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3 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 3.6: Relative OD von E. coli (links) und S. cerevisiae (rechts) nach Hitzebehandlung. E. colierreicht nach 2 min seinen niedrigsten Wert, S. cerevisiae bereits nach 1 min Behandlungszeit.Die OD der hitzebehandelten Zellen wurde zusätzlich ins Verhältnis zu derder Hauptkultur gesetzt. Ziel war es eine Veränderung der OD mit der CFUkorrelieren zu können. Die OD beider Organismen sinkt durch Hitzebehan-dlung ab. E. coli erreicht mit der vollständigen Inaktivierung nach 2 MinutenInkubation den niedrigsten relativen OD Wert von ca. 85% (Abb. 3.6, links).Bei S. cerevisiae fällt der Wert nur auf 95% ab und erreicht diesen bereitsnach 1 Minute Inkubation, wobei CFU nachweisbar sind (Abb. 3.6, rechts).Somit kann zwar eine Änderung der OD durch die Behandlung festgestelltwerden, jedoch keine Korrelation zwischen den vorhandenen inaktiviertenZellen, die mit PI angefärbt werden können, und der CFU. Auch der VBNCZustand [60, 87, 22, 95], die ebenfalls durch ausplattieren nicht nachgewiesenwerden können, jedoch mittels OD-Messung berücksichtigt werden, könnenauftreten. Ein weiterer Versuch mit Zellbehandlung durch mehrere Behand-lungszyklen mit �üssigem Sticksto� zur Simulation des Kälteschocks zeigenebenfalls keine Korrelation.3.1.2 Wirkung von kalten Abstopplösungen auf E. coliWie in der Einleitung beschrieben (Kap. 1.1.2) werden intrazelluläre Meta-bolite rasch umgesetzt. Nur ein gleichfalls rasches Abstoppen ermöglicht einAbbild des intra- und extrazellulären Metabolitpro�ls zu bestimmten Zeit-46



��� �����	
��� �� 
����� ���������������

�������� �	� 
������
�	�
 �	��������� ���
���� �� �	��� ��
���� ���������

��� �������	�� �� ����	����� 	�� �	� �������������� �	� ������ ����������

����� �	��� ����������
��� �	�� 	� ��� ��	���� �����������
��������

� � �	� �������	�����!�� �	��������� �� ���	� ��� �������	������� ��������

��� �	� ������ "�� ���	�� �������� ������ ������ #$%� &'� '%()� ���
 	�

�	���� ����	� ������ "����
	����� ����� ��������������� �	���������

�	� �� 
�*����� �	��������� ������������� 	�� ���
����� ����	�� �	�

"����
	������ ���	�	"�� "�������� �	� ��� +������ �� 	������������� �����

���	��� ����
��� 
���� ,�������
����� �	� �	���� -������� ��	��� �����

�	�
� +������� �� 	������������� �������	��� #'.� '/� '.%)� ��� 0���� � �

�	���� +������ �
���� ��� �������������������� �	�� 	� +������ ��� ����	��

����	�� ����
��� ��� ����
 ��� ���� 1�����
����2��� "�������
� �	��� �	�

,������������ �	���� ����
�� ���	��� ��� ��� 3��
��	� ��� �������	��

	� 4�������� ��� ������������� #'.� &5) ��� ��� ����!�� ��� ����	�����	�

��  ��� 6����� ��� ������ 	� �	����	��������������!��� #$%)� 7� ��� "���

�	������� ����	� �	�� ��� ,�������
��� ��� 8	����� ��� ���������������

�	� ��������������� ��� �	� 9�������������� "��		���� �� �	�� -����� ��

	����	*�	����� �	� ��� +������ �� �������	��� ��� ��� ������ �	�	�	��� ����

������	�����

��� �������������	� �	�� �:� 	� �����;����� ��� 	� ���������������

 �������� �	����� -��	����������! <1��� %�.�.= ����	���� �:� �	��� ���
 	�

������� ,�������
����� ��� �������������	� #$'� &5)� �� �	���� ��� 	� ��
�

���	���� 1���������	���� 	� ���������� ���	�� "��
����� ��	� ������ ���

�	��� ����� 7��	����� � � �"������� �
���� ��� �������"������� ����������

�� ����������� ���������� ������	�
 �	�� �	� ����	�����	�� ��������
�� 	����

��� �	��� �	� >� ��� ���������	����� ������� ��� �	� ��� ����
��������

9�
 ���������������� "����	�
�� �	�� #%&� '%?)� �	��� ���
��� �	��� ��� 7��

�	����� � � ��� +������ �� 	������� ������� �� �	�� ������
�"���	������� ��

�	��� @����	����� ��� >� � 
��� ��� ������� �	�� �	� �����
���
	���	�

"�� �7 <1��� '=� ������	����� �	����� ����
A����!�������� ��������
��

����
�� �	�� ��������� �� �	������ +�����
� 	� �	���� ����	� ������	����

��� "�����	�
��� �	��� ���� �	�� �	�� 9�
 ��������������	"	����� "��������

��



� �������		� 
�� ��	
		���

���

���

���

���

���

���

���

� � � 	 �� ��

�

���

����

����

����

��
�
��
�
�
��
�
�	


�
�
�
�
	�

�
�

��������

�	
�����������������������

�
�
�
	�

���

��������� 	
�� ������� ��	 
���������	 �� ��� 
�	������	��� ���� ��� ����	���	����� ��� ��

����� �� ��������� ��� �� ���� �� ������� ��� ��������� ��� ��� ����������� �������������

��� �� !�"#$���! #%&%' ����� ��� ��� %�������� ��� �������(��� &���� )����

������������ '����*)���
 %��� ��� ��� &���� �� +������ ��� �������(��� &���� ,� -.. �/ (������

���� ��� ��������� 0�������(� ��� �1&23�������������4� ������� ��� ��� ����������� +1!

