Schwellenwertkonzentrationen in Kombination mit Lip-

idomik könnte eine weitere spannende Thematik sein. 
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6. Anhang 

6.4. Material und Methoden 

6.4.2. Zusammensetzung der Medien 
 

Tab. S 1: Einwaagevorschrift für Salzwassermedium. A: Salzlösung. B: Carbonat-Puffer. C: Spu-
renelemente. D: Stammlösungen. 

 Lösung Chemikalie Einwaage [L-1] Zugabe pro L Medium 

A Salze Na2SO4 4,00 g  
  MgCl2 ·6 H2O 3,00 g  
  KCl 0,50 g  
  CaCl2 ·2 H2O 0,15 g  
  NaCl 20,00 g  

B Puffer NaHCO3 0,19 g  

C Spurenelemente FeSO4 · 7 H2O 2,10 g 

1,5 mL 

  Titriplex-III [Na2EDTA] 5,20 g 

  H3BO4 30,00 mg 

  MnCl2 · 6 H2O 100,00 mg 

  CoCl2 · 6 H2O 190,00 mg 

  NiCl2 · 6 H2O 24,00 mg 

  CuCl2 · 2 H2O 2,00 mg 

  ZnSO4 · 7 H2O 144,00 mg 

  Na2MoO4 · 2 H2O 36,00 mg 

  HCl [25 %] 13,00 mL 

 Stock-Lösungen Chemikalie Konz. [M] Zugabe pro L Medium 

D C-Stamm D-Mannitol 1,1 10,0 mL 
 N-Stamm NH4Cl 1,0 75,0 µL bzw,12,0 mL 
 P-Stamm KH2PO4 0,5 1,5 mL bzw., 88,2 µL 

 

6.4.3. Densitometrische Auswertung der SDS-PAGEs 
 

Tab. S 2: Parameter zur automatisierten Bandendetektion. 

Parameter Wert 

Sensitivität 452,6 
Breite 4,4 
Minimale Dichte 0,1 
Filter 2,7 
Bandenschulter 1,3 
Bandengröße 7,0 
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6.4.4. MATLAB Skript zur Prozessauswertung  
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6.5. Ammonium-und Phosphat-Bestimmung 

 

Tab. S 3: Protokolle der ursprünglichen Methoden zur Bestimmung von NH4
+ (Baethgen und Alley 

1989) und PO4
3- (Drueckes et al.1995). 

NH4
+-

Assay 
Chemikalien Durchführung Temperatur Inkubationszeit 

 Reagenz 1 Reagenz 2    
 6,8% (w/v)  

Natriumsalicylat 
1:1 Verdün-

nung 
20 µL Probe 25°C 45 min 

 5,0% (w/v)  
Trinatriumcitrat  

x 2 H2O 

13 % (w/v) 
NaClO 

100 µL Reagenz 1   

 5.0% (w/v)  
Dinatriumtartrat  

x 2 H2O 

6 % (w/v) 
NaOH 

100 µL Reagenz 2   

 0,003% (w/v)  
Natriumnitroprussid  

x 2 H2O 

    

PO4
3--

Assay 
Chemikalien Durchführung Temperatur Inkubationszeit 

 Reagenz 1 Reagenz 2    
 10 mM Ammonium 

Molybdat in 
10 % (w/v)  

Ascorbinsäure 
30 µL Probe 30°C 10 min 

 
15 mM Zinkacetat 

pH 5  
(mit NaOH 
eingestellt) 

Herstellung Rea-
genz A: 

1 Teil Reagenz 1 

  

 pH 5  
(mit HCl eingestellt) 

 4 Teile Reagenz 2   

   Zugabe von 125 µL 
RG A zur Probe 

  

 

 



 
      
      

86 
 

6.6. Wachstumskurven der Massenanzuchten 

 

Abbildung S 1: Wachstumskurven der biologischen Replikate für das 1. N:P-Verhältnis.  
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Abbildung S 2: Wachstumskurven der biologischen Replikate für das 2. N:P-Verhältnis. 
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Tab. S 4: Übersicht der Ernteparameter der Massenanzuchten  

 

N8 mM P0.03 mM N:P=267

Versuchsbezeichnung: bb bzw. bd

Ernte ODmax

Reaktor 

Nr.

ODStart ODEnde Mannitol Start

[mM]

Mannitol Ende

[mM]

NH4
+

Start

[mM]

NH4
+ 

Ende

[mM]

PO4
3-

Start

[mM]

PO4
3-

Ende

[mM]

µexp

[h-1]

µlin

[h-1]

BTM [gL-1] Kultivierungs-

dauer [h]

F1 0.02 2.72 11.17 1.53 6.45 5.86 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.116

 0.060

0.057

 0.007

0.67 62

F3 0.02 2.71 11.01 1.47 7.16 5.54 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.88 62

F1 0.02 2.32 11.38 2.88 7.95 6.47 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.55 61.2

F2 0.02 2.38 10.22 2.88 9.20 5.73 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.59 61.2

F4 0.02 2.61 11.04 1.25 8.49 5.39 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.61 61.2

Versuchsbezeichnung: c

Ernte OD1/2max

Reaktor 

Nr.