��������
 ������ )����� �������� ��� ��� �5������������ &���� ��� �� ���� �����������

���������� 6�����


���� ������	 	�
 ��
���� ����
��
�������
 ���	�� ������ ����
 ���

���������� � ! "#$% ����
�&& ��	 '(� )��� ���� *���
��
��
��+

���� �� 	�� ,���������-
��� ��
��� .'��� /��01 ����� ��� 	��
��  2&���+

��� 3��� '(� !��	��	 ������

�� ���	 ��	 
��� 3���� 4��������� ��

���� '(�+5��6������� ������� 7�� ��� �� ��)��� �2&���������� ����
+

��
������� .8 9 �0 ���� ���
 ���� 	���� �� 	�� �2&���������� ���
�1 ��


��� 	�� ������� �����
�6� :�����3����

� 6��)�3���)�� ���	�� 3��� ��	

	��� ��� ����� ��-;���� ��

������ 	���� 	�� 
��3� <��	)����� �� 	��

'�
�&&�-
���� *� :������ 	�� �2&���������� ���
� ��	 	�� ���
�6��	��


�������� ���
� 6��� 
��� 3���� !����=3��6 �� 	�� ����� .> �? ≤ @ �0�

A��� ��������� 
�������� ���
� 3��� ���� ���������� !�������� 	�
 '(�+

B�����
 ��
��
��� ���	�� .C $$ �0�  �� 
��	 	�� D����� �� 	��
�� ���
�

��� B���	 	�� !��
������������ �����
 ��
��

1 �6�� ����� ����� ��+

�����
��
 ��	 	��� 	�� D����������
��3�� �����	��� 7��� 3��� �


6� ����� �-����� '���� �� ��
���	���� ��	 �E
����� D����� 	���� 	�� '�+


�&&&��6�

� '�
 	��  ������

�� ��� ������1 	�

 <��
���� �� �2&����+

������ ����
��
������� �� ������������ 
��	1 ������ ��
 	�� 
��������

��



��� �����	
��� �� 
����� ���������������

����� �������� ����� 	
 ����� ���
�� �
������� 
�� ����� �� ��� �������

�����	���� ����� �������

������� ����	
� �
 ���������	
��
 ��� ����������
�


�����
��
��
�����
�
 �	� �� ����

��� ���
�� ��� �������� ��� ��� ��� �����������
������
���� 
���!

�
���� ��	
 ��� ��� �����������	�������� ������� ��� �������"���


�  ���� #��
���� ���$�� !%& �'( 
� ��� #��
���� ���� ��� ) ���� 	
 ���!

���� *�� +������ �������� ����� 	
�$�	������ *��)
�� �
�� ,��"���
!

�������
���� �
� ��� �������������� ��� ������� ��� �,�!-������� ��

��� �����( ��	���� �
� ��� ��������	�� .�������������( ����� ��� ����

�����""���
�� ��� /&0 ��12 ����� ��
����� ������ ��� �� 3�������

��� ��� ������ �����������	����������� 4& 
�� 5&&0 ��12 	����� ���

$������� �
����
���� �
� ��� 6������ ������� ���� ���� ���� ���� ��12!

+��	�������� "������ �
� ��� 6����������$� �
�� ��� ������� ��� 6����7������

����� �� +�������� ��� ��� *��������� �� �����""���
�� ������ �,�!

+��	���������� ��� ������� ��12!+��	�������� �������""��� 6����� 
��

��������� ���� �  ��������� ��12!+��	���������� 8���� 9�4:� ;�����

���� �� -�����!�,�!-����� �� �� <
����������
�� 
�� ��� 6����7����

��� ������ ��12 +��	���������� ����� ��� ��� /&0 ��12 �������� ���

=����� ���  ��� 
����� 6���"���� ����� �� ����� >$���� ��� �
� ��� ��!

������������ �� <
����������
�� ������ ��������� 
�� ��12 ����� ���

#
������������ ������

�
������� ��� �� ���������� �,�?.,�!+��	�������� ��� 	
 ���
!

���( ���� ��� �� ������
�� ��� 5&&0 ��12 ������ 6����� �����$����

����� ��� ��� /&0 ��12� ����� 2�"������ ���� @����� ���� ��� ���

�������� �� A��
�"�������!1� ���� ������� �
��)
��	�������� ����$����

������ �� �������� �� 1� �� 2�
"��
��
 
�� �� �� ��
�"�����!

��� ������� 	����( ���� ����� �� ��12!+��	���������� ���� ������$�����

������������
�� �� �
������!1� 	
�$���� ��� 1� ��� �� 5 7�.� �
B�

��
�"�������� ������� ��� 4&0 ��12!+��	�������� ������� ���$����

4%(C0 �� �
������!1�( D&0 ��12 ��� 45(/0( /&0 ��12 
�� EF0 
��

��



� �������		� 
�� ��	
		���

��
����

��

	�
����

��


�
����

��

��
��

���
��

��
��

���
��

�

���

����

����

����

����
���������	�
��

�������

�
�
�
��
�
�
��
	


�

�

��������	�
��

��������� 	
�� ��������� 	�� ��
������� �������������������� 
�� ��������	����

���������������������� ������������ �� ���� ������ ��� ����� �������
������� ���

� ! �"# �� ����������������������� �� ��� ������������� ������ ��� �������

����������������������� ������ � ����� ����� ��� !" ��� #"$ ��%&
 &��� ���������������

������ �' (�������� )�� �" ��� *""$ ��%& �� ���+����� +�����


���� ���� �	
� ��� ���� ���� �������� ���� ����������� ���� � ��� ! �

��� �� ���� "����
 �
 ��� #�$�� ��
�
 %$�	��
&���	�� �������
 	
�'$��� �()

�����
� *�� ��
�
 ����+��
 �����$���&���	�� �
 ��� 	�,���
�� ����$���-�	
,

����	����

��� .�,��
���� ��	��
 �	/ *0���
� ��� #�$������ �(������� ,�����	��/��

$��� &��+�	���� "����
 ��
� *$��� �������� *����
 �	��� ���� ��� ����
 %��)

�	���
 ��
 1��� ��� "����
 �	�� �	��� ��� ��
����
 ��� ����$���-�	
,�)

2������
��� �
�/��
� *���� ��� %��*�
�	
, &$
 #34 #	5�� ��� �	6�����

�*�� +��
�
 .�
7	�� �	/ 	
����
����� "����
� +�

 ���� ��� *������ ����

��
,���� ����
+�
 ��� �� ��,���$����� "����
 
���� &����
���
�

��� ���	���
������
 "����
 *����
 
	
 �	/ ��
� �� &$
 ��� &���2

� 	
�

�� �	���7	���(�$����� �
��(������ ��� %��,����� ��� ���$�	�*���� ��� #��+)

70���
 /2� ���+����� 	
� 	
���+����� "����
 ��,��� �$*$�� ��� 8� ��� �	�� ���

� ���� ��
� /��� &$����0
��, ��� #9 ���+����� #�$��� *$
��� /��� ���� "��)

��
 3����0��,	
,�
 �	/*����
� 3�� :� 	
� ;�� ���� ��
� ����,����  8 ��*�

 �� ��� #�$�� ���+���� ���� ���� ��
+��� ����� .�,��
���� ����,��
 
���� ���

�
��(��
 &$
 ������ < != *������ *$��� �	 �������
 ���� ���� ��� #�$��
 2���

��
 �
����� #�$��
�
�
����,��0� ,��$,�
 *����
� 9
 ��
 >
����	��	
,�


+$��� 4?1�� 	
� #9 �	� .�
����� 	� ��
 �
���� �
 �����0��,��
 "����


��� ��� %��*�
�	
, &$
 ;�� ���� �	 ���
��@�����
� ��� �
��(�� ��/$�,�

��



��� �����	
��� �� 
����� ���������������

����� ���	 
�������������� ��� �� ��	��������������	� �����	� ���	 ����

����	��	��� ��� ������� �� ���	�����	������� ���� ��	��� �� ���� ��	

!����� �� ������ ��� ������� !����"���� ������#���	��

���
���

��

	��
���

��


��
���

��

���
����

��

��
��

���
��

�

��

��

	�


�

���

�
��
�
�
�
�
�
�
	�
�
�

�
��
�
�
�
�
	�
��
	�
�
�
�
�
�

����������	
�

��������

�	
�������

���
���

��

	��
���

��


��
���

��

���
��
��

��

��

	�

�


�

��

���

�
�
��
��
�
�
�	



��
�


����������	
�

�����������

��������� 	
�� ����������	
��
�� ������� ��� ���
�� �����
 ����
�� ��
 ���������

�
����������
��
���� ����
���
� �� ���� ���� �� ��� �
��

����
�� ���

� ! �"# � ��� ���� ���� ������������ ���� ���� ����������� ��� ����� !���"�"�������
 #��

�# ��� �����"��������� !����� �������� ����� ��� $��� ��� ������������� %�����
 #�� ��������

�# ��� ����� �����""�&���� ��� ���� ���� ������ ����� ���� ����� ��� ��� �������

'&������


!��"������ ��	��� ��� 	����������	��� !����� �$ %�	 ��������	�� 
� �����

����� ��� �� &' ��� �'' ��() ��� ������$"���� !����� *�	������� +� ,'

��� -' ��() ��� .����� ��� ������������	 /��� ��������� ��	����

�� �� *���� ��	 !����� ���� 	�*�������	�	 0%��� 1��'� �����2� ��� (� ��	 	����3

������	��� 4������ ����� ��� ������ %�������5������ ��� .������ �� &' ��	

%������3(��

��� ��	 ���	 ����������� 4	����������� �"��� ���� �� ��� *�	������3

��� 
	��������� �������$����	�� ��� ��� !����� ����"���� *�� ��	 �����3

������� ��()3�������	���� �� ����� �������� 6	� ��	�� �� �	�������

75����������� �����"���� ��	���� �� ��� ��	 *�����"������ 7��� ��	 !�����

$��	�� ��� 
	�������� �� %8439���������� ��	�������������	�� ��� (�3

%����� ������ �	��� ��� ����� 9����"��������	��� ��	 !������������ *��

$�� �'' ��� ����� ��() �������	������ ���� ������*� :�	���� �$ ���

;�	�����	� � ���	������"	�� ����������� 8	��� ��	����	�	 9����"������

��	�� ,' ��() ��	� ���� �������� ���	 %84 �� ��	 %�������5���� ���3

��������� ��� ��� �5��	�	 ;�	���� � ���	������"	�� ����������� ������

���� �� ����� ��� 
������ �$ ��� !��������	��"� �����	� 
������� ������ ���

��



� �������		� 
�� ��	
		���

��� ��� ����	
� �� ���������	����� ��� ����������� ������ ��

��� ��

��� ����� ��� �� 	�� ���  �!" �#� ����� ���� �����
������� ������

��
�����$ ��%���� 
�� 
�#� ���
�� ���� ������� ��
 ��
�&&&���

�
 �� �����

������� '	
���� ��
 ��� ��
���� ���� ��� �(�����  �!")*�������������

��������� 	
�� ���������	
�	 �	��	� ��� 	� ��	�������	
���� ��� ���	
����	����	� �	��

����	��
�����	�� ���� ������������ ������ ������� �� �� ��� ���� ���� ������ �����

 �!���
 "� #� ��� ��� �������� ������$  �� ��� ��� ������ ��! �����%��!���$ ��� ������!

����!���� ����������  �!���
 &� ' #�� ����$ � ' ��� ����$ � ' (�� ����$ � ' ����

����$ � ' ��� ����)*�+��!��),�-�$ � ' ��� ����).!�������$ � ' ��� ����)��������$ �

' �$��/0� *����!�����+�$ � ' �$�0� *����!�����+�$ �$0� *����!�����+�1

������� ����	
� �
 ���� ���� ��� ���������	
� ��� �� ���� ���

�������� �
�
 !������"�����	��


+�����
 �� ��� ,-./ ���
� ������
 0��1 �	� ��� 2��3	

 ��� ���&����	� ����

����	
� ���  �������� �	
 ��� '����� ���� 2��� 4�������&����	� ��� ��)


�&&�(
	�� �� 	���� )�� �+ 	�� ����� ��5������  �
#�	��
���&����	� ��

)0� �+ �
� ����� ��� ������ 6�����	�� ��� ��
 ��
�&&�� �� "����� �����

���� �� ���
�� ������ �����
  ������ ��� ���
#�������� 4�������&����	���

��� �� ���	 ����
���$ �� ��� ��
7
���� ���
�� 8(
	�� ��� ������ ���&����	���

������ �������

��� ���96� )*���������� �� ��� ��
�&&�(
	�� ����� ��� ���� 4����)

���&����	��� ��
 	� ��
 ������#�� �(��� ��
 ��� ��������� ���&����	���

:);� 	�� )<� �+= :���� >�--=� 2��
&��#���� 7��� �� '����5���7� ��� ���������

4�������&����	��� ���� �(���� ���96� )*���������� ��
����� �������

���
� ����� 7��������� ��� ��� ����� ��� ?�
	
&��
��
)!��  �� 
��7��)