ODStart ODEnde Mannitol Start

[mM]

Mannitol Ende

[mM]

NH4
+

Start [mM]

NH4
+ 

Ende

[mM]

PO4
3-

Start

[mM]

PO4
3-

Ende

[mM]

µexp

[h-1]

µlin

[h-1]

BTM [gL-1] Kultivierungs-

dauer [h]

F1 0.02 1.30 11.28 6.74 6.92 6.05 (0.03) 

u.BG

n.b. 0.126

 0.030

0.065

 0.005

0.46 33

F3 0.02 1.28 11.07 6.47 7.00 6.51 (0.03) 

u.BG

n.b. 0.42 33

F4 0.02 1.23 11.18 6.44 7.34 6.31 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.38 33

Versuchsbezeichnung: dd

Ernte ODexp

Reaktor 

Nr.

ODStart ODEnde Mannitol Start

[mM]

Mannitol Ende

[mM]

NH4
+

Start [mM]

NH4
+ 

Ende

[mM]

PO4
3-

Start

[mM]

PO4
3-

Ende

[mM]

µexp

[h-1]

µlin

[h-1]

BTM [gL-1] Kultivierungs-

dauer [h]

F1 0.03 0.152 12.00 11.25 7.68 7.23 (0.035) 

u.BG

n.b. 0.095

 0.031

x 0.02 16.25

F2 0.03 0.134 12.45 11.10 7.27 6.52 (0.02) 

u.BG

n.b. 0.02 16.25

F3 0.03 0.138 12.20 11.57 7.45 6.68 (0.03) 

u.BG

n.b. 0.02 16.25

F4 0.03 0.151 12.72 11.76 7.51 7.20 (0.03) 

u.BG

n.b. 0.02 16.25

N0.5 mM P0.5 mM N:P=1

Versuchsbezeichnung: b

Ernte ODmax

Reaktor 

Nr.

ODStart ODEnde Mannitol Start

[mM]

Mannitol Ende

[mM]

NH4
+

Start

[mM]

NH4
+ 

Ende

[mM]

PO4
3-

Start

[mM]

PO4
3-

Ende

[mM]

µexp

[h-1]

µlin

[h-1]

BTM 

[g L-1]

Kultivierungs-

Dauer [h]

F1 0.02 0.67 11.25 7.78 0.44 u.NG 0.45 0.45 0.145

 0.055

0.01

3 0.001

0.22 38

F2 0.02 0.67 11.23 7.94 0.45 u.NG 0.45 0.47 0.31 38

F3 0.02 0.71 11.46 7.94 0.49 u.NG 0.46 0.46 0.28 38

F4 0.02 0.58 11.33 8.72 0.47 u.NG 0.42 0.44 0.33 38

Versuchsbezeichnung: c

Ernte OD1/2max

Reaktor 

Nr.

ODStart ODEnde Mannitol Start

[mM]

Mannitol Ende

[mM]

NH4
+

Start [mM]

NH4
+ 

Ende

[mM]

PO4
3-

Start

[mM]

PO4
3-

Ende

[mM]

µexp

[h-1]

µlin

[h-1]

BTM 

[g L-1]

Kultivierungs-

dauer [h]

F1 0.03 0.34 10.91 9.69 0.46 u.NG 0.49 0.44 0.169

 0.004

x n.b. 17.25

F2 0.03 0.33 11.10 9.69 0.41 u.NG 0.49 0.42 n.b. 17.25

F3 0.02 0.35 11.01 9.87 0.45 u.NG 0.45 0.43 n.b. 17.25

F4 0.02 0.34 11.13 10.03 0.46 u.NG 0.49 0.45 n.b. 17.25

Versuchsbezeichnung: d

Ernte ODexp

Reaktor 

Nr.

ODStart ODEnde Mannitol Start

[mM]

Mannitol Ende

[mM]

NH4
+

Start [mM]

NH4
+ 

Ende

[mM]

PO4
3-

Start

[mM]

PO4
3-

Ende

[mM]

µexp

[h-1]

µlin

[h-1]

BTM 

[g L-1]

Kultivierungs-

dauer [h]

F1 0.02 0.155 10.80 9.97 0.49 (0.002) 

u.BG

0.47 0.47 0.142

 0.045

x 0.08 15

F2 0.02 0.151 10.80 9.79 0.46 (0.006) 

u.BG

0.46 0.46 0.05 15

F3 0.02 0.155 10.87 9.92 0.49 (0.007) 

u.BG

0.43 0.44 0.05 15
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6.7. Proteomik 

Abbildung S 3: SDS-PAGEs für die Auftrennung der Membran - und extrazelluläre Proteine im 
Vergleich der biologischen Replikate der N-Limitation und P-Limitation. 
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Tab. S 5: SDS-PAGE Membranproteine 1: Vergleich der Replikate Teil 1 
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Tab. S 8: SDS-PAGE extrazelluläre Proteine 1: Vergleich der Replikate Teil 2 
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Abbildung S 4: SDS-PAGEs für die Auftrennung der Membran und extrazelluläre Proteine im Ver-
gleich über die Wachstumsphasen und der Erntezeitpunkte der beiden N:P-Verhältnisse. 

ODexp ½ ODmax ODmax

N-Limitation P-Limitation

kDa

245

135

100

75

63

48

35

25

20

245

135

100

75

63

48

35

25

20

M
e

m
b

ra
n

p
ro

te
in

e
E

x
tr

a
z
e

llu
lä

re
 P

ro
te

in
e

Wachstumsphasen Erntezeitpunkte



 
      
      

95 
 

 

Tab. S 9: SDS-PAGE Membranproteine 2 Teil 1: Vergleich über Zeit 
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Tab. S 12: SDS-PAGE extrazelluläre Proteine 2 Teil 2 Vergleich der N:P-Verhältnisse 
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Abbildung S 5: Densitometrische Auswertung der SDS-PAGE Gele der Membran- und der extra-
zellulären Proteine.  
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Tab. S 13: Aufstellung der Intensitätsanalyse passen zu den Banden in Abbildung S5. 

Membranproteine extrazelluläre Proteine 

Bande 
# der 
Pixel 

Breite 
[mm] 

Höhe 
[mm] 

Intensität 
[OD mm-2] 

Bande 
# der  
Pixel 

Breite 
[mm] 

Höhe 
[mm] 

Intensität 
[OD mm-2] 

U1 3420,0 6,0 2,3 3,5 U1 1911,0 9,3 0,8 2,2 
U2 3420,0 6,0 2,3 3,5 U2 1911,0 9,3 0,8 3,6 
U3 3420,0 6,0 2,3 3,4 U3 1911,0 9,3 0,8 1,7 
U4 3420,0 6,0 2,3 2,9 U4 1911,0 9,3 0,8 1,7 
U5 3420,0 6,0 2,3 3,0 U5 1911,0 9,3 0,8 8,9 
U6 3420,0 6,0 2,3 2,9 U6 1911,0 9,3 0,8 9,1 
U7 4592,0 7,1 2,6 22,6 U7 4172,0 9,5 1,8 68,3 
U8 4592,0 7,1 2,6 31,7 U8 4172,0 9,5 1,8 17,4 
U9 4592,0 7,1 2,6 21,1 U9 4172,0 9,5 1,8 7,5 

U10 4592,0 7,1 2,6 10,6 U10 4172,0 9,5 1,8 61,9 
U11 4592,0 7,1 2,6 24,5 U11 4172,0 9,5 1,8 116,2 
U12 4592,0 7,1 2,6 23,9 U12 4172,0 9,5 1,8 75,9 
U13 3270,0 6,9 1,9 6,7 U13 4752,0 8,4 2,3 4,9 
U14 3270,0 6,9 1,9 2,9 U14 4752,0 8,4 2,3 34,4 
U15 3270,0 6,9 1,9 2,8 U15 4752,0 8,4 2,3 13,4 
U16 3270,0 6,9 1,9 9,0 U16 4752,0 8,4 2,3 5,9 
U17 3270,0 6,9 1,9 2,3 U17 4752,0 8,4 2,3 33,4 
U18 3270,0 6,9 1,9 8,3 U18 4752,0 8,4 2,3 53,8 
U19 2650,0 6,7 1,6 2,3 U19 5220,0 9,2 2,3 14,5 
U20 2650,0 6,7 1,6 2,7 U20 5220,0 9,2 2,3 30,6 
U21 2650,0 6,7 1,6 2,4 U21 5220,0 9,2 2,3 17,6 
U22 2650,0 6,7 1,6 1,9 U22 5220,0 9,2 2,3 13,4 
U23 2650,0 6,7 1,6 1,9 U23 5220,0 9,2 2,3 43,0 
U24 2650,0 6,7 1,6 1,9 U24 5220,0 9,2 2,3 13,4 
U25 4095,0 6,7 2,5 2,4 U25 2760,0 7,3 1,5 8,1 
U26 4095,0 6,7 2,5 2,4 U26 2760,0 7,3 1,5 12,7 
U27 4095,0 6,7 2,5 2,3 U27 2760,0 7,3 1,5 7,3 
U28 4095,0 6,7 2,5 2,2 U28 2760,0 7,3 1,5 4,9 
U29 4095,0 6,7 2,5 2,0 U29 2760,0 7,3 1,5 13,0 
U30 4095,0 6,7 2,5 2,0 U30 2760,0 7,3 1,5 12,1 

     U31 3776,0 7,5 2,0 0,4 
     U32 3776,0 7,5 2,0 4,6 
     U33 3776,0 7,5 2,0 1,7 
     U34 3776,0 7,5 2,0 0,1 
     U35 3776,0 7,5 2,0 4,4 
     U36 3776,0 7,5 2,0 5,3 
     U37 3720,0 7,9 1,9 1,6 
     U38 3720,0 7,9 1,9 25,2 
     U39 3720,0 7,9 1,9 8,0 
     U40 3720,0 7,9 1,9 1,0 
     U41 3720,0 7,9 1,9 10,2 
     U42 3720,0 7,9 1,9 18,0 
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