��� 4�������&����	� ������ 
�#� ��� ?�
	
&��
��
)!� ����� ���� ��� ���

*	�������	�� �� 	�� �����#�� ��� ����� 4�������&����	� �� )<� �+ 	�� �����

��



��� �����	
��� �� 
����� ���������������

���������	
��
�	� ��� ��	
 ��� �� ��� ���� � �
 ������������ ���

�
 	�
 

 !
��
�	� "� ���� 	
�������
 #
�
$
��
�	
� ����	 
���
	%$��

&
� �'�

� !
��
�	�
� ����
�
� ���(	 ��
 �� �
 )
����
����� ��� 
�


���	
 $
� 
��
 *	�		
��
�	� ��� � �� ��� 
��
 ����� 
��+	�

��
�

���������	
��
�	� ��� ,$
 �� �� �� ��� -��� � �
 ������������

��� ����� ����� ����� ����� �	��� �
���

�

	��

����

�	��

�
�
�
��
�
�
��
	


�

�

���������������	
��	�����������

	�����������

	�������

��������� 	
��� ��������� 	�� 
��������������������� ��� ���� ���� ������������ �� ����

 ����� ��� !�������	���� "������������#���$ ������ ����������������������� ������

�� ��� ������������� ��� ����� ������������ ���� �����! ����� ��� ������������� ���

��� ����� ���������� ��"# ���$" ��#�
 %&��'����� ���� ��� �� (��������� ��� ���)��

������������ ���� #�#��� ���������������������! ��� �� (����� ��� ��� ����� #�#����

���������� ���������� ������! ��"#�������


.� �/	�(	 "�� $
� ��
���
� !
��
�	�
�� "�
 ��� �
� 0
	
� %� �$�

�	���+'���� %� 
"�	
�� �
� �!12&!� �
	
(	�
	 �+� $
� �'�

�� ��


3�	
������� �
 4
++�
�$����	
��	5	 
��$	 $
� �++
� 
���
�	
++	
� !
��

�
�	�
� 
��
  ��	 ��++�	5����
 ��(�
��� ��	 1.� "�� �� $
���5���	
 4
++�

"5��
 ���$�5���� ��� �
 *	�		
��
�	� �
 �$�	���+'���� ����
�	
	�

��
� $
�	5	��	 �
� �
��	��
� ���6��� ��� �
	����+� �
 ���� ���� !
��
�

�	�����	��� ����	 �
�	�+���
	 "
�
� (����

�
 !
��
�	���	
����
�� �� �� �
 !
��
�	���� 	� %"����
� �
 *	�	�

	
��
�	� ��� �
 ���������	
��
�	� ���� 4���$
 �
 7���	(�+	��

��$
 �	
��	 ��	 ���(
��
 *	�		
��
�	�8 � ��2����± ��9 ��� �:� ��2�;�;±

��: ��� ��� ��2�<��± ��� ��� �;� ��2;:�:± ��: ��� �9� ��2;9�;± ��: ��� �-� ��2

;���± ��- �� ��� $
� �
 	�
 �	
� !
��
�	� ��� �<� ��2-��<± ��� ��� ��	

�
� ���
"
��
	
� =
 ��
� ��� �
� ����������
�5+	��� ��� :8- (��� 
�	

$
� �<� �� 
��
 ���������	
��
�	� ��	
 ��� �� 

���	 "
�
�� "�
 ��
 �+�

��



� �������		� 
�� ��	
		���

���������	
 ��� �������	 
�� ���������������� �	������	 ���
 ����� ���

���� ������	������������ ��� 	��
����	 ����������������	 ��		 � � ��	�	

!��� 
�� !"#$!�%��	�� �	 
�� �������&��	� �	
 
�� 	��
����	 '�	%

��	������	 �� �����(����� ���)������ ���	* 
� ��	 ���+�� !��� 
�� "���� ���

!����������	  ��� , �- �	 
�� �����	�� �������� ���
* ��
���� 
�� ����%

���.������� 	���� ������ 
���� 
�	 !�������������� ���������� ���
 �	


���� ���� 
�� �����	 �	 �	��������
�����	 ����)	
�	 ��/	
�	�

��� ����� ����� ����� ����� �	��� �
���

�

��

��

��

��

���

�
��
�
�
�
�
�
�
	�

��
�
�
�
�
��

�
��
�
�
��
�
�

���������������	
��	�����������

	��������

	����������

��� ����� ����� ����� ����� �	��� �
���

	�

��


�

��

�

���

�
�
��
��
�
�
�	



��
�


���������������	
��	�����������

	��������	��

��������� 	
�� ����������	
��
�� ������� ��� ���
�� �����
 ����
�� ��
 ���� ���

�� �
�!!
� �� ���� "��� �� ��������� #
��

�!��
���$ ���� ����������������

������ ��� ������� �������� ��� ��� ������������� ��� ���� ���� ���� ��� ������ ���  !

�����"���
 #�� $�������� ��� ������%�� &# ��� �� � ' () ���������������  ������ ����� ���

��������� )�������������� ���� *"������ �� ��� &# ��� +���������� ��


!����
�� 
�� 	���� �	 �0������	 �����	 ��� ��	�� ��������������� 1�	 , �-

��� ��	�� ������1�	 2� 1�	 ��� �3*45 ���� ���� ����� �	
 
�� �����	 
�� "��%

�� ���� 1�����)	
�� ��� "6 �������� ���
�	 7��� 8��9:* ��� 
�� �������%

�� !"#$!�%'�	��	������	 �	 
�� ;��	���	��&��	� �� <,5 	��
����� ���


�� ��� =,5 ��2> �	
 ��	�� ��������������� 1�	 %9, �-� ��� ?��	
 
�� �

��� �	����		� �	
 ��		 �	 
�	 1�������	
�	 @	��������	��	 	���� �����%

���� ���
�	� A1�� ����� ��� 
����	 ��������	 !����������1��)	
���	��	 ����

1����)��� 
�� B$C- �����	
 ���* ��� 
��� � ���* 
�� ��	 ����	����� !���


�� �����	 �0����� 1������� �	
 ����� 
�� 2� �&��� ���� ��� >0�������* 
���

����������� �	 
�� B������ 
�� �����	������)� �	
 D0�� ���� 	
�� �����* �)���

���� ��� 
�	 1�������	
�	 ����	 ��������� ����)����	* ����� ������� @������	

1�������	 � ���	� �� ��� ����� 
������� ����	����� 2� �	
 �������� E)���	��%

������ ��� "6 �� $� �������	 %�, �	
 %<4 �- ���	 @	��������
 �������	 
��

��



��� �����	
��� �� 
����� ���������������

���������	
��
���	
 �
 ��� ���	������
� 	��� ��� ��������� �� ���

��
� ��
����� �� 
���
 ���  ����
� ��� 	���
��!��
 "���
������� #����

$�%�&�%'( ��� ��� )��
�������
 ��� ���	������
� ���
( ��
 �*���!�	!��+�

+�� +���������� ,���
 �����
 )�-
��
 �-���
 �������
�� 
	!� �
���� .���

	��
 +-� ��
 /����� ��� ����	��� ��� ��
 �����
 ���*!���!� ���
�

������� ����	
� �
 ��������
 �
 ���������	
��
 �	� �� ����

0
 1����
 2
����!��
��
 3��� ��� ����� 1	
 �����1�
 �����( �� ���

 ����
� 1	
 ����
	� ��+ ��� �����
 �����!�3*!��
 �
� ��
 /����� �
 �
�

��������*��
 ����	���
 �� ��
������
 	��� �*
���!� �� 1����
���
 4%$( %5(

6%( 789� ��
��� ������ �������
����
��
 3����
 ��!� �� ���� ������ �����

�
����!�( �� ��� �:��� ��+ ��� �����
����* ����� �����������
�

�
� ;��!�<����=	����� �� �
����!��
 �
� ��� ;��
 �� ��
�
 �
�����

������
 �
 >����	
 ����
 �� ��

�
� �� ���� 3���� +-� ����� 2
����!��
�

��
 1��3�
��( �� �� ��� )����
����1�� �������� ��� ��
���1��� ��� �����


?���
����
 ���
 �	��� 4%%@9 �
� ���
� ��� �
����
 �
 ������ ����� ��
������

�
 "���
��
 �
� A�����������
 ������ �
 ��
 ���� ��� �����
����*

���*� �
� ��� ?���
����� �	�� 
	!� 
�!� +-� ����	���
����!��
��


��
����� 3����
 ��

� 8BC ��?D 3��� ����� 1����� �� 7B�� D���A

46&9( EBC )�=!���
 4789( �� 5&(E�� ,�F� #A����	
��
���	
 ��� "���
�

1	
 /�������G�� �
� ������� 4%$&9'( 6C #��1' ������	��( B(6C #��1' ��
�


�	�( �	3�� B(BB&6( B(B6 �
� B(6C #1�1' )�( 3��!��� ��� ���!���	 �� 	�� 4%&@9

������ ��� ����������
��������	� ��� �������������
��
��
 �
3�
��
�

H
��� ���*���!� 3��� ��!� ��� ��=!���
������� "���
� 1	
 /�������G�� �
�

������� 4%$&9 �
����!�( �� ��� ��� ���	
���� �!�	
�
�� ���	�� ��� ���

�	���
� ��� ��������	������ ���� ;�� /����!�� 3����
 +-� ��� �����1�

D���A �
� )�=!���
 ��� �6B �F( +-� ������	��( ��

�	� �
� )���������=�

��� �EB �F �
� �� .��� ��� )�=!���
����
� ��+ )��
� ��� �	��
 /���	��*

��� �&B �F �������

;�� �������
� ��� ���������	
��
���	
 �
 ��� ���	������
� �
�

��� ������	
�����
� ���+�� +-� ��� "���
��
 �������
� ��+ 8BC ��?D �
�

���*
��� 1	
 ��� ��
������
 �����1 �	��  ��� #���� $�%$'� ;�� ������

��



� �������		� 
�� ��	
		���

����� ��� ��� 	���
��������� ��
 ���������� �����
��� ������� ����� ���
�

������� � ��� !"#"$ ������ �� %����&� ��� ��
 '�� ��(! �)���
�**
��

#��)�� �	))+ ,+-� ,+.,� ��� ���� ��� ��� ��� ����*�/��
�� 0�� ��(!+

!������� ��
�*��&�
 ��� 1��2��
��
��� �� "3
��4
 �� ����� 56���� ��� ���

0�� ��(!+

7�� 1��)���
��� ��� ��
����� ��� �� &���� ���4
 ��� 	�#������
 �� ���

	)�
�**����� ���
��&� ��� ������
 �� 8����3
��4
 ���� 1��2��
��
���� ��� ���

��� .��� ��(! ��
�*��&�
+ �� &���� �� 9��)������ ��
 ��
����� �����)


��� :�
2��� )�� ��������� ���*���
����� ;�� )�� <��4 �� ��� =>0? )��&����)��+

@���&� 2����� ��&� )�� ������� A�
����&������ )�� ��� 9��;������ ��� �� �

&���� 2��6
2��&� 2�� 9��4���
6
 ������ $&�;�����4��
�� )�� ��� ��&����������

	��� 
�4+ $*��� �� ��� =..-? ��
����&�
 ��� �� &�����$��2����� ��� 9������

%B�� ��� %������ =.,�?+ 7�)�� ���� ��� ��&�
 �� ��� <��� ��� �� &���� ���

��� 8����� 2� 
������+ 	�&� ��� C��&��&���

 4��� ��&�
 ����� ��
������+ 7��

��
 2����� ��� ����

��
�� D�����
������� )�� ����� A�
����&������ �����

���
��&��� �� &����*��4� ��� ��� ������� ��
�)���
� �����
6���� �)�������
+

7�� "���)������ ��
�*��&���� ����
� ����� 4��*��

 ��� ����� 9��;������

��� �� &���� �)������� ;�����+

"��� 	������� 2� ��� �
�
� ����� 	�#�%���1��2��
��
��� �� ��� 	)�

�
�**������ )����
 ��� 	)�
�**����� ��
 ��� 	���
�� ���
������� � ��

��� 1��2��
��
����� ����� ��� ���� ��;�� ��� 8����3
��4
 ��� <���� ��


���� �	+ A�
����&������ ��� 	)�
�**�������� �����
2
 ��
 ����� ��E�����


�� ����� �� 	�#� ������� ����&�� "���)�����+ 7��� )����
 ��� ��� E3��������

C��4��� ��� ���
������� �+ "� �����
2
 < ������
�� ;��&�� �� 5��� ��� <�&��

������ ��
�&������� ��� ��� "�2 ��4
���
6
 ���� =0>� .��?+ 7��� ��
 �����&�

2�� 5����� ���� <�&������� ��&�
 ���� �� ��� <��� ��
 	�# ��2���
2��� ;��

���&� ��� ��������
2
� 	�# �� ��� 	)�
�**����� ��&�
 ��&���;����� ;�����

4���+ 7�� ��������� 	�# 1��2��
��
��� �� 8����3
��4
 ��� F���&���������

��
 ���� ���
������� � ;��� ���&� �� ��� 8����� ���
����� ���
������� �

�������&�
� �� ��� 8����� ��&� ��� 	)�
�**�� ��&�
 ��;��&��� ;������ ����

���� ����4
 �3
������
 ;�����+

��



��� �����	
��� �� 
����� ���������������

��������

���������	
���������

�����������������������	���������

��������������� !��	�������

��������������" ��	�#�������

����������$�	�#��%�������

����������$�	�#��������

����������$�	�#���

������������������	�#�������

&���������	��" ��'()�"�����)�*�

&���������	��+� ,���" ��'()�"�����)�*�

-�.����+��"��/�����

� ��� &��� &��� %���

���������	
�
�

��������
����


��������

��������� 	
�	� ���������	
��
���	
 ��� ���	����	������ �	
 �� ���� �� ���	������
��


�� ����������
�
 �������
 �
� ���������
������
��
��
� ���� ��� �������� ����

��� ������� ��� ����������� ������� ��� ���������������� ����������
 ������

�������������� �� ����������� � ������ ��� �!" ������ �� ��� ������������� ��� ���

#$��������% ��� ��& ��� ������������� '������ ��� ����������� � ��& ��� (�)�&��������� 

������
 *�� +����� ��� ,�� ��� ������������� ��������� ��& �� )���� ��������� ������

������ ,�� ��� ����������� ������� ��)�� ���������� ������% ������ ����� ��)� ��)��

�$�������� ������
 *�� +����� ��� #)���� ��� � ���$ �)���� ��� ��� ��������� ,�� �--.

��/� ����� ���� ����)�� ���������� ��� ��& +�����% ��� ���� ��� ��,�������� 0�����

��������� ������
 *�� #$����� ��� ����������� ������������� +����� ��� ��� �$������������

����������������� ����� ���� ��������� �!"12!�3������������ ��� ���� ������� #$������


��� ������	
��� �� 
������ ����� ����� �� ��������� ������������� �� ���	

������ ��� ��  �����������!� ��� "���� #$% �� &�������	'() *�� ���������

+,�� ����� ��������,�������� -.������ �����/ (��  ����� ".���� ��� �����

-.���� ��0���� ��� ���� �� ����� ���"����!� ��� �� ���������� ��	

�!��� ����� �,�������� *���� �� *���� ���� �� 
��������� �� '(

�� �� &,������.���� ��� � 12
3 2�4�� ���+���/ 
�� �� ���*����� ��

5�������	�������� ��������� "��� ���� ��������� ���.���� �� ���"������

&������ ������������ *����/ ���� 
��,������� �� �����  ����������� ���

�� ������� (������������ �� 2��,� ��� �� &,������.���� ��� ���� ��

����� ���"����!�) ���������� ���� �� ������� 6���������/ 7� ���������

�� ����� ������ -.������) �� "��� �������� ���������) ����� ���� �� 2��,�

��� �������� 3������� ���) *�,�� ������ 
������� �� -.���� +,������� �����

���������� *����/ (��� ����� *������������� �� �� 8������������� ���

-��" �� ��� 9�::#; �<=� ����� ���) � �� 3������ ��� >����� �$�� ���*����

*��) �� �� �� 2��,� ����������� �������!0�� �� �� &,������.���� ���	

����� *��/ 6������ ���"� �� ?��,������� ��� 5������� �� �������� ��

&62	������ �� �� &,������.���� �� ������� ����� �� ����� &������ �� 27

��


�� �� 8����������� �� ��������� '( �������� �� ��������	3����� -.����



3 Ergebnisse und Diskussionmarkierten Zellen, der eher dem von 80 oder 100% MeOH entspricht, eineATP/BTM-Konzentration im Zellextrakt, die der von 100% MeOH gleicht.Hier zeigt sich wiederum die fehlende Korrelation zwischen dem Verlust derZellintegrität und den ermittelten ATP/BTM-Konzentrationen in der Ab-stopplösung und im Extrakt.Die Additive 70mM HEPES, 5% (m/v) Trehalose, 0,5% (m/v) Mannitol,sowie Glutaraldehyd in verschiedenen Konzentrationen (0,0025%, 0,05% und0,5% (v/v)) zeigen unterschiedliche Auswirkungen auf die Zellintegrität. HE-PES verändert die Auswirkung von 60% MeOH nicht, was auch auf gerin-ge Konzentrationen von Glutaraldehyd zutri�t, das PI-Markierungsmusterist gleich. Trehalose, Mannitol und 0,5% Glutaraldehyd senken das Markie-rungsmuster deutlich, die Trehaloselösung liegt dabei etwas über dem Wertder �schonenden� glycerinbasierten Lösung. Die Werte liegen im Mittel zwi-schen 24 und 41%. Jedoch kann durch die Lösungen keine Veränderung imATP/BTM-Gehalt erzielt werden. Die relative OD der resuspendierten Pel-lets zeigen kaum Unterschiede. Bei allen verwendeten Lösungen können le-diglich rund 80% der OD detektiert werden. Bei 60% MeOH/HEPES sindes sogar nur 70%.
60 80 100

Relative OD [%]

 Relative OD

Viskositäts/Mischproblem; Probe nicht analysierbar

60% MeOH
60% MeOH (70mM HEPES)

60% MeOH/Glycerin/NaCl (5.6% m/v)
60% MeOH/Trehalose (5% m/v)
60% MeOH/Mannitol (0,5% m/v)
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100% MeOH (Hydroxyectoin-Kultivierung)
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0 50 100
Flächenanteil PI Markierung [%]
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Abbildung 3.14: Durch�usszytometer- (links) und relative OD-Werte (rechts) des Abstoppprozessesvon E. coli mit Abstopplösungen mit verschiedenen Additiven und Kultivierungs-bedingungen. Die Lösung 60% Glycerin liefert den geringsten Anteil an PI gefärbten Zellen,die OD wurde bedingt durch geringe Durchmischung nicht bestimmt. 60% MeOH zeigt wiedie Lösung ohne HEPES keine Änderung im Markierungsmuster. Die Zugabe von Glycerin zuMeOH führt zu einem höheren Anteil an markierten Zellen. Sowohl die Kultivierung mitEctoin als auch Hydroxyectoin ändern die Auswirkungen von 100% MeOH auf die Zellennicht. Die relative OD der resuspendierten Zellen liegt zumeist bei 80%, HEPES-Zusatzbewirkt eine Senkung auf ca. 70%. (Starttemperatur der Abstopplösung von oben nach unten:/, -40 °C, -40 °C, -50 °C, -40 °C, -40 °C, -40 °C, -50 °C, -20 °C, -50 °C, -20 °C, -50 °C, -50 °C)58
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����� �	��� !��"#�� � ��� �	�����""�"$��	 ��	��	������	 ��	 �%�� ���� ����

&��� ���� '�(�� )	 ����"��	� ���� ��	� �	������ �	� ������ ����	 ��� *��

����"��� �	 ��	�� ���" ��� *�����"��	���%��+�  ������� ���	� ��� ������	

��� ���	��$���	 "����	 �	 ,-(�(�Δ�%#� �	 ����	����	 ��	��	������	�	 ����

���� "���� ��� �""�� �	 ��� ��.����� �� #&� ����	��� �	 /� %�#�" �	��� �����

��	 0�� ���������	��	��	1 ��� ���� 2����� ��	 *�� ��	�	 ���"%���� ���

 ���	 %����	 +�		� ��� 34��� ��� %���� ��	� #� "�	�� 5"�+����6�� ��� ���

�� 4�����	��� ��	� *�� ��	�	��.����� �� ���"7�� �� � �� �	1 ���� ��� 2�""�

���� ��� 8� "�	 ��� 9��:3 ,�"��	��	 ;��+���	��� ������ ��	 56: �	 ��	

:�	����� ��� ��%�� ��	 ���$	������ ;���.����	���"  ���	� /� �������"��	

3���+ /"�+�� �� ��� <''= �	 ��	�� zwf�Δ ����	�
�������	��+�������	��

	�� 6�> ��� 9��:3 ?���"� ��� �����	�	 0�"��4��� @.�������� /����� ���

%��+�1 ���� 9��:3 �����$�+� ��� /� ��� ��� ������ /�����#�+��� ���%�	���

%����	 ����1 %���� ���"� �	���� ����	���""� ;���+���	��������� ���	�� "$��

���� %����	1 ��  � ��� 2����� ��	 *�� ��	�	 ��� �	���� ��� �� "�� �� A	���

�����"�	� 	�� �� ����� ��� ��� ,�"��	� ��	 �� %�#�" �"����	 ���	��$���	�

9�����	���� ��� ��	 %���	�"�� �� ,����	����" ��	 9�� �	� 9��: �	�

"���� �	 �1�� #�� �� ��	��	������	 ���� ���� ��� !��"��� �� *����� +�		

����� �� 7 �� ��	��	������	 �	 ��	 2�""�	 ��#�����	� A�	� B�%�	�"�	� ��	

9�����	���� �	 9�� ��#�"�� ���� B�%�	�"�	� ��	 : ��� ������4"�4���

� ��� ��1 %�� %������� ��� ;������'�� ��� �� ����"��� %���1 %�"� �� ���� 

��� 8� "�	�� 5�	 ���� �	� ��	 ����� ����7���	 :�	����� ��� ��%�� �	 ���

��	����	 *�	��	 ���"����	 ��""�� �"� �	 ��� ��	���""��

@�����$��� "���� %�� �� ��� ��C��	 �	������	�	 A"���	����� �1'6 #�� 

 7 �� +�	��	������ ���� A�	 5��	� #&� ��� A� 7 �� ��#+����	 +�		 %�� ���

��� B�%�	�"�	� ��	 9�����	���� �� ����7���	 :�	����� ��� ��%�� "����	�

���  ��� %��� :;:: ��	����1  ��� �� @�����$��� �	 @������	�'D�� ��� ��

����%�	��"	� 8� "� :;:: +�		 �� ��� �� ��	�� �� 7 ��	 :��"��7E� ���

@�����$��� +����	�

� 4��	1 ��	 ������� ��� ;9��,��� B����"1 "���� �� � %� ��� ��	"�� ��#

5��	� ��� B����"&����� ����� �� 7 � ��� �1�( #�� �� ��E����� %��� �� �	�
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��������� ��� ��� ����� ��� �����������	
 �	���	 �����
	 ���� ���
 ���� ���! ��� ����

"���� ����� ��� ��� #��!$�������������� %&' ����(��)!��� �
 !
 ��� ����(��)!����
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������ ���� "��� ���� ��� #����� 
�� $�%��� ��������� ����� &��������'�

����(���(��� ���	� �������� �� ���)���� ������������� 
�� *��+, ����-� ��

�� ��� &������������ ��� .� ������ ���	� �
�� ���� 
���������� $����������


���

��������� 	
�� ������ ������	
�� �	 ����
�
�	��� �� ����	������� ������ �� zwf�Δ ����	

������	������ ��
������� ���	�����
�
�����
���
 ������������ �����������

������������ ���������� ��� ������������������������� ����� ��� ���� ������������� �������

��� ��� �� �� ������������� !��"������� #�������������� ���������
 ���"�� ����� �� �� �����

������������ $����������� �� ��� ����� ��� ����"��"����"�����!������ ����� ��� #��������
������������
 %&'()(� * +��������""� zwf�Δ * #�������"������� , *

,����-�*����"��"����"� � * ���"��"����" %.// ��0� . ��� 1 * ,���������""�� ���

�����2������ ,�������0

$���� /�	��� 
�� �������� ���� ��� 0�
�� ��� �����1���� �� ������ 2��3�

�������������� �������� 	����"�� �����%������� ��� ����"� ���  �������� 	��
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���� ����� ���������� �����
�	 �
� ��� ��������
 ����� �����������  ��!

��
"�� #������� ��������
 �������� ��������� $%	&' ����(� )��� ��� �� ���

*������� ������ ��+�� ����� ��� � ���  ����
"��  
,������ -��
�
 �����

%	.� ���� �������� ���� /�� ��������  ��0������ ��� *�������
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,�����	 ��
 �1
��	 ����� �� %	'2 ���� ���������� 3������������ ���	 ������

�
 ���� ��� 4���� �� 5���� �� 6���
��

 ��������� �
�� )������� ����

�1
�� �� )��� ��� ,���������  7����,��� ���� ����Δ& ������ )������	

��
 � �� ��� ��� 8����� ���  
,����� ��������� ����	 ����� �������� ��

%	%2 ������ 3������������ ���� 9���� )�������������� ���� ��� ��!

������	 :������ ��  ������ ��������� -��
� ���� 5��������� ������ ���  
!

,�����	 �����1
����	 #������� �� �1
�� �� ���������� 5�;� �� ��� 4�����

��� $����

���� -������� ��� �������� �	�< �� '	�� ����	 :������ �	�� ����	

 ������ 2	=2 ����(� :������ ���� �� ������ ��� �������� *������� ��� ����

/�����
���� ��
�������� �� �,������� �� 
�����;���� �� >� ������!

����� 8�� ��� 3�������� ����� ��
 4��
����,����� �?!5���1����������
�� ��

���0���� 5�;� ���� -� ��� ���
���� � �?!5���1����������
�� �
 5�����!

��� ��
������ �� ��� :������ ���������	 ����� ���� ���� �����������

��
 *�������
����
 ���	 ����� ���� ��� ���
���� � >� �1����
� ��������

������	 @����� �� �� ������������ 5�; ������ ���
���� �������

8A'<'%zwf�Δ ��� ���� ���0��� 3������������ ��
 /������
,������
��B�


�� ���,������� ����
 #������
� $2	&' ����(� /��� ���� ���� ��� 6���
��



�� )�:	 �� �� ����� �� ��� :����
�,��
,������ �������� ����	 �� #������!


� ���
����� -�� C���
"��
��B����
�� �
� ��������
 ���"������ /
 ����� ����

���0��� 3������������ �� )�1����� $%	�< ����( ��� �� ���� �� ��� )������!

����
� ������ � )�: ���
���� ������� D����� ����� ���� ������� ���������

3������������ �� :�������
"�� $%	�2 ����( �� �������
"�� $% ����( ���	 ���

�������� ����

���� C���
"����

-�� ������� :�������
"��������������� ���� �� ��� ����� E -:� 8�!

���� �+� ��� 8����� ���
�� �"�� ������ $=' E -:�(� -� �������
"��	 ���

�
 :�������
"�� �������� ����	 ��������
 �� �������� 3������������ ��������	

����� ��� ������� ����	 ��
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�
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 �������� ����
��
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�� �	 ����
�
�	��� �� ����	������� ������ ���	���� ��

�
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�
�����
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���
���
 ������������ ����������� ������������ ���������� ���
������������������������� ����� ��� ���� ������������� ������� ��� ��� �� �� �������������

!��"������� #�������������� ���������
 ���"�� ����� �� �� ����� ������������ $����������� ��

��� ����� ��� ����"��"����"�����!������ ����� ��� #�������� ������������
 %&'()(� *

+��������""� zwf�Δ * #�������"������� , * ,����-�*����"��"����"� � * ���"��"����"
%.// ��0� # * #�1���"����" %2�.2"�0� . ��� 3 * ,���������""�� ��� �����4������
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� ������
���� ���������� ��� �����
������ 	
� zwf�Δ

������ �� ��������� ��� �
���
��� ����  ! �����
���� �����"���� #$���  �%&'

��� %� �������� ��� (
����	�� ����)�������������� #��(� ��*'� �� $��������  � !

���� ����(������� ������ ����� ������ ��� �����
���� �� ����� +��� ��� ��,

���
�
�����-���� ���	
����
���� ��� $���
�)�����
�-������ ��� ����.���

$�(������ ����� $�(�������)��� ��� /������� ����� /��������)��� ������

���� �� ���.���� 0�	�� 	
� #1  2��� ���  34 2���'� 5������ -������ �� ��

��� /������� 6��� $�(����� ��� ��� 7������� �������� -����� ���� �����

%*� 2��� ���.�� 	
� �
 -�� ��� 8�����
��(�
���� ��� 5������ ��� �����

#%*� 2���'� �� ����� �����������
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��� �����
������ ����� ��� ������ �� �
���� ���)������ 8��
;(
��������

$�<����� ����� =������� �������� �������� # ! 2���' ��� >�
��� �������� ��,

�.�� #* 3 2���' 	
� -����� ����2���� ��� /������� �������� -���� >�
��� ���
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������� A*!B�
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� #*�� 2���'� C�� ��� ��� ������,

������� ������� ����� ���� �
�� �
���������
� �� =�
�
�)��� #4 3 2���' 	
�

��� -�� ����������� ��� /������� �������� -��� ��� ��� �-������(�
���� ���

D+> 7@������ ���� �� 8�����
��-�� ��� +���
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�����
�@������

������ ����� ��� $���
�)���� �� ���������� ��< 	
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�
����� ����� �
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((��� �
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�� �
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� #%�% 2���'� /����������� ����� ��� $����,
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��� ��� �����
������2
;�� �������� 	
� #%43 2���'�

�� ������� 8�����
��-���� ������ ���� ����������� E��������� �
 �� 	
�

>@��	�� ����������� 0����� ��� ����� F�������-��� 7
-
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�� ?��� �
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�� ��� /���
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��(�
�� ������ G�,

�
�� ����� ������ ������� ����� ��� ��� ������������� =��������� ��2� 0��,
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��� ������&������ ��� ��� ������������������ �����������
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"�	��� ����� �� ������� #	�� ������� "���������� ��� �� $����� ��� ��!

���������	������ �� ��� %�������� ��  �
������	��� �������� ������� ����

���� ������ �� �������� �	� ������ ���  �
������	�������� ��� �����	�

���  �
������� 	���
	���� �	���� ������� ���� �� ������������� 	�� ��
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����'���� �	�� �������  �
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� �����  �
���2���� ������� ����� �������

��� ��������� ��� ����������������� ��������� ����� ��	
����� 3���!

���� ��� �������� ��� &��
	� ����� ����� ������ �	� 	�� ����������!

������ 
�� 4�	��	����� ����� 	������� �	�� ������ ���� ������ -	���	!
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� 6�678� ���� ����	������� �� �� �2��������
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�� 9���������� �� ������� ���� �������� ��!

�����
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� 6�608� &���
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�
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� ��  	���

������� 5��� +���� ���������� �� �����
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������� $���������
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� &������

'� (�������� )�)* �
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�� ��� -���������
�� �$���� .� ����

/������� ��� 0���������
���� �� ��� $����� ����
����� "�����1 "���� ��

���� �� ����
2 ���3���� �4��
#�����5�� 0������ �
����� �
��� 6
�� +*+���

�$���� +� 5����� ���� ������ 7��� ����� ����� 8� �
�� ���� ��� ��� �������2

��� 0������"����� �����
�� �� ����
#�����5�� 0������ �
������  ���
�����

�
� ��� 7���� ��� 
������ ���������� &��
������1 "�#� 
��� 0�$ ��� 9�$
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